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Resumen

RESUMEN

En este trabajo de tesis se ha ensayado la presentacion de secuencias
aminoacidicas heterélogas en la superficie de particulas semejantes a virus
derivadas de la proteina VP6 de rotavirus para usos biotecnologicos. Para esto, se
seleccionaron nueve sitios de insercion en la proteina VP6, que corresponden a
las posiciones aminoacidicas 1,14, 101, 146, 171, 235, 301/308, 358, y 382
mediante algoritmos que predicen hidrofilicidad y antigenicidad, asi como a partir
de datos cristalograficos. A través de mutagénesis dirigida por PCR se inserté un
sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion Xbal en la secuencia de VP6
que permitié el clonado posterior de un epitope de 14 aminoacidos derivado del
paramixovirus SV5, originando asi las distintas versiones VP6-V5. De las distintas
quimeras expresadas en células de insecto infectadas con baculovirus
recombinantes se determinaron los niveles de expresion alcanzados, su
capacidad de trimerizacién, su capacidad de multimerizacién, sus propiedades
antigénicas, su interaccion con la proteina VP2 y su inmunogenicidad en animales
de laboratorio. La insercion del epitope V5 en las posiciones 171, 235 y 301/8
impidi6 la formacion de trimeros, mientras que la insercion de la secuencia
heter6loga en las posiciones 358 y 382 afectd seriamente la capacidad de
multimerizar, lo que no pudo ser revertido por la coexpresion de la proteina VP2,
que estabiliza las estructuras multiméricas. Los resultados obtenidos aportan
datos que ayudan a caracterizar con mayor precision los dominios de trimerizacion
y de multimerizacion de la proteina VP6, acotando el dominio de trimerizacion a
los aminoé&cidos 171 y 328 y el de multimerizacion, a los aminoacidos 315 a 397.
Por otro lado, la version VP6/V514 no fue reconocida por distintos sueros
policlonales anti-VP6, mientras que si lo fue por un anticuerpo monoclonal anti-V5,
indicando que mediante la insercion de una secuencia en esta posicion se
interrumpe el sitio antigénico lineal inmunodominante de la proteina VP6. La
caracterizacion estructural de los multimeros VP6/V5 mediante gradientes de
CsCl, microscopia electronica y ensayos de ELISA sandwich revelé que la
insercion del epitope V5 en la posicion 171 de VP6 produce las VLPs quiméricas
mas estables y que exponen el epitope heter6logo en su superficie. La
inmunizacion de ratones con la mayoria de las quimeras VP6/V5 en su estado
monomeérico resultd en la induccion de una sélida respuesta humoral contra el
epitope V5, que dependio de la posicién de éste en la proteina carrier y que se
mantuvo constante hasta los 150 dias de iniciado el experimento. Un resultado
similar se obtuvo cuando se inmunizaron ratones con las quimeras VP6/V5 en
estado multimérico, en particular, con la versibn VP6/V5,, En este caso, es
notable remarcar que se obtuvo una sélida respuesta humoral contra el epitope V5
aun utilizando so6lo 30 ng de proteina quimérica como inmundgeno, lo que
equivale a utilizar 0,9 ng de péptido V5. Se puede concluir que los resultados
obtenidos en este trabajo de tesis aportan valiosos datos a la caracterizaciéon
antigénica y estructural de la proteina VP6 de rotavirus, los que permitieron
identificar sitios de insercion de secuencias heterdlogas que pueden utilizarse en
la produccién de VLPs quiméricas capaces de inducir solidas respuestas inmunes
humorales contra el epitope transportado, a dosis muy bajas.

Vi
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Abstract

ABSTRACT

The presentation of heterologous amino acid sequences on the surfaces of virus-
like particles derived from rotavirus VP6 protein as a technological tool has been
studied in this work. Nine inserion sites in the VP6 sequence have been selected
corresponding to amino acids 1,14, 101, 146, 171, 235, 301/308, 358, and 382 on
the basis of their profiles of antigenicity, hydrophilicity and christallographic data.
By using site-directed PCR mutagenesis, single Xbal sites were incorporated in the
VP6 sequence followed by cloning of a synthetic duplex coding for a 14 amino acid
epitope derived from paramyxovirus SV5, giving rise to the different mutants VP6-
V5. After expression of the VP6-V5 chimeras in insect cells infected with
recombinant baculoviruses, the expression levels as well as their ability to
trimerize, multimerize, interact with VP2, their antigenic properties and
immunogenicity in laboratory animals were evaluated. Insertion of V5 epitope at
positions 171, 235 and 301/8 abolished the ability to form trimers, while insertion at
positions 358 and 382 drastically affected the ability to form multimers. This fact
could not be reverted by coexpression of VP2, a protein of the rotavirus core that
stabilizes multimeric structures. The results obtained in this work are useful to
more precisely characterize the domains involved in trimer and multimer formation,
restricting the trimerization domain to amino acids 171 to 328 and the
multimerization domain to amino acids 315 to 397. On the other hand, the
monomeric form of VP6/V514 could not be recognized by sera from different
species, whereas a monoclonal anti-V5 antibody did recocnize it, indicating that the
insertion interrupted the major linear antigenic site in VP6.

A structural characterization of the different chimeras employing ultracentrifugation
in CsCI gradients, electron microscopy and sandwitch ELISA revealed that
insertion of V5 at 171 produced the more stable chimeras, displaying the foreign
epitope on their surface. Immunization of mice with most of the monomeric
chimeras elicited a solid humoral immune reponse, exhibiting dependence on the
insertion site in the carrier protein. Antibody titers after two doses persisted until
150 days after the first innoculation. Similar results were obtained when mice were
immunizated with multimeric chimeras, using as little as 30 ng of VLPs, comprising
0.9 ng of V5 peptide.

In conclussion, the results obtained in this work yielded valuable data on the
structural and antigenic issues of rotavirusVP6 protein, and allowed the
identification of precise sites for the insertion of foreign sequences that can be
used in the production of chimeric VLPs able to induce solid humoral responses
against the transported epitope at very low doses.

Vil
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Introduccién

1. Desarrollo de nuevos inmunogenos

La prevencion de enfermedades infecciosas implica la activacion y el
establecimiento de los mecanismos de defensa del organismo antes de la
interaccion con el patégeno especifico, de manera de que el hospedador inicie una
rapida respuesta al momento de la infeccion. La vacunacion es, en nuestros dias,
el método mas econdmico y eficaz para el control y erradicacion de distintas
enfermedades infecciosas.

El concepto béasico para el disefio de una vacuna es simular en el hospedador la
infeccion con el patdgeno o, al menos, aquellos aspectos de la infeccion natural
importantes para montar los mecanismos destinados a su eliminacién. Por lo
tanto, no existe una uUnica clase de vacuna aplicable a los diferentes tipos de
patégenos.

Tradicionalmente, el control de las enfermedades infecciosas se llevd a cabo
mediante la utilizacion de vacunas basadas en la inactivacion quimica o térmica
del patégeno (vacunas inactivadas) o en la atenuacion del mismo mediante
pasajes seriados en animales o cultivos celulares (vacunas atenuadas). Estas
vacunas “clasicas” presentan ventajas y desventajas particulares.

Por un lado, las vacunas inactivadas son inocuas, confieren adecuados niveles
de proteccién (aunque es necesario suministrar varias dosis) y existe una vasta
experiencia en su produccion y en sus efectos. Sin embargo, estas vacunas tienen
altos costos de produccion, son inestables, despiertan una respuesta inmune
principalmente humoral, requieren el uso de adyuvantes y se asocian a riesgos de
bioseguridad por manipulacion del patégeno en las plantas de produccién o de
inadecuada inactivacion (Konig et al., 2001).

Por otro lado, las vacunas atenuadas son de bajo costo y de formulacién sencilla
(no requieren de adyuvantes), confieren inmunidad de larga duracién y pueden
despertar tanto una respuesta inmune celular como humoral. Sin embargo, existe
la posibilidad de reversién de cepas atenuadas a virulentas. Ademas, esta calse

de vacunas puede ser patégena para animales inmunocomprometidos, son
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inestables a la temperatura, presentan riesgos de bioseguridad en las plantas
productoras y dificultan la diferenciacion entre animales vacunados e infectados.
Por lo expuesto anteriormente, la busqueda de vacunas alternativas que aseguren
una adecuada proteccion de la poblacion susceptible y reduzcan los riegos y
costos que implican la produccion y utilizacion de vacunas convencionales, sigue
siendo una prioridad para las campafias de prevencion y erradicacion de
enfermedades de interés pecuario.

Con el desarrollo de la biologia molecular, la ingenieria genética y la inmunologia
ha sido posible caracterizar genética y estructuralmente diferentes patégenos,
identificar epitopes y regiones proteicas que estimulan respuestas humorales y
celulares y transferir informacién genética de un organismo a otro. Esto permitio el
disefio racional y el desarrollo de vacunas de nueva generacion tales como las
vacunas a subunidades, a péptidos sintéticos, a vectores vivos bacterianos y
virales y a acidos nucleicos (ADN).

Todas ellas poseen una composicion definida, escaso riesgo de escape por
manipulacion de patégenos y permiten la diferenciacion de animales vacunados
de infectados. Sin embargo, cada una de estas estrategias presenta desventajas
particulares tales como la falta de conformacion nativa de los antigenos
expresados en sistemas procariontes, la baja inmunogenicidad de epitopes libres,
la necesidad de desarrollo de métodos de purificacion, la patogenicidad potencial
de los vectores vivos y la seleccion de variantes virales observada debido a la baja
antigenicidad de las vacunas peptidicas (Weidt et al., 1995; Taboga et al., 1997).

El mayor beneficio de la inmunizacién con una vacuna peptidica es la capacidad
de inmunizar con una estructura minima, consistente en un antigeno bien definido
y caracterizado. Sin embargo, en la practica, esta estrategia reduccionista no ha
dado buenos resultados debido a la pobre inmunogenicidad de los péptidos libres.
Esta diferencia entre el disefio tedrico de un inmundégeno y los resultados
empiricos se podria explicar de la siguiente manera: el sistema inmune evolucioné
a través del tiempo para luchar contra agentes infecciosos (virus, bacterias,

parasitos). Por lo tanto, no deberia sorprender que un inmundgeno consistente en
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un péptido aséptico y libre de toxinas, sea ignorado y termine siendo poco
eficiente para inducir inmunidad (Celis, 2002).

Asi, con el objeto de aumentar la inmunogenicidad de epitopes o de sitios
antigénicos simples, diferentes investigadores han wusado muy diversas

estrategias, entre las que podemos mencionar:

a) acoplamiento a moléculas carrier tales como Keyhole Limpet Hemocyanin
(KLH) o seroabumina bovina (BSA) (DiMarchi et al., 1986; Broekhuijsen et al.,
1987), utilizaciéon de adyuvantes e inmunomoduladores (Berinstein et al., 1993) o
conjugacion a liposomas o fosfolipidos (Allison et al., 1974, Lifshitz et al., 1981; El
Guink et al., 1989).

Para acoplar un péptido a una molécula carrier se debe seleccionar el agente
quimico que llevara a cabo la reaccion, dependiendo de los grupos reactivos que
presentan tanto el péptido como el carrier (Harlow y Lane, 1988). Por ejemplo, al
seleccionar glutaraldehido como agente acoplante, el acoplamiento se produce
entre los grupos NH, libres (el extremo N-terminal o los residuos e-NH, de las
lisinas). Si se utiliza MBS (m-MaleimidobenzoykN-hydroxisuccinimide ester) o sus
derivados (sulfo-MBS), la union entre el péptido y el carrier ocurre a través de
cisteinas y grupos NH, libres. Si se utilizan carbodiimidas [EDAC o 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)-carbodiimida], el acoplamiento se realiza a través de los
grupos carboxilos de los aminoacidos aspartico y glutdmico.

Sin embargo, la estrategia del acoplamiento quimico presenta muchas
desventajas: i) es un proceso muy costoso; ii) los quimicos utilizados son téxicos
(glutaraldehido), carcinogénicos (BDB) o insolubles en agua (MBS), siendo
necesario trabajar con dimetilformamida; iii) se requieren varios pasos de
purificacion para eliminar los quimicos que llevan acabo la reaccion y iv) la
composicion de la preparacion es indefinida.

Por otro lado, los adyuvantes e inmunomoduladores pueden presentar efectos

adversos, por lo que su utilizacion trata de reducirse al maximo.
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b) expresion de epitopes peptidicos en la superficie de virus que no son

patégenos para mamiferos: existen numeroso ejemplos utilizando baculovirus o

virus de plantas como sistemas de presentacion de antigenos heterdlogos.

b.1) expresion de epitopes heterélogos en la superficie de virus patdgenos de
vegetales. Para ello se han utilizado diferentes virus, entre otros, el virus del
mosaico del coliflor (Porta et al., 1996; McLain et al., 1996), el virus del mosaico
del tabaco (Turpen et al., 1995; Sugiyama et al.; 1995), el virus de la atrofia del
tomate (Joelson et al., 1997) o el Potyvirus del ciruelo (Fernandez-Fernandez et
al., 1998) para presentar epitopes derivados de diversos patdgenos, tales como
HIV de tipo 1, parvovirus canino, virus de la inmunodeficiencia felina, rinovirus

humano y malaria.

b.2) expresion de epitopes en la superficie de baculovirus y células de insecto
infectadas. En este sistema se han expresado pequefios epitopes como asi
también proteinas derivadas del HIV (Ernst et al., 1998), del virus de la fiebre
aftosa (Tami et al., 2000; Tami et al., 2004), del circumsporozoito de Plasmodium
berghei (Yoshida et al., 2003), la proteina F de PPRV (Peste des petits rumiants) y
la proteina H de RPV (Rinderpest virus) (Rahman et al., 2003).

Debido a la estructura espacial de las cépsides virales los antigenos de interés
son presentados al sistema inmune de manera multimérica, en presencia de
epitopes para células T de la particula viral, capaces de inducir respuestas
humorales y celulares. Ademas, estas macromoléculas pueden ser facilmente
purifcadas mediante centrifugacion.

Sin embargo, a pesar de ser 100% seguros ya que no pueden replicar en células
de mamifero, el hecho de poseer material genético podria ofrecer alguna

resistencia en cuanto a su utilizacion.

c) exposicion de epitopes en la superficie de particulas semejantes a virus (VLPS).
Las VLPs (del inglés virus-like particles) estan formadas por proteinas de origen
viral capaces de autoensamblarse en particulas semejantes a virus al ser

expresadas en sistemas heterdlogos, aln en ausencia de otros componentes



Introduccién

virales. Son consideradas un sistema seguro de presentacion de antigenos

fordneos, ya que carecen de genoma viral.

Las primeras VLPs obtenidas, basadas en el antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B fueron producidas en sistemas bacterianos y en levaduras. Sin
embargo, fue el desarrollo de sistemas de expresion eucariotas y en particular el
sistema baculovirus-células de insecto, lo que permitié el desarrollo y produccion
de VLPs complejas, basadas en proteinas derivadas de rotavirus (Redmond et al.,
1991; Crawford et al., 1994), virus bluetongue (French et al., 1990), virus de la
hepatitis B (Pumpens et al., 1995) y parvovirus (Kajigaya et al., 1991), entre otros.

1.1 Ventajas del sistema baculovirus-células de insecto

Los baculovirus son un grupo diverso de virus perteneciente a la familia
Baculoviridae que infectan muchas especies de insectos como sus hospedadores
naturales. Sus cepas son altamente especificas y no se propagan en ningln
hospedador no invertebrado, por lo que se los considera seguros para su empleo
en la produccién de inmundgenos que seran utilizados en mamiferos.

Varias caracteristicas particulares del sistema de expresiéon “baculovirus-células
de insecto” lo distinguen de los sistemas de expresion bacterianos. A menudo, las
proteinas expresadas en sistemas bacterianos son insolubles, se agregan o se
pliegan espacialmente de manera incorrecta. En cambio, las proteinas expresadas
en este sistema son solubles y funcionalmente activas en la mayoria de los casos.
Este sistema de expresion es capaz de sintetizar proteinas recombinantes de
tamafio casi ilimitado a muy altos niveles de expresién, con adecuadas
modificaciones post traduccionales y correcta localizacion celular.

A diferencia de otros sistemas de expresidn eucariotas, las células de insecto
pueden ser cultivadas sin suplementos derivados de células de mamifero, por lo

que el riesgo de contaminacion con patdégenos oportunistas esta minimizado.
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En la tabla siguiente se resumen algunas de estas caracteristicas:

Caracteristica Baculovirus Bacterias
Simpleza v v
Tamano de la proteina ilimitado < 100 kDa
Expresion multiple v

Clivaje de péptido sefial 4

Splicing de intrones 4

Transporte nuclear v

Proteina funcional v a veces
Fosforilacién v a veces
Glicosilacion v Solo micobacterias
Acilacion 4

Miristilacion 4

2. Las particulas semejantes a virus (VLPSs)

Su historia comenzé alrededor del afio 1980 y tuvo como requisito previo el
desarrollo de sistemas de expresion de E. coli y levaduras y el uso de estos
sistemas para la expresion de proteinas de capsides virales y proteinas de
envoltura, en particular las derivadas del virus de la hepatitis B (HBV).

La expresién del antigeno core del HBV en E. coli (Burrel et al., 1979; Pasek et al.,
1979; Eman et al., 1981; Stahl et al., 1982) y de la proteina pequefa (S) del
antigeno de superficie en levaduras (Valenzuela et al., 1982; Harford et al., 1982)
resultd en el autoensamble de estas proteinas en particulas semejantes a virus,
aun en ausencia de cualquier otro componente viral. Estas particulas fueron
morfologica e inmunolégicamente indistinguibles de los verdaderos productos de
ensamble del HBV (Valenzuela et al., 1982; Cohen y Richmond, 1982; Milich et al.,
1988).
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El desarrollo y uso de una vacuna recombinante contra la hepatitis B basada en
particulas del antigeno S expresadas en levaduras sirvi6 como un fuerte estimulo
para futuros intentos en desarrollos de este tipo. En las VLPs basadas en el
antigeno core de HBV y expresadas en levaduras, los epitopes son presentados
en el contexto de antigenos de histocompatibilidad de clase | y I, y pueden inducir
la produccion tanto de anticuerpos como de células T citotéxicas, confiriendo asi
proteccion contra la infeccion viral. De esta manera pudo demostrarse proteccion
al menos parcial usando las proteinas del core del virus de la hepatitis B humano

y el virus de la hepatitis de marmota (Murray et al., 1984; Schodel et al., 1993).

El desarrollo de otros sistemas de expresion, en particular el sistema “baculovirus-
células de insecto” fue el acontecimiento que marcO un nuevo impulso en el
desarrollo de las particulas semejantes a virus. De esta manera, en la década de
los ‘90 se crearon VLPs para una serie de virus mediante la utilizacion de este
sistema, por ejemplo, de rotavirus (Redmond et al., 1993; Crawford et al., 1994;
Zeng et al., 1994), virus bluetongue (French y Roy 1990; French et al., 1990), virus
de la hepatitis A (Rosen et al., 1993), virus adeno-asociados (Ruffing et al., 1992),
papilomavirus humano (HPV) (Kirnbauer et al., 1992; Rose et al., 1993; Volpers et
al., 1994), parvovirus (Kajigaya et al., 1991; Salimans et al., 1992), virus del
sarampion (Fooks et al., 1993) y retrovirus, en particular, lentivirus (Delchambre et
al., 1989; Gheysen et al., 1989; Luo et al., 1990; Rasmussen et al., 1990;
Thomsen et al., 1992).

La posibilidad de expresar en células de insecto varias proteinas
simultaneamente, hecho desarrollado primero con el virus bluetongue (Luodon y
Roy 1991), facilité el estudio de los procesos de ensamble de proteinas
estructurales en sistemas heterdlogos e hizo posible el coensamble de mdultiples
proteinas de cépside de otros virus, como rotavirus (Crawford et al., 1994),
poliovirus (Brautigan et al., 1993), polyomavirus (An et al., 1999) y el virus del

arroz pigmeo (rice dwarf virus) (Hagiwara et al., 2003).
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Hasta la fecha, se han obtenido VLPs de mas de 30 virus diferentes procedentes
de distintas familias: Caliciviridae, Picornaviridae, Flaviviridae, Retroviridae,
Paramyxoviridae, = Bunyaviridae, = Reoviridae, Parvoviridae, Circoviridae,
Papillomaviridae, Polyomaviridae, Hepadnaviridae, etc.

Este grupo es extremadamente diverso en términos de “estructura viral” : capsides
formadas por una Unica proteina, por dos 0 mas proteinas, con y sin envoltura.

En la figura 1, se esquematiza la complejidad que pueden tener las VLPs.

HCY

BTy

Figura 1. Grado de complejidad de las VLPs. Esquema obtenido de Noad y Roy, 2003.
Abreviaturas: HEV, virus de la hepatitis E ; HPV, virus papiloma humano; SIV-HIV: virus
de la inmunodeficiencia del simio-virus de la inmunodeficienica humana; BTV, virus
bluetongue.

Finalmente, vale sefialar que en todos los ejemplos mencionados, las VLPs son de
facil enriquecimiento y purificacion en el laboratorio. Ademas, las VLPs no
contienen material genético derivado del patdégeno, no replican y no son

infecciosas.
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2.1 Las VLPs en el diagndstico seroldgico

En los casos en los que no es posible multiplicar virus in vitro (como en casos de
HBV, HPV, virus Norwalk y parvovirus), las VLPs expresadas por técnicas
recombinantes ofrecen una gran oportunidad para establecer sistemas de
diagndstico seroldgico. Ya que estas particulas muestran cantidades pronunciadas
de determinantes antigénicos, en particular aquéllos de naturaleza conformacional
especialmente importantes para la deteccidén de anticuerpos contra el virus, tienen

una ventaja decisiva respecto de las proteinas monoméricas.

Tomando como ejemplo el virus del papiloma humano, los ensayos serologicos
desarrollados antes de 1993 (inmunoblots) para identificar infecciones de alto
riesgo para HPV, fallaron en asociar la reactividad de los sueros con otros
indicadores de la infeccibn por HPV (por ejemplo, aparicion de verrugas o
desarrollo de neoplasia). Debido a que la respuesta humoral que se induce frente
a una infeccion por HPV esta dirigida principalmente a epitopes conformacionales
de la cépside viral, las VLPs basadas en las proteinas de cépside L1 y L2
(serotipos 11y 16) demostraron ser de gran utilidad en el serodiagndéstico de HPV
presentando una alta correlacion con la historia clinica de la paciente (Carter et al.,
1993; Rose et al., 1993; Kirnbauer et al., 1994; Dilner et al., 1995).

El caso del virus Norwalk (NV) (patbgeno humano que causa gastroenteritis
aguda) es otro ejemplo para el que no existen lineas celulares o0 modelos animales
en los que el virus pueda multiplicar. La Unica fuente de antigeno para establecer
sistemas de diagnéstico proviene de muestras humanas, con todas las
desventajas y riesgos que ello acarrea. En 1992, Jiang y colaboradores lograron
expresar la proteina de capside de NV, obteniendo grandes cantidades de VLPs.
Esto permitié el desarrollo de un réapido, sensible y confiable test de diagndstico
para NV (Jiang et al., 1992).
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2.2 Las VLPs como vacunas

En el caso particular del virus del papiloma humano, la produccién de VLPs
basadas en la proteina L1 de HPV (utilizando el sistema baculovirus-células de
insecto), no solo resultdé una valiosa herramienta en el diagnostico serologico sino
que también se convirti6 en un gran candidato a vacuna por dos motivos
fundamentales: las VLPs carecen del ADN potencialmente oncogénico de HPV y
ademas expresan epitopes conformacionales necesarios para inducir altos titulos
de anticuerpos neutralizantes (Kirnbauer et al., 1992; Kirnbauer 1996).

La expresion conjunta de las proteinas de capside L1 y L2 de HPV dio como
resultado la formacion de VLPs que inducen altos titulos de anticuerpos
neutralizantes y proveen inmunidad protectora de larga duracion en animales
frente a la infeccién viral y el desarrollo de papilomas. Estos resultados se
obtuvieron empleando distintos modelos animales: conejos (Breitburd et al., 1995;
Christensen et al., 1996), vacas (Kirnbauer et al., 1996) y perros (Suzich et 4d.,
1995), analizando distintas vias de inmunizacién y de proteccion frente al desafio.
Estudios recientes mostraron que estas VLPs son seguras e inmunogénicas en
humanos (Harro et al., 2001) induciendo una respuesta inmune humoral y celular
especifica contra HPV (Emeny et al., 2002). En un estudio realizado con 2300
mujeres voluntarias (negativas para HPV serotipo 16), se aplicaron tres dosis de
VLPs derivadas de HPV-16 o tres dosis de placebo. Se realiz6 un seguimiento
clinico durante dos afios para evaluar la proteccion frente a la exposicion natural
al virus. Solo se observd neoplasia cervical relacionada con HPV-16 en el grupo
que recibio el placebo. Estos resultados demostraron que las VLPs derivadas de
HPV-16 presentan un 100% de eficacia (con un intervalo de confianza del 95%) en
la prevencion de infecciones de alto riesgo por HPV (Koutsky et al., 2002).

En el caso de los rotavirus, principal agente viral que causa gastroenteritis aguda
en la mayoria de los mamiferos incluido el hombre, la expresion conjunta de las
proteinas VP6, VP2, VP4 y VP7 llevé a la obtencion de VLPs complejas y su
utilizacion como vacuna experimental contra rotavirus. Al inmunizar ratones por via

parenteral con estas VLPs complejas se obtuvo una respuesta inmune humoral
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protectora frente al desafio con cepas de rotavirus homoélogas y heterdlogas
(Redmond et al., 1993; Madore et al., 1999). Se observo un resultado similar
cuando las VLPs fueron administradas por via intranasal (O’'Neal et al., 1997).

En otros estudios, Fernandez y colaboradores analizaron la utilizacién de estas
VLPs complejas en la inmunizacion del ganado vacuno. Terneros recién nacidos
alimentados con calostro de vacas inmunizadas con dichas VLPs resultaron
protegidos frente al desafio viral (Fernandez et al., 1998). Estos sugieren que las
VLPs derivadas de rotavirus pueden inducir inmunidad de mucosas.

Al comparar el nivel de proteccion inducido por las VLPs complejas con aquél de
la vacuna tradicional contra rotavirus (virus inactivado) en el ganado bovino, se
obtuvieron titulos de anticuerpos significativamente mas altos en calostro, leche y
suero en las vacas inmunizadas con las VLPs con respecto a las inmunizadas con
la vacuna comercial (Kim et al., 2002). (A qué se debe esta diferencia en la
induccion de anticuerpos si los dos inmundégenos son proteinas con una
conformacion espacial determinada y sin capacidad de replicar? Una explicacion
posible es que la mayoria de las VLPs formadas por las proteinas VP2, VP6, VP4
y VP7 de rotavirus, son particulas de triple capside (Crawford et al., 1994; Zeng et
al., 1996) similares a la estructura natural de los viriones de rotavirus, mientras
que las cepas de rotavirus obtenidas por pasajes en cultivos de tejidos son en su
mayoria particulas de doble capside (Saif et al., 1977). Debido a la manipulacion
en su produccion, las particulas pierden la capside mas externa formada por VP4
y VP7 que son las proteinas inductoras de anticuerpos neutralizantes. Este hecho

demuestra una vez mas la ventaja de utilizar VLPs como vacunas.

Otro ejemplo de VLPs complejas utilizadas como vacunas es el caso del virus
bluetongue (BTV). Este virus causa una grave enfermedad en las ovejas y tiene
amplia distribucién mundial, ya que es transmitida por la picadura de un mosquito
vector. El virus presentan una estructura compleja de doble capside concéntrica
formada por las proteinas VP2, VP3, VP5 y VP7, que al ser expresadas en forma
conjunta en el sistema baculovirus-células de insecto, se ensamblan en VLPs. La

inmunizacion de ovejas Merino con VLPs complejas de BTV dio como resultado la
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induccion de una respuesta inmune humoral especifica que protegié con un 100%
de eficacia frente al desafio con una cepa homodloga de BTV (Roy et al., 1992; Roy
etal., 1994).

Si pensamos en el sistema de inmunidad de mucosas, un inmundégeno no
replicativo debe superar diversas dificultades: el pH acido del estomago, las
enzimas proteoliticas del tracto digestivo y las barreras fisicas y bioquimicas
propias de la mucosa (Morrow et al., 1999). Generalmente, en la formulacién de
inmunogenos de administracion oral o nasal, se han agregado “adyuvantes de
mucosas” como por ejemplo, la toxina colérica. Sin embargo, estos adyuvantes
pueden provocar efectos locales no deseados (Boyaka et al., 1999). Para superar
todos estos inconvenientes, se propuso la utilizacibn como inmundgeno por via
oral o nasal de VLPs basadas en proteinas virales que normalmente estimulan la
inmunidad de mucosas a través de las células epiteliales M y del tejido linfoide
intestinal, aprovechando la estructura particulada de las VLPs para presentar
multiples copias de un epitope y la afinidad por el epitelio de mucosas (Bergmann
y Waldman, 1988; de Aizpurra y Russel-Jones, 1988; Estes et al., 2002).

Esto quedd demostrado al utilizar VLPs de Virus Norwalk como inmundgeno por
via oral tanto en ratones como en humanos, las que indujeron una respuesta
inmune sistémica y de mucosas sin necesidad de administrar adyuvantes (Ball et
al., 1998; Ball et al., 1999).

2.3 VLPs quiméricas

La razoén principal por la que se intentaron crear VLPs quiméricas para su uso
como vacunas se baso en la baja inmunogenicidad de los péptidos libres. Con la
intencion de aumentar la inmunogenicidad de moléculas con epitopes
neutralizantes, estos péptidos se expresaron genéticamente acoplados a VLPs.
Debido a su estructura espacial, los sitios antigénicos son presentados al sistema
inmune de manera multimérica, asociados a proteinas inmunogénicas.

Esto pudo ser demostrado claramente en VLPs quiméricas derivadas de la

proteina core del HBV con la insercién de un péptido de rinovirus. El péptido
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presentado por la VLP resultd ser 10 veces mas inmmunogénico que el acoplado
a la proteina KLH una proteina carrier no multimérica y 100 veces mas
inmunogénico que el péptido libre (Francis et al., 1990).

La proteina core de HVB fue la primera en ser usada como transportadora de
epitopes por varias razones: i) fue una de las primeras proteinas virales
expresadas al comienzo del desarrollo de la ingenieria genética; ii) pudo ser
producida a muy altos niveles y se ensambl6 correctamente en ausencia de otros
componentes virales en diferentes especies procariotas y eucariotas, tales como
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmonella, Sacharomyces cerevisae,
Spodoptera frugiperda, ovocitos de Xenopus, y varios cultivos celulares de
mamiferos; iii) presenta una gran flexibilidad y alta capacidad de aceptar en su

secuencia grandes inserciones foraneas.

En un primer momento, algunos investigadores pensaron que la inmunogenicidad
de la proteina carrier podria interferir en la induccion de una respuesta adecuada.
Sin embargo, la presencia de epitopes para células T-helper presentes en la
proteina carrier podria ser utilizado para la induccién de una respuesta inmune
contra el epitope fordneo. Apoyando esta hipétesis, las VLPs que han sido
utilizadas como carriers mostraron una gran inmunogenicidad, ya que fueron
capaces de disparar fuertes respuestas inmunes de células B, T-helper y T
citotoxicas contra epitopes heterdlogos (Schlinger et al., 1992; Schodel et al.,
1992; Layton et al., 1993; von Bruun et al., 1993; Tindle et al., 1994; Sedlick et al.,
1995; Sedlick et al., 1997; Ball et al., 1998; Emery et al., 2002; Niikura et al.,
2002), en ensayos realizados en primates y roedores.

Méas aun, se han reportado ejemplos en los que las VLPs fueron capaces de
inducir una respuesta inmune sin la aplicacion de adyuvantes o usando
adyuvantes permitidos para su aplicacion en humanos (Francis et al., 1990;
Griffiths et al., 1991; Harris et al., 1992; Wagner et al., 1992; Sedlick et al., 1999).

Otro ejemplo de VLPs quiméricas viene dado por la expresion de la proteina de

capside (CP) del virus del mosaico Johson Grass (JGMV) fusionada a un epitope
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de la proteina E del virus de la encefalitis de Japon (JEV). Esta proteina de fusion
form6 VLPs que presentaron eficientemente el péptido de interés al sistema
inmune sin necesidad de utilizar adyuvantes. Los ratones inmunizados con estas
VLPs quiméricas desarrollaron altos titulos de anticuerpos neutralizantes y
resultaron protegidos frente al desafio con una dosis letal de JEV (Saini y Vrati,
2003).

Como se menciond anteriormente, la utilizacion de VLPs quiméricas no sélo
permite desarrollar una respuesta humoral contra epitopes heterélogos de interés;
también es posible desarrollar una respuesta celular T protectora.

La expresion de la proteina de capside L2 de HPV fusionada al antigeno E7
(marcador de tumores por HPV) dio como resultado la formacién de VLPs
quiméricas L1/L2-E7 que resultaron indistinguibles de las VLPs parentales L1/L2
en su morfologia y en su habilidad para inducir anticuerpos neutralizantes contra
HPV. La inmunizacién de ratones con estas VLPs L1/L2-E7 primd una respuesta
que resultd protectora frente al desafio con células tumorales que expresaban el
antigeno E7. Esta proteccion se observo en ratones deficientes en el complejo
mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC-II) pero no en ratones knockout
para beta2-microglobulina (proteina que integra el complejo MHC de clase 1),

indicando que la proteccién fue mediada por linfocitos citotoxicos restrictos a clase
| (Greenstone et al., 1998).

Con respecto a la inmunidad de mucosas, se ha demostrado que VLPs derivadas
de virus que normalmente estimulan esta via, también son capaces de estimular el
sistema inmune de mucosas (O’Neal et al., 1997; Ball et al., 1998; Fernandez et
al., 1998; Ball et al., 1999).

De igual manera, la inmunizacion de ratones por via oral con VLPs quiméricas
derivadas del virus de la hepatitis E, indujo niveles significativos de 1gG e IgA
especificos contra el epitope heterdlogo en secreciones intestinales, sin necesidad
de utilizar adyuvantes (Niikura et al., 2002).

14
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3. La proteina VP6 de Rotavirus

Rotavirus es un miembro de la familia Reoviridae. Este virus replica en el tracto
intestinal de un amplio rango de especies de mamiferos, incluyendo al hombre,
causando gastroenteritis aguda y diarrea. Algunas evidencias sugieren que
rotavirus produce una enterotoxina (NSP4) que causa o contribuye al desarrollo de
la diarrea (Tian et al., 1994; Hoire et al., 1999).

El virus es altamente contagioso y puede sobrevivir hasta varios dias en el
ambiente. La ruta de contaminacion es fecal-oral.

La particula viral esta compuesta de una estructura de triple capside que contiene
los 11 segmentos de ARN doble cadena que conforman su genoma (Figura 2). La
capside externa esta formada por dos proteinas: VP7 (una glicoproteina) y VP4,
proteina que forma las espiculas. Esta ultima, se cliva mediante tripsina durante el
mecanismo de penetracién para originar VP5 y VP8. Las proteinas VP4 y VP7 son
inductoras de anticuerpos neutralizantes (Fields et al., 1996).

La capside interna o core tiene una estructura icosaédrica y contiene el genoma
de los rotavirus. Cada segmento gendmico estd anclado a un vértice del core
mediante las proteinas VP1 y VP3 que tienen funcién de ARN polimerasa y de
guanililtransferasa, respectivamente, mientras que la proteina VP2 es la que forma
la cipside interna (Fields et al., 1996).

Esta cépside interna esta rodeada por una capside intermedia formada por 780
moléculas de VP6 (la proteina mayoritaria de los rotavirus), ordenadas en

trimeros. La proteina VP6 tiene un peso molecular aparente igual a 45 KDa (Fields
et al., 1996).
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Figura 2: Esquema de la particula viral de los rotavirus. (A) Representacion del
genoma segmentado de los rotavirus. A la izquierda se indican los fragmentros genémicos
y a la derecha la proteina codificada por cada uno de ellos. B) Representacion de la
capside externa de rotavirus formada por VP4 y VP7. (C) Representacion de la estructura
de triple capside, donde se observa la capside extrena (VP7 en amarillo y VP4 en rojo), la
cépside media formada por la proteina VP6 (en azul) y la capside interna o core formada
por la proteina VP2 (en verde). (D) Representacion del core: se grafica las proteinas VP2
(verde oscuro), VP1 y VP3 (rojo) y el RNA gendmico (verde claro). Cada segmento
genomico esta anclado por VP1ly VP3 a un vértice de la cdpside interna.

La proteina VP6 corresponde al 50-60% de la masa total del virion (Fields et al.,
1996). Es altamente inmunogénica y antigénica y es la proteina mas
frecuentemente detectada en los ensayos de diagnostico e inmunolégicos. Posee
los determinantes antigénicos que permiten caracterizar y clasificar las distintas
cepas de rotavirus en grupos y subgrupos (Thoules et al., 1982; Greenberg et al.,
1983; Kohli et al., 1992).

Al tratar la particula viral con agentes quelantes (por ejemplo EDTA 10mM) se
puede “desnudar” al viribn de su capside externa (VP4 y VP7), quedando una
particula de doble capside o DLPs (del inglés, double layered particles) formada
por una capa de proteina VP6 rodeando al core. Las DLPs derivadas de rotavirus

no son infectivas pero son transcripcionalmente activas. Mediante este
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procedimiento fue posible realizar en las décadas de 1970 y 1980 los primeros
analisis de la estructura y ordenamiento de la proteina VP6 en el virion. Utilizando
la técnica de freeze-drying se postuld la presencia de trimeros de VP6 en la
particula viral (Esparza y Gil, 1978; Roseto et al., 1979). Esto se confirmd mas
tarde por analisis bajo condiciones reductoras o desnaturalizantes de la proteina
VP6 separada del virion por tratamiento con CaCl, 1,5M (Gorziglia et al., 1985;
Sabara et al., 1987). Dichos autores confirmaron la formacion de trimeros de VP6
y determinaron la naturaleza de esta asociacion; los monomeros se unen para
formar trimeros por fuertes uniones hidrofébicas y los trimeros se unen entre si por

puentes disulfuro.

La proteina VP6 es capaz de autoensamblarse en particulas esféricas y laminas
tanto en su forma nativa (Ready y Sabara, 1987) como cuando es expresada en
forma de proteina recombinante en el sitema baculovirus-células de insecto (Clapp
y Patton, 1991; Tosser et al., 1992) (Figura 3).

Figura 3: Microscopia electrénica de VLPs de VP6. Las “esferas” de VP6 expresada en
el sistema baculovirus-células de insecto son morfolégicamente indistinguibles de las que
se forman por desnudamamiento secuencial de rotavirus. (A) VLPs formadas unicamente
por la proteina VP6. (B) VLPs formadas por las proteinas VP6 y VP2. (C) DLPs naturales
derivadas de la cepa SA11 de rotavirus. La barra indica 100nm. Fotografias obtenidas de
Crawford et al., 1994 y de Lepault et al., 1999.

Estas estructuras resultaron ser practicamente indistinguibles de las formadas
naturalmente. Sin embargo, un andlisis ultrafino de estas estructuras determiné
algunas diferencias. Por ejemplo: los tdbulos de VP6 ensamblados in vitro

presentan un radio medio de 325A y un largo axial de 721A, mientras que para las
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estructuras tubulares que se encuentran naturalmente en una infeccion por
rotavirus se determiné un radio promedio de 250A y un largo de 562A (Ready et
al., 1988).

Las diferencias encontradas en las estructuas que adopta la proteina VP6 al ser
ensamblada en sistemas heter6logos pueden ser explicadas por el pH del sistema
de produccién in vitro. Lepault y col., determinaron que el estado de protonacion
de VP6 define el tipo de ensamble, probablemente al afectar el contacto lateral
especifico entre los trimeros (Lepault et al., 2001) (Figura 4).

Figura 4: Caracterizacion de los distintos ensambles de la proteina VP6. (A):
Formacion de tibulos de VP6 de 45 nm de diametro a pH 8 o alta astringencia iénica
(Ca® o Zn* 100mM). (B): Tubulos de 75nm de diametro a pH 6,5. (C): Esferas de VP6 a
pH 5,5 y baja astringencia i6nica. (D): Trimeros de VP6 obtenidos a pH 2,5 o alta

astringencia iénica (Ca’* 600mM). La barra indica 0,1nm. Fotografias obtenidas de
Lepault et al., 2001.
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Si bien la proteina VP6 tiene la capacidad por si sola de ensamblarse en formas
esféricas, la correcta geometria de la particula viral esta determinada por la
proteina VP2, que aporta el ambiente electroestatico positivo necesario para
formar particulas esféricas un pH neutro (Lepault et al., 2001; Mathieu et al.,
2001).

La produccion de VLPs basadas en la proteina VP6 de rotavirus en el sistema
baculovirus-células de insecto permitio, en un primer momento, analizar la
morfogénesis de rotavirus, logrando establecer a grandes rasgos los dominios de
oligomerizacion y de union al core de rotavirus (Clapp y Patton, 1991;
Charpillienne et al., 2002).

Mediante deleciones de grandes secciones de la region amino terminal y carboxilo
terminal de la proteina VP6, Clapp y Patton en 1991 postularon que la capacidad
de formar VLPs radica en el dominio C-terminal, comprendido entre los
amino&cidos 251 y 397. El dominio de trimerizacién estaria ubicado en la zona
media de VP6 (aminoacidos 105 a 328) pero por la metodologia utilizada no pudo
ser localizado con precision. En 1997, Afracchino y Gonzalez utilizaron la misma
estrategia de andlisis, pero trabajaron con deleciones pequefias de VP6 y lograron
acotar el dominio de trimerizacion a los residuos aminoacidicos 246 a 314.

A diferencia de los anteriores, Charpilienne y colaboradores (2002), utilizaron la
sustitucion de aminoéacidos para analizar la interaccién de VP6 con VP2. De esta
manera determinaron que los aminodcidos 32, 65 y 70 son criticos en la
interaccion de VP6 con el core de rotavirus y en la recuperacion de la capacidad

de transcripcion de las particulas de doble capa (double layered particles o DLP).

3.1 La proteina VP6 como carrier de epitopes foraneos

Como se mencion6 anteriormente, la proteina VP6 es altamente inmunogénica y
antigénica.

Para que una molécula sea considerada un buen inmunogeno, debe posser
epitopes que puedan unirse a los anticuerpos de superficie de los linfocitos B

virgenes asi como también epitopes que promuevan la comunicacién célula a
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célula entre los linfocitos B y las células T-helper (entre el complejo MHC de clase
Il'y el receptor T). Esta interaccibn es sumamente importante para producir la
maduracion del linfocito B a célula secretora de anticuerpos (plasmocito).

El epitope que se une al anticuerpo de superficie del linfocito B puede no ser el
mismo que promueve la unién entre el complejo MHC de clase Il y el receptor T,
pero si deben estar en la misma molécula o complejo.

El rol clasico de una proteina carrier es proveer epitopes T-helper para la
produccién de anticuerpos contra un antigeno poco inmunogénico o hapteno. En
algunos casos, el péptido puede ser inmunogénico per-se ya que esa secuencia
es al mismo tiempo un epitope B y un epitope T, entonces la molécula carrier
actia simplemente como sistema de presentacion multimérico (Francis et al.,

1985).

La proteina VP6 de rotavirus podria funcionar como carrier de epitopes
heter6logos ya que posee dos caracteristicas fundamentales:

» Es capaz de formar VLPs, macromoléculas con varias copias de un polipéptido
y conformacién espacial definida.

» Posee al menos dos epitopes para células T-helper (Bafios et al., 1997). Uno de
ellos, la region comprendida por los aminoacidos 289-302 esta altamente

conservada entre 18 cepas distintas de rotavirus pertenecientes al grupo A.

En 1990, se evalu6 por primera vez la utilizacion de VLPs basadas en la proteina
VP6 como carrier de epitopes foradneos. La metodologia utilizada en ese momento
fue el acoplamiento quimico de estas VLPs con diferentes proteinas o epitopes
derivados de rotavirus o herpes bovino tipo 1. Con estas VLPs quiméricas se
realizaron ensayos de inmunizacion en ratones, incluyendo como controles grupos
de ratones inmunizados con los antigenos solubles (proteina o péptido sintético) o
acoplados a la proteina carrier KLH, una proteina monomérica. Los resultados
obtenidos indicaron que estas “esferas de VP6” actuaron como muy efectivos

transportadores inmunolégicos induciendo una respuesta inmune humoral contra
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los antigenos heterélogos con mayor titulo de anticuerpos y de mayor duracion en
el tiempo (Redmond et al., 1991; Frenchick et al., 1992).

Sin embargo, a pesar de los resultados alentadores obtenidos por Redmond y
Frenchick, no ha habido reportes posteriores a la utilizacion de VLPs basadas en
la proteina VP6 de rotavirus como sistema de presentacion de epitopes
heterélogos. La razon principal parece deberse a que la metodologia de
acoplamiento quimico es sumamente costosa: al costo de produccion de las VLPs
hay que agregarle el de la produccion y purificacion de las proteinas heterélogas o
el de la sintesis de los péptidos foraneos (por ejemplo, para asegurar el
acoplamiento entre la proteina VP7 de rotavirus a 10 ng de las “esferas de VP6”
se requieren 100 ng de VP7; Redmond et al., 1993). Ademas, se agrega el costo
y dificultad de los pasos de purificacion del producto final, necesarios para eliminar
todo rastro de los agentes quimicos utilizados en la reaccion de acoplamiento.

También es necesario considerar que si los aminoacidos involucrados en el
acoplamiento quimico estan involucrados en la antigenicidad del péptido, ésta

puede verse seriamente afectada.

La metodologia mas conveniente debe considerar, entonces, expresar la proteina
carrier y el epitope heterélogo como una fusién transcripcional, en un sistema de
expresion capaz de producir cantidades considerables del producto quimérico
acoplado a rpocedimientos de purificacidn o concentracion sencillos. Sin embargo,
para logar este objetivo, es necesario conocer cuales son las posiciones
aminoacidicas de VP6 capaces de tolerar la insercion de secuencias fordneas sin
afectar la propiedad de multimerizar en VLPs y que ademas expongan el epitope
heterélogo en su superficie, en una conformacion adecuada para inducir
anticuerpos anti-epitope.
Con el fin de explorar los posibles sitios de insercion de epitopes fordneos en una
proteina que forma VLPs, diferentes autores han usado una de dos estrategias:

i) Aprovechar los sitios blanco de enzimas de restriccion que posse

naturalmente la proteina carrier (Niikura et al., 2002)
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i) Realizar la insercidén del epitope heterdlogo en sitios expuestos al solvente
o0 en las zonas denimadas loops, mediante mutagénesis dirigida por PCR, si
se posee datos cristalograficos de la proteina carrier (Rueda et al., 1999;

Kratz et al., 1999).
En este trabajo de tesis, se empled la estrategia de mutagénesis insercional
mediante PCR y la evaluacién de las propiedades estructurales, antigénicas e
inmunogénicas de las distintas quimeras expresadas en el sobrenadante de cultivo

de células infectadas con baculovirus recombinantes.

4. El epitope V5

Para investigar el efecto de la insercion de una secuencia aminoacidica foranea en
la capacidad de multimerizacibn en distintas versiones de la proteina VP6
quimérica y evaluar el grado de exposicion en la superficie de las particulas, asi

como su inmunogenicidad, se seleccionod el epitope V5 como epitope heterdlogo.

El péptido V5 es una secuencia inmunogénica que deriva del virus SV5 (simian
virus 5). El virus SV5 pertenece al género Rubulavirus de la familia
Paramyxoviridae. Esta relacionado morfolégica y antigénicamente con el virus
parainfluenza humano subtipo 2 (hPIV2) que infecta el tracto respiratorio inferior.
El virus SV5 puede afectar a monos, perros, cerdos y al hombre (Goswami et al.,
1984; Chatziandreau et al., 2004) por lo que se estudia la posibilidad de

reclasificarlo con el nombre de parainfluenza virus 5.

El péptido V5 fue caracterizado por primera vez por Randall y colaboradores en
1987, cuando intentaban obtener una bateria de anticuerpos monoclonales que
permitieran diferenciar aislamientos del virus SV5 provenientes de humanos,
mMonos Y perros.

Debido a sus caracteristicas inmunoldgicas, el epitope V5 es frecuentemente
empleado como tag marcador de proteinas recombinantes. El péptido identificado
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originalmente estaba formado por 9 aminoacidos, pero al producirlo de manera
sintética resultd ser hidrofébico, lo cual dificultaba su utilizacién. Con el fin de
exponer el oligopéptido en la superficie de proteinas, se agregaron 5 aminoacidos
hacia el extremo carboxilo terminal.

El péptido resultante formado por 14 aa mantuvo su antigenicidad y fue reconocido
por el anticuerpo monoclonal SV5-P-k cuando se lo utilizé6 como tag en el extremo
C-terminal de diversas proteinas, tales como GST (Glutation S Transferasa) y las
proteinas p27 y gpl10 del virus de la inmunodeficiencia de simio (SIV) (Randall
1989; Hanke et al., 1992), aln cuando estas proteinas fueron obtenidas en
condiciones desnaturalizantes. Ademas, cuando se utilizo el peptido V5 como tag
del fragmento variable (Fv) de un anticuerpo especifico para una lisosima
expresado en bacterias, su secrecion al espacio periplasmico no se vio afectada y
el fragmento Fv-tagV5 pudo ser utilizado en el desarrollo de un ensayo de ELISA
(Hanke et al., 1992).

En consecuencia, el epitope V5 formado por 14 aminoacidos puede utilizarse
como tag de proteinas manteniendo su antigenicidad y la de la proteina marcada.

Ademas, se dispone comercialmente de un anticuerpo monoclonal que permite
reconocer proteinas fusionadas al epitope V5 por distintos ensayos: Western blot,

ELISA e inmunoprecipitacion.
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Objetivos:

El objetivo general del proyecto consiste en caracterizar antigénica y
estructuralmente la proteina VP6 de rotavirus mediante mutagénesis insercional y
evaluar el empleo de particulas semejantes a virus (VLPs) basadas en esta

proteina como sistema de presentacion multimérico de sitios antigénicos
heterélogos.

Los objetivos particulares son:

1. Expresar en células de insecto infectadas con baculovirus recombinantes
guimeras proteicas de VP6 con la insercion del epitope V5 de paramyxovirus

en distintas posiciones aminoacidicas.
2. Determinar la capacidad de las proteinas quiméricas VP6-V5 de mantener
las propiedades de trimerizacion, interaccion con la proteina VP2 de

rotavirus y de multimerizacién en particulas semejantes a virus.

3. Evaluar la inmunogenicidad de las diferentes construcciones en animales de
laboratorio.
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1. Virus

El baculovirus utilizado en este trabajo fue el virus de la poliedrosis nuclear
Autographa californica (AcNPV). Su multiplicacion se realizd6 en células Sf9
crecidas en forma de monocapa a 27°C.

Se utiliz6 la cepa de Rotavirus bovino NCDV (grupo A G6 P1). Su multiplicacion

se realiz6 en células MA104 a 37°C.

2. Células

Se utilizaron las células de insecto de la linea Sf9 (ATCC) derivada de tejido
ovarico de Spodoptera frugiperda. Las células se crecieron a 27°C en forma de
monocapa o de cultivos en suspension en medio TNM-FH (Sigma) suplementado
con 10% de suero fetal bovino (Sudamericano, irradiado, Gibco-BRL) y una
solucién de antibidtico-antimicético (penicilina 10.000 U/ml, estreptomicina 10
mg/ml, amphotericina B 25 ng/ml, Gibco-BRL).

Las células MA104 se crecieron en forma de monocapa en medio MEM-D

suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco-BRL).

3. Animales de laboratorio
Se utilizaron ratones hembra de la cepa BalbC de 2 meses de edad. Los animales

fueron provistos por el Bioterio del INTA.

4. Cepas bacterianas

Para las estrategias de clonado se utilizo la cepa DH5a @e Escherichia coli uyo
genotipo es el siguiente :

SUpE44 thi-1 recAl gyrA (Nal') relAl D(laclZYA-argF)U169 deoR (f 80dlacDlacZ)M15.

Se utilizé tambien la cepa JM110 de E. coli cuyo genotipo es el siguiente:

rpsL (Str") thr leu thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dan decm supE44 D(lac-proAB)
[F' traD36 proAB lacl’ZDM15].

Para la expresion de proteinas en bacterias se utilizo la cepa BL21 de E. coli cuyo

genotipo es el siguiente: B F- dcm ompT hsdS(rg- mg-) gal.
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Los cultivos liquidos se realizaron en medio LB (5 g/l Triptona, 5 g/l extracto de

levadura, 10 g/l NaCl), con agitacién constante de 100 rpm a 37°C.

5. Metodologia del ADN recombinante

5.1 Preparacién de ADN plasmidico de alta calidad

Se utilizaron las columnas de intercambio anidnico comerciales QIAPREP. La
purifiacion del ADN plasmidico se realizé a partir de 3ml de sobrenadante de
cultivo saturado de bacterias transformadas, rindiendo aproximadamente 2ng de
ADN que fue eluido de la columna con 100m de una solucion de Tris-HCI 10mM
pH8.

5.2 Digestion con enzimas de restriccion

Para las digestiones de los diferentes plasmidos se utilizaron 500ng de ADN, 5U
de enzima de restriccion (New England Biolabs), buffer apropiado y un volumen
final de 20nh. Las reacciones se incubaron de 2 a 3 hs a la temperatura

recomendada para cada enzima.

5.3 Defosforilacion de los extremos 5’ fofato

La reaccion de remocion de los grupos fosfato de los extremos 5’ de los plasmidos
digeridos se realizé utilizando 5U de la enzima fosfatasa alcalina de intestino de
ternera (CIP, New England Biolabs) agregadas directamente al volumen de

reaccion de digestion. La reaccion se incub6 por 15 minutos a 37°C.

5.4 Electroforesis en geles de agarosa

Se realizaron geles de agarosa de concentraciones entre 0,8%y 1,5%. Los geles
se corrieron en buffer TAE (Tris-acetato 10mM, EDTA 1mM) a 5-10 V/icm a
temperatura ambiente. Con el fin de visualizar las bandas de ADN se utilizd

bromuro de etidio a una concentracién de 0,5ng/ml de gel.
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Para sembrar las muestras se utilizo un buffer de siembra de concentracion 10X
(glicerol 50%, TAE 10X, azul de bromofenol 1%).

Los geles se fotografiaron utilizando un equipo Fotodyne y el programa Collage
(Macintosh).

5.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Con el fin de purificar el fragmento que codifica para el epitope V5 de tan sélo
50pb, se utilizaron minigeles de poliacrilamida 8% (6 x 9 cm), con un grado de
entrecruzamiento acrilamida:bisacrilamida de 29:1. Los geles se corrieron a una
corriente constante de 25mA en buffer TBE (Tris 89mM; &cido boérico 89mM, EDTA
2mM) durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, los geles fueron tefiidos con
una soluciéon de bromuro de etidio (10mg/ml) durante dos minutos y luego

visualizados con el equipo Fotodyne.

5.6 Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa o de poliacrilamida

Las bandas de ADN resueltas mediante geles de agarosa o de poliacrilamida se
escindieron del gel mediante el uso de bisturi y se purificaron utilizando el kit
“Qiaexll purification system” (QIAGEN). EI ADN obtenido se resuspendié en una

solucién de Tris-HCI 10mM pH8 siguiendo las recomendaciones del fabricante.

5.7 Reacciones de ligado molecular

Para el ligado molecular de los diferentes insertos a los plasmidos
correspondientes, se utilizaron entre 50 y 100ng de vector y diferentes relaciones
molares vector: inserto (1:1 y 1:3). La reaccion se llevé a cabo en un volumen de
10nm, en presencia de buffer de ligado (Tris-HClI 50mM pH7,5, MgCI2 10mM,
dithiothreitol 10mM, dATP 1mM, seroalbimina bovina 25ng/ml) y 10 U de enzima
T4 ADN ligasa (New England Biolabs). La reaccién se incubd a 16°C toda la

noche, incluyendo un control de vector sin inserto.
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5.8 Transformacién de bacterias

Las bacterias se hicieron competentes para la transformacion mediante el método
de Hanahan (1985) y se mantuvieron congeladas a —70°C hasta su uso. Entonces
se descongelaron y se mantuvieron en hielo por 10 min. A 50m de bacterias se
agregaron 5m del producto de las diferentes reacciones de ligado, se mezclo
suavemente y se incubo en hielo por 30 a 45 minutos. Posteriormente se realizo
un choque térmico a 42°C por 90 seg y se dejo en hielo por 2 min adicionales. Se
agregaron luego 200m de medio LB, se incubd a 37°C con agitacién suave y se
plaqueé entonces en medio LB agarizado conteniendo ampicilina a una
concentracion final de 100 ug/ml. Las placas se incubaron a 37°C toda la noche y
las colonias se picaron con escarbadientes esterilizados, que se usaron para

inocular cultivos de 3ml de LB/Ampicilina.

5.9 Minipreparaciones de ADN

Se utiliz6 el método de Birnboim y Doly (1979) con ligeras modificaciones. Se
parti6 de 3ml de cultivo de bacterias en medio LB/Ampicilina crecido toda la noche
a 37°C. Las bacterias se cosecharon por centrifigacion a 10.000 x g en una
microcentrifuga de mesa y se resuspendieron en 200m de Solucién | (Tris-HCI
25mM pH8, EDTA 10mM, glucosa 50mM). Luego se agregaron 200m de Solucién
Il (NaOH 0,2N , SDS 1%) se mezclé suavemente por inversion y se incubd 5 min a
temperatura ambiente. Finalmente se agregaron 200m de Solucién Ill (acetato de
potasio 3M) y se mezcld por inversion. Se centrifugd el floculado a 10.000 x g
durante 10 minutos. Se tomé el sobrenadante libre de floculado y se traspaso6 a un
tubo de microcentrifuga limpio donde se precipito el ADN plasmidico por el
agregado de 0,6 volumenes de isopropanol y centrifugacion a 10.000 x g durante
20 minutos. Se enguaj6 el precipitado con etanol 70%, se sec6 bajo vacio y se
resuspendié en 50m de H,O conteniendo ARNasa (100 ug/ml).

Para verificar la presencia, integridad y orientacion de los diferentes insertos en
cada estrategia de clonado, se digieron de 2 a 6 m de esta solucién con las

enzimas de restriccion apropiadas.
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6. Secuenciacion de ADN

Se realiz6 mediante el método de los terminadores de cadena (Sanger, 1977),
empleando el kit de secuenciacion fmol Sequencing kit de PROMEGA.

Cada reaccion se realiz6 a partir de 500 ng de ADN plasmidico de calidad apta
para secuenciacion, 50 ng de oligonucleétido iniciador y 5 nCi de [**S]-dATP,
siguiendo las recomendaciones de los fabricantes.

Los productos de las reacciones de secuenciacion se resolvieron en geles de
poliacrilamida 6% desnaturalizantes (acrilamida 6%, bisacrilamida 0,3%, urea
42%, TBE 0,5%, persulfato de amonio 0,05% y TEMED 0,005%) de 40 X 35 cm
usando un gradiente de buffer 0,5-1 x TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1mM). La
electroforesis se realizd a una potencia constante de 50 W, y los geles se fijaron
en una solucion de metanol 5%, acido acético 5% y secaron bajo vacio a 80°C. Se
obtuvieron las autorradiografias exponiendo los geles a peliculas

autorradiograficas X-O-Mat (Kodak) por 24-48 hs a temperatura ambiente.

7. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

Se utilizaron geles desnaturalizantes de poliacrilamida de concentraciones 10%,
12% y 15%, dependiendo del tamafio de la proteina de interés a ser visualizada.
El grado de entrecruzamiento acrilamida:bisacrilamida utilizado fue 29:1. En
general se utilizaron minigeles (6 x 9 cm, Miniprotean lll, Biorad), los que se
corrieron a una corriente constante de 100V en buffer Tris-glicina-SDS (Tris-HCI
25mM pH 8,8, glicina 190mM, SDS 0,1%).

Una vez finalizada la corrida electroforética, se desmontaron los geles y las
proteinas se tifieron con el colorante azul de Coomasie o se electrotransfirireon a
membranas de nitrocelulosa para experimentos de Western blot.

8. Tincién con el colorante azul de Coomasie

Se incubaron los geles en una solucién de azul de Coomasie 0,05% (Coomasie
Brillant Blue R250 0,05%, metanol 50%, &cido acético 10%) por 1 a 2h con

agitacion suave. Se retird la solucion de tincion y se decoloré el exceso de
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colorante mediante incubacion, con agitacibn suave, con solucion de lavado

(metanol 50%, acido acético 10%) que se reeemplazé periddicamente.

9. Identificacion de proteinas mediante Western blot

9.1 Electrotransferencia

Luego de efectuada la electroforesis, los geles de poliacrilamida se equilibraron
durante 2 min con buffer de transferencia (Tris-HCI 25mM pH8,8, glicina 190mM,
metanol 20%). Entonces se cortd un rectangulo de nitrocelulosa (S&S BA 0,45mm,
Schleicher & Schuell) de tamafio algo mayor que el del gel y se hidraté durante 5
minutos. Se dispuso sobre la cara del cassette de transferencia correspondiente al
electrodo negativo (Bio-Rad): una esponja del tipo Scotch Brite (Bio-Rad), un
papel de filtro Whatmann 3MM, el gel de poliacrilamida, el filtro de nitrocelulosa, un
papel de filtro Whatmann 3MM y una esponja del tipo Scotch Brite. Se monto el
cassette dentro de la cuba de transferencia (Bio-Rad), se llen6 con buffer de
transferencia y se transfirieron las proteinas del gel al filtro de nitrocelulosa

aplicando una corriente constante de 200mA a 4°C por 1,5h.

9.2 Deteccién inmunoldgica de las proteinas

Luego de la transferencia, los filtros se incubaron toda la noche a 4°C en la
solucion de bloqueo TBS-Tween-leche 5% (Tris-HCI 50mM pH 7,4, NaCl 150mM,
Tween 20 0,005%, leche descremada 5%). Luego del blogueo, se lavaron con la
solucién de lavado TBS-Tween (Tris-HCI 50mM pH 7,4, NaCl 150mM, Tween 20
0,005%) y se incubaron con diluciones apropiadas de los anticuerpos especificos
(1:500 para el suero de conejo anttSA11l, 1:5000 para el monoclonal antiV5,
Invitrogen) en buffer de dilucibn TBS-Tween-leche 3% (Tris-HCI 50mM pH 7,4,
NaCl 150mM, Tween 20 0,005%, leche descremada 3%). Tras 1,5h de incubacién
a temperatura ambiente con agitacion suave, se recuperé la dilucion del
anticuerpo y se lavaron los filtros 3 veces con solucion de lavado TBS-Tween por
10 minutos cada vez. Se incubaron entonces con una diluciéon del segundo
anticuerpo apropiado en buffer de dilucion (cabra anti-conejo conjugado con la

enzima fosfatasa alcalina 1:6000, AXELL; cabra anti-raton conjugado con la
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enzima fosfatasa alcalina 1:15000, SIGMA). Tras 1,5h de incubacion a
temperatura ambiente con agitacion suave, se descratd la dilucién del segundo
anticuerpo y se lavaron los filtros 3 veces con solucién de lavado por 10 minutos
cada vez. Se realiz6 un ultimo lavado de 10 min con el buffer de revelado de
fosfatasa alcalina (Tris-HCI 100mM pH 9,5, NaCl 100mM, MgCl, 5mM) y se
agregaron 10 ml de solucién de revelado (10ml de buffer d erevaldo, 66 m de Nitro
blue tetrazolium (NBT, 50mg/ml en dimetilformamida 70%, Promega) y 33 ni de
bromo-cloro-indoil-fosfato (BCIP, 50mg/ml en dimetilformamida 100%, Promega).
Se incub6 con agitacion suave por 3 a 15 minutos con luz tenue, hasta visualizar
las bandas de interés. La reaccion de revelado se detuvo por lavados con agua y

los filtros se secaron al aire y se resguardaron de la luz.

10. Andlisis y eleccion de posibles sitios de insercién en VP6
Mediante la utilizacién de algoritmos que permiten analizar la hidrofilicidad de una
proteina (algoritmo Plot-Kyte-Doolitle) y los sitios expuestos al solvente (Plot-
Emini), se seleccionaron cinco posibles sitios de insercién de epitopes foraneos.
Ellos corresponden a las posiciones aminoacidicas 14, 101, 146, 235 y 382.

Se seleccioné tambien la posicion Nterm ya que la fusion de este segmento con la
secuencia sefial de exportacién de la proteina hemoaglutinina de influenza no
afectd la capacidad de VP6 de formar trimeros (Reddy et al, 1992).

Finalmente, mediante el analisis de la estructura tridimensional de la proteina VP6
de rotavirus en base a datos cristalograficos (Mathieu et al, 2001) se seleccionaron
nuevos sitios de insercion correspondientes a zonas denominadas loops. Ellos
corresponden a las posiciones aminoacidicas: 171, 358 y 301/308. Este ultimo
consiste en el reemplazo de los ocho aminoacidos que forman parte de la region
mas expuesta del loop por el epitope foraneo.

11. Oligonucledtidos utilizados en la mutagénesis de VP6
Se sintetizaron oligonucleotidos que permitieron la insercion de un sitio de
reconocimiento para la enzima de restriccion Xbal en la secuencia de VPG,

originando asi las distintas versiones (VP614, VP6101, VP614s, VP6171, VP653s,
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VP6301/308, VP63ss, VP63g2).La version VP6nerm requirid otra estrategia de clonado

que se detalla méas adelante.

Los oligonucleétidos disefiados se presentan el tabla 1

Oligonucle6tido | Secuencia 5® 3
VP6N-for aacccggggatgtcctatactctttg
VP6N-rev aat ct agat catttaat gagcat gc
14-up act ct agagacaaaat t gt cgaa
14-low tct ct agagt ctt aagagtctttga
101-up t gt ct agagaat cacaaaggaacg
101-low t ct ct agacat ct cat ccat gca
146-up ttctagaacaggtttcacttttcat
146-rev ttctagatcttctattttgcaa
171-up ggt ct agacat gat aat t t gat gggc
171-rev tttctagattgtgatctatttagtgt
235-up aat ct agagt gat caatt cagct
235-rev act ct agaaaaact aaacctttc
301 (-) tttctagacatgtttggtggtctcag
308 (+) cct ct agaccgaat gcacagccattc
358-up tttctagagtctttccaccaggtatg
358-rev ggt ct agaaactggt attgcgtactc
382-up tatctagacgcgtatttacagtg
382-low cgt ctagaattgtcctccctaga
T3 aat t aaccct cact aaaggg
T7 gt aat acgact cact at agggc

Tabla 1. Secuencia (5'® 3’) de los oligonucleétidos utilizados en la mutagénesis de
la secuencia codificante para la proteina VP6 de rotavirus. Las bases subrayadas

sefialan los sitios blancos para las enzimas de restriccion Xbal y Xmal.
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12. Mutagénesis dirigida por PCR de VP6

Mediante PCR con pares de oligonucle6tidos y usando como templado el plasmido

pBS-VP6 (que contiene la secuencia codificante para la proteina VP6 de la cepa

de referencia SA11l, de rotavirus de simio, cedido gentilmente por el Dr. Jorge

Blackhall) se amplificaron las diferentes porciones de VP6 mutagenizadas.

Las

condiciones en las que se realizaron las reacciones de PCR se detallan en la

siguiente tabla:

Desnaturalizacion inicial 5 min, 94°c
desnaturalizacion 30 seg, 94°C

30 ciclos | hibridacion 30 seg, 52°C
elongacion 1 min, 72°C

Elongacion final 5 min, 72°c

En la figura 1 se esquematiza la estrategia seguida en la mutagénesis dirigida por

PCR de la secuencia codificante para la proteina VP6 de rotavirus.

1° PCR
—
Clonado:
< HindllI
14-owh bal
pBS-VP6wt
(vector original)
P B S-VP614
(construccion final)

Hindlll pBS-T3/14low
(vector intermediario)

2° PCR
Clonado:
Xbal
EcoRl

Ampicilina R

Figura 1: esquematizacion de la estrategia de mutagénesis dirigida por PCR
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El producto de amplificacion T3/14low se clond en el plasmido pBluescribe (pBS)
mediante digestibn con las enzimas Hind 1ll y Xbal, obteniendose el vector
intermediario pBS-T3/14low. En esta construccion se clono luego el producto de
amplificacion 14up/T7 mediante digestion con las enzimas Xbal y EcoRI, dando
origen al plasmido final pBSXP6;4, (de esta manera, se cambid la secuencia
codificante para la posicion aminoacidica 14 por un sitio de reconocimiento para la
enzima Xbal).

De idéntica manera se clonaron los diferentes productos de amplificacion para
obtener los plasmidos pBSVP6101, pPBSVP6146, pPBSVP6171, pPBSVP6235, pPBSVP635s,
PBSVP6301/308 Y PBSVP63s,.

13. Construccion de las fusiones VP6-V5

13.1 Disefio de oligonucleétidos parala secuencia codificante del epitope V5
Se sintetizaron dos oligonucle6tidos complementarios en 12 bases, codificantes
para el epitope V5 del virus SV5 (paramyxovirus simian virus 5) y otro par de
oligonucleétidos para la version Nterm en cual se le otorga a la secuencia
codificante para V5 un triplete iniciador de la traduccion (ATG) y la secuencia
consenso para una éptima traduccion en el sistema baculovirus/células de insecto.

Los oligonucleétidos se detallan en la siguiente tabla:

Oligonucledtidos | Secuencia 5® 3’
V5-for aat ct agaggt aagcct at ccct aaccctctcctec
V5-rev aat ct agacgt agaat cgagaccgaggagagggt t
V5N-for tcccgggagt at ggct aagcct at ccct aaccctctcctece
V5N-rev t cccgggegt agaat cgagaccgaggagagggt t

Tabla 2: Secuencia de los oligonucleétidos disefiados para obtener la secuencia
coficante para el epitope V5 y la versién V5Nterm. Las bases subrayadas sefialan los
sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccién Xbal y Xmal. Las letras en color
bordé indican el triplete ATG. Las letras en color azul sefialan la secuencia consenso para
el sistema baculovirus/células de insecto (ANYATGNY).
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13.2 Formacién del duplex codificante para el epitope V5

Se incubaron 2ng de los oligonucléotidos V5-for y V5-rev en presencia de 1X
buffer T7 DNA pol (0,4M Tris-HCI pH8, 1M MgClI2, 0,1M CaCl, 50nM DTT, 0,5g/ml
BSA), en un volumen final de 20, durante 5min a 70°C y 5min a 40°C.

Los segmentos simple cadena se rellenaron con 10U de la enzima T7 DNA pol
(Sequenase) en presencia de 125nM de dNTPs por 30 min a 37°C. La enzima se
inactivd incubando la reaccion 10 min a 70°C y el daplex se digiri6 con 20U de la
enzima de restriccién Xbal por 2h a 37°C en un volumen final de 100n.
Transcurrido este tiempo, se realizaron dos extracciones con fenol-cloroformo y el
duplex se precipitd mediante el agregado de 0,1 volumenes de acetato de amonio
7,5M y dos volumenes de EtOH 100%.

Finalmente el duplex fue resuspendido en 25 m de Tris-HCI 10mM pH8.

Con el fin de obtener una fuente constante de la secuencia codificante para el
epitope V5, el duplex obtenido fue clonado en el vector pUC previamente digerido
con la enzima Xbal. Los clones obtenidos, fueron secuenciados para verificar la
correcta identidad de la secuencia.

De la misma manera se sintetizd la secuencia codificante para la version Nterm

del epitope V5, s6lo que en este caso se utilizd la enzima de restriccion Xmal.

13.3 Clonado de la secuencia sintética V5 en los vectores pBS-VP6ypa

Se digirieron los distintos vectores pBS-VP6y,, con la enzima de restriccion Xbal,
se removieron los grupos 5’fosfato, se separ6 por electroforesis y se purifico una
banda de ADN del peso molecular esperado. Estos vectores y el duplex sintético
codificante para el epitope V5 preparado y digerido como se describe en el punto
anterior se ligaron molecularmente en una relacion molar de 1:1 y con 5 de la
reaccion se tranformaron bacterias E. coli de la cepa DH5a y se seleccionaron las
bacterias transformadas mediante plaqueo en medio LB-agar conteniendo el

antibiético ampicilina a una concentracion de 100ng/ml.
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13.4 Construccion de la version VP6-Nterm

Utilizando los oligonucleodtidos VP6N-for y VP6N-rev (tabla 1) se amplifico la
version Nterm de VP6 carente del codon de iniciacion ATG. Este producto de PCR
se ligd con el vector pPGEMT-easy (Promega) y se transformaron bacterias DH5a
que fueron plaqueadas en medio LB agarizado en presencia de Ampicilina
100mgml, IPTG y X-Gal. Se seleccionaron las colonias blancas y se analizé
mediante digestion con enzimas de restriccion la identidad de las mismas.

Como la secuencia de reconocimiento para la enzima Xbal en esta version de VP6
resultdé ser sensible a metilacion, con 1m de ADN del clon pGEMT-VP6N
seleccionado se transformaron bacterias E. coli dam®.

Entonces se digirié el clon pGEMT-VP6N-dam(-) con las enzimas de restriccion
Xbal y Xmal y el inserto de interés se ligbé al vector pVL1393 previamente digerido
con las mismas enzimas y removidos los extremos 5'fosfatos, dando origen a la
contruccion pVL-VP6N.

Por otro lado, se digirié el vector pUC-V5N con la enzima Xmal y se purifico el
inserto de 60pb mediante el uso de geles de poliacrilamida. El fragmento asi
obtenido se ligo al vector pVL-VP6N previamente digerido con la enzima Xmal y
removidos los extremos fosfatos. Con 5nm de esta ligacidbn se transformaron
bacterias DH5a en medio LB agarizado + ampicilina. Se analizaron varios clones
en primer lugar por digestion con enzimas de restriccidn y posteriormente por

secuenciacién. Se obtuvo asi el vector final pVL-VP6/V5N.

14. Construccién del vector de transferencia

Una vez confirmadas la integridad y orientacion de las diferentes construcciones
mediante andlisis de restriccion y secuenciacion, las diferentes fusiones VP6-V5
fueron subclonadas en el plasmido de transferencia pVL1393 (Pharmingen).

Los vectores pBS-VP6/V5 fueron digeridos con la enzima Sal | durante 2h a 37°C
y luego se rellenaron los extremos cohesivos mediante el agregado de 5U de |
fragmento Klenow de la enzima ADN polimerasa | de E. coli y dNTPs durante

15min a temperatura ambiente. Después de inactivar el fragmento Klenow, se
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realiz6 una segunda digestion con la enzima EcoRI durante 2h a 37°C.
Finalmente, se sembrd esta digestion en un gel de agarosa 1% y se escindio con
un bisturi la banda correspondiente al fragmento VP6/V5.

El vector pVL1393 se digiri6 con la enzima Smal durante 2h a 25°C y luego se
realizé una segunda digestion con la enzima EcoRI por 2h a 37°C. Durante los
altimos 15 min de la segunda digestion , se agregaron 5U de la enzima CIP para
desfoforilar los extremos 5’. Finalmente, se sembr6 en un gel de agarosa 1% y se
escindié con un bisturi la banda correspondiente al vector linealizado.

Luego de la purificaciéon de las distintas moléculas de ADN (el vector linealizado y
los distintos insertos VP6/V5) se realizaron ligaciones en una relacién
vector:inserto de 1:3 y se transformaron bacterias DH5a. Se analizaron varios
clones mediante digestion con enzimas de restriccion y se confirmo la integridad
de la construccion mediante secuenciacion.

De esta manera se obtuvieron los vectores finales pVL-VP6/V5. EI ADN de los
clones seleccionados se purificé utilizando columnas QIAGEN (QIlAprep spin
miniprep) que aseguran la calidad y cantidad de ADN necesaria para transfectar
células y se cuantificO mediante espectrofotometro (DU-65 Beckman) para su

posterior utilizacion.

15. Produccioén de baculovirus recombinantes

Se obtuviero baculovirus recombinantes mediante el método de cotransfeccion
mediada por fosfato de Calcio. Brevemente, se mezclaron 0,5 ng de ADN viral
(BaculoGolda DNA, PharMingen) con 2,5 ng de ADN plasmidico de transferencia
en un tubo de microcentrifuga. La mezcla se incub6 5 min. a temperatura
ambiente, y se agregd 1 ml de buffer de transfeccién B (125 mM Hepes pH 7,1,
125 mM CacCl,,140 mM NacCl).

Sobre monocapas de células Sf9 crecidas en frascos de 25 cm? a una densidad
de 1 x 10°y a las que se les removié el medio de cultivo, se agregé 1 ml de buffer
A (medio de cultivo Grace’s, GIBCO). Sobre su superficie se agreg6 gota a gota la

mezcla ADN-buffer B. Los frascos se incubaron por 4 hs a 27°C, luego se removio
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el medio de transfeccién y se agregaron 4 ml de medio TNM-FH-10% SFB. Tras 5
dias de incubacion a 27°C se colectaron los sobrenadantes en forma estéril, se
clarificaron por centrifugacion a 1000 g a 4°C y se mantuvieron refrigerados hasta

SU USoO.

16. Clonado viral

Se realiz6 mediante el método de dilucién a punto final. Brevemente, se agregaron
100 m de diluciones desde tal cual a 10 de los sobrenadantes de transfeccion
sobre monocapas de células Sf9 crecidas en placas de 96 pocillos a una densidad
de 10* células/pocillo, empleando 12 pocillos por dilucién, y dejando de 10 a 11
pocillos sin infectar (control negativo). Tras 5 dias de incubacion a 27°C, se
retiraron los sobrenadantes de cada pocillo y se guardaron a 4° C en placas de 96
pocillos. Sobre 1 pocillo de la placa original se agregaron 50 ng de ADN
plasmidico conteniendo el inserto correspondiente (control positivo). Las células
adheridas a los pocillos se lisaron agregando 100 ni de NaOH 0,5M por 5 min a
temperatura ambiente y se neutraliz6 agregando 100 m de acetato de amonio
1,2M. ElI ADN obtenido se inmovilizé mediante vacio a filtros de nitrocelulosa
(Schleicher & Schuell) y se fij6 el ADN sobre la nitrocelulosa mediante radiacién

U.V. 0.12J/cm?, luego los filtros se calentaron por 2 hs a 80°C bajo vacio.

17. Dot-blot de ADN

17.1 Prehibridacién
Se prehibridaron los filtros de nitrocelulosa con 10 ml de buffer de prehibridacion
(formamida deionizada 50%, solucion DENHARTS 5X, buffer SSC 5X, ADN de

esperma de salmon 500ng/ml) por 3h a 42°C con agitacién rotatoria.

17.2 Marcacion de la sonda radioactiva

Se utilizd el kit “RadPrime DNA Labelling System” (Gibco). Brevemente, se
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utilizaron 50ng de ADN previamente desnaturalizado a 100°C durante 5 minutos al
que se le agregd el buffer de reaccion (Tris-HCI 125mM pH6,8, MgCl, 12,5mM,
random octamers 150ng/ml), dATP, dGTP, dTTP, 5U de la enzima Klenow y H,O
hasta un volumen final de 25n. Se agregaron luego el isétopo (@-**P)dCTP y se
incubd la reaccion a 37°C durante 30min. Luego se agregd 51 de soluciéon de
frenado (EDTA 0,5M pH 8) y 30m de NaOH 0,5N para desnaturalizar la sonda ya

marcada.

17.3 Hibridacion

Se mezclo la sonda marcada y desnaturalizada con 10 ml de buffer de hibridacion
(formamida 50%, solucién DENHARTS 1X, buffer SSC 5X, ADN de esperma de
salmon 100ng/ml) y esta mezcla se agrego sobre los filtros de nitrocelulosa. De

esta manera, quedaron toda la noche a 42°C con agitacion rotatoria.

17.4 Revelado
Se lavaron los filtros tres veces con 2X SSC-0,1% SDS a temperatura ambiente,
tres veces a 65°C con la misma solucion y se expusieron por 5 a 16 h a -70°C a

peliculas autorradiograficas X-O-Mat (Kodak) con pantalla intensificadora.

18. Amplificacion de stocks virales

Se infectaron 1 x 10° células Sf9 crecidas en frascos de 25 cm? con 100 ni de los
sobrenadantes de transfeccion. Luego de 1 h de adsorcion, se agregaron 4 ml de
medio de cultivo TNM-FH 10%SFB y se incubaron las células por 5 dias a 27°C.
Con 100 m del sobrenadante, se realiz6 una segunda infeccion, incubando 5 dias
a 27°C. Los sobrenadantes de esta ultima infeccion se colectaron de forma estéril,
se clarificaron por centrifugacién a 1000 X g a 4°C y se mantuvieron refrigerados

hasta su uso.

39



Materiales y Métodos

19. Titulacion de stocks virales

Se infectaron monocapas de células Sf9 crecidas en placas de 6 pocillos a una
densidad de 3 X 10° células/pocillo con 0,5 ml de diluciones seriadas de stocks
virales en medio de cultivo. Tras 1 h. de adsorcién, se agregaron 3 ml por pocillo
de un overlay formado por medio de cultivo + 10% SFB + 0,5% agarosa SeaKem
(FMC) y se incubaron las células por 5 dias a 27°C. Sobre la primera capa de
medio con agar se agregaron 3 ml de medio con agar conteniendo el colorante
vital rojo neutro a una concentracion final de 50 ng/ml. Tras dos dias de incubacion
a 27°C, se contaron las placas de lisis y se calculé el titulo viral, expresado en

unidades formadoras de placa por unidad de volumen de stock viral (ufp/ml).

20. Evaluacion de la expresién de las proteinas recombinantes

Se ensayo la expresion de las distintas versiones de VP6-V5 en el citoplasma de
células Sf9 infectadas y en el sobrenadante de infeccion. Para esto, se infectaron
monocapas de células Sf9 con los distintos baculovirus recombinantes a una
multiplicidad de infeccién (moi) de 10, y tras 5 dias de incubacion a 27°C se
cosecharon los sobrenandantes y las células se despegaron por suaves golpes, se
lavaron en buffer PBS frio (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 8 mM,
KH,PO41,5 mM, pH 6,2) y se extrajeron las proteinas mediante la utilizacion del
solvente Vertrel (1,1,1,2,3,4,4,5,5,5-Decafluoropentane, Fluka).

Tras una clarificacion de 10 min a 5000 x g se mezclaron 50 m de cada muestra
(extractos celulares y proteinas presentes en el sobrenandante de infeccidén) con
50 m de buffer de siembra 2 x (Tris-HCI 100 mM pH 6,8, SDS 4%, azul de
bromofenol 0,02%, b-mercaptoetanol 1,8%, glicerol 20%). Se hirvido por 5 min y
con 20 nm se sembraron geles de poliacrilamida (12%). Las proteinas resueltas se
transfirieron a filtros de nitrocelulosa y se detectaron las proteinas de interés
mediante experimentos de Western blot con un anticuerpo monoclonal anti-V5 y
con un suero policlonal anti-rotavirus SA11 y un segundo anticuerpo conjugado

con la enzima fosfasa alcalina.
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21. Caracterizacion de la quimera 14/V5

Se utiliz6 como antigeno en un ensayo de Western blot, un extracto proteico de
células Sf9 infectadas con el baculovirus recombinante para la quimera 14/V5. La
membrana de nitrocelulosa se cort6 en varias tiras y con cada wna se evalué la
reactividad de esta version a distintos sueros policlonales anti-rotavirus: suero de
conejo anti-rotavirus cepa NCVD, suero de caballo anti-rotavirus cepa H2
(naturalmente infectado), suero de cobayo anti-rotavirus cepa INDIANA, todos en
una diluciéon 1:1000. Se utilizaron como segundos anticuerpos sueros de cabra
antiespecie conjugados con la enzima peroxidasa y se revel6 la reaccion

mediante el agregado del sustrato 4-cloronaftol.

22. Evaluacion de la capacidad de las proteinas quiméricas VP6-

V5 de formar trimeros

Los extractos proteicos de las células Sf9 infectadas con los distintos baculovirus
recombinantes, obtenidos mediante el solvente Vertrel, fueron mezclados en una
relacion 1:1 con un buffer de siembra que no contiene b-mercaptoetanol. Estas
muestras fueron incubadas a 37°C durante 30 minutos y de esta manera fueron
sembradas en geles de poliacrilamida 10% en condiciones no reductoras. Las
proteinas resueltas se transfirieron a filtros de nitrocelulosa y se detect6 el estado
de agregacion de las proteinas de interés (mondmeros o trimeros) por estimacion
de su peso molecular aparente mediante experimentos de Western blot con un
anticuerpo monoclonal anti-V5 y con un suero policlonal anti-rotavirus y un
segundo anticuerpo conjugado con la enzima fosfasa alcalina. Como sustrato de

ésta enzima se utiliz6 NBT/BCIP (Promega).

23. Evaluacion de la capacidad de las proteinas recombinantes

para formar VLPs

El protocolo se puso a punto coinfectando 2,5 x 10’ células Sf9 crecidas en forma

de monocapa con los baculovirus recombinantes ACVP6sa1iWt Yy ACVP25a11WH,
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con una multiplicidad de infeccién igual a 2,5 y 8 respectivamente. En el caso de
las quimeras VP6/V5, se co-infectaron 5 x 10° células Sf9 utilizando una moi igual
a 5 para cada uno de los baculovirus quiméricos y una moi igual a 8 para el
baculovirus AcVP2ga1Wt. Tras 5 dias de incubacion a 27°C se cosecharon los
sobrenadantes de infeccion y se clarificaron por centrifugacion a baja velocidad
(3.000g durante 20 minutos).

Las VLPs se sedimentaron por ultracentrifugaciéon en colchén de sacarosa 35%
p/p en buffer TNMC (Tris-HCI 10mM pH 7, NaCl 150mM, MgCl, 1mM, CaCl,
10mM), ultracentrifuga KONTRON rotor TFT 45-94, 24.000rpm durante 90 min.

El pellet se resuspendié en buffer TNMC pH:7 y se sembr6 sobre una solucién de
CsCl en TNMC con una densidad de 1,32 g/ml. Este gradiente se ultracentrifugé a
39.000rpm durante 18 h (rotor TST 60.4, KONTRON). El gradiente de desarmo
con la utilizacion de una bomba peristaltica a una velocidad de 0,4ml/min. Cada
fraccidn fue dializada contra 1L de buffer TNMC pH:7 durante toda la noche a 4°C
en agitacion constante y luego concentrada por ultracentrifugacién (rotor TST
41.14 Kontron, 24.000rpm durante 90 min). Las fracciones concentradas de esta
manera se analizaron mediante ensayos de Western bloty se identifcé la fraccion
reactiva para las proteinas VP2 y VP6.

Finalmente, las muestras positivas fueron analizadas por microscopia electrénica.

24. Microscopia electronica

Las VLPs obtenidas en las fracciones del gradiente de CsCl se analizaron sobre
grillas de cobre de 200 mesh cubiertas con formvar. Las muestras fueron
adsorbidas a las grillas por contacto durante 5 minutos; luego se procedio a la
tincion con acetato de uranilo al 2% durante 30 segundos. La potencia utilizada en
el microscopio electrénico (JEOL modelo SVC) fue de 80kV y el aumento utilizado
fue de X50K.
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25. Ensayo de inmunizacion con las quimeras VP6-V5 en su forma

mondémerica

25.1 Obtencién del antigeno

Se resolvieron extractos de células Sf9 infectadas con los baculovirus
recombinantes para las quimeras VP6/V5 fueron resueltos en geles de
poliacrilamida 12% y se tifieron con el colorante azul de Coomasie hasta visualizar
la banda correspondiente a la proteina recombinante. La misma se escindio del
gel con un bisturi y se electroeluyé en 2ml de buffer Tri-Glicina-SDS en
membranas de didlisis (Spectra/Por). La proteina asi recuperada se conservé a —
20°C hasta su uso.

Con una alicuota de las proteinas electroeluidas se realizdé una cuantificacion en
geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomasie junto con una curva patrén
de BSA (desde 1g hasta 300ng por calle).Se estimé la cantidad de proteina en
cada muestra mediante la utilizacion de un programa de analisis de intensidad de
bandas (NIH para Macintosh).

Con la misma alicuota se sembrd un gel de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes. Luego de transferir las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa se realiz6 un ensayo de Western blot para verificar el estado de

agregacion de las proteinas electroeluidas.

25.2 Inmunizacion de ratones

Se realizaron formulaciones oleosas (agua en aceite) en adyuvante incompleto de
Freund con las distintas quimeras VP6/V5 y la version VP6sa1Wt. Se inmunizaron
ratones hembra BalbC de 2 meses de edad por via intraperitoneal con 5ng de
proteina por raton. A los 30 dias de la primera inmunizacion se administré6 una

dosis refuerzo de igual carga antigénica.

25.3 Efecto de anticuerpos pre-existentes contra la proteina carrier
Los animales involucrados en esta experiencia fueron divididos en dos grupos.

Uno de ellos fue inmunizado con una formulacién de rotavirus bovino cepa NCDV
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y el otro grupo recibié una inoculacion con proteina VP6sa11wt purificada. A los 21
dias se tomaron muestras de suero y se evaluo la presencia de anticuerpos anti
VP6 mediante un ensayo de ELISA.

Una vez confirmada la existencia de una respuesta humoral contra la proteina
carrier en todos los ratones, se realiz6 una segunda inmunizacién con 51y de
proteina quimérica VP6/V5 (desnaturalizada y purificada). A los 21 dias se

tomaron muestras de suero para evaluar la respuesta contra el epitope V5.

26. Ensayo de inmunizacion con VLPs

Se vacunaron ratones hembra de la cepa BalbC con 30ng de proteina quimérica
obtenida por ultracentrifugacion a través de colchon de sacarosa 30% p/p,
administrado por via i.p. en una formulacién oleosa (adyuvante incompleto de
Freund). Los animales recibieron una dosis refuerzo a los 21 dias de igual carga

antigénica.

27. Evaluacion de larespuestainmune inducida

A distintos tiempos, se recolectaron muestras de sangre (procedente de las venas
radiales de la cola del ratén) en tubos con heparina. Se separ6 el plasma por
centrifugacion a 4.000 rpm por 10 min y se determinaron los niveles de

anticuerpos anti-V5 mediante ensayos de ELISA.

28. Ensayo de ELISA para detectar anticuerpos anti-epitopeV5

28.1 Expresion y Produccion de la proteina CAT-V5
Para evaluar la respuesta inmune humoral inducida por la inmunizacion con las
quimeras VP6/V5, fue necesario contar con un antigeno no relacionado que

expresara tambien el epitope V5.
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Utillizando como templado el vector pIB/V5-CAT-His (invitrogen) se amplificd por
PCR la region codificante para la enzima Cloranfenicol Acetil Transferasa (CAT)
fusionada transcripcionalmente al epitope V5 y a un tag de 6 histidinas. Se
utilizaron los oligonucleétidos comerciales OplE2-forward y OplE2-reverse
(Invitrogen).

El producto de amplificacion de 987pb denominado CAT/V5-His se purifcé
mediante escicion de un gel de agarosa y se ligé al vector TOPO-2.1 (invitrogen).
Con esta ligacion se transformaron bacterias DH5a que se plaguearon en medio
LB agarizado en presencia de ampicilina + IPTG + X-Gal. Se seleccionaron las
colonias blancas y se analiz6 la presencia del fragmento CTA-V5-His por digestion
con enzimas de restriccion.

El clon seleccionado fue digerido con la enzima Sacl, se purificé el inserto
mediante la escicibn de un gel de agarosa y se ligdo al vector pRSET-B
previamente digerido con Sacl y removidos los extremos 5fosfatos. Con esta
ligacion se transformaron nuevamente bacterias DH5a que se plaquearon en
medio LB agarizado + ampicilina. Se seleccionaron varias colonias que fueron
analizadas mediante digestion con la enzima de restriccion EcoRI para identificar
los clones que poseian el inserto en la orientacion correcta.

Se seleccioné un clon pRSET-CAT/V5 con el cual se transformaron bacterias
Escherichia coli BL21 para analizar la expresion de la proteina de interés.

Como control, se transformaron bacterias BL21 con un clon pRSET-CAT/V5 que

poseia el inserto en orientacion invertida.

28.2 Expresion de los clones pRSET-CAT/V5

A partir de 5ml de cultivo de bacterias BL21 (clones pRSET-CAT/V5 con el inserto
en la orientacién correcta) crecidas hasta una densidad éptica (O.D. gonm) de 0,5
se incubaron durante 2 horas a 37°C con agitacion constante en presencia del
inductor IPTG a una concentracion final de 1mM. El control sin inducir fue
incubado el mismo tiempo que el cultivo inducido.

De igual manera se trabajo con el control negativo de expresion (clon pRSET-

CAT/V5 con el inserto en orientacion invertida).
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Tras 2hs de induccion, las bacterias se concentraron mediante centrifugacion a
10.000 x g durante 5 min. El pellet fue resuspendido en 200m de cracking buffer.
Los extractos proteicos asi obtenidos fueron resueltos en geles de pliacrilamida
15% vy analizados mediante ensayos de Western blot utilizando distintos
anticuerpos para evaluar la expresion de la proteina recombinante CAT/V5. Se
utilizaron un monoclonal anti-V5, un monoclonal anti-His y un suero de conejo anti-
CAT.

Mediante comparacion visula de las intensidades de las bandas reactivas se

selecciono el clon de mayor expresion.

28.3 Produccion y purificacion del antigeno CAT-V5

100ml de cultivo de bacterias BL21/pRSET-CAT/V5 crecidas hasta una densidad
optica (O.D. goonm) de 0.5, se incubaron durante 2 horas a 37°C con agitacion
constante en presencia del inductor IPTG a concentracion final de 1mM.
Finalizadas las 2hs de induccion, las bacterias se concentraron mediante
centrifugacion a 5.000 x g durante 20 min. El pellet fue resuspendido en 8ml de
buffer de lisis desnaturalizante ( NaH,PO, 100mM, Tris-HCI 10mM, cloruro de
guanidinio 6M, pH8) en agitacion constante durante 30 min a temperatura
ambiente. Se sonicé la muestra con cinco pulsos de intensidad media y se agregoé
8ml de buffer de pegado desnaturalizante (NaH,PO, 100mM, Tris-HCI 10mM,
Urea 8M, pH8) mezclando durante otros 30 min.

Se agregaron al extracto proteico 2ml de resina Ni-NTA Agarose (Qiagen)
previamente equilibrada con buffer de pegado desnaturalizante y se mezclé con
agitacion constante durante 1 h a temperatura ambiente. Luego se empaqueto la
muestra en una columna cromatogréafica (Biorad) y se recolecto el percolado. Se
realizaron 4 lavados de 3ml c/u con denaturing binding buffer pH8 y 4 lavados de
3ml c/u con buffer de lavado desnaturalizante pH6,3 (NaH,PO, 100mM, Tris-HCI
10mM, Urea 8M, pH6,3). Finalmente, se realizaron 5 eluciones de 1ml cada una,
con buffer de elusion pH4,5 (NaH,PO,4 100mM, Tris-HCI 10mM, Urea 8M, pH 4,5).
Se sembraron muestras de cada uno de los eluidos en un gel de poliacriimida y se

analizd6 mediante un ensayo de Western blot en qué fraccidén eluye la proteina
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CAT/V5 y mediante tincion con azul de Coomasie el grado de pureza de esa

fraccion.

28.4 Puesta a punto del ensayo de ELISA

Se realizaron ensayos para poner a punto las condiciones del ELISA teniendo en
cuenta concentracion del antigeno en placa, bloqueo de los sitios inespecificos,
dilucion del suero control positivo, dilucion del anticuerpo conjugado con
peroxidasa y tiempo de lectura de la reaccion sustrato-peroxidasa.

Finalmente, el ensayo se establecié de la siguiente manera:

Se sensibilizaron placas de poliestireno (NUNC Maxisorp) con una dilucién 1:200
del stock del antigeno CAT/V5 (la concentracion del stock es 300ng/m) en buffer
carbonato/bicarbonato (Na,CO3; 15mM, NaHCO3; 35mM, pH 9,6) 50m por pocillo.
Luego de la adsorcién a 4°C durante toda la noche, las placas se lavaron una vez
con solucion de lavado (PBS 1X, 0,05%Tween20), se agregaron 80m por pocillo
de buffer de bloqueo [PBS 1X, 0,05%Tween20, 5% de suero normal equino

(SNE) y 4% de leche descremada] y se incubaron con agitacion constante durante
1h a 37°C.

Finalizado el bloqueo, se lavaron las placas una vez con la solucién de lavado y se
agragaron 50n por pocillo de las diluciones de los sueros incégnitas, realizadas en
buffer de dilucién (PBS 1x, 0,05%Tween20, 5% SNE), desde 1:50 hasta 1:52.000,
sembradas por duplicado.

Las diluciones de los sueros se incubaron en agitacién constante durante 1h a
37°C. Luego, las placas se lavaron 5 veces con solucién de lavado y se incubaron
con un segundo anticuerpo (cabra anti-raton conjugado con la enzima peroxidasa)
diluido 1:2.000 en buffer de dilucion, 50m por pocillo, durante 1h a 37°C.
Finalmente se lavaron las placas exhaustivamente y se revel6 la reaccion
mediante el agregado del cromdgeno ABTS [2,2’-Azino-bis(3-etilbentiazolina-6-
acido sulfonico)] y H,O, como sustrato en buffer citrato de sodio (acido citrico
46mM, pH 5). Luego de incubar la reaccion durante 20 minutos a 37°C en

oscuridad, se midi6 la absorbancia a 405nm.
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Se determind el titulo de anticuerpos anti-epitopeV5 en los sueros incégnita,
considerando como positiva aquella dilucion que supera el valor promedio de los

sueros control negativo mas dos desvios estandar (Xeq + 2S ).

29. ELISA para detectar anticuerpos anti-VP6

Se sensibilizaron placas de poliestireno (NUNC Maxisorp) de 96 pocillos con una
dilucion 1:2000 de un suero de conejo anti-rotavirus cepa NCDV, en buffer
carbonato/bicarbonato pH9,6, 50m por pocillo.

Luego de la adsorcién a 4°C durante toda la noche, las placas se lavaron una vez
con solucion de lavado (PBS 1X, 0,05%Tween20), se agregaron 80n por pocillo
de buffer de blogueo [PBS 1X, 0,05%Tween20, 5% de suero normal equino
(SNE), 5% de suero normal de conejo (SNC) y 4% de leche descremada] y se
incubaron con agitacion constante durante 1h a 37°C.

Finalizado el bloqueo, se lavaron las placas una vez con la solucién de lavado y se
agrego6 el antigeno, una dilucion de rotavirus cepa NCDV en buffer de dilucion
(PBS 1x, 0,05%Tween20, 5% SNE), 50m por pocillo, durante 1h a 37°C.

Luego se realizaron tres lavados y se agragaron 50 por pocillo de las diluciones
de los sueros incognitas, realizadas en buffer de dilucion, sembradas por
duplicado.

Las diluciones de los sueros se incubaron en agitaciéon constante durante 1h a
37°C. Luego las placas se lavaron 5 veces con solucién de lavado y se incubaron
con un segundo anticuerpo (cabra anti-ratén conjugado con la enzima peroxidasa)
diluido 1:2.000 en buffer de dilucion, 50m por pocillo, durante 1h a 37°C.
Finalmente se lavaron las placas exhaustivamente y se revel6 la reaccidn
mediante el agregado del cromégeno ABTS y H,O, como sustrato en buffer citrato
de sodio pH 5. Luego de incubar la reacciéon durante 20 minutos a 37°C en
oscuridad, se midi6 la absorbancia a 405nm.

Se determind como punto de corte, el promedio de los sueros controles (pre-

inmunes) mas dos desvios estandar (X,eq + 2S).
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30. Caracterizacion de la accesibilidad del epitope V5 en los

diferentes multimeros mediante ensayos de ELISA

Se sensibilizaron placas de poliestireno (NUNC Maxisorp) de 96 pocillos con una
dilucién 1:2000 de un suero de conejo anti-rotavirus cepa SA1l1l, en buffer
carbonato/bicarbonato pH 9.6, 50m por pocillo.

Luego de la adsorcién a 4°C durante toda la noche, las placas se lavaron una vez
con solucion de lavado (PBS 1X, 0,05%Tween20), se agregaron 80m por pocillo
de buffer de bloqueo (PBS 1X, 0,05%Tween20, 5% SNE, 5% SNC y 4% de leche
descremada) y se incubaron con agitacion constante durante 1h a 37°C.

Finalizado el bloqueo, se lavaron las placas una vez con la solucion de lavado y se
agrego el antigeno (multimeros mixtos VP6/V5 + VP2) correspondiente a una
fraccion del pellet obtenido tras la ultracentrifugacion sobre colchén de sacarosa,
diluido en buffer TNMC pH:7 (50m por pocillo) durante 1,30 h a 37°C.

Luego se realizaron tres lavados. Cada antigeno se evalué en paralelo frente a
tres sueros de referencia. Se agragaron 50m por pocillo de los sueros: a) pool de
sueros normales de ratdn, b) suero monoclonal anti-epitope V5 y c) pool de sueros
de raton anti-rotavirus, realizadas en buffer de dilucion, sembradas por duplicado.
Las diluciones de los sueros se incubaron en agitacion constante durante 1,30h a
37°C. Luego las placas se lavaron 5 veces con solucion de lavado y se incubaron
con un segundo anticuerpo (cabra anti-ratén conjugado con la enzima peroxidasa)
diluido 1:2.000 en buffer de dilucion, 50m por pocillo, durante 1h a 37°C.
Finalmente se lavaron las placas exhaustivamente y se revel6 la reaccidn
mediante el agregado del cromégeno ABTS y HO, como sustrato de la enzima,
en buffer citrato de sodio pH 5. Luego de incubar la reaccion durante 20 minutos a
37°C en oscuridad, se midi6 la absorbancia a 405nm.

Se considerd reaccion positiva si la D.O. alcanzada por el suero supera el

promedio de D.O. del pool de SNR mas dos desvios estandar (Xneg + 2s).
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31. Andlisis estadisticos

Los titulos de anticuerpos obtenidos en los ensayos de ELISA fueron sometidos a
andlisis estadistico con el fin de determinar si existian diferencias significativas
entre los distintos grupos. Una vez confirmados los supuestos de normalidad y
homocedacia, los datos se analizaron mediante la utilizacién del programa Statistix
version 0.7. Se realizaron ANOVAs de un factor y analisis de medias por el

método de Bonferroni.

32. Analisis in silico de estructura de proteinas

La estructura terciaria de la proteina VP6 se obtuvo en base a los datos
cristalograficos publicados (Mathieu et al., 2001) y la utilizacion del programa
spdbv (Swiss-PdbViewer, versién 3.7). La estructura terciaria de las quimeras
VP6/V5 es una prediccion del programa spdbv en base a la secuencia
aminoacidica de la proteina recombinante, comparandola con la secuencia

depositada en el banco de datos.

50



Resultados: Capitulo |

1. Analisis y eleccion de sitios de inserciobn de secuencias

heterdlogas en la proteina VP6 de rotavirus

Mediante la utilizacion de algoritmos que permiten analizar la hidrofilicidad,
antigenicidad y los sitios expuestos al solvente de una proteina, se seleccionaron
cuatro posibles sitios de insercion de epitopes foraneos, que corresponden a las
posiciones aminoacidicas 14, 101, 235 y 382 de la proteina VP6 por poseer altos

indices de hidrofilicidad, exposicion al solvente o de antigenicidad (Figura 1).
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Figura 1: Perfiles de hidrofilicidad y sitios expuestos al solvente de la proteina VP6
de rotavirus. A la derecha de cada gréfico se indica los algoritmos utilizados para la
prediccion de los sitios hidrofilicos o expuestos al solvente de la proteina VP6.

Se seleccion6 ademas la posicibn aminoacidica amino-terminal, ya que por
resultados previos publicados, se sabe que la manipulacion de este dominio de la
proteina no afecta la capacidad de formar trimeros ni la antigenicidad de VP6
(Reddy et al, 1992).
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Con la cristalizacién de la proteina VP6 (Petitpas et al., 1998) se realizaron los
primeros analisis de difraccion de rayos X, que llevaron a determinar en el afio
2001 la estructura atébmica de esta proteina (Mathieu et al., 2001). Con esta
informacion y el analisis bioinformatico con el programa spdbv se representd la
estructura terciaria de VP6 en el espacio, lo que permitié seleccionar tres sitios
adicionales de insercion de secuencias heterbélogas correspondientes a zonas
denominadas loops o lazos (Figura 2). Estas son las posiciones aminoacidicas
171, 358 y 301/308. Esta ultima consiste en el reemplazo de los 8 aa del loop
301/308 por la secuencia codificante para el epitope heterdlogo.

Ls aminoacidos 32, 65 y 70 se mantuvieron intactos (Figura 4) ya que mediante
analisis por sustitucién aminoacidica de la proteina VP6 se determinaron que los
mismos estan involucrados en la interaccion de VP6 con la proteina VP2
(Charpilliene et al., 2002).

Loop:
301/308

Figura 2: estructura tridimensional de la proteina VP6 de rotavirus cepa SA1ll.
Andlisis realizado con el programa spdbv en base a los datos cristalégraficos (Mathieu et
al, 2001). Los numeros sefialan las posiciones aminoacidicas seleccionadas para producir
la insercidn del epitope foraneo V5.
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Con el fin de determinar si la insercion de una secuencia heteréloga como el
péptido V5 (formado por 14 aminoéacidos) altera de una manera drastica la
estructura terciaria de la proteina VP6, se analizdé la secuencia aminoacidica
resultante en las distintas fusiones VP6/V5 mediante la utilizacién del programa
spdbv (Figura 3).

Nterm 14 101

146 171 235

358 382

Figura 3. Analisis predictivo de la estructura terciaria de las distintas quimeras
VP6/V5. En verde se muestra la proteina VP6 y en rojo se marca los aminoacidos
correspodientes al péptido heterdlogo V5.

Como se puede apreciar en la Figura 3, el andlisis informético predice que la
insercion del péptido V5 en las posiciones aminoacidicas seleccionadas de la

proteina VP6 no altera su estructura terciaria.
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2. Construccion de baculovirus recombinantes para distintas
versiones de VP6/V5

2.a) Mutagénesis dirigida por PCR y clonado en el vector intermediario pBS

Con el objeto de generar versiones de VP6 que faciliten la insercion de secuencias
heter6logas en distintas posiciones aminoacidicas, se empled la técnica de
mutagénesis dirigida por PCR para introducir sitios de reconocimiento para la
enzima Xbal. Una vez selccionadas las regiones adecuadas, la posicion exacta a
mutar fue elegida de manera tal de cambiar la menor cantidad posible de
aminoacidos en la secuencia primaria de VP6, cuando el sitio Xbal es introducido.
Asi, en la posicion 14 se cambia un aminoacido (A4 por S;4), mientras que en la

posicién 146 se cambian dos aminoacidos (l146E147 por S146R147) (Figura 4).

1 MYSLSKT LK[%RDKI VE GTLYSNVSDL I'QQFNQWII'T MNGNEFQTGG | GNLPI RNWN
71 FNFGLLGTTL LNLDANYVET %RNTI DYFVD FVDNVCVDEM VRESQRNGI A PQSDSLRKLS
131 Al KFKRI NFD NSSE\# ENVW LQNRRQRTGE TFHKPNI FPY lSASYTLNRSQ PAHDNL MGTM
191 W.NAGSEI Qv AGFDYSCAI N APANI QQFEH | VPLRRVLTT ATI TLPDAE RESFPRVI NS
251 ADGATTWEFN PVI LRPNNVE VEFLLNGQ | NTYQARFGTI VARNFDTI RL SFQLVRPPNM
311 TPAVAVLFPN AQPFEHHATV GLTLRI ESAV CESVLADASE TLLANVIBWR QEYAI PVGPV

371 FPPGWNW DL I*NYSPSRED NLQRI FTVAS | RSMLI K

Figura 4: Posiciones de las mutaciones sitio dirigidas en la secuencia de VP6. Las
posiciones Nterm, 14, 101, 146, 171, 235, 358 y 382 corresponden a inserciones
(flechas), mientras que la posicién 301 a 308 corresponde a un reemplazo aminoacidico
(barra horizontal). Los dominios involucrados en la interaccion VP6-VP2 estan marcados
en gris. En negrita se sefialan los aminoacidos que son reemplazados al introducir la
secuencia para la enzima de restriccion Xba I.

Mediante PCR con los pares de oligonucleétidos adecuados y usando como
templado el plasmido pBS-VP6 (que contiene la secuencia codificante para la

proteina VP6 de la cepa SA11 de rotavirus de simio, cedido gentilmente por el Dr.
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J. Blackhall) se amplificaron las diferentes porciones mutagenizadas de VP6

siguiendo la estrategia que se detalla en la Figura 5.

Productos obtenidos:

ColE1 PCR T3/14-low: 14-up/TT:
ori I
Hind Il Xba leI ElRI
< in a co
14-low ‘ T7
vector: pBS-VP6wt 1° clonado:
Hind 11l + Xbal
ColEl
ori Hindlll Xbal
|
H -
Construccién pBS-T3/14low
2° clonado:
Xbal + EcoRl
Construccion resultante: ColEL _
orl Hindll1
pBS-VP64 | Xbal

Figura 5: esquema de la estrategia utilizada para mutagenizar la proteina VP6 por
PCR y clonado posterior de los productos amplificados en el vector pBS. El producto
de amplificaciéon T3/14low se clond en el vector pBluescribe mediante digestién con las
enzimas Hindlll y Xbal, dando origen a la construccibn pBS-T3/14Low.
Subsiguientemente se cloné el producto de amplificaciéon 14up/T7 mediante digestiéon con
las enzimas Xbal y EcoRI dando origen a la construccion pBS-VP644.
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Como se detalla en la Figura 5, el producto de amplificacion T3/14low se clond en
el plasmido pBluescribe (pBS), en el que subsiguientemente se cloné el producto
de amplificacion 14up/T7, para dar origen al pldsmido pBS-VP6,, . Asi, la version
de la secuencia de VP6 clonada en este plasmido lleva en la region codificante
para la posicion aminoacidica 14 un sitio de reconocimiento para la enzima de
restriccion Xbal.

De igual manera se clonaron los diferentes productos de amplificacion para
obtener los plasmidos pBS-VP6,9;, pBS-VP614¢, pPBS-VP6,71, pPBS-VP6,35, pBS-
VP63s5, pPBSV-P63g, pBSV-P6301/308, que contienen un sitio Xbal en las posiciones
codificantes para las regiones aminoacidicas 101, 146, 171, 235, 358, 382 y
301/308, respectivamente.

A B C
M;12 3456 78M, M1 234567 M,12 3 45
. ey e !
I 3kb—!—-l——lll-— 3kb—'E-----
o= o T -~
~ - !—600pb : ; Kb

Figura 6: Ejemplos de la construccion de las versiones pBS-VP6yy.. (A): Fragmentos
amplificados por PCR, callel: T3/14low, calle2: T3/10llow, calle3: T3/235low, calle4:
T3/382low, calle 5: 14up/T7, calle6: 101up/T7, calle7: 235up/T7, calle8: 382up/T7, M1: 1kb
leadder Promega, M,: 100pb Promega. (B): Andlisis por digestibn con enzimas de
restriccion de las construcciones intermediarias, calle 1 a 4: clones pBS-T3/235, calle 5 a
7: clones pBS- T3/382. (C): Analisis por digestion con BamHI de las construcciones: calle
1 a 3: pPBS-VP64,, calle 4y 5: clones pBS-VP6,q;.

Todas las construcciones pBS-VP6y,, fueron secuenciadas en su totalidad para

verificar la integridad de las mismas.
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2.b) Sintesis e insercion del epitope V5

La secuencia codificante para el epitope V5 derivado del virus SV5 se obtuvo por
hibridacién de dos oligonucleétidos sintéticos siguiendo la estrategia que se detalla

en la Figura 7.

Annealing de los
oligonucledtidos

.
ColEL pBS-VP614 origen
ﬂ Klenow on (4,3 kpb) FL
+ dNTPs
D
T

Xbal H Xba |

<

a— vector linealizado
(fragmento de 50pb) y desfosforilado

ColE1l

- origen
ori 9

F1

| | VP6,,/V5
vector: pBS-VP614/V5

Figura 7: Sintesis de la regién codificante para el epitope V5 y clonado en los
vectores pBS-VP6y,,. Se disefiaron dos oligonucleotidos complementarios en 12 bases,
que fueron hibridados y los extremos de simple cadena se rellenaron con la enzima
Klenow y dNTPs. El duplex obtenido se digiri6 con la enzima Xbal y el fragmento
resultante se clon6 en marco de lectura en las distintas versiones de pBS-VP6ypa.

El duplex obtenido se digirié con la enzima Xbal y el fragmento resultante se clono

en marco de lectura en las distintas versiones de pBS-VP6xpa, para originar los
diferentes vectores pBS-VP6/V5.
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Todas las construcciones fueron analizadas mediante digestibn con enzimas de

restriccion para corroborar la presencia del inserto y el nimero de copias, como se

muestra en la siguiente figura.

A B C
M 15161718

1 2 3 4 5

1112 13 14 15 M

Figura 8: Sintesis de la secuencia codificante para el epitope V5 y clonado en los
vectores pBS-VP6y,,. (A) Gel de agarosa Seakem 2,5% en buffer TBE. Calle 1:
oligonucleétido V5for, calle 2: oligonucleétido Vb5rev, calle 3: anneling de los
oligonucledtidos, calle 4: duplex V5, calle 5: duplex V5 digerido con la enzima Xbal, M:
25pb DNA ladder (Gibco). (B) Andlisis de la presencia del fragmento V5 en los clones
#15, 16, 17 y 18 de la construccién pBS-171: digestion con la enzima Xbal y electroforesis
en gel de poliacriimida 8%, M: 25pb (Gibco). (C) Andlisis del nimero de copias del
fragmento V5 incorporado en los distintos clones pBS-171: digestion con las enzimas Accl
y Hpal presentes en la secuencia de VP6 y electroforesis en gel de agarosa 1,5%, M:
100pb DNA ladder (Gibco). Los clones con una sola copia del inserto V5 son #13y 15.

Los clones con una sola copia del inserto fueron secuenciados para verificar la

orientacion e integridad del inserto.

2.c) Construccion de los vectores de transferencia para baculovirus

Una vez confirmadas la integridad y orientacién de las diferentes construcciones
mediante andlisis de restriccion y secuenciacion, las diferentes fusiones VP6/V5
se subclonaron en el plasmido de transferencia pVL1393 (Pharmingen).

En la Figura 9 se detalla la estrategia de clonado.
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Figura 9: Estrategia de clonado del fragmento VP6/V5 en el vector pVL1393. Los
vectores pBS-VP6/V5 fueron digeridos con la enzima Sal | y luego se rellenaron los
extremos cohesivos mediante el agregado del fragmento Klenow y dNTPs. Después de
inactivar el fragmento Klenow, se realiz6 una segunda digestion con la enzima de
restriccion EcoRI. Finalmente, se purific6 mediante electroforesis en gel de agarosa la
banda correspondiente al fragmento VP6/V5. El vector pVL1393 se digirié con la enzima
Smal y luego se realizé una segunda digestion con la enzima EcoRI y la remocion de los
extremos 5'fosfato. El vector linealizado se purific6 mediante electroforesis en gel de
agarosa. (pol L y pol R: secuencias flanqueantes a la regién de poliedrina, necesarias
para la recombinacién posterior con el genoma de baculovirus en ese locus; PP: promotor
de poliedrina; AmpR: gen que otorga resistencia al antibiético Ampicilina, para la seleccién
de bacterias transformadas con este vector; ColElori: origen de replicacién bacteriano).
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Figura 10: Clonado del fragmento VP6/V5 en el vector pVL1393. (A): Digestion de la
construccion pBS-VP6/V5 con el objeto de purificar el fragmento VP6/V5. En este caso, se
muestra la versién 235. (B): Andlisis por digestion con enzimas de restriccion. Calles 1 a
4: clones pVL-VP6,35/V5, calle 5: clon que no contiene el inserto VP6/V5. M: 1kb Plus,
Gibco.

De esta manera se obtuvieron los vectores finales pVL-VP6/V5. EI ADN de los
clones seleccionados se purificd utilizando columnas comerciales (QIAGEN) que
aseguran la calidad y cantidad de ADN necesaria para transfectar células y se

cuantificé mediante espectrofotdmetro para su posterior utilizacion.

2.d) Construccion de la version mutada en la posicién amino-terminal

Utilizando los oligonucle6tidos VP6N-for y VP6N-rev (tabla 2 de Materiales y
Métodos) se amplifico la version Nterm de VP6 carente del codon de iniciacion
ATG. Este producto de PCR se ligé con el vector pGEMT-easy y se secuencid
para corroborar su identidad.

Como la secuencia de reconocimiento para la enzima Xbal en esta version de VP6
resultd ser sensible a metilacién y por lo tanto resistente a la digestién enzimatica,
se transformaron bacterias E. coli de la cepa dam®JM111.
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En la Figura 11 se detalla la estrategia de clonado

pGEMT-VP6N

Col Eﬁ
ori
VP6N

Xma  Xpal
a8
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al  Xbal
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SMC polR

Digestion con las enzimas Xbal y Xm al

pUC-V5N
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V5N

a

Digestién con la enzima Xmal
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!

pdR

pVL-VP6/V5yerm

Figura 11: Construccion de la version Nterm. Se digirié el plasmido pGEMT-VP6N-dam(-)
con las enzimas de restriccion Xbal y Xmal y el inserto de interés se ligé al vector pVL1393
previamente digerido con las mismas enzimas y removidos los extremos 5’fosfato, dando origen a
la contruccion pVL-VP6N. Por otro lado, se sintetizé la secuencia codificante para la version amino
terminal del epitope V5 (como se describié en la seccién 2.b) que posee el codén ATG de inicio de
la traduccion y el diplex se cloné en el vector pUC18 para su secuenciacion. Se digirio el vector
pUC-V5N con la enzima Xmal y se purificd el inserto de 60pb mediante el uso de geles de
poliacrilamida. El fragmento asi obtenido se ligé al vector pVL-VP6N previamente digerido con la
enzima Xmal y removidos los extremos fosfato.

En la figura 12 se muestra paso a paso la obtenciéon de la construccion pVL-

VP6/VV5Nterm.
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Figura 12: Construccién de la version VP6/V5Nterm. (A): Digestién de la construccion
PGEMT-VP6N con las enzimas Xmal y Xbal. Calle 1: ADN plasmidico proveniente de E.
coli DH5a. Calle 2: ADN plasmidico proveniente de E. coli IM111 dam(-). El fragmento
VPEN se libera Unicamente cuando el ADN plasmidico no sufre metilacién dam. 8):
Andlisis por digestion con enzimas de restriccion de varios clones pVL-VP6N (calles 1 a
5), M: 1kb Plus Gibco. (C): Digestién del vector pUC-V5N con la enzima Xmal y
electroforesis en gel de poliacrilamida 8%. Se identifica el fragmento correspondiente a la
secuencia V5N de 60pb. M: 25pb Gibco. (D): Andlisis por digestion con la enzima Xmal y
electroforesis en gel de poliacrilamida 8% de varios clones pVL -VP6/V5Nterm (calles 1 a
6). M: 25pb Gibco.

Se obtuvo asi el vector final pVL-VP6/V5N. Este plasmido fue purificado vy
cuantificado para su posterior utilizacion.
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3. Obtenciéon de los baculovirus recombinantes

Se cotransfectaron células Sf9 con los plasmidos recombinantes derivados del
vector pvVL1393 y el genoma de AcNPV BaculoGold (Pharmingen).
A los 5 dias post-transfeccion se cosecho el sobrenadante y se realizaron dos

rondas de purificacion de clones por dilucion a punto final.

dil (-4) dil (-5) dil (-6) slinf
1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12

B & ’
o A B B

"9® & @ v
@

F v L3

P 99 ® @® ® -

Figura 13: Aislamiento de baculovirus recombinantes por dilucién a punto final. Dot-
blot realizado sobre células infectadas con diluciones seriadas del sobrenadante de
transfeccion, en placas de 96 pocillos. La sonda utilizada es la secuencia codificante para
la proteina VP6 marcada con 3?P. En el pocillo positivo se colocaron 50ng del plasmido
pBS-VP6WL.

Se seleccionaron los clones virales aislados para cada construccion. Por ejemplo,
en el dot-blot que se muestra en la Figura 13, los clones seleccionados para su
amplificacion fueron: B10, D10 y H8.

Los baculovirus recombinantes obtenidos se denominaron: AcVP614/V5,
AcVP6,01/V5,  AcVP614/V5,  AcVP6:71/V5,  AcVP6,35/V5, — AcVP63s54/V5,
ACVP635,/V5, ACVP6 3018/V5 Y ACVP6ierm/V5.
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Con el proposito de aumentar el titulo viral, se realizaron dos amplificaciones
sucesivas a baja multiplicidad de infeccién. De cada stock viral obtenido se calcul6
el titulo mediante ensayos de titulacion en placas. Los titulos promedio obtenidos
fueron de 1x10® ufp/ml, aproximadamente.

Cada uno de los stocks de trabajo se mantuvo refrigerado a 4°C hasta su uso,

protegido de la luz.
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1. Expresiéon de las quimeras VP6/V5 a partir de los baculovirus

recombinantes

La expresion de las quimeras VP6/V5 en células de insecto Sf9 infectadas con los
baculovirus recombinantes se analiz6 en primera instancia mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida.

Para ello, se infectaron células Sf9 crecidas en monocapas con los distintos
baculovirus recombinantes una moi igual a 10. A los 5 dias post-infeccién, se
cosecharon las células y se realiz6 una extraccion de proteinas mediante buffers
no desnaturalizantes. Los extractos proteicos asi obtenidos fueron resueltos en
geles de poliacrilamida y tefiidos con el colorante azul de Coomassie para evaluar

la presencia de la proteina recombinante.

Quimeras VP6/V5
Nterm 14 101 146 235 382 VP6 ¢inf M

—50KDa
- — oy

—32KDa

—16KDa

Figura 1. Extractos proteicos de células infectadas con los baculovirus
recombiantes. Los extractos proteicos totales fueron resueltos en un gel de
poliacrilamida 12% y tefiidos con azul de Coomassie. En cada calle del gel se sembraron
10m de una dilucién 1/10 del extracto.

Se puede observar la presencia de una banda mayoritaria en las células
infectadas con los baculovirus recombiantes (ausente en las células sin infectar)
correspondiente a una peso molecular aparente de 45KDa, similar al esperado
para la proteina VP6. Las quimeras VP6/V5 mostraron un retardo en la movilidad

electroforética respecto a la proteina VP6wt.
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Esta banda mayoritaria presente en todos los estractos celulares infectados con

los baculovirus recombinantes corresponde a un 35 % de las proteinas totales,

estimado por densitometria de los geles de poliacrilamida empleando el programa

2. ldentidad de las quimeras VP6/V5

Con el fin de corroborar la identidad de las proteinas observadas en el gel tefiido
con Coomassie, los extractos proteicos totales fueron analizados mediante

ensayos de Western blot.

VPG, M Ny 14 101 146 235 382 B M 171 301 358

KDa
63—

32—

Figura 2: Identidad de las quimera VP6/V5 frente al suero policlonal anti-SA1l. Se
analizo la expresion y la identidad de las quimeras VP6/V5 mediante ensayos de Western
blot utilizando un suero policlonal anti-SA11. (A) Se muestra la reactividad de las
quimeras Nterm, 14, 101, 146, 235 y 382. Se incluye como control la porteina VP6wt. (B)
Se muestra la reactividad de las quimeras 171, 301/8 y 358. M: marcador de proteinas
pretefiido Broad Range (NEB).

Como se puede apreciar en la Figura 2, todas las quimeras VP6/V5 fueron
reconocidas por el suero policlonal anti-SA11, corroborandose su identidad, con
excepcion de la quimera VP6/V514 que no es reconocida por este suero.

Como todas las construcciones fueron secuenciadas en su totalidad, verificando

que el marco de lectura no habia sido alterado al producir la insercion del epitope

V5, la falta de reactividad de la quimera VP6/V514 frente al suero policlonal anti-

SA11 fue un resultado no esperado.
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Estos mismos extractos proteicos fueron utilizados en otro ensayo de Western blot

gue se muestra en la Figura 3.

A B

VP6wt M Nterm 14 101 146 235 382 171 301 358 M

KDa

Figura 3: Identidad de las quimeras VP6/V5 frente al monoclonal anti-V5. Los
extractos proteicos de células infectadas con los baculovirus recombinantes fueron

resueltos en geles de poliacrilamida 12% y transferidos a membranas de nitrocelulosa
para ser analizados mediante ensayos de Western blot. (A) Se muestra la reactividad de

las quimeras Nterm, 14, 101, 146, 235 y 382. Se incluye como control la proteina VP6wt.
(B) Se muestra la reactividad de las quimeras 171, 301/8 y 358. M: marcador de proteinas
pretefiido Broad Range (NEB).

Como se observa en la Figura 3, todas las quimeras son reconocidas por el suero

monoclonal anti-V5, incluyendo la version VP6/V5 14.

En conjunto, la version VP6/V514 presentd un comportamiento diferencial con
respecto a las otras quimeras. Esta version no es reconocida por el suero
policlonal anti-SA11, pero si lo fue por el suero monoclonal anti-epitope V5.

Para evaluar si esta reactividad diferencial se debié a la posicion del inserto en
esta quimera o a una particularidad del suero policlonal utilizado, se analizé la

reactividad de esta quimera frente a sueros de otras fuentes.
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3. Caracterizacion antigénica de la quimera VP6/V514

Para una caracterizacion antigénica mas exhaustiva de la quimera VP6/V514 se

analizé6 su reactividad frente a sueros policlonales anti-rotavirus de distintos
origenes mediante ensayos de Western blot

VP6 14 101 VP6 14 101 VP6 14 101 14
| | | | | | —
Cobayo Caballo Conejo MADb a-V5
(anti-cepa Indiana) (anti-cepa E2) (anti-cepa NCDV)

Figura 4: Caracterizacién de la quimera VP6/V514 con distintos sueros policlonales.

Se analiz6 la reactividad de la version VP6/V5,, frente a distintos sueros policlonales anti-
rotavirus en ensayos de Western blot. Para cada suero se muestra la reactividad de la

proteina VP6wt y de una quimera correspondiente a la version VP6/V5;5;. Como control
de la presencia de la quimera 14 se muestra el revelado con el monoclonal anti-V5.

Como se puede apreciar en la Figura 4, la version VP6/V514 no es reconocida por
sueros policlonales anti-rotavirus procedentes de distintas especies de animales
(cobayo inmunizado con la cepa Indiana de rotavirus bovino, caballo naturalmente
infectado con la cepa equina E2, conejo inmunizado con la cepa bovina NCDV),
mientras que estos sueros si pueden reconocer a la proteina VP6wt (derivada de
la cepa de simio SA1l1, al igual que las quimeras) y al resto de las quimeras
VP6/V5.

Esto sefiala que la insercion de una secuencia fordnea en la posicion
aminoacidica 14 de la proteina VP6 interrumpe el sitio inmunodominante lineal de

esta proteina.
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4. Analisis de la capacidad de formar trimeros

La proteina VP6 que se encuentra formando parte del virion de rotavirus, esta
organizada en trimeros (cita). Una manera sencilla de evaluar la formacion de
trimeros por parte de la proteina VP6 es analizando los extractos proteicos
incubandolos a 37°C, en condiciones no reductoras.

Se evaludé entonces, si la insercion del epitope en cada una de las versiones

VP6/V5 afectaba la capacidad de formar trimeros que tiene la proteina VP6.

Nterm 14 101 146 171 235 301 358 382

KDa

Trimeros
115 — &=

83—
64—

CI= &= Mondmeros

Figura 5: Evaluacion de la capacidad de formar trimeros. Los extractos proteicos
conteniendo las quimeras fueron incubados a 37°C durante 30min en presencia de
cracking buffer sin b-mercaptoetanol. Luego se resolvieron en geles de poliacrilamida y se
transfirieron a filtros de nitrocelulosa para ser analizados mediante un ensayo de Western
blot utilizando el anticuerpo monoclonal anti-V5. M: marcador de proteinas pretefido
BenchMark (Invitrogen).

Como se puede apreciar en la Figura 5, todas las versiones VP6/V5 fueron
capaces de formar trimeros, a excepcion de las versiones VP6/V5171, VP6/V5235 y

VP6/V5301.

Para descartar que una posible trimerizacion de las versiones VP6/V5;7;,

VP6/V5.35 Yy VP6/V53, Volviera al epitope V5 inaccesible al anticuerpo monoclonal
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anti-V5, se realiz6 un ensayo de Western blot, empleando esta vez el suero

policlonal de conejo anti-SA11. Los resultados se muestran en la Figura 6.

100°C 37°C 37°C
g 235 V1a 239 V171 301 358 !
Trimeros —> KDa
5 — 83 —
g7 L
Mondmeros —),

Figura 6: Reactividad de los trimeros frente al suero policlonal anti-SA11. Se analizé
la reactividad de los trimeros de las quimeras 14, 171, 235, 301 y 358 frente al suero
policlonal de conejo anti-SA11 mediante ensayos de Western blot. En el panel de la
izquierda se corrobor6 ademas la reactividad de los monémeros (muestras tratadas a
100°C) de las versiones 14 y 235 frente al mismo suero.

Del andlisis de estos ensayos de Western blot pueden desprenderse dos
conclusiones. En primer lugar, se confirmd la incapacidad de las quimeras
VP6/V5,71, VP6/V5.35 y VP6/V53, de trimerizar, ya que ni un anticuerpo
monoclonal dirigido contra el epitope V5 ni un suero policlonal de conejo anti-SA11
pudieron revelar la presencia de una banda a la altura esperada para una
estructura trimérica. En condiciones no reductoras, el suero policlonal detectd
solamente la banda correspondiente al monémero.

En segundo lugar, que aunque el monoméro de la version VP6/V514 no pudo ser
reconocido por sueros policlonales anti rotavirus de distintas especies (ver Figura
4), su forma trimérica si fue reconocida por el suero policlonal de conejo. Esto
puede ser explicado por el hecho de que a pesar de haberse interrumpido el sitio
inmunodominante en la secuencia lineal de la proteina VP6 por la insercién del

epitope V5 en la posicibn aminoacidica 14, en el trimero existen epitopes de
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naturaleza conformacional o discontinua que son reconocidos por un suero

policlonal anti rotavirus.

5. Andlisis de la capacidad de formar multimeros

El siguiente paso consistié en evaluar la capacidad de las distintas quimeras de
formar multimeros como lo hace la proteina VP6wt.

Con este fin, se infectaron células Sf9 con los distintos baculovirus recombiantes
con una moi igual a 10. A los 5 dias post-infeccién, se cosecharon las células y los
sobrenadantes de infeccién, que fueron clarificados. Las proteinas de las células
infectadas fueron extraidas con el solvente Vertrel en presencia del buffer TNMC
(Tris-HCI 10mM, NaCl 150mM, MgCl, 1mM, CaCl, 10mM) que otorga la
concentracién de Ca® necesaria para estabilizar la formacion de VLPs.

El sobrenadante de infeccién clarificado y la extraccion de Vertrel fueron
analizados por ultracentrifugacion en colchones de sacarosa. De esta manera, las
proteinas particuladas adquieren un coeficiente de sedimentacién capaz de
atravesar un colchon de sacarosa, mientras que los monémeros u oligdmeros no

tiene esta capacidad (Rosenberg, 1996).

Se desarroll6 entonces, un protocolo de ultracentrifugacion, utilizando para ello la
proteina VP6wt. Se tomaron muestras en cada uno de los pasos para ser
analizadas mediante ensayos de Western blot.

El resultado se muestra en la Figura 7.

71



Resultados: Capitulo Il

1M 2 3 456 7

Figura 7: Analisis de la capacidad de formar multimeros. Puesta a punto de los
pasos de ultracentrifugacién con la proteina VP6wt. Calle 1: extracto proteico total, calle 2:
extraccion con Vertrel y desnaturalizacion a 100°C, calle 3: extraccion con vertel incubada
a 37°C, calle 4: sobrenadante de infeccidn concentrado por ultracentrifugacion, calle 5:
extraccion con Vertrel concentrada por ultracentrifugacion, calle 6: concentrados
anteriores disueltos en 10ml de buffer TNMC, calle 7: muestra del pellet de la
ultracentrifugacion a través de colchon de sacarosa 30% p/p. Western blot revelado con el
suero de conejo anti-SA11.

Como se puede apreciar en la Figura 7, la proteina VP6 wt extraida de células
infectadas con el solvente Vertrel asi como la recuperada del sobrenadante de
infeccion puede atravesar un colchdén de sacarosa 30% p/p al ser sometidas a

ultracentrifugacion con una fuerza de 70.000g.

Como control, se utilizd la proteina VP6wt obtenida mediante extraccion con
Vertrel pero sometida a desnaturalizacion previa por calor durante 10 minutos a
100°C. Esta muestra no pudo atravesar el colchén de sacarosa, recuperandose

del tope del colchon (resultados no mostrados).

Una vez establecido que esta metodologia permite separar a la proteina VP6wt
multimérica del resto de las proteinas que no multimerizan presentes en los
sobrenadantes de infeccion o en los extractos de células infectadas, se analizé de

la igual manera a las quimeras VP6/V5.
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En la Figura 8 se muestra como ejemplo el andlisis realizado a la quimera
VP6/V514. (LOs resultados obtenidos con el resto de las quimeras se informan en
la Tabla 1).

1 M 2 3 45 6 7

Figura 8: Anélisis de la capacidad de formar multimeros de la quimera 14. Calle 1:
extracto proteico total, calle 2: extraccion con Vertrel y desnaturalizada por calor, calle 3:
extraccion con Vertrel incubada a 37°C, calle 4: sobrenadante de infeccion concentrado
por ultrcentrifugacion, calle 5: extraccién con vertel concentrada por ultracentrifuacion,
calle 6: concentrados anteriores disueltos en 10ml de buffer TNMC, calle 7: muestra del
pellet de la ultracentrifugacion a través de colchon de sacarosa 30% p/p. Western blot
revelado con el suero monoclonal anti-V5.

Los resultados mostraron que todas las versiones pudieron atravesar el colchén
de sacarosa, con excepcion de dos versiones: VP6/V53sg, que estuvo en el limite
de deteccion en el pellet de ultracentrifugacion y VP6/V53g, que no pudo ser

detectada.
Estos resultados indican que la insercion de un epitope fordneo en las posiciones
aminoacidicas 358 y 382 de la proteina VP6 de rotavirus afecta de alguna forma

su capacidad de formar multimeros.

Analizando en conjunto la capacidad de formar trimeros y la de formar multimeros,
se puede deducir que el dominio de trimerizacion y el dominio de multimerizacién

de la proteina VP6 son independientes.
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Estos resultados indican ademas que la trimerizacion no parece ser un requisito
previo indispensable a la multimerizacién de VP6, coincidiendo con lo reportado
por Clapp y Patton en 1991.

6. Andlisis de la interaccion de las quimeras VP6/V5 con la

proteina VP2

La proteina VP2 forma el core de los rotavirus y también es capaz de multimerizar
y formar VLPs, aunque sin kh presencia de VP6 se asocia a membranas y no
puede ser extraida facilmente ni ser detectada en el sobrenadante de infeccién. En
1999, Madore y colaboradores determinaron que las VLPs mixtas formadas por
VP2 + VP6 eran mucho mas estables que las VLPs simples, formadas solo por
VP6. Se decidid6 entonces evaluar la capacidad de las quimeras VP6/V5 de
interactuar con la proteina VP2 de rotavirus.

Con este fin, se realizaron coinfecciones de células Sf9 con los baculovirus
recombinantes que expresan las quimeras VP6/V5 y un baculovirus que expresa
la proteina VP2 tambien derivada de la cepa SA11l de rotavirus (AcVP2sa11Wt),
construido para tal fin en nuestro laboratorio, con una relacion de moi igual a 5:8
(VP6:VP2).

A los 5 dias post-infeccion se cosecharon los sobrenadantes de infeccion y las
células. Los sobrenadantes fueron clarificados a 3.000g durante 20 minutos y
luego ultracentrifugados sobre colchdn de sacarosa 30% p/p. Los pellets obtenidos
fueron resuspendidos en buffer TNMC.

Las muestras se analizaron nediante ensayos de Western blot, como se muestra

en la Figura 9.
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Figura 9: Andlisis de la interaccion de las quimeras VP6/V5 con la proteina VP2. Se
realizaron coinfecciones de células Sf9 con los baculovirus codificantes para las distintas
guimeras VP6/V5 y para VP2. Los sobrenadantes de infeccion fueron ultracentrifugados a
través de colchén de sacarosa 30% p/p. M: marcador de proteinas Benchmark.

Como se aprecia en la Figura 9, las quimeras VP6/V5 son capaces de interactuar

con la proteina del core de los rotavirus formando multimeros que son capaces de
atravesar un colchén de sacarosa 30%, incluyendo las versiones VP6/V535g y

VP6/V53g> (que por si solas no pueden atravesar colchones de sacarosa, como se

demostro en el punto anterior), aunque con menor eficiencia.
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Los resultados obtenidos en la caracterizacién de las quimeras VP6/V5 pueden

resumirse en la siguiente tabla:

Nrerm| 14 | 101 | 146 | 171 | 235 | 301 358 | 382
Expresion + + + + + + + + +
Reactividad con sueros
policlonales anti-rotavirus + ) * * + * * + +
Formacion de trimeros + + + + - - - + +
Formacion de multimeros
(capacidad de atravesar + S L + + |+ -
colchones de sacarosa)
Formacion de multimeros
+ + + + + + + 4| H-

mixtos con la proteina
VP2

Tabla 1: Resumen de la caracterizacién de las quimeras VP6/V5.
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1. Produccion de las quimeras VP6/V5 en su forma monomérica

Como se menciono anteriormente, ademas de la union de un determinado epitope
a un linfocito B virgen, la comunicacion célula-célula entre linfocitos T-helper y
linfocitos B o entre linfocitos T-helper y células presentadoras de antigeno
determina la calidad de un inmundgeno. La degradacion parcial de una moélecula
carrier que presenta un epitope contra el que se desea montar una respuesta
inmune humoral determina los fragmentos que han de migrar a la superficie celular
y unir las proteinas receptoras clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad.

Asi, con el objeto de investigar de qué manera incide la posicion de la insercion
del epitope V5 en la calidad de colaboracion medida en términos de
inmunogenicidad, independientemente del grado de multimerizacién, se evaluaron
las distinas quimeras VP6/V5 en su forma monomérica como inmunégenos en el

modelo murino.

Se infectaron monocapas de células Sf9 con los baculovirus recombinantes para
las distintas quimeras VP6/V5, a una multiplicidad de infeccion igual a 10. A los 4
dia postinfeccion, se cosecharon las células y se sonicaron con 5 pulsos de
intensidad media. Luego se agregd cracking buffer e hirvid para asegurar la
completa desnaturalizacion de las proteinas. Estas muestras fueron resueltas en
geles preparativos de poliacrilamida que se tifileron con azul de Comassie para
indentificar la proteina de interés. Se cort6 el fragmento de gel que contenia a la
quimera VP6/V5, que fue escindida del gel y electroeluida en membranas de
didlisis en presencia del buffer Tris-Gli-SDS. Las muestras asi obtenidas se
conservaron a —20°C hasta su uso.

Para verificar que las quimeras producidas de esta manera no multimerizaran
espontdneamente, se tomaron muestras de las proteinas electroeluidas y se
resolvieron en geles de poliacrilamida previa incubacion a 37°C (no fueron

hervidas) para detectar la presencia de multimeros.
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Como se puede apreciar en la Figura 1, las quimeras obtenidas como se describid

anteriormente se conservan como monémeros.

KDa  Nem 14 101 146 235 358 382
|
150—

83—

47—

32—

Figura 1: Western blot de las quimeras VP6/V5 para corroborar su forma
monomérica. Se tomaron muestras de las quimeras electroeluidas y se incubaron 30 min
a 37°C en cracking buffer sin 2-mercaptoetanol. Las proteinas se resolvieron en geles de

poliacrilmida y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa para visualizarlas en un
ensayo de Western blot con el anticuerpo monoclonal anti-V5.

A continuacion, se procedié a cuantificar la masa obtenida para cada una de las
versiones electroeluidas. Para esto se sembraron 5m de cada muestra en geles de
poliacrilamida junto con una curva patréon de BSA. Las proteinas se visualizaron
por tincidn con azul de Coomassie (Figura 2) y se detreminé su masa por

densitometria.
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Figura 2: Cuantificacién de las versiones VP6/V5 por comparaciéon con una curva
patron de BSA y tincién con Coomassie. (A) Se sembraron 5m de cada muestra, calle
1: VP6wt, calle 2: version Nterm, calle 3: version 14, calle 4: version 101, calle 5: versién
146, calle 6: versién 235, calle 7: version 358, calle 9: versiéon 382, M: marcador de
proteinas, Markl1l2 unstained standard. (B) Curva patron de BSA, se utilizaron las
siguientes concentraciones en orden decreciente: 10ng a 500ng (calle 1 a 12).

Mediante esta metodologia las distintas versiones de VP6/V5 se llevaron a la

misma concentracion.

2. Inmunizacién de ratones con la forma monomérica de las
guimeras VP6/V5.

Se inmunizaron ratones hembras Balb/C con 5ng de cada proteina quimérica
VP6/V5 por via intraperitoneal, formulado en adyuvante incompleto de Freund
(Gibco). Se incluyé un grupo de ratones inmunizados con 5ng de la proteina
VP6wt, también en su forma mondmerica.

En la siguiente figura se detalla el esquema de inmunizacion.
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Figura 3: Esquema de inmunizacién con los monémeros de VP6/V5 y toma de
muestras de suero. Con flechas azules se sefalan los dias en que los ratones fueron
inmunizados con 5mg de proteina monomérica por via intraperitoneal. Con flechas rojas
se indican los dias en que se tomaron muestras de sangre de las venas radiales de la
cola del ratén, con el fin de obtener el suero.

3. Evaluacién de larespuesta humoral inducida

3.1. Desarrollo de un ELISA para detectar anticuerpos anti-V5

Con el fin de evaluar la presencia de anticuerpos anti-epitope V5 en los sueros de
los animales inmunizados con las quimeras VP6/V5, se desarroll6 un ensayo de
ELISA con una proteina no relacionada (CAT) fusionada al epitope V5.

La produccién y purificaciéon de la proteina recombinante CAT/V5 para ser utilizada
como antigeno en un ensayo de ELISA, asi como la puesta a punto del ensayo se

describe en Materiales y Métodos, seccién 28.
En la Figura 4 se esquematizan las condiciones finales en las que se utliz6 este

ensayo de ELISA para determinar la presencia de anticuerpos anti-V5 en las

muestras de suero de los animales inmunizados con las quimeras monoméricas.
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o -

Figura 4. ELISA desarrollado para detectar anticuerpos anti-V5. Se sensibilizaron
placas Maxisorp (NUNC) con 75ng/pocillo del antigeno CAT/V5 en buffer carbonato-
bicarbonato pH9,6 toda la noche a 4°C. Se bloquearon durante 1h a 37°C con TBST-SNE-
Leche. Las diluciones de los sueros a analizar se incubaron durante 1h a 37°C. Se agrego6
un anticuerpo anti-ratén conjugado con la enzima peroxidasa y se incub6 de igual manera.
Para revelar la reaccion se emplé ABTS y H,O, en buffer citrato pH5 y tras 20 minutos de

incubacion a 37°C se leyo la densidad optica en un espectrofotémetro a 405nm.

Como se esquematiza en la Figura 4, las condiciones Optimas del test de ELISA

para determinar la presencia de anticuerpos anti-V5 resultaron ser las siguientes:

1) Sensibilizacién de placas de 96 pocillos NUNC Maxisorp con 75ng por pocillo
del antigeno purificado CAT/V5 diluido en buffer carbonato-bicarbonato pH9,6
durante toda la noche a 4°C.

2) El bloqueo mas eficiente consistié en el buffer TBS-Tween-SNE 5%-Leche 4%
(80n por pocillo), durante 1h a 37°C con agitacién constante (100rpm).

3) Las diluciones de los sueros a analizar se realizaron en el buffer TBS-Tween-
SNE y se sembraron por duplicado, 50n por pocillo. Se incubaron durante 1h a
37°C con agitaciéon constante.

4) La dilucién de uso (1/2.000) del anticuerpo anti-ratén conjugado a la enzima
peroxida, se preparé en TBS-Tween-SNE. Se sembraron 50m por pocillo y se
incubé durante 1h a 37°C con agitacién constante.

5) Parar revelar la reaccion se emple6 el cromégeno ABTS y H,O, como sustrato
de la enzima peroxidasa, preparados en buffer citrato pH5. La lectura de la

densidad optica se realiz6 a 405nm a los 20 minutos de agregado el sustrato.
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3.2. Andlisis de los sueros: 1°sangria

A los 28 dias de la primera inmunizacion, se tomaron muestras de sangre de todos
los animales y se analizo el suero mediante el test de ELISA antes mencionado
para determinar la presencia de anticuerpos anti-V5.

En la Figura 5 se presentan los resultados obtenidos.

Titulo anti-V5 (una inmunizacién)

Titulo Log10
w

1 b T T T T T
Nterm 14 101 146 171 235 358 382

grupos

Figura 5: Titulo de anticuerpos anti-V5 en los sueros de animales que recibieron
una inmunizaciéon con la forma monomérica de las quimeras VP6/V5. Cada grupo
esta formado por 5 ratones. Cada barra del grafico corresponde al titulo de anticuerpos
anti-V5 de cada ratén. El titulo se expresa como el logaritmo en base 10 (log) de la
inversa de la dilucién que supera el promedio (X) de los sueros controles (SC) mas dos
desvios estandares (Xsc + 2s). Como sueros controles se utilizaron sueros de animales
inmunizados con la proteina VP6wt.

Como se aprecia en la Figura 5, los grupos inmunizados con las versiones
VP6/V5146 Y VP6/V5235 de las quimeras VP6/V5 fueron los que mejor
respondieron a una unica inmunizacion con la forma monomérica de las quimeras
y son significativamente distintos al resto (p<0,01). En estos grupos, 4 de 5
ratones presentan anticuerpos anti-epitope V5, con un titulo promedio de 2 en el
grupo inmunizado con la version VP6/V5146 Y un titulo de 1,9 para el grupo
inmunizado con la version VP6/V5,3s.

Los grupos inmunizados con las versiones VP6/V5 yierm Y VP6/V5,0; presentan sélo

un ratdon con anticuerpos antirV5. El grupo VP6/V5355 presenta dos ratones con
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anticuerpos antiV5. Los grupos inmunizados con las versiones VP6/V5,,
VP6/V5171 y VP6/V53s2 no respondieron.

3.3. Andlisis de los sueros 2°sangria: efecto del booster

A los 30 dias de la primera inmunizacion, los animales recibieron una dosis
refuerzo de las quimeras VP6/V5 monoméricas. 30 dias después de este booster
se tomaron muestras de sangre de los animales para analizar el suero con el fin

de determinar la presencia de anticuerpos anti-V5.

Titulo anti-V5 (dos inmunizaciones)

Titulo Log10
w

Nterm 14 101 146 171 235 358 382

grupos

Figura 6: Titulo de anticuerpos anti-V5 en los sueros de animales que recibieron
una dosis refuerzo. Las muestras de suero fueron tomadas a los 30 dias de recibir la
dosis refuerzo o booster. Cada barra corresponde al titulo de anticuerpos anti-V5 de cada
ratéon del grupo. El titulo se expresa como el logaritmo en base 10 (log) de la inversa de la
dilucion que supera el promedio (X) de los sueros controles (SC) mas dos desvios
estandares (Xgc + 2s). Como sueros controles se utilizaron sueros de animales
inmunizados con la proteina VP6wt.

Al comparar los titulos anti-V5 obtenidos en la 1° sangria con los de la 2°sangria,

se observa claramente un efecto de dosis-refuerzo.
En los grupos inmunizados con las versiones VP6/V5146 Y VP6/V5235 aumenta el

titulo de anticuerpos anti-V5. Estos dos grupos presentan diferencias significativas

(p<0,01) con respecto al resto de las versiones.
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En los grupos VP6/V5nerm, VP6/V5101 Y VP6/V5358, en los que con la primera
inmunizacién so6lo un ratén de cinco presentaba anticuerpos anti-V5, luego del
booster aument6 el nimero de animales que respondieron: en el caso de las

versiones VP6/V5nierm Y VP6/V5101, todos los integrantes del grupo presentaron

anticuerpos antiV5, mientras que para la versibn VP6/V53s8 los animales
respondedores fueron tres de cinco.
Los grupos VP6/V514, VP6/V5171 Yy VP6/V53g2, que con una sola inmunizacién no

habian presentado anticuerpos anti-V5, luego de la administracion del booster si lo

hicieron, siendo notable el caso del grupo vacunado con la version VP6/V514 en el

que todos los animales del grupo tienen titulo de anticuerpos anti-V5. En las

versiones VP6/V5171 y VP6/V53g, s6lo un ratébn del grupo respondido a la

inmunizacion luego del booster.

3.4. Respuesta a la proteina carrier

Con el objeto de determinar si las diferencias en la respuesta humoral inducida por
las distintas quimeras resultaba de la influencia que la posicién de la insercion
tenia en el reconocimiento del epitope V5 por parte de células B, si era causa de
diferencias en las formulaciones vacunales o si alguna de las inserciones interferia
con el procesamiento de la quimera por parte de los linfocitos T colaboradores (por
ejemplo, interrumpiendo un epitope T fuerte), se evalu6 la respuesta inmune
humoral inducida contra la proteina VP6.

Con este fin, se analizo la reactividad de los sueros de los distintos grupos frente a
la proteina VP6 mediante un ensayo de ELISA de captura contra DLPs derivadas
de rotavirus.

Los resultados se muestran en la Figura 7.
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Figura 7: Respuesta humoral contra la proteina carrier VP6. Los sueros de los
animales inmunizados con las quimeras VP6/V5 monoméricas fueron analizados
mediante un ensayo de ELISA para detectar la presencia de anticuerpos anti-VP6. Cada
barra corresponde al promedio de D.O. obtenida para cada grupo y su desvio estandar.
La linea horizontal corresponde al punto de corte calculado como el promedio de los
sueros controles, en este caso sueros preinmunes (SN), mas dos desvios estandar (Xsy +

2s). (A) Analisis de la primera sangria. (B) Analisis de la segunda sangria.
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Como se puede apreciar en la Figura 7, la respuesta humoral contra la proteina
carrier VP6 es similar entre los distintos grupos y aumenta luego de administrar la
dosis refuerzo. Este resultado sefiala que las formulaciones vacunales
efectivamente fueron equivalentes, que los animales fueron correctamente
inmunizados y que la diferencias entre los grupos en el titulo de anticuerpos antk
V5 se deben a la posicion del epitope en la proteina carrier y no a la interrupcion

de epitopes T-helpers dentro de la proteina VP6.

3.5. Cinética de anticuerpos en los animales inmunizados con las quimeras

VP6/V5 en su forma monomérica

Los animales inmunizados con una dosis refuerzo de las quimeras VP6/V5 fueron
sangrados cada 30 dias durante 5 meses para analizar la cinética de los

anticuerpos anti-V5.

Cinética de anticuerpos anti-V5

4 o= —eo— Nterm

g 3 /\\’_/ \ 101
g /i\i/i\i —a— 146
g 2 —x—171
o /// —e 235
2 1 —+—358
l_ AV2 N N

0 T T T

OT T 50 100 150
dias

Figura 8: Cinética de anticuerpos anti-V5 en los animales inmunizados con las
guimeras VP6/V5. Cada punto corresponde al promedio del titulo de anticuerpos anti-V5
de los animales que integran los distintos grupos. Las flechas sefalan los dias de
inmunizacion.

Se puede observar que a los 150 dias de iniciado el experimento (120 dias post-

dosis refuerzo) el titulo de anticuerpos anti-V5 se mantiene constante.
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4. Efecto de la presencia de respuesta inmune contra el carrier

previa a la inmunizacion con las quimeras VP6/V5

Dada la alta prevalencia de rotavirus a campo (77% en el ganado bovino
argentino), se decidié analizar si la presencia de anticuerpos contra la proteina
VP6 previos a la inmunizacién con las quimeras VP6/V5 podria afectar de alguna
manera la induccidbn de una respuesta inmune contra el epitope foraneo

presentado en las quimeras.

Para este fin, se preinmunizaron grupos de ratones por un lado con la proteina
VP6wt de la cepa SA11l (homologa a las quimeras) y por otro, con rotavirus bovino
de la cepa NCDV.

Una vez que se verificd la presencia de anticuerpos anti-VP6 en los dos grupos,
los animales recibieron una dosis de las versiones Nterm, 14 y 235 de las
quimeras VP6/V5 en su forma monomeérica (5nmg por raton).

A los 25 dias de la inoculacion de las quimeras, se tomaron muestras de sangre y
los sueros se analizaron mediante el test de ELISA desarrollado en el punto 3.1.

Los resultados se muestran en la Figura 9.
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Figura 9: Respuesta inmune contra el epitope V5 en animales pre-inmunizados con
VP6wt o con rotavirus. Cada barra corresponde al titulo promedio de cada quimera
analizada. Las barras de color naranja corresponden a los animales que sélo recibieron
una inmunizacion con las quimeras. Las barras de color turquesa corresponden a los
animales pre-inmunizados con la proteina VP6wt y luego inmunizados con las quimeras.
Las barras de color bordd corresponden a los animales pre-inmunizados con el rotavirus
bovino cepa NCDV y luego inmunizados con las quimeras.

Como se puede apreciar en la Figura 9, la existencia de una respuesta inmune
contra la proteina carrier previa a la inmunizacién con las quimeras produce un
efecto estimulante en la respuesta humoral contra el epitope V5 presente en las
quimeras.

Los animales que fueron preinmunizados con la proteina VP6wt de la cepa SA1l
(homologa al carrier de la quimera) presentan, en promedio, titulos mas altos que
los animales inmunizados con rotavirus cepa NCDV (heter6loga al carrier de la
quimera), aunque no hay diferencias significativas (p>0,05).

El efecto estimulante de la respuesta inmune contra la proteina carrier prexistente
a la inmunizacién con las quimeras es sumamente notorio en las versiones
VP6/V5nem Y VP6/V514. En el caso de la version VP6/V5nem, hay diferencias
significativas (p<0,01) entre el grupo que sélo recibe la quimera y los grupos pre-
inmunizados con VP6 o rotavirus. En el caso de la version VP6/V514, el grupo que

s6lo fue inmunizado con la quimera no presenta animales con una respuesta
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humoral contra el epitope V5, mientras que en los grupo pre-inmunizados si hay
animales que desarrollaron anticuerpos contra el epitope V5. Por ejemplo, en
aquellos grupos que recibieron una dosis de VP6wt antes de la inoculacion con la
quimera, 3 de 5 animales presentaron titulos de anticuerpos anti-V5 y en aquellos
que recibieron rotavirus cepa NCDV antes de la inmunizacién con las quimeras,

fueron 2 de 5 los animales respondedores.
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1. Caracteristicas antigénicas de los multimeros VP6/V5+VP2

1.1 Obtencidén de los multimeros mixtos

Con el objeto de caracterizar antigénica y estructuralmente las quimeras VP6-V5
en su forma multimérica, se realizaron coinfecciones de células Sf9 con los
baculovirus recombinantes para las quimeras seleccionadas y el baculovirus
AcVP2s,1:Wt, con una relacion de moi igual a 5:8 (VP6:VP2), con el fin de
estabilizar las probables VLPs. A los 5 dias postinfecciéon, se cosecharon los
sobrenantes de cultivo y se clarificaron. Los multimeros se concentraron por
ultracentrifugacion sobre colchéon de sacarosa 30% p/p a 70.000g durante 90 min.
Los pellets se resuspendieron en buffer TNMC pH 7 y se mantuvieron a 4°C hasta
su uso. La presencia en el pellet de ambas proteinas (VP2 y las diferentes

versiones de VP6) se confirmaron por Western blot (resultados no mostrados).

1.2  Accesibilidad del epitope V5 e influencia de su insercion en la
antigenicidad de los multimeros VP6-V5/VP2

Con el objeto de evaluar indirectamente la accesibilidad de la secuencia foranea a
las moléculas efectoras de la respuesta inmune (inmunoglobulinas en la superficie
de los linfocitos B) y de determinar de qué manera la inserciébn de una secuencia
aminoacidica incide en la antigenicidad de VP6 en su conformacién multimérica,
se desarrollaron ensayos de ELISA sandwich empleando un suero policlonal de
conejo anti rotavirus como anticuerpo de captura. El material particulado obtenido
mediante ultracentrifugacion sobre colchones de sacarosa de sobrenadantes de
coinfeccién con los diferentes baculovirus codificantes para las quimeras VP6-V5 y
para la proteina del core VP2 fue enfrentado, luego de la captura, con anticuerpos
anti V5 o anti rotavirus de una especie diferente y su presencia revelada como se

esquematiza en la Figura 1. Como control, se emplearon particulas VP6,,/VP2.
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Figura 1: ELISA sandwich para caracterizar los multimeros mixtos. Como captura se
utilizé un suero de conejo anti-SA11 en una dilucién 1:2000. Luego del bloqueo, se
sembraron los multimeros mixtos obtenidos por ultracentrifugacion a través de colchones
de sacarosa. Cada quimera se evalud en paralelo frente a tres sueros: (A) pool de suero
normal de ratén (SNR), (B) anticuerpo monoclonal anti-epitope V5 y (C) pool de sueros de
ratén anti-rotavirus. Finalmente, se agregd un suero anti-ratdbn conjugado con la enzima
peroxidasa y se revelo la reaccion por el agregado de ABTS + H,0..

Los resultados del ensayo de ELISA sandwich se reumen en la Tabla 1.

Reactividad frente a: VP6 |Nierm |14 |[101 |146 |171|235|301|358|382
Monoclonal anti-V5 - - - - + + - - - -
Policlonal anti-rotavirus + + - + + + - + - -

Tabla 1: Caracterizacion de los multimeros mixtos mediante ensayos de ELISA. Se
indica como positivo (+) cuando la D.O. para esa reaccioén antigeno-anticuerpo supera la
D.O. promedio obtenida con el SNR méas dos desvios estandar. Se indica resultado
negativo (-) cuando la D.O. no supera el punto de corte establecido.

Los resultados obtenidos muestran que las particulas obtenidas mediante la
coexpresion de VP2 con las quimeras VP6-V546 Yy VP6-V5,7; exponen el epitope
V5 al exterior, ya que fueron especificamente reconocidas por el anticuerpo
monoclonal anti V5, mientras que los otros multimeros VP6/V5 no reaccionan con

este anticuerpo, al igual que el multimero VP6,.
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Los resultados mostraron, ademdas, que no todas las estructuras multiméricas
pudieron ser reconocidas por el pool de sueros policlonales anti rotavirus,
sugiriendo que la insercién de la secuencia V5 en algunas de las posiciones
aminoacidicas de VP6 altera el patron de epitopes conformacionales o
discontinuos que VP6 presenta en su habitual interaccion con VP2 cuando forma
parte del virion o de DLPs (particulas de doble cépside). Debido a esta alteracion
en el patrén de epitopes, no puede demostrarse la exposicién del péptido V5 en el

resto de las versiones.

2. Inmunogenicidad de los multimeros VP6/V5+VP2

Con el fin de evaluar la inmunogenicidad de los multimeros mixtos (VP6/V5 + VP2)
obtenidos por ultracentrifugacion a través de colchén de sacarosa, tal como se
menciond en la seccion 1.1 de este capitulo, se realizé un ensayo de inmunizacion
en el modelo murino.

Para el ensayo de inmunizacion se seleccionaron las quimeras VP6/V5i4,

VP6/V5146, VP6/V5171, VP6/V5235 y VP6/V530;. Estas quimeras fueron
seleccionadas tomando distintas consideraciones. Por ejemplo, VP6/V5:46 Yy
VP6/V5,35 fueron elegidas por ser las mejores inductoras de anticuerpos anti V5
en su forma monomérica. Ademas, la versién VP6/V5,46 como multimero, expone
el epitope V5 (Tabla 1 de este capitulo). La quimera VP6/V54, junto con VP6/V5,3s,
en sus formas multimérica no son reconocidas por distintos pools de sueros
policlonales anti rotavirus (Tabla 1 de este capitulo) y por lo tanto resultaron
interesantes para evaluar a la proteina VP6 como carrier en distintas
conformaciones. Por dltimo, las versiones VP6/V5.,7; y VP6/V53, fueron
seleccionadas por presentar el epitope V5 en loops de la proteina VP6, donde la
quimera VP6/V5;7; expone el epitope volviéndolo accesible al reconocimiento de
un anticuerpo monoclonal anti V5 mientras que la version VP6/V53p; ho muestra

reactividad frente al mismo anticuerpo monoclonal (Tabla 1).
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Se inmunizaron ratones hembra Balb/c con los multimeros mixtos seleccionados
conteniendo 30ng de proteina VP6 quimérica, lo que corresponde a
aproximadamente 0,9ng de péptido.

Se realizaron formulaciones oleosas en adyuvante incompleto de Freund y los
animales fueron inoculados por via i.p. en los dias 0 y 21. Se tomaron muestras de
suero en los dias 20 y 41, con el fin de evaluar la respuesta humoral inducida

mediante ensayos de ELISA.

2.1 Respuesta inmune humoral contra el epitope V5

En primer término, se evalud la respuesta humoral inducida contra el epitope V5
mediante la inmunizacién con multimeros mixtos, utilizando para ello el test de
ELISA desarrollado en el Capitulo lll.

Los resultados se muestran en la Figura 2.
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Figura 2: Titulo de anticuerpos anti-V5 en los sueros de animales inmunizados con
los multimeros mixtos. (A) Las muestras de suero fueron tomadas a los 20 dias de
iniciado el experimento. (B) Las muestras de suero fueron tomadas a los 20 dias de
recibir el refuerzo (41 dias de iniciado el experimento). Cada barra corresponde al titulo de
anticuerpos anti-V5 de cada ratén del grupo. El titulo se expresa como el logaritmo en
base 10 (log) de la inversa de la dilucion que supera el promedio (X) de los sueros
controles (SC) méas dos desvios estandares (Xsc + 2s). Como sueros controles se
utilizaron sueros de animales inmunizados con multimeros mixtos VP6éwt + VP2.

Los grupos inmunizados con las versiones VP6/V5171 y VP6/V5235 fueron los que
mejor respondieron a una unica inmunizacion con la forma multimérica de las

quimeras (Figura 2, panel A). Estos grupos presentan anticuerpos anti-V5 con un

titulo promedio de 1,76 para el grupo inmunizado con la quimera VP6/V5235 y un

titulo de 1,42 para el grupo inmunizado con la versién VP6/V5;;.
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Al comparar los titulos anti-V5 obtenidos en la primera sangria con los de la
segunda (Figura 2, panel A y B), se observa claramente una efecto de dosis-
refuerzo: todos los animales fueron respondedores.

La quimera que result6 mejor inductora de anticuerpos anti V5 en su forma
multimérica fue la versién VP6/V5171 y fue significativamente distinta al resto
(p<0,01). Los titulos promedio obtenidos para cada grupo luego de la dosis
refuerzo fueron: 1,76 (para la quimera VP6/V514); 2,42 (para la quimera
VP6/V5146); 3 (para la quimera VP6/V5171); 2,24 (para la quimera VP6/V5235) y 2,2

(para la quimera VP6/V5301).

Es notable remarcar que estos anticuerpos se obtuvieron mediante la
inmunizacion con sélo 30 ng de proteina recombinante (equivalente a 0,9ng de
péptido V5), cuando habitualmente la dosis de péptido acoplado a un carrier
necesaria para despertar una respuesta inmune en el modelo murino es entre 5y

100nyg de proteina recombinante (Harlow y Lane, 1988).

2.2 Respuesta inmune humoral contra la proteina carrier

Como los multimeros seleccionados para el ensayo de inmunizacion de ratones
presentaban diferencias estructurales (Tabla 1 de este Capitulo) se decidio
evaluar si esas diferencias tenian algun efecto en la induccion de una respuesta
inmune humoral contra la proteina carrier.

Se evaluo la reactividad de los sueros de los animales inmunizados con los
multimeros frente a un ensayo de ELISA de captura para DLPs derivadas de
rotavirus, con el fin de evaluar la capacidad de los anticuerpos anti VP6 presentes
en esos sueros de reconocer a la proteina VP6 nativa.

Los resultados se muestran en la Figura 3.
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Figura 3: Respuesta humoral contra la proteina carrier VP6. Los sueros de los
animales inmunizados con los multimeros mixtos VP6/V5 + VP2 fueron analizados
mediante un ensayo de ELISA para detectar la presencia de anticuerpos anti-VP6. Cada
barra corresponde al promedio de D.O. obtenido para cada grupo y su desvio estandar.
La linea horizontal correspond el punto de corte calculado como el promedio de los sueros
controles, en este caso sueros preinmunes (SN), mas dos desvios estandar (Xsy + 2s).
(A) Andlisis de la primera sangria. (B) Analisis de la segunda sangria.
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A diferencia de lo observado con las quimeras en su forma monomérica (ver
Capitulo Ill, Figura 7), los multimeros inducen anticuerpos anti-VP6 que reconocen
la proteina VP6 nativa con diferente afinidad.

Las quimeras VP6/V5171 y VP6/V5146 SON las que mejor inducen anticuerpos que
reconocen a la proteina VP6 presente en los viriones de rotavirus y son
significativamente distintas del resto (<0,01), mientras que en la inmunizacién con
las versiones VP6/V514 y VP6/V5535 los ratones reconocen pobremente la
proteina VP6 nativa.

El andlisis de estos resultados junto a los obtenidos en el analisis estructural de
los multimeros mediante un test de ELISA sandwich (Tabla 1 de este capitulo),

donde las quimeras VP6/V5171 Yy VP6/V5146 Son reconocidas por distintos pools de

sueros anti rotavirus mientras que las quimeras VP6/V5y4 y VP6/V5235 no fueron
capturadas o reconocidas por esos mismo sueros, indica una vez mas que las

quimeras presentan diferencias estructurales en cuanto a los epitopes

conformacionales que presentan.

Se evalu6 ademas, la reacitividad de estos sueros frente a la proteina VP6wt

desnaturalizada en un ensayo de Western blot (Figura 4).

Sueros de:
VP6 14 146 171 235 301

=) (gprot. VP6wt
desnat.

Figura 4: Reactividad contra la proteina VP6wt de los sueros inducidos en el ensayo
de inmunizacion con los multimeros. Se realizaron pooles de los sueros de cada grupo
y se ensayo la reactividad frente a la proteina VP6wt en un ensayo de de Western blot.
Los pooles fueron analizados en una dilucién 1/100.
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Como se puede apreciar en la Figura 4, los multimeros VP6/V5146, VP6/V5171,

VP6/V5,35 y VP6/V5301 inducen anticuerpos contra la proteina carrier capaces de
reconocerla cuando es presentada en su forma desnaturalizada, mientras que la
version VP6/V514 no puede hacerlo. Esta quimera carece del sitio lineal
inmunodominate de VP6 por la insercion del epitope V5 (Capitulo I, Figuras 2 y 4)
y si bien es capaz de inducir anticuerpos contra epitopes conformacionales que
pueden reconocer en cierta medida a la proteina VP6 nativa, no puede inducir
anticuerpos contra el epitope lineal inmunodominante de VP6 por carecer de él y

entonces no presenta reacitivdad alguna frente a la proteina VP6 desnaturalizada.

3. Analisis estructural de las VLPs

3.1 Efecto de la insercién del epitope V5 en el ensamble de las DLPs

Como se describié anteriormente, cuando las proteinas VP2 y VP6 de rotavirus
son coexpresadas, forman VLPs de dos capas facilmente purificables mediante
gradientes de densidad de CsCl. Cuando es expresada sola, VP2 forma
agregados hidrofébicos que en ausencia de detergentes permanecen asociados
con membranas celulares y no es posible su deteccibn como una banda en
gradientes de densidad (Labbé et al., 1991).

Los pellets obtenidos mediante ultracentrifugacion de sobrenadantes de
coinfecciones con los baculovirus que expresan VP2 y los que expresan las
diferentes versiones de VP6/V5 fueron resuspendidos y sometidos a
ultracentrifugacion en gradientes de densidad de CsCl.

La visualizacion de los gradientes mostré6 patrones caracteristicos de bandas
opacas, que fueron colectadas para su posterior analisis segin se muestra en la

Figura 2.
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Figura 5. Gradientes de CsCl. (A) Fotografias de cada uno de los gradientes de CsCI.
(B) Esquema de cosecha de las fracciones de los gradientes de CsCl.

En particular, dos bandas mayoritarias aparecieron en todos los gradientes: una
superior (F1), de opacidad mas conservada, con gran cantidad de material,
presumiblemente compuesta por baculovirus presentes en los sobrenadantes de
infeccidén, capaces de atravesar los colchones de sacarosa y comigrar con los
multimeros mixtos VP2-VP6 y una inferior (F3), de opacidad menos conservada y
formada probablemente por VLPs.

Para determinar la composicion de tales bandas, las diferentes fracciones fueron
analizadas mediante ensayos de Western blot diseflados para detectar proteinas
baculovirales, proteinas de rotavirus o el epitope V5. Para ello, cada fraccion del
gradiente fue dializada contra buffer TNMC pH 7 y concentrada mediante

ultracentrifugacion. Los resultados se muestran en las Figuras 6y 7.
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Figura 6. Analisis de las fracciones de los gradientes de CsCl mediante ensayos de
Western blot. Se muestra la reactividad de las distintas fracciones, en el caso de la
proteina VP6wt se utiliz6 un suero policlonal anti rotavirus, mientras que para las
guimeras VP6/V5 se empled una mezcla de anticuerpos monoclonales: anti V5 + anti
VP2. Los Western blots se revelaron con quimioluminiscencia.

VP6wt Nterm 14 101 146 171 235 301 358 382
F1F3M F1F3F1F3F1F3 F1F3F1IF3 F1F3 M F1F3 F1F3F1F3

gp64 ==

Figura 7. Analisis de las fracciones F1y F3 de los gradientes de CsCl pararevelar la
presencia de baculovirus. Se muestra la reactividad de las fracciones F1 y F3 frente a
un anticuerpo monoclonal que reconoce a la glicoproteina baculoviral gp64 en un ensayo
de Western blot. M: marcador de proteinas pretefiido BenchMark (Invitrogen).
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Los ensayos de Western blot confirmaron que la banda superior en los gradientes
de CsCl efectivamente estaba formada mayoritariamente por baculovirus brotados
(Figura 7).

En cuanto a las caracteristicas de los diferentes multimeros mixtos, la distribucion
de reactividad positiva para ambas proteinas (VP2 y VP6) en las distintas
fracciones del gradiente mostrd ser diferente para las distintas quimeras. Como
patron, se tomo la distribucion de las VLPs formadas por VP2 y VP6,,.

La Figura 6 muestra que en las versiones VP6/V514, VP6/V5171, VP6/V5535 ¥
VP6/V530; fue posible detectar la presencia de las proteinas VP6/V5 y VP2 en la

fraccion F3. En el caso de las versiones VP6/V5nierm, VP6/V5101 Y VP6/V5146, fue
posible detectar la proteina quimérica VP6/V5 en F3 pero la proteina VP2 se
encuentra en el limite de lo visible. Finalmente, en el caso de las versiones
VP6/V5358 y VP6/V53sg2, si bien fue posible detectar proteina VP6/V5 en la fraccion
F3, la proteina VP2 no pudo ser detectada y la mayor parte de la proteina
quimérica queda retenida en la fraccion F1 junto con los baculovirus. Esto ultimo

también sucede con la version VP6/V5 6.

3.2 Caracteristicas morfologicas de las VLPs

Los patrones diferenciales de distribucion en los gradientes de CsCl de las
proteinas VP6/V5 y VP2 para cada una de las quimeras parece indicar una vez
mas, que los multimeros adoptan estructuras con conformaciones distintas, que
afectan la densidad y el reconocimiento por distintos sueros policlonales (Figura 1
de este Capitulo).

Con el fin de evaluar la morfologia del material particulado de & fraccién 3 en las
distintas quimeras, cada una de las fracciones F3 fue analizada mediante
microscopia electronica.

Los resultados de las micrografias electrénicas obtenidas se muestran en la Figura
6.
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Figura 6: Observacion de VLPs en las fracciones F3 de los gradientes de CsCI.
Fotografias tomadas en el microscopio electronico con X50K de aumento. La barra

corresponde a 100nm.
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Al observar las fotografias de la Figura 6, se puede apreciar que las VLPs basadas
en la quimera VP6/V5;71 + VP2 son, a simple vista, las mas parecidas a las VLPs
formadas por las proteinas VP6wt + VP2. A diferencia de lo que sucede con el
resto de las quimeras, las VLPs basadas en la versién VP6/V5171 se obtienen en
abundante cantidad, al igual que las VLPs basadas en la proteina VP6wt.

Un analisis con mayor detalle determiné para las VLPs formadas por la proteina
VP6wt un radio promedio de 63nm. Este resultado coincide con los obtenidos por
Crawford y col., en 1994 y por Charpillienne y col., en 2002.

El radio promedio obtenido para las VLPs basadas en las distintas quimeras

VP6/V5 se resume en la siguiente tabla.

VLPs (6 + 2) | RADIO PROMEDIO
VP6wt 63 + 2,6 nm
VP6/V5Nterm 78 + 10 nm
VP6/V514 82+ 7 nm
VP6/V5101 78 £9,5nm
VP6/V5146 86 + 9,3 nm
VP6/V5171 69 + 3,4 nm
VP6/V5;,35 76 £ 9 nm

Tabla 2: Radio promedio de las VLPs quiméricas VP6/V5 + VP2. EL radio promedio de
las VLPs VP6/V5 + VP2 se calculé mediante el analisis de al menos 10 VLPs para cada
version de las quimeras. Se indica entre paréntesis el desvio estandar.

Teniendo en cuenta el pardmetro del radio promedio de las VLPs quiméricas se

observa que las VLPs basadas en la quimera VP6/V5171 son las mas similares a
las VLPs basadas en la proteina VP6wt (69 y 63 nm respectivamente, contra
radios promedio mayores a 76 nm para el resto de las quimeras). Ademas, las

VLPs de VP6/V5171 presentan menor variabilidad en el tamafio promedio de las

103



Resultados: Capitulo IV

DLPs que el resto de las quimeras. Esto puede ser un indicio de la estabilidad de

las VLPs basadas en VP6/V5171.

Teniendo en cuenta los distintos andlisis a los que fueron sometidos los
multimeros de las quimeras VP6/V5, se puede concluir que la insercion de un
epitope heterdlogo en la posicibn aminoacidica 171 de la proteina VP6 no afecta la
capacidad de formar VLPs estables, que exponen el epitope en su superficie
volviendolo accesible al reconocimiento por parte de linfocitos B y resulta el mejor

multimero en inducir una respuesta inmune humoral contra el péptido heterélogo.
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El desarrollo de vacunas no convencionales contra patdégenos de interés
veterinario estuvo basado en gran medida en el reconocimiento y la utilizacién de
sitios antigénicos derivados de proteinas involucradas en la respuesta inmune
protectora. Estos antigenos recombinantes, ya sea solos o formando parte de
proteinas de fusién, producidos de manera monomérica y en forma soluble,
resultaron en general pobres inmunégenos comparados con los mismos antigenos
presentados por virus o bacterias en vacunas inactivadas o atenuadas (Ghiasi et
al., 1992; Taboga et al.,1997; Baldwin et al., 1998). De hecho, a menudo se
requiere la combinacion de tales subunidades proteicas recombinantes con
potentes adyuvantes para lograr despertar respuestas inmunes adecuadas contra
el antigeno presentado. Para aumentar estas respuestas se recurrié en algunos
casos al empleo de virus tales como vaccinia, adenovirus y herpesvirus (Dittmer et
al., 1999; Elahi et al., 1999; Willemse et al., 1996) y a bacterias como Salmonella,
Escherichia coli o BCG (Honda et al., 1995; Wang et al., 1999) como vectores
replicantes para la presentacion al sistema inmune de antigenos protectores
contra patdgenos de interés.

Aunque este enfoque es atractivo para lograr simplificar esquemas de vacunacion
y aumentar la inmunogenicidad de antigenos solubles, los riesgos relacionados
con el uso de esta clase de vacunas basadas en el uso de vectores vivos y la
pobre confianza en los procesos de atenuacion puden atentar contra la aprobacion
de este tipo de vacunas, particularmente en poblaciones inmunocomprometidas.
Esta consideracion tiene indudablemente un impacto en la salud publica y es
particularmente significativo en el caso de la medicina veterinaria, donde el costo
de la vacuna debe ser comparado frente al costo de un animal vacunado.

Es por esto que resulta crucial el desarrollo de estrategias que aumenten la

eficacia de las vacunas a subunidades o peptidicas.

Las particulas semejantes a virus (VLPs) son un tipo altamente eficiente de
vacunas a subunidad que imitan la estructura de la particula viral sin el
requerimiento de contener el material genético infeccioso. Las VLPs estan

formadas por proteinas de origen viral que son capaces de autoensamblarse en
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particulas similares estructural e inmunogénicamente a los auténticos virus, aun
cuando son expresadas en sistemas heterdlogos. Asi, con la intencién de
aumentar la inmunogenicidad de acotados sitios antigénicos involucrados en la
neutralizacion de distintos patégenos, se expresaron diversos péptidos
genéticamente acoplados a VLPs. Debido a su estructura espacial, los sitios
antigénicos son presentados al sistema inmune de manera multimérica, asociados
a proteinas inmunogénicas, de manera que con muy pequefias dosis pueden
alcanzarse elevados niveles de respuesta inmune. Esto pudo ser demostrado
claramente en VLPs quiméricas derivadas de la proteina core del HBV con la
insercion de un peptido de rinovirus. El péptido presentado por la VLP fue diez
veces mas inmungeénico que el acoplado a la proteina KLH y cien veces mas
inmunogénico que el péptido libre (Francis et al, 1990). La desnaturalizacion
deliberada de estas particulas quiméricas disminuyd0 marcadamente la
inmunogenicidad de la proteina de fusion, demostrando la importancia de la

multimerizacién en el impacto en el sistema inmunolégico.

La proteina VP6 de rotavirus ofrece algunas caracteristicas atractivas para ser
considerada un buen candidato como transportador de epitopes. En primer lugar,
es capaz de autoensamblarse en estructuras multiméricas tales como laminas,
tubulos o esferas cuando se expresa en células de mamifero o insecto. Cuando la
proteina VP2 es coexpresada con VP6, las VLPs de doble capa adquieren una
morfologia indistinguible de las pariculas de dos capas naturales. Aunque VP6 es
parte de la capa intermedia de las particulas maduras de rotavirus, luego de la
infeccion natural se produce una fuerte respuesta inmune humoral contra esta
proteina. Al menos un epitope Th fuerte fue mapeado en la mayoria de los
miembros del grupo A de rotavirus estudiados hasta ahora y se ha propuesto que
las células Th especificas para epitopes de VP6 pueden constituir una importante
proporcion de la respuesta Th celular policlonal contra rotavirus porcinos entre las
células del bazo. Ademas, VP6 fue capaz de “primar” respuestas inmunes contra

proteinas de capside externa, sugiriendo que las células Th especificas para VP6
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pueden proveer de alguna manera una colaboracién heterotipica a células B

especificas para neutralizar epitopes de VP7 o VP4.

Como se menciond, el primer reporte del empleo de VP6 como carrier de epitopes
data del afio 1990, cuando Redmond y colaboradores emplearon con éxito la
metodologia del acoplamiento quimico de estas VLPs con diferentes epitopes
heterdlogos.

Sin embargo, a pesar de los alentadores resultados obtenidos, no hubo reportes
posteriores en la utilizaciéon de VLPs basadas en la proteina VP6 de rotavirus
como sistema de presentacion de epitopes heterdlogos. La razon principal parece
deberse a que la metodologia de acoplamiento quimico es sumamente costosa y
requiere de multiples pasos de purificacion para eliminar los quimicos utilizados en
la reaccion.

Para solucionar estos inconvenientes, la estrategia mas adecuada consiste en
expresar la proteina VP6 como una fusién traduccional junto al epitope heterélogo.
Para lograr este objetivo, sin embargo, es necesario conocer previamente en qué
sitios de la secuencia de VP6 es posible incorporar secuencias heterélogas sin
interferir con su multimerizacién y de manera que el peptido incorporado esté

expuesto al solvente, accesible a los distintos efectores del sistema inmune.

En el presente trabajo de tesis se empled el sistema de expresion baculovirus-
células de insecto para analizar el efecto de la insercién de un péptido foraneo en
las propiedades antigénicas y estructurales de la proteina VP6. Se construyeron
una serie de mutantes de insercion en fase dentro de la secuencia de VP6 de una
cepa de rotavirus simio y, luego de la expresion de las distintas mutantes en
células de insecto, se evalué su capacidad de oligomerizar en trimeros, de
multimerizar, de interactuar con la proteina VP2 de rotavirus en VLPs y se
determinaron sus propiedades antigénicas e inmunogeénicas. Los resultados que
se discuten a continuacibn aportan una valiosa informacion sobre la

caracterizacion de los dominios de trimerizacion y multimerizacion de la proteina
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VP6, sobre sus propiedades antgénicas y sobre sus posibles usos en la

presentacion multimérica de sitios antigénicos heterélogos.

1. Eleccion del sistema de expresién.

Para que las VLPs sean posibles candidatos a vacuna, es necesario que Su
produccion sea realizada en un sistema seguro y escalable. La mayoria de las
VLPs han sido sintetizadas mediante baculovirus recombinantes. Este sistema
basado en la expresion de proteinas en células de insecto resultd un gran avance
en la produccién y obtencion de VLPs que originalmente se producian en
levaduras o células de mamifero.

En primer lugar, es posible obtener grandes cantidades de proteina recombinante
en un ambiente eucariota, o que resulta en un correcto plegamiento espacial.
Segundo, las células de insecto pueden ser cultivadas sin suplementos derivados
de células de mamifero, por lo que el riesgo de contaminacion con patégenos
oportunistas esta minimizado. Tercero, los baculovirus mas utilizados en la
expresion de proteinas recombinantes (Autographa californica y Bombix mori) sélo
replican en pocas especies de lepiddpteros, lo que garantiza su seguridad. Por
ualtimo, en el sistema de baculovirus se puede realizar el salto de escala para una
gran produccién de antigeno vacunal, controlando muy finamente los parametros
de infeccion y cosecha (Alves et al., ), ya sea en reactores o ensayando su
expresion en larvas de lepidéptero (L6pez et al., 2005).

En el caso particular de la proteina VP6 de rotavirus, su expresion en sistemas
bacterianos produjo bajos niveles de proteina recombinante debido a la alta
frecuencia de codones “raros” para bacterias. Ademas, para recuperar la proteina
recombinante fue necesario trabajar en condiciones desnaturalizantes, empleando
concentraciones de hasta 8M de urea (Choi et al, 2004).

Existe una amplia bibliografia que documenta la expresién de VP6 sola o en
conjunto con otras proteinas estructurales de rotavirus en el sistema baculovirus-
células de insecto (Tosser et al. 1992; Crawford et al. 1994, Jiang et al. 1998). En
todas las publicaciones quedan evidenciados los buenos niveles de expresion y la
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relativa facilidad de purificacion de las VLPs debido a su conformacion
multimérica.
Debido a las razones expuestas, el sistema de expresion seleccionado en este

trabajo de tesis fue el sistema baculovirus-células de insecto.

2. Eleccion de los sitios de insercion

Diferentes grupos de investigacion en el campo del desarrollo y produccion de
particulas semejantes a virus han empleado diversas estrategias para la selecciéon
de los posibles sitios de insercidén de secuencias foraneas, como aprovechar sitios
de restriccion naturales, dirigir las inserciones a regiones con epitopes
inmunodominantes en la particula multimérica o hacer uso de los datos aportados
por cristalografia. En este trabajo se emple6 el andlisis mediante algoritmos que
predicen los sitios con mayor hidrofilicidad, mayor antigenicidad y mayor
probabilidad de estar expuestos al solvente. Una vez publicada la estructura
espacial de VP6 obtenida por cristalizacién, pudieron seleccionarse posiciones
aminoacidicas adicionales correspondientes a zonas correspondientes a loops o
lazos. Siguiendo esta estrategia, se seleccionaron las posiciones aminoacidicas:
Nterm, 14, 101, 146, 171, 235, 301/8, 358 y 382.

Como péptido foraneo se selecciond el epitope V5 que deriva del paramyxovirus
SV5. El epitope V5 (formado por 14 aminoacidos) puede utilizarse como tag de
proteinas manteniendo su antigenicidad y la de la proteina marcada (Randall y
Young 1989, Randall y Young 1991, Hanke et al 1992, Randall et al 1993).

3. Caracterizaciéon de las quimeras VP6/V5.

3.a. Expresion e identidad de las quimeras VP6/V5

En primer término, se evalud la nfluencia de la insercion del epitope V5 en la
expresion de las quimeras VP6-V5. Los resultados mostraron que todas las
quimeras se expresaron a niveles semejantes al de la proteina VP6wt:

aproximadamente un 50% del total de la masa proteica corresponde a la expresion
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de VP6 o de las quimeras VP6/V5, demostrando que la insercion de esta
secuencia no convirtid a las proteinas quimeéricas en toxicas para el sistema de
expresion ni alterd los niveles con los que normalmente VP6 se expresa en este

sistema.

Cuando se confirmo la identidad de estas proteinas mediante ensayos de Western

blot, se comprobd que todas las quimeras fueron reconocidas por los anticuerpos

anti-V5 y anti-rotavirus SA11, con la excepcién de la version VP6/V514.

En esta quimera, el suero policlonal de conejo anti-SA11 no fue capaz de revelar
la presencia de esta proteina, que si fue revelada por el anticuerpo monoclonal
anti-V5, presentando una movilidad electroforética similar al del resto de las
quimeras. Este hecho, junto con el resultado de la secuenciacion completa de esta
version, descart6 la posibilidad de un corrimiento en el marco de lectura de esta

proteina recombinante.

Cuando se enfrentd la quimera VP6/V514 con otros sueros policlones anti-rotavirus
procedentes de distintas especies de mamiferos (cobayos, equinos, conejos)
inmunizados o0 naturalmente infectados con distintas cepas de rotavirus
pertenecientes al grupo A (al igual que la cepa SA11l), estos sueros tampoco
pudieron reconocer a la quimera 14/V5, mientras que no tuvieron problemas en

reconocer las otras quimeras.

Por otro lado, cuando se utiliz6 como inmundgeno la quimera VP6/V514 en su
forma multimérica, los anticuerpos inducidos contra la proteina carrier fueron
capaces de reconocer la proteina VP6 nativa pero no pudieron reconocer la
proteina VP6 desnaturalizada.

Juntos, los resultados de estos analisis indican que la insercién de una secuencia
foranea en la posicibn aminoacidica 14 de la proteina VP6 interrumpe el epitope
lineal inmunodominante de esta proteina.

Esta caracterizaciéon no ha sido reportada hasta la fecha, siendo este trabajo de

tesis el primero en describir esta propiedad.
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3.b. Formacién de trimeros y de multimeros

Mediante deleciones de grandes secciones de la region amino terminal y carboxilo
terminal de la proteina VP6, Clapp y Patton en 1991 postularon que la capacidad
de formar VLPs reside en el dominio C-terminal, comprendido entre los
aminoéacidos 251 y 397 y que el dominio de trimerizacion esta ubicado en la zona
media de VP6 (aminoacidos 105 a 328). Sin embargo, por la metodologia
utilizada, estos dominios no pudieron ser determinados con mas precision. En
1997, Afracchino y Gonzalez utilizaron la misma estrategia de andlisis, pero
trabajaron con deleciones pequeiias de VP6 y lograron acotar el dominio de
trimerizacion. Estos autores determinaron que la delecion de los aminioacidos 122
a 147 no afectaba la formacién de trimeros, mientras que la deleciéon de los
aminioacidos 246 a 314 impedia la trimerizacion. Postularon ademas que
probablemente el extremo N-terminal del dominio de trimerizacidon se encuentre
entre los aminioacidos 147 y 246.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis mediante el analisis por
mutagenisis insercional de la protéina VP6 mostraron que la insercion de una
secuencia heterdloga en la posicion aminoacidica 146 no afecta la formaciéon de
trimeros, mientras que la insercidon por reemplazo en la posicion 301/8 impide la
trimerizacién, coincidiendo con los resultados obtenidos por Afracchino y
Gonzalez. La insercion del epitope V5 en las posiciones 171 y 235 de VP6
también impidieron la formacion de trimeros, apoyando la hipétesis presentada por
estos autores respecto a la ubicacién del extremo N-terminal del dominio de
trimerizacion. Asi, el dominio de trimerizacion puede ser extendido entre los
aminoécidos 171 y 314.

El analisis de la estructura terciaria de la proteina VP6 basado en los datos
cristalograficos sefala que la region postulada como dominio de trimerizacion esta
dentro de un gran dominio con estructura de plegamiento de lamina beta. Este tipo
de organizacion aminoacidica se caracteriza por su rigidez: cualquier insercion
que afecte la estructura de laminas podria afectar tambien la formacion de
trimeros. Sin embargo, al analisis de las quimeras VP6/V5 mediante programas

que analizan posibles estructuras terciarias de proteinas predijo que la insercion
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del epitope V5 no altera de una manera drastica la estructura que adopta en el
espacio el monémero de VP6. Posiblemente, la insercion de la secuencia
heterbloga afecta el contacto entre las laminas beta vecinas, desestabilizando o

impidiendo la formacion de trimeros.

Otra propiedad que se evalud en las distintas quimeras VP6/V5 fue la capacidad
de formar multimeros, medida como la capacidad de atravesar colchones de
sacarosa mediante ultracentrifugacion. Todas las quimeras VP6/V5 pudieron ser

recuperadas en el pellet de ultracentrifugacién, con excepcion de las versiones

VP6/V5358 y VP6/V533>.

Ha sido probado que la expresion conjunta de las proteinas VP6 y VP2 de
rotavirus resulta en VLPs mas estables que las formadas unicamente por VP6
(Madore et al., 1999). La expresion conjunta de la proteina VP2 con las versiones
358 y 382 estabiliza en cierto grado estas quimeras, permitiendo detectar en el
sobrenadante de infeccion dgun tipo de estructura multimérica que es capaz de
atravesar colchones de sacarosa, aungue en una proporcion notoriamente inferior
al de las otras quimeras.

El resultado de este andlisis mostré6 que la insercibn de un epitope en las
posiciones aminoacidicas 358 y 382 de la proteina VP6 afecta la capacidad de la
proteina VP6 de formar multimeros. Esta zona aminoacidica de multimerizacién
coincide con lo reportado por Clapp y Patton en 1991, quienes establecieron el
dominio de multimerizacion en un gran fragmento de la region carboxi-terminal,
entre los aminécidos 251 y 397.

Sin embargo, en este trabajo de tesis se determiné que la insercién del epitope V5
en la posicion aminoacidica 301/8 no afecta la capacidad de VP6 de multimerizar.
En 1997, Affrachino y Gonzalez observaron que la delecion entre los aminoacidos
308-314 no afectaba la capacidad de formar VLPs. Ambos resultados ayudan a
acotar el dominio de multimerizacion establecido por Clapp y Patton, ubicandolo

entre los aminoacidos 315 y 397.
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Al analizar en conjunto los resultados de formacién de trimeros y multimeros, se
desprende que las funciones de trimerizacion y de multimerizacion son
independientes. Esta caracterizacion coincide con los resultados obtenidos por
otros grupos de trabajo, empleando distintas estrategias de analisis (Clapp y
Patton, 1991; Tosser et al. 1992; Afracchino y Gonzalez, 1997). Ademas, la
trimerizacion no es un requisito indispensable para la formacion de multimeros o
VLPs.

Como se menciond anteriormente, la proteina VP6 esta organizada en trimeros
(Gorgoziglia et al., 1985, Sabara et al., 1987) y es posible detectar estos trimeros
tanto en células infectadas como en el virion de rotavirus. Durante el ensamble de
los rotavirus, el core adquiere la cdpside media formada por 260 trimeros de VP6
(Fields et al., 1996). Esto conduce a pensar que la trimerizacion es un proceso
importante en la morfogénesis viral. De hecho, rotavirus de grupos diferentes son
diferentes en sus secuencias aminoacidicas, aunque mantienen dominios
concretos de trimerizacion (Shen et al., 1994). Sin embargo, los resultados
obtenidos por varios grupos de trabajo aplicando distintas metodologias sugieren
la independencia entre los dominios de trimerizacién y de multimerizacion. ¢Es
posible entonces que la incorporacién de VP6 en VLPs en condiciones de cultivo
celular sean diferentes a las requeridas en la morfogénesis natural?

Shen y colaboradores, mientras caracterizaban distintos clones de una cepa de
rotavirus adaptada a cultivos de células por multiple pasajes, encontraron dos
clones virales particulares. En uno de ellos, un Unico cambio de aminoé&cidos en la
posicion 308 (de prolina a glutamina) impedia la formacion de trimeros, mientras
que en el otro clon viral, el cambio de valina a isoleucina en la posicion
aminoacidica 237 afectaba seriamente la estabilidad del trimero. Ninguno de estos
clones virales presentaba diferencias en la tasa de replicacién con respecto a la
cepa parental; sélo se observé una sensibilidad mayor a la inactivacién térmica
(Shen et al.,, 1994), demostrando que la trimerizacion no era un requisito
indispensable tampoco para la formacion de multimeros en la morfogénesis de

rotavirus (al menos en la multiplicacion de rotavirus en cultivo de tejidos).

113



Discusioén

Finalmente, se postulé que la trimerizacion puede tener importantes funciones
promoviendo sefiales especificas de interaccion proteina-proteina en la
morfogénesis viral o probablemente ayudando a estabilizar la capa de VP6

alrededor del core de rotavirus.

3.c. Caracterizacion estructural de las quimeras VP6/V5

Con el fin de caracterizar los multimeros mixtos obtenidos por ultracentrifugacion a
través de colchones de sacarosa, fue necesario poder separar estas estructuras
de los baculovirus presentes en esta preparacion, ya que tambien éstos son
capaces de atravesar colchones de sacarosa 30% y no fue posible separarlos
empleando gradientes de sacarosa (resultados no mostrados).

Mediante gradientes de CsCl, fue posible separar los multimeros de los
baculovirus en el caso de las quimeras Nterm, 14, 101, 171, 235y 301. En el caso
de las versiones 146, 358 y 382, la mayor parte de la proteina VP6/V5 migré junto
con los baculovirus y sélo una pequefia fraccion de la proteina quimérica se ubico
en la banda esperada para las VLPs.

Entonces, ¢cual es la posible constitucion de los multimeros de las versiones

VP6/V5146, VP6/V53s8 Yy VP6/V533 que se recuperan luego del colchon de
sacarosa, si s6lo una pequefia porcidon se recupera en la fraccion esperada para
las VLPs?. Esta reportado que VP6 y VP2 pueden formar otras estructuras tales
como laminas o tdbulos (Ready et al., 1988; Crawford et al., 1994; Zeng et al.,
1994). Sin embargo, la observacion bajo el microscopio electrénico de la fraccion
superior de los gradientes de CsCl (F1) s6lo mostrd la presencia de baculovirus,
no siendo posible deterctar la presencia de ningun otro tipo de estructura
(resultados no mostrados).

Es posible entonces que la expresion de la proteina VP2 no sea suficiente para
estabilizar eficientemente algunas de las quimeras VP6/V5 y s6lo una fraccion
(mayor o menor, dependiendo de la quimera) se recupere como verdaderas VLPs,
mientras que el resto, debido a su inestabilidad, rapidamente se desagrega y se

recupera en formas monomeéricas u oligoméricas.
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Ya se habia establecido en este trabajo que la insercion del epitope V5 en las

posiciones 358 y 382 de la proteina VP6 afectaba la capacidad de multimerizar.

Sin enbargo, en el caso de la versién VP6/V5146, €l hecho de obtener sélo una
pequefia proporcion de la proteina quimérica en la fraccion esperada para las
VLPs en un gradiente de CsCl fue un resultado no esperado, ya que esta region
aminoacidica no se encuentra dentro del dominio de multimerizacién previamente
establecido.

En concordancia con este resultado, Affrachino y Gonzalez encontraron que la
delecién D122-147 afectaba la formacion de VLPs, recuperandose solo un 20% de
VLPs en comparacién a lo obtenido con la proteina VP6wt (Afracchino y Gonzalez,
1997). Tal vez en esta zona aminoacidica de la proteina VP6 se encuentren el o
los aminoacidos clave para estabilizar el dominio de multimerizacion, volviendolo
funcional. La delecién D122-147 o el reemplazo de amino&cidos en esta zona de
VP6 afecta seriamente la capacidad de formar VLPs, a pesar de conservar intacto
el dominio de multimerizacion (en este trabajo se reemplazaron los aminoacidos
146 y 147 isoleucina-acido glutamico por serina-arginina con el fin de introducir
una secuencia de reconocimiento para una enzima de restriccion mediante
mutagenesis dirigida).

El andlisis de la fraccion F3 de los gradientes de CsCl mediante microscopia
electronica mostré que la insercion del epitope V5 en la posicion aminoacidica 171
de la proteina VP6 produce las VLPs que mejor reproducen la morfologia de las
VLPs basadas en VP6wt y en cantidades similares a las producidas por VP6wt.

Se sabe que las VLPs compuestas de VP6 + VP2 son sumamente estables,
incluso en agua marina durante un mes a 20°C o en presencia de Cloro (1mg/l)
(Caballero et al., 2004; Loisy et al., 2004).

Las VLPs basadas en la quimera VP6/V5;7; fueron conservadas durante dos
meses a 4°C y mantuvieron su estructura multimérica. El gran nimero de VLPs
obtenido, el radio promedio y la menor variabilidad en el tamafio observado

respecto a las VLPs obtenidas con las otras versiones VP6/V5, son indicios de la

estabilidad de las VLPs basadas en la quimera VP6/V5171.
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4. Las quimeras VP6/V5 como inmundgenos

4.a Las quimeras en estado monomeérico.

En la respuesta inmune humoral contra epitopes presentados por estructuras
multiméricas, no solo cobra importancia el aumento de la inmunogenicidad
directamente relacionada con las propiedades inmunogénicas de las estructuras
carrier (aumento de la masa antigénica, repeticion de epitopes, fagocitosis
facilitada), sino también el hecho de que la insercion de la secuencia heteréloga
no interrumpa epitopes T involucrados en la colaboracion entre linfocitos By Ty
no interfiera con el normal procesamiento y posterior carga de los péptidos en las
moléculas de histocompatibilidad de clase Il. Para evaluar entonces estos
parametros sin la interferencia de las posibles diferencias en la presentacion
multimérica del epitope V5 por parte de las diferentes quimeras, se evaluo la
respuesta humoral inducida por las diferentes versiones en su conformacion
monomeérica.

La inmunizacién de ratones con 5 ng de las quimeras VP6/V5 desnaturalizadas
indujo una solida respuesta inmune humoral contra el péptido V5, que resultd
sensible a una dosis refuerzo y se mantuvo constante hasta los 150 dias de
iniciado el experimento.

Con una sola inmunizacién, solo dos quimeras (VP6/V5146 Y VP6/V5,35) fueron
capaces de inducir una respuesta humoral contra el epitope foraneo V5,
obteniendo un titulo promedio anti-V5 igual a 2 para la versién 146 y un titulo
promedio de 1,9 para la version 235. Luego de la segunda inmunizacion, se pudo

apreciar un claro efecto de dosis refuerzo. Los grupos inoculados con las
versiones VP6/V5146 Y VP6/V5,35 aumentaron el titulo de anticuerpos anti-V5 (con
titulos promedios igual a 4,1 y 4, respectivamente). Las otras versiones fueron
capaces de inducir una respuesta humoral contra el epitope foraneo luego de
recibir el booster, con excepcion de las versiones VP6/V5171 y VP6/V53so.

Algunos autores han empleado la estrategia de reemplazar un sitio antigénico
inmunodominante en la proteina carrier por el epitope heterdlogo, basados en la

hipotesis de que de esta manera la respuesta inmune se dirigira hacia una region
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hacia la que naturalmente esta enfocada (Francis et al., 1993). Asi, la insercién de
secuencias heterdlogas entre los aminoacidos 75 y 83 abolié el reconocimiento
por parte de cinco anticuerpos monoclonales y disminuy6 drasticamente el
reconocimiento de sueros policlonales de humanos infectados por HBV. Esta
version de HbcAg quimérico fie la que indujo niveles mas altos de anticuerpos

contra el péptido heterdlogo (Schodel et al., 1992). Sin embargo, esta hipétesis no

fue verdadera en nuestro modelo de VP6: la version VP6/V514 en su forma

monomeérica requirid de dos inmunizaciones para inducir una respuesta humoral

contra el péptido V5, mientras que las quimeras VP6/V5146 Y VP6/V5235

despertaron una mas sélida respuesta con so6lo una inmunizacion.

Los resultados mostraron que existen diferencias entre las quimeras VP6/V5
respecto de la capacidad para inducir anticuerpos contra el epitope foraneo,
dependiendo de la posicién de éste en la quimera. En particular, la quimera 171
mostré muy bajos titulos de anticuerpos, significativamente diferentes de los del
resto de las versiones. Dos hipotesis pueden explicar este fendmeno: o bien la
posicion de V5 en la proteina monomérica afecta la conformacion espacial en la
que éste se presenta (y por lo tanto afecta la capacidad de los linfocitos B para
reconocer el epitope V5 en el contexto del carrier), o bien la insercion de V5 en la
posicion 171 afecta su degradabilidad o interrumpe algun epitope Th fuerte. Para
descartar alguna de estas hip6tesis y eliminar la posibilidad de que las diferencias
se debieran a preparaciones vacunales heterogéneas, se mididé la respuesta
humoral contra VP6.

Los resultados mostraron que tanto en la primera inmunizacion como en la
segunda, no hay diferencias significativas entre las respuestas humorales contra la
proteina carrier en todos los grupos y que el titulo anti-VP6 aumenta luego de la
segunda inmunizacién. Con estos resultados se descarta haber afectado la
degradacion de la quimera o la interrupcién de un epitope Th con la insercién de la
secuencia V5 en la posicion 171 y se confirma que todos los ratones fueron
correctamente inmunizados. Las diferencias en la induccién de una respuesta

humoral contra el epitope V5 probablemente se deben a la manera en que la
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posicion de éste en la proteina carrier determina su accesibilidad o su estructura
secundaria, relevantes en el reconocimiento por parte de las células B. Estos
resultados estan en consonancia con los obtenidos por Bafios y colaboradores,
quienes demostraron la existencia un fuerte epitope Th en la regién comprendida
por los amino&cidos 289-302. Ademas, Benito y colaboradores mostraron que la
posicion en la que una secuencia heterdloga derivada del virus de la fiebre aftosa
es insertada en la secuencia de la proteina carrier b-galactosidasa modula su
reactividad frente a un panel de anticuerpos monoclonales mediante la influencia
que las distintas posiciones del carrier tienen sobre la conformacion espacial de la

secuencia insertada (Benito et al., 1995).

4.b. Las quimeras multiméricas como inmundgenos

En términos de la respuesta inmune humoral inducida por los multimeros mixtos
VP6-V5/VP2, la inmunizacion con dosis muy bajas (conteniendo so6lo 30 ng de
VP6 quimérica, correspondientes a 0.9 ng de V5) despertd considerables titulos de
anticuerpos.

En primer lugar, la version VP6-V5:71 resultd ser la quimera que desperto los
titulos de anticuerpos mas altos, ya detectados tras la primera inmunizacion. Esta
version fue una de las dos en las que se pudo probar la exposicion del epitope V5
sobre la particula multimérica. Sin embargo, esta version quimérica como
mondémero prob6 ser pobremente inmunogénico respecto del epitope V5. Asi,
puede concluirse que la exposiciéon de V5 sobre la estructura multimérica formada
por VP2 y VP6 es la responsable de la aumentada inmunogenicidad de la version
VP6-V5171 respecto del resto de las quimeras. A pesar de no poder sido probada
la exposicion del epitope V5 en las quimeras 14, 235 o 301, éstas mostraron ser
capaces de despertar una respuesta inmune humoral, aunque menor a la de la
version VP6-V5;;;. Si el epitope V5 no esta expuesto en la superficie de los
multimeros, los resultados concuerdan con los obtenidos por Charpilienne vy
colaboradores, quienes mostraron que, al inmunizar conejos con quimeras VP2-
GFP/VP6, se obtenian altos titulos de anticuerpos no sélo contra VP2, sino

también contra la proteina verde fluorescente GFP (Charpilienne et al., 2001).
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Cabe recordar que VP2 forma el core interno de estas VLPs y que, en ese trabajo,
los primeros 92 aminoacidos de VP2 estan reemplazados por GFP, la que ha
probado quedar interna en la estructura del core. Los autores hipotetizaron que
tanto las VLPs naturales como las quiméricas son capaces de presentar sus
componenetes internos al sistema inmune luego de la degradacién que ocurre tras
la inoculacion. Asi, estas versiones deben su inmunogenicidad, en parte a que
como mondmeros resultaron buenos inmundgenos (en particular 146 y 235) y en
parte a que la estructura multimérica que se mentiene favorece tanto la fagocitosis
como el aumento de copias por molécula fagocitada, aumentando la probabilidad
de interaccion con linfocitos Th. Resulta dificil explicar la inmunogenicidad de
estas versiones s6lo por su componente monomérico, ya que habitualmente las
dosis de proteina monomérica requerida para despertar respuestas humorales
similares suele ser mucho mayor. Habitualmente, en el modelo murino se
requieren entre 5y 100 ng de proteina soluble utilizada como carrier de péptidos
(Harlow y Lane, 1988) .

A diferencia de lo obtenido en la inmunizacién con las quimeras monomeéricas, en
la inmunizacion con los multimeros mixtos la respuesta humoral contra la proteina
carrier VP6 fue diferente entre las quimeras analizadas. Las quimeras VP6/V5;7; Yy
VP6/V5,4¢ fueron las mejores inductoras de anticuerpos que reconocen la proteina
VP6 presente en los viriores de rotavirus, mientras que en la inmunizacion con las
versiones VP6/V514 y VP6/V5,35, l0s ratones reconocieron pobremente la proteina
VP6 nativa. Estos resultados, junto con el hecho de que estas Ultimas versiones
no pudieron ser capturadas en un ensayo de ELISA sandwich con un suero
policlonal de conejo, demuestran que la insercion de la secuencia V5 alter6 el
patron de epitopes conformacionales o discontinuos que VP6 presenta en estas
quimeras, por lo que los anticuerpos que se inducen contra la proteina VP6 son

distintos para cada quimera.
4.c. Efecto de una respuesta inmune preexistente contra el carrier

Existe un fendbmeno inmunoldgico conocido como “supresion inducida por el

carrier” (Schutze et al. 1985) por el que los anticuerpos preexistentes contra la
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proteina carrier pueden inhibir la respuesta inmune contra un epitope presentado
por ese mismo carrier. En los ultimos afos, el estudio de este fenomeno parece
indicar que estaria mas relacionado con la induccion de la respuesta T-celular
contra el epitope (Da Silva et al. 2001; Ruedl et al. 2005) que con la respuesta
humoral. Se demostré ademas, que este efecto no deseado puede ser evitado
utilizando en el booster VLPs heterdlogas (Da Silva et al. 2005).

Con respecto a la induccién de una respuesta humoral contra el epitope foraneo
en presencia de una respuesta iinmune prexistente contra el carrier, existen varios
trabajos donde se reporta que no tiene efecto alguno Ben-Yedidia et al. 1999;
Netter et al. 2003; Geldmacher et al. 2005; Xiang et al. 2005) o incluso favorece
(Shah et al. 1999) la respuesta de anticuerpos contra el epitope.

Pensando en la posibilidad de utilizar este sistema de VLPs quiméricas basadas
en la proteina VP6 de rotavirus para inmunizar al ganado bovino contra patégenos
de interés pecuario y dada la alta seroprevalencia de rotavirus a campo (77% en el
ganado bovino argentino, Constantini et al. 2002), se analiz6 en qué grado la
presencia de de una respuesta inmune contra la proteina VP6 previa a la
inmunizacion con las quimeras VP6/V5 podria afectar la induccion de una
respuesta inmune contra el epitope forAneo presentado en las quimeras.

Los resultados mostraron que la presencia de una respuesta inmune contra el
carrier previa a la inmunizacién con las quimeras produce algun efecto estimulador
en la respuesta humoral contra el epitope V5.

Este resultado coincide con los obtenidos por otros grupos de trabajo, en los que
la presencia de una respuesta inmune prexistente contra la proteina VP6 indujo
una rapida respuesta de anticuerpos contra el péptido heter6logo en comparacion
con el grupo no “primado” (Frenchik et al., 1992) o indujo niveles més altos de
anticuerpos neutralizantes frente al desafio con rotavirus (Esquivel et al., 2000)
que llevaron a una rapida eliminacion de la infeccion con respecto al grupo control.
Este efecto estimulador en la induccion de una respuesta humoral contra
antigenos presentados por la proteina VP6 fue tanto homo como heterotipica y es

particularmente notorio en las versiones Nterm y 14, donde hay diferencias
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significativas entre el grupo que solo recibe la quimera y los grupos pre-
inmunizados con VP6 o rotavirus.

Aunque no existen diferencias significativas entre los animales que fueron
preinmunizados con la proteina VP6wt de la cepa SAll y los animales
inmunizados con rotavirus cepa NCDV, el primer grupo presenta en promedio,
titulos mas altos que el segundo grupo. Como las dos cepas pertenecen al grupo
A de rotavirus y por lo tanto presentan alta homologia en la proteina VP6 (Tang et
al., 1997), es posible que esta leve diferencia se deba a que en un caso se utilizo
proteina VP6 desnaturalizada y en el otro se utilizé proteina VP6 nativa (formando

parte del virion).

5. Implicancias y perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que es posible la insercion de
un epitope heterdlogo en la proteina VP6 y su utilizacion como carrier particulado
para inducir una respuesta inmune humoral contra péptidos heter6logos.

Ademas, quedd en evidencia que la insercion en distintas posiciones de VP6
afecta no solo la morfologia y estabilidad de las VLPs quiméricas obtenidas sino
también su reactvidad frente a sueros policlonales anti-rotavirus, posiblemente al
exponer epitopes conformacionales distintos.

Teniendo en cuenta la posibilidad de utlizar estas VLPs quiméricas como
inmundgenos, los datos aportados ofrecen distintas opciones. Debido a que VP6
es altamente inmundgenica y es la proteina mas frecuentemente detectada en los
ensayos de diagnostico e inmunolégicos, en el caso en el que la vacunacion con
VLPs quiméricas afectara el diagndstico para rotavirus, la version version
VP6/V514 resulta la indicada, pues induce anticuerpos contra la protéina carrier
que tienen muy poco reactvidad frente a la protéina VP6 nativa o nula reactividad
frente a la proteina VP6 desnaturalizada.

Sin embargo, teniendo en cuenta la alta seroprevalencia para rotavirus en las
poblaciones animales y humanas, diferenciar animales vacunados de infectados

quizas no sea un objetivo epidemiolégico inmediato. Entonces, la quimera
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VP6/V5;:7; resulta ser la ideal, ya que es la mas estable de todas las versiones y
expone el epitope V5 en su superficie, induciendo una soélida respuesta inmune
contra el péptido heter6logo. Ademas, como las VLPs basadas en VP6/V5171
exponen epitopes conformacionales que son reconocidos por sueros policonales
anti-rotavirus e inducen anticuerpos capaces de reconocer la proteina nativa
presente en el virion, es posible mejorar las formulaciones de VLPs como vacunas
para rotavirus incorporando epitopes derivados de proteinas no estructurales de
rotavirus como NSP4, involucrada en los sintomas de la infeccién por la alteracion
en la secrecion de iones cloruro (Hoire et al., 1999).

En este trabajo se empled como péptido heterdlogo el epitope V5 formado por 14
aminoacidos. Sin embargo, resta determinar la longitud heteréloga maxima que es
posible insertar mediante esta estrategia. Nuestro grupo de trabajo evalu6 también
la insercion de un péptido correspondiente al sitio antigénico inmuodominante del
irus de la fiebre aftosa (FMDV), denominado “sitio A", formado por 21
aminoacidos. Las quimeras VP6/sitioA arrojaron los mismos resultados en cuanto

la caracterizacion antigénica de la posicion 14 y los dominios de trimerizacion y de

multimerizacién. Es posible que las quimeras VP6/V5171 Yy VP6/V5301/8, €n las que
la insercion del epitope heterdlogo se realiza en loops de VP6, acepten la
insercion de péptidos mayores a los 21 aminoéacidos.

Finalmente, el sistema de expresion utlizado (baculovirus-células de insecto)
permite el escalado en la produccion de antigenos empleando la infeccion de
larvas de lepidoptero en lugar de cultivo celulares. La utilizacion de larvas reduce
sensiblemente los costos de produccién y no afecta la antigenicidad de las
proteinas producidas (Lopez et al., 2005). En nuestro laboratorio se observé que la
infeccion de larvas de Rachiplusia ni con los baculovirus recombinantes AcVP6wt
y AcVP2wt llevo a la expresion de las proteinas VP6 y VP2 y que éstas fueron
capaces de interactuar formando VLPs que fueron recuperadas y analizadas
mediante gradientes de CsCl.

Resta evaluar si es posible la produccién de las VLPs quiméricas VP6/V5 en este

sistema in vivo de produccion.
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CONCLUSIONES

El sitio antigénico lineal inmunodominante de la proteina VP6 involucra la posicién
aminoacidica 14. La disrupcién de la secuencia lineal de VP6 en esta posicion
provoca la pérdida del reconocimiento antigénico por parte de sueros policlonales

hacia la secuencia lineal de la proteina VP6.

La estructura de trimero de VP6 posee determinantes antigénicos discontinuos o
conformacionales no presentes en la proteina lineal. La proteina quimérica
VP6V5 en su forma trimérica es reconocida por aquellos sueros policlonales que

no reconocen el monémero.

La insercion de una secuencia heteréloga en las posiciones 14 y 235 determina
que las VLPs quiméricas cambien el patron de epitopes conformacionales o
discontinuos que presentan. Las versiones VP6V5;, y VP6V5,35 en su forma
multimeérica no fueron reconocidas en los ensayos de ELISA sandwich. Asimismo,
los anticuerpos generados mediante la inoculacion de ratones con estas versiones

reconocieron mas pobremente las VLPs basadas en la proteina VP6wt.

El dominio de trimerizacién puede ser extendido entre los aminoacidos 171 y 314.
La insercidon de una secuencia heterdloga en la posicion 171 de VP6 permitio

acotar el extremo N-terminal de este dominio.

El dominio de multimerizacibn de VP6 puede ser acotado a una region
comprendida entre los aminoacidos 315 y 397. La insercién de un epitope en las
posiciones aminoacidicas 358 y 382 de la proteina VP6 afecté la capacidad de la
proteina VP6 de formar multimeros, mientras que el reemplazo en 301/8 no

impidié a VP6 multimerizar.

El dominio de multimerizacibn de VP6 puede ser acotado a una region

comprendida entre los aminoacidos 147
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Las funciones de trimerizacién y de multimerizacion son independientes.

La trimerizacion no es un requisito indispensable para la formacién de multimeros
0 VLPs.

Las posiciones aminoacidicas 146 y 171 estan expuestas en las particulas
multiméricas. Debido a las alteraciones en el patrén de epitopes que los
multimeros quiméricos presentan, no puede demostrarse la exposicion de V5 en el

resto de las versiones.

La insercion del epitope V5 en la posicion aminoacidica 171 de la proteina VP6
produce las VLPs que mejor reproducen la morfologia de las VLPs basadas en

VP6wt y en cantidades similares a las producidas por VP6wt.

La posicion aminoacidica en la que el epitope heterélogo es insertado tiene
influencia en la inmunogenicidad del epitope en la proteina quimérica en su forma
monomérica. La version VP6/V5;;; como mondémero induce pobremente
anticuerpos contra V5, probablemente debido a que la proteina carrier impone

restricciones en su accesibilidad o su estructura espacial.

La exposicion de V5 sobre la estructura de la VLP es responsable de la
aumentada inmunogenicidad del epitope V5 en la version VP6/V5,7; respecto del
resto de las quimeras. Esta misma version, cuando fue inoculada como mondémero

en una dosis 170 veces mayor, despertd una pobre respuesta inmune.

La presencia de una respuesta inmune contra la proteina carrier previa a la
inmunizacion con las quimeras produce algun efecto estimulador en la respuesta

humoral contra el epitope heterélogo.

Dr. Oscar Taboga Lic. Andrea Peralta
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