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Introduccion

Las glicoproteinas fusogénicas viricas son proteinas
integrales de membrana que atraviesan la bicapa de
lipidos en los virus con envoltura, las cuales tienen la
funcion de unirse a células diana’. El reordenamiento
conformacional y desencadenamiento de la proteina
fusogénica F resulta en la fusion de membranas de
células vecinas. Las etapas tempranas en el proceso de
fusion de membranas incluyen la formacion y
expansion de poros de fusion? La expresion de la
glicoproteina  fusogénicas del Paramyxovirus SV5
clonada tiene como consecuencia la formacion de
masas de células fusionadas cuando se ensaya en
cultivo celular, estos cimulos de células se denominan
sincitios y finalmente llevan a la muerte celular®. Poder
cronometrar de manera fiel un proceso de fusion
celular, permitiria obtener informacion valiosa, tal
como el aprovechamiento de la formacién de poros para
la administracion de farmacos antineoplasicos en
células resistentes a los tratamientos. Este proyecto
plantea la construccion de vectores plasmidicos de
expresion conjunta de la glicoproteina fusogénica del
Paramyxovirus SV5 y la proteina verde fluorescente
GFP para monitorizacion del proceso de fusion celular.

Parte experimental

La secuencia nucleotidica de la glicoproteina
fusogénica del Paramyxovirus SV5, GenBank
CAG44619.1 (1.8 kb) se amplificO mediante reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) empleando para ello
los primers SV5-F up 5’ATG GGT ACT ATA ATT
CAA TTT CTG 3" y SV5-F down 5°TCT TGT TCC
AAG AGT TGC AG 3%, en condiciones para ser
clonada en el plasmido pcDNA3.1. Se clond el
fragmento de la proteina F amplificado en la version
unida al carboxilo terminal con la version de dicho
plasmido descrita como CT-GFP-TOPOQ, y una segunda
version unida al amino terminal definida como NT-
GFP- TOPO. Una vez llevada a cabo la reaccion de
ligacion se realizo transformacion por choque térmico
con E. coli HB101. Las clonas obtenidas por seleccién
de resistencia a ampicilina fueron aisladas y sometidas a
analisis de restriccion enzimatica para comprobacion de
presencia del inserto.

Resultados y discusién

El fragmento de 1.8 kb amplificado por PCR fue
clonado en cada uno de los vectores. La aparicién de
una banda en gel de agarosa (al 1%, 76 volts por 40
min) correspondiente a 7.2 kb indica la incorporacién
del fragmento amplificado en el plasmido de 5.4 kb.
Mediante la reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
se amplificd la secuencia de la glicoproteina fusogénica
para ambos vectores y T7 y GFP para CT-GFP-TOPO
y GFP y BGH para NT-GFP- TOPO. Se amplificaron
ambos vectores en E. coli HB101.

Los miembros de la familia Paramyxoviridae requieren
la co-expresion de proteinas de union, pero la
glicoproteina fusogénica F de SV5, es fusogénicamente
activa y permite la fusién celular sin requerir la co-
expresion de las proteinas de union®. Se realizaran
estudios de fusion celular con lineas celulares en cultivo
para monitorizar el proceso de fusion.

Conclusiones

e Se logré la construccion de los vectores
plasmidicos para la expresion de la proteina F
unida tanto al C- terminal y al N- terminal de
la GFP.
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