Ingenieria Genética Il Trabajo de Laboratorio

Desarrollo de aplicaciones biotecnologicas sobre un

baculovirus

A continuaciéon se describen los aspectos fundamentales del Trabajo de laboratorio que se
realizara en el marco de la asignatura Ingenieria Genética Il, necesarios para la elaboracion del

plan de trabajo correspondiente.
|. Estado del arte
Los baculovirus
Los baculovirus pertenecen a una familia de virus de insectos ampliamente distribuida alrededor
del mundo. Poseen un genoma de ADN doble cadena circular covalentemente cerrado, de entre

80-180 kpb. Estos virus presentan dos fenotipos a lo largo de su ciclo de multiplicacion: Viriones

Brotantes y Viriones Ocluidos (Figura 1).
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Figura 1. Dibujo esquemético de los fenotipos Brotantes y Ocluidos de los baculovirus.

Actualmente se sabe que los baculovirus se emplean para el delivery de genes, para el
manejo integrado de plagas, y como sistemas de expresion de proteinas en contextos eucariotas.
En este sentido, el sistema de expresién baculovirus/insectos es muy utilizado para la produccion
de proteinas derivadas de organismos eucariotas, con el plegamiento y las modificaciones post
traduccionales similares a las de la proteina nativa. Ademas, se pueden expresar genes de gran

tamafo, son seguros, y se obtienen grandes niveles de proteinas recombinantes. Este sistema
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requiere de los Viriones Ocluidos para la infeccién de larvas (hospedadores naturales del
baculovirus), y de los Viriones Brotantes para la infeccion en células susceptibles creciendo en

condiciones de laboratorio.
El sistema Bac to Bac

El sistema Bac to Bac se basa en la transposicién sitio especifica de un casete de expresion
desde un vector plasmidico donor a un vector baculoviral (bacmido) que se propaga en
Escherichia coli (Figura 2). El bacmido contiene el replicon mini-F de bajo nimero de copias, un
marcador de resistencia a kanamicina, y un segmento de ADN que codifica para el péptido LacZa.
Insertado en el N-terminal del gen lacZa hay un segmento corto que contiene el sitio de insercion
para el transposén bacteriano Tn7 (mini-attTn7), el cual no interrumpe el marco de lectura del
péptido lacZa. El bacmido se propaga en E. coli DH10BAC como un megaplasmido que le
confiere resistencia a kanamicina, y puede complementar la delecién lacZ presente en el
cromosoma para formar colonias azules (lac*) en presencia del sustrato cromogénico X-gal y el
inductor IPTG.

ORF de interés
l Colonia Azul (+ IPTG) Colonia Blanca (+ IPTG)

O,

{

@
RANSPOSICION

TRANSFORMACION

Bacmido PURIFICACION

P

a2 4B a2 SR 4B a2

NOIDDI4SNVHL

Linea celular

Figura 2. Sistema Bac to Bac (Invitrogen).

Los bacmidos recombinantes se generan mediante transposicion del elemento mini-Tn7,
desde el plasmido donor pFASTBAC, al sitio de insercidon mini-attTn7 en el bacmido, cuando las
funciones de transposicion Tn7 se proveen en trans por un plasmido helper. El casete que se va a
transponer desde el vector donor contiene un promotor baculoviral especifico (poliedrina, p10 o
ambos), un gen de resistencia a gentamicina, un sitio de clonado mudltiple, y una sefial de
poliadenilacion insertada entre los brazos derecho e izquierdo del Tn7. La transposicion

interrumpe el marco de lectura del péptido LacZo permitiendo identificar aquellas bacterias que
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llevan bacmidos recombinantes mediante el desarrollo de colonias blancas. Luego este ADN
recombinante es utilizado para transfectar células de insecto. El stock viral cosechado de las
células transfectadas es utilizado para infectar nuevas células de insecto para la posterior

expresion, purificacion y analisis de proteinas.
Il. Los objetivos

El objetivo general de este trabajo consiste en el desarrollo de una plataforma viral para la
expresion de proteinas en contextos eucariotas, la vehiculizacion de genes terapéuticos en
animales y la formulacion de biocontroladores de plagas agricolas. Para llegar a cumplir dicha
meta, se plantean como objetivos especificos los siguientes:

1) Generar un baculovirus con capacidad de replicacion y modificacion en Escherichia coli

(Bacmido).
2) Evaluar la expresion de proteinas en entornos eucariotas utilizando el Bacmido.
3) Evaluar la actividad bioinsecticida del Bacmido en hospedadores susceptibles.

4) Evaluar la capacidad del Ba&cmido para transducir animales no susceptibles.
lll. Esquema experimental

Para la generacion de baculovirus con capacidad de replicacién y modificacion en Escherichia coli
(Bacmido) se seguira el siguiente esquema (Figura 3):
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Figura 3. Estrategia desarrollada para la generacién del Bacmido.
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Para evaluar la capacidad del Bacmido como vector para terapia génica, sistema de expresion y

control bioldgico, se contara con los plasmidos donores (pFastBAC) expuestos en la Figura 4.
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Figura 4. Plasmidos donores.

IV. Metodologia

Los materiales y métodos que se emplearan en este trabajo de laboratorio se encuentran

descriptos en el anexo 1.

V. Bibliografia

e Ferrelli M.L., Berretta M., Belaich M.N, Ghiringhelli P.D., Sciocco-Cap A., Romanowski V. The
baculoviral genome. The Viral Genome. InTech - Open Access Publisher. Janeza Trdine 9, 51000
Rijeka, Croatia. 2012. Pag 1-32.

e Miele A.B., Garavaglia M.J., Belaich M.N. & Ghiringhelli P.D. Baculovirus: Molecular insights on
their diversity and conservation. International Journal of Evolutionary Biology. 2011. Article ID
379424, doi:10.4061/2011/379424. ISSN 2090052X.

e Thomas A Kost, J Patrick Condreay & Donald L Jarvis. Baculovirus as versatile vectors for

protein expression in insect and mammalian cells. Nature Biotechnology. 2005. Pag 567 — 575.




