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“The important thing is not to stop questioning. Curiosity has its
own reason for existence. One cannot help but be in awe when he
contemplates the mysteries of eternity, of life, of the marvelous
structure of reality. It is enough if one tries merely to comprehend a
little of this mystery each day.”

— Albert Einstein
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RESUMO

O uso de vetores virais vegetais para expressdo transiente de proteinas heterdlogas ¢é
uma ferramenta 1til para produgdo em larga escala de biofArmacos importantes como
anticorpos e antigenos. Alguns grupos de virus vegetais sdo amplamente utilizados
para esta finalidade, como por exemplo tobamovirus, potexvirus, cucumovirus, entre
outros. Neste estudo, foram desenvolvidos trés vetores virais distintos. O tobamovirus
Pepper mild mottle virus (PMMoV) foi utilizado para o desenvolvimento do primeiro
vetor viral para a expressao de proteinas recombinantes, desse estudo. Inicialmente, o
clone infeccioso de PMMoV foi construido no pequeno vetor bindrio pJL89,
substituindo-se a parte central da capa proteica do virus pelo gene repdrter Green
fluorescent protein (GFP), usando a técnica de Gibson Assembly. O vetor
pJL PMMOoV(A)GFP fusionado mostrou-se viavel para expressdo do gene de GFP.
Posteriormente, o gene de GFP foi substituido pelo gene de antigenos virais de
Chikungunya virus (CHIKV) e o gene foi expresso com sucesso. No segundo
trabalho, o clone infeccioso do tymovirus Tomato blistering mosaic virus — ToOBMV
foi adaptado para futuramente ser usado como vetor de apresentacdo de peptideos. A
regido N-terminal da capa proteica foi modificada deletando-se 24 aminoécidos
(CPA2-24) que mostraram-se nao essenciais para a expressdo do capsomero e
infectividade. E, finalmente no terceiro estudo, um baculovirus recombinante foi
construido para checar a montagem de tymovirus-like particles (tVLPs) apos a
expressdao da CP do tipo selvagem ou uma versdo contendo uma pequena delecdo na
regido amino-terminal da CP (CPA2-24). A essa regido foi adicionada uma pequena
sequéncia contendo um epitopo de CHIKV para testar o potencial uso de ToBMV
como uma proteina carreadora de epitopos imunogénicos. Dessa maneira, foi
observada a formagdo de tVLPs em todas as versdes da CP quando o gene foi

expresso em células de inseto utilizando baculovirus.

Palavras chave: Expressdo de proteinas, vetor viral, PMMoV, GFP, ToBMV,

baculovirus, VLP
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ABSTRACT

The use of plant viral vectors for transient expression of heterologous proteins is a
useful tool for large-scale production of important biopharmaceuticals such as
antibodies and antigens. Some groups of plant viruses are widely used for this
purpose, for example tobamovirus, potexvirus, cucumovirus, and so on. In this study,
three different viral vectors were developed. The tobamovirus Pepper mild mottle
virus (PMMoV) was used for the development of the first viral vector in this study for
the expression of recombinant proteins. Initially, the PMMoV infectious clone was
constructed on the small binary vector pJL89, replacing a middle part of the viral coat
protein gene by the Green fluorescent protein (GFP) reporter gene, using the Gibson
Assembly technique. The fused pJL PMMoV(A)GFP vector proved to be viable for
protein expression. The GFP gene was replaced by the viral antigen gene of
Chikungunya virus (CHIKV) and successfully expressed. In the second work, the
tymovirus infectious clone Tomato blistering mosaic virus — TOBMV was adapted to
be used as display peptide vector, in the future. The N-terminal region of the protein
coat was modified by deleting 24 amino acids (CPA2-24), which were shown to be
non-essential for expression of the capsomer and infectivity. And, finally in the third
study, a recombinant baculovirus was constructed to check a set of tymovirus-like
particles (tVLPs) following expression of the wild-type CP or a version containing a
small deletion in the amino-terminal region of CP (CPA2-24). To this region was
added a small sequence containing CHIKV epitope to test the potential use of
ToBMYV as a protein carrier of immunogenic epitopes. Likewise, cell formation was
observed in all versions of CP when the gene was expressed in insect cells by

baculovirus.

Keywords: Protein expression, viral vectors, PMMoV, GFP, ToBMV, baculovirus,
VLP
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OBJETIVOS

Objetivo geral

O presente trabalho visou a construcdo e caracterizacdo de diferentes vetores
virais baseados no tobamovirus Pepper mild mottle virus e no tymovirus Tomato
blistering mosaic virus para expressao de proteinas recombinantes via Agrobacterium
em plantas Nicotiana benthamiana e via sistema de expressdo em baculovirus

(BEVS) em células de inseto.

Objetivos especificos

A construcdo de trés vetores virais com estratégias distintas:

. Vetor com gene reporter GFP ou multiepitopo da CHIKV inseridos “in
frame” na regido central da capa proteica do tobamovirus Pepper mild mottle virus
para expressdo transiente via Agrobacterium tumefaciens em plantas de Nicotiana
benthamiana.

. Replicon baseado no tymovirus Tomato blistering mosaic virus contendo uma
modificacdo na regido N-terminal da CP, visando usar a CP como “display” para
producdo de peptideos em plantas via agroinfiltragao.

. Vetor baseado em baculovirus recombinante para produgdo de tymovirus-like

particles (tVLPs) e seu potencial uso como proteina carreadora de pequenos epitopos.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL
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1. SISTEMAS DE EXPRESSAO DE PROTEINA RECOMBINANTE

Com o aumento do uso comercial de proteinas recombinantes como drogas
terapéuticas, fez-se a necessidade de sistemas de expressdo eficientes, com baixo
custo e faceis de usar (Lindbo, 2007). Atualmente, vérias técnicas de expressao sao
utilizadas para produgdo de proteinas heterdlogas, ou seja, produzidas em organismos
diferentes daqueles de sua origem, dentre os quais podemos citar os que utilizam
células de bactérias, de leveduras, culturas de células de insetos e de mamiferos, além

de plantas e animais transgénicos (Rybicki, 2014, 2009).

Idealmente, um atraente sistema de expressao deve: (i) ser capaz de produzir a
proteina desejada com a conformagdo correta; (ii) apresentar boa produtividade; (iii)
ser facil de manusear e manter; (iv) ser seguro e econdmico; e (v) oferecer facilmente
os processamentos downstream. No entanto, cada sistema de expressdo possui
vantagens e desvantagens inerentes € ndo existe um sistema de expressdo

universalmente aplicavel (Rai and Padh, 2001; Serensen, 2010).

O sistema procariotico baseado em Escherichia coli vem sendo o mais
utilizado por permitir que uma grande quantidade de proteinas seja expressa de
maneira rapida a um custo mais baixo que os sistemas eucaridticos baseados em
culturas de células, por exemplo, e por possuir a facilidade de manutencdo de
culturas. No entanto, observa-se que o processamento das proteinas de origem
eucaridtica em bactérias ¢ simples e limitado aos que ndo necessitem da maquinaria
de processamento pos-traducional, ou que estas ndo sejam necessdrias para a
atividade biologica. Por exemplo, a maioria das proteinas humanas glicosiladas
usadas para fins terapéuticos requerem a glicosilagdo, processo que as bactérias nao

realizam (Sharma and Sharma, 2009).
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Outra desvantagem que o sistema bacteriano apresenta ¢ que as proteinas
podem formar agregados insoluveis, chamados corpusculos de inclusdo, e para
solubiliza-los, utilizam-se agentes desnaturantes que podem causar danos estruturais e
dificultar a recuperagdo das cadeias polipeptidicas, além de aumentar o custo do
processo (Ma et al., 2003). H4 também a possibilidade dessas proteinas serem toxicas
para o organismo, o que poderia resultar em baixos niveis de producdo (Benz and

Schmidt, 2002).

Por sua vez, os sistemas que utilizam células eucaridticas, a cultura de
leveduras, Saccharomyces cerevisiae, € mais recentemente Pichia pastoris,
apresentam um custo relativamente baixo quando comparado a outros sistemas,
porém, apresentam a desvantagem de frequentemente hiperglicosilarem as proteinas
recombinantes e também o fato das mesmas serem instdveis e insoliveis quando

produzidas em quantidade (Twyman et al., 2003).

O sistema que utiliza células de mamiferos ja demonstrou ser um dos sistemas
mais eficientes com relacdo as modificagdes pos-traducionais da proteina
recombinante, principalmente se tratando de uma glicoproteina. No entanto, apresenta
algumas desvantagens como, por exemplo, a manutengdo das células com meios de
cultura bastante complexos e uso de reatores sofisticados e a necessidade de mao de
obra especializada, o que vem a onerar a producdo. Além disso, apresenta muitas
vezes, baixo rendimento, longo tempo para producdo de proteina, alto custo de
armazenamento e grande risco biologico de contaminagdo das amostras por virus ou
outros patoégenos que poderdo infectar humanos e outros animais (Hamilton et al.,

20006).
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Uma abordagem interessante para produc¢do de proteinas recombinantes tem
sido a secrecdo de proteinas no leite e urina de animais transgénicos (Houdebine,
2018). Bovinos, caprinos, suinos, ovinos, camundongos e coelhos, apresentam
integrados aos seus genomas os genes de interesse controlados por promotores que
restringem a expressao da proteina as glandulas mamarias (Bosze et al., 2008; Dyck et
al., 2003; Echelard et al., 2009). Uma desvantagem dessa técnica, porém, ¢ o tempo
de espera razoavelmente grande para obten¢do de proteinas recombinantes e, apesar
de ter sido demonstrada a possibilidade de secrecdo de proteinas heterdlogas na urina
de animais transgénicos sob o controle de promotores tecido-especificos, o sistema
continua com a grande desvantagem de ser um sistema muito caro, com 0 maior
tempo de producdo entre todos os sistemas vistos anteriormente € o que possui a
menor capacidade de escalonamento de biossintese de proteinas heterdlogas, sem
esquecer o risco de contaminac¢do da amostra por virus animais e prions (Larrick and

Thomas, 2001; Twyman et al., 2003).

1.1 Plantas como biofabricas de proteinas

Era o ano de 1989, quando uma pesquisa sobre anticorpos monoclonais
produzidos em plantas pelo grupo de Andre Hiatt ilustrou a capa da revista Nature.
Foi entdo, que a atengdo do mundo voltou-se para as plantas como uma conveniente e
versatil plataforma de producdo de proteinas farmacéuticas recombinantes com menos
risco bioldgico, rapido e de custo mais baixo (Hiatt et al., 1989). Estima-se que essas
proteinas possam ser produzidas em plantas por 2-10% do custo do sistema de
fermentacdo microbiana, por cerca de 0,1% dos de uma cultura de células de

mamiferos e com uma redugdo de 10 — 50 vezes, pelo menos, em relacdo ao custo
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final do sistema bacteriano. Plantas necessitam basicamente de: agua, luz e solo

(Paul and Ma, 2011; Twyman et al., 2003; Yao et al., 2015; Yusibov et al., 2011).

Além do baixo custo de produgdo citado acima, outros fatores a favor dos
sistemas vegetais incluem o potencial para producdo em larga escala, a eliminagdo de
custos relativos a purificagdo e processamento para o caso de produtos administrados
oralmente (vacinas comestiveis), a disponibilidade da tecnologia para colher e
processar plantas e os seus produtos a escala industrial e sdo faceis de modificar por
engenharia genética. Além disso, proteinas terapéuticas produzidas em plantas,
purificadas ou ndo, tém menos probabilidade de contamina¢do com micro-organismos
patdégenos humanos do que as derivadas de células animais, pois as plantas ndo sdo
hospedeiras para agentes infecciosos humanos ou animais, endotoxinas ou prions

(Giddings et al., 2000).

A primeira proteina recombinante de interesse farmacéutico a ser produzida
em planta foi o hormdnio do crescimento humano via tabaco transgénico e calo de
girassol (Barta et al., 1986), em seguida, um anticorpo monoclonal em tabaco
transgénico em 1989 (Hiatt et al., 1989). Varios estudos foram publicados nos anos
seguintes, em particular a expressdo de hepatite B (HbsAg) em plantas de tabaco
(Mason et al., 1992), seguida pela apresentagdo de um epitopo da malaria na
superficie de tobacco mosaic tobamovirus (TMV) (Turpen et al., 1995), no entanto, o
avanco para o sucesso comercial veio somente apds ser definida uma medida
regulatoria aceita para produtos bioldgicos derivados de plantas, culminando em 2012
com a aprovagio de uma enzima utilizando a plataforma ProCellEx®

(http://protalix.com/technology/procellex-platform/) expressa em cultura de células de

cenoura, denominada ELELYSO™ (alfataliglucerase), uma forma recombinante de
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glucocerebrosidase humana desenvolvida pela Pfizer e Protalix BioTherapeutics

(https://www.elelyso.com) para o tratamento da Doenga de Gaucher Tipo 1 (Fox,

2012).

Retroagindo a 2009, em resposta a pandemia de Influenza HIN1 que matou
mais de 150.000 pessoas somente na América do Norte, o governo dos EUA iniciou
um programa de U$ 1,6 bilhdes para encontrar alternativas para produzir rapidamente
um grande niimero de vacinas, € no ano seguinte firmou contrato com a Fraunhofer

USA (http://www.thcmb.org) que utiliza vetores virais vegetais para expressao de

proteinas de antigeno da Influenza HINI em planta de tabaco, Nicotiana
benthamiana (Jul-Larsen et al., 2012). Recentemente, uma droga experimental
composta de trés anticorpos monoclonais utilizada para o tratamento da doenga
causado por virus Ebola durante o recente surto, chamada ZMapp™

(http://mappbio.com/z-mapp/), foi produzida em planta de tabaco pela Mapp

Biopharmaceutical (Qiu et al., 2014).

Desde entdo, o grande potencial do uso de plantas para producdo de
biofdrmacos tem sido ilustrado por mais de 120 produtos que estdo em fase de testes
clinicos e pré-clinicos (Hefferon, 2012; Yao et al., 2015; Yusibov et al., 2015).
Recentemente, foi instituida a Sociedade internacional de (PMF) “plant molecular

farming” (http://societyformolecularfarming.org), sua primeira conferéncia aconteceu

na Alemanha em junho de 2014 (Paul et al., 2015).
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1.1.1. Plataformas de producio de PMFs

Essencialmente, existem dois processos para entrega e expressdo de genes
heterdlogos: (i) expressdo estavel (plantas transgénicas e plantas transplastdmicas); e
(i) expressdo transiente mediada por vetores bindrios via Agrobacterium ou via

vetores virais vegetais (Gleba et al., 2007, 2005; Lico et al., 2008).

1 — Sistema de expressao por meio de transformacao nuclear estavel e transplastomica:

Na tecnologia de transformacao estavel, um cassete de expressdo carregando
um ou mais genes exogenos de interesse sdo integrados no genoma nuclear
(transgénicos) ou plastidial (transplastomicos) da célula da planta, o que resulta em
um carater adquirido para ser herdado de forma estdvel para as proéximas linhagens,
que podem ser propagadas vegetativamente ou por sementes (Obembe et al., 2011).
Essa integragdo pode ocorrer por diferentes métodos de transformacgdo, seja via
Agrobacterium tumefaciens, ou por meios diretos de transformacdo, como o
bombardeamento de microparticulas revestidas de DNA (biobalistica) e a
transformagdo de protoplastos. As plantas transgénicas representam um potencial
estavel e fonte de propagacdo barata, no entanto, o desenvolvimento e a selecdo de
uma linhagem transgénica apropriada podem demorar muitos meses e a produgao com
alto rendimento nem sempre ¢ possivel e estavel (Rybicki, 2009). Além disso, plantas
cultivadas no campo, muitas vezes, podem apresentar variagdes no nivel de expressao
de proteinas recombinantes. Portanto, a producdo sob as normas de boas praticas de
fabricacdo (GMP) e o escalonamento podem dificultar o uso dessas plantas cultivadas
no campo como fonte de antigenos para vacinas derivados de plantas (Tiwari et al.,

2009). Outro viés da técnica € que a produtividade com alto rendimento nem sempre ¢é
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atingivel e estavel devido ao fendmeno do mecanismo de silenciamento génico

(Baulcombe, 2005).

Outra estratégia de expressao estavel ¢ a de planta transplastomica que baseia-
se na expressdo de proteinas em cloroplastos transformados. Este sistema apresenta
vantagens como, por exemplo, a de integracdo do novo DNA dentro do genoma do
cloroplasto via recombinag¢do homologa e o numero elevado de copias do transgene (o
que leva este sistema a oferecer muitas vezes rendimentos elevados). Nao somente o
numero de copias do gene por célula, mas também a maquinaria de cloroplasto para
produzir proteinas ¢ muito mais eficiente do que dos genes do nucleo. Este sistema
também evita varios problemas associados com a transformacdo nuclear devido a
auséncia do mecanismo de silenciamento génico e a minimizagdo de DNA
cloroplasmatico funcional em graos de polen, isto €, os genes de plastideos sdo de
heranca uniparental, exclusivamente materna, fator que reduz o risco de contaminacao
de transgenes para outras plantas (Daniell, 2006). No entanto, uma desvantagem
relevante ¢ que as proteinas recombinantes expressas em cloroplastos sdo mais
similares as proteinas expressas em bactérias em relacdo as modificagdes pos-
traducionais e com isso, a técnica ndo ¢ adequada para a produgdo de muitas proteinas
complexas devido a incapacidade de realizacdo de modificagdes pos-traducionais em

cloroplastos, incluindo glicosila¢ao (Daniell, 2006; Hefferon, 2013).

i1 — Sistema de expressao transiente:

A expressao transiente se distingue da expressdo estavel pela ndo integragao
do DNA exdégeno no genoma do hospedeiro. E considerado um mecanismo de
expressdo rapido, pois em poucos dias j4 se consegue obter uma quantidade

consideravel de proteinas (Obembe et al., 2011). Expressdo transiente via
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Agrobacterium tumefaciens ¢ amplamente utilizada, no qual se aproveita da
capacidade natural de A. tumefaciens para transferir DNA exdgeno para células
vegetais com parede celular intacta. A base molecular desta técnica ¢ a transferéncia
para a planta de uma regido de um plasmideo Ti (do inglés, tumor inducing). Essa
regido ¢ denominada T-DNA (do inglés, transferred-DNA) e ¢ delimitada por duas
sequéncias repetidas, borda esquerda e borda direita, contendo 25 pb cada, onde
atuam endonucleases produzidas pela regido de viruléncia (vir) do plasmideo Ti
(Gelvin, 2003). O processamento do T-DNA e sua transferéncia da bactéria para o
genoma da célula da planta hospedeira resultam em grande parte da atividade dos
produtos dos genes da regido vir contidos no plasmideo Ti, os quais tém expressao
6tima sob pH 4&cido (5,5 — 5,8) e na presengca de indutores fenolicos, como
acetoseringona, que sdo liberados por ferimentos dos tecidos vegetais. O T-DNA ¢
manipulado para conter os genes de selecdo e os genes de interesse, 0s oncogenes sao
removidos e entdo o plasmideo Ti ¢ inserido em A. tumefaciens e utilizado para
transformagdo em plantas (Brasileiro and Lacorte, 2015). Esse mecanismo de
expressdo transiente foi desenvolvido baseado na caracteristica geral da A.
tumefaciens como explicado anteriormente, entretanto, infiltra-se uma suspensdo de
A. tumefaciens contendo um vetor binario e o gene alvo em folhas intactas com uma
seringa ou na planta inteira, sob pressdo negativa. Desta forma um grande niimero de
células vegetais ¢ transformada, atingindo altos niveis de expressdo de proteinas por
um curto periodo de tempo (3-7 dias), com vantagens de baixo custo operacional e
simplicidade dos protocolos de transformacdo e sele¢do (Fischer et al., 2004;

Lomonossoff and DAoust, 2016).

A perda da expressio de proteinas percebida apds alguns dias ¢

predominantemente causada pelo silenciamento génico pos-transcricional (PTGS)
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como sugerido por JOHANSEN & CARRINGTON e confirmado mais tarde por
VOINNET e colaboradores (Johansen and Carrington, 2001; Voinnet et al., 2003).
Contudo a observagdo do silenciamento génico pos-transcricional na expressao
transiente via 4. tumefaciens permite avaliar como o gene exdgeno € processado pela
planta. Devido ao fato do silenciamento génico poés-transcricional poder ser
contornado com a coexpressdo de proteinas supressoras de PTGS juntamente com o
gene de interesse, esse fator pode ainda ser visto como uma vantagem desse sistema
de expressdo, pois devido a simplicidade da técnica, esse ensaio poderia funcionar
como um antecessor de outros sistemas de produgdo heteréloga em plantas,
permitindo prever o possivel silenciamento génico do transgene (Cazzonelli and

Velten, 2006).

A expressdo transiente via Agrobacterium tem sido usada com sucesso para
expressar genes reporteres em tecidos de folhas de N. benthamiana, N. tabacum,
Phaseolus vulgaris, Phaseolus acutifolius, Lactuca sativa, Arabidopsis thaliana,
Pisum sativum e Linum usitatissimum (Van der Hoorn et al., 2000; Wroblewski et al.,
2005). Nicotiana benthamiana é a planta modelo mais utilizada por virologistas de
plantas, devido principalmente a diversidade de virus de plantas que podem infecta-la
com sucesso (Goodin et al., 2008). Esta planta possui uma mutacao natural que ocorre
no gene da RDR1 (RNA polimerase dependente de RNA tipo 1 — envolvida na defesa
antiviral das plantas ), o que explica o aumento da suscetibilidade a virus (Yang et al.,

2004).
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1.1.2. Expressao transiente via vetor viral

Um vetor viral, essencialmente, ¢ um clone de cDNA infeccioso modificado e
clonado em um plasmideo, podendo ser utilizado como ferramenta biotecnologica
para expressdo de proteinas heterdlogas (Gleba et al., 2007; Lindbo, 2007b; Pogue et
al., 2010). Vetores virais de plantas entregues via Agrobacterium sp. sao um sistema
eficiente para a expressdo de proteinas recombinantes, além de oferecerem
simplicidade da metodologia. De modo geral, a expressdo transiente utilizando
vetores virais oferece como principal vantagem altos niveis de replicacdo e
consequentemente altos niveis de expressdo de proteinas heterdlogas em curto
intervalo de tempo. Os genes alvos ndo sdo incorporados no genoma de células da
planta, e com isso, existe baixo risco de propagagdo do transgene por poélen, sementes
ou outras rotas. Além disso, as versdo mais recentes de vetores virais perderam a
capacidade de encapsidar ou mover-se de célula a célula, atenuando, desta maneira,
problemas de bioconten¢do que estdo associados ao uso de plantas transgénicas como
plataforma de producdo (Rybicki, 2010). Outra facilidade do uso de vetores virais ¢
que as proteinas produzidas em plantas podem ser utilizadas sem purificagdo, usando
poucas etapas ou em alguns casos, requerem somente uma purificacdo parcial

(Boehm, 2007; Dawson, 2011; Paul and Ma, 2011).

Juntamente com outros virus, tais como alfalfa mosaic virus (AMV), potato
virus X (PVX), cucumber mosaic virus (CMV), cowpea mosaic virus (CPMV),
tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), tobacco mosaic virus (TMV) permanece
sendo o virus mais importante baseado em avaliagdes cientificas e significancia
economica (Gleba et al., 2007; Matsuo et al., 2007; Mortimer et al., 2015; Scholthof

et al., 2011; Yusibov et al., 2006). A tecnologia baseada em virus usada como
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plataforma industrial, vem deixando de ser uma utopia para se tornar realidade.

Empresas como a Fraunhofer-Gesellschaft (https://www.fraunhofer.de), a Mitsubishi

Tanabe Pharme Corp (https://www.mt-pharma.co.jp/e/index.php), atual proprietaria

da  canadense Medicago Inc, e a Kentuchy BioProcessing Inc.

(https://www.kentuckybioprocessing.com) tém feito grandes progressos técnicos nos

ultimos anos no processo de producdo de proteinas recombinantes em planta e
otimizagdo dos hospedeiros para expressdo através de vetores virais via A.

tumefaciens (Gleba et al., 2005; Yusibov et al., 2015).

A expressdo transiente de vetores virais via A. tumefaciens ¢ bastante utilizada
e novas plataformas para essa estratégia tem sido desenvolvida. Um desses protocolos
conhecido como magnifection, desenvolvido pela empresa ICON Genetics GmbH

(https://www.icongenetics.com), que em 2017 tornou-se uma subsididria da DENKA

Co. (http://www.denka.co.jp/eng/), utiliza as vantagens de trés sistemas bioldgicos: a

velocidade e nivel de expressdo dos virus, a eficiéncia de transfeccdo da A.
tumefaciens e a capacidade pods-traducional e baixo custo de producdo das plantas.
Neste protocolo, o espago intercelular das folhas da parte aérea da planta ¢ infiltrada
com suspencdes de A. tumefaciens transportando T-DNAs contendo os genes de
interesse, utilizando pressdo negativa (infiltracdo a vacuo) (Gleba et al., 2005, 2014;
Klimyuk et al., 2012). A unidade piloto da Fraunhofer USA diz ser capaz de produzir
at¢ 300 kg de biomassa por més, utilizando o protocolo de magnifection, o que
corresponde a 2,5 milhdes de unidades de vacinas contra Influenza HIN1 (Gleba et
al., 2005; Hefferon, 2012). Recentemente, alguns vetores baseados em TMV tem
apresentado muito sucesso na produgdo rapida e de alto rendimento de proteinas

heter6logas utilizando a estratégia acima.
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1.1.3. Vetores virais baseados em Tobamovirus

Na década de 80, acreditava-se que a alta frequéncia de erros que ocorrem
durante a replicagdo do RNA viral fosse o maior obstaculo para a utilizagdo de virus
de RNA vegetais como vetores, uma vez que a fidelidade de replicagcdo de um vetor, e
consequentemente seu inserto, devesse ser crucial para o sucesso dos genes
transferidos (van Vloten-Doting et al., 1985). Mais de dez anos depois, soube-se que
essa frequéncia de erros na replicagdo poderia ser um problema menor para a
expressdao do gene heterdlogo do que imaginava-se anteriormente e, hoje, a principal
causa da instabilidade e delecdo desses genes por vetores virais tanto de RNA quanto
de DNA parecem ser os rapidos eventos de recombinagdo sofridos no interior destes

virus (Scholthof et al., 1996).

Tobamovirus ¢ um género da familia Virgaviridae, exibindo virions nao-
envelopados com formato de bastonetes rigidos de RNA fita simples senso positivo
(+ssRNA), possuindo o Tobacco mosaic virus (TMV) como espécie tipo (Adams et
al., 2009). TMV possui um genoma de 6395 nucleotideos codificando pelo menos
quatro ORFs. As proteinas 126-kDa e 183-kDa, denominadas subunidade pequena e
grande de replicase, respectivamente, sdo traduzidas diretamente por RNA gendmico
e sdo necessarias para a replicacdo viral. As outras duas proteinas, a proteina de
movimento 30 kDa (MP) que funciona na disseminacdo da infec¢do célula a célula, e
a capa proteica 17,5 kDa (CP) que ¢ essencial para a encapsidagao viral e movimento
sistémico no sistema vascular, sdo traduzidas através de RNA subgendmico (Goelet et

al., 1982).

O primeiro vetor viral foi desenvolvido por TAKAMATSU e colegas

(Takamatsu et al., 1987), onde um transcrito de RNA in vitro de TMV recombinante
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foi inoculado em lesdes na folha de tabaco, expressando o gene cloranfenicol acetil-
transferase (CAT). A substituicdo do gene da capa proteica (CP) por um gene da
proteina heter6loga resultou no primeiro hibrido construido, porém a quantidade de
proteina heterdloga produzida foi muito aquém do que os pesquisadores esperavam e
a auséncia de capa proteica limitou a localizagdo do virus somente aos tecidos

infiltrados (Dawson et al., 1989; Takamatsu et al., 1987).

Em 1989, DAWSON e colegas criaram um vetor com uma ORF extra,
clonando um gene sob o controle de um promotor subgendmico adicional da capa
proteica, no genoma do TMV, localizado entre os genes da proteina de movimento e
da capa proteica. Este hibrido replicou eficientemente e a atividade do gene
heterologo foi mantida, porém durante a infec¢do sistémica das plantas, a sequéncia
inserida foi deletada, provavelmente por consequéncia de recombina¢do homologa
das sequéncias dos promotores subgendmico repetidas (Dawson et al., 1989). Baseado
nestas informagdes, DONSON e colegas (1991) desenvolveram um vetor viral
baseado em TMV contendo o gene da CP e o promotor subgenomico de
odontoglossom ringspot virus (ORSV) além do gene de interesse controlado pelo
promotor subgendmico da CP do préprio TMV. Esta construgdo produziu a proteina
de interesse e a sequéncia manteve-se estavel durante a infec¢do sistémica na planta,
porém o gene de interesse foi pouco expresso, se comparado tanto ao gene da CP no
TMYV selvagem quanto ao gene da CP do ORSV no proprio vetor. Uma das hipoteses
levantadas pelo grupo foi que a sequéncia do promotor subgenomico poderia estar

incompleta (Donson et al., 1991).

Em 1996, outro grupo utilizou uma estratégia similar com a de DAWSON em

1989, adicionando o gene da proteina verde fluorescente GFP (do inglés, green
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fluorescente protein) entre a regido da MP e da CP. No entanto, ao invés de repetirem
o promotor subgendmico da CP homologa, utilizaram a sequéncia do promotor
subgendmico de tomato mild green mosaic virus (TMGMV) e este vetor expressou
eficientemente o gene da GFP, sistemicamente através das plantas (Casper and Holt,

1996).

Porém, os pesquisadores ainda estavam desapontados com os niveis de
expressdo das proteinas expressas nesses diversos vetores, e em 1999, SHIVPRASAD
e colegas decidiram testar o efeito de sequéncias heter6logas no modelo proposto por
DONSON (1991). Construiram varios vetores essencialmente com o mesmo desenho,
contendo diferentes sequéncias de CP, promotores subgendmicos heterdélogos e
3’UTRs de tobamovirus, e apesar de alguns vetores replicarem de forma similar, as
variagdes nos niveis de transcrigdo de GFP e CP produzidos pelos diversos vetores
demonstraram que: “construir um vetor viral eficaz ndo é um exercicio trivial”
(Dawson, 2011). Baseados nesses testes, criaram o vetor 30B, contendo a replicase e
proteina de movimento do TMV, GFP sob o comando do promotor subgendmico de
TMYV e promotor subgendmico, capa proteica e 3’UTR de TMGMYV, o qual citaremos

mais tarde (Shivprasad et al., 1999).

Pesquisas demonstraram que os vetores virais ndo deveriam ser apenas uma
copia do virus selvagem (full-lenght genome vector — figura 1A) transportando uma
sequéncia de codificacdo heterdloga e, com isso, novas estratégias reconhecem as
limitagdes inerentes ao processo viral e tentam “reconstruir” o virus (deconstructed
vector — figuras 1B e 1C), seja eliminando fungdes que sdo limitantes ou indesejaveis
e entdo reconstruindo essas funcdes necessarias perdidas e delegando-as ao

hospedeiro (este geneticamente modificado para prover essas funcdes), seja
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substituindo-as, ao invés de elimina-las, por funcdes andlogas que ndo derivadas do

virus (Gleba et al., 2005, 2004; Yusibov et al., 2013).

A) Um tipico vetor de expressédo baseado em TMV
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B) Sistema de pro-vetores para rapida montagem in planta de amplicons virais de
transferéncia de T-DNA por Agrobacterium — MagnICON (Marillonnet et al., 2004)
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C) Sistema de delecéo da CP — TRBO (Lindbo, 2007)
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Figura 1 — Representaciio esquematica simplificada da estratégia dos vetores virais. P: promotor;
MP: proteina de movimento; CP: capa proteica; T: terminador; ACT2: promotor da actina 2 de
Arabidopsis; RdRp: RNA polimerase dependente de RNA de tobamovirus; SGP: promotor
subgendmico direcionando a transcricdo do gene de interesse (GOI); R: sitio de recombinacdo; R:
ribozima; nos: terminador nos; PhiC31: integrase; 35S: promotor 35S; CaMV: terminador cauliflower
mosaic virus; Figuras B e C adaptadas de Peyret & Lomonossoff, 2015.

Foi demonstrado em alguns estudos que hibridos de TMV com repeti¢do do
gene da CP frequentemente deletavam esta copia extra no inicio da replicagdo,
provavelmente, resultado da recombinacdo homoéloga das sequéncias dos promotores
subgenomico duplicados. Contudo, a dele¢do ndo ocorreu em uma constru¢cdo onde

foram utilizados simultaneamente os genes da CP de TMV e de outro tobamovirus, o
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que justifica o uso de promotores subgendmicos heterologos quando houver

necessidade de repeti¢ao (Beck and Dawson, 1990; Yusibov et al., 1999).

Um dos vetores mais conhecidos e usados comercialmente ¢ o MagnlCON
(ICON Genetics) baseado na montagem in planta de vetores virais funcionais pela
recombinac¢do de modulos separados (figura 1B). Uma quimera de crucifer-interfering
TMV (cr-TMV) e turnip vein-clearing virus (TVCV) sob o comando do promotor da
actina de Arabidopsis thaliana (ACT2) e a inser¢ao de inimeros introns para facilitar
o processamento e exportacdo de pré-mRNA a partir do nucleo (Gleba et al., 2004;

Marillonnet et al., 2004).

Outro sistema, denominado TRBO - TMV RNA-based overexpression, teve a
sequéncia codificante do gene da CP retirado (Figura 1C), sob a hipotese de que
sequéncias do promotor subgenomico e da ORF da CP de TMV poderiam ser potentes
indutores de silenciamento génico (mecanismo de defesa contra virus de RNA e
retrotransposons em cé¢lulas eucaridticas que degradam o mRNA do transgene)
diminuindo o rendimento da proteina de interesse e criando um impacto negativo na
eficiéncia da agroinfeccdo e para evitar a propagagdo sistémica (Lindbo, 2007a,

2007b).

O vetor de substituicdo de genes baseado em TMV (pBID4), teve o gene da
CP substituido pelo gene de interesse fusionado a uma molécula carreadora
termoestavel para facilitar a expressdo, estabilidade e purificagdo da proteina de

interesse (Musiychuk et al., 2007).

Para o sucesso da producdo de proteinas farmacéuticas, um vetor de expressao

baseado em um virus vegetal deve manter a estabilidade genética da sequéncia nado
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viral codificando o produto final sob varidveis de condi¢cdes ambientais e respostas de
defesa do hospedeiro, o que, ao contrario, representa ser um problema para um vetor

de producdo (Klimyuk et al., 2012; Mortimer et al., 2015).

No estudo relatado no capitulo 2, um novo vetor baseado em tobamovirus,
pepper mild mottle virus (PMMoV), foi desenvolvido para produzir proteinas
heter6logas, tendo a parte central da capa proteica substituida pelo gene de interesse e

montado em um vetor binario adequado para agroinfiltragdo em plantas.

1.1.4. Tymovirus para expressio de proteinas heterologas

Tymovirus ¢ um dos géneros da familia Tymoviridae e contém pelo menos 28
espécies de virus conhecidas (“International Committee on Taxonomy of Viruses",
ICTV, 2018). Sao virus de RNA de fita simples senso positivo, ndo-segmentados com
um genoma de 6,3 kb contendo trés ORFs, duas das quais sdo sobrepostas. Duas
proteinas, proteina da replicase (206 kDa) e proteina de movimento (69 kDa), sdo
traduzidas pelo RNA gendmico, enquanto a CP (20 kDa), cuja ORF reside na
extremidade 3’ do RNA gendmico, ¢ traduzida por um RNA subgendmico que ¢
produzido durante a replicagdo (Dreher, 2004). Turnip yellow mosaic virus (TYMV) é
a espécie tipo do género, apresentando particulas isométricas cheias e/ou vazias com
simetria icosaédrica 7=3 com subunidades hexaméricas e pentaméricas, nao-
envelopados de aproximadamente 30 nm de didmetro e induzem a formagdo de

vesiculas com membrana dupla na periferia dos cloroplastos (Canady et al., 1996).

Em 1997, Sastri e colaboradores demonstraram que a CP de physalis mottle

virus (PhMV), um membro do género Tymovirus, forma particulas (virus-like
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particles, VLPs) in vivo quando produzida em E.coli e que, além disso, a delecao ou
adicdo de aminodcidos na regido N-terminal da CP ndo dificulta a montagem das
particulas indicando um potencial de manipulacdo dessa regido (Sastri et al., 1999,
1997). Alguns trabalhos j& demonstraram a flexibilidade da regido N-terminal da CP
de outros tymovirus (Hayden et al., 1998; Powell et al., 2012; Saunders and
Lomonossoff, 2015; Shin et al., 2013). Em 2007, Hema e colegas utilizaram a
superficie da CP de PhMV como “display” para apresentacdo de epitopos de foot-

and-mouth disease virus (FMDV) produzida em E.coli (Hema et al., 2007).

Em 2008, um grupo utilizou TYMV para produzir um vetor capaz de induzir
VIGS em A. thaliana (Pflieger et al., 2008). Neste mesmo ano, outro trabalho testou o
potencial uso de TYMV como vetor de entrega de RNA inserindo eGFP e GUS no
genoma do virus. Os genes heterdlogos foram expressos como um RNA subgenomico

de TYMV (Shin et al., 2008).

Kim e colaboradores, em 2014, conseguiram inserir uma sequéncia de RNAI
de flock house virus no genoma de TYMV, demonstrando que o tymovirus pode
acomodar e expressar uma grande sequéncia viral heter6loga, possibilitando o
desenvolvimento de um vetor de entrega de genes baseado em TYMV (Kim et al.,

2014).

Uma das estratégias utilizadas para expressdo de proteinas, um peptideo ¢
fusionado a CP do vetor viral, resultando na montagem de particulas de virus
quiméricas (chimeric virus particles) CVP, exibindo multiplas copias do peptideo na
sua superficie (Lico et al., 2008), aumentando a expressdo, estabilidade e/ou

imunogenicidade (Smith et al., 2006). Além disso, a fusdo de peptideos a proteinas
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virais estruturais também pode auxiliar na purificagdo durante o processo de

manufatura (Turpen et al., 1995).

No capitulo 3, um replicon baseado em um tymovirus, tomato blistering
mosaic virus (ToBMV), foi desenvolvido tendo uma pequena parte da regido génica
de N-terminal da CP deletada para testar se, assim como outros tymovirus, essa regiao
seria dispensavel para a expressdo do capsdomero e infectividade e se, com isso, a
superficie da CP teria potencial para ser usada, futuramente, como um vetor viral para

expressao de epitopos como “display” na superficie da capa proteica.

1.2 Sistema de expressdo em células de inseto via baculovirus

A familia Baculoviridae compreende virus de DNA dupla-fita circular, com
tamanhos variando de 80 a mais de 180 kb, capazes de infectar oralmente a fase larval
de diversas espécies de insetos. Atualmente, essa familia ¢ dividida filogeneticamente
em quatro géneros: Alphabaculovirus e Betabaculovirus infectam insetos da ordem
Lepidoptera; e Gammabaculovirus e Deltabaculovirus sdo infectivos a

Hymenopteros e Dipteros, respectivamente (Jehle et al., 2006; Rohrmann, 2013).

O primeiro baculovirus recombinante foi publicado em 1983, onde Smith e
colegas utilizaram Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV)
para expressar IFN-B humana (Smith et al., 1983). Poucos meses depois, outro artigo
relatando a expressdo de B-galactosidase de E. coli utilizando o mesmo sistema foi
publicado por outro grupo (Pennock et al., 1984). Surgia, a partir desses trabalhos, o
sistema de vetor de expressdo de baculovirus — BEVS (do inglés, baculovirus

expression vector system).
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Desde sua criagdo ha mais de 30 anos, o sistema de BEV tem sido
intensamente utilizado para produgdo de proteinas heterélogas em pesquisa basica e
aplicada, desde a biologia estrutural a vacinologia (Berger and Poterszman, 2015). A
chave para isso, foi a simplificagdo na geracdo dos baculovirus recombinantes por
transposi¢ao sitio-especifica in vivo em Escherichia coli, comercialmente conhecido
como sistema Bac-to-Bac® (Thermo Fisher Scientific) (Luckow et al., 1993). Além
disso, a facilidade de cultivar e infectar células de inseto também ¢é um fator

determinante para o sucesso desta técnica (van Oers et al., 2015).

Outra vantagem do sistema, ¢ a capacidade que as células de inseto possuem
de reconhecer e processar peptideos sinais e realizar modificagdes poOs-translacionais,
como glicosilacdo, fosforilagdo e formacdo de pontes dissulfeto, possibilitando a
formagdo correta de proteinas eucaridticas, em contraste com o sistema de expressao

procariotico (O’Reilly et al., 1992).

Virias proteinas terapéuticas, enzimas e proteinas virais e parasitarias tém sido
produzidas em células de insetos (Ardisson-Araujo et al., 2013; Gheysen et al., 1989;
Metz and Pijlman, 2011; Morais et al., 2001; van Oers et al., 2015). A primeira vacina
humana produzida em células de inseto, Cervarix® (GlaxoSmithKline -

https://www.gsk.com), utilizada para preven¢do de cancer cervical, foi aprovada pela

U.S. Food and Drug Administration (FDA) em 2009 (Harper, 2009). Outros dois
produtos farmacéuticos humanos encontram-se em comercializagio: Provenge”

(https://www.provenge.com) produzida pela Dendreon Pharmaceuticals e licenciada

pela FDA em 2010, ¢ indicada para o tratamento de cancer de prostata; FluBlok®™

(http://www.flublok.com), uma vacina da gripe causada pelo virus da influenza
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subtipo A e tipo B, produzida pela Protein Sciences Corporation e aprovada pela

FDA em 2013 (Cox, 2012; Cox and Hashimoto, 2011; Kantoff et al., 2010).

Virus-like particles (VLP) sdo nanoparticulas compostas de proteinas
estruturais com capacidade inerente de auto-montagem, livres de material genético e
portanto ndo-infecciosas e ndo-replicativas. Apesar de ndo conseguirem se replicar,
essas particulas estimulam o sistema imunologico através do reconhecimento de
subunidades repetitivas, produzindo uma alta resposta imune e humoral. A producao
de virus-like particles (VLP) e proteinas estruturais de virus usando o sistema de
expressao em baculovirus foi relatado para uso por membros de diferentes familias de
virus vegetais (Balke and Zeltins, 2018), tais como: Comoviridae: arabis mosaic virus
(Bertioli et al., 1991), tobacco ringspot virus (Singh et al., 1995) e cowpea mosaic
virus (Shanks and Lomonossoff, 2000); Luteoviridae: beet western yellows virus
(Tian et al., 1995) e potato leaf roll virus (Gildow et al., 2000) e Reoviridae: pea
enation mosaic virus (Sivakumar et al., 2009) e rice dwarf virus (Hagiwara et al.,

2003).

Muitos tipos de VLPs de uso farmacéutico tém sido produzidos em BEVs,
incluindo herpes simplex virus, ebola virus, norovirus, Chikungunya virus, HIV, HPV
(Buonaguro et al., 2006; Deschuyteneer et al., 2010; Jiang et al., 1992; Metz et al.,

2013; Sun et al., 2009; Tatman et al., 1994).

No estudo apresentado no capitulo 4, 0o DNA que codifica a CP de ToBMV foi
inserido no genoma de AcMNPYV sob o controle do promotor da poliedrina, utilizando
o sistema comercial Bac-to-Bac® (Thermo Fisher Scientific) com o objetivo de
desenvolver tVLPs (tymovirus-like particles). O gene da capa proteica de ToBMV foi

modificado para que a montagem das particulas em células de inseto pudesse ser
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avaliada e entdo, nos perguntamos se a adicdo de um pequeno epitopo na regido da
CP modificada iria interferir na montagem das tVLPs e poderia ser usada como

proteina carreadora de pequenos epitopos.
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CAPITULO 2 - DEVELOPMENT OF A NEW TOBAMOVIRUS - BASED
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2.1 ABSTRACT

Plants are becoming an interesting alternative system for the heterologous production
of pharmaceutical proteins, providing a more scalable, cost-effective, and biologically
safer option than the current expression systems. The development of plant virus
expression vectors has allowed rapid and high-level transient expression of
recombinant genes, and, in turn, provided an attractive plant-based production
platform. Here we report the development of vectors based on the tobamovirus
Pepper mild mottle virus (PMMoV) to be used in transient expression of foreign
genes. In this PMMoV vector, a middle part of the viral coat protein gene was
replaced by the green fluorescent protein (GFP) gene, and this recombinant genome
was assembled in a binary vector suitable for plant agroinoculation. The accumulation
of GFP was evaluated by observation of green fluorescent signals under UV light and
by western blotting. Furthermore, by using this vector, the multiepitope gene for

chikungunya virus was successfully expressed and confirmed by western blotting.
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This PMMoV-based vector represents an alternative system for a high-level

production of heterologous protein in plants.

Keywords: Plant viral vector - Protein expression in plants - Transient expression -

Agroinfiltration - Tobamovirus.

2.2 INTRODUCTION

The use of plants as a platform to produce therapeutic proteins, referred to as plant
molecular farming, has attracted many researchers due to some advantages. First,
expressing recombinant proteins in plants provides the eukaryotic type of
posttranslational modifications, and enables high scalability, lower production cost
and minimal risks for contamination of workers by human pathogens (Paul and Ma,
2011; Yusibov et al., 2011). Among different strategies for plant-based expression
systems, plant viral vectors, working as replicons, are widely used for transient
expression. Viral vectors are also used as a tool for virus-induced gene silencing
(VIGS) and is particularly useful for reverse genetics to study the molecular basis of
plant-virus interactions (Baulcombe et al., 1995; Burch-Smith et al., 2004; Escobar et
al., 2003; Liu et al, 2002). These vectors are usually constructed for gene
replacement, gene insertion, peptide display, and modular or deconstructions (Lico et
al., 2008). A usual approach for the construction of an RNA viral vector is the
insertion of an additional subgenomic promoter to drive the heterologous expression
of the gene of interest (Dawson et al., 1989; Donson et al., 1991). Alternatively, the
entire coat protein (CP) gene can be removed, thereby reducing the size of the

genome and the cellular burden involved in viral CP production. However, for most
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RNA viruses, such as Potato virus X (PVX) and Cucumber mosaic virus (CMV), the
absence of the CP limits the cell-to-cell and systemic movement of the virus. This
limitation may result in the production of low quantities of the target protein since
only a restricted number of cells is infected (Azhakanandam et al., 2007; Lico et al.,
2008). Some advantages, though, are observed in viral vectors missing the CP that are
not able to systemically infect plants. For example, the CP-deficient viral vectors have
low risks of escape to the environment due to its inability to be transmitted by insects
or other types of natural vectors. Moreover, such viral vectors can maximize the target
protein production efficiency since there is no need to direct the metabolic energy
towards the CP expression, which is abundant in the wild-type virus infected-cells

(Lindbo, 2007a).

Another advantage of plant viral vector is the convenience in delivering the constructs
by Agrobacterium inoculation to host plant. This method is simple and efficient,
though expression levels usually decrease after 5-6 days post-infiltration (Voinnet et
al., 2003). To circumvent it, some studies suggest the co-inoculation of a construct
containing a post-transcriptional gene silencing suppressor derived from plant viruses
(such as P19 from Tomato bushy stunt virus or HC-Pro from potyviruses), resulting in
enhancement of heterologous protein accumulation in plants (Lindbo, 2007b; Liu and

Kearney, 2010; Mlotshwa et al., 2002; Rhee et al., 2016; Voinnet et al., 2003).

Since their inception, positive-sense RNA virus such as tobacco mosaic virus (TMV),
PVX, alfalfa mosaic virus (AMV), CMV and cowpea mosaic virus (CPMV) (Gleba et
al., 2007; Mallory et al., 2002; Pogue et al., 2002) were the preferred choices as
protein expression vectors. In present study, pepper mild mottle virus (PMMoV), a

member of the genus Tobamovirus, was used for the development of new viral vector.
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PMMoV has a single-stranded, positive-sense RNA genome of 6.3 kb encapsidated
by subunits of a single CP, forming rigid rod-shaped particles. The PMMoV genome
comprises four open read frames (ORFs) flanked by 5' and 3' untranslated regions
(UTRs) with a 5' cap and a 3' tRNA-like secondary structure in each termini (Alonso
et al., 1991; Eiras et al.,, 2004). The genome encodes two replication-associated
proteins (126 kDa and 183 kDa), the 30 kDa movement protein and the 17 kDa CP
from the 3' co-terminal subgenomic RNAs (Dawson and Lehto, 1990). As other
tobamoviruses, PMMoV is a potential candidate virus for construction of an
expression vector for plants due to the high CP production capacity in plant hosts.
Furthermore, PMMoV induces mild symptoms in Nicotiana benthamiana plant - a
model plant for heterologous protein production in plants (Junqueira et al., 2014).
This milder host response when compared to that caused by TMV is expected to be

advantageous for protein production.

So far, no attempt has been made to use PMMoV for foreign gene expression in
plants. In this study, the modified PMMoV genome harboring a truncated CP gene
was delivered by Agrobacterium inoculation to the host plant, thereby preventing the
formation of virus particle during its infection/replication cycle to reduce biosafety
risks. The GFP gene was inserted as a reporter in this vector, and its expression was
confirmed by fluorescence observation under UV light. To test its usefulness as an
expression vector, the expression of a chikungunya virus (CHIKV) multiepitopes
gene was evaluated for its potential use as an antigen source for diagnostic

procedures.
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2.3 MATERIAL AND METHODS

2.3.1 Modification of PMMoV-based Vector

The infectious clone of PMMoV isolate BR-DFO1 (AB550911) was previously
constructed by cloning the complete genome in the binary plasmid vector pPCAMBIA
0390 using overlap-extension PCR (Junqueira et al., 2014). However, manipulation of
large plasmids, such as pCAMBIA vectors, is complex, hence, the first step for vector
construction started by subcloning the PMMoV genomic cDNA to the smaller binary
vector pJL89 (Lindbo, 2007a). For this purpose, the full-length genomic cDNA was
amplified by PCR using Q5 high fidelity DNA polymerase (New England Biolabs,

Ipswich, USA) with PMMoV plJL forward (5'-AGT TCA TTT CAT TTG GAG

AGG GTA AAT TTT TCA CAA TTT AAC AAC AAC AAC ACA AAC-3") and

PMMoV_pJL reverse (5'-TGG AGA TGC CAT GCC GAC CCT GGG CCG CTA

CCC GC-3") primers. Underlined sequences (here and elsewhere in the text) in the
primers represent the overlap regions within the DNA fragments to be ligated. The
vector fragments of pJL89 were also prepared by PCR using the specific pJL_forward

(5'-GGG TCG GCA TGG CAT CTC-3") and pJL reverse (5'-CCT CTC CAA ATG

AAA TGA ACT TCC-3") primers. The PCR products were gel-purified using Illustra

GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare Life Sciences,
Pittsburgh, USA). Next, these two fragments (genomic cDNA and pLJ89 vector) were
assembled in an isothermal Gibson Assembly (GA) reaction (New England Biolabs)

following a standard protocol (Gibson et al., 2009).

This pJL_ PMMoV infectious clone was further modified by replacing the middle part
of the CP gene (nucleotides 5787 to 6055) by the complete GFP gene (GenBank
access number: U87973) in order to avail the machinery of high production capacity

of the viral CP. Tobamoviruses produce CP though subgenomic RNAs, and the
44



subgenomic promoter, as well as the 5' and 3' coding regions of the CP, are thought to
be important regulatory sequences for the efficient transcription and translation (Man
and Epel, 2004). Therefore, the initial 102 nts and the last 102 nts of the CP gene
were maintained in frame adjacent to the GFP gene in a try to preserve the RNA
secondary structure, believed to be important for the high level of subgenomic RNA
production and translation efficiency (Fig. 1). For this construction, the PMMoV
genomic  backbone  was  prepared by PCR using the  primers

PMMoV_CP6057 forward (5'-AGT ATA AGT AAC CTC ATG AAT GAG TTA

GTT C-3"), PMMoV_CP102 reverse (5'-ATT GCC TAA CGC CGA AGT ACA-3")

primers using pJL_ PMMoV plasmid as template. The GFP gene was also prepared by

PCR using mgfp CP6057 reverse (5'- ATG AGG TTA CTT ATA CTT TAT TTG

TAT AGT TCA TCC ATG CCA TG-3") and mgfp CP102_forward (5-CTT CGG

CGT TAG GCA ATA TGA GTA AAG GAG AAG AAC TTT TCA C-3") primers

and the synthesized template of mGFP gene (accession number U87624 in Genbank).

Amplified replicons were purified and assembled by GA reaction as described above.

To express the CHIKV multiepitope peptide, a synthesized gene (Epoch Life Science,
Sugar Land, USA), corresponding to the epitopes based on E2 glycoprotein and nsP3
protein (Fig. 1) (Kam et al., 2012), was amplified by PCR using the following

primers: CHIKV_CP102 forward (5'-CTT CGG CGT TAG GCA ATG CTA GCC

ACC ACC ATC ATC ATC ACC AC-3') and CHIKV_CP6057 reverse (5'-ATG

AGG TTA CTT ATA CTG CTA GCG CAG TCA GGG CAA TGG GCC-3"). The

PMMoV genome-vector backbone was amplified as described above. The GFP was
replaced with this multiepitope gene in the pJL PMMoV vector using GA. To allow

detection of the expressed peptide, a hexa-histidine (6xHis) tag gene was added at the
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5" end of the multiepitope gene. All constructs were confirmed by Sanger sequencing

at Macrogen Inc. (Seoul, South Korea).

LB F P . .
E[ 2x 35S ]—[ PMMoV pol 1 MP l cp H o }A pJL89_PMMoV
LB r ﬁ: Rz RB
E[Zx 355 ].[ PMMoV pol 1 MP GFP pJL_PMMoV(ACP)GFP
o £ =

L RB
E{““ H PMMoV pol [ MP_ | | pJL89_PMMOoV(ACP)CHIKV]

ASHHHHHHHORRSTKDNFNVYKATRPYLAHCPDCG
AIPLLSTGVYSGGKDRLTQGGGSGGGQRRSTKDH

GGQORRSTKDNF
RPYLAHCPDCG GGS

Fig. 1 Schematic representation of the PMMoV based-vectors. All plasmids have the binary vector
pJL-89 backbone. RB and LB, right and left borders. 2x 35S, CaMV duplicated 35S promoter.
PMMoV pol, RNA-dependent RNA polymerase. Bent arrows, subgenomic promoters. MP, movement
protein. CP, coat protein. GFP, green fluorescent protein. CHIKV, chikungunya virus multiepitope
gene (see primary amino acid sequence below the box, with the Nhel sequence underligned). Dark box,
ribozyme (RZ). nos, terminator of the Agrobacterium nopaline synthase gene. Orange box, 5’and 3’
ends of the CP gene.

2.3.2 Bacterial Strains and Agroinfiltration

Routine cloning and Gibson assembly constructs were carried out with Escherichia
coli DH10B strain (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) by electroporation
(Blawid and Nagata, 2015). Selected clones were transfected to Agrobacterium
tumefaciens strain GV3101(pMP90) by electroporation. Transformed Agrobacterium
was maintained on Luria-Bertani (LB) medium with 50 pg/mL kanamycin, 25 pg/mL
gentamycin and 50 pg/mL rifampicin. N. benthamiana plants of 5-week-old were
infiltrated at the abaxial surface of the leaves with agrobacterial suspension using a 1
mL syringe without a needle. For infiltration, 4. tumefaciens cells were grown (12-14

h) at 28 °C, 180 rpm in LB medium with antibiotics. Overnight cultures were
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centrifuged and resuspended to a final concentration with ODggo of 1.0 with the
inoculation medium [l x Murashige-Skoog medium, 150 pM acetosyringone]. To
improve the protein production efficiency, the Agrobacterium containing RNA-
silencing suppressor HC-Pro gene in binary vector pBIN19 from Cowpea aphid-
borne mosaic virus (Mlotshwa et al., 2002) was co-infiltrated with the concentration
in a 1:1 ratio (PMMoV vector: HC-Pro) to N. benthamiana plants. After

agroinfiltration, plants were maintained in a greenhouse for up to 30 days.

2.3.3 Plants and GFP Imaging

GFP signals from the infiltrated plants were observed 4 -10 dpi under ultraviolet
irradiation (365 nm) using a handheld lamp (Blak-Ray® - UVP, Upland, USA) and
photographed with a Cannon EOS digital camera. Leaf samples (approximately 1.0
sz) were cut from agroinfiltrated areas, placed on slides, mounted on water and
analyzed by epifluorescence on a Zeiss Axiophot microscope with UV light (470/525
nm excitation/emission filter) (Zeiss, Jena, Germany). Images were recorded using a

Zeiss AxioCam MRc camera.

2.3.4 Protein Extraction and Analysis

The infiltrated leaf tissue from N. benthamiana (100 mg) was ground in 200 pL
protein extraction buffer [0.1 M Tris (pH 8.0), 0.125 mM 2-mercaptoethanol, 200 mM
PMSF, 10 % glycerol]. Proteins in the crude plant sap were analyzed by SDS-PAGE
using Mini-PROTEAN system (Bio-Rad, Hercules, USA) and stained with

Coomassie Brilliant Blue or transferred to PVDF membrane (Sigma-Aldrich). Target
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protein production was assessed by western blotting using a GFP antibody (1:2000
dilutions) (Sigma-Aldrich) or a HIS-tag antibody (1:2000, Sigma-Aldrich) and anti-
mouse IgG secondary antibody conjugated with alkaline phosphatase (1:5000
dilution) (Sigma-Aldrich). The treated membrane was incubated with BCIP/NBT

substrate (Sigma-Aldrich) to visualize the reaction.

2.4 RESULTS AND DISCUSSION

2.4.1 GFP expression using the PMMoV-based vector

In this study, the infectious clone of PMMoV BR-DFO1 previously developed by our
group was modified to function as an expression vector. GFP was inserted as a
reporter gene, replacing the middle part of the CP gene, and denominated
pJL PMMoV(ACP)GFP (Fig. 1). N. benthamiana leaves infiltrated with A.
tumefaciens carrying pJL. PMMoV(ACP)GFP [A.t/ pJL PMMoV(ACP)GFP] were
monitored under UV light for GFP expression. About 9 days post infiltration (dpi), no
GFP-positive spots could be observed with UV irradiation (data not shown). In
contrast, when A.t./ pJL PMMoV(ACP)GFP was co-infiltrated with a 4. tumefaciens
suspension containing the pBIN19 HC-Pro, GFP fluorescence was greatly enhanced
throughout the infiltrated area, and many ringspots of green fluorescence could be
seen under UV light (Fig. 2a, b). Therefore, the expression of the RNA-silencing
suppressor boosted the number of fluorescent foci and the overall fluorescence
intensity of GFP in the infiltrated areas. The GFP signal was never observed in the
upper leaves (not agroinfiltrated), showing no systemic movement of the viral
replicons. This local response was expected because the complete CP is required for

systemic movement for tobamovirus. The cell-to-cell and/or the middle-distance
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movement could be expected to happen. GFP signals observed as ringspots were most
possibly caused by cell-to-cell movement of the replicons, starting from the center of
each ringspot. Fluorescent signals, though, were observed along non-infiltrated leaf
veins and petioles, indicating the likely middle-distance movement of the replicons
(Fig. 2a, b). Prominent green fluorescent signals were observed emanating through
the cytoplasm (not in vacuoles), as observed by the fluorescence microscopy at 9 dpi
(Fig. 2c, d). No rod-shaped virions, typical of tobamovirus particles, were observed in

extracts from pJL PMMoV(ACP)GFP infiltrated leaves by transmission electron

microscopy using the leaf-dip method (data not shown).

Fig. 2 Agrobacterium-mediated transient expression of GFP in Nicotiana benthamiana leaves. (a-
d) Co-inoculation of A.t/ pJL_ PMMoV(ACP)GFP and A.t/ pBin HC-Pro. The fluorescence is
observed in inoculated leaves as circular signals. Images were taken under UV illumination 9 dpi (a-b)
and by the fluorescence microscopy 9 dpi (c-d). Bar: 50 um
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2.4.2 Western blotting Analysis

For the detection of GFP, a monoclonal antibody against GFP was used as primary
antibody. Production of GFP was confirmed by the presence of a protein of the
expected size of approximately 30 kDa (Fig. 3a), indicating the successful expression
of the complete GFP. The upper faint signal detected by western blotting was

considered as dimers of the produced proteins.

The GFP gene was further replaced by the CHIKV multiepitope gene to obtain the
pJL PMMoV(ACP)CHIKYV construct (Fig. 1) to confirm the expression ability of this
PMMoV vector. Agrobacterium with the construct was co-agroinfiltrated in N.
benthamiana plants with the HC-Pro construct. The production of the multiepitope in
agroinfiltrated leaves was confirmed by western blotting using anti-HIS primary
antibody, detecting a protein of approximately 20 kDa (Fig. 3b). Similar to GFP
detection, the upper faint signal was considered as dimers of the produced proteins. It

confirmed the successful expression of the CHIKV multiepitope gene.

a GFP C- b CHIKV C+ C-

35kDa

dr—
- 25kDa -

35kDa

25kDa

17kDa

17kDa 11kDa

Fig. 3 Western blotting analysis of leaf extracts using anti-GFP (a) and anti-His (b). N
benthamiana leaves were co-infiltrated with A.t/ pJL PMMoV(ACP)GFP (GFP lane) or
pJL_ PMMoV(ACP)CHIKV (CHIKYV lane) and A.t./pBin HC-Pro. Total soluble protein extracts were
prepared from infiltrated leaves approximately 9 dpi. C+, positive control (His-tag purified GFP). C-,
negative control (non-infiltrated leaf extract).
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Plant viral vectors, for heterologous protein production, are important tools for a
large-scale production of biopharmaceutical proteins, such as antibodies and antigens.
High-level expression of heterologous genes has been obtained using for example the
TMV vector, allowing the development of commercial plant-based platforms
(Kumagai et al., 2000; Marillonnet et al., 2004; Musiychuk et al., 2007). Removing
the CP gene of TMV had attractive advantages, e.g., increasing the size-limit capacity
of the target gene, reducing the risks of viral vector escape to the environment, and
desirably shifting the cell energy from CP to the target-protein production [11].
However, it is also known that sometimes modifications in the CP gene can damage
the subgenomic promoter region and may reduce the subgenomic RNA production,
resulting in lower production of the heterologous protein (Lindbo, 2007a). It means
that careful analyzes must be conducted to evaluate the expression efficiency of each

new vector.

The first PMMoV-based expression vector was constructed by insertion of the GFP
gene replacing the entire CP gene. However, no GFP signal could be detected in the
agroinfiltrated N. benthamiana plants (data not shown). Most possibly, the CP gene
contained part of the subgenomic promoter. Previous studies on TMV showed that the
5" and the 3' ends of the CP gene may work as regulatory regions and enhanced or
inhibited subgenomic RNA transcription and GFP heterologous production (Man and
Epel, 2004). Therefore, to preserve these possible secondary structures of the 5' and
the 3' flanking regions of the CP gene, we maintained the initial and final 102 nts at

the 5' and 3' ends. This strategy proved to be useful to enable protein expression.

It has been shown that co-expression of proteins with an RNA silencing suppressor

can boost the efficiency of heterologous protein expression of viral vectors (Lindbo,
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2007b; Rhee et al., 2016). In this study, the expression of GFP and CHIKV antigens
from the PMMoV vector was also benefitted upon co-inoculation with the potyviral
HC-Pro construct, and GFP signals could be seen for almost two weeks without any
apparent sign of GFP gene silencing. Tobamoviruses, including PMMoV, encode a 126-
kDa protein (or small replicase subunit protein), which is a relatively strong RNA
silencing suppressor protein (Kubota et al., 2003; Vogler et al., 2007; Souza et al.,
2013). This RNA silencing suppressor inhibits the function of small interfering RNAs
(siRNA), but not the generation of these small RNAs. In contrast, the potyviral HC-
Pro inhibits the generation of siRNAs (Mallory et al., 2001). We believe that the use
of two different types of RNA silencing suppressors may have resulted in a stronger

suppression effect (i.e. prolonged GFP accumulation) observed in this study.

This is the first report of an efficient expression vector of PMMoV. This CP-truncated
viral vector, pJL PMMoV(ACP), will be useful in a plant farm platform, and

especially attractive due to the low risk of escaping to the environment.
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3.1 RESUMO

Tomato blistering mosaic virus (ToBMV) ¢ um virus de RNA senso positivo. Com
objetivo de usar o clone infeccioso do ToBMV como vetor de expressao de peptideos,
modificamos o gene da capa proteica (CP) deletando a regido génica correspondente a
23 aminodcidos da regido N-terminal (A2-24), e examinamos seu efeito na montagem
de particula e infectividade do virus modificado. O mutante ToOBMV__ CPA2-24 foi
introduzido em folhas de Nicotiana benthamiana através de agroinfiltracio e produziu
sintomas semelhantes ao tipo selvagem. Em geral, esses resultados sugerem que,
assim como em outros tymovirus, a regido N-terminal da CP de ToBMV ndo ¢
essencial para replicagdo e infectividade do virus e nos permite pensar num potencial
uso desse vetor viral baseado em ToBMYV para expressao de epitopos como “display”

na superficie da CP.

Palavras chave: tomato blistering mosaic virus; tymovirus, expressao de capa proteica
mutante, vetor viral, display
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3.2 INTRODUCAO

Tomato blistering mosaic virus (ToBMV) pertence ao género Tymovirus que possui
Turnip yellow mosaic virus (TYMV) como espécie tipo (Martelli et al., 2002). Assim
como outras espécies do género, possui RNA gendmico de fita simples, senso
positivo de tamanho entre 6,0 kb e 6,7 kb contendo pelo menos trés fases de leitura
aberta (ORF do inglés, open-reading frame) e regides ndo traduzidas no terminal 5’
com “cap” (m7GpppG) e uma estrutura secundaria no terminal 3’ similar a um RNA
transportador (tRNA-like) com um anticbdon do aminodcido valina (com isso,
possivelmente o virus possui valina na extremidade 3’). A ORFI codifica uma
proteina de 206 kDa com motivos conservados de metiltransferase/ protease
(Met/Pro), helicase (Hel) ¢ RNA polimerase dependente de RNA (RdRp). ORF2
codifica uma proteina de movimento de 69 kDa rica em prolina, necessaria para o
movimento célula-célula e também envolvida na supressdo de silenciamento de RNA.
ORF3 codifica para a capa proteica (CP) de aproximadamente 20 kDa, a qual ¢
expressa via um RNA subgendmico. No RNA gendmico destes virus ha uma regiao
altamente conservada de 16 nucleotideos, denominada “tymobox”, que funciona

como promotor subgendmico de RNA para ORF3 (Haenni and Dreher, 2008) (Fig. 1).

Turnip yellow mosaic virus
: 1 A genomic RNA
1 : Q
oo | ORF1 polyprotein U301
T MP _ cp
ORF2 l ORF3
| Mt Protease| Hel | RdRp l
alo
5 i
Subgenomic RNA

Fig. 1: Estrutura gendémica da espécie tipo do género Tymovirus, Turnip yellow mosaic virus
(TYMYV), mostrando as ORFs. MP: proteina de movimento; CP: capa proteica; Mt: metiltransferase;
Hel: helicase; RdRp: RNA polimerase dependente de RNA. Fonte: ViralZone
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O virion ¢ isométrico, ndo-envelopado, com didmetro aproximado de 30 nm e
simetria icosaédrica 7=3, composto de 180 unidades de sequéncias idénticas do
capsideo dispostas em 20 hexadmeros e 12 pentameros. A predi¢do da estrutura
secunddria do virion de tymovirus mostra que sdo organizadas em oito fitas -barril
antiparalelas com duas regides a-hélices (Canady et al., 1996, 1995; Hayden et al.,

1998) (Fig. 2).

Fig. 2: Estrutura do capsideo de TYMYV com uma unidade assimétrica. (A): as subunidades estdo
destacadas com as cores azul (cadeia A), vermelho (cadeia B) e verde (cadeia C). (B): Diagrama das
fitas ampliado, mostrando as trés subunidades (A, B e C): duas hexdmeras (B ¢ C) e uma pentadmera
(A). Fonte: Barnhill et al., 2007.

Uma das principais vantagens da estrutura do capsideo ¢ sua estabilidade a 4 °C por
meses e 60 °C por horas, além disso, ele pode resistir a uma ampla faixa de pH (4 —
10), solventes organicos ¢ uma variedade de condi¢des de reagdes (Barnhill et al.,
2007). Além disso, superficie da CP mostrou-se apta a ser modificada por engenharia

genética, e as regides N- e C-terminal tém sido o principal alvo dessas modificacdes.
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Em um dos estudos que exploram a capacidade de modificacdes nessas regioes, CPs
recombinantes de TYMV foram construidos com regides homologas de belladonna
mottle tymovirus e mostraram-se vidveis e apresentaram sintomas em couve chinesa
(Brassica rapa var. pekinensis) e plantas de arabdopsis (Hayden et al., 1998). Outro
grupo mostrou num primeiro trabalho, que dele¢des na regido génica de até 26
aminodcidos no terminal N da CP de physallis mottle virus (PhMV) ndo afetou a
montagem do capsideo, sugerindo que esses aminoacidos iniciais ndo sdo essenciais
para a montagem do capsideo 7=3 (Sastri et al., 1997). Num segundo trabalho do
mesmo grupo, a regido do terminal N da CP de PhMV foi estendida em 41
aminodcidos e a montagem da particula também ndo foi afetada quando o mutante foi
expresso em E. coli (Sastri et al., 1999). Powell e colegas também observaram que
permaneceram infectivos e formando suas particulas mesmo apds dele¢des de até 25
aminoacidos na regido N-terminal da CP (Powell et al., 2012). Esses resultados
demonstraram que a regido N-terminal da CP ¢ flexivel e que algumas dele¢des e/ou

adi¢des nessa regido nao afetam a montagem do capsideo 7=3.

Vetores virais de plantas para “display” tém sido amplamente utilizados para
proporcionar uma estrutura molecular para diferentes tipos de peptideos fusionados
a CP e dessa maneira exibidos na superficie de particulas de virus quiméricas
(chimeric virus particles - CVP) (revisado em Plchova et al., 2017). Virus vegetais
podem ser consideradas plataformas potencialmente seguras para producdo de
produtos terapéuticos para uso animal e humano, e uma das principais razdes para
isso ¢ o fato de ndo serem toxicos nem infectivos para as células animais e humanas

(Lico et al., 2012).
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Neste trabalho, a CP de ToBMV foi modificada deletando a regido génica de 23
aminoacidos do N-terminal (A;.24), resultando no mutante ToOBMV_CPA;.4, € essa
constru¢ao foi agroinfiltrada em Nicotiana benthamiana onde pode-se observar
sintomas idénticos ao das plantas agroinfiltradas com o tipo selvagem. O alvo desse
estudo foi testar a eficiéncia do mutante TOBMV_CPA;.»4 em relagdo a eficiéncia da
infectividade viral, como um primeiro passo para o desenvolvimento de um vetor para
expressdo de epitopos que poderdo ser usados subsequentemente para o diagndstico

sorologico.

3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Construcio do mutante com dele¢cao na N-terminal CP

A mutacdo (dele¢do) foi introduzida como descrito abaixo, utilizando um vetor
binario compacto (pJL89) codificando o genoma de ToBMV (KT834406) (Blawid
and Nagata, 2015). Para realizar a constru¢do do mutante, os primers forward
ToBMV pJL Del For (ACCCCCACCACTGAACTCTCCGGAGCCATT) e reverse
ToBMV pJL Rev (CATCGTGTCAATTGTAATTGGGAAGCAATT) foram usados
para promover a delecao de 5’-end da ORF da CP através de amplificagdo por reagdo
de cadeia de polimerase (PCR) utilizando a enzima Q5 High-Fidelity DNA
polymerase (New England Biolabs, Ipswich, EUA). Os fragmentos amplificados
foram purificados e ligados utilizando T4 DNA ligase (New England Biolabs) depois
de fosforilagdo com T4 polynucletideo kinase (New England Biolabs). A construcao

resultante foi denominada CPA, »4 (Fig. 3B).
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1 MDPLTTNTIS SKQPSIQAPG YHLPTPSTEI SGAIELPFQF MATTFGSAET LAQITLASAA
61 PLTKMMSSYR HCKLTQCSAE LTPNAGAISN PLTVNLVWVP ANSTASPPDI LNVYGGSSEV
121 LGGAITAAKT ISVPLPQNSV NLMLKDSVLY SDTPKLLAYS PAPTTPSKTP TATLQIRGRI
181 LLSSPLLQSS

B
ToBMV-Wt MDPLTTNTISSKQPSIQAPGYHLPTPSTEISGAIE
£2-24 M-mmmmm oo TPSTEISGAIE

Fig. 3: Sequéncia de aminoacidos da capa proteica de ToBMYV. A: sequéncia completa de
aminoacidos da capa proteica de ToBMV; B: sequéncia parcial da regido N-terminal da capa proteica
do Wt e do mutante CPA,.,4 mostrando a regido deletada.

3.3.2 Transformacao de bactérias e Agroinfiltracio em Nicotiana benthamiana

Apoés a construcdo, células de E. coli cepa DH10-B (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, EUA) competentes para eletroporagdo foram transformadas com o
plasmideo, utilizando o equipamento Gene Pulser II (Bio-Rad, Hercules, EUA) e
foram incubadas a 28 °C para minimizar a possibilidade de delecdo da regido do
plasmideo. Apds a extracdo de DNA plasmidial de cada construgdo e confirmagao
utilizando PCR com primers especificos para cada caso e sequenciamento de
nucleotideos pelo método Sanger (Macrogen, Seoul, Coreia do Sul), células de
Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101::pMP90, foram transformadas por
eletroporacdo com as construcdes selecionadas de ToBMV. A. tumefaciens
transformadas foram mantidas em meio Luria-Bertani (LB) contendo canamicina (50
pug/ml), rifampicina (50 pg/ml) e gentamicina (25 pg/ml). Para inoculagdo da planta, 2
ml de cultura liquida crescida overnight foi centrifugada a 1200 x g por 10 min e
ressuspendida em 5 ml de meio MS (pH 5,5) suplementado com 150 puM de
acetosiringona (Bucher et al., 2003). O volume final foi ajustado para concentracio

bacteriana de 0,5 em OD Ag. Plantas de N. benthamiana com 5 semanas de vida
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foram agroinfiltradas, no lado abaxial, com o uso de seringas sem agulha. Apds as
infiltragdes, as plantas foram mantidas em casa de vegetagdo a 25 °C com fotoperiodo

de 16 horas.

3.3.3 Infectividade e Extra¢ao de Proteinas

As plantas foram observadas por um periodo de até 14 dias e a infecgdo viral foi
confirmada para todas as plantas de N. benthamiana por ensaios de Western blot. O
tecido foliar infiltrado de N. benthamiana (100 mg) foi macerado separadamente para
cada constru¢do, em 200 pL de PBS 1x [137 mM NaCl, 2,7 mM KCIl, § mM
Na,HPO4, 2 mM KH,PO4, (pH 7.4)]. Os extratos brutos foram misturados com
tampao Laemmli [4% SDS, 20% glycerol, 10% 2-mercaptoethanol, 0,004%
bromphenol blue e 0,125 M Tris HCI, (pH 6.8)] (1:1) e separados por SDS-PAGE,
seguidos de coloracio com Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA). A eletroforese e transferéncia das proteinas desnaturadas foram
realizadas de acordo com as especificagdes do fabricante, utilizando o sistema Mini-
PROTEAN (Bio-Rad) e transferidas para membrana de nitrocelulose. A expressdo da
proteina de interesse foi avaliada por Western blot usando um anticorpo monoclonal
produzido em coelho contra ToBMV purificado (diluigdes 1:2000) (gentilmente
cedida pela Dra. Alice K. Inoue-Nagata, Embrapa-Hortalicas, Brasilia, Brasil)
seguido pela deteccdo com o anticorpo secundério IgG anti-coelho conjugado com
fosfatase alcalina [AP] (dilui¢des 1:5000) (Sigma-Aldrich). A coloracdo foi realizada

por um ensaio colorimétrico usando o sistema NBT/ BCIP (Sigma-Aldrich).
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Construcio, Infectividade e Expressdo do mutante CP em plantas

O mutante CPA,.4 (Fig. 3B), contendo 23 aminodcidos deletados na regido N-
terminal da CP, foi construido a partir do clone infeccioso no vetor bindrio pJL89.
ToBMV_CPA;.,4 foi sistemicamente infeccioso em plantas de N. benthamiana e
apresentou sintomas de mosaico e lesdes clordticas similares ao tipo selvagem
ToBMYV usando sistema de transferéncia de T-DNA mediado por Agrobacterium
(Cho and Dreher, 2006) (Fig. 4) e, como aparenta a analise de SDS/PAGE (dados nao
mostrados) e Western blot do extrato total de planta, a CP modificada apresentou altos
niveis de expressdo e foi detectada pelo anticorpo anti-CP de ToBMV (Fig. 5). Os
resultados apresentados aqui nos mostram claramente que, assim como em estudos
prévios (Powell et al., 2012; Sastri et al., 1997), os 23 residuos de aminoacidos

retirados da regido N-terminal da capa proteica de TOBMV nio sdo essenciais para a

expressao do capsomero e infectividade em ToBMV.

Fig. 4: Visualizacido dos sintomas de infec¢do com 9 dpi. (A): Wt; (B): CP_A,4, apresentando
sintomas similares aos do tipo selvagem.
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25 kDa "

17 kDa
Wit A2-24 C-

Fig. 5: Analise de Western blot da capa proteica. CP foi detectada usando anticorpo anti-
ToBMV_CP apés SDS-PAGE e transferida para uma membrana de nitrocelulose. Wt, wild type
Tomato blistering mosaic virus (19.8 kDa). A2-24, mutante com a capa proteica parcialmente deletada
(17.4 kDa). C-, controle negativo (planta sadia de N.benthamiana).

Estudos de cristalografia de TYMV, o membro tipo do género tymovirus, do qual
ToBMV também pertence, mostrou que dentro de cada unidade assimétrica do
capsideo 7=3, existem trés cadeias de subunidades diferentes denominadas A, B e C.
Enquanto as cadeias B e C formam capsdmeros hexaméricos no virus, a cadeia A
forma estruturas pentdmeras. Também foi observado que os primeiros 26 aminoacidos
da regido N-terminal da subunidade A sdo mal ordenados no mapa de densidade de
elétrons, enquanto o restante dos aminoacidos da capa proteica sdo altamente
estruturados, sugerindo que a cadeia A ¢ muito mais flexivel comparada com as

cadeias B e C (Canady et al., 1996; Dreher, 2004).

Essas caracteristicas permitem que adi¢des e/ou dele¢des de aminoéacidos nessa regiao
possam ser explorados nos tymovirus, como foi demonstrado no trabalho de Hema e
colaboradores, onde dele¢des e adigdes de epitopos com até 66 aminodcidos de foot-
and-mouth disease foram fusionados “in frame” na regido N-terminal da CP de
PhMV, e pode-se observar a formacao de tymovirus-like particles quando produzidos

em E.coli (Hema et al., 2007).
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Concluindo, o mutante CPA;.,4 foi capaz de infectar sistemicamente plantas de M.
benthamiana e produzir sintomas idénticos aos produzidos pelo tipo selvagem. A
motivagdo inicial para utilizar ToBMV como uma plataforma para expressar
peptideos, foi a observacdo de que a apresentacdo de multiplas copias de epitopos na
superficie de uma proteina transportadora macromolecular aumenta frequentemente a
imunogenicidade de tais peptideos (Lomonossoff and Johnson, 1996); além disso, a
capacidade de ToOBMV acumular em grandes quantidades em plantas, a robustez das
particulas e o fato de ndo ser infectivo em células de mamiferos, faz desse virus um

atraente candidato para uso como um vetor para apresentacao de peptideos.
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4.1 ABSTRACT

Tomato blistering mosaic virus (ToBMV) is an icosahedral plant tymovirus that has a
single 6.3 kb positive strand RNA genome. We have employed the baculovirus
expression vector system (BEVS) to check for the formation of tymovirus-like
particles (tVLPs) by the expression of the TOBMV wild-type coat protein (CP) or a

modified short amino-terminal deletion (A;24CP) version. We found that the
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expression of ToBMV CP in BEVS enabled tVLP self-assemble during insect cell
infection resembling tymovirus particles. The N-terminal residues 2-24 of the native
ToBMV CP are not essential for self-assemble into tVLPs. Moreover, we took
advantage com the A,.,4CP version to check the potential of utilizing ToBMV CP as
an epitope carrier structure. To carry out so, we inserted a small sequence containing
the major envelope protein 2 (E2)-based Chikungunya virus epitope replacing the
native CP N-terminal 2-24 amino acids. tVLPs resembling tymovirus particles was
formed from the E2-A,,4CP version. Overall, the modified tymovirus CP might be
used as a protein carrier without affecting self-assembling properties of the CP and as

a consequence, its production and purification.

Keywords: Tymovirus, virus-like particle, baculovirus expression vector system,

display

4.2 INTRODUCTION

Tomato blistering mosaic virus (ToBMYV) is a tentative new plant virus species into
the genus Tymovirus and the family Tymoviridae, which presents a monopartite
positive-sense sSRNA genome (Martelli et al., 2002). ToOBMV causes a severe disease
in subjects from the genus Solanum L. worldwide with signs that include leaf mosaic
and blistering (Blawid et al.,, 2016). The tymovirus virions are isometric, non-
enveloped, approximately 30 nm in diameter arranged in a T=3 icosahedron structure
with clustering of coat protein subunits in pentamers and hexamers protunding from
the underlying surface (Canady et al., 1996). A subgenomic promoter composed of a

16 conserved nucleotides, called by tymobox, expresses the CP (Ding et al., 1990).
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Viral replication takes place in the cytoplasm in association with the double
membrane-bounded vesicles that line the periphery of the chloroplasts and/or
mitochondria (Canady et al., 1996; Tanaka et al., 2000). Interestingly, some studies
have shown that the CP of Physalis mottle virus (PhMV) and Turnip yellow mosaic
virus (TYMV) are able to self-assemble into virus-like particles (VLPs) when the

genes are expressed in Escherichia coli (Powell et al., 2012; Sastri et al., 1997).

VLPs might be obtained by the expression of structural proteins in several
heterologous systems including bacterial and eukaryotic. Many structural proteins are
capable of self-assembly within the heterologous-expressing cell (Liu et al., 2013).
They are almost totally identical in structure and morphology to virus particles but
lack their natural genome and are noninfectious (Noad and Roy, 2003). VLPs are
highly immunogenic and a safe alternative to inactivated infectious viruses and have
been used as vaccines to counteract several human viruses such as papilloma virus
(HPV) (Harper, 2009), hepatitis B virus (HBV) (Fagan et al., 1987) and influenza
(Cox and Hashimoto, 2011). Importantly, the baculovirus expression vector system
(BEVS) arises as a well-established eukaryotic expression system-based technology
that is chosen for the production of a large number of recombinant proteins and is
becoming one of the most powerful, robust and economical systems for protein
expression (Felberbaum, 2015). BEVS can be used for the production of VLPs,
including those from plant viruses (Lamb et al., 1996). However, despite being a
versatile and powerful tool to express different foreign proteins, there is a challenge
on the purification step (Fuenmayor et al., 2017). To overcome this problem, several
strategies focus on the attempt to tag the recombinant proteins with carrier proteins or

peptides to facilitate protein purification (D. M. Ardisson-Araujo et al., 2013).
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Therefore, in this work we constructed a recombinant baculovirus to express the
ToBMV CP and check whether BEVS is a suitable environment for ToOBMV VLPs
(tVLPs) assembly. We also evaluated the impact of a short amino-terminal deletion
on the CP protein for tVLPs assembly. After confirming that the defective CP
assembled into tVLPs, we added a small sequence containing the major E2-based
Chikungunya virus epitope (Kam et al., 2012) to test whether that defective tVLP
could be used as a protein carrier structure for the incorporation of an immunogenic
epitope, without affecting the self-assembling properties of the CP. To our
knowledge, this is the first attempt that evaluates tymovirus-like particle assembly
using BEVS and its potential as a carrier structure for short epitopes with medical

interest to facilitate production and purification.

4.3 MATERIALS AND METHODS

4.3.1 Construction of recombinant bacmids harboring the ToBMV c¢p gene and
versions

Three different CP versions were generated to produce the recombinant
baculoviruses: (i) the complete cp of ToBMV (CP version); (ii)) a mutant of the
ToBMV ¢p (23 amino acid deletion to the amino-terminal region of the predicted CP
protein) (A4CP version); and (iii) the mutant in fusion with the E2 epitope of
CHIKV (QRRSTKDNFNVYKATRPYLAHCPDC) (E2-ACP version). As DNA
template for the PCR reaction, we used a previously established cDNA clone,
pToBMV (accession number KT834406) (Blawid and Nagata, 2015). For CP
amplification, we used the primers TOBMV-CP F (AAG CTT GAA TTC ATG GAT

CCC AGT ACT TCA AAC ACC ATC) and ToBMV-CP R (CCA TGG CTG CAG
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CTA GGA GGA TTG AAG AAG AGG AGA GGA). For A;.,4CP, we used ToBMV-
CP Del-F (AAG CTT GAA TTC ATG ACC CCC ACC ACT GAA CTC TCC GGA
GC) together with TOBMV-CP R. For E2-A,.,4CP amplification, we performed a two-
step PCR for sequentially adding the E2 epitope nucleotide sequence to the A, 4CP
version. For the first step, we used the primer F2 (TTT ACA AGG CCA CTA GAC
CAT ACT TGG CCC ACT GCC CAG ATT GTA CCC CCA CCA CTG AACTCT
CCG GAG CCA TTG) together with ToBMV-CP R and as a template the pToBMV.
F2 binds to the A,,4CP version of the CP gene adding a partial E2 epitope sequence.
The resulting fragment was used as a template in a second reaction with the primer F2
(AAGCTTGAATTCATGCAACGT CGTTCAACAAAAGACAATTTT AATGTTT
ACAAGG CCACTAGACCA TACTTGGCC) together with ToBMV-CP R. The
purified fragments were individually digested with EcoRI/Pstl and separately cloned
into pFastBac™1 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) vector digested with the same
enzymes to generate three shuttle vectors. The shuttle vectors were individually
transformed into DH10-Bac cells (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) by heat shock.
Recombinant bacmids were selected and confirmed by PCR following the
manufacturer’s  instructions (Bac-to-Bac®, Baculovirus expression systems,
Invitrogen). One pg of each recombinant bacmid was transfected into Trichoplusia ni
(BTI-Tn5B1-4, called herein Tn5B) cells (10°) (Granados et al., 1994) using liposome
(Cellfectin®) according to manufacture’s instructions (Invitrogen). Tn5B cells were
cultured at 27°C in TC-100 medium (HIMEDIA) supplemented with 10% fetal
bovine serum (Thermo Fisher). The supernatant of seven days post-transfection cells
containing the recombinant viruses were collected, amplified in Tn5B cells, and

tittered as previously described elsewhere (O’Reilly et al., 1992).
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4.3.2 Protein expression analyses in TnSB cell

For the infection of Tn5B cells with baculovirus, the viral stock was added to the cells
(1-2 x 10° cells/mL) at an MOI of 5. At four days post-infection (d p.i.), the infected
cells and the culture supernatant were separated by centrifugation at 5,000 x g for 5
min. The cells were washed with phosphate buffered saline (PBS, 3 mL; 137 mM
NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na,HPos 2 mM KH,PO4 pH 7.4) and pelleted by
centrifugation at 5,000 x g for 5 min. Western and dot blot analyses were used to
evaluate the specificity of ToBMV CP versions using ToBMV CP specific polyclonal
antibody (kindly provided by Alice K Inoue-Nagata, Embrapa Hortaligas, Brasilia,
Brazil). For Western blot, the pellet was resuspended in PBS and the total protein was
quantified by the Bradford method (Biorad) according to the manufacture’s protocol.
Cell extract samples were mixed with equal volumes of 2x protein loading buffer
(0.25 M Tris-Cl, pH 6.8, 4% SDS, 20% glycerol, 10% 2-mercaptoethanol, and 0.02%
bromophenol blue) and incubated at 100 °C for 5 min. Samples were resolved by 12%
SDS-PAGE (Sambrook and Russel, 2001), transferred onto polyvinylidenefluoride
(PVDF) membrane (Millipore), and probed with a rabbit anti-ToBMV-CP polyclonal
antibody. The probing was followed by incubation with phosphatase alkaline-
conjugated anti-rabbit secondary antibody (Sigma-Aldrich). Blots were developed
using alkaline phosphatase buffer (100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,;
pH 9.5) containing 3.5 mM 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) and 3.7
mM nitro blue tetrazolium (NBT). Leaf extracts of ToBMV-infected Nicotiana
benthamiana with signs of infection was used as positive control, while control virus
vAc-occ- (negative occlusion AcCMNPYV baculovirus (D. M. P. Ardisson-Aragjo et al.,

2013)) and mock-infected Tn5B cells were used as a negative control. For dot blot
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analysis, the crude cell extracts, lysate and purified were manually dotted on a

nitrocellulose membrane and probed using the same protocol above.

4.3.3 Light and Immunofluorescence microscopy

Monolayers of Tn5B (5.0 x 106) cells were infected at an MOI of 5 with recombinant
vAc-ToBMV-CP, vAc-ToBMV-A,.,4CP, or vAc-ToBMV-E2-A,,4CP. After 72 h p.i.,
cells were fixed with 3.7% formalin and incubated for 1 h with a 1:200 dilution of
polyclonal rabbit anti-ToBMV-CP in PBS. After the washing, cells were incubated
with the fluorescent Alexa Fluor 488 anti-rabbit IgG (Thermo Fischer) secondary
antibody. Images were taken with a Zeiss Apotome Axiovert 200 (Munich, Germany)

and processed with AxioVision 4.8.

4.3.4 tVLPs purification and negative-stained transmission electron microscopy

Infected cells were harvest from an 80% cell confluence T75 culture flask and
centrifuged at 5,000 x g for 5 min. After, the pellets containing the infected cells were
washed with PBS twice by centrifugation at 5,000 x g for 5 min each. The cells were
resuspended in 500 uL. PBS and lysed by sonication on ice for one round of 15 s
(Sonics Vibracell, output 2 W). The lysate were clarified by centrifugation at 5,000 x
g for 5 min, and the supernatant were subjected to ultracentrifugation using a
Beckman SW50-1 Ti rotor for 3 h at 100,000 g onto a sucrose cushion. The pellet
were ressuspended in 500 uL PBS and a small drop was spotted onto carbon-coated

cooper grids and negatively stained with 2% (w/v) uranyl acetate. The grids were
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examined using a transmission electron microscope (JEOL JEM 1011, JEOL, MA,

USA).

4.4 RESULTS

4.4.1 Virus construction and protein expression

The ToBMYV coat protein (cp) gene was amplified by PCR using a genomic cDNA
clone of TOBMYV as a template. In order to express and assess the assembly into VLPs
by the ToBMV CP in baculovirus expression system, two versions of the cp gene
were constructed: a full-length version (CP) and an amino-terminal mutant lacking the
amino acids 2 to 24 of the predicted protein (A,.24CP). Two shuttle vectors containing
the cp versions were used to construct the recombinant baculoviruses vAc-ToBMV-
CP and vAc-ToBMV-A,,,CP. We observed baculovirus cytopathic effects when
Tn5B cells were infected with either vAc-ToBMV-CP or vAc-ToBMV-A;.,4-CP
similar to those observed for the control virus infection, vAc/ooc-. The cytopathic
effects included nucleus hypertrophy and cell rounding (Figure 1A). The infected
cells were harvested and used to check for protein expression by immunoblot analyses
(Figure 1B). Virus-infected Tn5B extracts were separated by 12% SDS-PAGE (not
shown) and the proteins transferred to a PVDF membrane. The proteins were detected
using anti-ToBMV-CP antibody (anti-CP). The predicted molecular mass of the CP
protein (19.8 kDa) and A,,4.CP (17.4 kDa) corresponded with the immunoreactive
band observed in the immunoblot blot. No bands were detected in mock-infected cell

extracts.
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VAc/oce- i Figure 1. (A) Cytopathic effect in Tn5B cells
&R o mock-infected or infected with vAc/occ-, vAc-
ToBMV-CP, or vAc-ToBMV-A,,4-CP. The
infected cells present nucleus hypertrophy, cell
rounding, and loss of fusiform cell shape
observed in mock. Scale bar = 50um. (B) Tn5B
cells infected with the recombinant CP
baculovirus were subjected to 12% SDS-PAGE
and transferred onto a PVDF membrane for
Western-blotting and incubated with rabbit
polyclonal antibodies raised against the
ToBMV CP protein followed incubation with
conjugated anti-rabbit IgG secondary antibody.
Both vAc/occ- and mock-infected Tn5B cell
extracts were included as controls.

Yy VvVYVvVY

4.4.2 Immunofluorescence analysis of infected cells

In order to understand the cytolocalization of the expressed CP versions in the insect
cell during baculovirus infection, we performed immunofluorescence (IF) assay of
infected Tn5B cells using anti-ToBMV-CP antibody. Cells were separately infected
for 72 h with the control virus vAc/occ-, vVAc-ToBMV-CP, or vAc-ToBMV-A; ,4-CP.
Uninfected Tn5B cells exhibited a very small background fluorescence (Figure 2,
mock), while infected cells expressing the CP versions were labeled at 72 h p.i.

(Figure 2). IF analyses showed that both CP and A;.,4-CP versions accumulated in the
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cytosol during virus infection as expected, based on the fact that tymovirus infection

takes place in the plant cell cytoplasm.

Control CP A224CP

By

iy @Y

Phase-contrast

Figure 2. Immunofluorescence analyses of Tn5B cells infected with the recombinant CP versions-
expressing baculoviruses. The figure shows Tn5B cells infected with either vAc-ToBMV-CP or vAc-
ToBMV-A,,4-CP at 72 h post-infection and incubated with rabbit polyclonal antibodies raised against
the ToBMYV CP protein, after DAPI staining for nucleus localization.

4.4.3 Tymovirus-like particle (tVLP) formation during baculovirus infection

In order to analyze the tVLP formation of ToBMV CP versions expressed during
baculovirus infection, Tn5B cells infected with either vAc-ToBMV-CP or vAc-
ToBMV- A,24-CP were lysed. The cell contents were clarified and loaded onto a
sucrose cushion to purify putative tVLPs released. In a dot blot analysis, we probed
both the crude extract and the ultracentrifugation resulting pellet using a ToBMV-CP
antibody (Figure 3A). Reactive dots were found in crude extract and purified putative
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tVLPs from the two versions. We found no colored signals with the extract from
mock-infected cells. For tVLP assembly analyses, we performed a negative stain of
the generated pellets using transmission electron microscopy (Figure 3B). Both
versions, CP and A, 4-CP, formed icosahedral virus-like particles that are nearly
identical to the typical capsids of tymovirus, confirming that the recombinant proteins
expressed in baculovirus were able of self-assembling into VLPs (Figure 3B). The
negative stain reveled rod-shaped nucleocapsids from baculovirus as expected (Figure

3B, CP field).

o 4
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TBMV @ | @ | ®

Figure 3. (A) Dot blot analysis of the crude, lysate and purified extracts from infected cells using both
vAc-ToBMV-CP or vAc-ToBMV-A2-24-CP recombinant viruses and anti-ToBMV-CP antibody. (B)
Electron micrographs of virus-like particles (VLPs) assembled from vAc-ToBMV-CP or vAc-ToBM V-
Ay24-CP infection. The VLPs were deposited on Formvar-coated grids and stained with 2% (w/v)
uranyl acetate.

4.4.4 ToBMYV coat protein carrying the CHIKYV epitope

To check the ability of tVLP in carrying small peptides with medical interest, we
evaluated the tVLP assembly containing the E2 epitope of CHIKV in fusion with the
Ay24-CP version of the ToBMV CP. The shuttle vector was verified by DNA

sequencing and used to construct the recombinant virus, vAc-ToBMV-E2-A; 54-CP.
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Typical cytopathic effects of baculovirus infection were observed in Tn5B cells after
infection (Figure 4A). The recombinant protein E2-A,.,4-CP was detected using anti-
ToBMV-CP antibody (anti-CP). The calculated molecular mass of the E2-A; 4-CP
with an additional 25 amino acid residues at its N-terminal (20.3 kDa) corresponded
with the immunoreactive band observed in the Western blotting (Figure 4B). No band
was detected in both vAc/occ- and mock-infected cell extracts (not shown). We also
performed an IF analysis of vAc-ToBMV-E2-A; ,-CP infected Tn5B cells at 72 h
p.i.. We found that E2-A;,4-CP protein of ToBMV accumulated in the cytosol of
Tn5B cells as observed for CP and A,,4-CP (Figure 4C). The results of dot blot
analysis showed that the TOBMV CP antibody reacted strongly with the crude, lysate
and purified extracts cells infected with the vAc-ToBMV-E2-A;,4-CP, after
ultracentrifugation of the infected cell lysate onto a sucrose cushion (Figure 4D).
Importantly, TEM of purified extracts of Tn5B cells infected with vAc-ToBMV-E2-
Ay24-CP revealed icosahedral virus-like particles resembling typical tymovirus
particles, showing that the recombinant protein E2-A,,4-CP, even carrying a
heterologous small peptide sequence, were able of self-assembly into a VLP (Figure

4E).
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Figure 4. (A) Cytopathic effect in Tn5B cells infected with recombinant E2-A; 4-CP baculovirus. (B)
Tn5B cells infected with the recombinants baculovirus (CP, A4 CP and E2-A;,4-CP) were
electrophoresed in a 12% SDS-PAGE and transferred onto a PVDF membrane for Western-blotting.
Transferred proteins were incubated with rabbit polyclonal antibodies raised against the ToBMV CP
protein followed incubation with conjugated anti-rabbit IgG secondary antibody; (C)
Immunofluorescence analyses of Tn5B cells infected with vAc-ToBMV-E2-A, 54-CP baculovirus. The
figure shows Tn5B cells infected at 72 h p.i. and incubated with rabbit polyclonal antibodies raised
against the TOBMV CP protein and DAPI staining for nucleus localization. (D) Dot blot analysis of the
crude, lysate and purified extracts from infected cells using vAc-ToBMV-E2-A;4-CP recombinant
virus and anti-ToBMV-CP antibody. (E) Electron micrographs of virus-like particles (VLPs)
assembled from vAc-ToBMV-E2-A;,,-CP infection. The VLPs were deposited on Formvar-coated
grids and stained with 2% (w/v) uranyl acetate.
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4.5 DISCUSSION

The last decades have witnessed the growing use of the binary eukaryotic system
baculovirus/insect cell to produce and obtain a range of recombinant proteins. In this
study, we expressed the TOBMV coat protein (CP) using this binary system to check
for tymovirus-like particle (tVLP) self-assembly. The expression system enabled the
formation of tVLPs from two different CP versions, a full-length version (CP) and an
amino-terminal deletion mutant that lacks 23 amino acids (A;.24-CP) of the predicted
native CP. We also found that the fusion of a small peptide based on the envelope
protein of Chikungunya virus did not change either the self-assembly property of the

deletion ToBMV CP version.

Plant virus-like particles as a carrier protein is a very promising approach to display
epitopes and facilitate its purification due to the nature property of high-density
(Roldao et al., 2010) and reduces the risk of cross-reaction for medical diagnosis.
Different families of plant viruses had been used to produce VLPs using the
baculovirus expression vector system (BEVS) including members of the species
Arabis mosaic virus (Bertioli et al., 1991), Tobacco ringspot virus (Singh et al.,
1995), Cowpea mosaic virus (Shanks and Lomonossoff, 2000); Beet western yellows
virus (Tian et al., 1995), Potato leaf roll virus (Gildow et al., 2000; Lamb et al.,
1996), Pea enation mosaic virus (Sivakumar et al., 2009) and Rice dwarf virus
(Hagiwara et al., 2003). None of those were members of the Tymovirus. The ability of
self-assembly CP tymovirus in heterologous expressions system was previously
assessed for Physalis mottle virus (PhMV) and Turnip yellow mosaic virus (TYMV)
CPs. The tVLPs were able to assemble upon CP expression in E.coli even undergoing

deletions, substitution and extension mutations at the amino-terminal region of the
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protein (Powell et al., 2012; Sastri et al., 1999, 1997; Shahana et al., 2015).
Interestingly, the flexible CP N-terminus of both PhAMV and TYMV is not essential
for tVLP formation (Hayden et al., 1998; Shin et al., 2013). Besides all those viruses
being non-enveloped viruses, this work shows the first attempt of using a tymovirus
CP to check for tVLP formation and its carrier property in BEVS. We have chosen
this linear epitope to take advantage of it in future works and in attempt to helping
with virus diagnosis in Brazil. Chikungunya virus (CHIKV) is a mosquito-borne virus
that causes severe diseases with headache, fever, and intense joint pain symptoms,
similar to both Dengue and Zika. Since 2004, this virus is affecting thousands of
people around the world (Leparc-Goffart et al., 2014) and as an important outbreak in
Brazil since 2014 (Nunes et al., 2015). In 2015-2016 in the Recife Metropolitan
Region, the tail end of a Zika epidemic was detected, which was displaced by a
Chikungunya epidemic (Magalhaes et al., 2017). The molecular techniques used for
CHIKYV infection diagnosis is based on molecular approaches such as RT-PCR and
qRT-PCR and immunodetection based on ELISA. The most restrictive step for
ELISA is a suitable antigen for diagnosis. Precise and differential diagnostics of
Dengue, Zika, and Chikungunya is rather needed to evaluate the extent of each of
these diseases. Although Dengue infection may be lethal in several cases and Zika
infection can lead to newborns with microcephaly or an array of neurodegenerative
manifestations, the Chikungunya infection leaves chronic sequels, which debilities the

patient and has received less attention (Zanotto and Leite, 2018).

BEVS is highly versatile and efficiently produces structurally and immunologically
functional VLPs and protein displays (Balke and Zeltins, 2018). There are a variety of
strategies to incorporate or display target proteins on the surface of infected insect

cells as well as on budded virions. Native baculovirus proteins such as the major
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envelope protein, the capsid protein and the major occlusion body protein, but also
foreign scaffolds such as the vesicular stomatitis virus G protein or the influenza
hemagglutinin serve as fusion partners for surface presentation of target proteins. The
BEVS can produce amounts of protein comparable with those achieved with bacteria
or yeast, but its ability to perform complex post-translational modifications is greater
including glycosylation and are better systems for expressing complex VLPs (Roldao
et al., 2010). In fact, the major limitation of insect cell system is the purification step
due to the coproduction of baculovirus particles, contaminants that must be
biophysically or biochemically separated from VLPs, as they can impact significantly
in product efficiency (Liu et al., 2013). This issue could be easily overcome by
blocking the formation of baculovirus particles, as previously performed for HIV

VLPs production and purification (Chaves et al., 2018) .

In conclusion, the expression of ToBMV CP gene in BEVS enabled VLP self-
assembly in insect cells. The N-terminal residues 2-24 of the native ToOBMV CP are
not essential for self-assembly into VLPs in BEVS and could be replaced by an
alternative sequence with medical purposes such as a human pathogen epitope. The
modified tymovirus CP could be used as a protein carrier without affecting the self-
assembling properties of the CP and as a consequence, epitope purification and
display. Therefore, tVLPs carrying small peptides facilitate antigen purification and

display to be efficiently used in diagnosis.
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5. CONCLUSAO GERAL

A producdo comercial de proteinas recombinantes farmacéuticas possui um
mercado em constante e crescente expansdao. Nesse meio, destacam-se os virus de
plantas com genoma de RNA de fita simples, que oferecem uma oportunidade unica
para gerar ferramentas para producdo de biofarmacos em diferentes plataformas
bionanotecnologicas. Cerca de 55 diferentes espécies de 29 géneros de virus vegetais
mostraram-se Uteis para esses fins, levando em conta os virus infecciosos

recombinantes e os seus analogos nao infeciosos - VLPs.

O sistema de expressio em plantas utilizando vetores virais via
Agrobacterium tumefaciens € um sistema seguro, rapido e barato, e tem sido a base de
muitos processos de manufatura que sdo utilizados atualmente para produzir uma
gama de proteinas para multiplas aplicagdes, tais como antigenos vacinais, anticorpos
e VLPs, tendo a capacidade de, simultaneamente, diminuir o tempo de produgdo e
aumentar o rendimento dos produtos em relacdo as plantas transgénicas, além de
minimizar as preocupacdes relacionadas aos organismos geneticamente modificados

(GMOs).

Para garantir o sucesso da producdo das proteinas farmacéuticas e manter as
boas praticas de fabricacdo (BPF), o vetor de expressdo baseado em virus de planta,
preferencialmente deve ser capaz de manter a estabilidade genética das sequéncias
ndo-virais que codificam o produto pretendido sob variadas condi¢des ambientais e
respostas de defesa do hospedeiro. A deriva genética das sequéncias nado-virais
representa um grande problema para qualquer vetor de producdo e altas taxas de
mutagdo associadas a vetores virais podem causar preocupacdes para esse tipo de

deriva. Uma maneira de garantir a diminuicao de gargalos genéticos e a baixa pressao
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seletiva ¢ a limitacdo do movimento celular da proteina de interesse e a introducao em
massa de constru¢cdes homogéneas de T-DNA para entrega dos replicons de RNA. A
auséncia total ou parcial do gene da CP na construcdo de alguns vetores virais se
encarrega de limitar a movimentagdo celular sistémica, tornando o sistema vantajoso

€ seguro.

Os vetores de baculovirus s3o um dos sistemas de entrega de genes mais
utilizados atualmente, e se tornaram uma poderosa e versatil plataforma para
expressdo de proteinas eucaridticas, principalmente devido as vantagens desse
sistema, incluindo altos niveis de expressdo proteica, seguranga, escalabilidade e

modifica¢des pds-traducionais eucaridticas.

Muitas proteinas estruturais virais possuem a habilidade intrinseca de se
montarem dentro de nanoestruturas denominadas virus-like particles (VLPs) quando
expressas em diferentes sistemas de expressdo heterdlogos, tais como Escherichia
coli, leveduras, células de mamiferos e de insetos ou plantas. VLPs se assemelham a
estrutura do virus, porém sem material genético, provocando com isso uma alta
resposta imune humoral e celular com seguranca. O capsideo da maioria dos virus de
plantas ¢ uma estrutura simples e robusta, podendo ser produzido em grandes
quantidades, além disso, geralmente sdo bastante estaveis, permitindo a manipulacao

das sequéncias genéticas criando dele¢des e/ou inser¢des de sequéncias heterdlogas.

Em vista da simplicidade, estabilidade e facilidade de produgdo, VLPs de
virus de plantas representam um passo a frente no desenvolvimento de sistemas de
entrega de epitopos e/ou proteinas, combinando bons critérios de seguranga com forte

imunogenicidade, contribuindo para uma nova abordagem em nanotecnologia.
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Os vetores virais desenvolvidos nesse trabalho apresentaram-se como
potenciais ferramentas biotecnoldgicas para a expressao de epitopos em dois sistemas
de expressdo distintos, em plantas, por meio de vetores virais via Agrobacterium, e
em células de insetos via baculovirus. O vetor inédito, baseado em pepper mild mottle
tobamovirus - pJL_ PMMoV(ACP), apresentado no capitulo 2, j4 vem sendo utilizado

para testar a expressao de epitopos de chikungunya virus, zika virus e dengue virus.

O replicon construido no capitulo 3, baseado em tomato blistering mosaic
tymovirus -ToBMV-CPA;.,4, ainda devera ter sua viabilidade checada apds a inser¢ao
de pequenos peptideos de interesse médico (CHIKV, ZIKV e DENV), para ser
caracterizado como um vetor viral para apresentacao de epitopos. Esta foi a primeira
vez em que foi demonstrado que dele¢des de aminoacidos na regido N-terminal da CP

em ToBMYV nao afetam a expressao do capsdmero e a viabilidade da infectividade.

E, finalmente, no capitulo 4, o sistema de expressdo em células de insetos via
baculovirus foi utilizado para demonstrar, pela primeira vez, que a expressao das
diferentes versdes de CP de ToBMV ¢ capaz de formar tVLPs para expressdao de

epitopos.
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