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Abreviaturas y simbolos

ABTS: 2,2’°- azino-bis (3-ethylenbenz-thiazoline-6-sulfonic acid
Ac: anticuerpo

ADN: 4cido desoxirribonucleico

Amp: ampicilina
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Resumen

Los vectores basados en el virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1) se presentan
como un sistema de gran potencial tanto en terapia génica, como en vacunas de ultima
generacion. Recientemente, se han desarrollado diferentes sistemas de vectores virales
basados en HSV-1, los que se han utilizado en ensayos clinicos para el tratamiento de

tumores en humanos, y como vacunas contra diferentes patdgenos.

En el presente trabajo, se evaluo el uso de distintos tipos de vectores basados en
HSV-1, como candidatos para el establecimiento de una plataforma de vacunas de nueva
generacion contra diferentes patdgenos humanos y animales, a través de la expresion
de antigenos pertenecientes a Rotavirus (RV) grupo A y grupo C, la rickettsia Anaplasma

marginale, y el Virus de la Fiebre Aftosa.

Se construyeron vectores herpéticos defectivos y de tipo amplicon para la
expresion de las proteinas de RV NSP4, VP2, VP4, VP6 y VP7, de manera individual, o en
construcciones dobles, portando los genes VP2 y VP6, o VP4 y VP7 de RV grupo A.
Adicionalmente se trabajo con un vector para la expresion de la proteina VP6 de RV
grupo C, de una cepa no cultivable. Para la rickettsia Anaplasma marginale, se construy6

un vector amplicon para la expresion de la proteina de superficie MSP5.

En el caso del Virus de la Fiebre Aftosa, se ensay6 un vector viral capaz de
presentar en la superficie de la particula un epitope inmunodominante de la proteina
VP1, denominado RGD, responsable de interactuar con el receptor celular. Para esta
estrategia, el vector viral fue modificado para insertar el epitope RGD en la secuencia

que codifica para el gen de la glicoproteina C de HSV-1.

Por medio de transduccion o infecciéon de cultivos celulares con estos vectores,

se pudo comprobar la expresion de los antigenos heterdlogos en los diferentes sistemas.

Se seleccionaron algunos de los vectores obtenidos para realizar una prueba de
concepto sobre su uso como agentes vacunales, generando los stocks de cantidad y
calidad necesarios, para aplicar los diferentes planes de inmunizacion en animales de
experimentacion, y asi poder evaluar la respuesta inmune especifica generada. De este
modo se utilizaron los vectores que expresan la proteina VP6 de RV grupo C, VP4 de RV
grupo A, y MSP5 de A. marginale, para evaluar la respuesta inmune inducida luego de su

inoculacién a ratones Balb/c, como modelo de experimentacion.
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Los resultados indicaron que los vectores herpéticos fueron capaces de generar
una respuesta inmune especifica. En el caso de los antigenos de RV analizados, se
estudio el desarrollo de una respuesta inmune humoral, y en el caso del vector que
codifica para MSP5 de A. marginale, se determin6 una respuesta inmune principalmente
celular, la cual se balance6 hacia una respuesta multiple luego del suministro de un

refuerzo con el antigeno proteico adyuvado.

Ademas, otro de los principales logros de este trabajo ha sido el establecimiento
de los protocolos de produccion de diferentes vectores virales para su uso como

inmunogenos.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente trabajo, se
demuestra que vectores basados en HSV-1 son candidatos atractivos para el desarrollo
de vacunas genéticas de nueva generacidn, dirigidas contra patdgenos virales y

bacterianos que afectan a humanos y animales.

Palabras clave

Herpes Simplex Tipo 1; vectores herpéticos; produccién de vectores virales;

vacunas de nueva generacion; Rotavirus
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Summary

Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) based vectors have shown a great potential
for gene therapy and are considered promising vehicles to deliver heterologous
antigens for new generation vaccines. Recently, different HSV-1 based viral vector
systems have been developed and used in clinical trials for treatment of human cancer

as well as vaccines against different pathogens.

In the present work, HSV-1 viral vectors have been evaluated for the assessment
as a vaccine vector platform against group A and group C rotavirus (RV), the rickettsia

Anaplasma marginale, and Foot-and-mouth disease virus (FMDV) infections.

Defective herpesviruses and amplicon vectors that express individually group A
RV proteins VP2, VP4, VP6, VP7 and NSP4, or which co-express the structural genes VP2
and VP6 or VP4 and VP7 were developed. Additionally, amplicon vectors which express
VP6 protein from a non-cultivable group C RV strain or the surface antigen MSP5 of A.

marginale were constructed.

A display vector, which expresses in its surface the RGD epitope of the structural
protein VP1, was generated by the insertion of the RGD motif into one exposed loop of

the glycoprotein C of HSV-1.

Expression of the heterologous genes, either alone or in combination, was
demonstrated by Western blot and/or immunofluorescence analyses in transduced or

infected cells.

Stocks of the selected amplicon vectors, expressing group A RV VP4 and VP7, or
A. marginale MSP5 were produced to carry out different immunization schedules in
Balb/c mice, in order to assess the specific immune response elicited, in the absence of

adjuvants.

The results showed an induction of specific immune responses in the vaccinated
animals. The development of specific humoral immune response was obtained with
amplicon vectors expressing RV proteins. A cellular immune response was mainly
observed after inoculation of the A. marginale MSP5 amplicon vector, which shifted to a
multiple immune response when boosted with the homologous adjuvanted
recombinant protein. In addition, protocols for the scaling up of vector stocks were

established.
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Taken together, the results presented in this work indicate that HSV-1 amplicon

vectors are attractive candidates for the development of safe genetic vaccines against

human and animal pathogen infections.

Keywords

Herpes Simplex Virus Type 1, herpetic vectors, viral vector production, new

generation vaccines, rotaviruses
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1 Introduccion

Uno de los principales objetivos de la vectorologia viral, desde mediados de los
80', ha sido el desarrollo de vectores recombinantes para la presentacion de transgenes
a células de mamiferos, con una minima toxicidad asociada. Actualmente, muchos
sistemas virales se encuentran préximos a cumplir con este objetivo, suministrando una
expresion transgénica estable en diferentes tipos celulares y tejidos (Brave y col.,, 2007;
Draper y Heeney, 2010). Entre los sistemas existentes podemos mencionar los
derivados de virus adeno-asociados (Grieger y Samulski, 2005), adenovirus (Chen y col,,
2010), retrovirus (Barraza y Poeschla, 2008), poxvirus (Walsh y Dolin, 2011), herpes
simplex virus tipo 1 (Marconi y col., 2009), entre otros. El area de vacunas ha tomado
parte de estos desarrollos para aplicaciones especificas, y se han utilizado como
vectores de inmundgenos, codificantes de proteinas heterdlogas, tratando de
reemplazar patdgenos vivos atenuados que pueden presentar riesgos, o dificultades
tales como imposibilidad de su cultivo in vitro. A la vez, esta tecnologia permite
aprovechar las virtudes de un elemento replicativo para estudiar la inmunidad celular
producida ante antigenos especificos (Osten y col, 2007; Souza y col.,, 2005). En este
sentido el uso de vectores virales, defectivos en su replicacion, pero capaces de generar
respuesta inmune especifica, se presenta como una estrategia atractiva para el estudio
de la arquitectura de dicha respuesta, en infecciones ocasionadas por diferentes

patdgenos.

El proyecto FP6-HEVAR de la Comunidad Europea, (FP6-2004-INCO-DEV-3-
“Herpesvirus-based vaccines against rotavirus infections”), del cual el presente trabajo
formo6 parte, estuvo enfocado en la generacion y evaluacion de vectores genéticos
innovativos, que pudieran contribuir a la comprension de la biologia inmune de las
infecciones por rotavirus, y constituir un primer paso esencial hacia el desarrollo de
vacunas genéticas nuevas para la prevencion de infecciones ocasionadas por rotavirus
humanos, el agente etiol6gico mas importante de la diarrea con deshidratacion en bebés

y nifios en los paises en desarrollo.

Por otro lado, en colaboracion con el Laboratorio de Inmunologia perteneciente
al Estacion Experimental INTA-Rafaela, y otros investigadores del Centro de Virologia
Animal-CONICET, se establecieron lineas de investigacion que también fueron parte del

presente trabajo, orientadas al estudio de respuesta inmune generada con vectores
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herpéticos contra otros patogenos de interés veterinario, como A. marginale y el virus

de la Fiebre Aftosa.

1.1 Vectores herpéticos

El virus Herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1), pertenece a la familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, y esta presente entre el 65% al 90% de la
poblacién humana (Chayavichitsilp y col, 2009). Infecciones con HSV-1 son
responsables principalmente de erupciones mucocutaneas, ocurriendo en algunos casos
cuadros de encefalitis, sin embargo, también pueden ocurrir infecciones asintomaticas
durante la dispersion del virus (Kaufman, 2005). Luego de una infeccion primaria, HSV-
1 establece latencia en neuronas de ganglios que inervan el epitelio infectado,
principalmente en el ganglio trigémino en el caso de infecciones orofaciales, siendo
capaz de reactivarse en respuesta a ciertos estimulos, resultando en recurrencia de las
sintomatologias mencionadas (Chen y Hudnall, 2006). También cabe destacar que se
han descubierto interacciones benéficas hacia el huésped por parte de virus de esta

familia (Barton y col.,, 2007; Duerkop y Hooper, 2013).
La particula de HSV-1 posee un genoma de 152 kpb de ADN doble cadena,

protegido por una capside icosaédrica, que se encuentra rodeada de una capa que
incluye proteinas virales, denominada tegumento, el cual esta limitado por una
envoltura externa de caracteristicas lipoproteicas (Knipe y col.,, 2007), Figura 1.1.a. El
genoma codifica para aproximadamente 80 genes, y estructuralmente puede dividirse
en un segmento largo (Up) y un segmento corto (Us), conectados por regiones
repetitivas internas (IRL e [Rs) y terminales (TRL y TRs) (Bataille y Epstein, 1995). Posee
tres origenes de replicacion oriL, oriS (Bataille y Epstein, 1995; Stow, 1982). Las senales
de clivado/empaquetamiento (pac) estan presentes en ambos extremos del genoma,
como también en la unién de los segmentos gendmicos. Durante la replicacion del
genoma, los componentes genomicos L y S, pueden invertir su sentido en relacion al
otro segmento, resultando en cantidades equimolares de cuatro isdmeros genomicos, al
momento de clivado y empaquetamiento del genoma (Bataille y Epstein, 1997), Figura

1.1.b.
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e Proteinas de envoltura

Adaptado de: http://viralzone.expasy.org
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Figura 1.1.a. Esquema de una particula de HSV-1. Dicha particula esta
conformada por cuatro capas concéntricas, comenzando por el ADN gendmicos,
contenido por la capside icosaédrica, la cual se encuentra rodeada por el
tegumento, que es una capa no estructurada que contiene unas 20 proteinas
virales, limitado finalmente por una membrana lipidica de origen celular con una
docena de proteinas virales, la envoltura. Adaptado de viralzone.expasy.org.

Figura 1.1.b. Esquema del genoma de HSV-1. El genoma de HSV-1 es ADN
doble cadena lineal de aproximadamente 152 kpb, compuesto de dos segmentos
unicos, UL y Us, los cuales son flanqueados por regiones repetidas, TR./IR;, y
TRs/IRs respectivamente. Los elementos requeridos en “cis” para la replicaciéon
del ADN y el empaquetamiento son, la sefial ori y las sefiales de
empaquetamiento pac, respectivamente. Esquema adaptado de Bataille y Epstein,
1997

Durante el ciclo infectivo de HSV-1, la expresion de los mas de 80 genes se
produce con una temporalidad regulada en forma secuencial, en tres etapas principales.
La expresion génica, controlada principalmente a nivel transcripcional, comienza con la
expresion de genes inmediato-tempranos, tempranos y tardios. Cuatro de los cinco
genes inmediato-tempranos (ICPO, ICP4, ICP22, ICP27 e ICP47) son responsables de
controlar la expresion génica de las fases temprana y tardia, y también generar

silenciamiento y regulacion transcripcional en la célula infectada.

La propagacion optima de viriones de HSV-1, requiere de esta progresion de
transcripcion génica ordenada, denomina por algunos autores como cascada alfa, beta y

gamma (Roizman y Zhou, 2015; Weir, 2001).

En el comienzo de este proceso, la transcripcion de los genes inmediato-

tempranos, ocurre en ausencia de sintesis de novo de proteinas virales, proceso que se
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logra por el transporte de varias proteinas empaquetadas en los viriones, presentando
VP16 un rol central, que con su actividad de factor transcripcional, en conjunto con
proteinas celulares, actia sobre motivos de ADN presente s6lo en las regiones
reguladoras de los genes inmediato-tempranos (Campbell y col,, 1984; Fraefel y col,,
2011; Mackem y Roizman, 1982; Preston y col.,, 1988; Shu y col., 2013; Weir, 2001),
dando comienzo a la sintesis de novo de proteinas codificadas por algunos de los
principales genes regulatorios mencionados (ICPO, ICP4, ICP22 e ICP27), para seguir
avanzando en la cascada viral de transcripcion y expresion génica (McMahan y Schaffer,
1990; Preston, 1979; Watson y Clements, 1980), como se muestra de manera

esquematica en la Figura 1.2.a.

Entre estos genes inmediato-tempranos, ICP4 e ICP27, son esenciales para la
replicacion viral (McMahan y Schaffer, 1990). Cuando son delecionados del genoma
viral para generar los diferentes sistemas defectivos basados en HSV-1, se deben
suministrar de manera externa (en trans), por medio de lineas celulares
complementarias, con el objetivo de lograr la replicacion. Deleciones en los genes ICP22
e ICPO minimizan la toxicidad de estos vectores herpéticos (Glorioso, 2014; Marconi y
col, 1996), mejorando sus caracteristicas, Figura 1.2.b. También se han realizado
deleciones en otros genes, tales como en los factores de virulencia y-34.5 e ICP47, que si
bien no son genes esenciales para la replicacidn en cultivo celular, en su forma nativa
interfieren en la respuesta inmune innata del huésped. En la siguiente etapa de
expresion génica, los productos de los genes tempranos, aportan actividades
enzimaticas, que aumentan los deoxinucleotidos disponibles en la célula infectada (por
ej.. timidina quinasa y ribonucledtido reductasa), y dirigen la sintesis de novo del
genoma viral. Las ultimas funciones son las de los denominados genes tardios, los cuales
codifican para proteinas involucradas en el empaquetamiento del ADN gendmico, asi
como proteinas estructurales que participan en el ensamblado del virion, incluyendo la
capside que se ensambla en el nucleo, las proteinas que se adquieren en el citoplasma
celular, que son transportadas en el tegumento, y las glicoproteinas que forman parte

de la membrana lipidica o envoltura.
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Figura 1.2.a. Esquema simplificado de la cascada de expresion génica de HSV.
La proteina de tegumento viral VP16 activa los promotores de los genes
inmediato-tempranos (IE del inglés Immediate-Early, en verde), permitiendo la
expresion de los mismos (en recuadros azules), los que a su vez activan los
promotores de los genes tempranos (E: del inglés Early, en amarillo). Los
productos de los genes tempranos replican el ADN viral, llevando a la expresion de
los productos tardios (L: del inglés “Late”, en rojo), que conducen al
empaquetamiento de los genomas virales sintetizados de novo y conforman la
estructura de la particula viral. Esquema adaptado de Glorioso, 2014.

Figura 1.2.b. Bloqueo de la expresion de genes tempranos (E) y tardios (L)
en virus defectivos. Estos virus estan delecionados en varios genes esenciales. La
produccién de vectores de este tipo, requiere el uso de lineas celulares
ingenierizadas para permitir la complementacién en trans. La primera generacién
de vectores fue delecionada en ICP4, la segunda generacién en ICP4 e ICP27 y una
tercera se eliminaron las funciones de los cuatro genes, siendo esta ultima la
generaciéon que menos interviene en procesos de la célula huésped. Esquema
adaptado de Glorioso, 2014.

Las caracteristicas biologicas unicas de HSV-1, hacen que los vectores basados en
este virus, sean considerados uno de los sistemas promisorios para terapia génica
(Burton y col, 2001a, 2001b; de Silva y Bowers, 2009; Efstathiou y Minson, 1995;
Glorioso, 2014; Glorioso y col.,, 1994; Kennedy, 1997; Lachmann, 2004; Lachmann y
Efstathiou, 1997; Marconi y col., 2009; Oehmig y col., 2004). Las ventajas principales de
los vectores herpéticos son, (1) su gran capacidad transgénica, de hasta 150 kpb, (2) el
amplio rango de huésped incluyendo células quiescentes como en division, (3) el ADN

viral no se integra a los cromosomas del huésped, (4) la posibilidad de reemplazar hasta
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40 genes que no son esenciales para replicar en cultivos celulares, y (5) la capacidad de
alcanzar el sistema nervioso. Por estas caracteristicas, los vectores herpéticos son una
herramienta muy interesante en areas en plena expansién como terapia génica y

desarrollo de nuevas vacunas.

Existen tres tipos diferentes de vectores derivados de HSV-1, los cuales se basan
en las caracteristicas descriptas de este virus. Los virus recombinantes atenuados, son
virus competentes en su replicacion, principalmente utilizados como oncoliticos, cuyas
modificaciones genéticas restringen su replicacion y capacidad litica a células
tumorales, sin causar dafio a células normales del huésped. Por otro lado se encuentran
los virus recombinantes defectivos en su replicacion, que son virus que poseen
deleciones en uno o mas de sus genes esenciales, cuyos productos son aportados en
trans por lineas celulares especificas, posibilitando su replicaciéon. Y por ultimo, los
vectores amplicon, que también son sistemas defectivos, pero desprovistos totalmente
de genes herpéticos, dependientes de un sistema colaborador para su propagacion en
cultivos celulares. En los tres casos las particulas obtenidas son idénticas a la del HSV-1
salvaje (wt). Las estrategias disefadas para aportar funciones en trans para la
produccién de los vectores defectivos, determinan muchas de las diferencias que
existen entre los sistemas de replicacion y empaquetamiento de los distintos tipos de

vectores.

En el presente trabajo, la primera metodologia utilizada es la construccion de
virus recombinantes defectivos en su replicacion como portadores de transgenes, y la
segunda es las de vectores amplicon. Estos ultimos, a su vez se dividen en dos
subgrupos de acuerdo al sistema utilizado para su replicacion: uno que utiliza un virus
colaborador defectivo o “helper”, y otro que se basa en un sistema libre de virus
colaborador o “helper free”. En ambos el sistema colaborador tiene como objetivo actuar
como disparador de las funciones replicativas y de empaquetamiento, para la
generacion de particulas de virales. Adicionalmente, se utilizo el sistema de vectores
“helper free” para la generacion de un vector que presente en sus superficie un epitope

antigénico de un patogeno.
Virus recombinantes defectivos en su replicacion

Este sistema de vectores deben ser producidos en cultivos celulares que

complementen las deleciones de genes esenciales aplicadas a sus genomas. Los virus
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defectivos utilizados en esta tesis poseen deleciones en varios genes esenciales, y
pueden replicar en células que aporten ICP4 e ICP27, por ejemplo células Vero 7b (D.
Krisky y col., 1997; D. M. Krisky y col,, 1997; Marconi y col., 1996; Ozuer y col., 2002). En
la Figura 1.3 se muestra un esquema de la produccién de este tipo de vectores utilizados

en este trabajo.

Infeccidn con virus recombinantes HSV-1/
defectivos

— z —_

—

~Viero 7b, ICPZ7*/ICPAT

Cosecha de virus
recombinantes

Figura 1.3. Esquema de produccién de virus recombinantes defectivos. Para
la produccidn de estos vectores, con el virus defectivo que transporta el transgén
en su genoma, se infecta una monocapa de células Vero-7b, que expresan
constitutivamente ICP4 e ICP27. Esta complementacién permite la generacion de
stocks en este sistema. El progreso de la infeccién se monitorea por medio de la
observacion de efecto citopatico, o la expresidon de genes reporteros, como beta-
galactosidasa por tincién especifica, o GFP por observacion directa en microscopio
de fluorescencia. Adaptado de viralzone.expasy.org.

La titulacidn de estos vectores se realiza en la misma linea celular, ya que al ser
posible su replicacion, se puede realizar el conteo de placas de lisis, determinando las

Unidades Formadoras de Placa por mililitro (UFP/ml).
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Vector amplicon empaquetado con virus “helper”

Este sistema de vectores virales, consiste en dos partes esenciales, un plasmido
amplicén con dos sefales especificas reconocidas por el mecanismo de replicacion
gendmica de HSV-1, y un virus colaborador o “helper”, que hace uso de estas sefales

para replicar y empaquetar el plasmido amplicon, en particulas virales sin genoma viral.

El plasmido amplicdn, es un ADN circular cuyas dos sefales esenciales de HSV-1,
son el origen de replicacion (OriS) y la sefial de empaquetamiento (pac), carece de genes
herpéticos, y lleva en cambio uno o varios casetes de expresion del transgén o
transgenes de interés, bajo el control de un promotor eucariota. Adicionalmente, es
posible propagar estos plasmidos en Escherichia coli, por poseer un origen de
replicacién bacteriano (ColE1) y el gen de f3-lactamasa, que le confiere resistencia a
ampicilina (Amp) a la bacteria (AmpR).

El sistema de vectores amplicon basado en un virus “helper” requiere una etapa
de sobre-infecciéon con dicho virus, de una monocapa celular que fue previamente

transfectada con un plasmido amplicén.

El genoma del virus “helper”, como en el caso del virus tipo salvaje o wt, ingresa a
la célula previamente transfectada y comienza un ciclo replicativo. Durante este ciclo,
los complejos de replicacion y empaquetamiento de ADN viral reconocen las sefales
que se encuentran en el plasmido amplicén y realizan el empaquetamiento del mismo,
generando asi particulas de vectores amplicon portando el casete transgénico en su
material genético. En la Figura 1.4 se muestra un esquema de produccién de estos

vectores.

Actualmente los virus “helper” utilizados son virus defectivos y, por lo tanto, se
deben complementar a su vez las deleciones que presenten, para que puedan completar
los ciclos de replicacion y empaquetamiento de los plasmidos amplicon. En el presente
trabajo, esto se ha logrado mediante lineas celulares que expresan constitutivamente
ICP4 y/o ICP27, genes que se encuentran delecionados en el genoma “helper”
(HSVLaLA]J). Como producto, se obtiene una mezcla de particulas de vector amplicon y
virus “helper”, ambos con una envoltura idéntica a la del HSV-1 wt (Epstein, 2005a;
Logvinoff y Epstein, 2001, 2000a, 2000b; Manservigi y col., 2010; Marconi y col., 1996).
Esta mezcla, ademas puede ser enriquecida en su componente de vector amplicén por

pasajes en células especialmente disefiadas (Zaupa y col., 2003).
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La titulacion de los vectores amplicon se realiza en una linea celular que no
expresa genes de HSV-1, y por lo tanto no permite la replicacion del virus “helper”. De
este modo se puede realizar el conteo de células transducidas por los vectores
amplicon, ya que éstas seran las unicas células que expresen EGFP, pudiendo

determinar las Unidades Formadoras de Foco por mililitro (UFF/ml).

Plasmido Amplicén

HSV-1

ons iy Gen HSVLlaldeltal
R (Virus colaborador)

Transfeccién con ADN de plasmido amplicén, seguida
de infeccidn con virus colaborador HSVLalLdeltal

R

Vero 7b, ICP27*/ICP4%-empaquetamiento

Cosecha de
amplicones

Figura 1.4. Esquema de producciéon de amplicones utilizando virus “helper”.
Inicialmente se transfecta la monocapa de células Vero-7b (que expresan ICP4 e
ICP27), con el pldsmido amplicon que lleva el transgén de interés y luego se
infecta con el virus “helper”. La complementacién que estimula la replicacién del
virus “helper”, permite que cumpla con las funciones colaboradoras y ocurra el
empaquetamiento de los pldsmidos amplicon. El progreso de la infeccién se
monitorea por medio de la observacién de efecto citopatico, y la expresién del gen
reportero EGFP por observacion directa en microscopio de fluorescencia.
Adaptado de viralzone.expasy.org y Epstein, 2009.

Vectores amplicon empaquetados por el sistema “helper free”

La metodologia “helper free” (o libre de virus colaborador) que se us6 en este
trabajo, se diferencia del sistema anterior, en que el suministro del material genético

viral para lograr el empaquetamiento de los vectores amplicon, se realiza por medio de
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un bacmido que contiene un genoma herpético defectivo, que aporta los genes
esenciales para la replicacion y empaquetamiento de los vectores amplicon. En la Figura
1.5, se observa un esquema de la metodologia empleada, que utiliza la cotransfeccion de

dos componentes, el plasmido amplicon y ADN del bacmido HSV-1/BAC.

Existe otra metodologia que utiliza un sistema constituido por un set de
cosmidos que portan fragmentos superpuestos que incluyen todo el genoma viral, en
vez de una unica molécula de ADN defectiva como el caso del bacmido mencionado.
Aplicando cualquiera de las dos estrategias mencionadas, lo que ocurre es el ingreso del

genoma viral a la célula sin la presencia proteinas regulatorias.

AICP27 o/

BEBHICP2T

Plasmido Amplicon On S
-
HSV-1
s . hIl:::oqu Apac

Co-transfeccion con ADN de plasmido amplicén, HSV-BAC
y plasmido que expresa ICP27.

HSV-1/BAC

: Verof—z, ICPZ?'remp‘é\diJetaHignto —

Cosecha de
amplicones

Figura 1.5. Esquema de producciéon de amplicones con sistema “helper
free”. Inicialmente se co-transfecta la monocapa de células Vero 2-2 (que expresa
ICP27), con el plasmido amplicon que lleva el transgén de interés y las
construcciones que aportan las funciones colaboradoras “helper free” (HSV-BAC) y
plasmido accesorio de expresiéon de ICP27. La complementacidon que estimula la
replicacién y empaquetamiento del vector amplicén. El progreso de la infecciéon se
monitorea por medio de la observacién de efecto citopatico, y la expresién del gen
reportero EGFP por observaciéon directa en microscopio de fluorescencia.
Adaptado de Saeki y col. 2001.

La ausencia de estas actividades regulatorias, hace que el inicio de la

temporalidad en la expresion génica no sea potencialmente la dptima para la
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producciéon de vectores amplicon. Este problema se resuelve por medio de
complementacidon adicional con plasmidos, y el uso de una linea celular denominada
Vero 2-2, los cuales expresan genes virales esenciales. Los sistemas de
complementacidn utilizados en este trabajo expresan el gen ICP27 (Bowers y col., 2001;

Fraefel y col,, 2011; Laimbacher y Fraefel, 2014; Marconi y col.,, 1996; Weir, 2001).

Las particulas de vector amplicon obtenidas con esta metodologia, se cuantifican
por medio de titulacion en monocapas de células Vero o Vero 2-2, ya que al no poseer
genoma viral no podran replicar, pero si seran capaces de ingresar a las células y
expresar los transgenes, entre ellos el reportero EGFP, por medio del cual se

determinan las UFF/ml.

Uso de HSV-1 como presentador de epitopes antigénicos en su superficie

Por medio de la modificacion genética de HSV-1, se puede aplicar otra estrategia
de presentacion antigénica, para la expresion por ejemplo de un epitope neutralizante
viral expresado en la superficie de las particulas de un vector herpético. En la estrategia
descripta en el presente trabajo, la insercion de un epitope de interés se realiza en el
genoma de la cepa F de HSV-1 (Tanaka y col,, 2003), por medio de una metodologia de
recombinacion homdloga facilitada en un sistema que se lleva a cabo en E. coli

(Warming y col., 2005).

Los vectores basados en HSV-1, utilizados en el presente trabajo, poseen un nivel
de seguridad alto ya que son sistemas no replicativos en células normales, permitiendo
una eficiente expresion génica (Berto y col., 2005; Epstein, 2009, 2005a, 2005b; Frenkel,
2006; Jerusalinsky y col, 2012; Lachmann, 2004; Laimbacher y Fraefel, 2014, 2012;
Manservigi y col., 2010; Marconi y col,, 2009; Santos y col., 2006; Sena-Esteves y col,,
2000). Los vectores herpéticos descriptos, se utilizaron para la expresion de diferentes
antigenos pertenecientes a: Anaplasma marginale; rotavirus del Grupo A y C; y Virus de

la Fiebre Aftosa.

1.2 Rotavirus

Las infecciones ocasionadas por rotavirus son la principal causa de
gastroenteritis severas en nifios menores a 5 afios de edad, responsable de la muerte de
aproximadamente medio millon de nifios, principalmente en paises subdesarrollados de

todos los continentes (Shaw, 2013; White Johanson y col, 2010). Estos virus se
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identificaron como el agente etiologico de esta patologia en humanos en 1973 (Bishop y
col, 1973), mientras que unos afios antes, ya se habian descripto en roedores
(Pappenheimer y Enders, 1947; Pappenheimer y Sargent Cheever, 1948), simios
(Malherbe y Harwin, 1963) y bovinos (Mebus y col., 1973, 1969; Stair y col., 1973).

Un virién de rotavirus es una particula icosaédrica no envuelta de unos 100 nm
de diametro, que rodea a un genoma constituido por 11 segmentos de ARN de doble
cadena, que codifican para 6 proteinas estructurales (PE: VP1-VP4 y VP6-VP7) y 6 no
estructurales (NSP1-NSP6). Las PEs de la capside viral, estan distribuidas en un arreglo
de tres capas concéntricas rodeando al genoma viral formadas por VP2, VP6 y VP7,
mientras que VP4 forma espiculas que permanecen ancladas a la capa externa
(Desselberger, 2014; Estes y Cohen, 1989; Gray y col,, 2010), Figura 1.6. Las proteinas
no estructurales, cumplen funciones diversas, incluyendo replicacion gendmica,
ensamblado de particulas, regulacion de la respuesta innata del huésped, y estimulacion
de la expresion de genes virales (Hu y col., 2012b). La capa interna que rodea al genoma
viral esta conformada por la proteina VP2, acompafiada en el interior por las enzimas
ARN-polimerasa-ARN-dependiente (VP1), y la ARN-guanilil metil-transferasa (VP3)
(Desselberger, 2014; Jayaram y col., 2004).

RNA

Segment Protein

3=
Yied ¥~ VP4

5— B <4— NSP1

66— —— <+—\P6
é}' £+ NSF32
L (B) (C) (D)
10— = — <— NSP4
11— — — <—NSP5.6 (A)

Figura 1.6. Caracteristicas de la arquitectura de particulas de rotavirus. (A)
Gel de poliacrilamida mostrando los 11 fragmentos gendémicos de ARNdc
numerados a la izquierda y las proteinas que codifican a la derecha. (B)
Reconstrucciéon por criomicroscopia electrénica de una particula viral donde se
muestra la disposicién de VP7 y VP4 en la capa externa, (C) Corte de la particula
donde se observan las posiciones de VP6 y VP2, y finalmente (D) las proteinas
VP1/VP3 formando un complejo nucleoproteico con los segmentos de ARN
gen6mico. Adaptado de Jayaram y col., 2004.




33

Los rotavirus (RV) son integrantes de la familia Reoviridae, donde comparten
muchas caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas con otros 14 géneros. Una de las
metodologias de clasificacion se realiza de acuerdo a la reactividad seroldgica que
permite definir 8 grupos virales (de A a H) (Matthijnssens y col,, 2012). Dentro de los
RV del grupo A que infectan humanos, se ha establecido otra clasificacion basada en
otras dos proteinas virales (VP7 y VP4), donde se identificaron al menos 27 “G-tipos”
(determinados por la secuencia de VP7) y 37 “P-tipos” (determinados por la secuencia
de VP4). Dentro de la clasificacion por tipo P, se ha introducido una doble nomenclatura
basada en la combinacion del genotipo y el serotipo, por ejemplo P1A[8] designa el
serotipo 1A y genotipo 8. Recientemente se ha propuesto una clasificacion mas
compleja, basada en la secuencia del genoma completo, la cual revela una gran
variabilidad entre los RVs circulantes (Maes y col.,, 2009; Matthijnssens y col., 2008;
McDonald y col., 2009).

Respecto de RVs del grupo C, si bien fueron descriptos inicialmente como
agentes similares a RVs (Rodger y col, 1982), se sabe que también son causa de
gastroenteritis en humanos. No poseen una clasificacion formal basada en VP7 (“G-
tipo”) y VP4 (“P-tipo”), pero se han diferenciado en la bibliografia 4 serotipos G. Los RV
humanos del grupo C analizados, por lo general se agrupan en un solo genotipo RVC G4,
con un alto grado de conservacion entre ellos, y cuya presencia se ha identificado en
todo el mundo (Adah y col.,, 2002; Aratjo y col.,, 2011; Banyai y col., 2006; Castello y col,,
2009; Esona y col., 2008; Gabbay y col., 2008; Khamrin y col.,, 2008; Kumazaki y Usuku,
2014; Luchs y do Carmo Sampaio Tavares Timenetsky, 2015; Marton y col.,, 2015;
Medici y col.,, 2009; Mitui y col., 2009; Rahman y col., 2005; Schnagl y col., 2004), siendo
reconocidos como un problema de salud importante, ya que son responsables de
episodios esporadicos y brotes de gastroenteritis en nifios y adultos, pero con una

epidemiologia y ecologia menos conocida que para RVs del grupo A.

El ciclo de replicacion comienza con una interacciéon compleja del virién con la
membrana celular (Lopez y Arias, 2004), interactuando primero la subunidad VP8*
(producto de la activacion de la proteina VP4 por medio del clivaje proteolitico en dos
subunidades VP8* y VP5*) con el acido sialico del receptor celular, (Dormitzer y col,,
2004). Recientemente se ha demostrado que ciertas cepas de RV son capaces de
interactuar con receptores en ausencia de acido sialico (Hu y col, 2012a). Como

correceptores, pueden actuar otras moléculas celulares, por ejemplo integrinas que se
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asocian con VP5* o VP7 (Gutierrez y col, 2010). La importancia relativa de los
diferentes receptores de rotavirus humanos es un area de estudio que aun esta siendo

explorada (Fleming y col., 2014).

Una vez que interactia con su receptor celular, VP4 sufre un cambio
conformacional que expone VP5* Es por esto, que el tratamiento con la proteasa
tripsina favorece esta transiciéon confiriendo mayor infectividad in vitro a las particulas
virales, lo que es muy util para la propagacion de estos virus en cultivos celulares. Luego
de esta interaccion el mecanismo de ingreso puede ser mediado por endocitosis
(dependiente o no de clatrina, segun la cepa de RV) o penetracion directa de la
membrana, con solubilizacion de la capa externa de las particulas debido al descenso de
Ca*? dentro de los endosomas. Aparentemente en la via endocitica que siguen diferentes
cepas estaria involucrada inicialmente la proteina VP4 (Diaz-Salinas y col., 2014). Por lo
expuesto en la bibliografia consultada, existen varios factores que estarian involucrados
en la entrada de RVs a la célula huésped, demostrando su gran plasticidad para utilizar

mas de una via de ingreso.

Una vez en el citoplasma, las particulas son transcripcionalmente activas
generando ARN para sintesis de proteinas de manera temprana, ver Tabla 1, seguida de
replicacién gendmica en una etapa tardia (Lu y col., 2008). Diferentes proteinas de RVs
interactian especificamente formando cuerpos de inclusién citoplasmaticos
denominados “viroplasmas”, iniciadas por NSP2 y NSP5 (Contin y col,, 2010; Fabbretti y
col., 1999). En estos centros de replicacion, los complejos de VP1/VP3/ARNsc
interactian con un decamero de VP2, constituyendo las particulas s6lo rodeadas por
VP2, que son rapidamente cubiertas por VP6, formando particulas de doble capa
(DLPs), las cuales migran al reticulo endoplasmico (RE), donde interactian con NSP4,
que colabora para la incorporacidon de la capa mas externa formada por VP7 y las
espiculas de VP4, resultando finalmente en particulas de capa triple (TLPs) que son

liberadas de la células huésped por lisis o brotacion, dependiendo del sustrato celular.
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Tabla 1. Segmentos de ARNdc del rotavirus del grupo A, SA11, y las proteinas codificadas. Adaptado
de Mertens y col., 2003. SA11 es un RV que infecta simios y es una cepa de referencia en su grupo.

Segmento
genomico
(bp)

Producto

Tamaiio en

aa (Da)

Localizacion

Funciones y propiedades

1(3.302)

VP1

1.088
(125.005)

Capside interna

ARN-polimerasa ARN-
dependiente.

Parte del complejo de
replicacién, y del complejo de
transcripcion con VP3

2 (2.690)

VP2

881 (102.431)

Capside interna

Proteina estructural de la
capside interna. Parte minima
del complejo de replicacién.

3 (2.591)

VP3

835 (98.120)

Capside interna

Parte del complejo de
transcripcién en el virién junto
con VP1.

4(2.362)

VP4

776 (86.782)

VpP5*

529 (60.000)

Vp8*

247 (28.000)

Capside externa
(espicula)

Forma la espicula de la capside
externa. La infectividad se ve
aumentada por digestiéon con
tripsina de VP4 en VP5* y VP8*.
Hemaglutinina.  Proteina de
unién a receptor. Antigeno de
neutralizacién P-tipo.

5(1.611)

NSP1

495 (58.654)

No estructural

Unién especifica a 5-mARN
viral.

Interactta con  factor 3
regulatorio de interferé6n.

6 (1.356)

VP6

397 (48.160)

Capside
intermedia

Proteina mayoritaria del virién,
situada en la capa intermedia.
Posee determinantes antigénicos
de grupos y subgrupos de RV.
Implicancia en proteccidn.

7 (1.105)

NSP3

315
(35.600)

No estructural

Unién especifica a 3’-ARN viral.
Interactia con elF4Gl 'y
circulariza ARNm en el complejo
de iniciacién. Est4d involucrada
en regulaciéon y silenciamiento
traduccional en el huésped.

8 (1.059)

NSP2

317 (36.700)

No estructural

Unién no-especifica a ARNSsc,
involucrada en la formacion de
viroplasma junto con NSP5 con
quien interactda junto a VP1.

9 (1.062)

VP7

326 (37.368)

Capside externa
(glicoproteina)

Glicoproteina estructural de la
capa externa del virus. Antigeno
de neutralizacion G-tipo.
Interviene en la penetracién de
la membrana de la célula
huésped.
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Enterotoxina. Proteina
transmembrana, receptora de
DLPs a nivel del RE, mediando el
pasaje a través de su membrana.
Provoca movilizacién de [Ca%*];
en la célula huésped.

10 (751) NSP4 175 (20.290) No estructural

Posee actividad de quinasa
11 (667) NSP5 198 (21.725) No estructural autocatalitica, amentada cuando
interactda con NSP2.

Interactta con NSP5, se
NSP6 92 (11.012) No estructural encuentra en  viroplasmas.
Ausente en RV grupo C.

La patofisiologia de RV, indica que infecta enterocitos maduros de las
microvellosidades intestinales, los cuales tienen funciones importantes en absorcion y
digestion en el intestino delgado, resultando en alteracion de su funcion de absorcion de
Na*, agua y disacaridos. La malabsorcion resulta en el transito no digerido de
disacaridos, carbohidratos, grasas, y proteinas no digeridas hacia el colon, los cuales son
osmoticamente activos, y conducen a un cuadro diarreico. La enterotoxina NSP4 tiene
un papel importante en el desbalance electrolitico (Ca%*). La gastroenteritis ocasionada
por rotavirus es multifactorial, en respuesta a la infeccion viral y la respuesta inmune

del huésped (Ramig, 2004).

La respuesta inmune adaptativa esta dirigida por células B productoras de
anticuerpos especificos contra proteinas virales (Franco y col, 2006; Jaimes y col,
2004), y también por células T especificas de epitopes de RVs, expuestos en moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad I y II. Anticuerpos neutralizantes dirigidos
contra VP4 y VP7 son importantes en la respuesta antiviral, por mecanismos de
exclusion viral, es decir evitando la infeccion de enterocitos no infectados, los que
actuan en conjunto ademas con la actividad de LT CD4+ y CD8* (Blutt y col.,, 2008;
Franco y Greenberg, 1999, 1997). De acuerdo con resultados obtenidos en ensayos con
animales, los niveles de IgA especifica contra RVs medidos a tiempos reducidos post-
infeccion, generalmente correlacionan bien con proteccién, aunque hay evidencias
controvertidas en este aspecto (Franco y col., 2006). Adicionalmente las células B son
necesarias para una proteccion de larga duracién frente a RV, como se ha demostrado
en ratones deficientes en células B (Franco y Greenberg, 1999). En ratones normales se
desencadena tanto una respuesta sistémica de células B como también una respuesta

local en mucosas. En la respuesta sistémica se produce una seleccién clonal de células B,
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tanto en el bazo como médula 6sea, que expresan inmunoglobulinas de clase G (IgG) y
de clase A (IgA). En mucosas, lo mas probable es que las células B situadas en las placas
de Peyer y la lamina propria del intestino produzcan IgAs poliméricas (Youngman y col,,
2002). Este tipo de respuesta concuerda con la etapa de viremia durante la fase aguda
de la infeccion. En un modelo murino de deficiencia en células B y T, RV mantiene una
infeccién crénica, la cual es posible suprimirla por transferencia pasiva de células B que
se encuentren dirigidas especificamente a la mucosa intestinal, pero no las que actien
de manera sistémica (células B que expresan receptores especificos para dirigirse a
organos en mucosas (Williams y col., 1998). Esto sugiere la importancia de que las
células plasmaticas efectoras se deben localizar en el intestino para su efecto antiviral, y
que los anticuerpos séricos no son por si solos muy eficientes para la proteccion. Por
este motivo, se ha propuesto un modelo en el que los RV estimulan antigénicamente
tanto la inmunidad de mucosas como la inmunidad sistémica (Angel y col., 2007; Franco
y col,, 2006). También se ha observado que anticuerpos especificos IgM o IgG presentes
en el intestino, o circulantes en niveles suficientes, pueden alcanzar el intestino por
mecanismos desconocidos, y mediar también proteccién (Kuklin y col,, 2001; O’Neal y

col., 2000).

Los antigenos virales VP6 y NSP4, son también blancos de anticuerpos
protectivos (Ball y col., 1996; Burns y col.,, 1996; Choi y col., 2003), los dirigidos contra
VP6 son los que actuarian en mecanismos de expulsion de viriones, lo que ocurre
durante la transcitosis de IgAs poliméricas desde la membrana basolateral al lumen del
intestino, éstas se unen a la proteina VP6 y “expulsan” viriones a la luz intestinal,
aunque hay evidencia de que no tendrian un efecto antiviral significativo cuando se
administran de manera pasiva a la cavidad intestinal, o por medio de la leche materna
en ratones lactantes (Burns y col., 1996; Choi y col,, 2003; Coste y col., 2000). Por otro
lado, los anticuerpos dirigidos contra la proteina NSP4 son capaces de detener la
diarrea por neutralizacion de esta toxina (Ball y col,, 1996), pero no impiden el avance
de la infeccion. Por ultimo, se ha propuesto también que hay anticuerpos contra VP6,
que impiden la transcripcion de RV interrumpiendo el ciclo de replicacion en una etapa

temprana (Feng y col.,, 2002).

En lo que respecta a respuesta inmune innata, diferentes experimentos
realizados con animales inmunocomprometidos indican que existen mecanismos no

completamente caracterizados, capaces de colaborar con la eliminacion de RV (Taterka
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y col.,, 1995). En este sentido, las células Natural Killer, que si bien no tienen un efecto
esterilizante de la infeccion, podrian estar mediando este efecto anti-RV (Franco y col,,

2006).

Para el desarrollo de IgA intestinal, y memoria especifica contra RV, es esencial la
presencia de las células T CD4*, aunque no son de importancia para la eliminacion
directa del virus (Angel y col., 2007; Franco y Greenberg, 1999, 1997). En ausencia de
células T se ha comprobado la persistencia de RV con una baja tasa de replicaciéon. Por
otro lado, células T CD8* especificas (relacionadas a la infeccién primaria por RV),
tienen la capacidad de mediar protecciéon parcial a la reinfeccion durante un periodo
corto de tiempo, siendo mas eficientes las células T CD8* que expresan la integrina

a4f37, ya que se las direcciona a la mucosa intestinal (Franco y Greenberg, 1999).

A pesar de los aportes que se han logrado tanto en modelos animales como a
partir de inmunizaciones en humanos, los mecanismos efectores que actian luego de
una infeccion natural o luego de vacunacion no se encuentran completamente
entendidos. Si se puede decir que hay una correlacion ente la IgA sérica, medida
inmediatamente luego de la infeccidn, y los niveles de IgA en intestino, constituyendo

una buen indicador de proteccion.

En individuos vacunados la correlacion de proteccion con el nivel de anticuerpos
especificos es variable, inclusive varia entre las diferentes vacunas ensayadas hasta el
momento. Otros efectores, como los celulares descriptos anteriormente tendrian

también un rol importante.

Un mayor conocimiento de estos mecanismos protectores ayudaria a lograr un
disefio mas racional de vacunas, considerando la gran importancia global que tiene esta

enfermedad a nivel global.
Vacunas contra rotavirus

Actualmente existen dos vacunas que fueron aprobadas en diferentes paises,
incluyendo Argentina, RotaTeq (Merck, Nueva Jersey, EUA) y Rotarix (GlaxoSmithKline,
Londres, Reino Unido). Estas vacunas fueron habilitadas para vacunacién masiva de
nifios en Estados Unidos en 2006 y 2008 respectivamente, y en Argentina se
incorporaron formalmente al calendario de vacunacidn oficial a partir de enero de
2015. En 2009 la Organizacion Mundial de la Salud, ya habia recomendado la inclusién

de las vacunas contra RV en los programas de inmunizacidon nacionales de todos los
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paises, indicando especialmente la necesidad de introducirlas en aquellos donde las
muertes por diarrea superen el 10% de mortalidad en menores de 5 afios de edad. La
OMS y GAVI “The Vaccine Alliance”, han trazado planes para fortalecer paises donde la
mortalidad infantil es alta y ademas carecen de infraestructura y recursos econémicos
para desarrollar programas de vacunacion (Marti y col., 2015; Patton, 2012; Uruefia y

col,, 2015).

La vacuna RotaTeq, producida por Merck, es pentavalente y se administra
oralmente a nifios de 2, 4 y 6 meses de edad. La vacuna contiene virus atenuados de RV
bovino cepa W3 que portan genes de RV de humanos de distintos tipos (G1, G2, G3, o G4
VP7 o P[8] VP4) estos virus han sido obtenidos por reasociacién (reassortment) de
segmentos gendmicos: [W179-9 (G1P[5]), SC-2 (G2P[5]), WI78-8 (G3P[5]), BrB-
9(G4PJ[5]), y WI79-4 (G6P[8])]. El disefio multivalente deriva de que las respuestas
protectoras son de caracter homotipico, es decir especifico para el tipo G/P del virus
que esta ocasionando la infeccidn (Kapikian y col,, 2005, 1996). De hecho, los primeros
estudios de proteccion con cepas de RV de animales (por ejemplo RRV G3P[3])
indicaron que estos virus monovalentes eran poco efectivos en inducir proteccion
heterotipica (Christy y col,, 1988). Por lo tanto RotaTeq incluye en su composicidon
antigénica a las cepas de RV globalmente dominantes, G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], y
G9P[8], indicando que la vacuna deberia proveer una respuesta inmune efectiva contra
éstas cepas, asi como otras menos frecuentes (por ej., G12P[8] y G2P[6]), requiriéndose
también, la induccién de respuesta inmune heterotipica para el caso de virus

emergentes como es el caso de G12P[6] (Patton, 2012).

Rotarix (GlaxoSmithKline), es una vacuna atenuada monovalente que es
administrada oralmente a nifios de 2 a 4 meses de edad (O’Ryan, 2007). El unico
componente de la vacuna es el virus RIX4414 (G1P[8]), derivado de un aislamiento
(Ruiz-Palacios y col.,, 2006). Dada la presencia de proteinas especificas para los tipos
G1- y P[8]-especificas en RIX4414, la inmunizacion con Rotarix induciria respuestas
homotipicas que protegen a los individuos vacunados contra los RV globalmente
dominantes excepto para los genotipos G2P[4]. Sin embargo, hay reportes que indican
que Rotarix también es efectivo en contra estas cepas heterdlogas, previniendo diarrea
severa. No esta claro si esta proteccion cruzada se deberia a la generacion de
anticuerpos neutralizantes dirigidos a VP7 o VP4, a anticuerpos contra proteinas

internas (VP6 y NSP2), o bien a linfocitos T citotéxicos (Patton, 2012).
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Otra vacuna que habia sido aprobada en 1998, Rotashield® (Wyeth, NJ, EUA),
resultante de la reasociacién de una cepa de RV humano con RV de simio, fue retirada
del mercado al afio siguiente por asociarse a problemas de invaginacion intestinal en la

poblacién vacunada, un caso cada 10.000 vacunados, luego de la primer dosis.

La introducciéon de RotaTeq y Rotarix ha resultado en una significativa reduccion
de los niveles requeridos de atencidn de salud debida a gastroenteritis ocasionada por
RV, principalmente en paises desarrollados. En contraste, hay pruebas clinicas que
indican que estas vacunas son mucho menos eficaces en algunos paises
subdesarrollados, por razones que aun no son muy bien comprendidas (Armah y col,,
2010; Patel y col, 2011; Zaman y col, 2010). Es importante considerar que estas
vacunas se desarrollaron de manera casi completamente empirica, quedando aun sin

elucidar algunos mecanismos que llevan a la induccién de proteccion.

Se presentan desafios importantes hacia futuro, considerando que estas vacunas
estan compuestas de virus genéticamente fijos, siendo que los RV en la naturaleza son
virus que componen una familia dindmica que se excretan en altos titulos por cada
individuo infectado. Se debera considerar el desarrollo de nuevas herramientas, nuevos
agentes vacunales y profundizar el estudio de las bases inmunoldgicas de los procesos
inducidos en los individuos protegidos con vacunacidon (Parashar y col.,, 2013; Patton,

2012).

1.3 Anaplasmosis

La Anaplasmosis bovina, ocasionada por Anaplasma marginale (Rickettsiales:
Anaplasmataceae (Dumler y col., 2001)), es una enfermedad infecciosa que en su fase
aguda provoca que los animales infectados presenten anemia severa e ictericia sin
hemoglobinemia ni hemoglobinuria, debido a la fagocitosis de los eritrocitos infectados
por el sistema reticuloendotelial, pérdida de peso, fiebre, abortos, disminucion de la
produccion de leche, y a menudo letargia seguida de muerte (Kocan y col., 2010;
McGarey y col., 1994). Las pérdidas econdmicas son de gran importancia en regiones
donde esta rickettsia es endémica (Kocan y col, 2003; OIE, 2012). Este patogeno es
diseminado por medio de garrapatas o transferencia mecanica de sangre infectada, por
medio de otros insectos hematofagos vectores, o por instrumentos contaminados
incluyendo agujas, caravanas, equipo para quitar cuernos y elementos de castracion

(transmision iatrogénica). Adicionalmente es posible la transmision transplacentaria,
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siendo todos estos mecanismos los que contribuyen a la epidemiologia de la
enfermedad (Aubry y Geale, 2011; Kocan y col, 2004). La Anaplasmosis bovina esta
presente principalmente en regiones tropicales y subtropicales a nivel mundial. Bovinos
de cualquier edad son susceptibles a la infeccién, la cual es mas severa con el aumento

de la edad. Una vez que el animal se infecta se torna portador el resto de su vida.

Un modelo de respuesta inmune inducida en los bovinos, propone que el
patdgeno es eliminado de la circulacion en el huésped mediante anticuerpos dirigidos
contra epitopes situados en la superficie del mismo, en combinacién con la activacién de
la fagocitosis por macrofagos y posterior destruccion. La pieza central de este modelo es
la presencia de linfocitos T CD4* que expresan INF-y, lo que aumenta la sintesis de IgG
que puede opsonizar al patdgeno, activando los macrofagos que aumentan la expresion
de los receptores especificos y consecuentemente la fagocitosis. Sin embargo también se
ha demostrado que si bien los linfocitos T CD4+ son importantes, la presencia respuesta
humoral especifica es esencial para contener la infeccion ocasionada por A. marginale

(Kocan y col,, 2010).
Vacunas contra Anaplasmosis

Las medidas de control aplicadas para la anaplasmosis, no ha cambiado mucho
en los ultimos 70 afios y varian segun la localizacion geografica, incluyendo control de
artropodos mediante la aplicacion de acaricidas, administraciéon de antibidticos y
vacunacion. El control de artrépodos es una tarea compleja en algunas areas, y previene
solo parcialmente la transmision de A. marginale. Por otro lado existen zonas donde la
transmision mecanica es importante, tanto por medio de insectos hematdfagos, por
instrumental contaminado, o transmisién iatrogénica. La quimioprofilaxis, utilizada mas
frecuentemente en EUA que en otros paises, es costosa y a veces no siempre aplicable a
todo el ganado. El uso intensivo de antibiéticos tiene el problema de ocasionar seleccion
de cepas resistentes. La vacunacion ha sido la forma mas econdmica y efectiva de

control de anaplasmosis a nivel mundial.

Las vacunas existentes pueden dividirse en dos tipos principales: vacunas vivas e
inactivadas. Ambas se basan en el uso de cepas de A. centrale o A. marginale, obtenidas a
partir de cultivo eritrocitos de bovino infectados. Estas vacunas inducen inmunidad
protectora, reduciendo o previniendo la enfermedad clinica, pero no evitan la infeccion

persistente del ganado con A. marginale. La infeccion persistente, es el factor que mas
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contribuye a la dispersion de A. marginale ya que estos animales actian como
reservorios y fuente de infeccion de garrapatas (Kocan y col., 2003, 2000). Por otro lado,
la inmunidad producida por este tipo de vacunas no siempre es uniforme frente a todas
las cepas, habiéndose detectado brotes aun en animales vacunados (Bock y de Vos,
2001; Turton y col.,, 1998; Wilson y col, 1980). Anaplasma centrale es utilizada en
nuestro pais como vacuna viva, esta vacuna es producida principalmente por el
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, pero se sabe que si bien reduce los
efectos de la enfermedad, no previene la dispersion del patégeno. Otras limitaciones
intrinsecas de este tipo de vacunas, son la necesidad de criopreservacion, y la
posibilidad de inducir iso-anticuerpos contra eritrocitos, transmitidos a través del

calostro, resultando en isoeritrolisis en el neonato (Aubry y Geale, 2011).
Nuevas vacunas contra la Anaplasmosis

En la busqueda de determinantes bacterianos responsables de inducir
proteccion suficiente para eliminar el patégeno circulante, se aplicaron diferentes

estrategias.
Vacunas basadas en extractos bacterianosy a subunidad

Se ensayaron inmunizaciones con fracciones proteicas de A. marginale, en las
que se incluyen las proteinas principales de superficie. En estos experimentos, si bien se
logré una disminucidon de la rickettsemia, no se obtuvo una buena respuesta en la
totalidad de animales al desafio con el patogeno (Palmer y col., 1994; Tebele y col,
1991). Se han descripto 6 proteinas principales de superficie (MSPs) que podrian estar
involucradas en una respuesta inmune protectora: MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4 y
MSP5 (Kocan y col., 2003; Oberle y col., 1993; Tebele y col., 1991; Visser y col., 1992).
Estas proteinas son responsables de la interaccion de A. marginale con las células
huésped, a las que recientemente se han sumado mas de 20 antigenos subdominantes
como VirB2, VirB7, VirB9, VirB10, VirB11, entre otros (G Junior y col, 2010; Lopez y
col,, 2005; Sutten y col.,, 2010).

Por otro lado, se ensayaron vacunas a subunidad, formuladas con algunas de las
MSPs (MSP1a, MSP1b, MSP4 y MSP5), utilizando diferentes adyuvantes, arribando a
resultados interesantes en cuanto a la inducciéon de respuesta inmune especifica en

ratones (Kawasaki y col, 2007) y bovinos (Gasparini y col.,, 2013). Sin embargo, al ser
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evaluadas en ensayos de desafio, no se alcanzaron niveles satisfactorios de inmunidad

esterilizante (Gasparini y col,, 2010; Palmer y col., 1989).

En este camino de expresion de antigenos recombinantes en diferentes sistemas,
se han desarrollado E. coli recombinantes que expresan antigenos de A. marginale
(MSP1 a y b), las que se utilizaron para evaluar la respuesta inmune especifica generada

en ratones con resultados interesantes (Tamekuni y col., 2009).
Vacunas de ADN

En cuanto a vacunas de ADN, se han implementado estrategias promisorias,
orientadas a mejorar la presentacion antigénica en bovinos, utilizando construcciones
con las que se co-expresan moléculas inmunomoduladoras, por ejemplo Flt3L y GM-CSF,
aumentando significativamente el reclutamiento de células dendriticas (CDs) en el sitio
de inoculacién (Encke y col.,, 2006; Mwangi y col.,, 2002). Otro ejemplo es el uso de la
proteina de BoHV-1 BVP22 (Zheng y col.,, 2005). Epitopes de MSP1 clonados en el
mismo marco de lectura que BVP22, generaron una respuesta inmune mayor que MSP1
presentada de manera individual (Mwangi y col., 2007, 2005). Por otro lado, y de una
manera mas clasica, otros trabajos abordaron el uso de vacunas a ADN, con mayor
numero de proteinas (MSP1la, MSP1b y MSP5), observandose una buena respuesta
especifica en ratones, luego de cinco dosis (Kano y col, 2008). En un experimento
similar en bovinos, pero esta vez con vacunas ADN que expresan mas antigenos, MSP1a,
MSP1b, MSP5, VirB9 y VirB10, se evidencio el estimulo de la respuesta inmune
especifica, pero no previno de infeccion frente al desafio con una cepa virulenta (Coelho

y col., 2010).
Anaplasma marginale en cultivo celular

La inoculacién de bovinos con cultivos inactivados de A. marginale, producidos
en células de garrapatas IDE8 (ATCC), generd proteccion frente a la aparicion de signos
clinicos, pero al igual que con A. centrale, no previno la infeccion (Blouin y Kocan, 1998;

Blouin y col., 2000; de la Fuente y col., 2002; Kocan y col., 2001; Passos, 2012).
Transformacion de Anaplasma marginale

Esta estrategia consiste en modificar el genoma de A. marginale por
recombinacion  homdloga, para generar  knock-outs, introducir = genes
inmunomoduladores, o marcadores. Estos organismos genéticamente modificados, no

han podido resolver el problema de la generacion de inmunidad esterilizante contra
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patdgeno. Como problema adicional, los clones obtenidos resultaron mas dificiles de
replicar que la cepa parental de donde fueron obtenidos (Felsheim y col, 2010;

Hammacy col., 2013; Noh y col,, 2011).
Vectores virales

En la mayor parte de los sistemas de vacunas genéticas ocurre la internalizacion
del ADN, y la posterior expresion del antigeno codificado en el mismo, imitando lo que
ocurriria en el caso de utilizar vacunas vivas. Sin embargo, las vacunas a ADN no tienen
facilitado libremente el ingreso a la célula, para la posterior expresion y presentacion
antigénica. Es por esto ultimo, que para aumentar la efectividad, deben ser
vehiculizadas para poder promover estos procesos, es en este sentido que los vectores
virales defectivos aportan su capacidad de ingreso a células del sistema inmune, y se
presentan como estrategias mas eficaces y seguras que las vacunas convencionales
contra A. marginale, con la potencialidad de una correcta presentacion antigénica, y la
ventaja de no replicar en el huésped. Utilizando este tipo de vacunas basada en sistemas
de vectores virales, se ha reportado el uso del virus vaccinia para la expresion de
MSP1a, obteniendo respuesta humoral especifica en ratones. Aunque la respuesta
celular no fue evaluada, se demostré la posibilidad de inducir respuesta inmune

especifica con este sistema (McGuire y col., 1994).

En paises donde la anaplasmosis es endémica, se han utilizado varios métodos de
inmunizacidn, pero hasta el momento ninguno ha resultado efectivo (OIE, 2012), en el
sentido de evitar la persistencia del patdgeno en los animales reservorios. Este
escenario desalentador se debe en parte a un limitado conocimiento de la biologia de A.
marginale, el cual esta actualmente avanzando gracias al andlisis de la secuenciacion del
genoma, y la asociacion de caracteristicas de diferentes cepas (Agnes y col, 2011;
Brayton y col., 2005; Dark y col,, 2011; Ducken y col,, 2015; Herndon y col., 2010). El
éxito de nuevas vacunas va a depender de la capacidad que éstas tengan para imitar, o
redireccionar la respuesta del huésped hacia el bloqueo de la infeccion, utilizando
antigenos nuevos, dominantes y subdominantes que sean blancos promisorios,
sumandose a los previamente conocidas proteinas de superficie (Albarrak y col., 2012;

Aubry y Geale, 2011; Ducken y col., 2015).
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1.4 Virus de la Fiebre Aftosa

La fiebre aftosa (FA) es una enfermedad que afecta a animales biungulados
(artioddctilos), destacandose aquellos de mayor importancia econémica, como bovinos,
porcinos, ovinos y caprinos, aunque esta lista se podria extender a mas de 70 especies
diferentes susceptibles a la infeccién natural o experimental (Casas Olascoaga y col,,

1999; Mahy, 2005; Pereira, 1981).

La FA es una enfermedad vesicular aguda, altamente contagiosa e
inmunoldgicamente compleja, de diseminacién muy rapida, y es la que causa mas
pérdidas econdmicas en la ganaderia (Casas Olascoaga y col.,, 1999; Mahy, 2005; Sobrino
y Domingo, 2004).

Su agente causal es el Virus de la Fiebre Aftosa (VFA), un virus de genoma a ARN,
el cual, de forma semejante a lo que ocurre con otros virus a ARN, presenta un alto
polimorfismo genético y antigénico (Bachrach, 1968; Domingo y Holland, 1997; Pereira,
1976), verificAndose la existencia de siete serotipos con caracteristicas seroldgicas
diferentes: O, A, C, SAT-1, SAT-2, SAT-3 y Asia. Debido a estas diferencias, los animales
recuperados de la infecciéon o vacunados contra un serotipo viral, son susceptibles a la
infeccion por cepas de otros serotipos, e inclusive por algunas variantes dentro del

mismo serotipo (Bachrach, 1968; Brooksby, 1982; Cartwrighty col., 1982).

La FA figura en la lista de enfermedades de declaracion obligatoria de la OIE. La
proximidad geografica y la existencia de intercambios comerciales con paises en los que
la FA es endémica, impone un riesgo permanente de reintroduccion en los paises libres.
De hecho, en los ultimos afios se han registrado numerosos brotes de FA en paises que
se consideraban libres de la enfermedad, como es el caso de Taiwan (Dunn y Donaldson,
1997), en paises de Europa, como Grecia, Rusia, y los Balcanes, (Valarcher y col., 2008),
en Japon (Sakamoto y Yoshida, 2002), en el Reino Unido (Samuel y Knowles, 2001) y en
regiones ya declaradas libres de América del Sur (Konig y col.,, 2007; Malirat y col,,
2007; Maradei y col., 2013; Mattion y col., 2004). La informacion detallada y actualizada
sobre la situacion actual de la FA se registra periédicamente en la pagina web de la

Organizacion Mundial de Salud Animal (http://www.oie.int).

El VFA es un virus desnudo de estructura icosaédrica. La region codificante del
genoma da origen a una unica poliproteina que, tras ser traducida, es procesada

proteoliticamente, por las proteasas virales dando lugar a las distintas proteinas
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maduras estructurales: VP4, VP2, VP3, VP1, que forman parte del virion (Figura 1.7) y
no estructurales: L, 24, 2B, 3A, 3B, 3Cy 3D (Palmenberg, 1990).

Figura 1.7. Diagrama esquematico de
la capside del VFA. Las cuatro
proteinas estructurales, VP1-4, forman
la menor subunidad de la capside, el
protémero. Cinco protémeros se unen
para formar un pentdmero, y 12
pentameros constituyen la capside
completa. La proteina VP4 esta
localizada en la cara interna, por lo cual ¥
no se visualiza en la representacién S 1 L
(Giraldez, A.- Tesis doctoral, 2013) i

En ciertas circunstancias es posible detectar particulas que presentan un
coeficiente de sedimentacion de 75S, las cuales se reconocen como capsides vacias; y
son productos naturalmente defectivos que contienen moléculas de VP1, VP3 y un

precursor denominado VPO (que da origen a VP2 y VP4), pero no contienen ARN viral.

En la Figura 1.8 se representa la estructura de la capside viral y sus

intermediarios.

El reconocimiento de las células blanco por el VFA ocurre a través del triplete de
aminoacidos RGD (Arg-Gly-Asp), ubicado en el “loop” GH de la proteina VP1, que se une
a una serie de integrinas, como avf1, avf3, avf6 y avf38, que actian como receptores
celulares (Baranowski y col,, 2001; Baxt y Becker, 1990; Baxt y Rieder, 2004; Burman y
col,, 2006; Fox y col., 1989; Mateu y col., 1996; Neffy col., 1998; Robertson y col., 1983).
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Figura 1.8. Representacion de la estructura de la capside de VFA y de sus intermediarios
de ensamblaje. VP1: verde, VP2: violeta, VP3: celeste y VP4: amarillo. A) Superficie del
protémero biolégico (5S); B) Superficie externa de una subunidad pentamérica (12S); C) Cara
interna de una subunidad pentamérica; D) Capside completa. (140S); E) Cara interna de la
capside completa. F) Ruta de ensamblaje (ver texto para explicacién mas detallada) (Martin-
Acebes, 2009).

Los estudios de estructura viral revelan que el “loop” GH es una protrusion
desordenada, expuesta y flexible (Acharya y col,, 1989; Verdaguer y col., 1999) (Figura
1.9), con el motivo RGD conservado rodeado de aminodacidos altamente variables
(Carrillo y col., 2005; Ruiz-Jarabo y col., 2004). Algunas de las posiciones adyacentes al
RGD tienen importancia en el reconocimiento del receptor (Burman y col,, 2006; Mateu

y col.,, 1996).

La estructura terciaria en forma de barril f compuesto por 8 cadenas f8
antiparalelas conectadas por bucles de longitud variable compartida por los
polipéptidos VP1-3 es la que define la antigenicidad de cada serotipo. El principal sitio
antigénico, implicado en la neutralizacién de la infectividad viral, se localiza en el “loop”
G-H de VP1, localizado en las posiciones 140-160 aproximadamente, dependiendo del

serotipo (Baranowski y col, 2001; Bittle y col., 1982; Mateu y col,, 2004). El triplete
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RGD, que como mencionamos anteriormente interviene en el reconocimiento del

receptor, se localiza en la zona central de este “loop”.

VP1

Loop GH

VP3

VP2

Figura 1.9. Representacion de la estructura tridimensional de un
protomero bioldgico del VFA. Se indica el loop G-H expuesto, donde se
encuentra el epitope RGD (Giraldez, 2013).

Respuesta inmune contra el virus de la fiebre aftosa

Como consecuencia del proceso infeccioso, el VFA induce una respuesta inmune
protectora para posteriores desafios frente al virus. Esta respuesta inmune es
estimulada especificamente e induce una eficiente proteccion frente a reinfecciones con

virus homologos o relacionados antigénicamente (Collen, 1994).

Se ha descrito una buena correlacion entre los niveles de anticuerpos especificos
medidos in vitro y la proteccidn in vivo (Robiolo y col, 2010, 1995; Van Maanen y

Terpstra, 1989).
Vacunacion contra el VFA

Las vacunas contra el VFA que se usan en la actualidad, y que han permitido
erradicar la enfermedad en numerosos paises, se elaboran a partir de la inactivacion
quimica de particulas virales completas producidas en cultivos celulares. Estas vacunas
se producen a nivel industrial, por infeccion células BHK-21 en suspension (Stoker y
MacPerson, 1964), incluyendo cepas de diferentes serotipos virales ajustando la
formulacion antigénica a los requerimientos locales, en funcion de las cepas circulantes

(Mattion y col., 2009; Paton y col., 2005). Cabe destacar que existieron desarrollos para
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producir vacunas basadas en virus atenuados, natural o artificialmente (Barteling,
2004), pero estos intentos se abandonaron principalmente debido a la complejidad de

la diversidad antigénica, y la probabilidad de reversion al fenotipo virulento.

Las vacunas inactivadas convencionales presentan algunas desventajas, entre las
cuales la necesidad de manipulacién de virus infeccioso es una de las mas notorias, por
lo que se ha trabajado desde hace bastante tiempo en diferentes aproximaciones para el
desarrollo de nuevas vacunas. Por ejemplo, se han realizado estudios con vacunas
basadas en péptidos sintéticos (Cubillos y col,, 2008; Shieh y col,, 2001; Taboga y col,,
1997; Zamorano y col, 1994), en donde se ha demostrado recientemente que puede
mejorarse la respuesta inmune asocidndolos a epitopes T-colaboradores (Th)
promiscuos (Wang y col., 2002), o bien disefiando péptidos de modo tal que se logre la
correcta exposicion de sitios antigénicos discontinuos (Villén y col., 2002); también se
ha abordado la generacion de vacunas a subunidades proteicas, mediante la inoculacién
de proteinas inmunogénicas producidas por técnicas de ADN recombinante
(Broekhuijsen y col., 1986; Strohmaier y col., 1982), incluyendo proteinas de fusidon con
antigenos foraneos, y nuevas vacunas atenuadas (Chinsangaram y col, 1998). Otras
metodologias incluyen vacunas producidas a partir de particulas virales vacias (VLPs)
(Abrams y col, 1995; Grubman y col, 1993). Si bien se cuenta con resultados
promisorios, hasta la fecha ninguna de estas metodologias se ha mostrado

completamente satisfactoria.

Recientemente se han publicado estudios donde se analiza el uso de vectores
virales no replicativos que expresan las proteinas de capside del VFA, y producen
capsides vacias, en estrategias de “prime-and-boost”. Los resultados los muestran como
una alternativa interesante de aplicacion de inmuno6genos recombinantes de nueva
generacion en la lucha contra la fiebre aftosa (D’Antuono y col.,, 2010; Romanutti y col,,

2013).
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2 Hipotesis

El eje central de la hipdtesis de trabajo es que el uso de vectores derivados del
virus Herpes Simplex-1 (HSV-1) podria representar una herramienta de utilidad para la
transferencia de genes a células de mamiferos, para la expresion in situ de antigenos

heterdlogos que eventualmente puedan estimular el sistema inmunolégico del huésped.

La vehiculizacidon de genes de rotavirus de grupo A o grupo C, en particular los
que codifican para las proteinas estructurales VP2, VP4, VP6, VP7, en distintos tipos de
vectores derivados de HSV-1 podria determinar la expresion in situ de las proteinas que
sean capaces de generar una respuesta inmune relevante para el desarrollo de nuevas
vacunas contra este patdgeno. De igual modo, la expresion en células de mamiferos del
gen de la proteina de superficie MSP5 de Anaplasma marginale, podria constituir un
avance en el estudio de la respuesta inmune inducida por vacunas genéticas contra este

patdgeno, al ser vehiculizadas por vectores herpéticos.

Asimismo, vectores virales basados en HSV-1 podrian ser utilizados como
presentadores de epitopes de relevancia biologica en su superficie. Por ejemplo, la de
un epitope heterdlogo neutralizante (RGD) del Virus de la Fiebre Aftosa, mediante la
modificacion de glicoproteinas de membrana de HSV-1, en particular la glicoproteina C
(gC), generando virus defectivos que contengan inserciones de secuencias de otros

patdgenos.

Dadas sus caracteristicas, estos vectores podrian ser Utiles ademas para estudiar

la distribucién y/o asociacion de proteinas en distintos compartimentos celulares.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Construir vectores derivados de herpesvirus (virus defectivos y amplicones)
aptos para la expresion in situ en células de mamiferos, de proteinas de
patdgenos que afectan a humanos y animales, con el fin de que constituya un

aporte al desarrollo de nuevas vacunas

3.2 Objetivos especificos

Generar virus defectivos y amplicones derivados de HSV-1, aptos para
expresar distintas proteinas de patdgenos que afectan a humanos y animales,
en particular de Rotavirus de tipos A y C, y de la rickettsia Anaplasma
marginale.

Construir un vector viral herpético defectivo capaz de exponer en la
membrana un epitope inmunologicamente relevante perteneciente al virus de
la Fiebre Aftosa, fusionado a la glicoproteina C de HSV-1.

Establecer una plataforma de trabajo para la produccion de los distintos
vectores herpéticos, y estandarizar los parametros de cultivo, transfeccion,
infeccion y titulacion de los vectores mencionados, utilizando la expresion de
genes reporteros como EGFP o f3-galactosidasa.

Evaluar los vectores herpéticos generados, como inmundgenos en un modelo
murino.

Estudiar la factibilidad del uso de vectores amplicén en estudios moleculares
basicos, en particular interacciones entre proteinas virales o con otras

proteinas celulares.
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4 Materiales y métodos

4.1 Lineas celulares

4.1.1 Vero (ATCC: CCL-81TM)

La linea celular Vero es una linea continua, derivada inicialmente de células
epiteliales de rifién de Cercopithecus aethiops (Nippon Rinsho 1963; 21:1201-1215)
(Ammerman y col,, 2008). En este trabajo, se utiliz6 para ensayos de expresion de genes

heterdlogos, por parte de los sistemas de virus recombinantes y de vectores amplicon.

4.1.2 Vero-7b

La linea celular Vero 7B (Krisky y col., 1998; Marconi y col., 1996), se utiliz6 para
la replicacion de virus defectivos no replicativos, complementa en trans los genes ICP4
(RS1) e ICP27 (UL54), deriva de células Vero transfectadas establemente con un
plasmido que contiene los promotores y secuencias codificantes para ICP4 e ICP27, y

neomicina fosfotransferasa.

4.1.3 Vero 2-2

La linea celular Vero 2-2 (Sekulovich y col., 1988; Smith y col., 1992), proviene de
la linea celular Vero, modificadas establemente para proveer el gen que codifica el gen
ICP27 de Herpes simplex tipo 1 y resistencia a neomicina, en este trabajo se utilizo para
la obtencidn y titulacion de vectores herpéticos libres de virus colaborador. Esta linea
celular fue cedida por Dr. Cornel Fraefel (Laboratorio de Virologia, de la Facultad de

Veterinaria, Universidad de Zurich, Suiza).

4.1.4 Gli36

Obtenidas originalmente a partir de glioblastoma humano (Kashima y col,
1995), en este trabajo se utilizo para la titulacion de stocks de vectores amplicon en
presencia de virus colaborador. Fueron cedidas al Proyecto HEVAR, por el Dr. D. Louis,

Universidad de Harvard, Cambridge, MA.

4.1.5 MA104 (ATCC:CRL-2378)

Esta linea celular se obtuvo a partir de rifién de simio Macaca mulata, se utilizan
ampliamente para la propagacion de diferentes virus incluyendo varias cepas de
rotavirus (Matsuno y col, 1977; Whitaker y Hayward, 1985). Esta linea celular

establecida, se utiliz6 para propagacién rotavirus Wa y EC.
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4.1.6 MDBK (ATCC:CCL-22TM)

Esta linea celular establecida, deriva de rifién bovino (Bos taururs) (Madin y
Darby, 1958), utilizada en el laboratorio rutinariamente para titulacion de Herpesvirus
bovino tipo 1, en el presente trabajo se empled para realizar el andlisis de expresion de

genes heterodlogos.

4.1.7 CV-1 (ATCC: CCL-70TM)
Esta linea celular pseudodiploide, obtenida a partir de rifién de Cercopithecus
aethiops (Jensen y col., 1964), se utilizd para la replicacidn de Virus Vaccinia expresando

T7-ARN polimerasa (Vtf7-3), para analisis de expresion de genes heterologos.

4.2 Cultivo de células

Las células se cultivaron en diferentes recipientes especificos para cultivo
celular, (Greiner BioOne Frickenhausen, Alemania), y se mantuvieron en estufa de

cultivo de células, a 37°C con atmoésfera de 5% de CO2 y saturada con H0.

El medio de cultivo empleado para mantenimiento de todas las lineas celulares
fue Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, N° cat.: 11995065, Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA), con adicion de 100 Ul/ml de penicilina y 60 pg/ml de
estreptomicina como antibidticos, suplementado con SFB al 10% para el crecimiento

celular, y SFB al 2% para el caso de las infecciones en los diferentes experimentos.

Para los cultivos de las lineas celulares Vero-7b y Vero 2-2, el medio de cultivo se
suplement6é con G418 (N° cat.: 11811031, Gibco, Grand Island, NY, EUA), que es un
analogo de neomicina activo en células eucariotas, en una concentraciéon de 200 pg/ml

como antibiotico adicional, para lograr el mantenimiento de la linea celular.

Como procedimiento general, las células se cultivaron hasta un 80 a 90% de
confluencia y los pasajes se realizaron en recipientes nuevos. La frecuencia de pasaje de
mantenimiento en general se realizé dos veces a la semana, durante el periodo de
experimentos. Brevemente, la monocapa celular se lavé dos veces con PBS 1X (pH=7.4),
se afladio tripsina 0,05% (preparada a partir de: Trypsin, N° cat.: 15090, Gibco, Grand
Island, NY, EUA), y se incubaron nuevamente en la estufa a 37°C hasta que se pueden
despegar facilmente del recipiente de cultivo. Las células se resuspendieron
inmediatamente en DMEM suplementado al 10% SFB, pasaron a un frasco nuevo,

descartando el remanente. En general los pasajes se realizaron 1:5 en relacion a su
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confluencia, excepto para Gli36 que se aplico una dilucién de pasaje 1:10 de su

confluencia.

Las lineas celulares utilizadas provienen de un banco de trabajo realizado,
administrado y almacenado en termos de nitrogeno en el Instituto Dr. Cesar Milstein-

CONICET, C.A.B.A.

4.3 Rotavirus

4.3.1 Propagacion de RVs

La propagacién de RV de las cepas RRV (N’ taxondémico: 444185), EC (N°
taxonémico: 70865) y Wa (N° taxonémico: 10962), se realiz6 de la siguiente manera: se
lavé la monocapa de MA104 de cada frasco de 175 cm?, 3 veces con PBS 1X, el in6culo
viral se prepar6 incubando con tripsina en una concentracion final de 5 pg/ml durante
30 min. a 37°C, y llevando la suspension viral necesaria para una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 0,1, a un volumen final de 5 ml en cada frasco. La monocapa y el
correspondiente indculo, se incubaron 1 h a 37°C, con una agitacién suave cada 15 min.,,
luego se retiro6 el indculo para agregar 30 ml de medio MEM sin SFB, con tripsina en una
concentracion final de 0,5 pg/ml. Las células se incubaron en estufa de cultivo a 37°C,
hasta la observacién de efecto citopatico completo. Los frascos se congelaron a -80°C y
descongelaron 3 veces, centrifugando a 800 x g durante 5 min. El sobrenadante

resultante, se dividié en alicuotas pequefias y se almaceno6 a -80°C hasta su uso.

4.3.2 Obtencion de ARN de RVs

Para la amplificar los marcos abiertos de lectura codificantes de los genes de RV,
se utiliz6 como molde ARN de la cepa Wa (G1P[8]) para amplificar VP2, VP4, VP6, VP7,y
NSP4, ARN de la cepa EC (G3P[17]) y de RRV (G3P[5]) fue utilizado para amplificar VP6
en ambos casos. La cepa RRV fue provista por la Dra. Graciela Glikmann (Universidad de
Quilmes), la cepa EDIM Cambridge (EC) cedida por Dr. Harry Greenberg (Universidad
de Standford, CA) y la cepa Wa amplificada de un banco viral presente en el Instituto Dr.
Cesar Milstein-CONICET. El ARN viral se extrajo utilizando reactivo Trizol LS (N° cat.:
1029-010, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las extracciones fueron realizadas por los grupos de investigacion
pertenecientes al consorcio del proyecto HEVAR, puntualmente en el Seccion Virologia
de la Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay, y en el Laboratorio de

Virologia Comparada y Ambiental, de la Fundacao Ostwaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil.
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El ARN viral de un aislamiento de RV grupo C, se utilizé6 para amplificar la
secuencia codificante de VP6C. Dicho material fue cedido la Dra. Rosana Rota, durante el
trabajo en colaboracién realizado con el Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la

Universidad Nacional de Quilmes, Buenos Aires, Argentina.

4.4 Vectores virales

4.4.1 Virus recombinante TOZGFP

TOZGFP, es un herpes virus defectivo al cual se le han delecionado los genes ICP4,
ICP27 e interrumpido los genes ICP22 y UL41, Figura 4.1. Este virus tiene como
reporteros, el gen de EGFP inserto en el locus de ICP22, cuya expresion es controlada
por el promotor inmediato-temprano de Citomegalovirus (pCMV), y en el locus UL41
(gen de silenciamiento del huésped: “virion host shutoff (vhs)”) el gen de la (-
galactosidasa, bajo el control del promotor inmediato temprano de ICP0. A partir de éste
virus se construyeron los virus defectivos que portan los antigenos de diferentes cepas
de rotavirus, descriptos a continuacion (D. M. Krisky y col., 1997; Krisky y col., 1998;
Marconi y col, 1996). TOZGFP y los virus que derivan del mismo, se replicaron y
titularon en la linea celular Vero-7b, al igual que sus virus derivados. Este virus
defectivo fue desarrollado y suministrado por el laboratorio dirigido por la Dra. Peggy

Marconi de la Universidad de Ferrara, Italia.
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Figura 4.1. Esquema del genoma del virus recombinante TOZGFP. Este virus
recombinante es obtenido por delecién triple (ICP4~,ICP227,ICP277), y es también
deficiente en UL41 y US1. Se sefialan las deleciones que se le aplicaron al HSV-1 wt,
obteniendo el virus defectivo base para la construcciéon de vectores virales de virus
recombinantes. Esquema adaptado de Marconi P., Proyecto HEVAR.

4.4.2 Virus recombinante TORRVVP6

TORRVVP6, es un herpes virus defectivo al cual se le han delecionado los genes
ICP4, ICP22 e ICP27 y también es deficiente en UL41 y US1, Figura 4.2, de la misma
manera que su virus parental TOZGFP, Figura 10. Como se mencion0 arriba, porta como

reportero el gen de EGFP en el locus de ICP22; y en el locus UL41, se introdujo la
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secuencia que codifica para VP6 de rotavirus RRV. Este virus se replico y tituld

utilizando a linea celular Vero-7b.

4.4.3 Virus recombinante TOECVP6

TOECVP6 es un herpes virus defectivo, Figura 4.2, con las mismas deleciones del
virus parental TOZGFP, Figura 4.1, al cual se le ha introducido como reportero el gen de
EGFP en el locus de ICP22; y la secuencia que codifica para VP6 de rotavirus EC, en el

locus UL41.
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Figura 4.2. Esquema del genoma de los virus recombinantes TORRVVP6 y TOECVP6.
Estos virus recombinantes se obtuvieron mediante modificacion del virus TOZGFP,
conservando las deleciones descriptas anteriormente (ICP4~,ICP227,ICP277) y
deficiente en UL41 y US1. Se sefiala los sitios donde fueron insertados los genes de VP6 de
RV. Esquema adaptado de Marconi P., Proyecto HEVAR.

4.4.4 HSV-1LalA]

HSV-1 LaLA] es un virus recombinante desarrollado en el laboratorio del Dr.
Alberto Epstein, Universidad de Lyon, Francia, se utilizé como virus colaborador para
empaquetamiento de vectores amplicon. Es un virus defectivo en los genes que
codifican para ICP4 e ICP34.5 y las sefiales de empaquetamiento “pac”. S6lo contiene una
sefial “pac” ingenierizada en el locus de la glicoproteina C (gC(), la cual se encuentra
flanqueada por dos sitios “loxP”, que son secuencias de reconocimiento de la
recombinasa Cre. Para la produccion de este virus defectivo colaborador, se utiliz6 la
linea celular Vero-7b que complementa la delecion de ICP4 (Logvinoff y Epstein, 2001,
2000a, 2000b; Zaupay col., 2003).

4.4.5 HSV-BAC1

HSV-BAC1, es un cromosoma bacteriano artificial que contiene el genoma
modificado de HSV-1 de la cepa F (N° de Acceso: GU734771) fHSVApacA27, el cual se le
ha delecionado el gen esencial que codifica para ICP27 y las sefales de
empaquetamiento (pac), adicionalmente se le insertaron 20 kpb de ADN que codifican

para ICP0O, aumentado el tamafio de la construccién (de 151 a 178 kpb), lo que favorece
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la replicacion y empaquetamiento del plasmido amplicon sin generacion de virus
colaborador competente (Fraefel y col., 1996; Saeki y col,, 2001, 1998). Este sistema de
empaquetamiento se utiliz6 para realizar preparaciones libres de colaborador de

vectores amplicon.

4.4.6 HSV-BAC2

HSV-BAC2, es un cromosoma bacteriano artificial que contiene el genoma
modificado de HSV-1 cepa 17 (N° de Acceso: NC_001806), también se utiliza la
nomenclatura fHSVApacAZ27, el cual tiene delecionado el gen esencial que codifica para
ICP27 y las sefiales de empaquetamiento “pac”, al cual también se le ha aumentado el
tamafio gendmico por insercion de ADN (desde 151 a 178 kpb), favoreciendo la
replicacion y empaquetamiento del plasmido amplicon, en ausencia de virus
colaborador competente (Fraefel y col, 1996; Saeki y col, 2001, 1998). Esta
construccion se utiliz6 como molde para la modificacion del genoma de HSV-1, por
insercion de gC, y empaquetar el plasmido amplicon [pHSV-EGFP], para realizar

ensayos en cultivos celulares.

4.4.7 HSV-BAC [ApacA27/RGD]

HSV-BAC [ApacA27/RGD] es un cromosoma bacteriano artificial derivado de
HSV-BAC?2, al cual se le realiz6 la modificacion adicional en la glicoproteina C (gC), por
medio de inserciéon de un epitope neutralizante (RGD), presente en la proteina
estructural VP1 de VFA. La insercidn se realizé en el dominio de unién a heparan sulfato
de gC. Esta construccion se utilizé para generar particulas de virus defectivo basado en
HSV-1, que presenten en su superficie el epitope antigénico RGD de VFA, y que a su vez
sirva como sistema de empaquetamiento, para esto ultimo se utiliz6 el plasmido [pHSV-

EGFP].

4.5 Plasmidos

4.5.1 pGEMP®-T Easy
Este plasmido (Promega, WI, EUA) se utiliz6 para el clonado molecular y
secuenciacion de los diferentes productos de PCR, es un pladsmido de alto nimero de

copia, y posee el gen AmpR como marcador de seleccidn en E. coli.
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4.5.2 pEBHICP27

Este plasmido se utilizo en el sistema de vectores amplicon libres de
colaborador, aporta ICP27 de HSV-1, lo cual favorece la transcripciéon génica de HSV-1,
favoreciendo la produccion de particulas. ICP27 se encuentra codificada con su propio
promotor y sefial de poliadenilacidn asi como las secuencias del antigeno nuclear 1 del
virus Epstein-Barr (EBNA1) y el oriP del mismo virus permitiendo replicacion y
estabilidad episomal de esta construccion en distintas lineas celulares, y ademas
codifica para el gen de resistencia AmpR para propagarlo en E. coli (Saeki y col., 2001;

Yates y Guan, 1991).

4.5.3 pAEUA2

La construccion pAEUA2, es un plasmido amplicon que tiene las siguientes
secuencias: origen de replicacion (oris) y sefial de empaquetamiento (pac) de HSV-1,
para poder ser replicado y empaquetado por el sistema colaborador. También posee un
origen de replicacion procariota de alto niumero de copia, EGFP como gen reportero, gen
AmpR, para la propagacion en E. coli, y un sitio de clonado multiple que permite el
clonado del gen de interés bajo el control de un promotor pCMV (Cuchet y col.,, 2005).
Este plasmido se utiliz6 para realizar analisis de expresion de 3-galactosidasa y evaluar

la expresion de genes heterdlogos en diferentes experimentos.

4.5.4 pHSV-EGFP

Este plasmido amplicon se utilizo para generar particulas de vector amplicon
utilizadas como control en los distintos experimentos. Contiene las sefiales pac y oris de
HSV-1, EGFP como gen reportero bajo el control del promotor 4/5 de HSV-1, también
codifica AmpR, permitiendo su propagacion en E. coli. Originalmente se utilizo con el
sistema libre de virus colaborador (Aboody-Guterman y col, 1997; Laimbacher y
Fraefel, 2014), en este trabajo se utiliz6 también con el sistema que requiere virus

defectivo como colaborador.

4.5.5 pHSV-Doble-EGFP

Esta construccion es un pldsmido amplicon tri-cistronico, que posee dos sitios de
uniéon a ribosoma (IRES, derivados del Virus de Encefalomielitis Murina), con
respectivos sitios de clonado, y la unidad de transcripcion consiste en el promotor
inmediato-temprano (IE 4/5) de HSV-1, y la sefal de poliadenilacion de SV40. Este

plasmido se construyo6 en el presente trabajo, basado en una versidn cuatri-cistronica,
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[pHSV-Triple-EGFP] (Laimbacher y col, 2012), y se utiliz6 para la coexpresion de los
siguientes pares de genes de RVs, VP6/VP2 por un lado, y VP7/VP4 por otro.

4.5.6 pHSV-IRES-EGFP

Esta construccion es un plasmido amplicén bi-cistrénico, que posee un sitio de
union a ribosoma (IRES, derivados del Virus de Encefalomielitis Murina), con un sitio de
clonado, y la unidad de transcripcion consiste en el promotor inmediato-temprano (IE
4/5) de HSV-1, y la sefial de poliadenilacion de SV40 (Laimbacher y col., 2012), y se

utiliz6 para la coexpresion de genes heterologos junto a EGFP.

4.5.7 pCI-neo

El plasmido pCl-neo (Promega, WI, EUA) se utiliz6 para la expresion en células
eucariotas, del gen de VP6 de RV del grupo C, bajo el control del promotor pCMV. Este
vector contiene el gen de la fosfotransferasa de neomicina como marcador de seleccion

eucariota y el gen AmpR, para la seleccion de clones en E. coli.

4.5.8 pcDNA4 His/Max

Este plasmido (Invitrogen, CA, EUA) se utiliz6 para expresion controlada por el
promotor pCMV, de la proteina VP6 de RV EC de manera recombinante en células de
mamifero, fusionando un motivo polihistidina para permitir la purificacion de la
proteina recombinante. Ademdas contiene el marcador de seleccion, en células
eucariotas, Sh:ble que confiere resistencia a Zeocina, y el gen AmpR, para la seleccion de

clones en E. coli.

4.5.9 pRSETA

Este plasmido (Invitrogen, CA, EUA) se utilizé para la expresion en E. coli, de la
proteina MSP5 de A. marginale recombinante. Posee el promotor T7, fusiona en el
extremo N-terminal un motivo que codifica para seis histidinas (6xHis) utilizadas para
purificacion por cromatografia en columnas de niquel. Posee el gen AmpR, para la

seleccion de clones en E. coli.

4.5.10 pMAL-c2X

En este plasmido (New England Biolabs, Reino Unido) se clon6 MSP5 de A.
marginale, traduciéndose fusionada al extremo C-terminal de malE de E. coli (proteina
de uniéon a maltosa = MBP), bajo el control del promotor tac, y el gen AmpR para
seleccion de colonias recombinantes. Este sistema posibilito la purificacion de la

proteina recombinante a través de resina con amilosa.
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4.5.11 pgalK
Plasmido utilizado como molde para amplificar la galactocinasa (galK) tipo
salvaje, se utiliza para la modificacion genética de HSV-1 mediante insercion y delecidon

de galK en dicho genoma viral (Warming y col., 2005).

4.6 Técnicas generales de biologia molecular

Las técnicas de biologia molecular se realizaron siguiendo las indicaciones de los
fabricantes de los reactivos, y metodologia estandar descripta en manuales especificos

(Ausubel y col.,, 2007; Sambrook y col.,, 2001).

Los reactivos empleados fueron de grado analitico o de biologia molecular, de
Sigma-Aldrich (EUA), Merck Millipore (Alemania), GE Healthcare (EUA), y los productos
utilizados en los protocolos de ADN recombinante, de New England BioLabs (Reino

Unido), Promega (EUA) Invitrogen (EUA) y PB-L Products (Argentina).

4.7 Cepas de Escherichia coli utilizadas.

Para las estrategias de clonado y amplificacion de ADN, se utilizaron las
siguientes cepas de E. coli: DH5a (Genotipo: F- ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl
endA1l hsdR17 (rK-, mK+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relA1l.) y DH10B (Genotipo: F-mcrA
A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl endA1l araD139 A(ara leu) 7697 galU galK
rpsL nupG A- rpsL nupG /pMON14272 /pMON7124). Ambas cepas (Invitrogen, CA, EUA)
estdn ingenierizadas para permitir la selecciéon de colonias por medio de a-

complementacidn del gen de la 3-galactosidasa.

Para la preparacién de proteinas recombinantes se utilizaron las cepas
BL21(DE3)pLysS (Genotipo: F- ompT hsdSg(rs-, mg-) gal dem (DE3) pLysS (CamR)), y Top
10 (Genotipo: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara
leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG, (Invitrogen, CA, EUA).

Para la metodologia de modificaciéon de genoma de HSV-1 por recombinacion
homologa, se utilizo la cepa SW102 (Genotipo: mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) AlacX74
deoR endA1 araD139 A(ara, leu) 7697 rpsL recAl nupG g80dlacZAM15 galU galK [Ac1857
(cro-bioA)<>Tet] AgalK) (Laboratorio Dr. Cornel Fraefel, Zurich, Suiza).
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4.8 Cultivo de Escherichia coli

En todos los cultivos bacterianos se utilizo el medio de cultivo “Lysogeny Broth
(LB)” (Bertani, 2004, 1951), suplementado con antibidticos especificos dependiendo de
la cepa y plasmidos utilizados, las concentraciones de trabajo fueron: Amp 50 pg/ml y
cloranfenicol (Cam) 12,5 pg/ml (Ausubel y col,, 2007; Sambrook y col,, 2001). Para la
seleccion de clones recombinantes, se realizaron los cultivos en placas de Petri
conteniendo medio LB-Agar (1,5%), suplementado con los antibioticos
correspondientes. La crio-preservacion de los clones positivos (seleccionados por
mapeos de restriccidn y secuenciacidn) se realiz6 a -80°C, a partir de cultivos agitados a
250 RPM, durante 16h a 37°C, adicionados por ultimo con glicerol al 15% final
(Sambrook y col.,, 2001).

4.9 Preparacion de Escherichia coli competentes

El método quimico que se utiliz6 para la transformacion, esta adaptado de la
metodologia desarrollada por Mandel y Higa (Mandel y Higa, 1970), alcanzando
actualmente frecuencias de transformacion entre 10y 10°transformantes/ug de ADN

super-enrollado (Hanahan, 1983).

4.9.1 Preparacion de bacterias quimicamente-competentes

A partir de una colonia de la cepa de E. coli correspondiente, se realiz6 un cultivo
en medio LB, se incub6 a 37°C, agitando orbitalmente a 250 RPM, durante 16h. Luego se
realizé una dilucion de 4 ml de in6culo en 400 ml finales de medio LB, incubando
nuevamente a 37°C y 250 RPM, hasta que se alcanz6 una DOeoo de 0,4, incubando luego
el cultivo 10 minutos en hielo. Luego de centrifugd durante 10 minutos a 2700 x g, y se
descarté el sobrenadante. El pellet se resuspendié suavemente en 120 ml de solucién de
CaClz, todo el proceso se llevd a cabo en recipiente con hielo, y luego las células se
recuperaron nuevamente por centrifugaciéon a 2700 x g durante 10 min a 4°C. El ciclo de
lavado se repitié una vez mas, resuspendiendo el pellet obtenido, en 4 ml de solucion de
CaCl. Finalmente, en un recipiente con hielo, se distribuy6 un volumen de 50 a 100 pl
de suspension en tubos de 1,5 ml. El congelado de las alicuotas de E. coli competentes se
realiz6 inmediatamente por inmersién de los tubos con la suspension bacteriana, en
etanol enfriado previamente a -80°C, se retiraron del recipiente con etanol, y

almacenaron a dicha temperatura en un ultrafreezer.
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Solucion de CaClz: 60 mM de CaClz, 15% Glicerol, 10 mM PIPES, pH = 7.0,

esterilizar por filtracion, almacenar a TA (Ausubel y col., 2007; Sambrook y col., 2001).

4.9.2 Preparacion de electro-competentes

A partir de una colonia de E. coli, se realiz6 un cultivo de 3 ml de medio LB e
incub6 durante 16h a 37°C, en un agitador orbital a 250 RPM. Luego, se inocul6 medio
LB alcanzando una dilucion 1:50, e incub6 a 37°C y 250 RPM. Se midi6 la DOsoo cada 20
minutos, hasta que alcanzé una DOgoo de 0,55-0,60, en ese momento se colocd el
recipiente en hielo durante 15-30 minutos, homogeneizando para asegurar el
enfriamiento total. Para cada transformacion, se centrifugaron de 10 ml de cultivo, en
tubos previamente enfriados en hielo, a 2000 x g durante 15 min. a 4°C. Se descarto6 el
sobrenadante y resuspendio el pellet en 1 ml de H20, luego agregar 9 ml de H20 estéril
para lavados. Se recuperaron nuevamente las células por centrifugacion a 2000 x g, 20
min. a 4°C. Se repitié el proceso de lavado dos veces mas, y se resuspendi6 el pellet en
0,1 ml H20 estéril. Todo el proceso se realizé6 en bano de H20 con hielo, y el agua
utilizada durante el protocolo se mantuvo refrigerada con hielo (Ausubel y col., 2007;

Sambrook y col.,, 2001).

4.10 Transformacion de Escherichia coli

4.10.1 Choque térmico

Para cada transformacion, se utilizé un vial de E. coli competentes. Luego de
descongelar la suspension en recipiente con hielo, se adicion6 ADN plasmidico e incubd
nuevamente en hielo, durante 30 min. Posteriormente se realizé el choque térmico a
42°C durante 90 seg., en un bafio termostatizado. Se incub6 en hielo durante 2 min, y
seguido a esto se agregaron 800 pl de medio LB a cada microtubo, se incubé a 37°C,
durante 1 hora. Luego la suspension de bacterias transformadas, se distribuyeron en
una placa pre-incubada a 37°C, con los antibiéticos adecuados para la seleccidn, se dejé
secar la superficie del medio semisoélido e incubé a 37°C durante 12-16 h (Ausubel y col,,

2007; Sambrook y col.,, 2001).

4.10.2 Electroporacion

Cada alicuota de 50 pl de bacterias electrocompetentes, se incubé con un nimero
igual de cubetas de 0.2 cm, necesarias para las transformaciones. Una vez descongelada
la suspension bacteriana se adiciond el ADN a electroporar (un maximo de 50 ng), en un

volumen de 1-2 pl para cada transformacion, y se coloc6 cada tubo inmediatamente en
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hielo. El equipo electroporador se preparé en 25 pF de capacitancia, 2,5 kV de voltaje, y
resistencia de 200 ohm. Cada suspensién de bacterias/ADN se colocé en la parte
inferior de su cubeta respectiva, la cual se retira del hielo y se seca antes de colocarla en
el equipo, donde se aplica un pulso de electricidad constante de 4-5 milisegundos en un
campo de 12,5 kV/cm. Rapidamente se adiciona 1 ml de medio LB, lo que se transfiririo
a un tubo de 2,0 ml y se incub6 en agitaciéon durante 1 h a 37°C, para su recuperacion. La
suspension de transformacion obtenida se distribuy6 en tres placas de Petri diferentes,
10, 50 y 200 pl de la misma transformacion, utilizando LB-Agar al 1,5% como medio de
cultivo, adicionado con los antibioticos necesarios para la seleccion de colonias
recombinantes, luego se incub6 el cultivo a 37°C durante 12-16 h (Ausubel y col., 2007;

Sambrook y col.,, 2001).

4.11 Preparacion de ADN plasmidico

El aislamiento de ADN plasmidico, se realizO mediante lisis alcalina en
combinacién con el detergente SDS (Bimboim y Doly, 1979; Ish-Horowicz y Burke,
1981). Luego de que el material desnaturalizado ha sido removido por centrifugacidn, el
ADN plasmidico nativo puede ser recuperado del sobrenadante del lisado, y purificado
en formas y grados diferentes, de acuerdo a las necesidades (Sambrook y col.,, 2001). En
este trabajo, se realizaron minipreparaciones para los clonados moleculares y
maxipreparaciones para el material destinado a las transfecciones de células de
mamiferos, las cuantificaciones de las preparaciones se realizaron por

espectrofotometria UV.

4.11.1 Minipreparacion

Para cada minipreparacion de ADN plasmidico, el protocolo general fue el
siguiente. Se realiz6 un pre-inoculo en 3 ml de LB, adicionado con Amp 50 pg/ml, y se
incub6 12-16 h, en agitaciéon a 200 RPM y 37°C de temperatura, luego se centrifugd en
un microtubo el volumen total durante 1 min. a 17.900 x g. El pellet obtenido se
resuspendi6o en 200 ul de la solucién I, se adicionaron 200 pl de solucién II,
homogeneizando suavemente, y se incub6 a TA durante 5 min. Para la neutralizacion de
la lisis se adicionan con 200 pl de solucion 111, y luego de homogeneizar, se centrifug6 10
min. a 17.900 x g, 4°C. El sobrenadante se colect6 en un tubo limpio, y se agregé igual
volumen de isopropanol y, previa homogeneizacién por inversion, se incub6 a TA

durante 10 min. Posteriormente centrifugé 10 min. a 13.000 x g a 4°C, luego de
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descartar el sobrenadante, se lavo el pellet con 500 pl de etanol 70%, y se centrifugd
durante 5 min. a 17.900 x g. El ultimo lavado se realizé con etanol 100%, con un ciclo de
centrifugado de 3 min. a 17.900 x g, y luego se descarto el sobrenadante y se incubo el
tubo abierto en la mesada durante 15 min. a TA. Una vez que se evapora el etanol, se
adicionan 20 pl de H20 ultrapura estéril. Esta suspensién se incub6 10 min. a 42°C, para

favorecer resuspension del ADN.

Soluciones utilizadas en el protocolo: I: 50 mM glucosa 25 mM Tris-Cl (pH =
8.0) 10 mM EDTA. La soluciodn se esteriliza por medio de filtro 0.2 pm, luego se adiciona
ARNasa A [10 mg/ml], y se almacena a 4°C. II: 0,2 N NaOH (Diluido a partir de un stock
10 N) 1% (P/V) SDS (Diluido a partir de un stock 10% o 20%) Se prepara la solucién en
el momento y utiliza a TA. III: Se prepara de la siguiente manera, 60 ml de acetato de
potasio 5M, 11,5 ml de acido acético glacial, y 28,5 ml de H;0. La solucion resultante es
3M con respecto al ion acetato. Se almacena la solucién a 4°C y se coloca en recipiente

con hielo antes de usar (Sambrook y col.,, 2001).

4.11.2 Maxipreparacion

Las maxipreparaciones de ADN se realizaron con los reactivos del kit Qiagen
Plasmid Maxi Kit N° cat. 12162 (Qiagen, EUA). Brevemente, se realizé un preindculo de 5
ml de LB suplementado con Amp a una concentraciéon de 50 pug/ml. Se cultivod el
prein6culo durante 8 a 12 h, con una agitacién de 200 RPM, a 37°C. Se transfiri6 1 ml a
un Erlenmeyer de 1 L conteniendo 200 ml de LB con Amp 50 pg/ml, e incubé durante
16 h a 37°C en agitacién. El cultivo se transfiri6 a tubos de centrifuga de 250 ml y se
cosecho el pellet por centrifugacion a 4.000 x g durante 10 min. a 4°C. Luego se descarto
el sobrenadante e invirtio el tubo en un papel absorbente por 2 min para drenar todo el
liquido remanente. El pellet se resuspendié completamente en 10 ml de Solucién I,
luego se adicion6 un volumen de 10 ml de la Solucidn II, se homogeneiz6 por inversion
4 a 6 veces e incubd 5 min. a TA. Luego se realizo el agregado de 10 ml de la Solucion I,
se homogenizd por inversion del tubo e incub6 por 20 min en hielo. Luego el tubo se
centrifugd 30 min a 16.000 x g, 4°C. Se filtraron los sobrenadantes con papel de filtro
plegado, dentro de tubos de centrifuga de 30 ml, mientras tanto se equilibro la columna
de Qiagen tip-500 con 10 ml de buffer QBT, dejando fluir por fuerza de gravedad.
Transferir la solucidn filtrada a la columna Qiagen 500, dejando pasar por fuerza de

gravedad a través de la resina. Se lavo dos veces con 30 ml de buffer QC, y eluy6 el ADN,
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con 15 ml de buffer QF a una temperatura de 65°C, colectando el eluato en tubos de
centrifuga de 30 ml. Posteriormente el ADN, se precipit6é con 10,5 ml de isopropanol, y
centrifug6 inmediatamente durante 30 min a 20.000 x g, 4°C. El sobrenadante se
descart6 cuidadosamente, y el pellet se lava finalmente con 5 ml de etanol 70%,

centrifugando 5 min a 17.000 x g. Luego, se retira el sobrenadante, dejd secar el tubo a

TA y cada pellet se resuspendi6 en 200 uL de buffer TE (pH 7,4).

4.12 Anticuerpos utilizados

Tabla 2. Detalle de los anticuerpos utilizados en esta tesis.

Anticuerpo Procedencia Caracteristicas
gﬁ(lilr(ril(;nn por Lab]?)l;zltoric?raCIi;: Anticuerpo policlonal obtenido
Anti-RRV Inmunolo’ a Virolosfa inmunizando conejos con rotavirus RRV
Universidid Nacio};lal de Quiln;ges’ inactivado. Utilizado en wuna dilucién
. " | 1:1000.
Buenos Aires.
Producido en CEVAN, Instituto de | Anticuerpo monoclonal obtenido a partir
Anti-VP6 UK Ciencia y Tecnologia Dr. César | de inmunizaciones de ratones con rotavirus
Milstein - CONICET. UK. Utilizado en dilucién 1:2000.
Dra. Susana Lépez, Instituto de Anticuerpo policlonal, obtenido en conejo,
Anti-NSP4 Biotecnologia, Universidad utilizando  como inmundgeno ~ NSP4

Auténoma de México, México.

recombinante, del virus RRV. Utilizado en
una dilucién de 1:800.

Anti-VP5 RRV

Dra. Susana Lépez, Instituto de
Biotecnologia, Universidad
Auténoma de México, México.

Anticuerpo  policlonal obtenido por
inmunizacién de conejo con el fragmento
recombinante VP5* , perteneciente a la
proteina VP4 de RRV. Utilizado en dilucién
1:400.

Cedido por Dra Catherine

Anticuerpo policlonal, producido en cobayo

Anti-VP?2 Eichwald, Institute of Virology, | por inmunizacion con VP2  SA1l1l
University of Zurich. (Arnoldi y | recombinante. Utilizado en dilucién
col., 2007). 1:2000.
Producido en CEVAN, Instituto de | Anticuerpo policlonal producido en conejo,
Anti-GFP Ciencia y Tecnologia Dr. César | inmunizando con la proteina recombinante

Milstein - CONICET.

GFP-GST. Utilizado en diluciéon 1:1000.

Anti-a-Tubulina-
Alexa 488®

Life Technologies, N° cat: 32-
2588.

Anticuerpo monoclonal conjugado al
fluor6foro Alexa 488®, que reacciona con
alfa tubulina humana, de ratén y rata.
Utilizado en dilucién 1:10000.

Anti-actina

Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, EUA,
N° cat.: A 2066.

Anticuerpo policlonal (de conejo), reconoce
especificamente actina en muchas especies.
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Anti-HA Clone HA-7

Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, EUA,
N° cat: H 9658.

Anticuerpo monoclonal anti-HA, reconoce
proteinas de fusién al N- y C-terminal
Expresadas en E. coli o células eucariotas.
Utilizado en dilucién 1:4000.

Anti-poliHistidina
Clone HIS-1

Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, EUA,
N° cat.: H1029.

Anticuerpo monoclonal anti-poliHistidina,
reconoce formas nativas como
desnaturalizadas de poliHistidinas
fusionadas preferencialmente al N-
terminal. Utilizado en dilucién 1:4000.

Anti-ratéon, Alexa

594

Molecular Probes, Life
Technologies, CA, EUA, N° cat.: A-
11062.

Anticuerpo  policlonal (de  conejo)
conjugado al compuesto fluorescente Alexa
Fluor 594® (el cual es espectralmente
similar al Rojo Texas). Utilizado en dilucién
1:2000.

Anti-conejo-Alexa
594

Molecular Probes, Life
Technologies, CA, EUA, N° cat.: A-
11037.

Anticuerpo policlonal (de cabra) conjugado
al compuesto fluorescente Alexa Fluor
594®, Utilizado en dilucién 1:2000.

General Electric Healthcare Life

Anticuerpo policlonal anti-GST, purificado
a partir del suero de cabra inmunizada con

Anti-GST g;iér;c;_sés;lﬁgiala, Sweden, N la proteina GST de Schistosoma mansoni.
b ' Utilizado en dilucién 1:1000.

. . . Anticuerpo monoclonal anti-f3-

Anti-f3-gal Sigma-Aldrich, Inc, St. Louis, EUA. galactosidasa de E. coli, conjugado a

N’ cat: B 0271

biotina. Utilizado en una dilucion 1:2000.

Anti-Goat-HRP

Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, EUA.
N° cat.: A5420.

Antisuero producido en conejo, utilizando
IgG de cabra purificada como inmunégeno,
conjugado a peroxidasa. Utilizado en
dilucién 1:4000.

Anti-Cobayo-HRP

Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, EUA.
N° cat.: A5545.

Antisuero producido en conejo, utilizando
IgG de cobayo purificada, como
inmundégeno, conjugado a peroxidasa.
Utilizado en dilucién 1:5000.

Anti-Conejo-HRP

Sigma-Aldrich, Buchs, Suiza, N°
cat.: A0545.

Anticuerpo policlonal producido en cabra,
anti-IgG  de conejo y conjugado a
peroxidasa. Utilizado en dilucion 1:5000.

Anti-Raton-HRP

Dako, Dinamarca. N° cat.: P 0260

Anticuerpo policlonal producido en conejo,
anti-Ig de ratén y conjugado a peroxidasa.
Utilizado en dilucién 1:1000.

Anti-Conejo-HRP

Dako, Dinamarca. N° cat.: P 0448

Anticuerpo policlonal producido en cabra,
anti-IgG  de conejo y conjugado a
peroxidasa. Utilizado en dilucién 1:5000.
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4.13 Obtencion de los plasmidos amplicon que expresan genes de RVs

de humanos

Esta seccion incluye los plasmidos que codifican para una sola proteina
(plasmidos simples), o para dos proteinas heterdlogas (plasmidos dobles). Todas las

construcciones expresan ademas el gen reportero EGFP.

El clonado de los genes se realiz6 en los plasmidos amplicon [pHSV-IRES-EGFP] y
[pHSV-Doble-EGFP], para las construcciones bi-cistronicas y tri-cistronicas
respectivamente. La obtencion del plasmido [pHSV-Doble-EGFP] se describe en el

Anexo |, apartado 2.

4.13.1 Construccion del plasmido amplicon simple [pHSV-VP6/EGFP]

Para esta construccion, se realizo el clonado molecular de Wa-VP6, utilizando
como material de partida el plasmido [pGEM/Wa-VP6] (Anexo [, apartado 3.3.1) y el
plasmido [pHSV-IRES-EGFP] (descripto en la seccion 4.5.6), con la mezcla de la reaccion
de ligacion se transformaron bacterias competentes DH10B. Para la deteccion de
colonias positivas para [pHSV-VP6/EGFP], se realizaron reacciones de PCR a partir de
colonias, amplificando el marco abierto de lectura completo (1194 bp), Figura 4.3. En la
Figura 4.4.a, se muestran los sitios de restriccion Sall y BstBI del plasmido amplicén

[pHSV-IRES-EGFP] utilizados para el clonado.

2036 --
1636 -

1013«“----- ——

v

Figura 4.3. PCR a partir de colonias transformadas con la
reaccion de ligacion [pHSV-VP6/EGFP]. Calles 2-6, clones
positivos detectados por PCR. Calle 1, marcador de tamafio
molecular de 1 kpb ADN (Invitrogen), a la izquierda se indican
los tamafios moleculares. Calle 7, control negativo y calle 8,
control positivo [pGEM®T-Easy/Wa-VP6] de 1200 pb.

El andlisis de restriccion de los clones recombinantes se llevé a cabo utilizando

las enzimas Sall y Bglll, como también se indican en la Figura 4.4.a, lo que result6 en la
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deteccidn de un grupo de 5 clones positivos y con la orientacion correcta del inserto, los

cuales liberaron un fragmento de 507 pb, Figura 4.4.b.

1 2 3 4 5 6
415 Prom (HSV-1)_ sl (503) - -..:_ ot

oris

BglIl (1010)

Wa-VP6
pUC ori

"

12216 - . | b ' .
5090 --

[PHSV-VPG/EGFP] B3] (1704 e -

7442 bp A05a e

IRES | R

AmpR 1636 --

P

1000 --

517 --

pac

PolyA (SV40)

Figura 4.4.a. Esquema del plasmido amplicén [pHSV-VP6 /EGFP]. Se muestran
los sitios de restriccién utilizados para el clonado (Sall y BtBI) y Bglll, utilizado
para analisis de orientacion del inserto.

Figura 4.4.b. Andlisis del patrén de restriccion de clones de [pHSV-
VP6/EGFP]. Calles: 1- marcador de tamafio molecular 1 kb ADN ladder
(Invitrogen), a la izquierda se indican los tamafios moleculares; 2- a 6-, clones
digeridos positivos que presentan la banda esperada de 507 pb.

4.13.2 Construccion del plasmido amplicon doble [pHSV-VP6/VP2 /EGFP]
4.13.2.1 Primera etapa: subclonado de Wa-VP6 en plasmido [pHSV-
Doble-EGFP]

Para obtener esta construccién doble se realizg, en primera instancia, el clonado
molecular de VP6 utilizando los sitios Sall y Bglll, utilizando como material de partida el
plasmido de [pCR2.1TOPO/Wa-VP2] descripto en el Anexo | (apartado 3.3.2) y el
plasmido [pHSV-Doble-EGFP] (Anexo I, apartado 2.1), luego se seleccionaron clones
recombinantes mediante PCR a partir de colonias de bacterias transformadas con la

construccion intermedia [pHSV-VP6/Doble/EGFP], Figura 4.5.
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1 23456 78 91011121314
| A : P

12216 -
5090 --
4072 -~
3054 --

2036 --
1636 --

e LT T

. '

Figura 4.5. Seleccion de clones de [pHSV-VP6/EGFP] por medio
de PCR a partir de colonias. Calles 1- marcador de tamaiio
molecular 1 kpb ADN ladder (Invitrogen), a la izquierda se indican
los tamafios moleculares; 2- a 12-, colonias recombinantes
analizadas por PCR para Wa-VP6. 13-, control positivo, producto de
1200 bp. 14-, control negativo.

Luego se analiz6 el ADN plasmidico de un grupo de éstas colonias positivas, por
medio de una digestion con las enzimas de restriccion Sall y Bglll, liberando un
fragmento de 507 pb. Pudiendo determinar de esta manera, la presencia y correcta
orientacidon de inserto VP6 (Figuras 4.6.a y 4.6.b), obteniendo de esta manera clones

positivos para la construccion intermedia [pHSV-VP6/Doble/EGFP].

Wa:VP6 IRES| b

a Bglll (7375), 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

IRES Il

Sall (6868), Suie
12216 -

o !~---!~b~U

4/5 Prom (HSV-1) 5090 —
8072 - W—

[pHSV-VP6/Doble/EGFP] 3050 f—

8068 bp

oriS
2036 - f—
~ PolyA (SV40) 1636 - j—

1000 -

pUC ori
517-

AmpR

Figura 4.6.a. Mapa del plasmido [pHSV-VP6/Doble/EGFP]. Se indican los sitios de
restriccién Bglll y Sall utilizados para la seleccidn de clones positivos.

Figura 4.6.b. Analisis del patrén de restriccion de clones [pHSV-VP6/Doble/EGFP].
Calles: 1- marcador de tamafio molecular 1 kb ADN ladder (Invitrogen), a la izquierda se

indican los tamafios moleculares. 2- a 10- ADN de diferentes clones, digeridos con las enzimas
Sall y Bglll.
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4.13.2.2 Segunda etapa: subclonado de WaVP2 en plasmido [pHSV-
VP6/Doble/GFP]

En segunda instancia, uno de los clones del plasmido [pHSV-VP6/Doble/EGFP],
luego de ser confirmado por secuenciacion, se digirié con la ER Clal, al igual que el
marco abierto de lectura Wa-VP2, obtenido del plasmido [pCR2.1TOPO/Wa-VP2]
descripto en el Anexo I (apartado 3.3.2). Ambos fragmentos se ligaron, y con esa la

mezcla de ligacidn se transformé una suspension de E. coli competentes.

La seleccion por PCR a partir de colonias se realiz6 con 16 colonias, resultando

dos positivas para Wa-VP2, amplificandose productos de 2673 pb (Figuras 4.7.ay 4.7.b).

1 2 345678 91011 12 13

a b 12216
1 23456 789 =
1 5090 et
RRzs 4072 .t
5090 3054 e
4072 - -
3050 2036 .
e -
2036 - 1636 W
1636
1000 . 1000
517 : 517
[} -~

Figura 4.7.a. Primera ronda de seleccion de clones de [pHSV-
VP6/VP2/EGFP] por medio de PCR a partir de colonias. Calles: 2- a 7-; calle
1-, marcador de tamafio molecular 1 kb ADN ladder (Invitrogen), a la izquierda
se indican los tamafios moleculares. Calles 8- y 9-, controles negativo y positivo
(2673 pb), respectivamente. Calle 5, clon positivo.

Figura 4.7.b. Segunda ronda de seleccion de clones de [pHSV-
VP6/VP2/EGFP] por medio de PCR a partir de colonias. Calle 1-, Marcador de
PM 1 kb ADN ladder (Invitrogen), a la izquierda se indican los tamafios
moleculares. Calles 2- a 11-, colonias analizadas; calles 12 y 13, controles
negativo y positivo (2673 pb) respectivamente. Calle 10, clon positivo.

Para analizar los dos clones positivos de [pHSV-VP6/VP2/EGFP] obtenidos
(Figura 4.7.a y 4.7.b), se digirieron con las ER EcoRI y EcoRV. Como controles de
digestion, se utilizo el plasmidos [pHSV-Doble-EGFP] (Anexo I, apartado 2.1), el
producto purificado de una PCR de Wa-VP2, y la construccion intermedia [pHSV-
VP6/Doble/EGFP]. En la Figura 4.8.a, se pueden observar los resultados de este control.
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En las calles 5 y 6, se obtuvo un fragmento de 1848 pb, confirmando la correcta

orientacion e identidad de Wa-VP2 en la construccidn final, Figura 4.8.b.

Figura 4.8.a. Andlisis del patrén de | g
restriccion de los clones de [pHSV- 12345 6
VP6/VP2/EGFP]. Calles: 1-, marcador de

tamafio molecular 1 kb ADN ladder 1121JIb U.u

(Invitrogen), a la izquierda se indican los

tamafios moleculares; 2-, [pHSV-Doble] so0 N
linealizado con EcoRl, 6874 pb; 3-, Producto de 3054 G

PCR Wa-VP2, digerido con EcoRV (2218 y 455
pb); 4- [pHSV-VP6/Doble/EGFP], linealizado jg;g"-"
con EcoRI (8068 pb); 5-, Clon [pHSV-
VP6/VP2/EGFP] digerido con EcoRI y EcoRV, 1000 (.
fragmento menor esperado: 1848 pb; 6-, Clon '
[pPHSV-Doble/Wa-VP6/Wa-VP2] digerido con | *7/°% !
EcoRl y EcoRV, fragmento menor esperado:

1848 pb.

4/5 Prom (HSV-1)

Wa-VP6 b

IRES |
pUC ori

[PHSV-VP6/VP2/EGFP]
10747 bp

AmpR

Wa-VP2

pac

PolyA (SV40) EcoRV (4095)
FleoR1(5943) EGFP IRES II

Figura 4.8.b. Mapa del plasmido [pHSV-VP6/VP2/EGFP]. Sdlo se indican los

sitios de restriccion utilizados, EcoRI y EcoRV, utilizados en la confirmacién de la

presencia de VP2 y su correcta orientacion, obteniendo un fragmento de 1848 pb.

4.13.3 Construccion del plasmido amplicon doble [pHSV-VP7 /VP4/EGFP]
4.13.3.1 Primera etapa: subclonado de Wa-VP7 en el plasmido [pHSV-
Doble-EGFP]:

En un primer paso, se realiz6 el clonado molecular de Wa-VP7, para eso se
digirié por un lado, el inserto a partir del plasmido de subclonado [pCR2.1 TOPO/Wa-
VP7] (Anexo I, apartado 3.3.3) con la ER Nrul, y por separado el plasmido [pHSV-Doble-
EGFP] con la ER Sall seguida del tratamiento con la polimerasa Klenow (Promega, WI,
EUA). Ambos plasmidos se describen en el Anexo I (apartados 2.1 y 3.3.3,
respectivamente). Con la reaccion de ligacion se transformé una suspension bacterias
DH10B competentes, y se realizo la seleccion de colonias positivas para Wa-VP7 por

medio de PCR. Figuras 4.9.ay 4.9.b.
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Una vez que se detectaron colonias VP7-positivas, el ADN plasmidico
provenientes de las mismas, se analiz6 por medio de digestion con la enzima de
restriccion Sall. El tamafio de los fragmentos que debe liberar un clon positivo para VP7,
debe ser de 397 pb para el caso de orientacidn correcta, y en caso negativo de 608 pb

(Figuras 4.10.ay 4.10.b).

d 12 3 45 6 7 8 91011 12 13 1415 b

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1415
12216 55iE
5090
zzssl
3054
3054
2036
1636' %ggg .
1000 8
- - 1000 - -
517/506 - - ST ‘ -
396 i

Figura 4.9.a. Seleccion de clones de [pHSV-Doble/VP7] por medio de PCR a partir de colonias
primera ronda. Calles: 1-, marcador de tamafio molecular 1 kb (Invitrogen), a la izquierda se indican
los tamafios moleculares; 2- a 13-, PCR de colonias para Wa-VP7; 14- y 15-, controles negativo y
positivo, respectivamente. Las colonias positivas para VP7 se detectan en las calles 4, 7 y 12.

Figura 4.9.b. Seleccion de clones de [pHSV-Doble/VP7] por medio de PCR a partir de colonias
segunda ronda. Calles: 1-, marcador de tamafio molecular 1 kb (Invitrogen), a la izquierda se indican
los tamafios moleculares; 2- a 13-, PCR de colonias para Wa-VP7; 14- y 15-, controles negativo y
positivo, respectivamente. Las colonias positivas para VP7 se detectan en las calles 4 y 11.

1 23 456

4/5 Prom (HSV-1)

) Sall (49
oriS Sall (498) 2215

s Brauua

5090
Wa-VP7 4072 f—

3054 -
IRES | 2036 =
1636

1000 —

IRES Il 517/506
396 —

-—

pUC ori

[pHSV-Doble/VP7]

7863
AmpR 63 bp

PolyA (SV40)

Figura 4.10.a. Mapa del plasmido amplicon [pHSV-Doble/VP7]. Se indican los sitios de
restriccion Sall utilizados para el anélisis.

Figura 4.10.b. Analisis del patron de restriccion de clones de [pHSV-Doble/VP7]. Se utiliza
la ER Sall. Calles: 1-, Marcador de tamafio molecular 1 kb ADN (Invitrogen) a la izquierda se
indican los tamafios moleculares; 2-, 4- y 5-; clones positivos, liberan un fragmento de 397 pb.
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4.13.3.2 Segunda etapa: subclonado de Wa-VP4 en el plasmido: [pHSV-
Doble/VP7]:

Una vez que se seleccion6 el clon del plasmido [pHSV-Doble/VP7], se traté con
las ER Notl y Bcll, por otro lado se obtuvo el fragmento correspondiente a Wa-VP4 por
digestion, con las mismas enzimas, del plasmido [pGEMT-Easy/Wa-VP4] (Anexo I,

apartado 3.3.4), luego de la reaccion de ligacion, se transformé una suspension de

bacterias E. coli DH10B competentes.

Se realizé una seleccién de colonias positivas para VP4, dividida en dos rondas,

por medio de una PCR especifica para Wa-VP4. Se detectaron 12 colonias positivas.

(Figuras 4.11.ay 4.11.b).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1415 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Figura 4.11.a. Selecciéon de clones de [pHSV-Doble/VP7/VP4] por medio de PCR a partir de
colonias primera ronda. Primera ronda de selecciéon de colonias. Calle 1, marcador de tamafio
molecular 1 kb ADN (Invitrogen), a la izquierda se indican los tamafios moleculares. Calles 2-13,

colonias analizadas para Wa-VP4. Calles 14 y 15, controles negativo y positivo, respectivamente. Calles
3,5,6,12y 13, clones positivos para Wa-VP4.

Figura 4.11.b. Seleccion de clones de [pHSV-Doble/VP7/VP4] por medio de PCR a partir de
colonias segunda ronda. Segunda ronda de seleccién de colonias. Calle 1, marcador de tamafio
molecular 1 kb ADN (Invitrogen), a la izquierda se indican los tamafios moleculares. Calles 2-13,

colonias analizadas para Wa-VP4. Calles 14 y 15, controles negativo y positivo, respectivamente. Calles
6,8,9,10,11,12y 13, clones positivos.

Se prepar6 ADN plasmidico de dos de los clones positivos para [pHSV-
VP7/VP4 /EGFP], una alicuota se trato con las enzimas Sacl y Pacl, utilizandose [pHSV-
Doble/VP7] como control, Figura 4.12.a. En la Figura 4.12.b, se muestra el resultado de,
los fragmentos esperados para la construccion con VP4 en la orientacién correcta

(5684, 3735, y 782 pb); con orientacion invertida (5684, 2916 y 1593 pb), y el patron
esperado para [pHSV-Doble/VP7] (5689 y 2174 pb).
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Figura 4.12.a. Mapa del plasmido amplicon [pHSV-VP7/VP4/EGFP]. Se
indican los sitios Sacl y Pacl utilizados para el andlisis de restriccion.

Figura 4.12.b. Analisis del patrén de restriccion de los clones positivos de
[pPHSV-VP7/VP4/EGFP]. Las muestras se digirieron con Sacl y Pacl. Calles: 1-,
marcador de tamafio molecular 1 kb ADN (Invitrogen), a la izquierda se indican
los tamafios moleculares, 2-, clon Wa-VP4 presenta una orientacion invertida; 3-,
clon donde Wa-VP4, presenta una orientacioén correcta (5684, 3735, y 782 pb); 4-,
se utiliz6 el plasmido sin Wa-VP4, [pHSV-Doble/VP7], control de restriccién.

4.13.4 Construccion del plasmido amplicon simple [pHSV-VP2 /EGFP]

Para obtener esta construccidon simple, se digirio el plasmido amplicon doble
[pHSV-VP6/VP2/EGFP] con las ER Sall y Notl, y se elimin6 la secuencia que codifica
para VP6 y el IRES-I, que le sigue a la misma. Los fragmentos esperados en esta
digestion tienen un tamafio de 1840 pb y 8895 pb, en la Figura 4.13, se puede observar

el detalle de los sitios de restriccion utilizados.

4/5 Prom (HSV-1) Sall (1)

ori§

Wa-VP6

IRES |
pUC ori Notl (1841)

[PHSV-VP6/VP2/EGFP]
10747 bp

AmpR

Figura 4.13. Mapa del plismido amplicén
Wa-VP2 [pHSV-VP6/VP2/EGFP]. En este esquema se
indican los sitios de restriccién de las enzimas Sall
y Notl, utilizadas para la generacién del plasmido
amplicon individual [pHSV-VP2 /EGFP].

pac

PolyA (SV40)

EGFP IRES Il

Luego de la digestion, los productos se trataron con el fragmento Klenow de la
ADN polimerasa I de E. coli, para generar enzimaticamente extremos romos, se purifico
el fragmento mayor, correspondiente al plasmido amplicon que codifica de manera
individual a VP2, [pHSV-VP2/EGFP] linealizado, que corresponde a la banda de ADN

superior en la separacion electroforética que se muestra en la Figura 4.14. Este
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fragmento se circulariza nuevamente con T4 ADN ligasa, y se transforman E. coli DH10B

competentes.
1 2
S
2000-- * - .
1500 --
Figura 4.14. Electroforesis para obtener el plasmido 100
amplicon [pHSV-VP2/EGFP] lineal. Calles: 1-. Marcador de 2004
tamafio molecular de 100 pb (PB-L Products), a la izquierda se 700 -
indican los tamafios moleculares; 2- [pHSV-VP6/VP2/EGFP] e
digerido con enzimas Sall y Notl, se libera un fragmento menor 318
que corresponde a Wa-VP6 y IRES-1 (1840 pb). El fragmento de 200-
8895 bp es el de interés: [pHSV-VP2/EGFP] linealizado. gl

De las colonias recombinantes obtenidas, se extrajo ADN plasmidico, y éste se
analiz6 por medio de su patron de restriccion utilizando las enzimas EcoRV y Nrul. En
caso de encontrar un clon positivo, se espera obtener fragmentos de 2597 pb y 6298 pb,
en la Figura 4.15.a se observa el detalle de los sitios de restriccion mencionados y en la
Figura 4.15.b, se observa el resultado del analisis por medio de electroforesis en gel de

agarosa, observando la presencia de tres clones positivos.

Nrul (8553), 4/5 Prom (HSV-1)

9416

4361 --

2322 -
2027 --
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[PHSV-VP2/EGFP]
8911 bp

EcoRV (2255)

AmpR
IRES I

, Xhol (3352)
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pac ]
PolyA (SV40) Pyull (4111)

Figura 4.15.a. Mapa del plasmido amplicén [pHSV-VP2 /EGFP]. Se indican los sitios de digestion de
las enzimas EcoRV, Xhol, Pvull y Nrul, utilizadas para confirmar obtencién del plasmido amplicén
[pHSV-Wa-VP2-IRES-EGFP].

Figura 4.15.b. Analisis del patréon de restricciéon de clones de [pHSV-VP2/EGFP]. Calles: 1-,
marcador de tamafio molecular A-Hindlll (PB-L Products), a la izquierda se indican los tamafios
moleculares; 2-, 4-, y 7-, clones negativos; 3-, 5- y 6-, clones positivos de [pHSV-VP2/EGFP] los cuales
liberan los fragmentos esperados de 2597 y 6298 pb, generados con las ER EcoRV y Nrul.
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Adicionalmente, para confirmar la obtencion de la construcciéon [pHSV-
VP2 /EGFP], se analizd uno de los clones positivos con las enzimas EcoRV y Pvull,
generando fragmentos de 7039 y 1856 pb, con EcoRV y Xhol, resultando en un patréon
de tres bandas de 7798 y 1097 pb y finalmente con las mismas enzimas utilizadas
anteriormente, EcoRV y Nrul, 6298 y 2597 pb. En la Figura 4.15.a se puede observar el
detalle de los sitios de restriccion en el plasmido amplicon y en la Figura 4.16, se

muestra el resultado del analisis mediante electroforesis en gel de agarosa.

12 3435
3 e Z T
| e
L -
» & “w --2000
-- 1500
Figura 4.16. Andlisis del patrén de R o
restriccion de un clon positivo de [pHSV- :‘: i ggg
VP2 /EGFP]. Calles: 1-, marcador de tamafio v - 600
molecular A-HindIll (PB-L Products), a la s - 500
derecha se indican los tamafios moleculares; X - 400
2-, digestién con EcoRV y Nrul (6298 + 2597 e - 300
pb); 3-, digestién con EcoRV y Pvull (7039 + | 500
1856 pb); 4-, digestion con EcoRV y Xhol
(7798 + 1097 pb); 5-, marcador de PM de - 100
100 pb (PB-L Products).

4.13.5 Construccion del plasmido amplicon simple [pHSV-VP4 /EGFP]

Se realiza la digestion de [pHSV-IRES-EGFP] y [pGEM®-T Easy/Wa-VP4] (Anexo
I, apartado 3.3.4) con las ER Sall y Bstl. Los productos desfosforilados se separan y
purifican por medio de electroforesis en gel de agarosa, se realiza la reaccion de ligacion
y se transforman bacterias competentes DH10B. Posteriormente, se analizé el ADN
plasmidico perteneciente a dos clones recombinantes, utilizando la ER Pvull, y uno de
ellos presentd un patron de restriccion esperado, presentando dos fragmentos de

aproximadamente de 6570 y 1862 pb (Figuras 4.17.ay 4.17.b).
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Figura 4.17a. Mapa del plasmido amplicon [pHSV-VP4/EGFP]. Se indican los sitios Sall y
BstBI utilizadas para el clonado de Wa-VP4, y Pvull, utilizada para determinar la identidad
parcial de Wa-VP4.

Figura 4.17.b. Analisis del patrén de restriccion de dos clones de [pHSV-VP4/EGFP] con
Pvull. Calles: 1-, Marcador de tamafio molecular A-Hindlll (PB-L Products); 2-, [pHSV-
VP4 /EGFP] digerido con Pvull, Wa-VP4 en direccién invertida (5217 y 3359bp). 3-, [pHSV-
VP4 /EGFP], digerido con Pvull, Wa-VP4 con orientacién correcta (6570 y 1862 pb). 4-,
marcador de PM de 100 pb (PB-L Products). A la izquierda y derecha se indican los tamafios
moleculares correspondientes.

4.13.6 Construccion del plasmido amplicon simple [pHSV-NSP4/EGFP]

La construccién del plasmido amplicon se realizé6 mediante subclonado de NSP4
a partir del plasmido [pGEM®-T Easy/Wa-NSP4] (Anexo I, apartado 3.3.5), en los sitios
Sall y Bstbl del plasmido amplicon [pHSV-IRES-EGFP]. Ambas construcciones se
trataron con las enzimas Sall, BstBI y fosfatasa CIP, cada uno de los fragmentos de
interés se purifico a partir de gel de agarosa, y con el producto de la reaccion de

ligacion, se transformd una suspension de bacterias competentes.

La selecciéon de clones positivos para Wa-NSP4, se realiz6 por medio de PCR a
partir de colonias, seguida de una seleccién por medio del analisis de los fragmentos
obtenidos con las ER Pvull y EcoRl, por separado. En la Figura 4.18.a, se indican los
sitios de restriccion utilizados en la seleccion de clones. Un clon positivo de [pHSV-
NSP4/EGFP], se detectd y confirm6 al ser digerido con las dos ER mencionadas,
resultando un patréon de 5249 pb y 1527 pb con EcoRl, y 5129 pb y 1647 pb con la ER
Pvull, Figura 4.18.b.
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Figura 4.18.a. Mapa del plasmido amplicon [pHSV-NSP4/EGFP]. Se indican los sitios de
restriccion utilizados para el clonado molecular (Sall y BstBI) y para el analisis de restriccion
(EcoRl y Pvull).

Figura 4.18.b. Analisis del patrén de restriccion de 5 clones de [pHSV-NSP4 /EGFP] con
Pvull y EcoRI. Digestién de 5 clones con las enzimas Pvull y EcoRI. Calles: 1- a 5-, clones
digeridos con Pvull. En calle 3-, clon positivo (5249 pb y 1527 pb); 6-, marcador de tamafio
molecular de 100 pb (PB-L Products). En calles 7- a 11-, los mismos clones digeridos con
EcoR], confirmando el resultado positivo en la calle 9 (5129 pb y 1647 pb). A la derecha se
indican los tamafios moleculares.

4.13.7 Construccion del plasmido amplicon simple [pHSV-VP6C-EGFP]

Este plasmido amplicon se utiliz6 en colaboracién con el Laboratorio de la
Virologia e Inmunologia de la Universidad de Quilmes, y fue gentilmente cedido por la
Dra. Rosana Rota. Con el objetivo final de realizar ensayos de inmunizaciones de ratones
BALB/c y compararlo con una vacuna a ADN que codifica para el mismo antigeno,

descripto en la seccion 4.14.

4.14 Construccion de plasmidos para expresion de VP6 de rotavirus

del grupo C

Para obtener la construccién de [pCI-VP6C], se digiri6 el plasmido [pCl-neo], se
con las enzimas Xhol y Hindlll, para permitir el clonado molecular del inserto HA-VP6C(,
digerido con las mismas enzimas a partir de la construccion [pGEMTEasy/HA-VP6C]
(Anexo I, apartado 5.2). La seleccion inicial de clones positivos para [pCI-VP6C], se

realizé por medio de PCR a partir de colonias (Figura 4.19).
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4.14.1 Analisis de colonias [pCI-neo/HA-VP6C] y [pCI-neo/VP6C-HA]
Una vez detectados clones positivos para VP6C, por PCR, se analiz6 el ADN
plasmidico de esas colonias. Cada clon se digiri6 individualmente, utilizando la ER

HindIll, resultando cuatro clones positivos que presentan el patrén de bandas correcto

de 3815, 2164 y 678 pb (Figura 4.20).

1 2 3 4 5 &6
-
12216 -- - —
5090 -- - . .
4072 -- i
Figura 4.20. Analisis del patron de 3054 ’ ——
restriccion de clones de [pCI/HA- 2036 - ‘ .
VP6C]. Calles: 1- a 4-, cuatro clones e - .
positivos; 5-, un clon negativo; y 6- 1000 - e
Marcador de tamafio molecular de - . -

1kb, Invitrogen. A la derecha se si7/506-1

indican los tamafios moleculares.

4.14.2 Obtencion de una vacuna a ADN para VP6C ( [pCI/HA-VP6C])

Uno de los clones de [pCI/HA-VP6C], se prepar6 en escala de maxipreparaciones
de modo de tener material suficiente para utilizar en los experimentos de inmunizacién.
Una alicuota de cada preparacion de ADN plasmidico se analizé por su patron de
restriccion con la ER Hindlll, en la Figura 4.21.a se muestran los sitios de restriccion en
el mapa del plasmido analizado, y en la Figura 4.21.b se muestra el patréon resultante
por medio de electroforesis en un gel de agarosa, donde también se compara al patrén
obtenido con el plasmido [pCl-neo]. Los fragmentos esperados son de 3815 pby 1657
pb, para [pCl-neo]; y 3815 pb, 2164 pb y 678 pb para [pCl-neo/HA-VP6C].
Posteriormente se envio al servicio de secuenciacidn para determinar la integridad del

marco abierto de lectura completo de VP6C.
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Figura 4.21.a. Mapa de plasmido [pCI-neo/HA-VP6C]. Se indican los sitios de
restriccién (HindlIll) utilizados para la seleccién de clones recombinantes.

Figura 4.21.b. Andlisis del patron de restriccion de las preparaciones de
[pCI-neo/HA-VP6C]. Calles: 1-, marcador de tamafio molecular de A-
EcoRI/HindIll (PB-L Products). 2-, [pCl-neo] (3815 y 1657 pb); 3- a 5-, [pCI-
neo/HA-VP6C] (3815, 2164 y 678 pb); 6-, Marcador de PM de 100 pb (PB-L
Products). A la izquierda y derecha se indican los tamafios moleculares de los
marcadores utilizados.

4.15 Obtencion del plasmido amplicon para la expresion del antigeno

MSP5 de A. marginale

4.15.1 Construccion del plasmido amplicon simple [pHSV-MSP5 /EGFP]

Para construir el plasmido amplicon [pHSV-MSP5/EGFP], se utilizé el plasmido
[pGEM® T-Easy/AmMSP5] (Anexo I, apartado 4) y el plasmido amplicon [pHSV-IRES-
EGFP], ambos se digirieron con enzimas de restriccion Sall y BstBl. Los fragmentos
correspondientes a MSP5 y [pHSV-IRES-EGFP], se purificaron por separado y fueron
sometidos a una reaccion de ligacion. Con el producto de esta reaccion, se transformé
una suspension de E. coli DH10B. Posteriormente se realizé una seleccion de colonias,
por medio del analisis del patrén de restriccidon con la enzima EcoR], digiriendo como se
indica en el mapa de la construccion [pHSV-MSP5/EGFP], Figura 4.22.a, y observandose
por medio de electroforesis en agarosa las dos bandas esperadas, de 5429 y 1670 pb

(ver Figura 4.22.b).
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Figura 4.22.a. Mapa del plasmido amplicon [pHSV-MSP5/EGFP]. Se indican los
sitios de restriccion relevantes utilizados para el clonado de AmMSP5 (Sall y BstBI) y
para la seleccién de clones recombinantes (EcoRI).

Figura 4.22.b. Analisis del patrén de restriccion de dos clones positivos de
[pPHSV-MSP5/EGFP]. Calles: 1-, marcador de tamafio molecular de 100 pb (PB-L
Products) a la izquierda se indican los tamafios moleculares; 2- y 3-, [pHSV-
MSP5/EGFP] digeridos con EcoRI, cuyos fragmentos esperados son de 5249 y 1670 pb.

4.16 Produccion de vectores amplicon

Como se menciond en la Introduccion en el apartado de “Vectores Herpéticos”,
Pag. 2, el sistema de vectores amplicon basados en HSV-1 no portan genes virales, por lo
tanto son no-replicativos y dependen de funciones colaboradoras para su produccidn.
Estas funciones pueden ser provistas por genoma de HSV-1 defectivo clonado en
cromosoma bacteriano artificial (BAC) o por un HSV-1 defectivo, pero que puede
replicar en células especificas que lo complementan. A continuacion se detalla la
metodologia empleada para la produccion de las tres variantes de vectores basados en

HSV-1, utilizadas en este trabajo.

4.16.1 Vector amplicon empaquetado con virus “helper”
4.16.1.1 Transfeccion con plasmido amplicon

Para realizar el primer pasaje de los amplicones, se sembré un frasco de cultivo
celular de 75 cm? con 5x10°¢ células utilizando medio de cultivo DMEM suplementado al
10% SFB (Materiales y Métodos, seccion 4.2), al dia siguiente, por cada frasco de 75 cm?,
se combinaron en un microtubo estéril, 6 ug de ADN de plasmido amplicén, 750 pul de
OptiMEM y 30 pl de Reactivo Plus, luego se homogeniz6 suavemente unos segundos. La

mezcla se incub6 15 min a TA, y adicion6 la mezcla de 45 pl de Lipofetamine y 750 pl de
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OptiMEM, se homogeneiz6 suavemente, e incubé de nuevo durante 15 min a TA. Las
células se lavaron con medio de cultivo OptiMEM, y se adiciond la mezcla de
transfeccion en 10 ml del mismo medio a cada frasco. Se incub6 durante 3 h a 37°C en
estufa con 5% COq, luego se agregd 10 ml mas de OptiMEM, y se incuba nuevamente,

hasta el dia siguiente.

4.16.1.2Infeccion con HSV-1 LalA], Pasaje 0

Luego de la incubacion post-transfeccion, se realiz6é un lavado de las células con
DMEM sin SFB, se retir6 el medio de lavado e infect6 (la monocapa transfectada) en un
volumen de 3 ml conteniendo el virus HSV-1 LaLA], con una MOI de 0,3 UFP/ml. Para
favorecer la infeccidn, se coloco el frasco en agitacion suave, durante 1 h 30 min, a 37°C.
Luego de la adsorcion viral, se descarté el medio, y se realizé un lavado de la monocapa
con DMEM, finalmente se adicionaron al frasco 15 ml de DMEM 1% SFB. La incubacion
se realizdé durante 48 h a 37°C en estufa con 5% CO:. Transcurrido este tiempo de
infeccion, la mayor parte de las células deben presentar un efecto citopatico abierto
tipico de HSV-1. La cosecha incluye tanto al sobrenadante como a la monocapa
infectada, las células se separaron del frasco por medio de una espatula estéril, se colocé
la suspension generada en tubo de 50 ml, y se centrifug6 a 800 x g, durante 10 min a
4°C. El sobrenadante (SN1) se transfiere a un tubo de centrifuga Oak Ridge y almacend
en hielo, por otro lado el pellet se resuspendié en 1 ml de PBS 1X estéril, el lisado de
estas células se favorecié por medio de tres ciclos de congelado-descongelado en
freezer de -80°C, o alternativamente utilizando un sonicador (3 pulsos de 30” en bafio
de agua-hielo), finalmente se centrifugé a 800 x g durante 10 min El pellet extraido se
descarto y se conservd la suspension viral que estaba asociada a dicho paquete celular
(SN2). El sobrenadante SN1 se centrifugd a 18.000 x g durante 1 h 30 min a 4°C, se
descarto el sobrenadante y se resuspendio este segundo pellet utilizando el SN2. Las

suspension final de particulas virales se almacen6 a -80°C hasta su titulacion.

4.16.1.3Determinacion de titulos de vector amplicon, virus helper y

revertantes

Para determinar el titulo en cada produccion, se prepardé una placa de seis
pocillos con 1x10°¢ células por pocillo de la linea celular Gli36, para titular el vector
amplicén, una placa con 4,8x10°/pocillo de células Vero-7b para titular virus HSV-

1LaLA] y una tercera placa se sembr6 con 4,8x105/pocillo de células Vero para evaluar
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la ausencia de virus revertantes. Las tres lineas celulares son propagadas en medio
DMEM 10% SFB y los pocillos deben estar en una confluencia del 90% al momento de la
titulacion. Las diluciones se prepararon en medio DMEM 1% SFB, luego de lav6 cada
una de las placas con DMEM 1% SFB, se agregd 100 pl de cada dilucion a un pocillo y
500 pl de medio. La adsorcién se realizé durante 1 h a 37°C en estufa con 5% de CO2, y
se homogeneiz6 suavemente cada 15 min, luego de la adsorcion se retiré el indculo, y se
cubrié la monocapa infectada con 3 ml de DMEM 1% SFB y Carboximetil celulosa (CMC)
al 1%.

Determinacion del titulo de los vectores amplicon

Luego de 24 h de infeccidn, se realizo el cuentan las células Gli36 fluorescentes, y
el promedio se multiplicé por 10 y la inversa de la dilucion para determinar el titulo del
stock viral, el cual es expresado en Unidades de Transducciéon por unidad de volumen,

UT/ml.
Determinacion del titulo de virus colaborador HSV-1 LalLA]

A las 72 h post-infeccion, se realizo el recuento de las placas de lisis en la
monocapa de células Vero-7b, y se utilizé el mismo calculo que para los vectores

amplicén, expresando el titulo en Unidades Formadoras de Placa, UFP/ml.
Determinacion de la presencia de revertantes

En la monocapa de las células Vero, que no trans-complementan la replicacion
del virus colaborador, se analiz6 la presencia de efecto citopatico caracteristico de HSV-

1, para la deteccidn de posibles virus revertantes derivados de HSV-1LaLA]J.

4.16.1.4Amplificado de stocks de Pasaje 0 a Pasaje 1

Por cada preparacion de vector amplicon a amplificar, se cultivé en un frasco de
cultivo de 175 cm?, células Vero-7b en una confluencia cercana al 90%. Estas células se
infectaron, utilizando el material obtenido en el Pasaje 0, con una MOI de 0,3, en un
volumen de inéculo final de 5 ml (con DMEM - 1% SFB), y se incub6 durante 1 h a 37°C.
Luego de la adsorcion del virus, las células se lavaron una vez con DMEM - 1% SFB, y se
adicion6 un volumen de 25 ml de DMEM - 1% SFB. Se incubé el cultivo infectado
durante 48 h a 37°C, en la estufa con un 5% COz, se monitorearon por microscopia de
campo claro, hasta que las células presentaron efecto citopatico, y se cosech6 la mezcla

de vector amplicén y virus HSV-1LaLA], utilizando una espatula estéril ad hoc (Greiner,
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BioOne, Alemania, N° cat.: 541070), luego se centrifugé a 800 x g, durante 10 min a 4°C,
en un tubo de 50 ml. A partir de este momento, la extraccién de las particulas virales y
de vector amplicon se obtuvieron de la misma manera que para el Pasaje 0, apartado
4.16.1. Los stocks virales se titularon y almacenaron a -80°C hasta su concentraciéon

mediante colchon de sacarosa, como se describe para el sistema “helper free”.

4.16.2 Vectores amplicon empaquetados por el sistema “helper free”
4.16.2.1 Co-transfeccion de células y cosecha de vectores “helper free”

Por cada placa de cultivo de 60 mm, se sembraron con 1,2x10° células Vero 2-2.
Al dia siguiente, en un tubo de 15 ml, se combind un volumen de 100 pL de Opti-MEM I
(N° cat.: 31985070, Life Technologies, EUA), 0,6 ng de ADN de plasmido amplicén, 0,2 pug
de pEBHICP27 y 2 ng del bacmido especifico conteniendo el genoma modificado de
HSV-1 (HSV-BAC), por ultimo lentamente se adicionaron 10 pL de Reactivo Plus (N° cat.:
11514-015, Life Technologies, EUA). En otro tubo, adicionar 12 uL de Lipofectamine (N°
cat.: 18324-012, Life Technologies, EUA) a 100 pL de OptiMEM 1. El contenido de los
tubos se combin6 e incub6 durante 45 min. a TA. Luego de la incubacion cada placa se
lavé con 2 ml de OptiMEM |, se adicion6 1,1 ml de OptiMEM I al tubo con la mezcla de
transfeccion y se colocaron en la placa de cultivo, luego de retirar el medio,
inmediatamente se incub6 en estufa de cultivo durante 5 h 30 min. a 37°C, 5% CO..
Luego de la incubacidn, se retird la mezcla de transfeccidn y se cada placa se lavo tres
veces con 2 ml de OptiMEM I. Luego del ultimo lavado, se agregaron 3,5 ml de DMEM
6% SFB e incub6 48 a 72 h, observando con microscopio de campo claro, el progreso de
la infeccion. Las células se cosecharon utilizando una espatula en el mismo medio, toda
la suspension se transfirié a un tubo de 15 ml. En un bafo agua-hielo, se favoreci6 una
disociacion celular por medio del sonicado durante 20 seg. con una energia de 20%, de
este modo se favorece la liberacion de particulas virales asociadas a células. Los restos
celulares se eliminaron por centrifugacién 10 min. a 1.400 x g, a 4°C, y el sobrenadante
se clarifica por medio filtro de jeringa de 0,45 pm. La suspension de vector amplicon se
distribuy6 en alicuotas de 1 ml y una alicuota de 100 pl se reservo para la titulacion de
cada stock. Los tubos se congelaron rapidamente en bafo de etanol-hielo seco, y fueron

almacenados a -80°C.
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4.16.2.2 Concentrado de vector amplicon

La concentracion de las particulas de vector amplicén se realizé utilizando un
colch6n de sacarosa al 25%, para esto se colocd 1 ml de solucién de sacarosa en cada
tubo de ultracentrifuga (Beckman Ultra-Clear N° cat.: 344057, EUA), y adiciond
lentamente 1 ml de suspensién de vector amplicon, completando el tubo con vaselina
liquida estéril. La ultracentrifugacion se realiz6 durante 4 h a aproximadamente
108.000 x g. Cada sobrenadante se descarté cuidadosamente y el pellet correspondiente
resuspendio en 100 pL de PBS 1X estéril, los stocks concentrados se almacenaron a -

80°C hasta su uso.

4.16.2.3Titulacion de vectores amplicon “helper free”

El titulo de cada suspension se determiné de la siguiente manera: se sembré una
placa de 24 pocillos con células Vero 2-2, 1x10°> células/pocillo en 0,5 ml de DMEM 10%
SFB, e incub6 a 37°C, 5% CO». Al dia siguiente, se retir6 el medio de cultivo y cada placa
se lavd con PBS 1X, y luego se adicion6 a cada pocillo un volumen de 250 pL. de DMEM
2% SFB, a tres pocillos diferentes se les agreg6 un volumen de 0,1; 1; o 5 pL de
suspension de vector, e incubd la placa en estufa de cultivo durante 48 h mas. Luego, se
retird el sobrenadante y se fijaron las células durante 20 min. a TA con 250 pL de
paraformaldehido al 4%, pH 7,0. Se lavo la monocapa fijada tres veces con PBS 1X'y
procedio al conteo de células fluorescentes por medio de microscopio de fluorescencia
invertido. El titulo de los stocks se determin6 multiplicando por el factor de dilucidn, y

se expresd como Unidades de Transduccién por ml de suspension (UT/ml).

4.17 Generacion de virus recombinante para “Display” de epitopes

4.17.1 Recombinacion BAC con cepa SW102 y seleccion con galK

En este apartado, se describe la metodologia para la modificacion del genoma de
HSV-1 cepa 17 (N° de Acceso: NC_001806) clonado en el bacmido HSV-BAC2. El
protocolo general de modificacién y los plasmidos utilizados son los descriptos por

Warming y col., 2005.

4.17.2 Generacion del fragmento de transferencia de galKy de RGD
Para construir el fragmento de transferencia, se disefiaron oligonucleétidos
iniciadores, los cuales tienen aproximadamente 50 pb homdlogos al sitio de

recombinacion de gC (UL44) del genoma de HSV-1, indicados en cursiva y subrayados, e
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inmediatamente le sigue la secuencia con la que que hibridizan con galK, destacados en
negrita (Warming y col., 2005). De esta manera al amplificar galK, se obtiene un casete
que lleva en los extremos, las regiones de recombinacion homoéloga al genoma viral, en
el extremo 5’, la secuencia nucleotidica que corresponde la base 96.365 hasta la 96.413
y, como oligonucledtido de la hebra complementaria, la secuencia de HSV-1 contigua
desde 96.414 a 96.463, en referencia al genoma de HSV-1 cepa 17. La secuencia de los
oligonucleotidos resultantes son las siguientes, subrayado la que corresponde a
fragmento de gC de HSV-1 y en negrita lo que corresponde a galK. Para el caso de RGD,
lo mismo ocurre subrayado el fragmento correspondiente a gC y en negrita la secuencia

correspondiente a RGD.

Oligonucleotido iniciador sentido gC-galK: 5’-CGGGGCGGGGGTGTCCGGGGGCTCGGAAACTG

CCTCCACCGGGCCCACGCGTGTTGACAATTAATCATCGGCA-3'.

Oligonucleotido iniciador antisentido gC-galK: 5’-GACCCCGATGTGGGGGCCTCGCTCGCGTT

CGTCACCGCTCCCGCGGTGATTCAGCACTGTCCTGCTCCTT-3’

Oligonucleotido iniciador sentido gC-RGD: 5'-CGGGGCGGGGGTGTCCGGGGGCTCGGAAACT

GCCTCCACCGGGCCCACGAGGTACAGCAGAAATGCTGTGCCC-3’

Oligonucleotido iniciador antisentido gC-RGD: 5’-GACCCCGATGTGGGGGCCTCGCTCGCGT
TCGTCACCGCTCCCGCGGTGATAGGCAGCGTCCGTACCACCTTTTGA -3’

Las condiciones de reaccion de PCR fueron las siguientes: 10 uM de cada primer,
10 pl 5X GC buffer, 3 pl DMSO, 10 uM dNTPs, 10 ng de molde de plasmido pgalK (para el
caso de amplificar galK) o pCI-VP1 (cedido por Dra. A. D’Antuono, Instituto Dr. César
Milstein, CONICET), 0,5 unidades de ADN polimerasa Phusion® (New England Biolabs,
Reino Unido), H20 csp. 50 pl; 94°C durante 15 s, 60°C por 30 s,y 72°C, 1 min, 30 ciclos de
reaccion. Luego de purificar el producto de reaccion, se adicioné Dpnl (10 U) e incubd
por 2 h a 37°C. Los fragmentos finalmente se separaron por medio de electroforesis en
gel de agarosa, y se purifico la banda correspondiente a galK'y a fragmentos de ADN de
gC.

4.17.3 Preparacion de E. coli SW102 electrocompetentes

Para la preparacion de la suspension de E. coli SW102 competentes, se inocul6
un cultivo de 5 ml de LB, e incub6 hasta el dia siguiente a 32°C en agitacion. Se
prepararon dos bafios termostatizados, uno a 32°C, y el otro a 42°C; un bafio de hielo-

agua; 50 ml de H20 estéril a 4°C; una centrifuga de mesada a 4°C. Luego se inocula con,
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con 0,5 ml del preinéculo preparado el dia anterior, un cultivo de 25 ml, en un
Erlenmeyer de 50 ml, y se incubé a 32°C en agitaciéon a 200 RPM, hasta alcanzar una
DOsoo de aproximadamente 0,6. Se transfirieron 10 ml del cultivo a otro Erlenmeyer de
50 ml e incubé durante 15 min a 42°C. Luego del shock térmico, se enfrié el cultivo en el
bafio de agua-hielo, transfirieron a tubos de 15 ml, donde se centrifugaron durante 5
min a 5.500 x g, a 0°C. Se descart6 el sobrenadante, y el pellet resultante se resuspendid
finalmente en 1 ml de H;0, siempre manteniendo los tubos en el bafio agua-hielo. Se
realizé un lavado resuspendiendo en 9 ml de H;0, y se centrifugd nuevamente (5 min,
5.500 x g, 0°C). Se retird el sobrenadante invirtiendo los tubos y secando con papel
absorbente, el pellet se resuspende en el liquido remanente (aproximadamente 50 pl) y

se mantuvo el tubo en hielo hasta la electroporacion.

4.17.4 Electroporacion de HSV-BAC2 en E. coli SW102

Para la transformacién de SW102, a 25 pl de una suspension de bacterias
competentes, se adicionaron 2 pl de ADN (~1 pg) de HSV-BAC, se transfirieron a una
cubeta de 0,1 cm, y realiz6 la electroporaciéon a 25 pF, 1,75 kV, y 200 ohm. La
recuperacion de las bacterias con 1 ml de LB, incubando en agitacion, en un tubo de 15
ml, 1h a 32°C. Cada transformacion se distribuy6 en cuatro placas de LB-Agar y Cam
(12,5 pg/ml). Los volumenes analizados fueron de 1 pl, 10 pl y 100 pl, y el resto en la
ultima placa. Las placas se incubaron a 32°C durante 18-48 horas, las colonias que se

obtuvieron fueron clones denominados SW102 HSV-BAC?2.

4.17.5 Electroporacion del casete galK* en el genoma de HSV-BAC2

Para introducir, por recombinacion homologa el casete de con galK, primero se
inoculé un cultivo de 5 ml, con una colonia de E. coli SW102 HSV-BAC2, de LB
suplementado con 12,5 pg/ml de Cam, el cultivo se realiz6 a 32°C. De dicho cultivo, se
obtuvieron bacterias electrocompetentes, como se explicé arriba, manteniendo la
seleccion con Cam. Para esta etapa se preparé el ADN del casete con galK flanqueado

por las secuencias de gC para permitir la recombinacion homoéloga especifica.

Al dia siguiente, se prepararon dos bafios termostatizados, uno a 32°C, otro a
42°C, y un recipiente con agua-hielo. Se diluy6 el cultivo de SW102 HSV-BAC2 en una
relacion 1:50 con medio LB con Cam 12,5 pg/ml e incubd 3-4 h, en agitacién a 32°C en
un bafio agitado hasta alcanzar una DOsoo de 0,6 aproximadamente. Se transfirieron 10

ml del cultivo a un tubo cénico estéril, y se incubaron en agitacion a 42°C por
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exactamente 15 min para inducir la expresion de genes pertenecientes al profago A-Red
que hacen posible la recombinacién homoéloga (Warming y col, 2005), el resto del
cultivo se continué a 32°C como control no inducido. Las dos muestras, inducida y no
inducida, se enfriaron en el bafio agua-hielo y se transfirieron a un tubo cénico de 15 ml,
y centrifugaron a 5.000 RPM a 0°C durante 5 min. Se descarté el sobrenadante y
resuspendi6 el pellet en 1 ml de H204q4 estéril a 0°C, agitando suavemente en el bafio
agua-hielo, luego se agregaron 9 ml de H.0dd estéril a 0°C, se centrifugé nuevamente y
se repite este lavado otra vez. Cada pellet obtenido, se resuspendié en
aproximadamente 50 pl de H20q4q estéril y se mantuvo en hielo hasta su electroporacion.
Para esto, se transfirieron 25 pl de la suspension en una cubeta, la cual se electroporé
de la misma manera que se describe arriba. Se adicion6 a cada muestra 1 ml de LB y se
incub6 cada cultivo a 32°C durante 1 h. Luego de la recuperacidn, las bacterias se
centrifugaron 15 seg. a 17.900 x g, se resuspendieron en 400 pl de buffer M9 1X, el
lavado se repite una vez mas, y se resuspenden las bacterias en M9 1X nuevamente,
para cultivar 10 pl y 100 pl de una dilucion 1:10 y 100 pl de una dilucién 1:100, en
placas de medio minimo M63 con galactosa, leucina, biotina, y cloranfenicol, los lavados
eliminan los nutrientes presentes, para permitir la seleccion correcta en medio minimos
M63. Para el control no inducido, se analiz6 el crecimiento de bacterias directamente a
partir de 100 pl de suspensiéon e 1X M9. Las placas se incubaron durante 3 dias a 32°C.
Luego de la incubacion, algunas colonias que crecieron, se estriaron en placas
indicadoras McConkey conteniendo galactosa y 12,5 pg/ml de Cam. Luego de 3 dias de
incubacion a 32°C, las colonias rojas indicaron bacterias SW102 HSV-BAC2/galK*.

4.17.6 Insercion del casete gC-RGD en el genoma de HSV-BAC2 /galK*

Para insertar el ADN conteniendo el epitope RGD del VFA, 200 ng del ADN
preparado por PCR, se transformé en las bacterias SW102 HSV-BAC/galK*
electrocompetentes de la misma manera que la descripta anteriormente, con la
diferencia fundamental que la seleccién en esta etapa es de las colonias a las que por
recombinacion homologa se le elimin6 del bacmido la secuencia de galK, por
introduccion del epitope RGD. Entonces, luego de la electroporacion, se recuperaron las
bacterias en 10 ml de medio LB en Erlenmeyer de 50 ml, incubando 4,5 h a 32°C con
agitacion a 200 RPM. A 1 ml de células de la transformacidn, se las recuperd por
centrifugacion, y se lo lavo con M9 1X dos veces, y la resuspensidn final en 1 ml de M9

1X se inoculé en placas de medio minimo M63 con glicerol, leucina, biotina,
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cloranfenicol y 2-deoxi-galactosa (DOG), utilizando 100 pl de diluciones 1, 1:10, 1:100 y
1:1000. Se incubd durante 3 dias a 32°C. Se analizaron 10 colonias que crecieron en el
medio selectivo, para esto se prepar6 ADN de bacmido modificado en volimenes

pequefios y se digirio con la ER HindlIll para analizarlo por su patron de restriccion.

4.17.7 Aislamiento y caracterizacion de ADN de clones de HSV-BAC2 /RGD.

Para producir ADN suficiente para seleccionar clones positivos por medio de su
patrén con enzimas restricciéon, con cada colonia a analizar, se inoculé un cultivo de 5
ml de LB, utilizando 12,5 pg/ml de Cam para mantener la seleccion, en un tubo de 15 ml,
se incubé durante 16 h a 32°C en agitacidn, luego se centrifugé durante 10 min a 2000 x
g, a 4°C. El pellet se resuspendié en 300 pl de solucidn I, y transfirié a un microtubo de 2
ml, se adicionaron 300 pl de solucién I, y luego de homogeneizar suavemente, se incubd
5 min. a TA, posteriormente se agregaron 300 pl de solucion III, y previa
homogeneizacion se incub6 en hielo 5 min., se centrifugd durante 10 min. a 10.600 x g,
4°C. En un nuevo microtubo se precipité el ADN con 800 ul de isopropanol, incubando 5
min. en hielo y centrifugando 15 min a 10.600 x g, a 4°C. El pellet se lav6 con 500 pl de
etanol 70%, se centrifugd 5 min. a 10.600 x g, a 4°C. El sobrenadante se descarté y se
dejo secar el pellet a TA. El ADN se resuspendiéo en 40 pl de buffer TE en bafio
termostatizado a 37°C, luego se utilizaron 10 pL de ADN por cada anadlisis del patron de
restriccion con la enzima de restriccion Hindlll, el cual se resolvio en gel de agarosa
0,5% buffer TAE 1X. Para confirmar la introducciéon correcta de la mutacion, los
fragmentos se separaron durante 16-20 h por medio de electroforesis en gel de agarosa
al 0,5% aplicando un voltaje de 40V en buffer TAE 1X, utilizando un marcador de
tamafio de alto peso molecular y el de 1kpb, y se comparan los fragmentos de
restriccion obtenidos, con el patrén esperado con la secuencia de HSV-1 publicada en la

NCBI (McGeoch y col., 1988).

Los clones positivos se confirmaron por secuenciacion de la region de interés.
Las soluciones [, I y III, tienen la misma composicion que para las minipreparaciones de

ADN plasmidico, descriptas en el apartado 4.10.

Luego de obtener un clon de HSV-BAC2/RGD adecuado, tanto por su patron de
restriccion como secuenciacion de la region donde se introdujo el epitope RGD, se

produjo ADN de los bacmidos en cantidad y calidad suficiente para transfectar células
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Vero 2-2. Este procedimiento se aplico también al bacmido HSV-BAC2 sin modificar, el

cual se utiliz6 como control.

4.17.8 Preparacion de ADN de HSV-BACs control y RGD*
El ADN de bacmidos se prepararon utilizando un kit comercial para aislamiento
de ADN plasmidico de Qiagen, EUA, N° cat.: 12163, las soluciones utilizadas fueron las

descriptas por el fabricante.

Inicialmente se inoculé un cultivo de 5 ml (LB con Cam a una concentracién de
12,5 pg/ml), con uno de los clones previamente analizados. La incubacién se realiz6
durante 8 h a 37°C en agitacion. Luego, por cada preparaciéon de ADN de bacmido, se
inocul6 con 1 ml cada uno de 4 erlenmeyers de 2 L conteniendo 1 L de LB con Cam, se
continu6 la incubacién por 16 h a 37°C, con una agitacion de 200 RPM. Las bacterias se
recuperaron distribuyendo en 4 tubos de 250 ml, y centrifugando 10 min. a 4000 x g,
4°C y descartando el sobrenadante, esta etapa se repitioé hasta que se procesaron los 4 L
de cultivo. Al finalizar la ultima centrifugacion, se descart6 el sobrenadante y se retiro el
volumen remanente por inversion de los tubos sobre un papel absorbente, durante 2
min. Cada pellet se resuspendid en solucion P1 y combinaron las seis alicuotas, en un
volumen final de 160 ml, y se distribuyeron 40 ml en cada tubo. Luego se adicionaron
40 ml de solucion P2 a cada tubo, y homogeneizé invirtiendo cuatro a seis veces, incubd
5 minutos a TA. Para neutralizar la lisis, se adicioné un volumen de 40 ml de solucién
P3, homogeneizd inmediatamente por inversion de los tubos cuatro a seis veces. Luego
de incubar los tubos en hielo durante 20 min. se centrifugé 30 min. a 16.000 x g, 4°C. Los
sobrenadantes se filtraron con papel de filtro (120 mm de diametro), dentro de 4 tubos
de 250 ml, donde se precipité el ADN con 0,7 volimenes (84 ml por tubo) de
isopropanol, homogeneiz6 suavemente, y centrifugdé 30 min. a 17.000 x g, 4°C.
Cuidadosamente, se retir6 el sobrenadante de cada tubo y marco la localizacion del
pellet de ADN en los tubos. Los pellets se lavaron con 20 ml de etanol 70% frio, y
centrifug6 durante 30 min. 16.000 x g 4°C. Luego de descartar el sobrenadante, se
resuspendio cada pellet en 2 ml de solucién buffer TE (pH= 7,4). Los 8 ml finales de ADN
resuspendido se cosecharon en un tubo de 250 ml y se adicion6 un volumen de 52 ml de
buffer QBT. Se equilibraron dos columnas Tip 500 (Qiagen, EUA) con 10 ml de QBT,
luego se transfirié el ADN resuspendido a través de papel de filtro, 30 ml cada columna,
dejo pasar por fuerza de gravedad. Cada columna se lavo dos veces con 30 ml de buffer

QC, la elucién del ADN se realiz6é con 15 ml de QF precalentado a 65°C, colectando el
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eluato en un tubo de centrifuga de 30 ml. El ADN se precipité con 10,5 ml de
isopropanol, homogeneizando y luego centrifugando 30 min. a 20.000 x g, 4°C. Cada
pellet se lavo con etanol 70% en hielo, se retird el sobrenadante y se dejd secar 5 min. a
TA, luego se resuspendié cada pellet en 3 ml de buffer TE (pH= 7,4) durante 3 horas a
37°C. Mientras, se prepararon dos tubos de centrifuga 16x67 mm transparentes
(OptiSeal™ N° cat.: 344057 Beckman, EUA), se adicionaron a cada tubo 3 g de CsCl, y 3
ml de suspension de ADN. Una vez disuelto el CsCl, se agreg6é un volumen de 300 pl de
bromuro de etidio (10 mg/ml en H20) a cada tubo. Cada una de las soluciones se cubri6
con 300 pl de parafina liquida estéril, y los tubos se sellaron y centrifugaron
inmediatamente durante 17 h a 234.600 x g, 20°C. Luego de la separacion, utilizando luz
UV se observaron dos bandas, la superior corresponde al ADN de HSV-BAC relajado (o
“nickeado”), y la inferior al ADN de HSV-BAC super-enrollado (o “supercoiled”). La banda
de ADN supercoiled, se retir6 utilizando una jeringa descartable con aguja hipodérmica
de 21-G, para esto se utilizé luz UV y se transfirié el ADN a un microtubo de 1,5 ml. Para
extraer el bromuro de etidio de la solucion de ADN, se adicion6 un volumen igual de n-
butanol, previamente saturado con TE/CsCl (3 g CsCl disuelto en 3 ml de TE, pH = 7,4),
se mezclaron las dos fases y centrifugaron a 210 x g, 3 min., a TA. La fase acuosa se
recupero cuidadosamente en un tubo nuevo, y repitio el proceso de extraccidn cuatro a
seis veces, hasta que el color rosa desaparecié de ambas fases. Finalmente, a la fase
acuosa se adiciond un volumen de isopropanol, homogeneiz6 y centrifugé a 210 x g, 3
min. a TA, la fase acuosa se transfiri6 a un tubo nuevo. Para remover el CsCl, la
suspension de ADN se dializé6 durante 6 h a 4°C, en buffer TE (pH = 7,4), se realizé
recambio de buffer y continu6 dializando hasta el dia siguiente. Para la dialisis, el ADN
se inyect6 con una jeringa de 1 ml y aguja de 34-G, en un casete de dialisis de 3 ml, con
un poro de corte de 10K (Slide-A-Lyzer 10K MWCO, Pierce, EUA, N° cat.: 66380). Luego
de dializar, se recupero la solucién de ADN en un microtubo, desde donde se tom6 una
alicuota para realizar la caracterizacion mediante cuantificacién y mapeo con enzimas
de restriccion, y cada preparaciéon se almacen6 a 4°C. Utilizando el espectrofotémetro
UV, se determino la absorbancia a 260 y 280 nm, evaluando de esta manera la calidad
del ADN, y el mapeo con enzimas de restriccion se realiz6 utilizando la enzima HindIIl y
Bstbl, separando las bandas obtenidas por medio de electroforesis en gel de agarosa
0,5%. Para el analisis funcional se transfectaron células Vero 2-2, como se indica a

continuacion.
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4.18 Produccion de virus recombinantes

Cada semilla de virus recombinante defectivo, se propagd partir de un unico
foco, hasta alcanzar 2 o 3 frascos de cultivo de 175 cm?, y se determino el titulo de dicho

stock semilla.

Para realizar la produccion de cada virus, se prepararon 24 frascos de 175 cm?
con células Vero-7b. Se sembro6 cada uno con 1x107 células por frasco, en un volumen
final de 25 ml de DMEM 10% SFB, se incub6 a 37°C y 5% CO». Al dia siguiente, se
descart6 el medio, y las células se lavaron dos veces con PBS 1X, luego se adiciond una
solucion de tripsina 0,05% y EDTA 0,48 mM, las células se cosecharon con medio DMEM
10% SFB en un tubo de 50 ml, centrifugando durante 5 min. a 1.204 x g. Todas las
células se colectaron en un mismo tubo, y se resuspendieron en 20 ml de DMEM 2%
SFB, el cultivo se infect6 en suspension, a una MOI de 0,05-0,08 UFP/ml, durante 1h a
37°C. Luego de la incubacion con el virus, se resuspendio la totalidad de las células en un
volumen mayor de medio de cultivo, y se redistribuyeron a las botellas de cultivo,
alcanzando con medio fresco un volumen de 25 ml finales. El cultivo se incubé hasta que
todas las células presentaron efecto citopatico (24-36 h post infeccion). Las células
infectadas se cosecharon en el propio medio, utilizando un scrapper, y se distribuyeron
en tubos de 50 ml. Para separar el paquete celular, se centrifug6 durante 15 min. a
1.024 x g a 4°C. Los sobrenadantes (SN1) se colocaron en tubos de centrifuga de 30 ml
(Oak Ridge N° cat.: 3118-0030, Thermo Scientific, EUA), y cada pellet se resuspendid en
aproximadamente 1 ml de sobrenadante, donde se homogeneizd enérgicamente
utilizando un vortex, se someti6 a tres ciclos de congelado-descongelado,
homogeneizando con vortex cada vez que se descongeld, y por ultimo se sonic6 cada
suspension 3 veces durante 10-15 seg. con 10 seg. de pausa manteniendo los tubos en
hielo. Los restos celulares ya extraidos, se separaron por centrifugacion a 1.734 x g, 15
min., 4°C, y los sobrenadantes enriquecidos (SN2), se transfirieron junto al SN1, en
tubos de centrifuga de 30 ml. Para recuperar las particulas virales, se centrifugo6 la
suspension a 48.384 x g durante 30 min. a 4°C. El sobrenadante se descartd
cuidadosamente y se resuspendié cada pellet en 1 ml de DMEM, Las burbujas se
eliminaron mediante centrifugacion en un microtubo de 1,5 ml. Se titulé cada stock

concentrado, y se continud a la siguiente etapa de purificacion por gradiente.
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4.18.1 Titulacion del stock viral por unidades formadoras de placa

Esta metodologia de titulacion es la que se utilizo para la determinacion de la
cantidad de particulas virales viables por unidad de volumen (UFP/ml), siendo a elegida
al momento de determinar el titulo de stocks utilizados para experimentos de
inmunizaciéon. Brevemente, el dia previo a la titulacién, prepararon placas de 12 pocillos
(N* cat: 665 102, Greiner BioOne, Frickenhausen, Alemania), con 2,25x10°
células/pocillo, tanto de células Vero como de Vero-7b. Por separado, se prepararon
diluciones seriadas de los virus (10-2 a 10-7) en un volumen final de 1 ml de DMEM 1%
SFB. Se adicionaron 100 pL de cada dilucién, por duplicado, a la placa de cultivo. Se
incubaron las placas durante 1 h a 37°C en estufa con 5% de CO; para favorecer la
adsorcion del virus, homogeneizando las mismas cada 15 min., luego se retir6 el indculo
y coloco 1 ml de DMEM suplementado con SFB 1%, y carboxi-metil celulosa al 1,5%. Las
placas se incubaron nuevamente durante 3-5 dias hasta que se observaron placas de
lisis bien definidas y separadas. El conteo se realizO en microscopio invertido
directamente, o se fijaron y tifieron las placas durante 1 min. con 500 pL de solucion de
cristal violeta 1% (50:50 metanol:H20 destilada). Con el nimero de placas por pocillo,

se determind y expreso el titulo como UFP/ml.

4.18.2 Titulacion del stock viral por Dosis Infectiva en Cultivo de Tejidos
del 50%

En la presente tesis, esta metodologia de titulacion por Dosis Infectiva en Cultivo
de Tejidos del 50% (DICTso) se utilizé para determinar el titulo en la puesta a punto de
la replicacion del virus recombinante TORRV-VP6, utilizados como primer
recombinante a ser escalado en la produccién. Para la determinacion del titulo infectivo
DICTso del virus, se utiliza el efecto citopatico sobre las células Vero-7b ejercido por
diluciones del virus, luego de varios dias de cultivo. El titulo esta expresado por la
inversa de la diluciéon donde el 50% de las células inoculadas estan muertas. Se titulan
dos muestras por placa. Las muestras de virus son almacenadas a -802 C, y se dejan

descongelar en hielo, al momento de la titulacion.

Brevemente, se tripsina un frasco confluente de Vero-7b, (25 cm?). Resuspender
las células en medio DMEM 10% SFB, obteniendo una suspensién de 245000
células/ml. Se realiza una dilucién del stock viral en M199 1% SFB, en base 10, hasta 10-
3, cambiando la punta de la micropipeta en cada diluciéon. Preparar una placa para

cultivo celular de 96 pocillos (N° cat: 655 073, Greiner BioOne, Frickenhausen,
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Alemania), colocando 150 pl de M199 1% SFB en cada pocillo. En la columna 1 y por
cuadruplicado, sembro6 un volumen de 50 pl de la dilucion 10-3, y a partir de ese pocillo
se realizaron diluciones en base 4 hasta la columna 10, resultando una dilucién 10-°, en
la primera columna queda finalmente una dilucion de 10-36, Tomando a las columnas 11
y 12 como controles negativos. Luego, se sembro 50 pl/pocillo de suspension celular
(12250 células/pocillo), desde la columna 12 hacia la izquierda, sin cambiar las puntas
de micropipeta. Las placas se incubaron en estufa a 37°C y atmdsfera saturada de
humedad y 5% COz, la observaciéon con microscopio se realizd diariamente y se marco
en esquema de placa los pocillos positivos, donde se observé efecto citopatico, a las 72
hpi en general no hay mas variaciones de efecto entre un dia y otro, y se procedid al
revelado, retirando el medio de todos los pocillos, y se agrega una solucion de cristal
violeta, se incuba 30 minutos a TA y se lava con agua ultrapura eliminando el colorante
remanente. Los pocillos que presentan efecto citopatico, presentan espacios
transparentes en los pocillos. Luego con los datos de pocillos positivos y negativos, se

determina el titulo por medio del calculo de Reed y Muench.

4.18.3 Purificacion de stocks de virus recombinantes

Para separar los virus de restos celulares o proteinas, y obtener stocks de titulo
mas alto, el pellet viral se resuspendié en PBS y purificé con iodixanol. El siguiente
protocolo se basa en la purificacion con un gradiente de iodixanol, que es un compuesto
que permite auto-generar gradientes (Optiprep™ N° cat.: 1030061, Axis-Shield,

Noruega).

4.18.3.1Preparacion del gradiente de Optiprep™

En primer lugar se prepararon las soluciones B a F, de la siguiente manera:
Solucion B, 2,8 ml de NaCl 5M, 6 ml de HEPES 1 M (pH 7,3), 1,2 ml de EDTA 0,5 M (pH
8,0) en 100 ml de H2044. Solucion C, 2,8 ml de NaCl 5 M, 1 ml de HEPES (pH 7,3), 200 ml
de EDTA 0,5 M en 100 ml de H2044. Solucion D, 5 volimenes de OptiPrep™ en 1
volumen de solucion B. Solucion E, 2,4 ml de solucién C, 500 pl de virus en un volumen
final de 2,9 ml. Solucion F, 840 pl de solucion C; 660 pul de solucién D. Las soluciones By
C, se esterilizaron por filtracion y todas las soluciones preparadas se almacenan a 4°C,

durante la preparacion.

Con pipeta estéril, tubos de ultracentrifuga OptiSeal™ (N° cat.: 362181, Beckman,

EUA) se cargaron con un volumen de 4.4 ml de solucién D, y agregaron lentamente 4.8
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ml de solucion E a cada tubo, evitando que queden gotas o burbujas en el cuello del
tubo. Luego se completaron los tubos con solucion F (aproximadamente 1,5 ml a cada
tubo). El equilibrado de peso de los tubos se realiz6 en una balanza de precision,
adicionando solucion F, y dejando una pequefia burbuja en la parte delgada del cuello
para poder colocar correctamente la tapa, para esto se utilizé el soporte especifico para
tubos OptiSeal™ (N° cat.: 360538, Beckman, EUA). Los tubos equilibrados, se colocaron
en el rotor y éste se cierra aplicando una fuerza de torque de 200 lb-pulgada, entonces
se ultracentrifugaron a 296.516 x g durante 4 h, a 4°C, aplicando maxima aceleracién y
sin freno durante desaceleracién (como alternativa también es posible programar por
15 h si precisa colectar el virus al dia siguiente). Al final de la corrida, los tubos se
colocaron cuidadosamente en hielo, y se colectd de cada tubo la banda de virus, la cual
se observa aproximadamente en la mitad del gradiente. Esto se realizé pinchando el
tubo 2-3 mm por debajo de la banda con una jeringa y aguja de 18 G, aspirando el
volumen minimo necesario, evitando arrastrar restos celulares. El virus cosechado se
colocd en tubos de centrifuga de 30 ml y se adicion6 con PBS hasta llenar el tubo,
diluyendo el iodixanol residual. Para concentrar las particulas virales purificadas, se
centrifugaron los tubos a 48,384 x g, 30 min. a 4°C, cuando se procesaron varios tubos la
colecta de virus purificado se realiz6 en dos tubos de 30 ml. Luego de la centrifugacion,
se descarto el sobrenadante y se resuspendi6 cada pellet en 1 o 2 ml de PBS. Cuando el
pellet se presento firme, se incub6 hasta el dia siguiente en recipiente con hielo dentro
de la heladera a 4°C. Para favorecer la resuspension y disminuir la agregaciéon de
particulas virales, cada tubo se sonicé en sonicador de bafio, aplicando dos pulsos de 5
seg., con 10 seg. de pausa en recipiente con hielo. Por ultimo se dividieron pequefias

alicuotas de voliumenes 100 pl, y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

4.19 Produccion de AmMSP5 recombinante

La proteina recombinante MSP5, se produjo fusionada a dos polipéptidos
diferentes diferentes: MBP y 6xHis. Para esto se utilizaron los plasmidos pMAL-c2x
(New England Biolabs, Inc., MA, EUA) y pRSETA (Invitrogen, CA, EUA), respectivamente.
En ambos plasmidos se subclon6 el marco abierto de lectura de MSPS5, los
oligonucleoétidos iniciadores utilizados para obtener estas construcciones, se describen

en el Anexo I, apartado 4.
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El plasmido recombinante [pMAL/MSP5] se utilizé para producir MBP-MSP5
recombinante utilizando la cepa E. coli Top10, similar a una estrategia descripta en la
bibliografia (Knowles y col,, 1996), y la construccion [pRSETA/MSP5], se utilizé para
producir 6xHis-MSP5 en la cepa E. coli BL21(DE3)pLysS (Palacios y col., 2014).

Brevemente, 3 ml de un cultivo de 16 h, se diluyen en 300 ml de medio LB
conteniendo 100 pg/ml de Amp a una concentracidn, y adicionalmente 34 pg/ml de
Cam para el caso de 6xHis-MSP5. Los cultivos se incubaron nuevamente en agitacion a
200 RPM y 37°C de temperatura, hasta llegar a una DOsoonm de 0,5. En ese momento se
induce la expresion de las proteinas recombinantes, utilizando isopropil-3-
galactopirandsido (IPTG). Las bacterias se incubaron 3 h mas, en las mismas
condiciones, y luego se cosech6 cada cultivo por centrifugacion a 3500 x g durante 20
min., y los pellets obtenidos se resuspendieron en 30 ml de buffer de unidn a la resina
correspondiente (20 mM de buffer de fosfato de sodio, 500 mM de Na Cl, 25 mM de
imidazol, pH=7,8, para 6xHis-MSP5; o Tris-HCl 30 mM para el caso de MBP-MSP5).
Posteriormente, las células se lisaron por sonicacion en bafio de agua-hielo, durante 2,5
min en pulsos de 30 segundos, a 90 W de potencia), se trataron con ADNasa (5 pug/ml) y
ARNasa A (5 pug/ml) durante 20 min. a 4°C. El extracto clarificado se prepar6 por
centrifugacion a 12.000 x g, 4°C, y se filtré por filtro de 0,45 um.

El proceso de purificacién para 6xHis-MSP5 se llevo a cabo en un sistema de
cromatografia liquida de rapida performance, AKTA purifier system, utilizando
columnas de 5 ml HisTrapFF, purificando la proteina recombinante por la afinidad a
niquel de la misma (N° cat.: 17-5255-01, GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suecia),
siguiendo el protocolo tomado de Zimmerman y col.,, 2006. La proteina recombinante
MBP-MSP5, se purificé por cromatografia de afinidad de amilosa (N° cat.: EB021S, New
England Biolabs, Inc., MA, EUA), siguiendo el protocolo tomado de Knowles y col., 1996.

Durante la elucién, se colectaron en microtubos, las alicuotas correspondientes a
los picos de proteina recombinante en la elucién, y se analizaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE),
y la concentracion se determin6 mediante el ensayo de Bradford (N° cat.: 500-0116, Bio-
Rad, Hércules, CA, EUA) y la identidad de la proteina se determiné mediante analisis por
medio de Western blot, para el caso de 6xHis-MSP5, utilizando un anticuerpo especifico

anti-histidinas (Tabla 2).
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La proteina recombinante MBP-MSP5, se utiliz6 en los experimentos de
inmunizacidon de animales, y en el ELISA de inhibicion competitiva (cELISA). Por otro
lado, la proteina 6xHis-MSP5 purificada, se utilizé para los experimentos de

linfoproliferacion, y en los ELISAs para las determinaciones de anticuerpos totales

especificos de MSP5.
4.20 Deteccion de proteinas mediante ensayos de
inmunofluorescencia

Los ensayos para inmunofluorescencia (IF) se realizaron en placas de 24
pocillos, tanto para transfecciones con plasmidos recombinantes, como infecciones con
los vectores virales y rotavirus, se utilizaron también diferentes lineas celulares

dependiendo del vector analizado.

En cada pocillo se coloco un vidrio de montaje estéril de 12 mm de diametro y
0,17 mm de espesor, se sembraron con 0,8-1x105 células por cada pocillo, y luego de 24
a 48 h de tratamiento, se lavo cada monocapa con PBS 1X y realiz6 la fijaciéon con
paraformaldehido 3,7% en PBS 1X, durante 15 min. a TA. La fijacion se detuvo con
glicina 0.1 M en PBS durante 5 min. a TA, luego se permeabilizaron las células durante
15 min. con 0,2% Triton X-100 en PBS. Los pocillos se lavaron nuevamente con PBS 1X,
y se realiz6 una incubacion para bloqueo con PBS-BSA 3% durante 15 min. a TA. Los
anticuerpos primarios se prepararon en PBS-BSA, y cada muestra se incub6 con el
anticuerpo correspondiente, en camara humeda durante 1 h a TA, en un volumen de 25
pl/vidrio. Luego de la incubacion, las muestras se lavaron 3 veces con PBS durante 5
min. a TA; se incubaron con el anticuerpo secundario, y posteriormente se tifieron los
nucleos con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 300 nM en PBS, durante 5 min. a TA. Se
repitio el lavado con PBS, se observo en microscopio de fluorescencia, y se montaron
con 10 pl por vidrio del reactivo FluorSafe™ (N° cat.: 345789, Calbiochem, EUA), luego
de 30 min de incubacion a TA, las muestras se observaron por microscopia confocal, o

de epifluorescencia.

4.21 Deteccion de proteinas mediante ensayos de Western blot

Los ensayos de Western blot, se realizaron a partir de células cultivadas en
placas de 12 pocillos e infectadas a una multiplicidad de infeccion de un valor de 1. Para

esto, se incub6 cada stock de vector viral a analizar, durante 1 h a 37°C, en un volumen
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final de 500 pl con DMEM suplementado con 2% de SFB. Luego de la adsorcidn viral, se
retird el inoculo y se completé con 1 ml del mismo medio, incubando nuevamente

durante 24 a 36 h, en estufa de cultivo a 37°C y 5% COx.

4.21.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante
Al final de cada incubacién, la monocapa se colecté utilizando buffer de muestra (Tris-
HCI 100 mM pH=6.8, SDS 4%), glicerol 20%, azul de bromofenol 0,2% y DTT 50 mM), y
se calentaron a 100°C durante 5 min., se centrifugd 2 min. a 10.000 x g en una
microcentrifuga. Los geles utilizados son de poliacrilamida con SDS, es decir en
condiciones desnaturalizantes (Laemmli, 1970), en general el porcentaje utilizado fue
de 12,5%, y la corrida se realiz6 durante 60 minutos a 150 V constantes. Como
referencia de tamafo molecular, en las corridas se utilizé el marcador de Fermentas

“PageRuler Prestained Protein Ladder”, N° cat.: SM0671.

4.21.2 Electrotransferencia sobre membrana de nitrocelulosa.

Una vez separadas por electroforesis, las bandas de proteinas se transfirieron a
una membrana de de nitrocelulosa (Hybond ECL Nitrocellullose, N° cat.: RPN3032D, GE
Healthcare, EUA), a 15V durante 45 min, utilizando procedimientos generales
(Gallagher y col., 2008; Sambrook y col., 2001).

4.21.3 Deteccion de proteinas recombinantes sobre membrana de

nitrocelulosa

Una vez finalizado el procedimiento de transferencia, la membrana de
nitrocelulosa se coloredé con soluciéon acuosa de Rojo Ponceau (1%), para evaluar la
eficiencia del proceso. Se lavé con PBS 1X, e incubé durante 16 h a 4°C en solucién de
bloqueo, PBS-Tween 20 suplementado con leche descremada en polvo al 3%.(PBS-
T/leche 3%). Posteriormente, se incub6 el anticuerpo primario, preparado en solucién
de PBS-T/leche 3%, durante 2 h a TA. Seguido a la incubacién con el anticuerpo
primario, se lavdo cada membrana 3 veces con PBS-T, e incubd con el segundo
anticuerpo conjugado con peroxidasa (anti-conejo o anti-ratdn, ver Tabla 2), durante 1
h a TA. Luego de esta ultima incubacidn, se realizaron 3 lavados con PBS-T, y se realiz6
la deteccion de las bandas de proteinas marcadas mediante reactivos para
quimioluminiscencia (Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate, Thermo Scientific,
EUA, N° cat.: 32132), exponiendo sobre placas AGFA CP-BU New (AGFA, Bélgica). Los

anticuerpos primarios, y diluciones utilizadas, se describen en la Tabla 2.
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4.22 Analisis de la respuesta inmune humoral generada con el virus

recombinante TOZGFP

Para analizar la respuesta inmune generada con el virus recombinante control
que expresa la beta-galactosidasa como gen heterdlogo reportero, se realizaron
experimentos utilizando grupos de 6 ratones Balb/c de 6 semanas de edad, las
inmunizaciones se realizaron en las instalaciones del bioterio del Laboratorio de
Inmunologia y Virologia de la Universidad de Quilmes. Los animales se inmunizaron con
dosis de 1x106 UFP/ml, y para realizar el estudio de la respuesta humoral lograda con el
mismo, se administré el vector viral TOZGFP, por cuatro vias diferentes: subcutanea
(TOZGFP s.c.); intraperitoneal (TOZGFP i.p.); intragastrica (TOZGFP i.g.), y oral (TOZGFP
oral). Los grupos recibieron dos dosis de virus recombinante TOZGFP, aplicando el
refuerzo a los 27 dias del inicio del régimen de inmunizaciones. Para la administracion
del vector viral por la via intragastrica, se utilizaron agujas de tefldn flexible con punta
de silicona (Cadence Inc., N° cat.: 9920), y cada ratén se inmunizd, previa neutralizacion
del pH estomacal administrando 40 pl de bicarbonato al 5%.en PBS estéril En el caso de
la inoculacion oral, el volumen de suspension de vector se incluy6 en pellets de gelatina
sin sabor, luego de 4 horas sin alimentar los animales de dicho grupo. Las muestras de

sangre se tomaron en los dias 0, 7, 14, 21, 35y 41, luego de comenzar el experimento.

4.22.1 Analisis de la respuesta humoral anti-f3-galactosidasa

La variacion del nivel de anticuerpos especificos para f3-galactosidasa en el suero
de los animales, se analiz6 mediante un ensayo de ELISA, desarrollado en el Laboratorio
de Virologia e Inmunologia de la UNQ, determinando con esta técnica la respuesta

generada en cada grupo.

4.22.1.1ELISA para medicion de anticuerpos especificos totales anti-f3-gal

Para llevar a cabo la determinacidn de anticuerpos anti-3-gal, se utilizaron placas
para ELISA de 96 pocillos, Maxisorp™ (N° cat.: 3855, Thermo Scientific, EUA), éstas
placas en un primer paso se sensibilizaron con proteina recombinante f3-galactosidasa
(Sigma-Aldrich, N° cat.: 48275) en solucién buffer de bicarbonato, realizando una
incubacion a 4°C durante 12 h. Al dia siguiente, se realiza la incubacién con las
diluciones 1/100 de los sueros a analizar, a 37°C durante 1 h. Posteriormente, cada
placa se incubd en las mismas condiciones, con una suspension de anticuerpo anti-IgG

de raton conjugado con peroxidasa (Dako, Dinamarca. N° cat.: P 0260). Cada ensayo se
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revelo6 con una solucion de OPD (o-fenilendiamina) como cromégeno y 30% v/v de H202
como sustrato en buffer citrato pH=5,5. Entre cada incubacidn, las placas se lavaron tres
veces con solucion de 0,2% de Tween 20 en PBS 1X. En el ultimo paso, con el OPD, la
reaccion se detuvo con H2SO4 2N y se mide la densidad éptica (DO) a 490 nm. Para la
puesta a punto del sistema de deteccion, se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-3-

galactosidasa (Sigma-Aldrich, N° cat.: B 0271).

El calculo de la respuesta de cada muestra se realizé6 por un promedio de los
valores obtenidos a la DO490 nm para cada individuo inmunizado y por duplicado, con los
pocillos del control negativo se estimé un valor de ruido el cual se restd a los valores de
D0490 nm de las muestras. Los resultados se analizaron estadisticamente y representaron

graficamente.

4.23 Analisis de la respuesta inmune generada con el vector

HSVs[VP4]

Para analizar la respuesta inmune especifica generada con el vector que expresa
VP4 de RV cepa Wa, se utilizaron grupos de 4 ratones Balb/c de 6 semanas de edad, las
inmunizaciones se realizaron en las instalaciones del bioterio del Laboratorio de
Inmunologia y Virologia de la Universidad de Quilmes. Los tres grupos de animales
empleados, se inmunizaron con diferentes inmunogenos, tal como se muestra en la
Tabla 3, la via utilizada en las aplicaciones fue la intramuscular. El grupo utilizado como
control negativo fue inmunizado con el vector amplicon HSVs[EGFP], como control
positivo se utiliz6 el suero de ratones inmunizados con dos dosis de RV completo (cepa
Wa) aplicado por via i.m. con adyuvante de Freund. El plan de inmunizacién fue de dos
dosis, aplicando el refuerzo a los 21 dias post vacunacion (dpv). El muestreo de los

sueros se realizo a los 21 y 42 dias posteriores al inicio del protocolo de inmunizacidn.

Grupos Primera dosis (dia 0) Segunda dosis (dia 21) Dosis
1 HSVs[VP4] HSVs[VP4] 106 UT / 106 UT
2 HSVS[EGFP] HSVs[EGFP] 106 UT / 106 UT
3 RV Wa RV Wa 20 ug / 20 ug

Tabla 3. Dosis de vectores utilizados en los experimentos con los vectores amplicon Hs[VP4] y
HsS[EGFP]. En esta tabla se detallan las dosis administradas a los dos grupos, el dia de vacunacién (dia
0) y el correspondiente refuerzo (dia 21).
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4.23.1 Analisis de la respuesta humoral anti-VP4
La presencia de anticuerpos especificos para VP4 en el suero de los animales, se
analiz6 mediante un ensayo de ELISA, desarrollado en el Laboratorio de Virologia e

Inmunologia de la UNQ, con el cual se determin6 la respuesta generada en cada grupo.

4.23.1.1ELISA para medicion de anticuerpos especificos anti-VP4 de

rotavirus Wa

Para la deteccidon de anticuerpos especificos anti-VP4, se utilizaron placas para
ELISA de 96 pocillos, Maxisorp™ (N° cat.: 3855, Thermo Scientific, EUA), éstas placas en
un primer paso se sensibilizaron con una suspension de RV Wa en soluciéon buffer de
bicarbonato, por incubacién a 4°C durante 12 h aproximadamente. Al dia siguiente, se
realizé la incubacién con las diluciones 1/100 de los sueros a analizar, a 37°C durante 1
h. Posteriormente, cada placa se incubé en las mismas condiciones, con una suspension
de anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado con peroxidasa (Dako, Dinamarca. N° cat.: P
0260). El revelado se realiz6 con una solucion de OPD (o-fenilendiamina) como
cromogeno y 30% v/v de H202 como sustrato en buffer citrato pH=5,5. Entre cada
incubacidn, las placas se lavaron tres veces con solucién de 0,2% de Tween 20 en PBS
1X. En el ultimo paso, con el OPD, la reaccidon se detuvo con HzSO4 2N y se midid la

densidad éptica (DO) a 490 nm.

El calculo del titulo de cada muestra se realizé por un promedio de los valores
obtenidos a D049 nm, en todos los pocillos del control negativo, se calcul6 el desvio
estandar correspondiente y se suma al valor promedio el valor de tres desvios estandar.
Este valor se tom6 como limite de deteccion o valor de corte. El titulo de los anticuerpos

se defini6 como la inversa de la mayor dilucién que superd el valor de corte resultante.

4.24 Analisis de la respuesta inmune generada con el vector

HSVs[VP6C] y vacuna ADN [pCI-VP6C]

Los experimentos in vivo, se realizaron utilizando grupos de 5 ratones Balb/c.
Los animales se alojaron en el bioterio del Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la
Universidad de Quilmes. Los grupos de animales, de 6 semanas de edad, se inmunizaron
con diferentes combinaciones de inmundégenos, tal como se indica en la Tabla 4. Los
grupos utilizados como controles negativos fueron los inmunizados con el vector

amplicon HSVs[EGFP] y la vacuna a ADN [pCI-neo]. Las vacunas a ADN se prepararon
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junto con el adyuvante Montanide ISA50 v2 (Seppic® S.A., Paris, Francia), de acuerdo a
las recomendaciones del fabricante. Las inoculaciones se realizaron por via subcutanea,
tomando muestras de sangre a los tiempos 0, 28, 42 y 56 dias, momento en el que se

finalizo el experimento.

Grupos Primera dosis Segunda dosis Tercera dosis
(dia 0) (dia 35) (dia 42)

1 [pCI-VP6C] HSVs[VP6C] HSVs[VP6C]

2 [pCI/HA-VP6(] [pCI/HA-VP6(] [pCI/HA-VP6(]

3 HSVs[VP6C] [pCI/HA-VP6(] [pCI/HA-VP6(]

4 HSVs[VP6C] HSVs[VP6C] HSVs[VP6C]

5 [pCl-neo] [pCl-neo] [pCl-neo]

6 HSVs[EGFP] HSVS[EGFP] HSVs[EGFP]

Tabla 4. Dosis y combinacién de inmunégenos utilizados en los experimentos
realizados con el vector amplicon HSVs[VP6C] y la vacuna a ADN [pCI/HA-VP6C]. En
esta tabla se detallan las dosis administradas a los diferentes grupos, tanto para los grupos
que recibieron un tratamiento homoélogo como heterélogo de inmundégenos. Las dosis de
vectores amplicén HSVs[VP6C] y HSVS[EGFP] fue de 1x10¢ UT y las correspondientes a la
vacuna a ADN es de 30 pg por dosis.

4.24.1 Analisis de la respuesta humoral anti-VP6C

La presencia de anticuerpos especificos para VP6C en el suero de los animales, se
analiz6 mediante un ensayo de ELISA de captura, desarrollado en el Laboratorio de
Virologia e Inmunologia de la UNQ, con el cual se determind, y pudo comparar la

respuesta generada en cada grupo.

4.24.1.1ELISA de captura para medicion de anticuerpos anti-VP6C de RV
grupo C.

La determinacion de anticuerpos se realiz6 utilizando placas para ELISA
Maxisorp™ (N° cat.: 3855, Thermo Scientific, EUA), las cuales se sensibilizaron con suero
de rata anti-VP6C de RV de la cepa Cowden en soluciéon buffer de carbonato-
bicarbonato, pH=9,0 (Na2CO3 10 mM, NaHCO3 90 mM, NaCl 140 mM). La placa se incub6
1 h a TA, lavo tres veces con PBS-T (PBS, 0,5 M Na(Cl, 0,2% v/v Tween 20), y luego se
adicion6é un lisado bacteriano conteniendo la proteina recombinante VP6C en una
dilucién al medio de solucion dilucién (SD: PBS 0,5 M NaCl; 0,2% v/v Tween 20y 1% de

caseina, pH 7,2). Luego de incubar 18 h a 4°C, se lav6 tres veces con PBS-T, y se
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adicionaron los sueros de ratones inmunizados, en una diluciéon 1/100 preparada con
SD, siguiendo diluciones seriadas hasta 1/25.600, se incuba nuevamente a una
temperatura de 37°C durante 1 h, se lava tres veces con PBS-T, y se incuba 1 h a 37°C
con una dilucion 1/2000 de suero policlonal anti-IgG de ratdon conjugado con
peroxidasa (Dako, Dinamarca. N° cat.: P 0260), preparado en soluciéon de dilucién. Se
realiza nuevamente el lavado con PBS-T, e inmediatamente el ensayo se revel6 con una
solucion de OPD (o-fenilendiamina) como cromégeno y 30% v/v de H202 como sustrato
en buffer citrato pH=5,5. La reaccién se detuvo con H2SO4 2N y se mide la DO a 490 nm.
Los valores obtenidos de absorbancia, se corrigieron frente a los de los ensayos en
blanco de cada placa. Como control negativo de reaccidn, se utilizé un pool de sueros
positivos para RV del grupo A, y como control positivo un pool de muestras positivas

para RV del grupo C.

El calculo del titulo de cada muestra se realizé por un promedio de los valores
obtenidos en todos los pocillos del control negativo, se calcul6 el desvio estandar
correspondiente y se sumo al valor promedio dos desvios estandar. Este valor se tomé
como limite de deteccion o valor de corte. El titulo de los anticuerpos se definié como la

inversa de la mayor dilucion que supero el valor de corte resultante.

4.25 Analisis de la respuesta inmune generada con el vector

HSVs[MSP5] y la proteina recombinante MSP5.

Para realizar los experimentos in vivo, se utilizaron grupos de 6 ratones Balb/c
en cada uno, los animales se obtuvieron del Bioterio del Laboratorio Pablo Cassara,
durante los experimentos se mantuvieron en instalaciones de nivel de seguridad 2 ad
hoc, con ventilacién y temperatura controlada (Touch Slim Plus AHU, N° cat.: BOX110SS,
Tecniplast). Los animales se inmunizaron aplicando diferentes combinaciones de los
inmunogenos propuestos, siguiendo el esquema resumido en la Tabla 5. El grupo
inmunizado con el vector HSVs[EGFP] se utilizO como control negativo, la proteina
recombinante se preparé con adyuvante Montanide ISA50 v2 (Seppic® S.A. Paris,
Francia), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Los refuerzos (242 dosis) se
administraron 35 dias luego de la primera dosis, y los ratones se sacrificaron a las 23
semanas luego del refuerzo. Las muestras de sangre se colectaron 7 dias luego de cada
dosis y a diferentes tiempos durante un periodo de 4 meses, los sueros

correspondientes se almacenaron a -20°C. Los animales se mantuvieron de acuerdo a
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politicas institucionales indicadas por el Comité de Etica del Instituto Dr. Cesar Milstein-

CONICET.

Grupos Primera dosis Segunda dosis Adyuvante Dosis
(dia 0) (dia 35)
1 rMSP5 rMSP5 ISA50 10 pug/10 pg
2 rMSP5 HSVs[MSP5] ISA50/(-) 10 pg/106 UT
3 HSVs[MSP5] rMSP5 (-)/1SA50 106UT/10 pg
4 HSVs[MSP5] HSVs[MSP5] (/) 106 /106 UT
5 HSVS[EGFP] HSVS[EGFP] (/) 106 /106 UT

Tabla 5. Dosis y combinacién de inmundgenos utilizados en los experimentos realizados con el
vector amplicon HSVs[MSP5] y la proteina rMSP5. En esta tabla se detallan las dosis administradas
a los diferentes grupos, tanto para los grupos que recibieron un tratamiento homoélogo como
heter6logo de inmunégenos.
Previamente a las inmunizaciones, se tom6 una muestra de suero para ser
analizada posteriormente por medio de ELISA. Los ratones fueron inmunizados, por la

via i.m. en ambos casos.

4.25.1 Analisis de la respuesta inmune humoral anti-MSP5

La respuesta inmune humoral se evalué midiendo IgG total por medio de ELISA
indirecto estandar, utilizando la proteina recombinante rMSP5, y por otro lado
mediante ELISA de inhibicion competitiva (cELISA), para un epitope especifico
determinado en placas sensibilizadas mediante rMSP5-MBP. Estos ensayos se

optimizaron en el Laboratorio de Inmunologia de INTA-Rafaela.

4.25.1.1ELISA para medicion de anticuerpos anti-MSP5 de A. marginale.

Para este ensayo de ELISA, se sensibilizaron placas de 96 pocillos de fondo plano
MICROLON®600 (N° cat.: 655 061, Greiner BioOne, Frickenhausen, Alemania), con una
dilucion de la proteina recombinante 6xHis-MSP5, en solucion buffer 0,05 M
carbonato/bicarbonato pH=9,6. La concentracidn se ajusta de manera que en el ensayo
genera la sefial maxima de absorbancia, la dilucién apropiada se determiné frente a un
panel de sueros especificos. Luego de la incubacién ON a 4°C, la placa se lavé 5 veces con
PBS Tween-20 al 0,05% (PBS-T), y se adicionaron diluciones 1/100 de los sueros de
ratones a analizar, preparadas en buffer PBS EDTA-EGTA 0,075M (pH=6,3)
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suplementado con 10% de leche descremada, se incub6 1 h a 37°C. Se repitieron los 5
lavados con PBS-T, y se adicionan 50 pl a cada pocillo una diluciéon 1/1000 en PBS-T, del
anticuerpo anti-ratéon conjugado con peroxidasa (N° cat.: 315-035-003, Jackson
Laboratories, PA, EUA). Se lava nuevamente cada placa 5 veces con PBS-T, y finalmente
se revela con ABTS/H;0;, durante 30 min., deteniendo la reaccion con 50 pl de H2S04
2N, determinando posteriormente en lector de ELISA la DO a una longitud de onda de

405 nm.

4.25.1.2ELISA de inhibicion competitiva para medicion de anticuerpos

especificos para el epitope anti-MSP5 de A. marginale.

El analisis de anticuerpos monoespecificos, se realiz6 mediante el cELISA
establecido en el Laboratorio de Inmunologia de INTA-Rafaela. Este ensayo utiliza la
proteina rMSP5-MBP como antigeno, y se realizé con modificaciones de la metodologia
previamente descripta (Knowles y col., 1996). Brevemente, rMSP5-MBP se diluy6 de
manera seriada en buffer de captura (0,05 M carbonato/bicarbonato, pH 9.6) y se
incubé en placas de 96 pocillos de fondo plano MICROLON®600. La diluciéon apropiada
de antigeno y monoclonal ANAF16C1, se determiné mediante titulacion frente a un
panel de sueros especificos. La suspension de proteina rMSP5-MBP se realiz6 en PBS
pH=7.2 conteniendo 20 mM de MgClz, se utilizo6 para cubrir pocillos individuales
durante 1 hora a 37°C. Las placas sensibilizadas se bloquearon con 100 pl por pocillo de
buffer de captura suplementado con 10% de leche descremada, durante 1 h a 28°C. Las
placas bloqueadas se lavaron 5 veces con PBS-T (0.01 M PBS conteniendo 0.02% Tween
20). Los sueros de ratones se diluyeron 1:100 en PBS 0.075 M EDTA-EGTA (pH 6.3)
suplementado con 10% de leche, y 100 pl de las muestras se adicionaron a cada pocillo,
incubando durante 1 h a 28°C, luego se lavo cinco veces con PBS-T. En el siguiente paso,
se adicionaron 0,2 pg de anticuerpo en un volumen de 100 pl por pocillo, del anticuerpo
monoclonal ANAF16C1 conjugado a peroxidasa, e incubé durante 1 h a 28°C. Al finalizar
la incubacioén se lavé la placa nuevamente 5 veces con PBS-T, y la deteccion de sefial se
revelé por la adicion de 50 ul de solucién de 0,04 M del sustrato ABTS [2,2’-azino-
bis(acido-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonico)] y 3% H:03, la reaccion se detuvo luego de
30 min, mediante la adicion de 50 pl de 2 N H2S04, y la DO se determin6 mediante lector

de ELISA a 405 nm.
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4.25.2 Analisis de la respuesta celular anti-MSP5

Para realizar el analisis de linfoproliferacion, al final del plan de inmunizacién, se
retiraron los bazos de los animales de cada grupo, y se procesaron para generar una
suspension de esplenocitos, los cuales se trataron individualmente. El cultivo se realizé
en placas de cultivo de 96 pocillos (Greiner BioOne, Frickenhausen, Alemania, N° cat.:
655 180), utilizando 1x10¢ células por pocillo, en 100 pl de medio de cultivo RPMI (N°
cat.: 11875085, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), suplementado con SFB al 10%
(SFB, N° cat.: 10091148, Life Technologies), estimulando durante 3 dias, las células
inmunocompetentes con rMSP5-Hs (12,5 pg/ml) o concanavalina A (ConA) (2,5 pg/ml),
e incubando en estufa de cultivo a 37°C y 5% de COZ2. La proliferacién celular se midi6
por medio de contador de centelleo luego de 20 horas de adicionar 1 pCi de [metil-3H]-
timidina. La respuesta proliferativa se calcul6 como el valor medio de pocillos
triplicados y expresado como indice de estimulacién (IE), el cual se calcula como
cuentas por minuto (cpm) en la presencia del antigeno / cpm en ausencia del antigeno.

El IE de cada grupo se expresé como la media aritmética * error estandar medio (SEM).

4.26 Analisis estadistico de datos

El analisis de datos y graficos se realizaron utilizando los programas GraphPad
Prism v6.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) o IBM SPSS Statistics software v17.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). El analisis incluye la homogeneidad de varianzas por
medio del test de Levene, y la distribucion normal se analiz6 por el test Shapiro-Wilk.
Las diferencias de los valores medios de cada grupo, se analizaron por medio del test de
Tukey posterior al analisis de varianza. Los datos se expresan como el valor medio *
SEM o SD. Para el caso de los ensayos en animales realizados con el vector amplicon

VP4, se aplicé la prueba T de muestras independientes.

5 Resultados

Los resultados de esta tesis incluyen la construccion de vectores virales
bicistrénicos, tricistronicos y tipo display, y la produccidon de stocks de vectores de
diferentes sistemas, incluyendo vectores amplicon y virus recombinantes. Por otro lado,
incluye la evaluacion de la expresion de genes heterologos, y por ultimo la descripcidon
de la respuesta inmune desarrollada en animales inoculados con algunos de los vectores

seleccionados para tal fin.



107

5.1 Purificacion de stocks de vectores virales

5.1.1 Produccion, concentracion y titulacion de Vectores Amplicon.

De manera general, las particulas de vectores amplicon se produjeron y
concentraron por un colchén de sacarosa, segin lo descripto en la Seccién 4.16. Las
particulas concentradas y purificadas se resuspendieron finalmente en PBS estéril, para
su titulacion, andlisis de expresion de genes heter6logos, e inmunizaciones. En la Figura
5.1, se puede observar el aspecto de un tubo de ultracentrifuga, donde se realizé la
purificacién de particulas virales pre-concentradas, las cuales se obtuvieron a partir de
frascos de cultivo de células Vero 2-2 (Seccién 4.16.1). Luego se procedio a la titulacion,
analisis de expresiéon de los genes heter6logos o formulaciéon para los planes de

inmunizacién, dependiendo del vector utilizado.

Figura 5.1. Concentracion y purificaciéon de
particulas de vectores amplicon por
ultracentrifugacién. En la figura se observa
una fase superior inmiscible, en color rojo el
medio de cultivo donde estaba la suspensién
preconcentrada de particulas de vector
amplicén, y posteriormente el colchén de
sacarosa al 25%, en el fondo del tubo se
encuentra el pellet viral luego de la
ultracentrifugacion.

La determinacion del titulo de los vectores amplicon se realiz6é por medio del gen
reportero EGFP. En los paneles se de la Figura 5.2, se observa un ejemplo tipico de cémo
se determind el titulo de los vectores amplicén (Seccién 4.16.2.3). Para esta figura, se
registraron fotos de diferentes campos, en los pocillos correspondientes a diluciones de
104 a 107, las cuales se analizan en microscopio de fluorescencia invertido,
permitiendo el conteo de los focos fluorescentes en una diluciéon adecuada del stock a

cuantificar.
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Dilucién 10-2 Dilucién 10-3

Vector
amplicon

HSVS[EGFP] Dilucién 10 Dilucién 10-5

Figura 5.2. Ejemplo de titulacion de vectores amplicén. En los paneles se pueden observar fotografias
tipicas de cuatro diluciones diferentes, las células fluorescentes se cuentan y la concentraciéon final se
expresa en Unidades de Transduccion por ml; UT/ml. En esta titulacién se analiz6 el vector HSVS[EGFP], y
la lectura se realiza a las 24 h de tratamiento, pudiendo observar claramente las células EGFP positivas.

5.2 Analisis de expresion heterdloga de Vectores Amplicon en

células eucariotas

Una vez generado y titulado los stocks de vectores amplicon correspondientes,
se procedi6 a detectar la expresion de los genes heterdlogos que en ellos estan
codificados, demostrando también la capacidad de este sistema de ingresar a una célula,

y expresar diferentes antigenos in situ.

5.2.1 Expresion de Wa-VP6

5.2.1.1 Deteccion de VP6 por medio de inmunofluorescencia

Con el fin de evidenciar la expresiéon de VP6, monocapas de células Vero 2-2 se
transdujeron con los vectores amplicdn que expresan VP6 de RV cepa Wa. Luego de 24
horas se fijaron las células, y la expresion de las proteinas recombinantes se detectd

mediante IF con anticuerpos especificos para los diferentes antigenos expresados.
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Figura 5.3. Expresion de VP6 en cultivo de células, analizada por microscopia confocal. En
los paneles se observa la deteccién, por IF de VP6 en células Vero transducidas con el vector
amplicon HSVs[VP6]. Experimento 1. (A) Nucleos tefiidos con DAPI; (B) VP6 detectada con Ac.
monoclonal anti-VP6 y revelada con el anticuerpo secundario anti-ratén conjugado a Alexa 494;
(C) expresiéon de EGFP como reportero; (D) superposicién de los campos. La barra indica 15 pm.

Los paneles de las Figuras 5.3 y 5.4, corresponden a dos experimentos en los que
se utilizo el mismo vector amplicon HSVs[VP6], para transducir monocapas de células
Vero a una multiplicidad de infeccion de 0,1. Luego de realizar una reaccion de
inmunofluorescencia especifica, se analizé cada preparado por medio de microscopia
confocal (Fig. 5.3), y por epifluorescencia (Fig. 5.4). En ambos casos, se pudo observar
dentro de las células transducidas la formacion de las tipicas estructuras filamentosas
que forma la proteina VP6, analogamente a lo descripto en células infectadas por RV al
silenciar transcripcionalmente NSP4 (Lopez y col, 2005), y a lo observado con la
proteina recombinante en diferentes sistemas de expresion (Estes y col., 1987; Mathieu
y col,, 2001; Rodriguez-Galvan y col., 2008). Por microscopia confocal se pudo observar
una distribucién de dichas estructuras en todo el citoplasma incluso rodeando el nticleo

de la célula.
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Figura 5.4. Expresion de VP6 en cultivo de células, analizada por
epifluorescencia. En los paneles se muestra la inmunodetecciéon de VP6 en cultivo
de células Vero transducidas con el vector amplicon HSVs[VP6]. Experimento 2. (A)
Nucleos tefiidos con DAPI; (B) VP6 detectada con Ac. monoclonal anti-VP6 y
revelada con ac. anti-ratén conjugado a Alexa 494; (C) expresién de EGFP como
reportero; (D) superposicién de los campos. La barra indica 20 um.

5.2.1.2 Deteccion de VP6 por medio de Western blot

Adicionalmente, lisados de células transducidas, fueron analizados por Western

blot, con anticuerpos especificos para los antigenos heterdlogos expresados.

La deteccion de VP6 se realizé con un anticuerpo policlonal anti-RV (cepa RRV).
Se demuestra que la proteina recombinante tiene el tamafio molecular esperado de
aproximadamente 42 kDa. Simultidneamente se realizé un experimento para la
deteccion de GFP y VP6, pudiendo detectar ambas proteinas y demostrando que GFP

presenta el tamafno esperado (Figuras 5.5 Ay B, respectivamente).
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Figuras 5.5 Analisis de la expresion de VP6 y EGFP por Western blot. En los paneles se
muestra la inmunodeteccién de VP6 en cultivo de células Vero transducidas con el vector
amplicon que co-expresan VP6 y EGFP. (A) Western blot para la deteccién de VP6. Calle 1,
marcador de PM Fermentas PAGE Ruler. Calle 2, HSVs[VP6]. Calle 3, HSVS[EGFP]. Calle 4,
HSVp[VP6/VP2]. Calle 5, HSVS[EGFP] (B) Western blot para deteccion de EGFP y VP6. Calle 1,
marcador de PM Fermentas PAGE Ruler. Calle 2, HSVs[VP6]. Calle 3, vacia. Calle 4, HSVs[EGFP].
Calle 5 HSVp[VP6/VP2].

5.2.2 Expresion de Wa-VP2

5.2.2.1 Deteccion de VP2 por medio de inmunofluorescencia

La expresion de VP2, se detectd6 por medio de inmunofluorescencia con un
anticuerpo policlonal anti-RRV, demostrando la expresion y la deteccidon cruzada con un
suero policlonal obtenido en conejos inmunizados con otra cepa de rotavirus (RRV). La

tincion especifica se muestra en los paneles de la Figura 5.6.
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Figura 5.6. Expresion de VP2 en cultivo de células, analizada por microscopia de
epifluorescencia. En los paneles se muestra la deteccibn de VP2 en células
transducidas con el vector HSVs[VP2]. (A) expresiéon de EGFP como reportero; (B)

Ntcleos tefiidos con DAPI; (C) VP2 detectada con Ac. anti-RV (cepa RRV) y revelada con
Ac. anti conejo-Alexa 494; (D) superposicidn de los campos. La barra indica 15 um.

5.2.2.2 Deteccion de VP2 por medio de Western blot

La deteccién de VP2 se realiz6 con un anticuerpo policlonal anti-RV (cepa RF).
Mediante esta metodologia, se demostrd que la proteina recombinante expresada por
HSVs[VP2] presentd el tamafio molecular esperado de aproximadamente 102 KkDa.
Simultaneamente se detectaron VP2 y VP6 expresadas con el vector HSVp[VP6/VP2].

Ambas proteinas se expresaron con el vector doble presentando los tamafios

1 2 3 4 5
.': — N VP2
70 .
55 = Figura 5.7. Analisis de la co-expresion de VP2 y VP6 por
— VP6
25| - medio de Western blot. En la figura se observa la
inmunodeteccién,. de las proteinas VP2 y VP6 en células
25 transducidas con el vector amplicén doble y el simple
i VP6/VP2. En la Calle 1, marcador de PM Fermentas PAGE
' Ruler, Calle 2, HSVS[EGFP], Calle 3, HSVp[VP6/VP2], Calle 4,
HSVs[EGFP], Calle 5, HSVs[VP2].

moleculares esperados (Figura 5.7).



113

5.2.3 Expresion de Wa-NSP4
5.2.3.1 Deteccion de NSP4 mediante Western blot

En los ensayos de expresion de NSP4, se muestran dos experimentos. En el
primero la deteccién de NSP4 se realiz6 con el anticuerpo policlonal anti-NSP4 (cepa
RRV), donde se observé que la proteina recombinante de un tamafio molecular
esperado de aproximadamente 20 kDa (Figura 5.8.A). En el segundo experimento, se
adicion6 como control un lisado de células MA104 infectadas con RV cepa Wa,
detectdndose multiples formas de NSP4, correspondientes a glicosilacién doble, simple
y sin glicosilaciéon (aproximadamente 28, 24 y 20 kDa) indicando el procesamiento
tipico de esta proteina cuando se realiza en presencia de las demas proteinas de RV. Por
otro lado, aproximadamente a los 16 kDa se aprecia el péptido producto del clivado de
NSP4, en forma de dimero. En cambio, en el lisado de células transducidas con el vector
amplicon HSVs[NSP4] se observé una unica banda correspondiente a la proteina
recombinante de un tamafio aproximado de 24 kDa, indicando una glicosilaciéon simple

(Figura 5.8.B).

A 12 3 B 1 2 3 45
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55 spm

35 NSP4

25 - NSP4

Figura 5.8. Analisis de la expresion de NSP4 por medio de Western blot. En las figuras
se muestra la inmunodeteccién de expresiéon de NSP4 en células Vero transducidas con el
vector amplicén especifico. En el experimento (A); Calle 1, marcador de PM Fermentas
PAGE Ruler, Calle 2, HSVs[NSP4], Calle 3, HSVS[EGFP]. En el experimento (B); Calle 1,
marcador de PM Fermentas PAGE Ruler, Calle 2, HSVs[NSP4], Calle 3, HSVS[EGFP], Calle 4,
lisado de células MA104 infectadas con RV Wa, Calle 5, lisado de células MA104 sin infectar.

5.2.4 Expresion de Wa-VP7

5.2.4.1 Deteccion de Wa-VP7 por medio de inmunofluorescencia

La expresion de VP7 se analizé por IF 24h post-transducciéon de células Vero,

utilizando el vector amplicén HSVs[VP7] (Figura 5.9).
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Figura 5.9. Expresion de VP7 en cultivo de células, analizada por microscopia confocal. En
los paneles se muestra la inmunodeteccién de VP7 en cultivo de células Vero transducidas con el
vector amplicén HSVs[VP7]. (A) nucleos teiiidos con DAPI; (B) VP7 detectada con anticuerpo
policlonal anti-RV (cepa RF), y revelada con anti-IgG de conejo conjugado a fluoréforo Alexa 494;
(C) expresién de EGFP como reportero; (D) superposicién de los campos. La barra indica 20 pm.

5.2.5 Expresion de Wa-VP4

5.2.5.1 Deteccion VP4 por medio de inmunofluorescencia

La expresiéon de VP4 se analiz6 por IF 24h post-transduccién de células Vero, con

los vectores amplicon HSVs[VP4] y HSVp[VP7 /VP4], en experimentos independientes.

La IF se realiz6 en condiciones diferentes para poder teiiir los filamentos de
actina. En una de ellas, la fluorescencia del reportero EGFP no es afectada en el proceso
de fijacion (Figura 5.10), y en la otra, la fluorescencia de EGFP es inhibida por la fijacidon
con acetona al 90%. De este modo se posibilité la marcacion de los filamentos de actina
en la célula, utilizando un anticuerpo especifico (Tabla 2), seguido de un anticuerpo

secundario conjugado con FITC (Figura 5.11).
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Figura 5.10. Expresion de VP4 en cultivo de células, analizada por microscopia de
epifluorescencia. En los paneles se muestra la inmunodetecciéon de VP7 en cultivo de células
Vero transducidas con el vector amplicon HSVs[VP4]. (A) Nucleos celulares tefiidos con DAPI; (B)
VP4 es detectada con anticuerpo monoclonal anti-VP5 (cepa RRV), y revelada con anti-IgG de
ratén conjugado al fluoréforo Alexa 494; (C) expresion de EGFP como reportero; (D)
superposicion de los campos. La barra indica 20 pm.

Para apreciar mejor la interaccion de VP4 con filamentos de actina, se magnifico
una region (indicada con un recuadro amarillo en la Figura 5.11), pudiéndose observar
que las propiedades de la proteina VP4 recombinante (marcada en rojo), conserva la
propiedad de la VP4 nativa, de interactuar con los filamentos de actina (marcada en

verde), Figura 5.12.
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Figura 5.11. Colocalizacion de VP4 y fibras de actina. En los paneles se muestra la
inmunodetecciéon de VP4 y filamentos de actina en cultivo de células Vero transducidas con el
vector amplicdn HSVs[VP4]. (A) se muestran los ntcleos tefiidos con DAPI, en (B) filamentos de
actina marcados con anticuerpo policlonal anti-actina, seguido de un anticuerpo secundario
conjugado con Alexa 494, (C) VP4 detectada con anticuerpo monoclonal anti-VP5 (cepa RRV), y
revelada con anti-IgG de ratén conjugado a fluoréforo Alexa-544; (D) superposicién de los
campos. La barra indica 20 um.

A

Figura 5.12. Magnificacion de co-localizaciéon de VP4 y fibras de actina. Ampliacién de la
region indicada en la Figura 5.32. Cada panel se corresponde con el equivalente de la figura
anterior. La barra indica 10 pm.
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Para comprobar que la sefial del anticuerpo anti-VP5 (VP5* es una de las
subunidades en que se cliva VP4) no tiene reactividad con los filamentos de actina, se
realiz6 el mismo experimento con células no transducidas por el vector amplicon

HSVs[VP4] (Figura 5.13).

-
-

Figura 5.13. Control negativo del experimento de co-localizacidon, vector
amplicon HSVS[EGFP]. (A) nucleos tefiidos con DAPI; (B) filamentos de actina
detectados con anticuerpo policlonal anti-actina, y revelada con anti-IgG de conejo
conjugado a fluoréforo Alexa 494; (C) anticuerpo monoclonal anti-VP5 (cepa RRV),
y revelado con anti-IgG de ratén conjugado a fluoréforo Alexa-544; (D)
superposicion de campos. La barra indica 20 pm.

5.2.6 Expresion de VP6 de Rotavirus tipo C

5.2.6.1 Deteccion de VP6C por medio de inmunofluorescencia

Para evaluar la expresion de VP6C, se realizo la deteccion por
inmunofluorescencia directa, en monocapas de células CV-1. El ensayo se realizo 24 h
post-transfeccion con los plasmidos [pCl-neo/HA-VP6C] y [pCl-neo/VP6C-HA], los
cuales tienen clonado VP6C en sus dos variantes (antecedida o precedida del epitope
HA). Finalmente para los experimentos de inmunizacién se utilizé la versiéon con el
epitope HA en el extremo N-terminal. En los paneles de la Figura 5.14, se puede
observar la marcacion de alfa-tubulina con un anticuerpo monoclonal anti-tubulina
conjugado con Alexa 488@® (verde), y la expresion de VP6C con el anticuerpo monoclonal

anti-HA, revelados con anti-IgG de ratén conjugado al fluoréforo Alexa 594®. Los
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nucleos se tifieron con DAPI. De este modo se pudo confirmar la expresion de la

proteina recombinante.

5.2.6.2 Deteccion de VP6C por medio de Western blot:

La expresion de la proteina HA-VPC6C también se analiz6 mediante Western
blot. Para esto se transfecté nuevamente, con el plasmido [pCI-neo/HA-VP6C], una
monocapa de células CV-1, seguido de la infeccion con el Virus Vaccinia Vtf7-3 (Figura
5.15), el cual expresa la T7-ARN polimerasa, provocando un aumento en la

transcripcion del gen HA-VP6C, y favoreciendo la sobreexpresion del mismo.

En este experimento se pudo evaluar también la propiedad de la proteina

recombinante para generar trimeros.

Las imdgenes se observan en la siguiente pdgina.
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[pCl-neo/HA-VP6C] [pCl-neo/VP6C-HA] [pCl-neo]

DAPI \VVP6C a-tubulina

Superposicién

HA-VP6 VP6-HA Control negativo

Figura 5.14. Expresion de HA-VP6C y VP6C-HA, con vacuna ADN [pCI-neo/HA-VP6C].
Células CV-1 se transfectaron con las construcciones [pCl-neo/HA-VP6] y [pCl-neo/VP6-HA], y la
presencia de la expresién de la proteina recombinante se detecté por medio del anticuerpo
monoclonal anti-HA, seguido de la marcacién con el anticuerpo anti-ratén conjugado al
fluor6foro Alexa 594®. La barra indica 10 pm.
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Figura 5.15. Expresion de HA-VP6C
en cultivo de células, con sistema
Vaccinia-Vtf7-3. Infeccion de células
CV-1 con virus VV-T7, previamente
transfectadas con el plasmido
[pCI/HA-VP6C]. (A) 0 dpi, (B) 24 hpi, y
(C) 36 hpi.

Posteriormente la monocapa infectada, fue procesada para realizar la
inmunodeteccién de la proteina HA-VP6C. Para esto se electrosepararon las proteinas
de la muestra por medio de SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa. Como se puede ver en la Figura 5.16, la proteina recombinante es
detectada en sus dos formas, como trimero y monémero de acuerdo a la presencia o
ausencia de tratamiento con calor, indicando que la trimerizacién de la proteina
expresada se mantiene en el contexto de expresion de la célula eucariota huésped, y en

las condiciones de la electroforesis empleada.

i 2 3 4 5 6 Fi Figura 5.16. Analisis de la expresion de HA-
VP6 como monémero o trimero por medio de
Western blot. Western blot para la deteccién de
et — 130 HA-VP6, en lisado de células CV-1, en diferentes
3 condiciones. Transfeccién de CV-1 con: Calle 1.
[pHSV-VP6C-EGFP]; calle 2, [pCl-neo]; calle 3,
[pCI/HA-VP6C] (Trimeros); calle 4, marcador de
— 55 PM Page Ruler Fermentas; calle 5, [pCI/HA-VP6C]
(Monémero, ~45,98 kDa); calle 6, [pCl-neo]; calle
e 7, [pHSV-VP6C-EGFP]. Calles 1-3, muestras
incubadas con buffer TA; calles 6-7, incubacion a
100°C, 3 min. La deteccion se realizO con
. anticuerpo policlonal anti-HA (Conejo) 1:1000
(Santa Cruz Biotechnology) y un anticuerpo
policlonal anti-Ig de conejo, 1:5000 (Dako).

S 36
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5.2.7 Expresion de AmMSP5.

5.2.7.1 Deteccion de MSP5 por medio de inmunofluorescencia

La expresion de MSP5 se analiz6 por medio de inmunofluorescencia en
monocapas de células Vero y MA104 transducidas con el vector amplicon HSVs[MSP5].
La deteccion de MSP5 por IF, se realizé especificamente con el anticuerpo monoclonal
ANAF16C1, y se reveld con el anticuerpo secundario anti-ratén conjugado con Alexa
594®, Los preparados se observaron por medio de microscopia de fluorescencia (Figura

5.17).

Las células muestran un patrén de membrana particular comparadas con las
células transducidas con el vector amplicon control HSVs[EGFP], mostrado en los
paneles de la derecha de la Figura 5.17. Esto podria indicar que la proteina MSP5 puede
estar anclada/asociada en la membrana de las células, considerando que posee una
region transmembrana. En dicha figura, la fluorescencia del gen reportero EGFP indica
que las células fueron efectivamente transducidas por los vectores amplicon. Por otro
lado, las células infectadas con el vector HSVS[EGFP] que expresa sélo EGFP como

transgén, no muestran inmunoreactividad con el anticuerpo monoclonal ANAFC16C1.

5.2.1 Expresion in vivo de EGFP.

Para analizar la expresion del gen hetero6logo in vivo, se transdujeron células de
un raton vivo. Para esto, luego de anestesiar un ratén Balb/c con isofluorano, se
inocularon rapidamente particulas del vector HSVs[EGFP] de manera subcutanea en la
oreja del animal, el cual se sacrifico luego de 24 h post transduccion. El area donde se
inocul6 el vector amplicon se extrajo, y se observo el tejido en diferentes aumentos, en
la zona de inoculacion. Los paneles de la Figura 5.18 (ver pagina 123) indican que a las

24 h de tratamiento es posible detectar la presencia de la expresion del transgén EGFP.
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a HSV{[MSP5] b HSV,[MSP5] C  HSV([EGFP]

DAPI Anti-MSP5 EGFP

Superposicion

Vero MA104 Control Neg. Vero

Figura 5.17. Expresion de MSP5 de Anaplasma marginale y GFP por medio de vectores
amplicon. Células Vero y MA104 se transdujeron con (a) HSVs[MSP5], (b) HSVs[MSP5] y (c)
HSVS[EGFP]. DAPI: nucleos tefiidos con DAPI; Anti-MSP5: MSP5 detectada con anticuerpo
monoclonal ANAF16C1, revelada con anti-IgG de ratén conjugado a fluoréforo Alexa 494; EGFP:
expresion de EGFP como reportero, la superposiciéon confirma las células transducidas. La barra
indica 20 pm.
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Figura 5.18. Expresion in vivo de EGFP en la oreja de ratones Balb/c. En los paneles se visualizan
células transducidas y observadas a las 24 h, en una muestra fresca células epiteliales de la oreja de ratén,
utilizando el microscopio de epifluorescencia. Se utilizan dos aumentos diferentes, de 40X en el panel
superior (barra = 100 um) y 100X en el panel inferior (barra = 20 pm), indicando la capacidad de los
vectores construidos de expresar el reportero in vivo. (A) Campo claro, (B) Expresién de EGFP in vivo, (C)
Superposicién de campo claro y fluorescencia de EGFP.

5.3 Obtencion de un virus HSV-1 recombinante para el “display” de

un epitope heterdlogo en su superficie.

Para la construccion de HSV-1 defectivos presentadores o “display”, que exhiban
un epitope inmunodominante fusionado a la glicoproteina C, se utiliz6 un epitope
(denominado RGD) ubicado en un loop expuesto de la proteina VP1 del VFA. Este
epitope es capaz de generar anticuerpos neutralizantes contra el Virus de la Fiebre
aftosa. En este trabajo, la insercion del péptido RYSRNAVPNVRGDLQVLAQKVVRTLP
se realizd en la region perteneciente a un “loop” expuesto de la gC. La metodologia de

recombinacion homoéloga empleada, es la que se describe en la Seccion 4.17.

5.3.1 Secuencia modificada de la gC de Herpes simplex virus tipo 1, cepa F.
Luego de realizar la seleccion de virus recombinantes, la region de insercion del
péptido que contiene el epitope RGD, se amplifico por PCR y se envid a secuenciar. La
secuencia aminoacidica completa de la glicoproteina C modificada, es la que se detalla

en la Figura 5.19. En azul y rojo se muestran los sitios sobre los cuales se construyeron
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las secuencias flanqueantes para que ocurra la recombinacién homdloga realizada con

el sistema galK, descripto en la Seccion 4.17.2.

MAPGRVGLAVVLWGLLWLGAGVAGGSETASTGPTRYSRNAVPNVRGDLOQVLAQKVVRTLPITA
GAVITNASEAPTSGSPGSAASPEVTPTSTPNPNNVTONKTTPTEPASPPTTPKPTSTPKSPPTS
TPDPKPKNNTTPAKSGRPTKPPGPVWCDRRDPLARYGSRVQIRCRFRNSTRMEFRLQIWRYSM
GPSPPIAPAPDLEEVLTNITAPPGGLLVYDSAPNLTDPHVLWAEGAGPGADPPLYSVTGPLPT
ORLIIGEVTPATQGMYYLAWGRMDSPHEYGTWVRVRMFRPPSLTLQPHAVMEGQPFKATCTAA
AYYPRNPVEFDWFEDDRQVFNPGQIDTQTHEHPDGFTTVSTVTSEAVGGQVPPRTFTCQMTWH
RDSVTFSRRNATGLALVLPRPTITMEFGVRHVVCTAGCVPEGVTFAWFLGDDPSPAAKSAVTA
QESCDHPGLATVRSTLPISYDYSEYICRLTGYPAGIPVLEHHGSHQPPPRDPTERQVIEAIEW
VGIGIGVLAAGVLVVTAIVYVVRTSQSRQRHRR*

Figura 5.19. Secuencia de gC modificada con epitope RGD. En el panel se muestra la secuencia de la
glicoproteina C, indicAndose en rojo y azul las secuencias flanqueantes utilizadas para la recombinacién
homologa, y en verde la secuencia del péptido RGD insertado en el dominio de unién a acido sialico.

5.3.2 Seleccion de un clon recombinante HSV[ApacA27/RGD]

La generacion del bacmido recombinante al cual se le ha insertado RGD, se
realiz6 en dos etapas (Seccion 4.16.3). En un primer paso en el sitio seleccionado de la
glicoproteina C, se introdujo el marco abierto de lectura que codifica para la enzima
galK, generando un intermediario que se seleccion6 por su capacidad de metabolizar
galactosa (Figura 5.20.A). Luego en una segunda recombinacion, se retir6 galK para ser
reemplazado por la secuencia homologa a gC que incluye la secuencia que codifica para
el epitope RGD (Figura 5.20.B). Ambos pasos ocurren por recombinaciéon homologa

dentro de un sistema procariota desarrollado para tal fin.
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BAC
SW102 Gal*
ori2
1% recombinacién iy Medio minimo 2% recombinacién + Medio minimo
+ galactosa + 2-deoxi-galactosa

BAC BAC

Sw102 Gal* SW102 Gal-

Figura 5.20. Esquema simplificado de seleccion galK para generar HSV-BAC modificado en gC,
HSV[ApacA27/RGD]. En (A) se muestra esquemadticamente el resultado del primer evento de
recombinacién, en el cual se realiza la insercién de galK en una posicién definida. Dicho gen es activo
constitutivamente en el HSV-BAC, permitiendo la seleccién de clones recombinantes en un medio minimo
conteniendo galactosa y Cam, la bacteria se convierte en un fenotipo galK*. En un segundo evento de
recombinacién (B), el casete es reemplazado por una secuencia de ADN correspondiente a RGD,
flanqueado por la misma secuencia de gC, H1 y H2. Esto se logra por seleccién negativa utilizando un
medio minimo que contiene 2-deoxi-galactosa (DOG) con glicerol como Unica fuente de carbono, la
bacteria que ahora es galK. H1 y H2: secuencias homélogas a gC; cat: gen de cloranfenicol acetil transfer
asa; ori2: origen de replicacién de HSV-BAC; galK: galactoquinasa de E. coli controlada por un promotor
minimo. Esquema adaptado de Warming y col., 2005.

5.3.3 Produccion de ADN de HSV-BAC2 y HSV[ApacA27/RGD]
La produccion de ADN de cada uno de los bacmidos se realizé como se describe
en la Seccién 4.17.8. El ADN obtenido fue de una calidad suficiente para realizar las

transfecciones y producir particulas virales defectivas de HSV[ApacA27/RGD].

En la Figura 5.21.(A), se muestra la separacion especifica de las bandas de ADN
de los HSV-BACs utilizados, las preparaciones se realizaron en gradiente de CsCl, como
se describe en la Seccidn 4.17.8. Luego, cada ADN aislado se purificd y analizé por su
patron de restriccion, utilizando las enzimas de restriccion BstBl y Hindlll, como se

observa en la misma Figura 5.21.(B).
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Figura 5.21.Purificacion de ADN de HSV-BACs por medio de ultracentrifugacién en
gradiente de sacarosa. (A) Se muestra las bandas de ADN de bacmido, siendo la inferior
la banda de ADN superenrrollado (flecha verde) utilizada para los experimentos, y las dos
superiores las correspondientes a ADN “nickeado”, que no se utilizan (flecha roja). (B) Se
muestra la corrida de un gel de agarosa donde se observa el andlisis de los bacmidos
utilizados en la presente tesis el ADN parental HSV-BAC2, el modificado en gC,
HSV[ApacA27/RGD] y el HSV-BAC1 utilizado en las producciones de los vectores amplicén
sin modificar. En la parte superior se indica el ADN digerido, B: BstBl, H: Hindlll, s.d.: sin
digerir, y M: marcador de alto tamafio molecular, a la izquierda se indican los tamafios
moleculares en kpb. El patrén observado es el esperado, la confirmacién del inserto se
realiz6 por medio de la secuenciaciéon de la regién del genoma de HSV-BAC involucrado en
la modificacion.

5.3.4 Analisis de expresion de gC en el virus derivado de
HSV[ApacA27 /RGD]

Para evaluar la expresion de la gC modificada, se cotransfectaron monocapas de
células Vero 2-2, con (i) una preparacion del plasmido amplicén [pHSV-EGFP], y el
bacmido control HSV-BAC2 por un lado y (ii) con el plasmido amplicon [pHSV-EGFP], y
el bacmido HSV[ApacA27/RGD]. Una vez que se observOd efecto citopatico, se
cosecharon las células Vero 2-2 infectadas, y el contenido de gC en el lisado se
inmunodetecté por Western blot, detectando la forma nativa de la proteina en el caso

del virus parental y la forma modificada en el caso del virus recombinante (Figura 5.22).
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Adicionalmente, como el vector generado ha empaquetado el plasmido amplicén [pHSV-

EGFP], se evaltia la expresion de EGFP en las células transducidas, Figura 5.23.

« VP16

Figura 5.22. Andlisis de la expresion de
gC en células Vero 2-2, transducidas
por los HSV-BACs, por medio de
Western blot. En cada calle se aplica un
homogenato de células 24 hpt. En el panel
superior se observa la inmunodeteccién
de la proteina VP16 como control de
siembra de proteinas virales. En el panel
inferior, se observa la inmunodeteccion
de gC a la derecha la banda
correspondiente a HSV[ApacA27]; y a la
izquierda la banda correspondiente al
tratamiento con HSV[ApacA27/RGD].

Figura 5.23. Andlisis de la expresion de
EGFP en células Vero 2-2, transducidas
con los HSV-BACs empaquetando
[pPHSV-EGFP], por medio de Western
blot. En cada calle se aplica un
homogenato de las células 24 hpt. Calle 1,
se puede observar la deteccién de la
expresion de EGFP utilizando
HSV[ApacA27]; y en la Calle 2, la misma
banda especifica, pero correspondiente a
vector empaquetado con
HSV[ApacA27/RGD]; en la Calle 3, se
marcan algunas bandas del Marcador de
PM Fermentas PAGE-Ruler.

5.3.5 Preparacion de particulas HSV-1 empaquetando plasmido [pHSV-

EGFP]

Adicionalmente a la deteccién por Western blot, se evalué cualitativamente la

capacidad de infectar las monocapas de células Vero 2-2. Se observd para esto, la

expresion del gen reportero EGFP, y el efecto citopatico alcanzado. Para esto se

utilizaron particulas correspondientes al empaquetado del plasmido amplicon [pHSV-

EGFP] con los bacmidos HSV-BAC2 y HSV[ A pac A 27 /RGD] (Figura 5.24).
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Figura 5.24. Empaquetado de plasmido amplicon [pHSV-EGFP] utilizando
[HSV-BAC] parental y modificado. En los paneles superiores (A) y (B), se
observa la fluorescencia y efecto citopatico tipico, de células Vero 2-2 infectadas
con el vector HSV[ApacA27][EGFP]; de la misma manera se registrd el efecto y
fluorescencia con el vector HSV[ApacA27 /RGD][EGFP], paneles (C) y (D).

5.3.6 Analisis de la morfologia de las particulas virales obtenidas.

Para realizar un analisis morfoldgico de las particulas obtenidas, una muestra de cada
uno de los vectores virales HSV-BACZ y HSV[ApacA27/RGD], fue analizada por

microscopia electrdnica, previa concentracion de las mismas (Figura 5.25).
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Figura 5.25. Morfologia de particulas generadas con los HSV-BACs. En los
paneles se muestra el resultado de microscopia electrdénica de particulas generadas
con el HSV-BAC parental, HSV[ApacA27] (A) y (B), y el vector modificado en la gC,
HSV[ApacA27/RGD] (C) y (D). Con ambos bacmidos se realiz6 el empaquetado del
plasmido amplicén [pHSV-EGFP].

5.4 Produccion de virus HSV-1 recombinantes

La metodologia de produccion y titulacién de virus recombinantes se describié en
la Seccién 4.18. En esta seccién se muestran los resultados obtenidos con la expresiéon
de genes heterologos, por parte de los vectores utilizados, y la concentracion de este

tipo de vectores virales a escala de laboratorio.

Los virus recombinantes se propagaron en monocapas de la linea celular Vero-7b,
que complementa la replicacién de estos virus defectivos. El efecto citopatico de las
infecciones es caracteristico y permitié monitorear el avance de la infeccién por medio
de la observaciéon de la monocapa, ademas de la observacién directa de la expresion de

la proteina reportera EGFP mediante microscopia de fluorescencia.

Figura 5.26. Efecto citopatico en células Vero-7b de TOZGFP y TORRV-VP6. En los
paneles de arriba, se muestra por medio de microscopia de campo claro, el efecto
citopatico tipico de los virus recombinantes utilizados en este trabajo, sobre monocapas
de células Vero-7b luego de 24 hpi. Las células infectadas con el virus recombinante
TOZGFP, se muestran en la imagen (A), y las infectadas con el virus recombinante TORRV-
VP6, imagen (B). Barra corresponde a 100 um.
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En la Figura 5.26, se muestra el efecto citopatico tipico de dos de los virus

recombinantes utilizados, TOZGFP y TORRV-VPé6.

5.4.1 Purificacion de virus HSV-1 recombinantes.
La purificacion de las particulas virales se realizé mediante el uso de un
gradiente autogenerado (Seccion 4.18.3.1), donde las particulas se acumulan en la

region que corresponde a su densidad.

Las bandas generadas en estos gradientes de iodixanol (Figura 5.27) se
colectaron utilizando una jeringa estéril, se lavaron para eliminar el resto de material
proveniente de gradiente, y las particulas virales se resuspenden en buffer PBS 1X

estéril, almacenandose los stocks a -80°C.

Figura 5.27. Concentracion y purificacion de virus recombinantes utilizando
gradientes autogenerados de iodixanol. En las imagenes se observa, luego de la
ultracentrifugaciéon en gradiente, las bandas correspondientes a las particulas
virales, indicadas por las flechas rojas. Estas bandas se recuperan utilizando jeringa
estéril, el proceso de extraccion se realiza en cabina de bioseguridad para mantener
la esterilidad de los stocks.

5.5 Analisis de expresion heterologa de Virus Recombinantes en

células eucariotas

5.5.1 Deteccion de la expresion de B -galactosidasa en cultivo de células.

Para estudiar la expresion de f3-galactosidasa, se utilizaron monocapas de células
complementantes Vero-7b, infectadas con el virus recombinante TOZGFP. Luego de 24 h
de infeccion, se observd la expresion de los genes reporteros EGFP y beta-galactosidasa,
por medio de microscopia de fluorescencia y por tincion con X-gal, respectivamente. En
la Figura 5.28, se muestran placas de lisis tipicas de estos vectores virales en la linea

celular Vero-7b.
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Figura 5.28. Expresion de genes reporteros en células Vero-7b infectadas con
el virus recombinante TOZGFP. En el panel superior, se observa una misma placa
de lisis con microscopia de fluorescencia (A) y por medio de campo claro (B). En las
imagenes del panel inferior se muestran placas de lisis tefiidas utilizando X-gal
como sustrato de la beta-galactosidasa (C) y (D). Las barras en (A), (B) y (D)
corresponden a 100 pm, y en (C) a 200 pm.

Como se determiné anteriormente, cuando se infectaron células que
complementan a estos virus defectivos, se observa efecto citopatico, es el caso de las
células Vero-7b (Figura 5.28 A - D), en cambio cuando se infectaron células que no
complementan las deleciones, no se observo efecto citopatico, pero si se puede detectar
la expresion del transgén heterdlogo (Figura 5.28 Cy D). El ensayo con el virus TOZGFP,
que se muestra en la Figura 5.29, se observo el efecto citopatico generado en células
Vero-7b (A) y (B), y la expresion de transgén sin afectar la morfologia ni viabilidad

celular en células Vero, es decir el virus TOZGFP no replicé en células Vero.
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Figura 5.29. Analisis de expresion de gen reportero beta-galactosidasa en
células Vero y Vero-7b. En las imagenes (A) y (B) se observa el efecto citopatico
que se alcanza a las 24 hpi en monocapa de células Vero-7b, en cambio, en células
Vero se observa so6lo expresidon transgénica sin efecto citopatico (C) y (D),
demostrando que las particulas virales sé6lo fueron capaces de ingresar a las células
sin replicar en las mismas ya que no hay complementacién. Las células infectadas se
tinen mediante X-gal como sustrato de la beta-galactosidasa. Barras en (A) y (C)
corresponden a 200 pm, y en (B) y (D), 25 pm.

5.5.2 Deteccion de la expresion de RRV-VP6 en diferentes lineas celulares.
Utilizando el virus recombinante TORRV-VP6, se transdujeron células Vero, Gli36

y MDBK, utilizando placas de 12 pocillos.

Posteriormente se colect6 el lisado de las monocapas transducidas y los
controles respectivos, para detectar la expresién de la proteina recombinante, por

medio de Western blot, con un anticuerpo policlonal especifico para rotavirus RRV.

Como controles positivos se utilizaron VP6 recombinante expresada en
baculovirus (cedida por Dr. Diego Gonzalez, INTA Castelar) y una suspension de
rotavirus RRV. En la calle 2, donde se realiz6 la siembra del marcador de peso
molecular, se observan dos bandas que se marcan inespecificamente, sin embargo al no
aparecer en los controles positivos y negativos, por lo que consideramos que no

interfieren con el andlisis de los resultados, Figura 5.30.
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Figura 5.30. Analisis de la expresion de
RRV-VP6 por virus recombinante TORRV-
VP6 en distintas lineas celulares. En el
Western blot de la figura, se muestran dos
controles positivos, uno de VP6
recombinante en la Calle 1, y VP6 detectada
en células infectadas con RRV, Calle 9. Las
muestras de células transducidas con virus
recombinante TORRV-VP6, y sus controles
negativos son: Calle 3, Vero TORRV-VP6;
Calle 4, Vero; Calle 5, Gli36 TORRV-VP6; Calle
6, Gli36 MOCK; Calle 7, MDBK transducidas
con TORRV-VP6. Calle 8, MDBK MOCK; Calle
2, marcador de PM, Bio-Rad N° cat.: 161-
0318.

5.5.3 Deteccion de la expresion de EC-VP6 en diferentes lineas celulares.

La expresion de la proteina VP6 de la cepa de RV EC (EC-VP6) por el virus

recombinante TOEC-VP6, se evalud infectando diferentes lineas celulares, analizadas

mediante IF 24 hpi. La deteccién de la proteina VP6 permite observar las

macroestructuras tipicas generadas por la polimerizacion de la proteina VP6,

dependiendo del nivel de expresion, como se observa en las Figuras 5.31 y 5.32.
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Figura 5.31. Expresion de EC-VP6 formando microfibras en cultivo de células MDBK. En
los paneles se muestra la deteccion por IF de VP6 en células infectadas con el virus defectivo
TO-ECVP6. (A) Los ntcleos fueron teflidos con DAPI; (B) VP6 detectada en forma de
microfibras con el AcM 2F anti VP6, seguido de anti-Alexa 594, que emite en color rojo; (C)
Expresion de EGFP como reportero y (D) Superposicién de los campos. Barra = 20 pm.

Figura 5.32. Expresion de EC-VP6 en cultivo de células MDBK. En los paneles se
muestra la deteccion por IF de VP6 en células infectadas con el virus defectivo TO-
ECVP6. (A) Los nucleos fueron teilidos con DAPI; (B) la proteina recombinante
expresada VP6, es detectada en el citoplasma celular, antes de comenzar a formar
nanoestructuras tubulares, utilizando el AcM 2F anti-VP6, seguido de anti-Alexa
594; (C) La expresion de EGFP como reportero se observa como verde fluorescente,
y en (D) se realiza la superposicién de todos los campos. Barra = 20 pm.

5.6 Produccion de virus recombinante TORRVVP6

5.6.1 Escalado de la produccion de TORRVVP6

El primer virus recombinante en ser producido, que expresa una proteina de
rotavirus, fue el TORRVVP6. Durante la produccion de este virus, se analiz6 la evolucion
del titulo del stock viral con el aumento del numero de células infectadas, y por lo tanto
del numero de pasajes realizados en la linea celular Vero-7b. El inicio se realizé desde
un stock de bajo titulo. En la Figura 5.33 se muestra el titulo obtenido luego de los 11
primeros pasajes, expresado como DICTsoe. Al realizar el escalado desde una placa de
96 pocillos, hasta alcanzar la escala equivalente a frascos T-175 al final de la

produccion. Las titulaciones se realizaron como se describe en la Seccion 4.18.2.
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Produccién total (DICTg,,,)

N° de pasaje viral

Figura 5.33. Escalado de produccion de TORRVVP6 en escala de laboratorio.
En la figura se representa las DICTso totales al realizar el aumento de superficie
infectada, finalizando en el pasaje 11 con una superficie equivalente a 7 frascos T-
175.

5.6.2 Deteccion y aislamiento de mutantes durante la produccion

Los pasajes sucesivos de los virus recombinantes fueron acompafiados por la
deteccion y el analisis de la generacion de placas de lisis fluorescentes en las monocapas
de las células Vero-7b, es decir por medio de la expresion de su gen reportero EGFP (
Seccion 4.18.1). En los pasajes mas altos comenzoé a detectarse la presencia de placas de
lisis que no presentaban un fenotipo fluorescente. La Figura 5.34 muestra la
disminucién, a partir del pasaje 10, de focos fluorescentes sobre el total de placas

analizadas en cada pasaje.
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Figura 5.34. Efecto de los pasajes de virus sobre la estabilidad de EGFP en
células Vero-7b. Se observa que a partir del pasaje N°10 del virus recombinante
TORRVVPS, la estabilidad del reportero EGFP decae a un nivel aproximado al 75%
cuando se alcanza el pasaje 12. Esto indica que ocurren cambios gendmicos que
silencian la expresién del gen reportero.

A partir del pasaje N° 11, la caida del nimero de focos fluorescentes es muy
pronunciada, y va aumentando la poblacion de virus que ha perdido el fenotipo
fluorescente. Esto se muestra graficamente en la Figura 5.35, donde en el pasaje N° 11
se alcanza el 85% de placas de lisis EGFP positivas, mientras que en el pasaje N° 16, se

observa que solo el 5% de las placas expresa EGFP.
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Figura 5.35. Caida de placas de lisis que expresan EGFP con el aumento de
pasajes del virus recombinante TORRVVP6. En los paneles se muestra la
expresion de EGFP en placas de lisis originadas con el virus recombinante
TORRVVPS, en células Vero-7b. (A) y (B) Pasaje N°11 se registra un 85% de placas
de lisis positivas para EGFP; (C) y (D) Pasaje N° 16 del virus TORRVVP6.

5.7 Analisis de clones de virus aislados a partir de placas de lisis

EGFP positivas y negativas de TORRVVP6

Se realiz6 el aislamiento de clones de virus recombinantes a partir de diferentes
focos positivos y negativos para EGFP, cultivo de células Vero-7b en placas de 12
pocillos y utilizando medio semisélido con CMC al 1%. La morfologia de los focos se
observd diariamente, como se muestra en la Figura 5.36, en campo claro Ay C, y por
medio de microscopia de fluorescencia, B y D, a dos tiempos diferentes, 24 hpi (Ay B) y
36 hpi (Cy D).

Luego de 5 pasajes de estos aislamientos, se realizd la concentracion de viriones
y la extraccion de ADN gendmico para el analisis molecular mediante deteccion de la

secuencia RRV-VPé6.

Figura 5.36. Sincicios y placas de lisis fluorescentes tipicas de TORRVVP6. El
acompafiamiento del clonado se realiz6 mediante microscopia de fluorescencia y
siempre manteniendo medio semisdlido para evitar la diseminacién y mezclado de
los focos aislados. En los paneles (A) y (B), se puede observar el efecto tipico a las
24 hpi y a partir de las 30 hpi se comienza a destruir el sincicio para generar una
placa de lisis, paneles (C) y (D). Barra = 100 pm.
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5.8 Analisis de la presencia del marco abierto de lectura de RRV-

VP6 en clones aislados de TORRVVP6

En el siguiente paso, se analizaron individualmente cada uno de los clones
aislados, cuatro EGFP positivos y cuatro EGFP negativos. Se obtuvieron a partir de
placas de cultivo de 6 pocillos, y concentraron mediante colchon de sacarosa como se
describe en la Seccion 4.16.2.2,. Luego se realiz6 la extraccion de ADN viral sobre el
pellet obtenido luego de precipitar con etanol el ADN genomico de cada uno de los
clones aislados (Sambrook y col, 2001). Este ADN, se utiliz6 como templado para la
deteccion de RRV-VP6, utilizando los oligonucleotidos iniciadores, que se describen en
la Tabla I.7 del Anexo 1. Los fragmentos amplificados se enviaron a secuenciar utilizando
también los oligonucledtidos internos descriptos en la misma tabla. En la Figura 5.37, se

muestra el resultado de las reacciones de PCR especificas para el analisis realizado.
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Figura 5.37. Amplificacion de RRV-VP6 de clones aislados del virus
recombinante TORRVVP6. Calle 1, Marcador de tamafio molecular de ADN
100 pb (PBL-Products), a la izquierda se indican los tamafios moleculares;
calle 10, control negativo de reaccidén; calle 11, control positivo empleando
como templado un plasmido que codifica para RRVVP6; calle 2 a 5, clones
EGFP positivos: (+); calles 6 a 9, clones EGFP negativos (-).

Se puede observar que existen fragmentos amplificados en ambos grupos, lo que
indicaria que el gen correspondiente a RRV-VP6 se encuentra presente a pesar de que la
estabilidad de EGFP es variable. Del mismo modo, esta inestabilidad se observa también
en la expresion de RRV-VP6, ya que se encuentran células EGFP positivas, que no
muestran niveles de expresion de RRV-VP6. Los resultados indicarian que al aumentar
el nimero de pasajes la poblacion viral se enriquece de particulas que dejan de expresar

los genes heterologos.
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5.9 Expresion de las proteinas recombinantes rMSP5-Hs y rMSP5-

MBP

La proteina recombinante rMSP5-H¢ de A. marginale se obtuvo en cultivos de
bacterias tanto en las fracciones solubles como insolubles, mientras que la proteina
rMSP5-MBP se expresd principalmente como proteina soluble. Ambas proteinas
migraron en geles de poliacrilamida, en condiciones no nativas (SDS-PAGE),
presentando los pesos moleculares esperados de 27 y 66 kDa respectivamente (Figura
5.38, Ay B).

Las proteinas quiméricas se purificaron por medio de cromatografia de afinidad a
los péptidos de fusidn, resina con amilosa para rMBP-MSP5 (Figura 5.32 A) y resina de
sefarosa-niquel para rMSP5-Hg (Figura 5.32 B). El rendimiento final obtenido fue de
2,29y 0,072 g/L, respectivamente. Las endotoxinas se eliminaron como se describe en
la bibliografia (Zimmerman y col., 2006).

La proteina recombinante rMSP5-MBP se utiliz6 para realizar inmunizaciones en
animales de experimentacion (ver Tabla 5), y también para las determinaciones de
anticuerpos mono-especificos contra MSP5 (cELISA), y la proteina recombinante
rMSP5-He se utilizo en los ensayos de linfoproliferacion y ELISA de anticuerpos totales

anti-MSP5.
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Figura 5.38. Expresion en E. coli y purificacion de las proteinas recombinantes rMSP5-MBP y
rMSP5-6xHis. En el gel (A) se observa la expresion y purificacion de la proteina rMSP5-Hs, Calle 1, cultivo
inducido durante 4 h de E. coli BL21(DE3)pLysS[pRSET/AmMSP5]; Calle 2, Muestra de flow through; Calle
3, Marcador de PM (PAGE-Ruler, Fermentas); Calle 4, Muestra de lavado de la columna; Calles 5 a 6,
fracciones de elucion N° 8, 11 y 12, respectivamente. En el gel (B) se observa la expresion y purificacion
de la proteina rMSP5-MBP, Calle 1, cultivo inducido durante 4 horas de E. coli BL21(DE3)pLysS[pMAL-
c2X/AmMSP5]; Calle 2, Marcador de PM (PAGE-Ruler, Fermentas); Calle 3, Muestra de lavado de la
columna; Calle 4 a 6, fracciones de eluciones 1 a 3, respectivamente. Las flechas indican las proteinas
recombinantes rMSP5-Hg y rMSP5-MBP. A la izquierda se indican los PM de las bandas del marcador.
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5.10 Analisis de la respuesta inmune generada con vectores virales

5.10.1 Respuesta de anticuerpos especificos para f3-galactosidasa

A distintos tiempos post-inmunizacion de los grupos de ratones (Seccion 4.22) se
determino el nivel de IgG total anti-f3-galactosidasa. Se puede observar claramente en la
Figura 5.39 que la respuesta mas elevada se ha logrado mediante las vias de
inmunizacién subcutanea (s.c.) e intraperitoneal (i.p.), obteniéndose diferencias
significativas muy marcadas (p<0.001) a los 35 y 41 dpv, respecto a los otros dos grupos
(inmunizados por vias i.g. y oral). Los grupos TOZGFP i.p.y s.c. alos 35 y 41 dpv, es decir
luego de aplicar el refuerzo, no presentan diferencias significativas entre si, p=0,635 y
p=0,994, respectivamente. Esto demuestra que al menos para este antigeno modelo, las

dos vias de inmunizacion inducirian niveles comparables de IgG.
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Figura 5.39. Respuesta de anticuerpos totales anti-f3-galactosidasa inducidos
luego del “prime-and-boost” por diferentes vias con el vector TOZGFP. En este
grafico, se representa la respuesta de anticuerpos IgG totales anti-f3-galactosidasa
inducidos por inmunizacién por diferentes vias: Subcutdnea (s.c.), Intraperitoneal
(i.p.), Intragastrica (i.g.) y oral, utilizando el vector viral TOZGFP.

5.10.2 Respuesta de anticuerpos especificos para VP4
Para el analisis de anticuerpos, los valores de DO medidos en los sueros de los
animales inmunizados, con el esquema indicado en Seccion 4.23, se representaron en la
Figura 5.40. El analisis estadistico se realiz6 como se indic6 en la Seccidn 4.26. En esta
figura, se puede observar que al dia 21 post-vacunacion, no se observan diferencias

significativas (p=0,243) entre los valores de DO del grupo inmunizado con el vector
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HSVs[VP4], respecto al grupo inmunizado con el vector amplicon HSVs[EGFP] (control
negativo). Sin embargo, luego del refuerzo con los mismos antigenos se produce un
aumento significativo en los titulos de los animales inmunizados con HSVs[VP4]

(p=5x10-8) (Figura 5.40).

Al final del experimento, al dia 42, el grupo de animales vacunados y revacunados
con el vector amplicon HSVs[VP4], genera una diferencia significativa respecto del
grupo control negativo HSVs[EGFP]. En relacién a un control positivo obtenido por
medicion de un suero inmune obtenido con virus completo Wa (marcado en el eje y), y
se puede apreciar en general que la respuesta generada contra VP4 por el vector

amplicén es relativamente alta.
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Figura 5.40. Anticuerpos especificos contra RV inducidos luego de la administracion de HSVs[VP4].
En esta figura se representa la sefial de la respuesta obtenida en los grupos inmunizados, en el eje Y se
indica sefial maxima obtenida con el grupo inmunizado con virus completo, cepa Wa (CTRL Wa). El Grupo
inmunizado con PBS 1X, se utiliz6 como blanco, en el grafico se muestra la diferencia entre la sefial de la
muestra y el grupo control. Los dias post vacunacién son los que se muestran en el eje X. Los puntos
representan los valores de DO4g9 nm medios que se alcanzan en cada grupo en diferentes dias de muestreo.
Las barras de error muestran los errores estandar de la media. Grupos: (O): Control RV; (0): Blanco; (*):
HSVs[VP4]/HSVs[VP4]; (M): HSVS[EGFP]/HSVs[EGFP].

5.10.3 Respuesta de anticuerpos especificos para VP6C

Se aplico el protocolo descripto en la Tabla 4 (Seccion 4.22) inmunizando con
dos vacunas genéticas distintas codificando la secuencia de VP6 del grupo C de RV: una
constituida por ADN desnudo y otra con vehiculizacion del ADN mediante el vector

amplicon HSVs[VP6C]. El resultado del analisis se muestra en la Figura 5.41.
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Dentro de los 4 grupos experimentales (excluyendo los dos grupos de control) se
observo que los mayores niveles de anticuerpos se producen en los grupos 1y 4, es
decir en animales que tienen 2 o 3 inmunizaciones con el vector HSVs[VP6C]. En
particular, en el grupo 4 donde las tres inmunizaciones estan hechas con el vector, se
alcanzan los mayores titulos. A los 42 dias post inicio de los tratamientos, con dos
inmunizaciones con el vector amplicon HSVs[VP6C] el Grupo 4 ya presenta valores de
DO significativamente diferentes de los valores obtenidos con los demas grupos
(p=4x10-9). Al final del experimento, y luego de 14 dias de la ultima dosis, la diferencia
encontrada entre el grupo 4 y los demas grupos, se hace mas significativa aun (p=1x10-
1), Por otro lado el grupo 2, inmunizado con tres dosis de ADN desnudo, no se

diferencia de los controles negativos.

En los animales del grupo 1, con un priming de ADN desnudo, hay un aumento de
titulos luego de dos refuerzos de vector HSVs[VP6C]. En cambio en el grupo 3 con un
priming de vector ya se logra una diferencia significativa con los grupos 1 (p= 0.001) y
2 (p= 0.002), inmunizados con ADN desnudo y 5 (p= 0.003) que es el control negativo
correspondiente. Pero los titulos bajan rapidamente, a pesar de recibir posteriormente

dos refuerzos con ADN desnudo.
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Figura 5.41. Respuesta de anticuerpos totales anti-VP6 de RVC inducidos luego de la
administracion de los diferentes regimenes “prime-and-boost”. Los grupos indicados en el grafico
son los siguientes: los inmunizados con estrategias combinadas, Grupo 1, [pCI/VP6C] y HSVs[VP6C] y
Grupo 3, HSVs[VP6C] y [pCI/VP6C], los inmunizados con estrategias homoélogas, Grupo 2: [pCI/VP6C] y
Grupo 4: HSVs[VP6(C], finalmente los grupos control Grupos 5 y 6 inmunizados con [pCl-neo] y
HSVS[EGFP] respectivamente. Las curvas resultan de la mediciéon de anticuerpos por medio de ELISA
especifico para la determinacién de anticuerpos totales. Los dias post vacunacién y muestreo de suero,
son los que se muestran en el eje X. Los puntos representan los valores de D090 nm medios que se
alcanzan en cada grupo en diferentes dias de muestreo. Las barras de error muestran los errores estdndar
de la media.
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5.10.4 Respuesta humoral especifica para MSP5

En primera instancia se analiz6 el nivel de anticuerpos especificos generado
contra MSP5, por medio de un ELISA de competicién (cELISA) con un anticuerpo
monoclonal.. La respuesta generada, aplicando el esquema de inmunizaciones de la
Tabla 5, Seccion 4.25, indica que en los animales del grupo que recibi6 dos dosis de 10
pg de proteina recombinante rMSP5-MBP, elevo rapidamente la respuesta especifica de
anticuerpos a los 28 dpv, presentando un valor medio de DO=0,646. Luego de la dosis
de refuerzo con el mismo antigeno, se alcanza el maximo al dia 35 post-vacunacion, con
una D0=0,947. El grupo con un priming con rMSP5, que recibié un refuerzo con
HSVs[MSP5] de 10° UT, no mostré un aumento en el titulo de anticuerpos, pero éstos
anticuerpos se mantuvieron hasta 200 dpv (D0=0,606). En el grupo que recibié una
primera dosis de vector HSVs[MSP5], no indujo niveles de anticuerpos a los 28 dpv,
aunque luego del refuerzo con proteina rMSP5, se produjo un aumento rapido de
anticuerpos especificos, llegando a un nivel de DO=0,525 a los 200 dpv. Desde el dia 56
no se pudo detectar diferencias entre los grupos inmunizados con esquemas
heterdlogos vector/proteina o proteina/vector, registrandose valores de p mucho

mayores a 0,05.

En el final del experimento, a los 200 dias de la primera dosis, no se observaron
diferencias significativas en los niveles de anticuerpos alcanzados con dos dosis de
antigeno recombinante purificado (rMSP5/rMSP5), respecto al grupo estimulado
primero con HSVs[MSP5] seguido de rMSP5 (p=0,839), o el régimen de inmunizacién
invertido (p=0,999); (Figura 5.42).
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Figura 5.42. Cinética de anticuerpos monoespecificos de MSP5 medidos con cELISA. Respuesta de
anticuerpos estimulada luego de la administracién de HSVs[MSP5] y/o rMSP5-MBP, en ratones Balb/c.
Las curvas resultan de la medicién de anticuerpos por medio de ELISA de competicién con un anticuerpo
monoclonal, ANAF16C, por un epitope conservado de MSP5. Los dias post vacunacién son los que se
muestran en el eje X. Los puntos representan los valores de DO4os5nm medios que se alcanzan en cada
grupo en diferentes dias de muestreo. Las barras de error muestran los errores estandar de la media.

Grupos:  (0):  rMSP5/rMSP5;  (O):  rMSP5/HSVS[MSP5];  (A):HSVs[MSP5]/rMSP5;  (V):
HSVS[MSP5]/HSVS[MSP5]; (0): HSVS[EGFP]/HSVs[EGFP]

El régimen homologo de “prime-and-boost” con el vector amplicon,
HSVs[MSP5]/HSVs[MSP5], no gener6 aumento detectable de anticuerpos especificos y
fue indistinguible del grupo control negativo inoculado con HSVs[EGFP] (p=0,502)
(Figura 5.42).

En la evaluacion de los anticuerpos totales generados contra MSP5, se obtiene un
comportamiento similar (Figura 5.43), Confirmando los resultados obtenidos con la
medicion por cELISA, que solo indica la generacion de anticuerpos dirigidos contra un

epitope de la proteina MSP5 reconocido por el anticuerpo monoclonal ANAF16C1.

En sintesis, a los 28 dias, con una sola dosis, los regimenes que recibieron una
dosis de proteina recombinante presentan un aumento rapido del titulo de anticuerpos
no pudiendo diferenciarse significativamente entre si (p=0,05). En cambio, en el grupo
de animales vacunado con el vector vector amplicon HSVs[MSP5] no se aprecia la

aparicion de anticuerpos y no se diferencia del grupo control negativo (HSVs[EGFP]).

A partir del refuerzo (segunda dosis) con proteina rMSP5-MBP, se produce un
aumento de anticuerpos, incluido el grupo que recibi6 la primera dosis con HSVs[MSP5].
Este ultimo supera, aunque no significativamente al nivel de anticuerpos del grupo que
recibio la primera dosis de proteina y refuerzo con vector. Se observa que el refuerzo
con vector viral no produce aumento de anticuerpos pero mantiene sostenidamente el

nivel alcanzado por la primera dosis con proteina recombinante.

Alos 200 dias, el grupo que recibe las dos dosis de vector se mantiene negativo.
Los dos grupos de régimen heterologo llegan a niveles similares aunque con distinta
cinética, y el grupo inmunizado sélo con proteina, que alcanza los valores mas altos de

anticuerpos, comienza a descender a niveles similares a los dos grupos anteriores.
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Estadisticamente, para el caso del grupo rMSP5/rMSP5 comparado con el grupo
inmunizado con el esquema heterélogo, rMSP5-MBP/HSVs[MSP5] se determiné un
p=0,62 y para el grupo HSVs[MSP5]/rMSP5-MBP un p=0,075. Ademas los esquemas de
inmunizacién heterélogos tampoco presentan diferencias entre si, resultando del

andlisis un valor de p=0,869.
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Figura 5.43. Cinética de anticuerpos especificos totales de MSP5 medidos con ELISA. Respuesta de
anticuerpos estimulada luego de la administracién de HSVs[MSP5] y/o rMSP5-MBP, en ratones Balb/c.
Las curvas resultan de la medicién de anticuerpos totales por medio de ELISA. Los dias post vacunacion
son los que se muestran en el eje X. Los puntos representan los valores de DO4os nm medios que se
alcanzan en cada grupo en diferentes dias de muestreo. Las barras de error muestran los errores estdndar
de la media.

Grupos:  (0):  rMSP5/rMSP5;  (O):  rMSP5/HSVS[MSP5];  (A):HSVs[MSP5]/rMSP5;  (V):
HSVS[MSP5]/HSVS[MSP5]; (0): HSVS[EGFP]/HSVs[EGFP]

5.10.5 Ensayo de linfoproliferacion especifica en respuesta a MSP5

Los ensayos de linfoproliferacion se llevaron a cabo al finalizar la evaluacion del
perfil de anticuerpos, a los 200 dias post-primera dosis. Los resultados de este
experimento muestran la respuesta inmune celular, luego de estimular los cultivos de
esplenocitos obtenidos de los ratones de todos los grupos, con rMSP5-Hg 0 ConA como

pan-estimulador de respuesta celular.

Los [E de los grupos de ratones que recibieron una o dos dosis de los vectores
amplicon fueron mayores a los obtenidos en los grupos que recibieron dos dosis de
proteina recombinante purificada (Figura 5.44). El valor mas alto obtenido es el que se
registra en el grupo inmunizado con régimen heterdlogo en el cual se inmuniza primero
con la proteina recombinante purificada, seguido de 10°¢ particulas de vector amplicon

que expresa MSP5 (p=0.01).
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Figura 5.44. Ensayo de linfoproliferacion especifica con rMSP5. La respuesta de proliferacion, se
midi6 a 200 dias post-vacunacién. El indice de estimulacién se calculé6 como se indica en Materiales y
Métodos y los valores representan los valores medios obtenidos para cada grupo experimental, las barras
de error representan el desvio estdndar y los asteriscos sobre las barras resaltan los valores relevantes de
p: *p=0.04; **p=0.01; ***p=0.0006, entre los grupos indicados por las lineas.
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6 Discusion

El presente trabajo de tesis doctoral estuvo enmarcado en el consorcio de
colaboracion internacional del Proyecto HEVAR, enfocado en la generacidn y evaluacion
de vectores herpéticos contra infecciones por rotavirus, el agente etioldégico mas
importante de la diarrea con deshidratacidon, en bebés y nifios en los paises en
desarrollo. A nivel local, este proyecto reunio investigadores de la Universidad Nacional
del Litoral, la Universidad Nacional de Quilmes y del Instituto de Ciencia y Tecnologia
Dr. César Milstein de CONICET. Los grupos cientificos de la Universidad de Lyon
(Francia), Universidad de Zurich (Suiza) y Universidad de Ferrara (Italia), aportaron los
sistemas de vectores virales utilizados, y su extensa experiencia en terapia génica; el
grupo de la Universidad de Munich (Alemania) y la UNQ realizaron aportes sobre
aspectos inmunolégicos, y la UNL y CONICET sobre aspectos de biologia molecular,

cultivos celulares y virologia basica y molecular.

El proyecto de tesis estuvo centrado en la construccidn y producciéon de vectores
para la expresion de genes que codifican para proteinas estructurales del RV humano de
la cepa Wa del grupo antigénico A. En el desarrollo del trabajo se experimento la
expresion de genes reporteros (EGFP y B-galactosidasa), la producciéon de vectores
desarrollados por otros grupos del proyecto con un RV del grupo antigénico C y RV
animales de la cepa simia RRV y murina EC. Igualmente, investigadores del ICT Milstein-
CONICET habian trabajado previamente en la generacion de VLPs del Virus de la Fiebre
Aftosa con un amplicon herpético, y finalmente en el marco de este trabajo, se incorpor6
un proyecto colaborativo con INTA Rafaela sobre expresion de antigenos de la rickettsia

Anaplasma marginale.

De esta forma, se logré evaluar en forma primaria distintos sistemas de vectores

herpéticos expresando antigenos de diverso origen.

Los sistemas de virus defectivos y vectores amplicon basados en HSV-1 son muy
interesantes dado que, entre otras cosas, presentan una gran seguridad por su
incapacidad de producir progenie infecciosa y sintetizan las proteinas recombinantes
solamente en las células en las que ingresaron inicialmente. Esta sintesis en las células
transducidas, y la posterior presentacion antigénica al sistema inmunoldgico del
huésped, brinda el potencial de generar una respuesta inmune humoral y celular

especifica y duradera.
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Los resultados obtenidos en este trabajo se organizaron en tres secciones
diferenciadas: (i) la generacion de los vectores virales, (ii) la evaluacidon de expresion de
los transgenes, y (iii) la respuesta inmune generada luego de inoculacion de animales de

laboratorio con algunos vectores virales seleccionados.

6.1 Generacion de los vectores virales
Los vectores herpéticos generados fueron de distinto tipo:

1- Vectores virales herpéticos, basados en virus recombinantes defectivos en
su replicacion, delecionados en el gen ICP47 el cual participa en la evasion del sistema
inmunoloégico mediada por el virus, y en los genes esenciales inmediatos tempranos
ICP4 e ICP27 para impedir su replicacién. Estos vectores fueron desarrollados por el
grupo de los Dres. Alberto Manservigi y Peggy Marconi (Universidad de Ferrara, Italia) y
recibidos en el laboratorio para su produccion. Expresan proteinas estructurales de RV
de la cepa simia RRV y la cepa murina EC, y el virus parental que co-expresa la 13-
galactosidasa y EGFP, utilizado como control. Otro de los virus defectivos es el HSV-1
LaLA]J, que fue utilizado como virus colaborador en uno de los sistemas de produccién
de amplicones (Dr. Alberto Epstein, Universidad de Lyon). A este virus, al que se le ha
delecionado el gen esencial ICP4 y el factor de neurovirulencia ICP34.5, posee una
secuencia de empaquetamiento ectopica de HSV-1, flanqueada por sitios de

reconocimiento loxP, especificos para la recombinasa Cre.

2. Vectores virales herpéticos tipo amplicon, no poseen genes de herpesvirus,
tienen una gran capacidad transgénica, son utilizados para expresar multiples
proteinas, empaquetados dentro de particulas de HSV-1, ya sea por medio del virus
defectivo HSV-1 LaLA]J, o por medio de un bacmido (HSV-BAC) que porta el genoma de
HSV-1 modificado para proveer las funciones colaboradoras, sin tener la posibilidad de
empaquetarse. Utilizando como base los sistemas de plasmidos amplicon recibidos del
laboratorio del Dr. Alberto Epstein (Universidad de Lyon) y del Dr. Cornel Fraefel
(Universidad de Zurich), estos fueron modificados para la expresion de proteinas
estructurales de RV de la cepa humana Wa, de la proteina VP6 del RV tipo C no
cultivable, de la proteina no estructural NSP4 (toxina viral) y del gen MSP5 de la

rickettsia Anaplasma marginale.

3. Vectores virales herpéticos tipo display, disefiados para la expresion de

epitopes foraneos insertados en la glicoproteina gC. El vector base (el bacmido
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HSV[ApacA27]) fue recibido de la Universidad de Zurich, y en él se introdujo por
recombinacion homologa en un sistema procariota, el epitope inmunodominante RGD

del Virus de la Fiebre Aftosa.

Ademas de estos 3 tipos de vectores, se generé ademas una vacuna genética
convencional con la proteina VP6 de RV de tipo C, virus que tiene la particularidad de no
ser cultivable, y dos antigenos proteicos de subunidad con secuencias de la proteina

MSP5 de A. marginale, a fin de utilizarlos en experimentos in vivo e in vitro.

La mayor parte de los experimentos de este trabajo se realizaron con los
vectores amplicon. Todos los amplicones expresan el gen reportero EGFP. El vector base
monocistrénico que expresa solamente EGFP, se utilizdo como control negativo frente a
la expresion de los demas antigenos heterdlogos. A partir de uno de los plasmidos
proveniente de la Universidad de Zurich, se construyeron vectores bicistronicos para la
coexpresion de un gen heterdlogo (Gx) y el reportero EGFP (HSVs[EGFP/Gx]), y
tricistronicos, para la coexpresion de dos genes heterdlogos (Gx y Gy) y el reportero
EGFP (HSVp[EGFP/Gx/Gy]). Los plasmidos amplicdn fueron construidos con dos sefiales
de HSV-1, Oris para permitir el origen de replicacion de ADN, y pac para que curra el
empaquetamiento de ADN del vector. También se utiliz6 un promotor inmediato
temprano de HSV-1 (IE 4/5), y uno o dos sitios internos de reconocimiento por
ribosomas (IRES) derivados de picornavirus, la sefial de poliadenilacién de SV40 (pA),

para conducir la expresion de los genes heterologos.

En la siguiente Tabla se presentan los vectores mas importantes construidos en el

curso de este trabajo.



Tabla 6. Transgenes expresados en vectores herpéticos

Tipo de vector | Nomenclatura Proteina expresada
HSVs[VP6] VP6 (RV Wa)
HSVs[VP2] VP2 (RV Wa)
HSVp[VP6/VP2] VP6 + VP2 (RV Wa)
HSVs[VP7] VP7(RV Wa)
Vector HSVs[VP4] VP4 (RV Wa)
amplicon HSVp[VP7/VP4] VP7 + VP4 (RV Wa)
HSVs[NSP4] NSP4 (RV Wa)
HSVs[MSP5] AmMSP5
HSVs[VP6C] VP6 (RV tipo C)
HSVs[EGFP] EGFP
Virus display | HSV[ApacA27/RGD] RGD (VFA)
TOZGFP B-gal y EGFP
Virus TORRV-VP6 VP6 (RV EC)
recombinantes TOEC-VP6 VP6 (RV RRV)
HSV-1LaLA] helper
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6.2 Expresion in situ de genes de Rotavirus por medio de

amplicones herpéticos

La expresion de las proteinas de rotavirus por medio de los plasmidos amplicon

encapsidados con virus colaborador, fue detectada por IF y Western Blot, en células
transducidas no complementantes. Otros resultados mostrados en este trabajo fueron
realizados con plasmidos amplicon encapsidados con el sistema libre de virus

colaborador (bacmido HSV-BAC).

La expresion de las proteinas VP2, VP6, VP4, VP7 y NSP4 de RV humanos tipo A y
la de VP6 de RV tipo C fue realizada con éxito (Palacios C. y col,, 2015 y Rota R, Palacios
C y col,, en preparacion). Con los vectores “dobles” se buscé por un lado, comprobar la
posibilidad de expresar multiples proteinas simultaneamente, y por otro favorecer la

formacion de VLPs, lo cual no fue especificamente explorado en este trabajo, pero fue
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demostrado previamente en nuestro laboratorio con amplicones que expresan la
poliproteina P1 que forma la capside del Virus de la Fiebre Aftosa (D’Antuono y col,

2010) y por Laimbacher y col. (2012), para la cepa simia RRV de Rotavirus.
Con los vectores tricistronicos (HSVp[VP2/VP6] y HSVp[VP4/VP7]) fue

demostrada la expresion de las 3 proteinas, dos de rotavirus y EGFP, cuyas secuencias
se encontraban separadas por IRES derivados de picornavirus. Una observacion
importante es que dentro de cada unidad de expresion encapsidada los niveles de
expresion decrecen en la medida que los genes se distancian del promotor. Una mejora
sustancial del sistema, en especial para el caso de combinaciones de secuencias
codificantes mas largas o complejas, seria incorporar otro promotor delante del
segundo o tercer gen, en lugar del elemento IRES. Sin embargo, hay casos en que esta
expresion diferencial se podria utilizar ventajosamente experimentando con el orden de
los genes expresados, ya sea para lograr una combinacién estequiométrica mas
favorable a la formacion de VLPs, o bien para reducir los niveles de expresion en el caso
de proteinas con actividad enzimdtica que pueden ser toxicas para las células (como

ocurre con la proteasa 3C del VFA).

Otro aspecto muy importante que se demuestra claramente, es que los amplicones
son capaces de expresar los transgenes no solo en células transducidas en cultivo, sino
también in vivo, observandose la expresién a las 24 horas post-inoculacion de una
suspension de vectores amplicon que expresan EGFP en la oreja de un raton Balb/c (Fig.

5.18).

6.3 Display en membrana del epitope RGD del Virus de la Fiebre
Aftosa

El virus recombinante defectivo HSV[ApacA27/RGD], incorporé efectivamente la
proteina quimeérica gC-RGD a las particulas producidas (Fig. 5.22), aunque no se
detectaron anticuerpos contra el VFA luego de su inoculacion en ratones. Es posible que
el epitope, a pesar de ser expresado, no haya resultado expuesto de la manera correcta,
ya que en experimentos de deteccion realizados con anticuerpos conjugados con oro
coloidal, no se pudo marcar la envoltura de las particulas recombinantes obtenidas, por
lo que se necesita continuar trabajando en la mejora de esta construccion, y/o en las

condiciones de inmunizacion de los animales.
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Paralelamente, se demostré la posibilidad de utilizarlo como helper para
encapsidar ademas un plasmido amplicon con otro transgen (Fig. 5.24 y 5.25),
generando particulas herpéticas funcionales. Esto es promisorio ya que le otorga una
doble funcidn a este sistema particular, de expresion de un gen heterdlogo codificado en
el amplicon empaquetado, combinado con la presentacion de un epitope
inmunodominante del mismo u otro patdgeno, en la envoltura de la particula del vector

viral.

6.4 Expresion de antigenos de RV animales a través de herpesvirus

recombinantes defectivos

Los vectores virales basados en virus recombinantes se propagaron en monocapas
de la linea celular Vero-7b, que es la linea que complementa la replicacién de estos virus
defectivos, por medio de la expresién constitutiva de ICP4 e ICP27 de HSV-1. A
diferencia de los amplicones herpéticos, estos virus recombinantes son capaces de
replicar en las Vero-7b presentando un efecto citopatico caracteristico, de modo que se
puede monitorear el avance de la infeccibn por medio de la observaciéon por
microscopia de campo claro de las monocapas, asi como por observaciéon directa de la

expresion del gen reportero EGFP mediante microscopia de fluorescencia.

Cuando se infectan células que no complementan a estos virus defectivos, no se
observa efecto citopatico, pero se puede detectar la expresion del transgén heterologo,

(por ejemplo por IF) y del gen reportero EGFP.

Por otro lado, el virus defectivo HSV-1LaLA] se utilizé como colaborador para la
produccién de los vectores amplicon. Para determinar los titulos de los stocks de
vectores obtenidos con este virus “helper”, se utilizaron dos lineas celulares diferentes:
Gli36 y Vero-7b. En monocapas de células Gli36 se cuantifico el numero de particulas de
vectores amplicon transducidas por contabilizacion de las células positivas para GFP,
expresando el titulo de las producciones como Unidades Formadoras de Focos por
unidad de volumen (UFF/ml). Cabe destacar que en esta linea celular el virus

colaborador (HSV-1LaLAJ) no causa efecto citopatico.

Utilizando las células Vero-7b, que permiten la replicacion de HSV-1Lal4], se
contabilizaron las placas de lisis originadas por el virus colaborador, expresando el

titulo de los stocks como Unidades Formadoras de Placas por unidad de volumen
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(UFP/ml). Con este sistema de doble titulacion se pudo determinar la proporcion

vector/helper resultante de cada pasaje y en el stock final.

En el caso del virus recombinante TOZGFP, se observo la expresion de los genes
reporteros EGFP y [-galactosidasa, por medio de microscopia de fluorescencia y por

tincion con X-gal, respectivamente.

Los virus recombinantes TOECVP6 y TORRVVP6 mostraron una buena expresion
de VP6 comparable a la lograda con los vectores amplicén, pero resultaron inestables,
encontrandose que la expresion se va perdiendo con los pasajes sucesivos. Ensayos de
PCR sobre placas de lisis fluorescentes y no fluorescentes demostraron que no hubo
pérdida de los transgenes, por lo que se especula que podria ocurrir un silenciamiento
de la expresion con los pasajes sucesivos. Por este motivo, la produccion de este tipo de
vector herpético se discontinud, y los experimentos en animales se realizaron

fundamentalmente con los amplicones.

Ademas, en consulta con los demas integrantes del Proyecto HEVAR, fue sugerido
que la proteina VP6 causaria cierta toxicidad a las células transducidas en cultivo, lo que

podria favorecer el surgimiento de poblaciones que expresan niveles bajos del transgén.

6.5 Respuesta inmune a antigenos expresados a través de vectores
herpéticos
Para explorar el uso de estos vectores como candidatos vacunales, se realizaron

una serie de experimentos en animales con algunos de los vectores desarrollados.

En este trabajo se aplicaron estrategias “prime-and-boost” con la intencion de
establecer una respuesta inmune especifica aumentada, por medio de la generacion de
niveles elevados anticuerpos y de células T (Ramshaw y Ramsay, 2000). En muchos
casos descriptos en la bibliografia un régimen heterélogo resulta mas inmunogénico
que un régimen homologo, generando buena memoria inmunolégica (Kardani y col,,
2016; Lu, 2009). Por otro lado, si bien la presencia de anticuerpos anti-vector en el
huésped, pueden determinar la eficacia de las inmunizaciones (de Mare y col., 2008;
Saxena y col, 2013; Sprangers y col, 2003), existe evidencia obtenida por
investigadores del proyecto HEVAR (Lauterbach y col, 2005), y otros autores
(Brockman y Knipe, 2002; Hocknell y col,, 2002), de que la generacion de anticuerpos
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contra vectores basados en HSV-1, puede interferir con estos vectores, pero no de una

manera que inhibe completamente su efecto como vector viral.

En este sentido, en el presente trabajo se encontr6é que ratones inoculados con
vectores amplicon que expresan el gen msp5 de Anaplasma marginale, mostraron una
respuesta inmune celular interesante, en ausencia de adyuvantes y de genes herpéticos

(Palacios y col., 2014).

Adicionalmente, se determin6é que la combinacion de inoculaciones sucesivas
con amplicones y con subunidades proteicas del mismo antigeno (rMSP5) en un
régimen de tipo “prime-and-boost”, mostré que la respuesta humoral se desarrolla
rapidamente luego de la administracion del antigeno proteico, sea este inoculado antes
o después del vector amplicon. Con cualquiera de los regimenes (proteina sola o
régimen combinado vector/proteina, en cualquier orden) se alcanza, inclusive hasta

luego de 200 dias, el mismo nivel de anticuerpos (Fig. 5.42 y 5.43).

Sin embargo, en los ensayos de linfoproliferacion los indices de estimulacion
fueron superiores en el caso de los regimenes mixtos (Fig. 5.44), en comparacion con el
grupo que sdlo recibié la subunidad rMSP5 adyuvada. El grupo de ratones inmunizado
s6lo con vectores amplicon, mostr6 un indice de estimulacion mayor al del grupo
inmunizado solo con la subunidad rMSP5, aunque no se alcanzaron diferencias
significativas (Palacios y col, 2014). Consideramos que estos resultados son
importantes, ya que se ha demostrado que la induccion de tanto respuesta celular, como
de anticuerpos que estén dirigidos a antigenos de superficie, son requeridos en una
respuesta inmune protectora contra A. marginale (Brown y col., 1998; Han y col., 2010;
Suarez y Noh, 2011), y en los grupos inmunizados con una combinaciéon de

inmunogenos, se consigue una respuesta inmune balanceada de larga duracion.

Cabe destacar que en el sistema empleado, es posible coexpresar mas de un gen
heterdlogo, por lo tanto es promisorio también pensar en la presentacion de multiples
antigenos de superficie por medio de estos vectores virales. Hasta el momento en que se
publicaron los resultados de este trabajo, solo existia el reporte de un vector viral
(basado en virus Vaccinia), para la expresion de mspla de A. marginale (McGuire y col,,
1994), en el cual los autores demuestran la induccién de una respuesta humoral
especifica. El uso de vectores basados en HSV-1 no esta muy difundido como vector de

proteinas de origen bacteriano, sin embargo existen antecedentes de que con éste tipo
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de inmunodgenos, se generaria una respuesta celular importante y de larga duraciéon
(Lauterbach y col., 2004), coincidiendo parcialmente con los resultados de este trabajo,
por lo tanto consideramos una prueba de concepto interesante de que el sistema de

vectores basados en HSV-1, pueden ser utilizados como inmundgenos.

En ensayos en animales, realizados con el amplicén que expresa la proteina de
Rotavirus VP4 (HSVs[VP4]), se consiguié un estimulo de la respuesta humoral con un
titulo similar al de un suero de ratén inmunizado contra el virus completo, que se uso
como control (Fig. 5.40). Estos resultados son importantes en el sentido de que los
stocks de vectores producidos son capaces de sobre-expresar la proteina heterologa in
vivo, ademas de hacerlo también en cultivo de células de manera correcta (Fig. 5.2.5.1),
induciendo una respuesta inmune especifica con un antigeno que es responsable de la
generacion de anticuerpos neutralizantes. Recientemente se ha comprobado que otros
sistemas como Adenovirus, en un régimen homodlogo de “prime-and-boost”, no
estimulan una respuesta humoral elevada expresando este antigeno (Girard y col,
2013), lo cual no ocurre con este vector basado en HSV-1, que representa un

inmunogeno muy interesante para seguir explorando.

Con el vector amplicon que expresa la proteina VP6 del grupo C de RV, la
generacion de respuesta inmune humoral es muy interesante, ya, que se trata de un
grupo de virus patogenos de dificil replicacién en cultivos in vitro (Saif y col., 1988;
Shinozaki y col,, 1996; Tsunemitsu y col.,, 1991), resaltando la posibilidad de generar
vacunas de nueva generacion contra este tipo de agentes virales infecciosos. Respecto
de la vacuna genética basada en ADN, probablemente el adyuvante utilizado que forma
microparticulas oleosoas (“water-in-oil”) no ha sido el adecuado, y deberia analizarse

una metodologia de administracion mas apropiada.

En cuanto al uso de virus recombinantes, se pudo determinar que administrando
el virus recombinante TOZGFP por las vias i.p. y s.c. se obtiene una mayor respuesta que
por las otras vias ensayadas, con lo cual identificé cual de las vias es la mas adecuada
para utilizar con las vacunas experimentales derivadas de este vector, en las

condiciones de laboratorio y protocolos utilizados.

Ademas de los experimentos presentados en esta tesis, existen antecedentes
recientes muy interesantes respecto al uso de vectores amplicon para la expresion de

genes de Rotavirus y su uso como inmunogenos. En ensayos realizados en la UNQ por el
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Proyecto HEVAR, amplicones que expresan las proteinas VP2/VP6/VP7 de RV (cepa
simia RRV) fueron capaces de generar VLPs y en experimentos de desafio en un modelo
murino de la enfermedad, los ratones inmunizados fueron protegidos frente al desafio

con virus vivo homologo (Laimbacher y col., 2012).

Por otro lado, ratones inoculados con amplicones que expresan la poliproteina P1
(VP1, 2, 3, 4) del VFA, fueron protegidos en ensayos de desafio con Virus de la Fiebre
Aftosa, experimentos que fueron realizados en laboratorio de Bioseguridad NBS4 OIE,
INTA-Castelar (D’Antuono y col.,, 2010). Estos mismos vectores amplicon resultaron
superiores a vectores adenovirales que expresaban las proteinas de la capside de la

misma cepa viral del VFA, en ensayos de desafio in vivo (Romanutti y col., 2013).

Por lo expuesto, se considera que queda demostrada la prueba de concepto que se
planteo en la hipdtesis de este trabajo de tesis. Los trabajos con estos y otros vectores
que se generaron con posterioridad, continuan desarrollandose en forma individual o
bilateral entre los ex-integrantes del Proyecto HEVAR, y con otros consorcios
internacionales formados recientemente, especialmente en este caso para su uso como

terapia génica en neurobiologia y cancer.

7 Conclusiones

e Se construyeron diferentes vectores herpéticos, y se caracterizaron molecularmente,
mediante mapeo con enzimas de restriccidn y secuenciacion de las regiones
modificadas.

e Los patrones de expresion de los genes estructurales de RV fueron los esperados.

e Se detecté la expresion de la proteina RV/VP6 por IF, formando un patrén de
tubulos y fibras que son caracteristicas de la infeccion natural por RV. También fue
detectada por Western Blot, tanto en el vector simple, HSVs[VP6], como en el doble,
HSVp[VP6/VP2].

e La expresion de la proteina RV/VP2, se detectd por medio de IF, luego de
transduccion con el vector HSVs[VP2], y por Western Blot con el vector
HSVp[VP6/VP2].

e La expresiéon de la proteina RV/VP7 se observé con un patrén difuso en el
citoplasma celular, tanto con el vector simple HSVs[VP7], como con el doble

HSVp[VP7/VP4].
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Se detectd la expresion de la proteina RV/VP4 con los vectores HSVs[VP4] y
HSVp[VP7/VP4].

La expresion de la toxina viral NSP4 se detectd6 mediante Western Blot como una
sola banda de aproximadamente 20 KDa, coincidiendo con una de las formas
glicosiladas que se observan en monocapas de células MA104 infectadas con RV.
Interacciones de proteinas virales y celulares: se observo la co-localizaciéon de la
proteina RV/VP4 con filamentos celulares de actina.

Se detectd por IF la expresion de la proteina MSP5 de la rickettsia A. marginale,
utilizando el vector amplicon HSVs[MSP5]. El patron de IF indicaria la asociacion de
MSP5 a membranas celulares, considerando que es una proteina que tiene una
region transmembrana.

Los virus herpéticos recombinantes mostraron una expresion de la proteina
RV/VP6, comparable a la de los amplicones, con la desventaja que resultaron
inestables luego de pasajes sucesivos.

El gen EGFP, utilizado como reportero para la titulacidn de los stocks producidos, se
pudo visualizar por microscopia de fluorescencia en todas las construcciones.

Se pudo observar expresion de GFP in vivo con el vector amplicon HSVs[EGFP].

Se establecié una plataforma de trabajo para la produccion de los distintos vectores
herpéticos, estandarizando los parametros de cultivo, transfeccidn, infeccion y
titulacion.

Animales inmunizados con el virus recombinantes TOZGFP desarrollo una respuesta
humoral por dos vias diferentes, generando un antecedente muy importante para
futuros experimentos.

Los animales inoculados con diferentes vectores amplicon, evidenciaron una
respuesta inmune humoral y celular.

En el caso de la proteina MSP5 de A. marginale, la combinacion de vector amplicon
con subunidades proteicas en un régimen de inoculacion de “prime-and-boost”,
mostro que la respuesta humoral es mas rapidamente desarrollada por la proteina,
pero que la combinacién con el vector permite desarrollar una respuesta celular
importante cuando se compara a la generada solamente con proteina recombinante
adyuvada.

El uso de estos sistemas de vectores virales no replicativos de nueva generacion,

junto con estrategias de “prime-and boost”, muestran ser inmunogénicos contra los
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antigenos analizados, y por lo tanto el establecimiento de esta plataforma
representa una herramienta adicional a tener en cuenta, para la lucha contra

enfermedades virales en el area veterinaria y humana.
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9 Anexos

9.1

9.2

Anexo I. Clonado molecular de genes heterdlogos para incluir en

los vectores herpéticos y oligonucledtidos iniciadores utilizados.

Anexo II. Lista de publicaciones derivadas del trabajo realizado

con vectores virales basados en HSV-1.
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1 Oligonucleotidos iniciadores especificos utilizados

Todoslos oligonucleétidos iniciadores especificos utilizados, se describen a continuacién
en sentido 5’ a 3’, indicando la secuencia blanco para el que fueron disefiados. También se
especifica si son polaridad positiva: F, o polaridad negativa: R, y entre paréntesis si

adicionalmente poseen algun sitio reconocido por enzimas de restriccion.

Los oligonucleétidos iniciadores utilizados para los clonados, fueron sintetizados por
Sigma-Aldrich, Inc, SL, EUA y los oligonucleétidos iniciadores internos, utilizados para las

reacciones de secuenciacidn, se obtuvieron de Microsynth AG, Balgach, Suiza.

2 Construccion del plasmido amplicén tricistronico [pHSV-Doble-EGFP]
El plasmido amplicon tricistronico [pHSV-Doble-EGFP] se construyo, por modificacion de
un vector tetracistrénico, para la coexpresion de tres genes, dos de ellos pertenecientes a

rotavirus, y el tercero a un gen reportero: VP6/VP2/EGFPy VP7 /VP4 /EGFP.

En primera instancia se digirié el plasmido [pHSV-Triple-EGFP] con las ER Sall y Sacl, y
se aislé el ADN que contiene las secuencias del marcador de seleccion f-lactamasa (AmpR),
EGFP, pUC ori, sefiales pac y oriS, y promotor 4/5 de HSV-1. El mapa del plasmido parental
[pHSV-Triple-EGFP], y los sitios de restriccion utilizados (Sall y Sacl), se muestran en la Figura
[.1a.

a 1 2 3
pUC ori //oriS
( ~_415Prom (HSV-1)
N pHSV-Doble Fow
2000
Sall (1040)
IRES1 ) 1500 1349 pb
AmpR ) 1000 1
[pHSV-Triple-EGFP] Notl (1686)
7529 bp b 646 pb
IRES Il
Xhol (2358) 500
o - .
an/:;7// \ ..
S PHSV-Doble Rev

100

PolyA (SV40) Sacl (3042)

'EGFP

Figura I.1.a. Esquema del plasmido [pHSV-Triple-EGFP]. Fue utilizado como
molde para obtener el plasmido [pHSV-Doble-EGFP]. (b). PCR del fragmento
doble. Calle 1 Marcador de tamafio molecular, 100 pb, PB-L Products, a laizquierda
se indican los tamafios moleculares. Calle 2 y 3, PCRs de los IRES amplificados.

Por otro lado, se amplificaron por PCR las dos secuencias IRES con sus respectivos sitios

de clonado, utilizando los oligonucleétidos pHSV-Doble-F y pHSV-Doble-R (Tabla L.1) que
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hibridizan especificamente en los extremos de las secuencias IRES. Se purific6 a partir de gel de

agarosa el fragmento de 1349 pb que contiene las se cuencias mencionadas, Figura [.1.b.

Tablal.1.0ligonucledtidos iniciadores especificos utilizados parala construcciény secuenciacion

del plasmido amplicon [pHSV-Doble-EGFP].

Secuenciade oligonucleo6tidos
iniciadores

Nombre Construccion

pHSV-Doble F (Sall) GTCGACTTCGAAAAGCTTTTAAAAC

[pHSV-Doble-EGFP]
pHSV-Doble R (Sacl) | GAGCTCAGTGGACACCTGTAC

El producto purificado se clond en el plasmido [pGEM®-T Easy] (Promega, WI, EUA), y
con la mezcla de ligacion se transformaron bacterias E. coli DH10B quimicamente competentes.
Las colonias recombinantes fueron seleccionadas por medio del sistema de a-complementacion,
con X-gal como sustrato, y el correspondiente ADN plasmidico fue analizado por digestion con
la ER Notl. En la Figura 1.2.a, se muestran los sitios de corte de Notly en la Figura 1.2.b, el patrén
de bandas esperado (~3000 pb del plasmido, y como doble banda 717 y 647 pb

correspondientes al inserto).

A Notl (4348) b
a T7 primer/promoter r) PHSV-Doble Fow
M13Fow

3 4 5 &

1 2
Notl (648) '.- ' ‘.

IRES II

1000
pHSV-Doble Rev = — - - ew L] - !
e

B Notl (1367)

IRES |
|aco\

[PGEMTEasy/Doble]
4364 bp

F1ori

7
- 2000
SN 1iod

AmpR

SP6 promoter
M13Rev

Figura I.2.a. Mapa del plasmido [pGEM®-T Easy/Doble]. Se indican los sitios de corte
de la enzima Notl, utilizados para la seleccion de clones. (b) Andlisis del patrén de
restriccion de clones recombinantes. En calles 1 a 6, se indican los productos
esperados de 717 y 647 pb (flechas negras). Calle 7, marcador de tamafio molecular de
100 pb (PB-L Products), ala derecha se indican los tamafios moleculares. Gel de agarosa
0,7%.

Los clones positivos seleccionados [pGEM®-T Easy/Doble] se enviaron a secuenciar
(Macrogen, Corea del Sur), y posteriormente se realiz6 digestion con las ER Sacl y Sall, para
liberar el fragmento (Doble-IRES). Por otro lado se traté al fragmento [pHSV] digerido con las
mismas enzimas, con la fosfatasa CIP (New England BioLabs, Inc. Ipswich, MA, EUA). Ambas

partes a ser ligadas se purificaron a partir de gel (Figura L.3).
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2000
150400
1000

Figura L.3.Fragmentos purificados para =
obtener [pHSV-Doble-EGFP]. Calle 1,
marcador de tamafo molecular de 100 pb
(PB-L Products), ala izquierda se indican
los tamafios moleculares; Calle 2,
fragmento [Doble-IRES]; Calle 3,
fragmento  [pHSV] purificado. Ambos
fragmentos estan digeridos con Sacl y Sall.
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Con la reaccion de ligacion se transformaron bacterias competentes, y se seleccionaron
clones recombinantes, por medio de PCR a partir de colonias (Figura [.4), utilizando

oligonucleotidos especificos, indicados en la Tabla I.1.

1 2 3 4 5 6

o -

Figura 1.4. Seleccion de ..

clones de [pHSV-Doble-
EGFP] por medio de PCR
a partir de colonias. Calle
1, marcador de tamafio
molecular de 100 pb (PB-L
Products), a laizquierda se
indican los  tamafios
moleculares; calle 2 y 6,
clones positivos; calles 3 a

5, clones negativos.

b
F Ll ]
0 o ey w-
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2.1 Anadlisisderestricciondel plasmido [pHSV-Doble-EGFP]

Dos de los clones positivos [pHSV-Doble-EGFP] se analizaron utilizando las ER Sall y
EcoRI (ver mapa en la Figura 1.5.a). El fragmento liberado, de un tamafio de 2069 pb, confirma la

presencia del inserto y orientacidn correcta (Figura 1.5.b).
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Figura 1.5.a. Mapa del plasmido [pHSV-Doble-EGFP], se indican los sitios Sall y
EcoR], utilizados para mapeo de restriccion. (b) Analisis del patron de restriccion
de clones [pHSV-Doble-EGFP]. Calle 1, marcador de tamafio molecular 1 kpb ADN
(Invitrogen), a laizquierda se indican los tamafios moleculares; calles 2 y 3, clones
de [pHSV-Doble-EGFP] digeridos con Sall y EcoRI.

3 Amplificacion y clonado delos genes de Rotavirus Wa

3.1 Obtencionde genesderotavirus Wa

Paralos genes de RV cepa Wa (VP6, VP2, VP7, VP4 y NSP4), se realiz6 una estrategia de
clonado en plasmidos intermediarios, seguida del clonado de los marcos abiertos de lectura en
los diferentes plasmidos amplicén. Como molde se utilizaron plasmidos conte niendo los genes
de RV Wa. En la Tabla 1.2 se describen los oligonucle6tidos utilizados y los plasmidos destino
para cada marco abierto de lectura. Estas construcciones fueron realizadas y proporcionadas a
los distintos grupos de investigacion participantes del Proyecto HEVAR.

Tabla L.2. Oligonucledtidos iniciadores especificos utilizados para el clonado de genes de RV Wa
en plasmidos pCR4-TOPOy pCR2.1-TOPO.

Secuenciade oligonucleétidos Plasmido Gen- N°de
iniciadores (5’-3’) destino acceso NCBI

Wa-VP2 F TAAAGGCTCAATGGCGTACAGG

Nombre

pCR4-TOPO VP2 -X14942.1
Wa-VP2 R ACAGTGGGGTTGGCGTTTAC

Wa-VP4 F GGCTATAAAATGGCTTCG

pCR2.1-TOPO VP4 -L34161.1
Wa-VP4 R AGCGTTCTCACAACTTACAT

Wa-VP6 F GGCTTTTAAACGAAGTCTTC

pCR2.1-TOPO VP6 - K02086.1
Wa-VP6 R GGTCACATCCTCTCACTACA

Wa-VP7 F GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG

pCR4-TOPO VP7 - M21834
Wa-VP7 R GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG

Wa-NSP4 F CGGAAAGATGGAAAAGC

pCR2.1-TOPO NSP4 - AF093199
Wa-NSP4 R ACAGACGACGGTAACTCAAC
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3.2 Amplificacion de genes estructurales de RV humano cepa Wa

Las reacciones de PCR se controlaron por medio de electroforesis en gel de agarosa al
0,7%, utilizando TBE como solucion tampoén. A los productos de PCR se los traté con Taq ADN
polimerasa, para adicionarle la base nucleotidica A en los extremos, para permitir el clonado en
los sistemas TA. Para cada procedimiento, los productos se purificaron mediante kit de
purificacién para productos de PCR (N° cat.: 20021, Qiagen, EUA), cuantificando por medio de

gel de agarosa.

3.2.1 Condicionesde lasreacciones de PCR

Cadareaccion de amplificacion se prepard de la siguiente manera: un volumen de 1 pL de
una dilucién de ADN plasmidico molde (1 a 10 ng), conteniendo uno de los genes de RV Wa en
cada reaccion; 0,4 mM dNTPs; 2,5 uL de buffer para PCR 10X; 1 pL de cada oligonucledtido
iniciador especifico (10 pmol/uL); 0,2 U de ADN polimerasa Pfu (PB-L Products) y H20 csp 25
uL. Las condiciones de amplificacién para todos los genes fueron: 1 ciclo [94°C 3 min.], 5 ciclos
[94°C 1 min., X"C 1 min., 72°C Z min.] y 35 ciclos [94°C 1 min., Y°C 1 min. y 72°C por Z min]. Los
valores X, Yy Z, se ajustaron de acuerdo a cada fragmento a amplificar. Para Wa-VP2 y Wa-VP4:
X=55;Y=157;7Z=2,5.Para Wa-VP6, Wa-VP7 y Wa-NSP4: X= 52; Y=55;Z= 1. Los oligonucleétidos

iniciadores especificos utilizados se detallan en la Tabla 1.3.

Tabla L.3. Oligonucledtidos iniciadores especificos utilizados para la amplificacion y clonado de
VP6,VP2,VP7,VP4y NSP4.

Nombre Secuencia nucleotidica Construccion
Wa-NSP4 F (Sall) GTCGACATGGAAAAGCTTGCCGACCT C

[pHSV-NSP4/EGFP]
Wa-NSP4 R (BstBI) | TTCGAATCACATGGATGCAGTCAC

Wa-VP4 F (Sall) GTCGACATGGCTTCGCTCATTTATAG
[pHSV-Wa-VP4/EGFP]
Wa-VP4 R (BstBI) TTCGAATCACAACTTACATTGTAG
Wa-VP6 F (Sall) GTCGACATGGAGGTTCTGTACTCAC [pHSV-VP6/EGFP]
Wa-VP6 R (BstBI) TTCGAATCACTTAATCAACATGCTTC [PHSV-VP6/VPZ/EGFP]
Wa-VP2 F (Clal) ATCGATATGGCGTACAGGAAGCG
[pHSV-VP6/VP2/EGFP]
Wa-VP2 R (Clal) ATCGATTTACAGTTCGTTCATAATGC
Wa-VP7 F (Nrul) TCGCGAATGTATGGTATTGAATATAC [PHSV-VP7 /EGFP]
Wa-VP7 R (Nrul) TCGCGACTATACTCTATAATAAAAAG [PHSV-VP7/VP4/EGFP]

Wa-VP4 F (Notl vector) | ATGGCTTCGCTCATTTATAGGC

[pHSV-VP7/VP4/EGFP]

Wa-VP4 R (Bcll) TGATCACAACTTACATTGTAGTATTAAC
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Los productos de las PCR correspondientes a VP6, VP2, VP7 y VP4, se analizaron y

purificaron a partir de gel de agarosa (Figura L.6).

3.2.3 Identidad parcial por mapeo de restriccion de genes estructurales

LT =

§ EspzEEE

Figura 1.6. Productos de PCR de genes estructurales de RV Wa. Gel de
agarosa 0,7% mostrando los productos de PCR correspondientes alos genes
de RV cepa Wa. Calles 1y 2,Wa-VP2 (2673 pb); calles 3 y 4, Wa-VP4 (2328
pb); calles 7y 8, Wa-VP6 (1194 pb); calles 9y 10, Wa-VP7 (981 pb), calle 5,
marcador de tamafios molecular de ADN Lambda HindIll (PB-L Products) y
calle 6, marcador de tamafio molecular de 100 pb (PB-L Products), a la
izquierda M(5) y derecha M(6) se indican los tamafios moleculares.

Para tener una primera confirmacion de la identidad de los productos amplificados, se

analizé el patréon de digestion de los mismos, utilizando diferentes enzimas de restriccion

(Figura 1.7).

Figura L.7. Analisis del patréon de restriccion
de genes estructurales de RV Wa. Calle 1,
marcador de tamafio molecular 100 pb (PB-L
Products), a laizquierda se indican los tamafios
moleculares; calle 2, Wa-VP2, digerido con
HindIll (1103 y 1582 pb); calle 3, Wa-VP4
digerido con Pstl (312 pb (flecha amarilla) y
2016 pb); calle 4, Wa-VP6 digerido con Bglll
(508 y 698 pb); calle 5, Wa-VP7 digerido con Sall
(391 y 602 pb).
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3.3 Clonado delassecuencias que codifican para VP6,VP2,VP7,VP4 y NSP4

Los productos de PCR correspondientes a VP6 y VP4 se clonaron en el plasmido [pGEM®-
T Easy] (Promega, WI, EUA), mientras que VP7 y VP2 fueron clonados en el plasmido [pCR2.1
TOPO] (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para cada uno de los genes, se seleccionaron colonias positivas por PCR, éstas se

analizaron parcialmente con enzimas de restriccién y posteriormente por secuenciacion.

3.3.1 Clonado de Wa-VP6, para los plasmidos amplicon simpley doble

Luego de la seleccion de colonias, se analizaron clones de [pGEM/Wa-VP6] por medio de
una digestién secuencial con las enzimas de restriccion BstBI y Sall (Figura 1.8.a y 1.8.b). El
producto de uno de los clones positivos se purificé y cuantificé a partir de gel, para posteriores

reacciones.

1 2 3 4 5 Sall (72)

- !

HITE = i

s S -‘4-
sl [PGEM/Wa-VP6]

e 1221 bp
zain - - —

Wa-VP6

AmpR BstBI (1273)

Sall (1297)

Figura 1.8.a. Andlisis del patron de restriccion de clones de [pGEM®-T Easy/Wa-
VP6], con BstBI y Sall, Calle 1, marcador de tamafio molecular 1 kb ADN (Invitrogen),
ala izquierda se indican los tamafios moleculares; calles 2 y calle 4, clones positivos
liberando el fragmento de 1200 pb; calle 3, clon negativo; calle 5, producto de PCR de
Wa-VP6 como control (flecha amarilla). (b). Mapa del plasmido [pGEM®-T Easy/Wa-
VP6]. Se indican los sitios Sall y BstBI utilizados.

3.3.2 Clonado de Wa-VP2 para los plasmidos amplicon simple y doble

El gen Wa-VP2 se obtuvo por digestion de un clon positivo para [pCR®2.1-TOPO®/Wa-
VP2] conla enzima de restriccion Clal. El producto de uno delos clones positivos se purific6 para

posteriores reacciones de ligacion (Figuras 1.9.ay 1.9.b).
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Figura 1.9.a. Analisis del patrén de restriccion de clones [pCR®2.1-TOPO® /Wa-VP2]
con Clal. Calle 1, marcador de tamano molecular 1 kb ADN (Invitrogen), a laizquierda se
indican los tamanos moleculares; calles 2 y 5, clones positivos; calle 8, producto de PCR de
Wa-VP2 (flecha negra). (b). Mapa del plasmido [pCR®2.1-TOPO®/Wa-VP2]. Se indican
los sitios de restriccion Clal, que se utilizaron para liberar el inserto.

3.3.3 Clonado de Wa-VP7 para los plasmidos amplicén simple y doble

Para obtener el marco abierto de lectura correspondiente a Wa-VP7, se digiri6 ADN
plasmidico de 10 colonias con la enzima Nrul, Figuras 1.10.a y .10.b. El producto de digestion del

clon positivo para [pCR®2.1-TOPO®/Wa-VP7] se purifico y se cuantificO para posteriores

reacciones de ligacion.

a b
12 3 45 6 7 8 9 1011 Nrul (317)

Wa-VP7
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[PCR2.1 TOPO/Wa-VP7]
- AmpR 4924 bp

Nrul (1304)

KanR

Figura 1.10.a. Analisis del patron de restriccion de clones [pCR®2.1-TOPO®/Wa-VP7]. Se
digirié con la ER Nrul. Calle 1, marcador de tamafio molecular de 1 kb ADN (Invitrogen), a la
izquierda se indican los tamafios moleculares; calles 2 a 11, clones digeridos con Nrul; calle 8,
plasmido positivo que libera banda correspondiente a Wa-VP7 (flecha negra). (b). Mapa del

plasmido [pCR®2.1-TOPO®/Wa-VP7]. Se muestran los sitios Nrul utilizados para el andlisis
de los clones que contienen VP7.
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3.3.4 Clonado de Wa-VP4 para los plasmido amplicon simple y doble

El clonado de Wa-VP4 se realiz6 en el vector [pGEM®-T Easy] (Promega, WI, EUA), se
transformaron bacterias E. coli DH10B, y se realiz6 una selecciéon de clones recombinantes

mediante PCR a partir de colonias, seguida de digestion con la enzima Notl de uno de los grupos

analizados (Figura .11).

Figura I.11. Analisis del patrén de !
restriccion de clones [pGEM®-T . = = H
Easy/Wa-VP4]. Calle 1, marcador de

tamafo molecular 100 pb (PB-L :m_
Products), a la izquierda se indican |
los tamanos moleculares; calles 2 a 6, .

digestion con Notl; calle 3, clon
positivo (3000 y 2374 pb); calle 7,
Producto de PCR Wa-VP4 (2340 pb). 120

Para generar el plasmido amplicon doble, Wa-VP4 se clond nuevamente, pero utilizando
otro oligonucleétido iniciador especifico antisentido (Tabla 1.2). Uno de los clones de [pGEM®-T
Easy/Wa-VP4] positivos por PCR (Figura .12.a), se digiri6 con las enzimas Notl y Bcll, como se
muestra esquematicamente en la Figura 1.12.b, para obtener el marco abierto de lectura para el

siguiente paso de clonado molecular.

Narl {443

WaiPd

[PGEMTEasy/Wa-VP4]

(LU

Figura I.12.a.Seleccion de clones [pGEM-T Easy/Wa-VP4] por medio de PCR a
partir de colonias. Calle 1, marcador de tamafio molecular ADN HindIIl (PB-L
Products), a la izquierda se indican los tamafios moleculares; calles 3 y 7 clones
[PGEM®-T Easy/Wa-VP4]| positivos (flechas amarillas). (b). Mapa del plasmido
[PGEM®-T Easy/Wa-VP4]. Se muestran los sitios Notl y Bcll utilizados para liberar
el inserto que contiene a VP4.
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3.3.5 Clonado de Wa-NSP4 para el plasmido amplicon simple

El producto de PCR de Wa-NSP4 se cloné en el vector [pGEM®-T Easy] (Promega, W],

EUA) y se seleccionaron por PCR los clones recombinantes (Figura 1.13).

Figura 1.13. Seleccion de clones
[PGEM®-T Easy/Wa-NSP4] por medio
de PCR a partir de colonias. Calle 1,
marcador de tamafio molecular de 100 pb kil

(PB-L Products), ala izquierda se indican E

los tamafios moleculares; calles 2 y 3 dos o — ——
grupos de 5 colonias cada uno; calles 4 y 5 —

controles negativo y positivo para Wa-
NSP4 respectivamente.

Eauy -
- L]

Un grupo de clones positivos por PCR, para Wa-NSP4, se analizé individualmente por
digestion con la enzima EcoRl y se determin6 de esta manera los clones con un patrén especifico
de bandas (2997,453 y 105 pb), como se muestra en la Figura 1.14. Uno de los clones positivos
[PGEM®-T Easy/Wa-NSP4] se envi6 a secuenciar, para obtener el fragmento de Wa-NSP4, se

digirié con Sall y BstBl, y se purifico a partir de gel de agarosa.

a b

EcoRl (3462) BstBI (3553) 1 2 3 4 5 &

Wa-NSP4

EcoRI(11) Sall (31)
Sall (3018)

EcoRI (3008)

[PGEMTEasy/Wa-NSP4]
3557 bp

526 E &

F1ori

%536

1 R 1

1
8

AmpR

Figura I.14.a. Esquema del plasmido [pGEM®-T Easy/Wa-NSP4]. Se indican los
sitios de corte de la enzima EcoRI (b). Analisis del patron de restriccién de clones
[PGEM®-T Easy/Wa-NSP4]. Calles 1 a 4, clones positivos, tienen bandas de 105, 453
(flechas negras) y 2997 pb; calle 5, clon negativo; calle 6, marcador de tamafio
molecular de 100 pb (PB-L Products), a la derecha se indican los tamafos
moleculares.

3.4 Oligonucleotidosiniciadores especificos utilizados para secuenciacion.

Ademas de los oligonucleotidos iniciadores especificos utilizados para amplificar los

marcos abiertos de lectura, se utiliz6 una serie de oligonucleétidos iniciadores especificos
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internos para poder cubrir completamente la secuencia nucleotidica de los genes amplificados

(Tabla 1.4).

Tabla I.4. Oligonucledtidos iniciadores utilizados para completar los datos de las secuencias de
los genes amplificados.

Secuencia delos oligonucledtidos | Gen - N° de acceso
Nombre ... P
iniciadores (5’-3") NCBI
Wa-VP2-1 F AGTTGTAGATTCTGAAACGGC
Wa-VP2-2 F TTATATCTGGTATGTGGCTATTG
Wa-VP2-3 F TTGAAAAGATTGCAAATTTTTGATG
VP2 - X14942.1
Wa-VP2-4 R CTCATATCTGCAATGAATCTTC
Wa-VP2-5 R GCTATTTGAAACGGAGTCTG
Wa-VP2-6 R ATATCAAGTCTTCGTCTTTC
Wa-VP4-1 F CATTCAGAATTTTACATTAT
Wa-VP4-2 F GAGTTACATTATCCACGCAA
Wa-VP4-3 R TGAAACTATAATGTCTTC
VP4 - 134161.1
Wa-VP4-4 R TCAATCAATTGTGCCATAGC
SP6 promoter TATTTAGGTGACACTATAG
T7 promoter TAATACGACTCACTATAGGG

4 Amplificacion y clonado molecular de msp5 de A. marginale

En la Tabla L5, se detalla la secuencia y polaridad de los oligonucleé6tidos iniciadores
especificos utilizados para la construccion del plasmido amplicon [pHSV-MSP5/EGFP], y los
plasmidos de expresién en E. coli, [pRSETA/MSP5] y [pMAL-c2X/MSP5]. El clonado de MSP5 en
[pPGEM-T Easy] (Promega, WI, EUA) y el clonado en los plasmidos [pRSETA] (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) y [pMAL-c2X] (New England Biolabs, UK), se realizaron en colaboracién con

el Laboratorio de Inmunologia de la Estacion Experimental INTA de Rafaela.

Tablal.5. Oligonucleo6tidos iniciadores especificos para el clonado molecular de MSP5.

Secuencia de Gen - N° de
Nombre oligonucledtidos Plasmido acceso
iniciadores (5'-3") NCBI

MSPS5 F (Sall) GTCGACACCATGAGAATTTTCAAG

[pHSV-MSP5/EGFP]
MSP5 R (BstBI) | TTCGAACTAAGAATTAAGCATGTGAC

[PRSETA/MSP5] MSPS

MSP5 F (BamHI) | GGATCCATGAGAATTTTCAAG M93392

y
[PMAL-c2X/MSP5]
MSPS R (Pstl) | CTGCAGCTAAGAATTAAGCATGTGAC | [pMAL-c2X/MSP5]

MSP5 R (Xhol) CTAAGAATTAAGCATGTGAC [PRSETA/MSP5]
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5 Amplificacién y clonado de VP6 de RV Grupo C

5.1 PCRde VP6Cfusionadoaepitope HA

Utilizando oligonucleétidos iniciadores especificos, se amplific6 el marco abierto de
lectura de VP6C fusionado al epitope HA, en posiciéon carboxi (C-) 6 amino (N-)-terminal. En la
Figura .15, se muestra sélo el producto de PCR con la secuencia de HA fusionada al extremo N-

terminal, como molde se utiliz6 el plasmido [pHSV-VP6C/EGFP].

§ = aorz
= 3054

~ s
- 153

- 1008

Figura 1.15. Amplificacion por PCR del marco
abierto de lectura de VP6C. Calle 1, control de
negativo; calle 2, PCR de HA-VP6-C, utilizando como
molde [pHSV-VP6C-IRES-EGFP]; calle 3, marcador de
tamafio molecular 1 kpb ADN (Invitrogen), a la derecha
se indican los tamafios moleculares.

5.2 ClonadodeVP6deRV grupo C

Serealizé el clonado en [pGEMe-T Easy] (Promega, W1, EUA), siguiendo las instrucciones
del fabricante, y luego de transformar E. coli competentes, se seleccionaron clones positivos con

Xhol y Notl (Figural.16.ay 1.16.b).
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Figura 1.16.a. Esquema de plasmido [pGEM®-T Easy/HA-VP6C]. Se indican los sitios
de restriccion Notl y Xhol. (b). Andlisis del patrén de restriccién de clones de [pGEM-
T Easy/HA-VP6C]. Calles 1 y 4, clones positivos, liberan un fragmento de
aproximadamente 1200 pb;. calle 6, marcador de tamafio molecular 1 kbp ADN
(Invitrogen), ala derecha seindican los tamafios moleculares.
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6 Oligonucledtidos iniciadores especificos para [pAEUA2/3-gal]
En la Tabla 1.6, se muestran los oligonucle6tidos iniciadores especificos utilizados para la

secuenciacion de plasmido amplicon que codifica para la $-galactosidasa de E. coli.

Tabla 1.6. Oligonucledtidos iniciadores especificos para la secuenciacion de construccion
[pPAEUA2 /B-gal].

Secuencia de oligonucledtidos Construccion
Nombre . e x ) o .
iniciadores (5’-3’) destino
pAEUA2 F TCTCCACAGGTGTCCACTCC
pAEUA2 R AGTTGTGGTTTGTCCAAACTC
[PAEUAZ-B-gal]
CMV-F CGCAAATGGGCGGTAGGC GTG
Beta 2 TTGGCGTAAGTGAAGCGACCC

7 Oligonucledtidos iniciadores especificos de VP6 de RRV

Para la amplificacion y analisis molecular del marco abierto de lectura de VP6 de RRV, se
utilizaron los oligonucleé6tidos iniciadores descriptos en la Tabla L.7. Estos oligonucle6tidos
iniciadores se utilizaron para el analisis y secuenciacion de clones de virus recombinante
TORRVVP6. También se muestran los oligonucledtidos iniciadores utilizados para amplificar

EGFP, utilizados en la construccion de plasmidos amplicon.

Tablal.7. Oligonucled6tidos iniciadores especificos paraVP6 de rotavirus de simio (VP6-RRV) yla
proteina fluorescente verde (EGFP).

Nombre Secuencia de oligonucledtidos Plasmido Gen - N° acceso
iniciadores (5’-3’) destino NCBI
RRV-VP6 F ATGGATGTCCTATACTCTTTGTC [pGEM®-T Easy] | VP6 - EF583009.1
RRV-VP6 R CCGAATTCATTTAATGAGCATGCTTC y
[PAEUA2/RRV-
RRV-VP6int F | TTCGACTATTCATGTGC VP6] VP6 - EF583009.1
RRV-VP6int R | ATTGTTGTATATTAGC

8 Oligonucledtidos iniciadores especificos de gC para amplificar RGD

Para la secuenciacion de la regién de insercion del epitope RGD, se disefiaron
oligonucleotidos internos descriptos en la Tabla 1.8. Estos oligonucledtidos iniciadores se
utilizaron para el analisis de los clones que presentaron un patrén de restricciéon positivo, es
decir que indican un patrén positivo para gC-RGD. El fragmento amplificado incluye 498 bp
correspondientes a gC,y 78 pb correspondientes a la regién RGD.

Tablal.8. Oligonucleétidos iniciadores especificospara determinar la secuencia del fragme nto de
insercion en gC

Nombre Secuencia de oligonucledtidos Secuencia blanco
iniciadores (5’-3")
GCRGDF TCACTACCGAGGGCG

GCRGDR AGTGGGGCGGTCCGAC Region gC-RGD - 576 pb
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The aim of the present study was to assess the effect of introducing a priming step with
replication-defective viral vectors encoding the capsid proteins of FMDV, followed by a
boost with killed virus vaccines, using a suitable BALB/c mice model. Additionally, the
immune response to other combined vector immunization regimens was studied. For this
purpose, we analyzed different prime-boost immunizations with recombinant adenovirus
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two doses of adjuvanted KV (P=0.0002) and the highest IgG2a titer corresponded to the
group primed with Ad and boosted with KV (P=0.01). Re-stimulation of all groups of mice
with 0.5 g of inactivated virus five months later resulted in a fast increase of antibody
titers in all the groups tested. After virus stimulation, antibody titers in the groups that
received KV alone or Ad prime-KV boost, were indistinguishable (P=0.800). Protection
from challenge was similar (75%) in the groups of animals that received Ad prime-Hs boost
or Ad prime-KV boost, or two doses of oil-adjuvanted KV. The data presented in this study
suggest that sequential immunization with viral vectors-based vaccines combined with
protein-based vaccines have the potential to enhance the quality of the immune response
against FMDV.
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FMD is a very contagious disease whose consequences
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are extremely damaging. It causes significant distress and
suffering to animals, impacts on the livelihood of the
farmers and produces huge economic losses (Doel, 2003).
Killed FMDV (KV) vaccines currently in use have been very
successful in reducing the number of disease outbreaks in
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many parts of the world where the disease is enzootic
(Mattion et al., 2004). Nevertheless, there are a number of
concerns and limitations regarding its use and production,
particularly in FMDV-free countries, such as elevated costs
of the high-containment facilities required for manufac-
turing, the potential escape of infectious virus to the
environment, differentiation between antibodies pro-
duced by disease or vaccination, among others. For these
and other reasons, systematic vaccination is not applied in
many FMD-free countries, which are particularly inter-
ested in marker vaccines for emergency use, capable of
generating fast early protective responses.

New generation vaccines against foot-and-mouth dis-
ease virus (FMDV) have been extensively explored, though
they have not equaled the efficacy of the conventional
killed virus vaccine in use.

Viral vectors capable of expressing FMDV empty
capsids directly in the target animals have been used for
experimental immunization, such as live replication-
defective human adenovirus (Ad) vectors which resulted
in protection from disease (Grubman et al., 1993; Mayr
et al., 1999). In previous work, we have shown that HSV-1
amplicon vectors (Hs) provided protection from challenge
in mice, with a significant reduction of viremia (D’Antuono
et al.,, 2010). This type of vaccine has the additional
advantage that they may be used as marker vaccines.

Over the past decade, studies have suggested that
heterologous prime-boost (HetPB) vaccination
approaches, in which the same antigen is administrated
sequentially by different delivery methods, might be more
effective in enhancing cellular and humoral immune
responses than two doses of the same type of vaccines
(Lu, 2009; Vaine et al., 2010). The rapid progress of novel
vaccination strategies, such as DNA vaccines and viral
vector-based vaccines, has certainly further expanded the
scope of HetPB vaccination (Woodland, 2004; Lu, 2009;
Davtyan et al., 2010), including FMDV (Li et al., 2008).

Vaccine design strategies against FMD might benefit
from focusing also on the simultaneous stimulation of
humoral and cellular immune responses. The contribu-
tion of the humoral response to the in vivo protection
against FMDV has been clearly established. In particular,
a strong correlation was found in convalescent and
conventionally vaccinated animals between neutralizing
activity in sera and protection against FMDV challenge
(Sobrino and Domingo, 2001). However, this correlation
was not always found, and protection has been observed
also in animals which showed no detectable neutraliza-
tion antibody titers (Borrego et al., 2006). This phenom-
enon may be explained by additional immune
mechanisms that exist in the host, such as innate
immunity (Barnard et al, 2005) or cell-mediated
immunity, which might contribute to protection
(Sanz-Parra et al., 1999a; Borrego et al., 2011).

In the present study we aimed to assess if the use of
priming with replication-defective viral vectors encod-
ing proteins of FMDV, may improve the immune
responses to subsequent inoculation of KV vaccines.
For this purpose, groups of BALB/c mice were primed and
boosted with recombinant Ad, Hs and/or KV vaccines and
the immune responses to the different immunization

regimens were studied. We show that the priming of the
immune system with recombinant Ad contributes to a
more balanced immune response to KV vaccines. More-
over, combined immunization regimens including viral
vectors might induce similar protection in mice than two
doses of oil-adjuvanted inactivated FMD virus. The
experiments described were performed using BALB/c
mice, a well-studied murine model (Fernandez et al.,
1986; Dus Santos et al., 2000; Borrego et al., 2006), to
circumvent the problems and costs derived from hand-
ling a large number of experiments in FMDV natural
hosts.

2. Materials and methods
2.1. Cells and viruses

Human embryonic kidney (HEK293) cells, transformed
with sheared human adenovirus type 5 DNA, were
acquired from Invitrogen (California, USA). African green
monkey kidney cells expressing the HSV-1 immediate-
early essential gene ICP27 (Vero 2-2), were kindly provided
by Dr. Cornel Fraefel (University of Ziirich). FMDV strain
O1/Campos/Brazil/58 (O1/Campos) was supplied by
SENASA (origin: PANAFTOSA, Brazil).

2.2. Generation of recombinant HSV-1 amplicons and
adenovirus vectors encoding FMDV capsid proteins

The HSV-1 plasmid amplicon pHSV[P12A3C], con-
taining the coding sequences of FMDV (O1/Campos
strain) structural proteins, 2A protein and 3C protease,
was constructed and packaged into virus particles as
previously described (Saeki et al., 2001; D’Antuono
et al.,, 2010), using a helper-free system, where the
HSV-1 genome was provided in trans by a bacterial
artificial chromosome (BAC) containing the HSV-1
genome with deletions in the DNA cleavage/packaging
signals and the essential ICP27 gene (fHSVApac-
AICP27). Briefly, Vero2-2 cells were co-transfected
with pHSV[P12A3C] DNA, the fHSVApacAICP27 BAC
and the plasmid pEBHICP27 (which provides the HSV-1
ICP27 gene in trans), using Lipofectamine and Plus
Reagent (Invitrogen). The amplicon particles generated
were designed as Hs[P], where P12A3C was abbreviated
as [P] for simplicity. Titers were calculated as described
(D’Antuono et al., 2010) and expressed as Transducing
Units/ml (TU/ml).

The adenovirus type 5 vector (Ad) carrying the same
coding sequences from FMDV (O1/Campos strain)
(Ad[P]) was obtained using the Virapower™ Adenoviral
System (Invitrogen, California, USA) following the
manufacturer‘s instructions. Briefly, the [P] insert was
cloned into the adenovirus shuttle vector pENTR™-4,
which was recombined in vitro into the pAd/CMV/V5-
DEST™ Adenoviral Gateway® Vector. Titration of Ad[P]
stocks was performed by the limiting dilution method,
and expressed as plaque forming units (PFU)/ml. An Ad
vector expressing the enhanced green fluorescent
protein (GFP) reporter gene (Ad[G]) was generated and
used as a negative control.
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2.3. Experimental animals and immunization protocols

The experiments carried out in mice reported in this
manuscript have been performed following internationally
recognized guidelines with the approval of the Institu-
tional Committee for Care and Use of Experimental
Animals, CICUAE [approval reference CICUAE INTA-CICVyA
30/2010].

Groups of four mice (4-6-week-old male BALB/c mice)
were immunized twice following the schedule shown in
Table 1. Animals primed with Ad[P], were boosted either
with the same vector, with the Hs[P] amplicon vector, or
with the conventional KV vaccine (adjuvanted killed
FMDV). Homologous prime-boost regimens such as
Hs[P]/Hs[P] or KV/KV were also carried out for comparison.
Inoculations with recombinant Ad vectors expressing GFP
(Ad[G]), were carried out as a negative control.

To work on a limited dose level, 5 x 107 PFU of Ad[P]
vector and 5 x 10° TU of Hs[P] amplicons per mouse were
used (D’Antuono et al., 2010). Mimicking the classical
commercial vaccine, KV was formulated with Marcol/
Montanide®™ (Seppic, France). The virus antigenic mass
used per dose was either 1 pg of 146S particles when used
alone, or 0.5 g in mixed prime-boost regimens.

At day 56 post vaccination (pv), duplicated groups of
mice were killed and splenocytes were harvested for
determination of lymphocyte proliferation and cytokines
mRNA. The other groups were re-stimulated with 0.5 g of
KV at day 146 pv. The humoral immune response was
analyzed in sera from blood collected at days 0, 28, 56, and
146 days post vaccination (dpv), and at days 153 and 174
(7 and 15 days post re-stimulation with inactivated virus).

For challenge experiments, groups of 4 mice were
immunized twice following the schedule of Table 1, and
challenged with live FMDV O1/Campos strain (10* PFU) at
56 dpv. Duplicate groups were challenged at 146 dpv, after
aresting period of 4 months. A schematic representation of
the experiments is provided in Fig. 1.

2.4. FMDV-specific antibodies titers

Anti-FMDV antibodies were detected by solid phase
ELISA (spELISA), following a protocol modified from Seki
et al. (2009). Briefly, ELISA microplates (MaxiSorp™, Nunc,
Rochester, USA) were coated with a rabbit antiserum
against FMDV O1/Campos strain in carbonate-bicarbonate

buffer, pH 9.6, and incubated overnight at 4 °C. Inactivated
virus was then added to the wells and incubated for 1 h at
37 °C. Subsequent steps were performed using blocking
buffer (PBS containing 3% horse serum and 0.05% Tween
20). Murine sera to be tested were serially diluted in
blocking buffer, and subsequently added to the coated
ELISA plate and incubated for 60 min at 37 °C. Peroxidase-
labeled anti-mouse IgG, IgG1 or IgG2a antibodies were
used to develop the reactions. Antibody titers were
expressed as the log;q of the reciprocal of serum dilutions
giving at least twice the absorbance at 495 nm recorded in
the negative control wells. Isotyping of antibody responses
was carried out in sera (dilution 1:200) at 56 dpv.

An ELISA-based antibody avidity assay was performed
incorporating a urea elution step, as previously described
(Perciani et al.,, 2007). The avidity of each serum was
evaluated through its ability to be displaced from the
plates by increasing molar (M) concentrations of urea, and
expressed as the urea concentration required to displace
50% of IgG initially bound on the plate.

2.5. Detection of cytokines mRNA

The levels of mRNA accumulation of several represen-
tative cytokines were detected, as previously described
(Zhang et al., 2011), with minor modifications. Briefly,
fresh murine spleen cells were plated in 6-well microtiter
plates at a density of 3.3 x107 cells per well. The
lymphocytes were incubated ON, in triplicate wells, with
inactivated FMDV O1/Campos antigen (40 pg/ml) or
Concanavalina A (Con A, 2.5 pg/ml) in RPMI-1640 contain-
ing 10% FCS at 37°C in a 5% CO, incubator. After RNA
extraction, RT-PCR was performed using the primers
described in Table 2. The housekeeping gene glyceralde-
hyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as a
normalizing control. The PCR products were subjected to
electrophoresis on 1.5% agarose gels and photographed
under the UV light.

2.6. T lymphocyte proliferation

Splenocytes from immunized mice harvested at sacri-
fice were incubated in 96-well plates (10° cells per well)
and stimulated with inactivated FMDV O1/Campos antigen
(5 pg/ml) or ConA (2.5 pg/ml) for 2 days at 37 °C, in a 5%
CO, incubator. The in vitro cell proliferation was measured

Table 1
Schedule of mice immunization and challenge.
Group (n=4) Immunogen Adjuvant Imm. Route Dose (TU) Challenge
(01/Campos 10 PFU)
Prime (Day 0) Boost (Day 28) 56 dpv 146 dpv
1 Ad[P] Ad[P] - im 5 x 107 yes yes
2 Hs[P] Hs[P] - im 5x 10° no no
3 Ad[P] Hs[P] - im 5 x 107/5 x 10° yes yes
4 Ad[P] KV -/MM im/ip 5 x 107/0.5 p.g yes no
5 KV KV MM/MM ip 1pg yes no
6 Ad[G] Ad[G] - im 5 x 107 yes yes

Ad, adenovirus vector; Hs, herpesvirus amplicon; KV, killed FMDV; P, FMDV capsid proteins plus 2A and 3C protease; G, GFP; MM: Marcol-Montanide,

Seppic®. TU: transducing units; PFU: plaque forming units.
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Fig. 1. Schematic representation of the experimental design. Four- to 6-week-old BALB/c mice (n = 4) were immunized twice with a 28 days interval using
the different prime-boost inoculation regimens shown in Table 1. At day 56 pv, duplicated groups of mice were killed and splenocytes were harvested for
the analysis of cellular immune response, or challenged with live FMDV O1/Campos strain at 56 or 146 dpv. After a resting period of 146 days, other
similarly vaccinated groups of mice were re-stimulated with 0.5 g of KV. Blood samples were collected at 0, 28, 56, 146, 153 and 174 dpv.

by incorporation of [3H] thymidine as previously described
(D’Antuono et al., 2010). The Stimulation Index (SI) was
calculated as the ratio of the average counts per minute
(cpm) & SD (Standard Deviation) from triplicate wells con-
taining antigen-stimulated cells, to the average cpm value of
wells without FMDV antigen. Statistical analyses were
performed based on the logarithmic transformation of the
cpm ratios.

2.7. Viral challenge

Mice were challenged with live FMDV in the facilities
located in INTA, Castelar, Buenos Aires, by intraperitoneal
(ip) inoculation of 10* TCIDsq of O1/Campos strain per
mouse. The groups of mice 1, 3, 4, 5, and 6 described in
Table 1 were challenged at 56 dpv in BSL-3A (BSL-4 OIE)
facilities and analyzed for the presence of viremia 24 hours
post challenge. Other three duplicate groups of mice
(vaccinated like groups 1, 3 and 6, Table 1) were challenged
at 146 dpv.

Protection against FMDV was assessed as described
previously, with minor modifications (Carrillo et al., 1998;
Quattrocchi et al., 2011). Twenty-four hours after chal-
lenge, the animals were anesthetized and bled by the retro
orbital route. Heparinized blood was spread undiluted on
BHK-21 cell monolayers and after virus adsorption;
monolayers were washed with sterile phosphate-buffered
saline (PBS). Fresh DMEM with 2% fetal calf serum was
added and the cells were kept for 48 h at 37 °Cin a 5% CO,
incubator. An animal was considered protected if the cell
monolayer did not present cytopathic effect (cpe) after two
blind passages. Percentages of protection were calculated
as P%=(number of protected mice/number of challenged
mice) x 100.

Table 2
Primers used for RT-PCR detection of mRNA of cytokines.

Target gene Primer sequence Fragment length

GAPDH 5' ggCACAgTCAAggCTgAgAAC  112bp
3’ CATACTCggCACCAgCATCA

IFN-y 5' CATTgAAAgCCTAgAAAG 263 bp
3’ gAAATgCATCCTTTTTCg

IL-4 5/ gCCATATCCACggATgCg 285bp
3’ TgCAgCTTATCgATgAATCC

IL-2 5' TCCACTTgAAgCTCTACAg 244 bp

3’ gAgTgAAATCCAgAACATECC

2.8. Statistical analyses

Data analysis was performed with IBM SPSS Statis-
ticis software v17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and
OriginPro v7.5 (OriginlLab, Northampton, MA, USA),
respectively. Data were analyzed for homogeneity of
variances using Levene's test for equality, and for
normal distribution using Shapiro-Wilk test. Mean
differences between groups were determined using
ANOVA with Tukey Honestly Significantly Different post
hoc test. P-Values of less than 0.05 were considered
statistically significant.

3. Results

3.1. Combined prime-boost immunization regimens induced
high antibody titers against FMDV in mice

After the first dose (28 dpv), significant differences
could not be established in specific antibody titers of the
different experimental groups of mice (Fig. 2). However,
these titers significantly increased in all groups after a
booster immunization (56 dpv, Fig. 2). There was a clear
significant difference in the antibody titers of the group
vaccinated with two doses of adjuvanted KV (P < 0.002)
with all the other groups. Interestingly, animals primed
with Ad[P] and boosted with either Hs[P] or with 0.5 jLg of
KV, elicited specific FMDV antibody titers which were
significantly higher (P < 0.0001) compared with mice that
received a prime-boost with the same vector (Ad[P]/Ad[P]
or Hs[P]/Hs[P]), suggesting that mixed regimens might be
also a powerful tool for generating high and durable titers
of anti-FMDV antibodies.

3.2. Stimulation of mice with inactivated virus at 146 dpv
resulted in a fast increase of antibody titers

FMD virus-specific antibodies were maintained for at
least 5 months in the vaccinated mice. After a new virus
encounter, a notable increment in anti-FMDV antibody
titers were detected by spELISA as early as 7 days post re-
stimulation in all the experimental groups (Fig. 2, 153 dpv),
including the groups primed-boosted with the same
vectors, but not in mice inoculated with the negative
control Ad[G]. The antibody titers further increased at 28
days post re-stimulation (Fig. 2, 174 dpv), showing a clear
difference in the antibody titers of the group vaccinated
with two doses of KV and the group primed with Ad and
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Fig. 2. Specific titers to FMDV induced in mice following different prime-
boost vaccination strategies. The specific antibody titers were measured
by spELISA. Each bar represents the mean (n=4) of the log;o of the
reciprocal antibody titer values + S.E.M., at 28, 56, 146, 153, and 174 dpv.
The background signal obtained with the negative control, Ad[G]/Ad[G]
group, have been subtracted from the titers of all the groups. The significance
of the differences in antibodies titers between groups at days 156 and
174 dpv are indicated at the top of the bars. The arrows indicate the boost
and re-stimulation, respectively. KV: killed FMD virus; [P]: FMDV capsid
proteins plus 2A and 3C protease. [G]: GFP.

boosted with half dose of KV, compared to all the other
groups (P < 0.0001). This rise in antibody titers correlated
with an increment in the number of FMDV specific
antibody secreting cells (ASC, data not shown).

It is important to emphasize that: (i) the immunization
with KV/KV and the combined immunization with Ad[P]/
KV reached the highest antibody titers, with no significant
differences between them (P=0.8); (ii) the vaccination
strategy that used a combination of both viral vectors
(Ad[P]/Hs[P]) in the absence of KV, elicited very high titers,
which were significantly different from the previously
mentioned groups and from the homologous vector
immunization groups (Ad[P]/Ad[P] and Hs[P]/Hs[P],
P=0.00004, Fig. 2).

After prime-boost immunization (56 dpv) the avidity of
the elicited antibodies was significantly higher in the
groups boosted with KV (Ad[P]/KV and KV/KV)
(P <0.0001) and was rather low in the groups immunized
with viral vectors alone (Fig. 3). However, antibody avidity
increased dramatically in the groups primed with viral
vectors after stimulation with virus (P < 0.0001), while the
increment was not significant in the group that received
KV (P=0.32). Statistical significance of the rise in each
group primed with vectors is shown in Fig. 3.

3.3. Analysis of T cell responses

T cell stimulation in splenocytes derived from animals
primed-boosted with Ad[P]/Hs[P], Ad[P]/KV, or KV/KV, was
found significantly higher (P < 0.01) than in those of the
negative control group (Ad[G]). In contrast, no significant
differences in T cell stimulation was found for the group
primed-and-boosted with Ad[P] and the negative control,
while the group of mice immunized with two doses of
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Fig. 3. Evaluation of specific antibody avidity elicited by the different
immunization regimens. Binding avidity of the antibodies elicited in mice
was analyzed using a urea displacement ELISA at 56 and 174 dpv, after re-
stimulation with 0.5 g of virus. The results are expressed the urea molar
concentration ([Urea] M) required to displace 50% of IgG initially bound
on the plate. The significance of the increased affinity maturation after re-
stimulation is shown for each mice group at the top of the bars. KV: killed
FMD virus; [P]: FMDVcapsid proteins plus 2A and 3C protease.

Hs[P] showed a SI similar to the heterologous immuniza-
tion regimens (Table 3).

3.4. Antibody and cytokine profile of the immune responses
induced in mice by the different immunization protocols

To further characterize the antibody response resulting
from the different immunization approaches, the FMDV-
specific IgG1 and IgG2a subclasses were measured. In mice
primed with viral vectors, regardless of the boost, a
predominance of I[gG2a was observed, with lower levels of
IgG1 (IgG1/IgG2a=0.5-0.8), suggesting a bias toward a
Th1 type response.

The levels of both IgG1 and IgG2a increased when the
animals were primed with Ad[P] and boosted with KV,
whereas the IgG subclasses ratio remained similar to the
other groups immunized with viral vectors (IgG1/
[gG2a=0.8). As expected, in mice primed-and-boosted
with KV, IgG1 was found to be the predominant IgG

Table 3
Lymphoproliferation responses induced by different prime-boost vacci-
nation regimens at 56 dpv.

Vaccine T cell Stimulation Index p-Values
Ad[P]/Ad[P] 1.0 +0.30° 0.385
Hs[P]/Hs[P] 2.5+0.50 0.0003°
Ad[P]/Hs[P] 2.7 +£0.50 0.0002"
Ad[P]/KV 294070 0.0001°
KV/KV 39411 0.00001°
Ad[G]/Ad[G] 0.6 +0.35 -

@ Standard Deviation.

b Significant difference compared to the group inoculated with 2 doses
of the negative control Ad[G]; KV: killed FMD virus; [P]: FMDV capsid
proteins plus 2A and 3C protease; [G]: GFP.
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Fig. 4. Type of immune response. (A) Analysis of serum IgG1 and IgG2a
specific responses at 56 dpv. ELISA titers of anti-FMDV specific IgG1 or
IgG2a are shown. The ratio IgG1/IgG2a is displayed at the top of the graph.
The consistency of IgG ratios was assessed through the determination of
the significant differences in the titers of both isotypes in each group
(shown at the top of the bars). (B) mRNA accumulation of IL-4, INFy and
IL-2 evaluated by RT-PCR in cultured splenocytes obtained from mice
sacrificed at 56 dpv and stimulated with O1/Campos virus strain. The
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA level was
used as normalization control. Lane 1: Ad[P]/Ad[P]; lane 2: Hs[P]/Hs[P];
lane 3: Ad[P]/Hs[P]; lane 4: Ad[P]/KV; lane 5: KV/KV. KV: killed FMD
virus; [P]: FMDV capsid proteins plus 2A and 3C protease.

subclass (IgG1/IgG2a=1.5). These results suggested that
the system used for priming may be dominant in the
induction and activation of the type of response elicited
(Fig. 4A).

The highest IgG1 titer was induced by two doses of
adjuvanted KV (P=0.0002) and the highest IgG2a titer
corresponded to the group primed with Ad[P] and boosted
with KV (P=0.01).

Statistical soundness of the IgG ratios was established
through the significance of the differences between the
levels of IgG1 and IgG2a in each experimental group,
indicated in Fig. 4A for each pair of bars.

The results described above were further corroborated
by monitoring the mRNA accumulation of representative
Th1 (IL-2 and INFy) and Th2 (IL-4) types of cytokines, by
RT-PCR, in cultured splenocytes obtained from mice
sacrificed at 56 dpv and stimulated with O1/Campos virus
strain. The groups of mice that were primed with viral
vectors (Fig. 4B, lanes 1-4) showed a similar pattern of IL-2,
IFN-vy and IL-4 mRNA accumulation. In contrast, mice

Table 4
Protection of mice after challenge with FMDV O1/Campos strain.

Group Protection 56 dpv (%) Protection 146 dpv (%)
Ad[P]/Ad[P] 0/4% (0%) 0/4 (0%)

Ad[P]/Hs[P] 3/4 (75%) 4/4 (100%)

Ad[P]/KV 3/4 (75%) ND

KV/KV 2/3° (67%) ND

Ad[G]/Ad[G] 0/4 (0%) 0/4 (0%)

2 Number of protected/total number of mice.

> One mouse died previous to challenge, by unrelated causes.
ND, not done; Ad, adenovirus vector; Hs, herpesvirus amplicon; KV, killed
FMDV; P, FMDV capsid proteins plus 2A and 3C protease; G, GFP.

primed and boosted with KV vaccine showed a higher level
of accumulation of IL-4 mRNA than the other groups, and
only marginal accumulation or mRNA of IL-2 and IFN-y
(Fig. 4B, lane 5). No cytokine mRNAs could be detected
when naive control splenocytes were stimulated or when
splenocytes were cultured in the absence of inactivated
virus (data not shown).

3.5. Protection from challenge

After the viral challenge performed at 56 dpv, protec-
tion was found in 3 out of 4 mice (75%) of the groups
primed-boosted with Ad[P]/Hs[P] and Ad[P]/KV, and in 2
out of 3 mice (67%) of the KV primed-and-boosted group.
One mouse in the latter group died of unrelated causes
before challenge. No protection (0%) was found in the
groups 1 and 6, immunized with 2 doses of Ad[P] or Ad[G],
respectively (Table 4). Mice in the protected groups
developed highly variable levels of neutralizing antibodies,
but in all the animals of the non-protected groups the titers
were found below the test detection limit (data not
shown).

Challenge of other three groups of 4 mice was
performed at 146 dpv (Table 4). A group immunized with
Ad[P] and boosted with Hs[P] was totally protected from
challenge (100%), while one group of mice immunized with
2 doses of Ad[P] and the negative control group Ad[G] were
not protected (0/4 protected in both groups). This result
highlights that the sequential inoculation of mice with
different viral vectors (Ad[P]/Hs[P]) was able to elicit high
levels of protection that persisted at least over a period of 4
months after the boost immunization. Similar protection
results have been consistently found in this murine model
when mice were challenged after vaccination with two
doses of KV (Berinstein et al., 1991; Zamorano et al.,
unpublished).

4. Discussion

The development of different types of recombinant
FMDV vaccines has been extensively explored (Sanz-Parra
et al, 1999b; Grubman et al.,, 1993; Grubman, 2005;
Borrego et al., 2006; D’Antuono et al., 2010, among others).
Although they are not as effective as the conventional
inactivated virus vaccine, they may contribute to other
valuable properties, mostly related to safety and type of
immune response. Heterologous prime-boost vaccination
strategies may offer a suitable technology platform to
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improve the performance of FMDV conventional or novel
vaccines, enhancing the immune responses against the
shared antigen.

In the present study, we examined the influence of
prime-boost immunization regimens on their ability to
promote the development of a protective immune
response against FMDV, using either a combination of
two viral vectors, or priming with Ad and boosting with the
conventional KV vaccine.

A significant finding reported herein is that, combining
Ad prime with either Hs or KV boost, it was possible to
elicit a sustained and strong response, which was able to
protect mice from challenge with FMDV (O1/Campos
strain) for at least 5 months after primary immunization
(Table 4), similarly than two doses of conventional
inactivated vaccine.

Antibody titers after prime-boost were significantly
higher in the group that received two doses of adjuvanted
KV (P<0.002), followed by the group sequentially
vaccinated with different vectors instead of either vector
alone (P < 0.0001), suggesting that the use of an alternative
mode of antigen presentation markedly enhanced the
immune response against the shared antigen (here, the P
transgene), as it has been previously reported for other
pathogens (Sun et al., 2010; Lin et al, 2011; Reyes-
Sandoval et al., 2012). Sustained high titers of specific
antibodies were maintained up to 146 dpv (Fig. 2).

Analysis of anti-FMDV IgGs isotype profile revealed that
both IgG1 and IgG2a were induced in all the immunized
groups (Fig. 4A), consistent with a T cell-dependent
response against FMDV (Collen et al., 1989). The highest
IgG1 titer was induced by two doses of adjuvanted KV
(P=0.0002), which is in agreement with previous findings
in cattle and pigs (Mulcahy et al., 1990; Cox et al., 2003),
while the highest IgG2a titer corresponded to the group
primed with Ad[P] and boosted with KV (P=0.01). These
data indicate that Ad[P] prime followed by Hs[P] or KV
boost promoted a cytokine milieu favoring the switching of
IgG isotypes toward IgG2a, thus skewing the immune
responses toward a Th1 type. It has been reported for HIV
recombinant vaccines, that in prime-boost combinations
of Ad and Hs vectors, the initial priming can shape the
immune response quality after a boost (Duke et al., 2007).
Our results are consistent with this observation, since
following the re-stimulation with 0.5 pg of KV at 146 dpv,
the groups of animals immunized with either Ad[P]/Hs[P]
or Ad[P]/KV increased the total antibody response without
changing the IgG1/IgG2a ratio determined at 56 dpv (data
not shown). Thus, the initial Ad-priming may play a role in
shaping the qualitative nature of the immune response
after boosting, as it was previously reported by others
(Rodriguez et al., 2008; Lin et al., 2011; Reyes-Sandoval
et al,, 2012).

Protection against FMDV challenge was observed at 56
and 146dpv in animals receiving Ad[P] prime - Hs[P]
boost, with a variable level of neutralizing antibodies and a
predominance of the IgG2a isotype. The immunogen
combinations that include at least one viral vector were
able to trigger both Thl and Th2 types of immune
responses, which might have acted in concert to induce
FMDV-specific antibodies and the proliferation of CD4+

and CD8+ FMDV specific T-cells (Fig. 4 and Table 3). In fact,
we observed mRNA accumulation of representative
cytokines of both types of immune response (IL-2, IFN-y
and IL-4) in cultured splenocytes from mice receiving the
combined immunization, whereas IL-4 but not I[FN-y was
present in KV/KV immunized mice.

Upon long-term re-exposure to O1/Campos virus, we
observed a strong induction of specific antibodies with
high avidity (Figs. 2 and 3), and an augmented population
of FMDV-specific splenic ASC (data not shown). This
anamnestic response upon exposure to the pathogen
might be critical for its rapid elimination before the host is
overwhelmed by the infection (Doel, 1999). Interestingly,
antibody avidity, which was lower in the experimental
groups that include only viral vectors, increased sig-
nificantly after re-exposure to the virus, showing that
these groups can quickly mature their response after a
virus encounter (Fig. 3). Heterologous prime-boost
vaccination regimens might induce the appearance and
persistence of antigen presenting cells, responsible of
maintaining the levels of newly synthesized anti-FMDV
antibodies, which could be very important in the
development of efficient vaccines against the disease
(Wigdorovitz et al., 1997).

The use of the in situ antigen expression driven by viral
vectors is a relatively recent approach in the FMD
vaccinology field. The data presented in this study suggest
that the combination of Ad vectors with either Hs or KV in
heterologous prime-boost regimens have the potential to
enhance the quality and magnitude of the immune
response against FMDV, compared to prime-boost with
the same viral vectors. In addition, the data generated
suggest that an immunization regimen of Ad prime-Hs
boost elicited a sustained and strong response, which was
able to protect mice from challenge with FMD virus for at
least five months after primary immunization. Although
these studies were carried out in a mouse model that has
shown certain parallelism with protective responses in
cattle (Fernandez et al., 1986; Dus Santos et al., 2000), it
will be very important to try in the future these
combinations in the natural hosts (pigs or cattle). More-
over, this study also supports the rationale for continuing
FMDV vaccine studies with combinations of different
vectors in a prime-boost regimen since this strategy would
allow the discrimination between antibody responses of
vaccinated or infected animals.
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1. Introduction

Anaplasmosis is a relevant vector-borne hemoparasitic rickett-
sial disease of ruminant livestock, caused by the intraerythrocytic
rickettsia Anaplasma marginale (Dumler et al., 2001), in tropical and
subtropical regions of the world, including South America (Brayton
et al., 2009; Guglielmone, 1995; Suarez and Noh, 2011). It is trans-
mitted either biologically by ixodid ticks or mechanically through
needles and biting flies. The replication of the rickettsia in eryth-
rocytes of infected cattle, results in anemia, weight loss, abortions,
and eventually death. Infection is characterized by sequential cycles
of rickettsemia, which occurs as a logarithmic increase in the par-
asite population, followed by a dramatic decline. Each cycle reflects
the emergence of a new generation of bacteria expressing vari-
ants of the major surface protein 2 (MSP2) (French et al., 1999).

In cattle that survive clinical disease, the microorganisms persist
indefinitely after infection, although at low levels, acting as reser-
voirs for further transmission (Aubry and Geale, 2011; Kuttler et al.,
1984; Vidotto et al., 1994), and remaining protected against sub-
sequent homologous challenge (Aubry and Geale, 2011).

The vaccine against bovine anaplasmosis, currently used in several
countries, is based on live A. centrale, multiplied in splenecto-
mized calves. Although one dose of this vaccine confers immunity
for several years, it has the drawbacks of requiring exhaustive quality
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control to prevent the presence of other blood-borne organisms in
the donor calves and the induction of only partial protection from
challenge with virulent A. marginale.

New generation vaccines, such as those based on recombinant
DNA methodologies, are not available yet for anaplasmosis control
(OIE, 2012). Nevertheless, it has been reported that cattle immu-
nized with an outer membrane fraction of A. marginale were
protected from clinical disease following homologous challenge (Noh
et al., 2008; Tebele et al., 1991), and that antibody titers against some
members of outer membrane proteins, correlated with protection
against anemia (Vidotto et al., 1994).

Several immunization strategies have been experimentally evalu-
ated to protect cattle against anaplasmosis (Brown et al., 1998;
McGuire et al., 1994; Tebele et al., 1991); however neither one pre-
vents cattle from becoming persistently infected with A. marginale,
as reviewed elsewhere (Aubry and Geale, 2011; Kocan et al., 2003).

Despite the advances in vaccine development, further studies are
needed in order to evaluate the combination of novel antigen-
delivery systems in the improvement of protection of cattle from
A. marginale infection, and in blocking its biological transmission.
Viral vectors represent an interesting delivery tool for DNA vac-
cines, which have not been extensively studied for anaplasmosis.

In this regard, HSV-1 amplicon vectors have a large transgene
capacity (up to 150 kb), which allows the encapsidation of multi-
ple genes or multiple copies of a transgene. Additional advantages
of HSV-1 derived vectors include (i) low toxicity and low immu-
nogenicity, in particular when helper virus-free amplicon vectors
are used, (ii) high transduction efficiencies both in quiescent and
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proliferating cells from most mammalian species, including antigen-
presenting cells in vivo, (iii) genetic stability, and (iv) strong adjuvant
effects, very long-lived immune responses, and the capacity of gen-
erating both humoral and cellular immune response and mucosal
immunity (Cuchet et al., 2007; De Silva and Bowers, 2009; Epstein,
2009; Hocknell et al., 2002; Kaur et al., 2007; Laimbacher and Fraefel,
2014).

In this study, genetic vaccines based on HSV-1 amplicon vectors
are explored as vehicles to deliver DNA encoding A. marginale Major
Surface Protein 5 (MSP5) to assess the immune response gener-
ated in mice, in homologous viral vector vaccination, or in com-
bination with recombinant protein.

2. Materials and methods
2.1. Cells and viruses

Vero, MA104, Vero-7b (Krisky et al., 1998; Marconi et al., 1996)
and human glioma Gli36 (Kashima et al., 1995) cells were propa-
gated in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS), penicillin G (100 U/ml), strep-
tomycin (100 pg/ml). Vero-7b cell line provides the essential ICP4
and ICP27 immediate-early (IE) herpesvirus gene functions in trans,
to support the in vitro propagation of replication defective HSV-1-
LaLA] virus (Zaupa et al., 2003), used as helper in the production
of the amplicon vectors. For culturing Vero-7b cell line, Geneticin®
(500 pug/ml, Invitrogen, CA, Carlsbad, USA) was included in the
medium.

2.2. Construction of amplicon plasmids

Amplicon DNA plasmids were constructed using the pHSVs
plasmid system, as previously described (D’Antuono et al., 2010).
The main genetic elements of pHSVs are: (i) a transcription unit in-
cluding the HSV-1 IE 4/5 promoter to support transgene expression
and an IRES element followed by EGFP as reporter gene for titra-
tion; (ii) a prokaryotic origin of DNA replication (colE1) and the
ampicillin resistance gene (AmpR), to allow the propagation of the
plasmids in E. coli; (iii) two functional HSV sequences (ori and pac)
that support replication of the amplicon DNA and the packaging into
HSV-1 particles.

The msp5 open reading frame (Acc. num.: M93392.1) was PCR
amplified from recombinant plasmid pGEM/AmMSP5 using specific
primers (sense: 5’-GTCGACATGAGAATTTTCAAGATTGT-3’ and anti-
sense: 5-TTCGAACTAAGAATTAAGCATGTGAC-3’). The resulting product
was inserted into the Sall and BstBI restriction sites of pHSVs, gen-
erating pHSV/MSP5 amplicon plasmid. An amplicon vector expressing
the EGFP gene, pHSV-EGFP (D’Antuono et al., 2010), was used as neg-
ative control in immunofluorescence assays and immunization
experiments. pHSV-EGFP possesses a transcription unit composed
by the HSV-1 IE4/5 promoter, the EGFP coding sequence, and the
SV40 early region polyadenylation site.

2.3. Stocks of amplicon vectors

In order to generate stocks of amplicon vectors, the amplicon
plasmid DNA was transfected into T75 flasks of 70% confluent Vero-
7b cells, using Lipofectamine™ and Plus™ Reagent (Invitrogen),
following manufacturer’s instructions. Transfected cells were in-
fected the next day with HSV-1-LaLAJ helper virus, at a multiplicity
of infection (MOI) of 0.3 PFU/cell in medium 199 (M199, Invitrogen)
supplemented with 1% FBS. When total cytopathic effect was ob-
served, cells were scraped off and centrifuged at 2000 x g 5 min at
4 °C and the pellets were resuspended in 400 pl of M199 1% FBS
and subjected to three cycles of freezing/thawing. The suspended
pellets were sonicated on ice for 10 s, and clarified at 3000 x g, 10 min

at 4 °C. Released amplicon vectors were passaged once in Vero-7b
cells, by adding HSV-1-LaLAJ at an MOI of 0.1 helper virus per cell.
Titers of helper virus in viral stocks were determined by plaque assay
on Vero-7b cells (PFU/ml) and amplicon vectors titers were as-
sessed on Gli36 cells by scoring the number of GFP positive cells
under a fluorescence microscope, and expressed as Transducing Units
per milliliter (TU/ml).

2.4. Immunofluorescence analysis

For immunofluorescence analysis, Vero or MA104 cells were
seeded on round 12-mm cover glasses placed in 24-well plates at
a density of 10° cells per well. After 24 h, the monolayers were
washed with PBS, and infected at a MOI of 0.1 TU/cell with amplicon
vectors diluted in DMEM. The particles were allowed to adsorb for
1 hat 37 °C, 5% CO,, washed with PBS, overlaid with DMEM supple-
mented with 10% FBS, and incubated at 37 °C, 5% CO,. At 24 h post
infection (hpi), the cells were washed once with cold PBS, fixed with
3.7% paraformaldehyde in PBS at room temperature (RT) for 15 min,
and neutralized for 5 min with 100 mM glycine in PBS. After being
washed with PBS, cells were permeabilized with 0.2% Triton X-100
in PBS for 15 min at RT, and blocked with PBS supplemented with
3% bovine serum albumin (PBS-B) for 30 min at RT. Fixed cells were
first incubated during 1 h in a humid chamber with the anti-
MSP5 monoclonal antibody (MAb) ANAF16C1 (VMRD, Inc.) 2 ug/
ml in PBS-B. After three washes with PBS, the cells were incubated,
with a rabbit anti-mouse IgG Alexa Fluor 594-conjugated second-
ary antibody (Molecular Probes), diluted at 2 pg/ml in PBS-B buffer.
All incubations were carried out at RT. Cell nuclei were stained with
300 nM DAPI (4',6’-diamidino-2-phenylindole; Invitrogen) in PBS
for 5 min. The monolayers were washed three times with PBS, once
with distilled water, and mounted using FluorSave™ Reagent
(CalBiochem®) to preserve the fluorescence-labeled samples. Images
were acquired using a Nikon Eclipse E600 microscope equipped with
the Nikon DS-Fil camera. Images were processed with Image]
software (Schneider et al., 2012).

2.5. Expression of recombinant MSP5 protein

Two different recombinant MSP5 proteins were produced for dif-
ferent purposes: MSP5-Maltose Binding Protein (MBP) fusion and
MSP5-6xHis (Hg) tagged. To obtain the recombinant proteins, msp5
open reading frame was amplified by PCR (sense: 5’-GGATCC
ATGAGAATTTTCAAGATTGT-3’ and antisense: 5'-CTGCAGCTAAGA
ATTAAGCATGTGAC-3’) and subcloned into the BamHI and Pstl sites
of pMAL-c2x (New England Biolabs, Inc., Ipswich, MA, USA) or pRSET
(Invitrogen) plasmids, respectively.

The recombinant plasmid pMAL/MSP5 was used to transform Es-
cherichia coli Top10 (Invitrogen), and the rMSP5-MBP fusion protein
produced was purified by affinity chromatography on an amylose
resin (New England Biolabs, Inc., MA, USA), as described else-
where (Knowles et al., 1996). This protein was used for animal
immunization, and a competitive inhibition enzyme-linked
immunosorbent assay (cELISA).

For lymphoproliferation and total antibody ELISA assay, the re-
combinant MSP5 protein with a 6xHistidine tag was used (MSP5-
Hg). For this purpose, the pRSET/MSP5 plasmid was used to transform
E. coli BL21(DE3)pLysS (Invitrogen Corporation), and the recombi-
nant MSP5-Hg protein produced was purified by nickel metal affinity
chromatography. Briefly, 3 ml of an overnight culture was inocu-
lated into 300 ml of LB medium with 100 pg of ampicillin and
34 ug of chloramphenicol per milliliter, and grown at 37 °C to 0.5
0OD600,,. At that point, the expression of rMSP5-Hg was induced
by the addition of 1 mM of isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside.
The bacteria were incubated at 37 °C for 3 additional hours, and har-
vested by centrifugation at 3500 x g for 20 min and the pellet was
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Fig. 1. Schematic representation of the experimental design. BALB/c mice (six animals per group) were immunized twice with 35 days interval using the different regi-
mens shown in Table 1. At day 200 post-vaccination, mice were killed and splenocytes harvested for the analysis of cellular immune response (). Blood samples were collected

at the indicated times (o).

suspended in 30 ml of binding buffer (20 mM sodium phosphate
buffer, 500 mM NacCl, 25 mM imidazole, pH = 7.8). Cells were dis-
rupted by sonication in an ice-chilled water bath (2.5 min in 30-s
pulse, 90 W), treated with DNAse (5 ug/ml) and RNAse (5 pg/ml)
20 min at 4 °C. Clarified cell extract was prepared by centrifuga-
tion at 12000 x g, 4 °C, and filtered through a 0.45 um filter. The
purification process was carried out in a Fast Performance Liquid
Chromatography AKTA purifier system, using a 5 ml HisTrapFF
column (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden), following
an adapted protocol from a previous report (Zimmerman et al., 2006).
Aliquots of isolated recombinant proteins were collected from the
fractions across the major peak, purity assessed by SDS-PAGE, con-
centration by Bradford assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), and protein
identity was determined by Western Blot using a MAb anti-
polyHistidine antibody (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

2.6. Experimental animals

Five-weeks-old BALB/c mice were obtained from the animal fa-
cilities of Pablo Cassara Laboratory, and maintained in animal
Biosafety Level-2 facilities. Prior to immunization, mice were bled
and sera were collected for subsequent ELISA. Five groups (G) of six
mice were immunized according to the schedule described in Fig. 1.
For immunizations using recombinant protein, mice received an in-
tramuscular (IM) injection of 10 ug of rMSP5-MBP, formulated with
Montanide™ISA50 (Seppic S. A., Paris, France), prepared accord-
ing to the manufacturer’s instructions. For immunizations using
packaged amplicon particles, mice received 1 x 10° TU via the IM
route (Table 1). Booster immunizations were administered 5 weeks
after priming, and mice were sacrificed at 23 weeks following the
boost. Blood samples were collected 1 week after each injection and
at different time points during a period of 4 months (Table 1), and
the obtained sera stored at —20 °C until required. The animals were
maintained in accordance with federal guidelines and institu-
tional policies.

2.7. Analysis of antibody responses

The humoral immune responses were evaluated by measuring
total specific IgG by standard indirect ELISA using rMSP5 protein,

Table 1

Mice immunization groups.
Groups (n=6)  Prime (day 0) Boost(day 35) Adjuvant Dose
1 rMSP5 rMSP5 ISA50* 10 ug/10 ug
2 rMSP5 HSV[MSP5] ISA50/- 10 pg/105TU
3 HSV[MSP5] rMSP5 —/ISA50 10°TU/10 pg
4 HSV[MSP5] HSV[MSP5] —/- 106/10° TU
5 HSV[GFP] HSV[GFP] -~ 106/108 TU

rMSP5: recombinant MSP5-MBP fusion protein; HSV[MSP5]: herpesvirus amplicon
vector expressing MSP5; HSV[GFP]: control herpesvirus amplicon vector expresing
GFP; ISA50: Montanide™ [SA50; TU: Transducing Units.

and epitope specific IgG using cELISA, in plates coated with rMSP5-
MBP fusion protein.

The cELISA with MSP5-MBP was modified from a previously de-
scribed assay used to detect antibody against MSP5 in A. marginale
infected cattle (Knowles et al., 1996). Briefly, purified rMSP5-MBP
was serially diluted in coating buffer (0.05 M carbonate/bicarbonate,
pH 9.6) and incubated in microtiter plates. The appropriate antigen
dilution was determined through a checkerboard titration of riVISP5-
MBP and MAb ANAF16C1. The mix, in PBS pH 7.2 containing 20 mM
MgCl,, was used to coat individual wells of flat-bottomed 96-well
plates (Greiner-BioOne, Frickenhausen, Germany) for 1 h at 37 °C.
Coated plates were blocked with 100 ul per well of coating buffer,
supplemented with 10% of non-fat dry milk, for 1 h at 28 °C. Blocked
plates were washed five times with PBS-T (0.01 M PBS containing
0.02% Tween 20). Mice sera were diluted 1:100 in PBS/0.075 M EDTA-
EGTA (pH 6.3) with 10% non-fat milk and incubated and 100 pl
samples were added to wells, incubated for 1 h at 28 °C, and washed
five times with PBS-T. Horse-radish peroxidase-conjugated MAb
ANAF16C1 was added at 0.2 pg per well, incubated for 1 h at 28 °C.
Following washing, bound MADb was detected by addition of 100 pl
of 3% H,0,/0.04 MABTS [2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid)] substrate, the reaction was terminated with 2N H,SO.,
and optical density at 405 nm was recorded with an ELISA reader,
after 30 min of reaction.

2.8. Lymphocyte proliferation assay

For proliferation assay of lymphocytes from immunized mice,
spleen cells were harvested at sacrifice, cultured in 100 pl of RPMI
1640 medium (Invitrogen) supplemented with 10% FBS, in 96-
well plates (10° cells per well), and stimulated with rMSP5-Hg
(12.5 pg/ml) or ConA (2.5 pg/ml) for 3 days at 37 °C, in a 5% CO; in-
cubator. The in vitro cell proliferation was measured by scintillation
counting, when pulsed, during the last 20 h of the experiment, with
1 uCi of [methyl-*H]-thymidine. Proliferative responses were cal-
culated as the mean of triplicate wells and expressed as a Stimulation
Index (SI) calculated as mean counts per min in the presence of the
antigen/mean counts per min in the absence of antigen. The SI per
group was expressed as the arithmetic mean + standard error of the
mean (SEM).

2.9. Statistical analysis

Data analyses and graphs were performed using GraphPad Prism
v6.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) or IBM SPSS Statistics
software v17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Data were analyzed for
homogeneity of variances using Levene’s test for equality, and for
normal distribution using Shapiro-Wilk test. Mean group differ-
ences were analyzed using Tukey test post hoc the one-way analysis
of variance. Data were expressed as mean + SEM and differences were
considered significant for p < 0.05.
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Fig. 2. Intracellular expression of A. marginale MSP5 and GFP proteins driven by HSV-1 derived amplicons. Vero and MA104 cells, were transduced with HSV[MSP5] (a) and
(b), respectively, or HSV[GFP] amplicons (c), as indicated at the left of the panels. Different cell treatments are indicated at the top of the panel. Nuclei DNA was stained
with DAPI. GFP fluorescence was observed under the microscope. Permeabilized cells were probed with MAb ANAF16C in order to detect expression of MSP5. The right

panels are merged images and bars represent 10 um.

3. Results
3.1. Characterization of amplicon vectors

Vero and MA104 cell monolayers infected with HSV[MSP5] were
stained with the MAb ANAF16C1, after 24 hpi, and vector-mediated
MSP5 expression was observed under a fluorescence microscopy
(Fig. 2a and b, respectively). The infected cells showed a cell mem-
brane pattern very different from control-infected cells (Fig. 2¢),
indicating that the MSP5 over expression would affect the cell mor-
phology. EGFP expression was used to identify vector-infected cells.
Cells infected with HSV[EGFP] did not show immunoreactivity with
the MAb ANAF16C1 (Fig. 2c).

a
1 2 3 4 5 6 7
= &
s -
-
- ; &
— : V- €29 kDa

3.2. Expression of rMSP5-Hs and rMBP-MSP5

The recombinant protein rMSP5-Hs was obtained in bacterial cul-
tures in both soluble and insoluble fractions, while rMBP-MSP5 was
expressed mainly in the soluble fraction. Both recombinant pro-
teins migrated in SDS-PAGE close to their expected molecular weight,
27 and 66 kDa, respectively (Fig. 3, panels a and b).

The chimeric proteins were purified by affinity chromatogra-
phy with amylose resin (rMBP-MSP5, Fig. 3a) and nickel-sepharose
resin (rMSP5-Hg, Fig. 3b), and the final yield was of 2.29 and 0.072 g/
1, respectively. Endotoxins were removed as previously described
(Zimmerman et al., 2006). The rMSP5-MBP protein was used for
mice immunization (Groups 1-3, Table 1) and for antibody

€65 kDa

Fig. 3. Expression and purification of rMSP5-Hgs and rMSP5-MBP proteins. (a) Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of purified rMSP5-He
protein expressed in bacteria. Lane 1, E. coli BL21(DE3)pLysS [pRSET/AmMSP5] induced culture, 4 h after induction; lane 2, flow through; lane 3, molecular weight markers
(PAGE-Ruler, Fermentas); lane 4, column wash; lanes 5-6, eluted fractions 8, 11 and 12, respectively. (b) SDS-PAGE of purified rMSP5-MBP protein expressed in bacteria.
Lane 1, E. coli BL21(DE3)pLysS [pMAL-c2X/AmMSP5] induced culture, 4 h after induction; lane 2, molecular weight markers (PAGE-Ruler, Fermentas); lane 3, column wash;
lanes 4-7, eluted fractions 1-4, respectively. Arrowheads indicate recombinant rMSP5-Hs and rMSP5-MBP proteins.
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Fig. 4. Antibody responses elicited in mice after administration of HSV[MSP5] and/or rMSP5-MBP. Specific antibodies were measured by a competitive ELISA. Days post-
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quantification by ELISA, and rMSP5-Hs protein was used in lympho-
proliferation assays.

3.3. Antibody response to MSP5

Vaccination with 10 pg of oil adjuvanted rMBP-MSP5 rapidly
raised a specific antibody response at 28 dpv (OD = 0.646). Follow-
ing a boost with the same antigen at 35 dpv, it reached the maximum
level at 56 dpv (OD =0.947, Fig. 4). A booster immunization with
106 TU of HSV[MSP5] (Group 2, Table 1) did not increase the anti-
body levels, but titers were maintained up to 200 dpv (OD = 0.606).
Priming with the HSV[MSP5] (Group 3) did not induce detectable
antibody titers at 28 dpv, although a fast increase in specific anti-
bodies was observed after boosting the animals with purified rMSP5
(OD =0.525 at 200 dpv, Fig. 4). At the end of the experiment, 200
days after the prime inoculation, there were no significant differ-
ences in the levels of antibody titers elicited with two doses of
purified protein, or a prime with the amplicon vector followed
by a boost of protein (p =0.839) or the reverse sequence regimen
(p=0.999, Groups 2 and 3). Homologous prime-and-boost with
the amplicon vector alone (Group 4) did not elicit detectable

antibodies and was indistinguishable from the negative control group
(Group 5) inoculated with HSV[GFP] (p =0.502).

3.4. Lymphoproliferation assays

Lymphoproliferation assays were carried out at 200 dpv to
monitor the cellular response after stimulation of splenocytes cul-
tures from mice of each group with purified rMSP5-Hg or ConA. SI
calculated from groups of mice that received one or two doses of
amplicon vectors were higher than that achieved in the group vac-
cinated with two doses of purified protein (Fig. 5). The highest SI
came out from the group immunized with a heterologous prime-
boost schedule, which was primed with purified protein and followed
by inoculation on 108 TU of the amplicon vector expressing MSP5
in situ (p=0.01).

4. Discussion
It has been shown that protective immunity against A. marginale

requires the presence of humoral and cellular responses, with an-
tibodies directed to outer membrane epitopes, and a coordinated
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Fig. 5. Lymphoproliferation assays. Lymphocyte proliferative response, measured at 200 days post priming. SI, Stimulation Index. Data represent the mean of each group of
mice. Error bars show the SD and asterisks shown above bars denote the relevant p values: * p=0.04; **p=0.01; ***p = 0.0006.
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activation of macrophages to enhance phagocytosis and killing
(Brown et al., 1998). Regarding to the prevention of clinical disease,
the A. marginale spp. centrale strain is currently used as a live vaccine,
but it is not approved in the USA or the European Union because
it is a blood-based vaccine (Hammac et al., 2013). This vaccine does
not prevent infection, and persistently infected cattle are the major
reservoir of A. marginale (Kocan et al., 2003).

In this work we evaluated a novel vaccination approach, study-
ing the immune responses elicited by vaccines based on a
herpesvirus derived amplicon vector expressing the major surface
protein MSP5. The amplicon vectors were inoculated either alone
or in combination with the recombinant protein expressed in bac-
teria, in a heterologous prime-and-boost immunization regimen.

The recombinant protein rMSP5 was highly immunogenic, as
shown by prime-boost strategies with the homologous regimen
rMSP5/rMSP5 (Group 1) or the combination rMSP5/HSV[MSP5]
(Group 2) or HSV[MSP5]/rMSP5 (Group 3). In contrast, although
HSV[MSP5] amplicons drove the in situ expression of MSP5, which
was recognized by MAb ANAF16C1 in transduced Vero or
MA104 cells (Fig. 2), the strategy involving prime-boost with
HSV[MSP5] alone (Group 4) did not result in detectable antibod-
ies measured by cELISA, and its profile was indistinguishable from
that displayed by a negative control group (Group 5, p =0.501).

Despite the different antibodies kinetics observed among groups
1, 2 and 3, at the end of the experience (200dpv) the antibody levels
showed no significant differences among the three groups (p = 0.824,
Fig. 4). A similar pattern was observed when total IgG against rMSP5
was measured (not shown).

Interestingly, the cellular immunity of animals that were sub-
jected to heterologous vaccination regimens, and which included
at least one inoculation with the amplicon particles (e.g., rTMSP5
protein followed or preceded by HSV|MSP5]), was higher than in
the animals treated with two doses of adjuvanted recombinant
protein (p=0.01 and p = 0.04, respectively). Of note, the group im-
munized only with amplicons (Group 4), which did not denote an
increase in antibodies titers, showed significant cellular prolifera-
tion, at similar levels than the animals inoculated with adjuvanted
protein (p = 0.12, Group 1). As the vaccine design strategies against
anaplasmosis might take advantage of the simultaneous stimula-
tion of humoral and cellular immune responses, this is an interesting
result.

Groups 2 and 3, immunized using heterologous prime-boost regi-
mens (protein and viral vectors) showed a long-term and balanced
humoral and cellular response, almost independently of the im-
munogen used for the priming. These results are partially supported
by a previous report in which, using one immunization with a HSV-
1-based vector, elicited a long-term and protective immune response
against the intracellular bacteria Lysteria monocytogenes (Lauterbach
et al., 2004).

Protection in cattle immunized with purified MSPs was associ-
ated with a MSP-specific CD4+ T cells response, including the
production of IFN-y, TNF-o and the induction of specific antibod-
ies promoting the opsonization of bacteria, stimulation of
macrophages to perform phagocytosis, production of other cytokines
and nitric oxide, which help eliminate intracellular bacteria (Brown
et al., 1998; Palmer et al., 1999). Nevertheless, it has been re-
ported that A. marginale specific CD4+ T cells primed during infection
develop a poor memory response, probably preventing develop-
ment of the proinflammatory mechanisms required for clearance
of the pathogen (Han et al., 2010). During persistent infection, the
adaptive immune response is able to control, but not to clear the
infection. The inability to clear the infection is thought to be due
to the generation of antigenically variant surface proteins, which
escape detection and allow for a window of pathogen replication
(Palmer et al., 2009). It has been hypothesized that different im-
munologic mechanisms control bacteremia in infected animals as

compared with immunized animals, although the reason is still
unknown, animals immunized with outer membrane proteins were
better able to control bacteremia as compared with infected animals
(Noh et al., 2010). Thus, in contrast to naturally acquired immuni-
ty, sterile immunity to A. marginale can be induced by immunization
with formulations of outer membrane proteins. The difference
between the evasion of immunity resulting in persistent infection
and the immunization-induced complete clearance is likely due to
induction of antibody to conserved proteins that occurs following
immunization, but does not occur during natural infection. Noh et al.
(2010) studied several different epitopes of MSP2, which was a likely
candidate for protection, concluding that protective antibodies were
not directed against this outer protein. Nevertheless, it has been sug-
gested that shifting the immune response toward other conserved
epitopes that are poorly recognized during infection may be the key
to effective vaccine development.

In this regard, conserved epitopes of MSP5 or other proteins might
be properly exposed to the immune system through in situ expres-
sion driven by herpesvirus vectors, and therefore, future work
using this system to express different A. marginale proteins may be
of interest.

Moreover, the ability of the amplicon vectors to incorporate
several copies of the same or different genes (Laimbacher and Fraefel,
2014) and the fact that they are barely affected by preexisting im-
munity (Brockman and Knipe, 2002), makes them promising tools
to be explored. HSV-1 amplicons may accommodate multiple tran-
scription units to co-express selected antigens (Bozac et al., 2006;
D’Antuono et al., 2010; Laimbacher et al., 2012; Romanutti et al.,
2013; Santos et al., 2006), such as other outer membrane pro-
teins, multi-epitope sequences, cytokines or immunomodulatory
molecules. The use of multi-antigenic vaccines may provide knowl-
edge about the immunological synergies or interferences between
different A. marginale antigens.

As it has previously reported using vaccines formulated with dif-
ferent antigens (Kano et al., 2008; Kawasaki et al., 2007; McGuire
et al., 1994; Silvestre et al., 2014), we have shown as proof of concept,
that the experimental vaccines based on in situ expression of
antigens driven by HSV amplicon vectors were able to induce spe-
cific immune responses against A. marginale in a controlled in vivo
experiment.

The evaluation of vaccines against anaplasmosis still relies on
bovine tests, and no other animal model has been consistently es-
tablished for this disease. Nevertheless, infection of BALB/c mice with
A. marginale has been recently reported (Santos et al., 2013) and
might prove to be a valuable tool to evaluate novel antigens. Further
studies in the target host, or in an experimental animal model with
correlation with protection in the host animal, will be necessary to
assess the protective potential of these experimental vaccines.

Acknowledgments

This work was partially supported by the National Science and
Technology Agency (FONCyT, PICT 2007-0025). CP is a fellow of
CONICET. We thank Lorena Boado, Silvia Rojana, Paola Amherdt,
Leandro Diaz, and Dr. Luana de Borba for their technical support.

References

Aubry, P., Geale, D.W., 2011. A review of bovine anaplasmosis. Transboundary
Emerging Diseases 58, 1-30.

Bozac, A., Berto, E., Vasquez, F, Grandi, P., Caputo, A., Manservigi, R., et al., 2006.
Expression of human immunodeficiency virus type 1 tat from a replication-
deficient herpes simplex type 1 vector induces antigen-specific T cell responses.
Vaccine 24, 7148-7158.

Brayton, K.A., Dark, M.J., Palmer, G.H., 2009. Anaplasma. In: Nene, V., Kole, C. (Eds.),
Genome Mapping and Genomics in Animal-Associated Microbes. Springer-Verlag,
Berlin, Heidelberg, pp. 85-116.



520 C. Palacios et al./Research in Veterinary Science 97 (2014) 514-520

Brockman, M.A., Knipe, D.M., 2002. Herpes simplex virus vectors elicit durable
immune responses in the presence of preexisting host immunity. Journal of
Virology 76, 3678-3687.

Brown, W.C,, Shkap, V., Zhu, D., McGuire, T.C., Tuo, W., McElwain, T.F, et al., 1998.
CD4(+) T-lymphocyte and immunoglobulin G2 responses in calves immunized
with Anaplasma marginale outer membranes and protected against homologous
challenge. Infection and Immunity 66, 5406-5413.

Cuchet, D., Potel, C., Thomas, ]., Epstein, A.L., 2007. HSV-1 amplicon vectors: a
promising and versatile tool for gene delivery. Expert Opinion on Biological
Therapy 7, 975-995.

D’Antuono, A., Laimbacher, A.S., La Torre, J., Tribulatti, V., Romanutti, C., Zamorano,
P, et al,, 2010. HSV-1 amplicon vectors that direct the in situ production of
foot-and-mouth disease virus antigens in mammalian cells can be used for genetic
immunization. Vaccine 28, 7363-7372.

De Silva, S., Bowers, W.J., 2009. Herpes virus amplicon vectors. Viruses 1, 594-629.

Dumler, ].S., Barbet, A.F,, Bekker, C.P., Dasch, G.A., Palmer, G.H., Ray, S.C,, et al., 2001.
Reorganization of genera in the families Rickettsiaceae and Anaplasmataceae in
the order Rickettsiales: unification of some species of Ehrlichia with Anaplasma,
Cowdria with Ehrlichia and Ehrlichia with Neorickettsia, descriptions of six new
species combination and designation of Ehrlichia equi and ‘HGE agent’ as
subjective synonyms of Erlichia phagocytophila. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology 51, 2145-2165.

Epstein, A.L., 2009. HSV-1-derived amplicon vectors: recent technological
improvements and remaining difficulties - a review. Memérias do Instituto
Oswaldo Cruz 104, 399-410.

French, D.M., Brown, W.C., Palmer, G.H., 1999. Emergence of Anaplasma marginale
antigenic variants during persistent rickettsemia. Infection and Immunity 67,
5834-5840.

Guglielmone, A.A., 1995. Epidemiology of babesiosis and anaplasmosis in South and
Central America. Veterinary Parasitology 57, 109-119.

Hammac, G.K,, Ku, P.-S., Galletti, M.E,, Noh, S.M,, Scoles, G.A., Palmer, G.H., et al., 2013.
Protective immunity induced by immunization with a live, cultured Anaplasma
marginale strain. Vaccine 31, 3617-3622.

Han, S., Norimine, ]., Brayton, K.A., Palmer, G.H., Scoles, G.A., Brown, W.C., 2010.
Anaplasma marginale infection with persistent high-load bacteremia induces a
dysfunctional memory CD4+ T lymphocyte response but sustained high IgG titers.
Clinical Vaccine Immunology 17, 1881-1890.

Hocknell, PK., Wiley, R.D., Wang, X., Evans, T.G., Bowers, W.J., Hanke, T, et al., 2002.
Expression of human immunodeficiency virus type 1 gp120 from herpes simplex
virus type 1-derived amplicons results in potent, specific, and durable cellular
and humoral immune responses. Journal of Virology 76, 5565-5580.

Kano, ES., Tamekuni, K., Coelho, A.L., Garcia, J.L., Vidotto, O., Itano, E.N,, et al., 2008.
Induced immune response of DNA vaccine encoding an association MSP1a,
MSP1b, and MSP5 antigens of Anaplasma marginale. Vaccine 26, 3522-3527.

Kashima, T., Vinters, H.V., Campagnoni, A.T., 1995. Unexpected expression of
intermediate filament protein genes in human oligodendroglioma cell lines.
Journal of Neuropathology and Experimental Neurology 54, 23-31.

Kaur, A., Sanford, H.B., Garry, D., Lang, S., Klumpp, S.A., Watanabe, D., et al., 2007.
Ability of herpes simplex virus vectors to boost immune responses to DNA vectors
and to protect against challenge by simian immunodeficiency virus. Virology 357,
199-214.

Kawasaki, P.M., Kano, ES., Tamekuni, K., Garcia, J.L., Marana, E.R.M,, Vidotto, O., et al.,
2007. Immune response of BALB/c mouse immunized with recombinant MSPs
proteins of Anaplasma marginale binding to immunostimulant complex (ISCOM).
Research in Veterinary Science 83, 347-354.

Knowles, D., Torioni de Echaide, S., Palmer, G., McGuire, T., Stiller, D., McElwain, T.,
1996. Antibody against an Anaplasma marginale MSP5 epitope common to tick
and erythrocyte stages identifies persistently infected cattle. Journal of Clinical
Microbiology 34, 2225-2230.

Kocan, K.M., De la Fuente, J., Guglielmone, A.A., Meléndez, R.D., Melendez, R.D., 2003.
Antigens and alternatives for control of Anaplasma marginale infection in cattle.
Clinical Microbiology Reviews 16, 698-712.

Krisky, D.M., Wolfe, D., Goins, W.F., Marconi, P.C., Ramakrishnan, R., Mata, M., et al.,
1998. Deletion of multiple immediate-early genes from herpes simplex virus
reduces cytotoxicity and permits long-term gene expression in neurons. Gene
Therapy 5, 1593-1603.

Kuttler, K.L., Zaugg, ].L., Johnson, L.W., 1984. Serologic and clinical responses of
premunized, vaccinated, and previously infected cattle to challenge exposure
by two different Anaplasma marginale isolates. American Journal of Veterinary
Research 45, 2223-2226.

Laimbacher, A.S., Fraefel, C., 2014. HSV-1 amplicon vectors as genetic vaccines.
Methods in Molecular Biology 1144, 99-115.

Laimbacher, A.S., Esteban, L.E., Castello, A.A., Abdusetir Cerfoglio, ].C., Argiielles, M.H.,
Glikmann, G., et al., 2012. HSV-1 amplicon vectors launch the production of
heterologous rotavirus-like particles and induce rotavirus-specific immune
responses in mice. Molecular Therapy 20, 1810-1820.

Lauterbach, H., Kerksiek, K.M., Busch, D.H., Berto, E., Bozac, A., Mavromara, P, et al.,
2004. Protection from bacterial infection by a single vaccination with replication-
deficient mutant herpes simplex virus type 1. Journal of Virology 78, 4020-
4028.

Marconi, P, Krisky, D., Oligino, T., Poliani, P.L., Ramakrishnan, R., Goins, W.E, et al.,
1996. Replication-defective herpes simplex virus vectors for gene transfer in vivo.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
93,11319-11320.

McGuire, T.C., Stephens, E.B., Palmer, G.H., McElwain, T.F, Lichtensteiger, C.A., Leib,
S.R, et al,, 1994. Recombinant vaccinia virus expression of Anaplasma marginale
surface protein MSP-1a: effect of promoters, leader sequences and GPI anchor
sequence on antibody response. Vaccine 12, 465-471.

Noh, S.M., Brayton, K.A., Brown, W.C., Norimine, ]., Munske, G.R., Davitt, C.M.,, et al.,
2008. Composition of the surface proteome of Anaplasma marginale and its role
in protective immunity induced by outer membrane immunization. Infection and
Immunity 76, 2219-2226.

Noh, S.M,, Zhuang, Y., Futse, J.E., Brown, W.C,, Brayton, K.A., Palmer, G.H., 2010. The
immunization-induced antibody response to the Anaplasma marginale major
surface protein 2 and its association with protective immunity. Vaccine 28,
3741-3747.

OIE (Office International des Epizooties), 2012. Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines for Terrestrial Animals. 7th Edition, Office International des Epizooties,
Paris, France, [Chapter 2.4.1].

Palmer, G.H., Rurangirwa, ER., Kocan, K.M., Brown, W.C., 1999. Molecular basis for
vaccine development against the ehrlichial pathogen Anaplasma marginale.
Parasitology Today 15, 281-286.

Palmer, G.H., Bankhead, T., Lukehart, S.A., 2009. “Nothing is permanent but change”
- antigenic variation in persistent bacterial pathogens. Cellular Microbiology 11,
1697-1705.

Romanutti, C., D’Antuono, A., Palacios, C., Quattrocchi, V., Zamorano, P, La Torre,
J., et al,, 2013. Evaluation of the immune response elicited by vaccination with
viral vectors encoding FMDV capsid proteins and boosted with inactivated virus.
Veterinary Microbiology 165, 333-340.

Santos, K., Duke, C.M.P,, Dewhurst, S., 2006. Amplicons as vaccine vectors. Current
Gene Therapy 6, 383-392.

Santos, P.S., Sena, A.S., Nascimento, R., Aradjo, T.G., Mendes, M.M., Martins, J.R.S., et al.,
2013. Epitope-based vaccines with the Anaplasma marginale MSP1a functional
motif induce a balanced humoral and cellular immune response in mice. PLoS
ONE 8, e60311.

Schneider, C.A., Rasband, W.S., Eliceiri, KW., 2012. NIH image to Image]: 25 years
of image analysis. Nature Methods 9, 671-675.

Silvestre, B.T., Rabelo, E.ML.L., Versiani, A.F., da Fonseca, F.G., Silveira, ].A.G., Bueno,
L.L., et al.,, 2014. Evaluation of humoral and cellular immune response of BALB/c
mice immunized with a recombinant fragment of MSP1a from Anaplasma
marginale using carbon nanotubes as a carrier molecule. Vaccine 32, 2160-2166.

Suarez, C.E., Noh, S., 2011. Emerging perspectives in the research of bovine babesiosis
and anaplasmosis. Veterinary Parasitology 180, 109-125.

Tebele, N., McGuire, T.C., Palmer, G.H., 1991. Induction of protective immunity by
using Anaplasma marginale initial body membranes. Infection and Immunity 59,
3199-3204.

Vidotto, M.C., McGuire, T.C., McElwain, T.F.,, Palmer, G.H., Knowles, D.P., 1994.
Intermolecular relationships of major surface proteins of Anaplasma marginale.
Infection and Immunity 62, 2940-2946.

Zaupa, C., Revol-Guyot, V., Epstein, A.L., 2003. Improved packaging system for
generation of high-level noncytotoxic HSV-1 amplicon vectors using Cre-loxP
site-specific recombination to delete the packaging signals of defective helper
genomes. Human Gene Therapy 14, 1049-1063.

Zimmerman, T., Petit Frére, C., Satzger, M., Raba, M., Weisbach, M., Déhn, K., et al.,
2006. Simultaneous metal chelate affinity purification and endotoxin clearance
of recombinant antibody fragments. Journal of Immunological Methods 314,
67-73.



Rev Argent Microbiol. 2015;47(1):80-81

REVISTA ARGENTINA DE
MICROBIOLOGIA

www.elsevier.es/ram

REVISTA ARGENTINA DE
MICROBIOLOGIA

MICROBIOLOGICAL IMAGE

Rotavirus VP6 protein expressed in cell culture by HSV-1-based

vectors

Expresion en cultivo celular de la proteina VP6 de rotavirus mediante el uso

de vectores virales basados en HSV-1

Carlos A. Palacios®*, Juan Claus®, Nora Mattion?

a Centro de Virologia Animal, Instituto de Ciencia y Tecnologia Dr. Cesar Milstein, CONICET, Ciudad de Buenos Aires, Argentina
b Laboratorio de Virologia, Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe, Argentina

Received 9 September 2014; accepted 4 October 2014
Available online 5 March 2015

Herpes simplex virus (HSV)-based vectors have been used as
platforms for the generation of genetic vaccines against dif-
ferent viruses. Some of the advantages of defective HSV-1
vectors include: (a) HSV-1 can infect most cell types, includ-
ing antigen-presenting cells; (b) HSV-1 vectors have a large
transgene capacity (up to 150-kbp); (c) HSV-1 vectors can be
designed to cause no toxicity; (d) different studies showed
that mice vaccinated with such vectors encoding antigens
from different pathogens were partially protected’>?, indi-
cating that HSV-1 based vectors are attractive tools for the
development of safe genetic vaccines.

There are two main platforms of HSV-1-derived vectors:
defective recombinant viruses (deleted in ICP4, ICP27 and
ICP22 genes) and amplicons. Defective HSV-1 viruses can
only be propagated using a complementing cell line. Pro-
duction of amplicons depends on helper functions, provided
in trans. In both systems, different genetic elements were
intentionally introduced to conduct the heterologous gene
expression and to allow the titration of the vector stocks in
different cell lines>*.

In our group, HSV-1 vectors were developed for the
expression of several rotavirus genes. Genes from other
pathogens were also expressed, thus generating a set of

* Corresponding author.
E-mail address: cpalacioscevan@centromilstein.org.ar
(C.A. Palacios).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ram.2014.10.002

tools to be tested as new vaccine candidates against dif-
ferent diseases.

In this section, we show two different HSV-1 vectors that
express the VP6 protein from different rotavirus strains.
Figure 1 shows a defective recombinant virus expressing
simultaneously Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP)
and VP6 from murine rotavirus strain EC, in Figure 2 and
movie S1, an amplicon vector overexpressing VP6 from a
Wa strain of human rotavirus is shown. In both cases, the
VP6 proteins were recognized by a monoclonal antibody
and were found extensively expressed forming filaments
along the cells, showing a typical intra-cellular pattern, in
the absence of other rotavirus protein. These results show
that the recombinant proteins maintain the specific capac-
ity of self-assembly of the native protein and, therefore,
are potential vaccine candidates to be explored. Recently,
results obtained by our group and in collaboration with oth-
ers, have demonstrated the feasibility of these systems to
induce protective immune responses against different viral
infections'>3.

Ethical disclosures

Protection of human and animal subjects. The authors
declare that the procedures followed were in accordance
with the regulations of the relevant clinical research ethics
committee and with those of the Code of Ethics of the World
Medical Association (Declaration of Helsinki).

0325-7541/© 2014 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. This is an open access article under the CC
BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).



Rotavirus VP6 protein expressed in cell culture by HSV-1-based vectors 81

Figure 1  MDBK cells were transduced with TOEC-VP6 recom-
binant vector. Permeabilized cells were probed with monoclonal
antibody (MAb) 2F, directed against the UK strain rotavirus
VP6, followed by Alexa-594 anti-mouse antibody (Molecular
Probes, USA). Nuclear DNA was stained with 4,6,-Diamidino-
2-Phenylindole, Invitrogen (DAPI). Wa-VP6 and EGFP expression
were observed under the microscope and the obtained images
were merged into the same picture. Bar, 20 pm.

Figure 2 Vero cells were transduced with HSV [Wa-VP6]
amplicon vector. Permeabilized cells were probed with MAb
2F, followed by Alexa-594 anti-mouse antibody (Molecular
Probes, USA). Nuclear DNA was stained with 4,6,-Diamidino-
2-Phenylindole, Invitrogen (DAPI). Wa-VPé6 and EGFP expression
were observed under the microscope, and the obtained images
were merged into the same picture. The bar indicates 20 um.
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