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P-2022/2220

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Re: Expediente No. NC2022/0009100
Solicitud de patente a nombre de HUMABS BIOMED SA.

Yo, CAROLINA DAZA MONTALVO identificada como aparece al pie de mi firma,
domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, obrando como apoderada de la sociedad
HUMABS BIOMED SA, domiciliada en Bellinzona, Suiza, solicitante de la patente de la
referencia, en respuesta al oficio No. 10568 notificado electrénicamente el 11 de julio
de 2022, relacionado con los requerimientos de fondo de la solicitud, atentamente me

permito presentar la siguiente informacion:

1. Titulo

Indica el examinador que el titulo de la solicitud no se relaciona con el objeto de la
solicitud contenido en la descripcién y las reivindicaciones. En vista de lo anterior, el
solicitante desea modificar el titulo siguiendo la amable recomendacion realizada por

el examinador, de modo que ahora se lee:

“ANTICUERPOS QUE SE UNEN ESPECIFICAMENTE A LA PROTEINA NO
ESTRUCTURAL 1 (NS1) DEL VIRUS DEL ZIKA"

En vista de lo anterior, amablemente solicito dar por superada la objecién con

respecto al titulo.

2. Modificacion a las Reivindicaciones
Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la Decisién 486 al
solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del tramite,

presento junto a este memorial un nuevo capitulo reivindicatorio, el cual consta de
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treinta y tres (33) reivindicaciones y reemplaza completamente el presentado el 23 de

mayo de 2022. Especificamente, se realizaron las siguientes modificaciones:

2.1.

2.2,

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

2.9.

La reivindicacién 1 se modific6 de modo que ahora define las secuencias de
CDRs de los seis anticuerpos reclamados, esto es de los anticuerpos ZKA15,
ZKA25 vy ZKA35. Esta modificacion encuentra soporte en el capitulo
reivindicatorio anteriormente presentado, en particular en la antigua

reivindicacion 14.

Se elimind la antigua reivindicaciéon 14.

La materia de la antigua reivindicacién 16 se distribuyd en dos nuevas

reivindicaciones, 15y 16.

Se corrigid un error tipografico en la dependencia de la reivindicacion 18.

Se eliminaron las referencias a diagndstico y sujeto de las reivindicaciones 23 y
24.

La materia de la antigua reivindicacion 24 se distribuyé en dos nuevas

reivindicaciones, 24 y 25.

La materia de la antigua reivindicacion 25 se distribuyé en dos nuevas

reivindicaciones, 26 y 27.

La materia de la antigua reivindicacion 26 se distribuyé en dos nuevas

reivindicaciones, 28 y 29.
Se modificd la redaccidén de la reivindicacion 29 a fin de establecer de manera

concreta las etapas y condiciones del método reclamado. Esta modificacidon

encuentra soporte en la pagina 81, lineas 26 a 33.
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2.10. Se ajustd la numeracion y la dependencia de acuerdo con las modificaciones

antes mencionadas.
2.11. Se elimind el término “preferiblemente” del capitulo reivindicatorio.

Estas modificaciones no amplian de ninguna manera la materia objeto de la presente
solicitud, y se realizan con el fin de definir la materia reclamada de forma clara y

superar las objeciones planteadas por el examinador en su concepto técnico.

3. Reivindicaciones relativas a uso
El examinador sefiala que el objeto de la antigua reivindicacidon 29 no seria patentable
por cuanto se refiere al uso del anticuerpo o el fragmento de unidn a antigeno de este,

o de sus productos relacionados.

Al respecto, me permito manifestar que la reivindicacién objetada fue modificada de
modo que ahora no se refiere a la utilizacién de la invencién, y se establecen las
caracteristicas de las etapas del método reclamado, indicando las etapas
comprendidas y sefialando las condiciones especificas de las muestras aisladas. Por lo

tanto, amablemente solicito que se reconsidere la objecion al respecto.

4. Claridad y concision de las reivindicaciones

El solicitante manifiesta que mediante la presentacion del nuevo capitulo
reivindicatorio quedan subsanadas la totalidad de las objeciones presentadas por el
examinador en su concepto técnico, de modo tal que las nuevas reivindicaciones
reclaman de manera clara y concisa la invenciéon descrita. Con respecto a las

objeciones especificas del examinador, me permito manifestar lo siguiente:

4.1 El examinador sefiala que la reivindicacion 1 no es clara porque no incluye las

caracteristicas técnicas estructurales del anticuerpo de la invencion.

Frente a lo anterior, amablemente me permito sefalar que la reivindicacién 1 ha sido

modificada a fin de incluir las secuencias de aminoacidos de las seis CDRs de los
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anticuerpos de la invencidn, que corresponden a los anticuerpos ZKA15, ZKA25 y

ZKA35 divulgados en la descripcion.

En consecuencia, la objecidn planteada al respecto ha sido superada por las

modificaciones introducidas en el conjunto de reivindicaciones.

4.2 De otro lado, el examinador afirma que la reivindicacidn 2 no es clara porque se
refiere a resultados a alcanzar, y, por lo tanto, incluiria no sélo la solucién
propuesta por el solicitante, sino todas las alternativas presentes o futuras que

lleguen a dichos resultados.

Al respecto, me gustaria resaltar las disposiciones que sobre el tema contempla la
Guia de examen de solicitudes de patentes sobre anticuerpos, emitida por la Direccién
de Nuevas Creaciones de la Superintendencia de Industria y Comercio, en donde se

sefiala lo siguiente:

“11. Cuando las reivindicaciones reclamen un producto o un procedimiento
definido por sus caracteristicas técnicas esenciales, el solicitante podra incluir o
acompahar dichas caracteristicas con resultados a alcanzar.

Por lo tanto, si la reivindicacién independiente menciona todas las caracteristicas
técnicas esenciales de la invencion y ademds hace referencia a resultados a

alcanzar, o si estos ultimos se encuentran en las reivindicaciones dependientes,

no _se objetara la informacion relativa a los resultados a alcanzar por Art. 30."
(Pags. 35y 36, énfasis afadido).

Asi, la inclusién de resultados a alcanzar en la reivindicacion 2 es admisible en este
caso, toda vez que la reivindicacién independiente menciona todas las caracteristicas
técnicas estructurales de los anticuerpos de la invencidon. De esta manera, contrario a
lo sefalado por el examinador, la reivindicacion 2 no se refiere todos los anticuerpos
gue no se une esencialmente a la proteina NS1 del virus del dengue (“"DENV”, por sus
siglas en inglés), sino Unicamente a aquellos anticuerpos que posean las
caracteristicas estructurales mencionadas en la reivindicacién 1 y, ademas, no se

unan a dicha proteina.
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En segundo lugar, se hace notar que el ejemplo 3 y la figura 5 de la presente solicitud
demuestran que estos anticuerpos ZKA15, ZKA25 y ZKA35 no se unen a la proteina
NS1 del virus del dengue, como se define en la reivindicacion 2. En consecuencia, la
caracteristica de la reivindicacion 2 es una caracteristica funcional de los anticuerpos

de la nueva reivindicacion 1.
De esta manera amablemente solicito que se reconsidere la objecidn al respecto.

4.3 El examinador sefiala que las antiguas reivindicaciones 14 y 15 no son claras y
no se encuentran sustentadas por la descripcién porque, al definir la materia
reclamada (en especial las CDRs), empleando porcentajes de identidad, se

incluyen posibilidades que no han sido evaluadas por el solicitante.

En este sentido, me permito resaltar en primera medida que la antigua reivindicacién
14, que definia las CDRs de los anticuerpos reclamados en términos del % de

identidad, fue eliminada del pliego presentado junto al presente memorial.

De otro lado, el solicitante ha decidido mantener los porcentajes de identidad en la
antigua reivindicaciones 15 (nueva reivindicacion 14), la cual se dirige a proteger
variantes de anticuerpos caracterizadas por secuencias de aminoacidos de las
regiones variables de cadena pesada y ligera. En este sentido, me permito resaltar
gue esta reivindicaciéon depende de la reivindicacion 1, que define las secuencias
especificas de las CDRs de los anticuerpos de la invencién, de forma que los
porcentajes de identidad definidos en la nueva reivindicacién 14 se relacionan con

variaciones de secuencia en las regiones marco, pero no en las CDRs, toda vez que
estas estan establecidas en la reivindicacion 1.

Se llama la atencién del examinador sobre el hecho de que realizar modificaciones en
las regiones marco es una alternativa plenamente conocida para la persona
normalmente versada en la materia, quien estaria en capacidad de comprender

facilmente el alcance de la reivindicacion 14.
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Asimismo, es importante sefialar que el solicitante estd en pleno derecho de buscar la
proteccion de la totalidad de su concepto inventivo con el fin de evitar que terceros
puedan sacar provecho de este, para ello, resulta indispensable proteger también
aquellas variantes que puedan ser obtenidas por modificaciones sencillas que puedan
llevarse a cabo por medio de técnicas bien conocidas en la técnica actual, tal como lo

son las modificaciones en las regiones marco.

Por ultimo, se hace notar que los argumentos anteriormente expuestos fueron
completamente entendidos por su Despacho en el tramite de la solicitud parental, lo

gue permitié la concesion de una reivindicacién similar (reivindicacion 14).

En vista de lo anterior, respetuosamente solicito que la objecién en este sentido sea

reconsiderada.

4.4 El examinador menciona que la antigua reivindicacién 18 no es clara porque

presenta errores de dependencia.

Al respecto, me permito resaltar que la dependencia de la reivindicacién 18 fue

corregida. Por lo tanto, la objecién al respecto ha quedado superada.

4.5 De otro lado, el examinador menciona que las antiguas reivindicaciones 22 y 30
no son claras y no estan sustentadas en la descripcién debido a que no se

define un “kit” de acuerdo con sus caracteristicas técnicas esenciales.

En este caso, es pertinente tener en cuenta que la reivindicacion 22 es una
reivindicacién dependiente que se relaciona con una modalidad particular de la
invencion, es decir, es una reivindicacién busca proteger un aspecto particular dentro

de la totalidad del concepto inventivo desarrollado por los inventores.

Tal como se establece en el numeral 2.6.5.4 de la Guia de examen de solicitudes de
patente emitida por la Superintendencia de Industria y Comercio, las caracteristicas

técnicas esenciales son aquellas que separan la materia del estado de la técnica, por
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lo tanto, la caracteristica técnica esencial de los kits de la reivindicacién 22 es la
presencia de los anticuerpos desarrollado por el solicitante o de alguna de las demas
modalidades que se relacionan con dichos anticuerpos (complejos, acidos nucleicos,

vectores, células, y composiciones).

Ahora bien, si la presente invencidn estuviese relacionada con un kit de partes
formado por preparaciones de productos ya conocidos, las afirmaciones del sefor
examinador con respecto a la caracterizacién de dicho kit serian aplicables, toda vez
gue Unicamente las caracteristicas de los distintos componentes y la asociacidon entre
los mismos permitiria separar la materia reclamada del estado de la técnica. No
obstante, esto no aplica al presente caso, en donde la presencia de los anticuerpos de
la invencion es lo que separa la materia reclamada de lo conocido en el estado de la

técnica.

Un ejemplo de lo anterior puede observarse en el numeral 2.6.4.1 de la Guia de
examen de la Superintendencia de Industria y Comercio, dicho ejemplo se reproduce

a continuacion para una mejor referencia:

“Si la reivindicacién se refiere a “composicion caracterizada porque contiene X”
(siendo X un principio activo nuevo e inventivo) no necesita mencionar la

presencia de los excipientes.”

Lo anterior implica que, la Unica caracteristica técnica necesaria para definir los kits de
la invencion es la presencia de los anticuerpos (o alguno de los productos relacionados
con el mismo). Por lo tanto, no hace falta incluir ninguna caracteristica adicional para
delimitar el alcance de la materia reclamada, pues esta contempla todos los kits que
comprendan los anticuerpos desarrollados por los inventores definidos en la nueva

reivindicacién 1.
Asimismo, se hace notar que los argumentos anteriormente expuestos fueron

completamente entendidos por su Despacho en el tramite de la solicitud parental, lo

que permitié la concesion de una reivindicacién similar (reivindicacion 23).
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De otro lado, en cuanto a la antigua reivindicacién 30 (nueva reivindicaciéon 33), el
solicitante desea resaltar que esta reivindicacidon se relaciona con un kit que contiene
(i) un anticuerpo util para fines de diagndstico (es decir, el anticuerpo anti-NS1 como
se reivindica) y (ii) un anticuerpo util para el tratamiento de una infeccién causada por

el virus del Zika (el anticuerpo neutralizante).

En consecuencia, la reivindicacidon 33 si proporciona una combinacidn de componentes
que forman una unidad funcional, en donde el componente (i) suministra una
herramienta de diagndstico y el componente (ii) es un agente terapéutico util en el

tratamiento de la misma condicion (infeccion por el virus ZIKA).

Con el fin de mejorar la distincion entre estos dos componentes, la reivindicaciéon 33
ahora establece que el componente (ii) se une especificamente a "... un epitopo de la
proteina E del virus del Zika o un epitopo cuaternario mostrado en un viridon infeccioso
de ZIKV...".

De esta forma, dado que las reivindicaciones 22 y 33 si definen las caracteristicas
técnicas esenciales del kit de acuerdo con la invencién, amablemente solicito que se
dé por superada la invencion al respecto.

w

4.6 El examinador sefiala que los términos mas  preferiblemente”,
“preferiblemente”, y “al menos”, empleados en las reivindicaciones 5, 6, 14, 15,
24 a 28, no permiten establecer claramente los limites de la materia reclamada.
n

En relacion con esta objecidn, me permito resaltar que los términos “preferiblemente

y “mas preferiblemente” fueron eliminados del capitulo reivindicatorio modificado.

De otro lado, en cuanto al término “al menos”, me permito aclarar que este se
mantiene en las nuevas reivindicaciones 14, 30 y 31, puesto que se emplea para
definir rangos por medio de limites inferiores. En este sentido, me permito resaltar
que dicha expresién es completamente clara para la persona normalmente versada en

la materia, quien comprenderia facilmente el alcance de la materia reclamada.
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4.7 Por ultimo, el examinador senala que las reivindicaciones 23, 24 y 26 se
refieren a “un sujeto a diagnosticar”, 1o cual corresponde a un elemento de un

método de tratamiento, es decir, a materia no patentable.

Frente a lo anterior, me permito resaltar que las reivindicaciones objetadas fueron

modificadas a fin de eliminar las referencias a materia no patentable.

Teniendo en cuenta lo anteriormente planteado, las objeciones relacionadas con la
claridad, la concisién y el soporte en la descripcidn del capitulo reivindicatorio, han

quedado completamente superadas.

5. Descripcion

El examinador indica que la descripcion no divulga la materia reclamada de forma
suficientemente completa para que una persona normalmente versada en la materia
pueda ejecutarla o reproducirla, y sefiala que la solicitud Unicamente proporciona

informacidn sobre la generacidn de los anticuerpos ZKA15, ZKA25 y ZKA35.

Frente a lo anterior, me permito reiterar que el capitulo reivindicatorio se ha
restringido a los anticuerpos ZKA15, ZKA25 y ZKA35, los cuales han sido definidos de

acuerdo con las secuencias de sus CDRs.

En consecuencia, la materia reclamada en el nuevo capitulo reivindicatorio se
relaciona claramente con lo divulgado en la memoria descriptiva, y, por lo tanto, esta
si presenta toda la informacién necesaria para reproducir la invencién tal como se

reivindica.

De esta manera, amablemente solicito que se dé por superada la objecién a este

respecto.

6. Unidad de Invencion

El examinador considera que la solicitud no cumpliria con el requisito de unidad de
invencion, e indica que la presente invencion se refiere a 3 grupos inventivos
distintos.
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Con respecto a lo anterior, me permito manifestar que la nueva reivindicacion 1 define
las caracteristicas especificas de los anticuerpos ZKA15, ZKA25 y ZKA35, los cuales,
como se vera mas adelante, son nuevos e inventivos.

En este sentido, el solicitante desea resaltar que los anticuerpos ZKA15, ZKA25 y
ZKA35 reivindicados difieren del estado de la técnica citado de dos formas:

i) Debido a se unen a la proteina NS1 de ZIKV, no a la proteina E de ZIKV; y
i) Debido a que no se unen a DENV.

Estas caracteristicas funcionales no solo distinguen a los anticuerpos reivindicados del
estado de la técnica, sino que también son cruciales para la utilidad en el diagndstico
de la infeccion por el virus del Zika. Como se analiza con mas detalle a continuacion,
los anticuerpos contra NS1 (proteina no estructural 1) son considerablemente mas
Utiles para fines de diagndstico en comparacion con los anticuerpos anti-proteina E del
documento mas cercano (D1, Lianpan D. et al., Cell Host & Microbe).

Ademas, a pesar de la fuerte conservacion de la proteina NS1 en los flavivirus, los
anticuerpos reivindicados se unen especificamente al virus Zika (ZIKV), pero no a la
proteina NS1 del virus del dengue (DENV), como se demuestra en el Ejemplo 3 vy la
Figura 5 de la presente solicitud. La distincidn entre ZIKV y DENV es crucial para el
diagndstico, porque los anticuerpos que se unen a ambos, como los anticuerpos de
D1, no pueden distinguir entre ZIKV y DENV (y posiblemente otros flavivirus) y, por lo
tanto, no brindan una herramienta de diagndstico adecuada para detectar
especificamente identificar la infeccion por ZIKV.

Por lo tanto, el nuevo capitulo reivindicatorio se refiere a un Unico concepto inventivo,
esto es, a novedosos anticuerpos que poseen una especificidad de unidn mejorada
que permite su aplicacién en el campo del diagndstico in vitro, lo cual no ha sido
anticipado en el estado de la técnica.

De esta manera, respetuosamente solicito que se retire la objecidn a este respecto.
7. Nivel Inventivo
El examinador establece en su concepto técnico que las reivindicaciones 1 a 3, 5, 6,

10 a 13, 16 a 22 y 30 no cumplirian con el requisito de nivel inventivo a la luz de las
ensefanzas técnicas descritas en el documento D1 (Lianpan D. et al., 2016.).
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Con respecto, a lo anterior, me permito resaltar las disposiciones del articulo 18 de la
Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, que establecen que “se
considerara que la invencion tiene nivel inventivo, si para una persona del oficio
normalmente versada en la materia técnica correspondiente, esa invencion no hubiese
resultado obvia ni se hubiese derivado de manera evidente del estado de la técnica”.

Lo anterior significa que el andlisis de nivel inventivo NO es una comparacion de los
objetos de las anterioridades y la solicitud en estudio. Por el contrario, el analisis de
nivel inventivo debe demostrar la obviedad de la invencion y establecer como ésta
no contiene un salto cualitativo, que demuestre su altura inventiva, teniendo en
cuenta que se hace necesario demostrar que la invencién analizada carece de nivel
inventivo y hubiese sido obvia para una persona versada en la materia.

Ahora bien, dichas condiciones no se cumplen para el caso en cuestion, pues, tal como
se mostrara mas adelante, las ensefianzas del estado de la técnica representadas en
el documento D1, no divulgan ni sugieren la invenciéon con todas sus caracteristicas
técnicas, y, por lo tanto, la materia reclamada es inventiva a la luz del arte previo.

Sobre la divulgacién del documento D1 y sus diferencias con la invencion

Los anticuerpos de la presente invencidén son estructuralmente distintos al anticuerpo
de D1

En primer lugar, se hace notar que las caracteristicas mencionadas en la antigua
reivindicacién 14, esto es, las secuencias especificas de las CDRs, las cuales fueron
reconocidas como inventivas por el examinador en el oficio No. 10568, pues no se
encuentran divulgadas ni sugeridas en el documento D1, han sido incorporadas en la
nueva reivindicacion independiente 1.

De esta manera, la reivindicacion 1 fue modificada para definir las caracteristicas
técnicas esenciales de los anticuerpos de la invencidon, de modo que ahora se definen
las secuencias de las 6 CDRs de los anticuerpos ZKA15, ZKA25 y ZKA35, que se unen
especificamente a la proteina NS1 de ZIKV. Dichas caracteristicas no se divulgan, y no
pueden derivarse evidentemente de la divulgacion de D1, por lo tanto, la materia
reclamada es novedosa e inventiva sobre las ensefianzas del arte previo.

Los anticuerpos de la presente invencidon son superiores como herramienta de

diagndstico frente al anticuerpo de D1
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Adicionalmente, tal como reconocié el examinador, D1 no presenta divulgacion alguna
con respecto a anticuerpos que se unen a la proteina NS1 de ZIKV. Por el contrario,
los anticuerpos de D1, en particular 2A10G6, se unen a un epitopo de la proteina E del
ZIKV, que estd altamente conservada en el ZIKV y en la mayoria de los flavivirus que
infectan a los humanos, incluidos otros flavivirus tal como DENV 1-4, WNV y YFV.

A diferencia de la proteina envolvente (E), que se encuentra en la superficie del virién,
la proteina no estructural 1 (NS1) es secretada por el viribn como hexamero
extracelular (Ver Anexo: Roldan et al, 2020). Altos niveles de NS1 extracelular
circulan en el torrente sanguineo de los pacientes infectados durante la fase aguda
hasta el noveno dia después del inicio de los sintomas (Roldan et al, 2020, pagina 1,
columna de la derecha, ultimo parrafo).

En consecuencia, a diferencia de la proteina E, NS1 es un buen marcador de
diagndstico que permite la deteccion temprana de flavivirus en pacientes infectados
(Roldan et al, 2020, pagina 2, columna de la izquierda, primer parrafo). Por lo tanto,
los anticuerpos de la reivindicacion 1 (ZKA15, ZKA25 y ZKA35) presentan ventajas
significativas en comparacién con los anticuerpos anti-proteina E, en particular
2A10G6, cuando se usan como herramientas de diagndstico de ZIKV.

Ademads, en particular para el diagndstico, la especificidad de un anticuerpo es muy
importante. Los anticuerpos de D1, como 2A10G6, se obtuvieron mediante la
inmunizacion de ratones con el virus del dengue (DENV), no con el virus del zika
(ZIKV), como bien se sefialé en el Oficio 10568. Por lo tanto, los anticuerpos de D1, y
otros anticuerpos obtenidos con el método de D1 segun lo discutido por el
Examinador, se unen no solo al ZIKV, sino también al menos al DENV, si no es que a
otros flavivirus con el mismo epitopo conservado, por ejemplo, WNV y YFV.

Teniendo en cuenta lo anterior, es claro que tales anticuerpos no son herramientas de
diagnéstico adecuadas, porque no pueden distinguir entre los diferentes flavivirus, de
manera que no es posible conocer con qué flavivirus puede estar infectado un
paciente. Por el contrario, los anticuerpos ZKA15, ZKA25 y ZKA35 se unen a NS1 de
ZIKV, pero no a NS1 de DENV (ver el Ejemplo 3, Figura 5), demostrando asi su
especificidad por ZIKV.
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Por lo tanto, los anticuerpos reivindicados son particularmente utiles para el
diagnostico de la infeccion por ZIKV, mientras que los anticuerpos de D1 solo tienen
un uso limitado a este respecto.

Por lo tanto, teniendo en cuenta que D1 no proporciona indicaciones claras que
conduzcan efectivamente a la persona normalmente versada en la materia a la
invencion como se reivindica, pues no contienen ninguna ensefanza directa sobre las
caracteristicas estructurales y funcionales de los anticuerpos de la invencién, es
evidente que el objeto reivindicado no puede considerarse obvio y, por lo tanto,
cumple con los requisitos de los articulos 16 y 18 de la Decision 486 de 2000.

Por tanto, respetuosamente solicito tener en cuenta los argumentos aqui presentados
donde se demuestra que la invencidon de la presente solicitud es novedosa y tampoco
se habria derivado de manera obvia del estado de la técnica, por lo que cumple con
los requisitos de los articulos 14, 16 y 18 de la Decisién 486 de 2000.

8. Conclusion
Con las modificaciones introducidas y los argumentos presentados puede concluirse
que:

i) El nuevo titulo de la solicitud es claro y se relaciona con el objeto reclamado.

i) El nuevo pliego reivindicatorio se ajusta a las disposiciones del Articulo 34 de
la Decisidon 486/00;

iii) La presente invencidn se relaciona con materia susceptible de
patentabilidad, cumpliendo asi con los requerimientos del Articulo 14 de la
Decision 486;

iv) La invencion de la presente solicitud es clara y cuenta con el debido sustento
en el capitulo descriptivo, a la vez que se encuentra divulgada de manera
suficientemente completa, cumpliendo asi con los requerimientos de los
Articulos 30 y 28 de la Decisién 486;

V) La presente invencién se relaciona con un Unico concepto inventivo,
cumpliendo asi con los requerimientos del Articulo 25 de la Decision 486;

Vi) La invencién de la presente solicitud no resulta obvia ni se derivada de
manera evidente del estado de la técnica, cumpliendo asi con los
requerimientos del Articulo 18 de la Decisién 486.
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Por tanto, atentamente me permito solicitar a ese Despacho otorgar el privilegio de
patente solicitado a la solicitud en estudio, toda vez que cumple a cabalidad con los
requerimientos de la Decision 486 de 2000.

Asimismo, respetuosamente solicito a ese Despacho pronunciarse en relacién con
todos los argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicacién al
principio del debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constituciéon Nacional.

9. Pago de tasas
Considerando que el presente memorial se presenta junto con modificaciones a las

reivindicaciones, se adjunta recibo por concepto de pago de tasa de modificacién a la

solicitud, segun lo establecido en |la Resolucion 59669 de 2020.

Ahora, en relacién con el numero de reivindicaciones, atentamente me permito
resaltar que junto a la presente respuesta se realiza el pago de la tasa por concepto
de tres (3) reivindicaciones adicionales, toda vez que el nuevo capitulo reivindicatorio

tiene tres clausulas mas que el presentado anteriormente.

10. Anexos
- Nuevo capitulo reivindicatorio conformado por treinta y tres (33)

reivindicaciones.

- Roldan et al, 2020. “Optimization of recombinant Zika virus NS1 protein
secretion from HEK293 cells”.

- Recibo de pago por concepto de modificaciones voluntarias y 3

reivindicaciones adicionales.

Sefora Directora,

O LOUNXY AL AA
CAROLINA DAZAMONTALVO
C.C. 66.783.790 de Palmira Valle
TP-141563 CS]
notificaciones@clarkemodet.com.co
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, caracterizado porque
se une especificamente a la proteina no estructural 1 (“NS1”, por sus siglas en inglés) del virus del
ZIKA, en donde el anticuerpo, o fragmento de unidn a antigeno del mismo, comprende secuencias de
aminoacidos CDRH1, CDRH2 y CDRH3 y secuencias de aminoacidos CDRL1, CDRL2 y CDRL3:

(i) de acuerdo con SEQ ID NO: 91 - 95y 97;

(i) de acuerdo con SEQ ID NO: 91 - 94 y 96 — 97;

(i) de acuerdo con SEQ ID NO: 109 - 113 y 115;

(iv) de acuerdo con SEQ ID NO: 109 — 112y 114 — 115;

(v) de acuerdo con SEQ ID NO: 127 - 131y 133; o

(vi) de acuerdo con SEQ ID NO: 127 — 130y 132 — 133.

2. El anticuerpo, o el fragmento de union a antigeno del mismo, de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizado porque el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, no se

une esencialmente a la proteina NS1 del virus del dengue (“DENV”, por sus siglas en inglés).

3. El anticuerpo, o el fragmento de unién a antigeno del mismo, de conformidad con la
reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque el anticuerpo, o fragmento de union a antigeno del mismo,
no se une esencialmente a la proteina NS1 del virus de la fiebre amarilla (“YFV”, por sus siglas en
inglés), la proteina NS1 del virus del Nilo Occidental (“WNV”, por sus siglas en inglés), la proteina NS1
del virus de la encefalitis japonesa (“JEV”, por sus siglas en inglés) y/o la proteina NS1 del virus de la

encefalitis transmitida por garrapatas (“TBEV”, por sus siglas en inglés).

4, El anticuerpo, o el fragmento de unién a antigeno del mismo, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque el anticuerpo, o fragmento de unién a

antigeno del mismo, es un anticuerpo humano.

5. El anticuerpo, o el fragmento de union a antigeno del mismo, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-4, caracterizado porque el anticuerpo, o fragmento de unién a

antigeno del mismo, es un anticuerpo monoclonal.
6. El anticuerpo, o el fragmento de unién a antigeno del mismo, de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque el anticuerpo, o fragmento de unién a

antigeno del mismo, es del tipo IgG, preferiblemente del tipo IgG1.
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7. El anticuerpo, o el fragmento de union a antigeno del mismo, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-6, caracterizado porque el anticuerpo, o fragmento de unién a

antigeno del mismo, comprende un resto Fc.

8. El anticuerpo, o el fragmento de union a antigeno del mismo, de conformidad con la
reivindicacion 7, caracterizado porque el anticuerpo, o fragmento de uniéon a antigeno del mismo,

comprende una mutacion de CH2 L4A, una mutacién de CH2 L5A, o ambas.

9. El anticuerpo, o el fragmento de unién a antigeno del mismo, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-6, caracterizado porque el anticuerpo, o fragmento de unién a

antigeno del mismo, no comprende una regién Fc, en particular, un resto Fc.

10. El anticuerpo, o el fragmento de unién a antigeno del mismo, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-9, caracterizado porque el anticuerpo, o el fragmento de union a
antigeno del mismo, es un anticuerpo purificado, un anticuerpo monocatenario, un fragmento Fab,
Fab’, F(ab’)2, Fv o scFv.

11. El anticuerpo, o el fragmento de union a antigeno del mismo, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-10, caracterizado porque el anticuerpo, o el fragmento de unién a

antigeno del mismo, esta biotinilado, tal como un fragmento Fab, Fab’ o F(ab’)2 biotinilado.

12. El anticuerpo, o el fragmento de unién a antigeno del mismo, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-11, caracterizado porque el anticuerpo, o fragmento de union a
antigeno del mismo, se une al sitio antigénico S1 y/o al sitio antigénico S2 de la proteina NS1 del virus
del Zika.

13. El anticuerpo, o el fragmento de unién a antigeno del mismo, de conformidad con la
reivindicacion 12, caracterizado porque el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, se

une al sitio antigénico S2 de la proteina NS1 del virus del Zika.

14. El anticuerpo, o el fragmento de union a antigeno del mismo, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-13, caracterizado porque el anticuerpo, o el fragmento de union a
antigeno del mismo, comprende (i) una secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena
pesada (Vu) de acuerdo con SEQ ID NO: 98, o una variante de secuencia funcional de la misma que
tenga al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 88%, al menos 90%, al
menos 92%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de
identidad de secuencia; y/o una secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera
(VL) de acuerdo con SEQ ID NO: 99, o una variante de la secuencia funcional de la misma que tenga al
menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 88%, al menos 90%, al menos
92%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de

secuencia; (i) una secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada (V) de



acuerdo con SEQ ID NO: 116, o una variante de secuencia funcional de la misma que tenga al menos
70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 88%, al menos 90%, al menos 92%, al
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de secuencia;
y/o una secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera (V.) de acuerdo con SEQ
ID NO: 117, o una variante de la secuencia funcional de la misma que tenga al menos 70%, al menos
75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 88%, al menos 90%, al menos 92%, al menos 95%, al
menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de secuencia; o (iii) una
secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada (V) de acuerdo con SEQ ID NO:
134, o una variante de secuencia funcional de la misma que tenga al menos 70%, al menos 75%, al
menos 80%, al menos 85%, al menos 88%, al menos 90%, al menos 92%, al menos 95%, al menos
96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de secuencia; y/o una secuencia de
aminoacidos de la regioén variable de la cadena ligera (V.) de acuerdo con SEQ ID NO: 135, o una
variante de secuencia funcional de las mismas que tenga al menos 70%, al menos 75%, al menos
80%, al menos 85%, al menos 88%, al menos 90%, al menos 92%, al menos 95%, al menos 96%, al

menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de secuencia.

15. El anticuerpo, o el fragmento de union a antigeno del mismo, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-14, caracterizado porque el anticuerpo, o el fragmento de union a

antigeno del mismo, esta etiquetado.

16. El anticuerpo, o el fragmento de union a antigeno del mismo, de conformidad con la
reivindicacion 15, caracterizado porque el anticuerpo, o el fragmento de unién a antigeno del mismo,

esta biotinilado o conjugado con peroxidasa de rabano picante (“HRP”, por sus siglas en inglés).

17. Un complejo caracterizado porque comprende
(1) el anticuerpo, o el fragmento de union a antigeno del mismo, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-16; y

(i) una etiqueta.

18. Una molécula de acido nucleico caracterizada porque comprende un polinucledtido que
codifica el anticuerpo, o el fragmento de union a antigeno del mismo, de conformidad con cualquiera

de las reivindicaciones 1-16, o el complejo de conformidad con la reivindicacién 17.

19. Un vector caracterizado porque comprende la molécula de acido nucleico de

conformidad con la reivindicacion 18.

20. Una célula caracterizada porque (i) expresa el anticuerpo, o el fragmento de union a
antigeno del mismo, de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-16, o el complejo de
conformidad con la reivindicacion 17; o (ii) comprende el vector de conformidad con la reivindicacion
19.



21. Una composicion caracterizada porque comprende el anticuerpo, o el fragmento de
unioén a antigeno del mismo, de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-16; el complejo
de conformidad con la reivindicacion 17; la molécula de acido nucleico de conformidad con la
reivindicacion 18; el vector de conformidad con la reivindicacion 19; y/o la célula de conformidad con la

reivindicacion 20.

22. Un kit de partes caracterizado porque comprende el anticuerpo, o el fragmento de union
a antigeno del mismo, de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-16; el complejo de
conformidad con la reivindicacion 17; la molécula de &acido nucleico de conformidad con la
reivindicacion 18; el vector de conformidad con la reivindicacion 19; la célula de conformidad con la

reivindicacion 20; y/o la composicion de conformidad con la reivindicacion 21.

23. Un ensayo de bloqueo de union, caracterizado porque comprende los siguientes pasos:

(i) afiadir una muestra aislada a una placa recubierta con proteina NS1 de ZIKV e incubar
dicha muestra en dicha placa,

(i) afnadir el anticuerpo, o el fragmento de unién a antigeno del mismo, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-16 el complejo de conformidad con la reivindicacion 17,

(iii) determinar la inhibicion de la union de la unién de dicho anticuerpo o fragmento de

unioén a antigeno del mismo.

24, El ensayo de bloqueo de uniéon de conformidad con la reivindicacién 23, caracterizado

porque la muestra aislada se selecciona de sangre, saliva y orina.

25. El ensayo de bloqueo de unién de conformidad con la reivindicacién 23, caracterizado

porque la muestra es una muestra de sangre, seleccionada de sangre entera, plasma y suero.

26. El ensayo de bloqueo de unién de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones
23 a 25, caracterizado porque el anticuerpo, o el fragmento de union a antigeno del mismo, afiadido en

el paso (ii), esta etiquetado.

27. El ensayo de bloqueo de uniéon de conformidad con la reivindicacion 26, caracterizado
porque el anticuerpo, o el fragmento de unién a antigeno del mismo esta biotinilado o conjugado con

peroxidasa de rabano picante (HRP).

28. El ensayo de bloqueo de unién de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones

23-27, caracterizado porque la muestra aislada se diluye.

29. El ensayo de bloqueo de unién de conformidad con la reivindicacién 28, caracterizado

porque, la muestra aislada se diluye 1:5-1:50.



30.

El ensayo de bloqueo de unién de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones

23-29, caracterizado porque el tiempo de incubacién en el paso (i) es de al menos 5 minutos.

31.

El ensayo de bloqueo de union de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones

23-30, caracterizado porque en el paso (ii) después de afadir el anticuerpo, o el fragmento de unién a

antigeno del mismo, el anticuerpo, o el fragmento de unién a antigeno del mismo, se incube durante al

menos 1 minuto.

32.

Un método in vitro para determinar si una muestra aislada (de un fluido corporal) esta

infectada con el virus Zika, en donde el método comprende:

a.

poner en contacto el anticuerpo, o el fragmento de uniéon a antigeno del mismo, de

conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-16; el complejo de conformidad con la

reivindicacion 17 y/o la composicion de conformidad con la reivindicacion 21 con la muestra

aislada para formar un complejo antigeno/anticuerpo;

b. detectar el complejo antigeno/anticuerpo formado en el paso a;

en el que la muestra se aisla de fosas nasales, cavidades sinusales, glandulas salivales, pulmon,

higado, pancreas, rifidén, oido, placenta, tubo digestivo, corazén, ovarios, pituitaria, suprarrenales,

tiroides, cerebro, piel o sangre, plasma o suero.

33.

Un kit de partes, caracterizado porque comprende

el anticuerpo, o el fragmento de uniéon a antigeno del mismo, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-16; el complejo de conformidad con la
reivindicacion 17; la molécula de acido nucleico de conformidad con la reivindicacion
18; el vector de conformidad con la reivindicacion 19; la célula de conformidad con la
reivindicacion 20; la composicion de conformidad con la reivindicacion 21; y/o el kit de
partes de conformidad con la reivindicacion 22; y

un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une
especificamente a un epitopo de la proteina E del virus del Zika o un epitopo
cuaternario mostrado en un virién infeccioso de ZIKV y neutraliza la infeccion por el
virus del Zika, una molécula de acido nucleico que comprende un polinucleétido que
codifica dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno, un vector que comprende
dicha molécula de acido nucleico, una célula que expresa dicho anticuerpo o fragmento
de unién a antigeno o que comprende dicho vector, y/o una composicién farmacéutica
que comprende dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno, dicha molécula de

acido nucleico, dicho vector y/o dicha célula.
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Sensitive, accurate and cost-effective diagnostic tests are urgently needed to detect Zika virus (ZIKV)
infection. Nonstructural 1 (NS1) glycoprotein is an excellent diagnostic marker since it is released in a
hexameric conformation from infected cells into the patient's bloodstream early in the course of the
infection. We established a stable rZNS1-His-expression system in HEK293 cells through lentiviral
transduction. A novel optimization approach to enhance rZNS1-His protein secretion in the mammalian
expression system was accomplished through 50 nM rapamycin incubation followed by serum-free
media incubation for 9 days, reaching protein yields of ~10 mg/1 of culture medium. Purified rZNS1-His
hexamer was recognized by anti-NS1 antibodies in ZIKV patient's serum, and showed the ability to
induce a humoral response in immunized mice. The obtained recombinant protein is a reliable biological
tool that can potentially be applied in the development of diagnostic tests to detect ZIKV in infected
patients during the acute phase.

© 2020 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND

license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

Zika virus (ZIKV), originally discovered in the Ziika forest of
Uganda in 1947 [1], is a mosquito-borne flavivirus that has
emerged as a global health threat after the 2015 outbreak in
Brazil, where devastating congenital defects were documented
[2]. Since its isolation until 2007, only sporadic cases were
reported in many parts of Africa and Asia, with mild clinical
manifestations. The first outbreak occurred in Yap island in 2007
[3], followed by a major outbreak in French Polynesia and the
Pacific Islands in 2013 [4]. Thereafter, ZIKV spread throughout the
South Pacific and eventually to the Americas in 2015 [2]. The size
of the outbreak and links to congenital neurodevelopmental
defects prompted the World Health Organization (WHO) to
declare ZIKV as a public health emergency of international
concern on February 2016 [5].

ZIKV is primarily transmitted to humans from bites of infected
Aedes aegypti or Aedes albopictus mosquitoes [6,7], yet there have
also been cases of sexual [8,9] and materno-fetal transmission [10].
Most ZIKV infections are asymptomatic. Among symptomatic
cases which develop 6-11 days after infection [11], mild signs such
as headache, retro-orbital pain, maculopapular rash, fever,
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arthralgia, conjunctivitis, edema and vomiting are reported [12].
ZIKV gained attention for its causal link to microcephaly in
the children of women infected while pregnant, as well as to
Guillain-Barré syndrome (GBS) in adults [13-15]. The former is a
neurodevelopmental disorder associated with mental retardation,
learning disabilities, behavioral abnormalities, muscle weakness
and altered muscle tone; whereas the latter is an autoimmune
disease that causes flaccid paralysis [16].

ZIKV is a member of the Flaviviridae family, which comprises
other major global pathogens such as dengue virus, West Nile virus
and yellow fever virus. Flavivirus encapsulate a positive-sense RNA
genome that encodes a polyprotein that is co- and post-transla-
tionally cleaved into three structural (C, prM and E) and seven
nonstructural (NS1, NS2A/2B, NS3, NS4A/4B and NS5) proteins [17].
Nonstructural protein 1 (NS1) is a highly conserved glycoprotein
among flaviviruses, which shows a molecular weight of 4655 kDa
depending on its glycosylation status. NS1 exists in multiple
oligomeric forms: it is present in infected cells as a dimer and it is
secreted as a hexameric soluble lipoparticle [18-22]. Intracellular
NS1 has been associated with early steps of viral replication,
whereas secreted NS1 has been involved with immune evasion
[19,23-25]. The extracellular NS1 hexamer is highly immunogenic
during flavivirus infection: high levels of this protein circulate in
the bloodstream of infected patients during the acute phase up to
the ninth day after the onset of the symptoms, and anti-NS1 IgM or
IgG antibodies can be detected within 4-7 or 8 days after the initial
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exposure, respectively [26-28]. These properties turn NS1
glycoprotein into a good diagnostic marker, allowing flavivirus
early detection in infected patients [29].

As with many other mosquito-borne flavivirus diseases, ZIKV
epidemics usually occur in low resource populations, where Aedes
mosquitoes thrive under precarious infrastructure. Given that
most of these regions do not have access to expensive equipment
for traditional diagnostic methods such as polymerase chain
reaction (PCR), as well as stable power to operate the system, a
rapid, accurate, sensitive and accessible diagnostic technique is
urgently needed for the early detection of ZIKV infected
patients [29]. Considering the virus limited detection window
period up to 10 days after virus infection [30], and the current lack
of vaccine and effective treatments available, early diagnosis
can save valuable time for patients that are being treated
symptomatically and is critical in preventing ZIKV propagation
and in the control of future outbreaks. In this context,
development of diagnostic methods based on the detection of
NS1 in the blood of infected individuals combined with the
detection of IgM and IgG antibodies in a dual test is preferred for
an accurate diagnosis [29].

Obtaining a functional ZIKV hexameric NS1 protein for
diagnosis is not trivial. Post-translational modifications play a
critical role in preserving biological functions of proteins. In the
case of NS1, the hydrophilic monomer that is released from the
viral polyprotein to the endoplasmic reticulum (ER) lumen
contains 12 cysteines that form 6 discrete disulfide bonds, which
contribute to its stabilization and correct folding [31,32]. In line
with this, mutagenesis reports have shown that the last 3
cysteines are crucial for NS1 maturation, oligomerization and
secretion [33]. Following cleavage in the ER, the NS1 monomer is
glycosylated by the addition of high-mannose carbohydrate
moieties [20,34]. Next, it rapidly forms dimeric species, leading
to the acquisition of a partially hydrophobic nature and thus
associating with the ER membrane [35]. NS1 traffics from the ER
through the Golgi, where dimeric subunits associate to form
soluble hexamers and exposed carbohydrates are trimmed and
processed to more complex sugars [36,37]. Considering that
bacterial expression systems produce recombinant proteins that
are usually not soluble and lose their structural and immunologi-
cal features of the native viral protein, recombinant protein
production by mammalian cells is preferred since it allows proper
protein folding, post-translational modifications and protein
assembly [38]. With this strategy in mind and considering that
recombinant expression studies have reported that NS1
multimeric species form spontaneously in the absence of other
viral proteins [39,40], the aim of this study consisted of
establishing a stable and optimized recombinant ZIKV NS1
(rZNS1) expression system from HEK293 cells in order to purify
high yields of the hexameric protein, which could potentially be
used in the development of diagnostic tests to detect ZIKV
infection. Stable rZNS1-hexa-histidine (His)-expressing HEK293
cells were generated through transduction with a lentiviral
vector. Enrichment of positive rZNS1-His-expressing cells was
carried out by limiting dilution cloning, obtaining 1E4-C9 clone,
which presented the highest intracellular and secreted rZNS1-His
protein levels. Optimization of rZNS1-His protein secretion in
1E4-C9 HEK293 cells was achieved with 50nM rapamycin
treatment followed by serum-free media incubation for 9
days, obtaining a 29-fold protein production increase. Purified
rZNS1-His hexamer was recognized by anti-NS1 antibodies in
ZIKV patient's serum and showed the ability to induce a humoral
response in immunized mice. The obtained recombinant protein
may be of significant value for the development of improved
diagnostic methods for the detection of ZIKV in infected patients
during the acute phase.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

HEK293 human embryonic kidney cells were grown in
Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM, Life Technologies)
supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS, Natocor),
50 wg/ml gentamicin sulfate (Sigma-Aldrich), 2 mM GlutaMAX
(Gibco) and 1 mM sodium pyruvate at 37 °Cina 5 % CO, humidified
atmosphere. When indicated, cells were washed in Phosphate
Buffered Saline (PBS) prior to incubation for the indicated times in
serum-free DMEM at 37 °C in 5 % CO, supplemented as indicated
above.

For hypotonic treatment, cells were incubated in hypotonic
medium (PBS 0.45 % glucose, 1 % FBS, 50 mM or 100 mM NacCl) for 1 h.
Rapamycin treatment (50 nM or 100 nM, Sigma) was carried out in
serum-free DMEM for 2 h. Incubation with Earle’s balanced salt
solution (EBSS, GIBCO) was performed for 2 h. Following a washing
step in PBS, the hypotonic medium, rapamycin supplemented media
or EBSS buffer were replaced with serum-free DMEM and cells
were incubated for the indicated times. For DMSO treatment, cells
were washed in PBS and incubated in 0.25 % or 0.50 % DMSO in
serum-free DMEM for the times indicated.

2.2. Lentivirus transduction and cloning

First, lentivirus transfer vector coding for rZNS1 fused to 6xHis
was constructed by subcloning the rZNS1-His fragment from the
pcDNA3.1 (+) vector (Thermo Fisher plasmid V79020) into the
Nhel/EcoRI sites of the pLB vector (Addgene plasmid 11619)
(Supplementary Fig. 1).

To produce lentivirus, the transfer vector pLB coding for rZNS1-
His was cotransfected with the packaging vector pSPAX2 (Addgene
plasmid 12260) and the vesicular stomatitis virus (VSV) glycoprotein
vector pMD2.G (Addgene plasmid 12259) into HEK293E cells using
polyethylenimine (PEI, Polysciences) according to the manufac-
turer’s instructions. Supernatant with lentivirus was collected 2 days
after transfection, and low-speed concentration was performed by
overnight centrifugation of the viral supernatant at 3000 g and 4 °C.
Concentrated viral supernatants were supplemented with 20 mM 4-
(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) pH 7.4
and 12 mg/ml Polybrene (Sigma). For HEK293 transduction, cells
were infected with lentivirus by centrifugation at 2500 rpm
for 30 min at room temperature (RT). After 4h of incubation at
37°C in 5 % CO,, inoculum was replaced with complete fresh
medium. rZNS1-His expression was evaluated by flow cytometry (as
described in 2.5. Flow cytometry). Enrichment of HEK293 cells
expressing rZNS1-His was performed cloning twice by limited
dilution, obtaining 1E4-C9 and 1E4-D11 clones with ~90 % rZNS1-
His-expressing cells.

2.3. Dot blot

Equal amounts of cell supernatant, 10X supernatant, permeate,
ZIKV stock, mock or rZNS1-His (250 ng) were spotted onto a
Polyvinylidene Difluoride (PVDF) membrane (Hybond-P, GE Health-
care) with a Bio-Dot microfiltration device (Bio-Rad). Immunoblotting
was performed as described in 2.6. Western blotting using 1: 1000 ZNS1
mouse polyclonal sera or 1:200 human sera.

2.4. Immunofluorescence

Cells were fixed with 4 % paraformaldehyde for 10 min at RT,
permeabilized with 0.2 % Triton X-100 and incubated with 2 %
bovine serum albumin (BSA) in PBS for 1h at 37 °C. Immuno-
staining was performed using 1:500 ZNS1 mouse polyclonal sera,
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1:2000 Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG secondary antibody
(Invitrogen) and 1.5 g/l 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
to visualize nuclei. At least three fields of each stain were
randomly selected for analysis. Image acquisition was performed
with a Nikon Eclipse E600 microscope at a magnification of
1000 x . Images were processed with the NIH Image] software.

2.5. Flow cytometry

Cells were fixed with 1 % paraformaldehyde for 20 min at 4 °C,
permeabilized with cold 90 % methanol in PBS for 30 min at 4 °C,
blocked in 2 % BSA in PBS for 1 h at RT and washed in PBS prior to
immunostaining with 4 pg/ml ZNS1 monoclonal antibody (mAbia
labs, Argentina) O.N. at 4 °C. Following a washing step in PBS, cells
were incubated for 1 h at RT with Alexa Fluor 488 goat anti-mouse
IgG secondary antibody (Invitrogen) at a 1:100 dilution. Samples
were measured with a CyFlow Space cytometer (Partec). Data
analysis was performed with WinMDI 2.9 software.

2.6. Western blotting

Cell lysates, cell supernatants, purification fractions, rZNS1-His and
gel filtration fractions were resolved on 7 % or 10 % sodium dodecyl
sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). After trans-
fer to a nitrocellulose membrane (Hybond-ECL, GE Healthcare),
analysis by immunoblotting was performed using 0.2 p.g/ml ZNS1
monoclonal antibody (mAbia labs, Argentina), 1:1000 glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, Sigma-Aldrich) or 0.1 pg/ml
anti-His tag monoclonal antibody (mAbia labs, Argentina). Bound
mAbs were recognized with a horseradish peroxidase (HRP) goat anti-
mouse IgG secondary antibody (Sigma-Aldrich) at a 1:2000 dilution,
Alexa Fluor 680 goat anti-mouse IgG secondary antibody (Invitrogen)
at a 1:20000 dilution, or with HRP rabbit anti-human IgG secondary
antibody (Dako) at a 1:10000 dilution. The signal was visualized
with enhanced chemiluminiscence reagent (GE Healthcare) and
CL-XPosure Films (Thermo Scientific), or with an Odyssey Infrared
Imager (Li-Cor). Densitometric analysis was performed using the NIH
Image] software.

2.7. MTT assay

HEK293 rZNS1-His 1E4-C9 cells pretreated or not with
rapamycin (as described in 2.1. Cell culture) were incubated in
serum-free media for the indicated times. Cell activity was
assessed by 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT, Sigma-Aldrich) assay as described previously [41].

2.8. Cell supernatant concentration

Cell supernatants were concentrated ~10 times by ultrafiltra-
tion using a Stirred Ultrafiltration Cell device (Millipore) with a
100 kDa MWCO disc membrane (Millipore).

2.9. Purification

To purify secreted rZNS1-His, supernatant of HEK293 rZNS1-His
1E4-C9 cells treated with 50 nM rapamycin and incubated 9 days in
serum-free media were clarified by centrifugation for 5min at
1500 rpm and subjected to concentration by ultrafiltration as
described above. The 10-fold concentrated supernatant was
dialyzed in 100 mM NaCl - PBS and loaded on a nickel affinity
column (Pharmacia Biotech) O.N. at 4 °C. The column was washed
with 50 mM Tris—HCI pH 7.6, 100 mM NacCl, 20 mM imidazole, and
rZNS1-His was eluted with 50 mM Tris—HCI pH 7.6, 500 mM Nacl,
and 200 mM imidazole. The purification process was confirmed by
SDS-PAGE and rZNS1-His fractions were dialyzed against PBS.

2.10. Gel filtration analysis

For gel filtration analysis, 1ZNS1-His was dialized in 0.01 M
phosphate buffer, 0.14 M NaCl, pH 7.4 and used as input for a
Superdex 200 Increase 100/300 G L column (GE Healthcare), using
the same buffer. Markers used for molecular weight determination
were Apoferritin (443 kDa), p-amylase (200kDa) and Bovine
Serum Albumin (66 kDa), all from Sigma. Eluted fractions were
resolved by 10 % SDS-PAGE and analyzed by immunoblot (see 2.6.
Western blotting).

2.11. Cross-linking assay

Dialized rZNS1-His (20 pg) was cross-linked with different
concentrations of glutaraldehyde (Sigma) for 15min at 37°C.
Subsequently, the protein samples were mixed with Laemmli
buffer, boiled for 5 min, resolved on 7 % SDS-PAGE and analyzed by
immunoblot (as described in 2.6. Western blotting).

2.12. Indirect enzyme-linked immunosorbent assay

Microtiter plates (Nunc Maxisorp 96-well ELISA plates) were
coated with 100 pl of rZNS1-His (400 ng/well) in coating buffer
(0.1 M NayHPO,4 buffer pH 9.5) for 18 h at 4 °C. Following incubation
in blocking buffer (5 % skimmed milk in TBS) for 1 h at 37 °C, the
plates were further incubated with human sera at a 1:100 dilution,
or with mouse polyclonal sera at the indicated dilutions, for 1 h at
RT in blocking buffer. Following four washing steps in TBS Tween-
20 0.05 %, plates were further incubated in HRP rabbit anti-human
IgG secondary antibody (Dako) at a 1:4000 dilution, or with HRP
goat anti-mouse IgG Fcy fragment specific secondary antibody
(Jackson Immunoresearch) at a 1:2000 dilution, for 1h at RT in
blocking buffer. Finally, plates were washed four times in TBS
Tween-20 0.05 % and after incubation with the substrate [0.3 %
H,0,,0.1 % 3,3,5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) in 0.1 M citric acid
pH 5] for 15-20 min at RT, the reaction was stopped with 0.2 M
H,S0,. The absorbance at 450 nm was measured with a FilterMax
F5 Multi-Mode microplate reader (Molecular Devices).

2.13. Stock virus growth

ZIKV inactivated stocks were a kind gift from Federico Giovannoni
(IQUIBICEN-UBA, CONICET). Briefly, Aedes albopictus C6/36 cells
were grown in 1.5 % FBS Minimum Essential Media (MEM) and
infected with ZIKV PRVABC59 Puerto Rico strain. Supernatants were
collected at different time-points to harvest virus. Virus was
inactivated by UV radiation as described previously [42].

2.14. Immunizations

Mice were obtained from our own breeding facility and
were housed under specific pathogen free (SPF) conditions. 6- to
7-week-old male BALB/c mice were immunized intraperitoneally
with 20 g of r”ZNS1-His emulsified in complete Freund's adjuvant.
Booster injections of 10 g of rZNS1-His in incomplete Freund's
adjuvant were applied 23 and 44 days after the first immunization.
The humoral response of a test bleed performed 7 days after the
final immunization was assessed by indirect-enzyme-linked
immunosorbent assay (iELISA) (see 2.12. Indirect-enzyme-linked
immunosorbent assay). Mice were monitored daily on weekdays.
There were no deaths associated to immunizations or care.

2.15. Statistical analysis

Data analysis was performed with GraphPad Prism 5.0 (Graph-
Pad Software, La Jolla, CA, USA). Statistical differences were
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assessed by student's t-test or analysis of variance (ANOVA) with
Bonferroni post hoc analysis for multiple comparisons or with
Dunnett post hoc analysis for multiple comparisons to one control
group. P-values <0.05 were considered significant.

2.16. Ethical statement

The protocol of animal immunization followed in this study was
approved by the Committee on the Ethics of Animal Experiments of
the Universidad Nacional de San Martin, according to the
recommendations of the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals of the National Institutes of Health.

All the sera analyzed in this study came from a previously
characterized serum collection provided by the Hospital de Nifios
"Ricardo Gutierrez". ZIKV-positive sera belong to individuals with
positive diagnosis of ZIKV infection. The serum samples had been
codified upon collectionin order to ensure anonymity of the patients.

3. Results

3.1. Development and characterization of stable HEK293 cell lines
expressing rZNS1-His

In order to obtain stable rZNS1-His-expressing HEK293 cells,
we first developed the pLB-ZNS1 vector by cloning the rZNS1-His
mammalian codon-optimized fragment encoding a chimeric
protein composed of a Kozak sequence, followed by the signal
peptide of the G protein of VSV, the sequence of MR 766 ZIKV

isolate comprising amino acids 791-1142 that correspond to the
NS1 polyprotein, and the C-terminal 6xHis tag into the lentiviral
transfer vector pLB (Supplementary Fig. 1). Lentivirus were
generated by cotransfecting the resulting pLB-NS1 vector with
the packaging vector pSPAX2 and the VSV glycoprotein vector
pMD2.G into HEK293E cells. HEK293 transduction was carried out
by infecting HEK293 cells with the produced lentivirus. r”ZNS1-His
expression was evaluated by immunostaining (Fig. 1A) and flow
cytometry (Fig. 1B) in the parental transduced cell line, which
showed the stable expression of rZNS1-His protein in 55.2 % of the
cell population (Fig. 1B). With the aim to achieve a higher
percentage of positive rZNS1-His-expressing cells, clonal cell lines
were generated from the parental cells by limiting dilution. 1E4
clone was obtained from the first round of cloning (Fig. 1A),
exhibiting 74.9 % of rZNS1-His positive cells (Fig. 1B). Following a
second round of cloning, two positive clones were selected after
screening (Supplementary Fig. 2): 1E4-C9 and 1E4-D11 (Fig. 1A).
These showed 89.6 % and 88.8 % of positive r”ZNS1-expressing cells,
respectively (Fig. 1B). Next, to further characterize the rZNS1-His
expression pattern in the clonal cell lines, we performed Western
blot assays to determine the intracellular and secreted rZNS1-His
protein levels. The results revealed that 1E4-C9 cells presented the
highest intracellular (Fig. 1C) and extracellular secreted (Fig. 1D)
expression of rZNS1-His protein. Hence, despite the similar
percentages of positive rZNS1-expressing cells between 1E4-C9
and 1E4-D11 clonal cell lines observed by flow cytometry, we
continued working with 1E4-C9 cells for their significantly higher
intracellular and secreted rZNS1-His protein levels.
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Fig. 1. Development of stable rZNS1-His-expressing HEK293 cells. (A) Immunostaining of untransduced (UTD) HEK293 cells, parental, 1E4, 1E4-C9 and 1E4-D11 rZNS1-His
HEK293 cells with ZNS1 mouse polyclonal sera. Scale bar, 25 pm. (B) Determination of the percentage of positive rZNS1-His-expressing cells assessed by flow cytometry in
UTD, parental, 1E4, 1E4-C9 and 1E4-D11 rZNS1-His HEK293 cells. Only secondary Ab was used as control. (C-D) Western blot analysis of cell extracts (C) and supernatants (D)
of UTD, 1E4, 1E4-C9 and 1E4-D11 rZNS1-His HEK293 cells with anti-ZNS1 monoclonal antibody. GAPDH (C) and Coomassie brilliant blue staining (D) were used as loading
controls. The position of the molecular mass standards is indicated on the right. Arrowheads in (C) indicate rZNS1-His monomer glycosylation pattern. Data represent the
mean + SEM of at least three independent experiments. P-values were calculated by one-way ANOVA, Bonferroni's: **P < 0.01, ***P < 0.001, n.s. not significant.
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3.2. Rapamycin treatment and serum depletion increase rZNS1-His
secretion in 1E4-C9 HEK293 cells

Given that we sought to purify rZNS1-His in its hexameric
conformation, which is the conformation of soluble NS1 secreted
into the bloodstream of ZIKV patients during the acute phase of the
disease [29], we studied if rZNS1-His protein secretion could be
enhanced in 1E4-C9 cells. Previous studies have shown that an
increase in protein production in mammalian cells can be achieved
by optimizing the culture medium or by the addition of small
molecule enhancers (SME) to the media [43]. First, we assessed
whether modifications in the culture medium could have an effect
on rZNS1-His secretion in 1E4-C9 cells. Considering that several
reports have described that serum starvation induces protein
expression in human lung A549 epithelial cells [44,45], we tested if
serum depletion was capable of enhancing the recombinant
protein secretion in our stable HEK293 rZNS1-His-expressing cells.
To this purpose, 1E4-C9 cells were incubated in 10 % FBS or serum-
free culture medium without media replacement for 5 or 9 days.
Under serum depletion conditions, we observed an upregulation of
IZNS1-His protein levels in the supernatant of 1E4-C9 cells
following 5 and 9 days of incubation by immunoblot assays
(Fig. 2A). To further obtain quantitative data of the enhancement
effect of serum depletion on 1E4-C9 cells rZNS1-His secretion, we
carried out a Western blot assay of supernatants collected at
different days after serum-free media addition (Fig. 2B). The results
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showed that significantly higher rZNS1-His accumulation in the
culture media started at day 5, with a maximum at day 9 (Fig. 2C).
The time-course analysis of rZNS1-His secretion was performed
until day 9 because cell viability was reduced to 38 % at that time
point, as assessed by MTT reduction assay (Fig. 2D). The reduced
cell viability was expected since serum starvation is considered an
'environmental stress' that is responsible for inducing cell death
[46,47]. Next, we studied whether addition of SME could further
induce rZNS1-His secretion to the supernatant in serum-starved
1E4-C9 cells. To assess this, we tested the effect of two reported
SME that enhance protein production in cultured mammalian
cells: rapamycin and dimethylsulfoxide (DMSO) [48-50]. In
addition, we analyzed if chromatin relaxation through hypotonic
medium treatment a well-documented chromatin-modifying
agent [51-53], might render the chromatin structure more
accessible to the transcriptional machinery, resulting in increased
transcriptional activity and rZNS1-His protein production in 1E4-
C9 cells. We performed Western blot assays to determine rZNS1-
His protein levels in the supernatant of 1E4-C9 cells harvested 5 or
9 days after rapamycin, DMSO or hypotonic shock treatment
followed by incubation in serum-free culture medium. The results
revealed a significant 2.4-fold and 2.5-fold increase in rZNS1-His
protein secretion in response to the exposure to 50 nM and 100 nM
rapamycin at day 9, respectively (Fig. 2E). Addition of DMSO or
hypotonic medium treatment did not enhance rZNS1-His produc-
tion in serum starved 1E4-C9 cells. In previous work, Balcarcel and
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Fig. 2. Optimal conditions for rZNS1-His increased secretion from 1E4-C9 HEK293 cells. (A-C) Western blot analysis with anti-ZNS1 monoclonal antibody of supernatants
from 1E4-C9 cells incubated in the presence or absence of fetal bovine serum (FBS) (A) or in serum-free media for the indicated days (B-C). (D) Cell survival assessed by MTT
reduction assay in 1E4-C9 cells incubated in serum-free media for the indicated days. (E) Immunoblot analysis with anti-ZNS1 monoclonal antibody of supernatants from
1E4-C9 cells subjected to treatment with 50 nM or 100 nM rapamycin (Rapa), 0.25 % or 0.50 % DMSO, or hypotonic medium (50 mM or 100 mM Nacl), followed by incubation
in serum-free media for 5 or 9 days. (F) MTT assay in 1E4-C9 cells treated or not with 50 nM rapamycin and incubated in serum-free media for 9 days. In (A,B,E) Coomassie
brilliant blue staining was used as loading control, filled arrowheads show rZNS1-His position whereas hollow arrowheads show the remaining bovine serum albumin
contained in the serum-free culture media following a PBS washing step, and the positions of the molecular mass standards are indicated on the left. Data in (C,D,E,F)
represent mean + SEM of at least three independent experiments. P-values were calculated by one-way ANOVA, Dunnett's in (C,D) and Bonferroni's in (E,F): *P < 0.05,

**P < 0.01, **P < 0.001, n.s. not significant.
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coworkers reported that rapamycin treatment significantly
delayed cell death and enhanced monoclonal antibody production
in a hybridoma cell line [49]. To address whether rapamycin could
prevent cell death in response to serum depletion in 1E4-C9 cells,
we measured cell survival by MTT reduction assay 9 days following
50 nM rapamycin treatment and incubation in serum-free media.
We observed that rapamycin treatment did not affect the reduction
in cell viability observed for serum starvation (Fig. 2F). As an
alternative to rapamycin a pharmacological reagent involved in the
regulation of a plethora of cellular pathways such as autophagy
induction, we tested whether EBSS a solution with physiological
pH that also triggers cellular autophagy [54] had the same effect on
rZNS1-His secretion in 1E4-C9 cells. We observed that EBSS led to a
similar increase to rapamycin treatment in rZNS1-His secretion at
day 9 in serum starved 1E4-C9 cells (Supplementary Fig. 3). Taken
together, these results indicate that rZNS1-His protein secretion
can be enhanced through at least 50 nM rapamycin or starvation
treatment followed by serum-free media incubation for 9 days in
1E4-C9 HEK293 cells.

3.3. Purification of hexameric rZNS1-His protein

In order to purify rZNS1-His, supernatant of 1E4-C9 cells
exposed to 50 nM rapamycin and incubated in serum-free media
for 9 days was concentrated ~10 times by ultrafiltration using a
100 kDa MWCO disc membrane, dialyzed in 100 mM NacCl - PBS
and purified by nickel affinity chromatography. SDS-PAGE analysis
showed that rZNS1-His eluted as a single ~48 kDa band in a
defined peak, with purity >95 % (Fig. 3A). The average yield of
recombinant protein produced in the mammalian expression
system described above was ~1 mg of purified rZNS1-His protein
per 100 ml of harvested supernatant. The identity of the purified
rZNS1-His protein was confirmed by immunoblotting (Fig. 3B). In
addition, the analysis showed efficient protein manipulation
throughout processing of the supernatant prior to purification.
To determine whether rZNS1-His purified from 1E4-C9 cells
supernatant presented a hexameric conformation as expected, we
carried out a dot blot assay with the harvested supernatant,
filtrate (10X concentrated supernatant, >100 kDa) and permeate
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Fig. 3. Purification and conformational characterization of secreted rZNS1-His. (A) Nickel affinity chromatography purification of rZNS1-His from 10X dialyzed supernatant
of 1E4-C9 cells treated with 50 nM rapamycin and incubated in serum-free media for 9 days. Fractions collected were visualized by Coomassie brilliant blue staining. (B)
Western blot analysis with anti-ZNS1 monoclonal antibody of 1E4-C9 supernatant processing steps prior to purification by nickel affinity chromatography. Coomassie
brilliant blue staining was used as loading control. (C) Dot blot analysis with ZNS1 mouse polyclonal sera of 1E4-C9 supernatant, and 10 x 1E4-C9 supernatant or permeate
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(<100 kDa) fractions collected following ultrafiltration, and the
purified rZNS1-His protein. No signal was observed in the
permeate fraction, suggesting that rZNS1-His protein contained
in 1E4-C9 supernatant is a hexamer (Fig. 3C). To further analyze
this notion, a SDS-PAGE with purified rZNS1-His under non-
denaturing conditions was performed. In the absence of heat
denaturation the dimeric conformation was readily detected,
while without heat denaturation and under no reducing condition
it was possible to visualize the hexameric conformation of rZNS1-
His (Fig. 3D). These results are in line with previous reports, which
have shown that NS1 dimer is sensitive to heat denaturation [55],
and that disulfide bonds contribute to NS1 oligomerization [33].
Finally, we confirmed the quaternary structure of rZNS1-His
through gel filtration chromatography, from which we obtained a
single peak with a molecular mass of 292 kDa (Fig. 3E), a size
compatible with a hexameric conformation. Additionally, we
performed a cross-linking assay using different glutaraldehyde
concentrations, which resulted in the formation of a predominant
complex with a molecular mass compatible with a hexameric form
(Fig. 3F). We observed that the absence of heat denaturation
(Fig. 3D) generates a faster-migrating dimer species on SDS-PAGE
than the dimer detected following glutaraldehyde cross-linking of
rZNS1-His (Fig. 3E), which we interpreted as a more compact form
of the protein. Collectively, these results indicate that the purified
rZNS1-His protein from the supernatant of 1E4-C9 cells is a
hexamer as expected.

3.4. rZNS1-His protein is recognized by ZIKV infected patients sera and
induces a humoral response in mice

In order to study the potential use of the produced rZNS1-His
protein to develop diagnostic tests to detect ZIKV infection, we first
characterized the reactivity of anti-NS1 antibodies in ZIKV
patient's serum towards rZNS1-His protein. iELISA assays were
carried out with the sera of two patients with confirmed ZIKV
infection. Data showed that these sera contained IgG antibodies
that recognize the purified rZNS1-His protein (Fig. 4A), suggesting
that this recombinant protein resembles native NS1 protein
conformation and post-translational modifications. Serum from
two healthy individuals did not show reactivity to rZNS1-His as
expected. Next, we compared the reactivity of ZIKV infected
patient's serum against rZNS1-His or the native protein of ZIKV
Puerto Rico strain produced to the supernatant of ZIKV infected
cells in a dot blot assay. The results revealed that ZIKV patient's
serum reacted with rZNS1-His protein as well as with NS1 protein
contained in the supernatant of ZIKV infected cells (Fig. 4B).
Control serum from a healthy donor did not react towards either of

the NS1 proteins. Finally, we sought to establish whether rZNS1-
His protein could induce a humoral immune response in a mouse
model. To this purpose, mice were immunized intraperitoneally
with the recombinant protein and the presence of anti-NS1
antibodies was determined by iELISA after the second
booster injection. The results demonstrated the immunogenicity
of rZNS1-His protein given that both mice developed an anti-
NS1 humoral response (Fig. 4C). Collectively, these results unveil
the diagnostic potential of the obtained rZNS1-His protein. Our
rZNS1-His protein could potentially be used in the development of
anti-NS1 antibody immunocapture assays, as well as in the
development of NS1 capture ELISAs and lateral flow systems.

4. Discussion

Zika virus received little attention until 2015 outbreak in Brazil,
where a massive epidemic ensued and congenital neurodevelop-
mental defects were associated with maternal ZIKV infection [2].
Given that ZIKV NS1 hexameric glycoprotein is secreted from the
infected cells and released into the patient's bloodstream, typically
before or from the onset of the symptoms [56,57], it results in an
excellent biomarker for early diagnosis. For these reasons, the
present study aimed at establishing a stable and optimized rZNS1
mammalian expression system that would allow the production
and purification of the ZNS1 hexamer. Mammalian expression
systems are the prevailing method chosen for recombinant protein
production among biopharmaceutical companies and academic
laboratories. Mammalian cell hosts provide an attractive alterna-
tive to prokaryotic hosts since they yield properly folded and
assembled proteins, with native-like post-translational modifica-
tions [38,58]. In the present work, we developed a rZNS1-His
expressing mammalian system through lentiviral transduction
followed by dilution cloning of HEK293 cells, which are extensively
used for protein over-expression studies [38]. This approach
allowed the generation of the 1E4-C9 clone.

Enhancement of protein expression can significantly reduce
time and/or cost in the manufacture of many therapeutic proteins.
Several reports have shown that an increase in protein production
in mammalian cells can be achieved by engineering the host cell,
optimizing the culture medium, culturing the cells at low
temperature or by the addition of SME to the media [43,59-63].
With this in mind, we tested whether 1E4-C9 secretion of
hexameric rZNS1-His could be upregulated by culture medium
optimization and SME addition strategies. Serum starvation has
been previously used as a medium optimization strategy for
increased protein expression purposes [44,45]. We established
that the incubation with serum-free media for 9 days yielded the
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Fig. 4. rZNS1-His reactivity with ZIKV infected patients sera and immunogenicity in a mouse model. (A) iELISA of rZNS1-His with serum samples obtained from patients with
a positive diagnosis of ZIKV. Healthy individuals sera were used as negative control. Each point of the curve represents mean + SEM of three sample replicates. (B) Dot Blot
analysis with the indicated serum samples of rZNS1-His or ZIKV stock obtained from C6/36 cells infected with ZIKV PRVABC59 Puerto Rico strain. Mock-infected C6/36 cells
supernatant was loaded as negative control. (C) iELISA showing humoral responses of mice immunized with rZNS1-His. Non-immunized mouse sera was used as a negative

control. Each point of the curve represents mean + SD of two sample replicates.
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maximum rZNS1-His protein levels. Next, we studied the potential
enhancement impact of SME addition to the serum-free media on
the already increased rZNS1-His protein levels. The enhancing
compound DMSO or hypotonic medium treatment did not affect
rZNS1-His secretion. DMSO is an antioxidant that has been
reported to increase IL-1B protein production and secretion
through transcriptional upregulation [64]. On the other hand,
hypotonic medium treatment has been shown to enhance protein
expression in a similar mechanism by increasing transcriptional
machinery accessibility to the chromatin [51]. Therefore, our
results suggest that rZNS1-His production and secretion in 1E4-C9
cells is not affected by a transcriptional pathway boost. Neverthe-
less, we determined that 50 nM and 100 nM rapamycin treatment
followed by incubation for 9 days in serum-free culture medium
was able to significantly increase rZNS1-His protein secretion in
our mammalian expression system. We presume that this effect
occurred in response to rapamycin's ability to reduce the overall
cellular biosynthetic burden [65-68], which apparently did not
affect our recombinant protein expression. On the other hand,
rapamycin is involved in the regulation of a plethora of cellular
functions, such as promoting or inhibiting cellular apoptosis [69].
In a previous study, it was reported that rapamycin treatment
significantly delayed cell death and enhanced monoclonal
antibody production in the CRL 1606 hybridoma cell line [49].
We observed that rapamycin treatment did not prevent serum
starvation associated cell death, in line with the notion that the
effects of SME rely on the working conditions and the cell lines
utilized [43]. Furthermore, rapamycin is a well documented
autophagy inducer. Autophagy is a common innate host defense
response after viral infection, although it has been reported that
this catabolic process can also be utilized by some flavivirus to
enhance their replication [70]. In line with this, several studies
have indicated that ZIKV induces autophagy by triggering ER stress
induction [71-74]. Consistent with these findings, in the current
study, rapamycin treatment and subsequent nutrient deprivation
through serum-free media incubation, promoted rZNS1-His
secretion in 1E4-C9 HEK293 cells. Similar results were obtained
by Dupont et. al, who described that IL-18 secretion was
upregulated in response to serum deprivation and rapamycin
treatment, through an unconventional autophagy-based secretory
pathway [75]. As an alternative to rapamycin treatment, we
determined that serum starvation following incubation with EBSS
a saline solution with physiological pH that is usually used to
induce autophagy through starvation pressure, also increased
rZNS1-His secretion in 1E4-C9 HEK293 cells. Further experiments
should be performed to unravel if rZNS1-His increased secretion
following rapamycin and serum-free media incubation is caused
by an enhancement of the autophagic flux.

In summary, a stable and optimized rZNS1-His mammalian
expression system was developed and characterized. Previous
studies have established stable mammalian cell lines that secrete
hexameric rZNS1 [76,77]. Viranaicken et al. developed stable
rZNS1 Vero cells [77], while Liu et al. established stably transduced
HEK293 rZNS1- expressing cells [76]. As Liu's group, we decided to
develop a mammalian expression system utilizing HEK293 cell line
because it has the advantage of suspension-growing, allowing
large-scale culture and protein production. Nevertheless, these
studies did not focus on improving the low yield of purified
recombinant protein obtained from these expression systems, but
rather developed them for research purposes. This is the first work
that describes that rapamycin treatment and serum deprivation
can upregulate up to 29-fold recombinant ZIKV NS1 protein
production in HEK293 cells, reaching protein yields of ~10 mg/I of
culture medium. These conditions may be useful in enhancing
research NS1 protein production efficiency and might be consid-
ered for large-scale manufacturing of NS1 recombinant protein.

The obtained recombinant ZNS1 hexamer is a reliable biological
tool of great value for ZIKV clinical diagnosis and surveillance
purposes.
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