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Scopul studiului

Infectia cu VHC reprezintd o problema de sdnatate la nivel global. Organizatia Mondiald a
Sanatatii (OMS) estimeaza prevalenta infectiilor cronice la un numar de 58 milioane indivizi
la care se adauga 1.5 milioane de noi infectii anual (World Health Organisation, 2024).
Infectia cronicd determind aparitia complicatiilor asociate, cele mai letale fiind ciroza si
carcinomul hepatocelular. Estimarile ne arata ca in 2019 au murit aproximativ 290.000 de
indivizi datoritd acestor complicatii. Prevalenta VHC a scazut totusi in ultimii ani o data cu
introducerea medicamentelor antivirale foarte specifice dar si a programelor de testare n
masa a populatiei. Cu toate acestea, nu existd metode profilactice impotriva VHC, de tipul
unui vaccin, desi OMS a stabilit drept obiective principale reducerea cu 90% a numarului de

infectii cronice si cu 65% a mortalitatii asociate VHC pana 1n 2030.

Dezvoltarea unui vaccin Tmpotriva VHC rdmane o prioritate iIn domeniu, fiind cea mai
eficientd metoda de preventie si de control a raspandirii virusului. Fiind un virus ARN, acesta
prezintd o diversitate geneticd mare, facand dificila dezvoltarea unui vaccin pan genotipic
capabil sd inducd anticorpi cross-neutralizanti. Pe langa diversitatea genetica, virusul prezinta
mai multe strategii de evadare a rdspunsului imun, cum sunt interferenta directd cu imunitatea
antivirald, prezenta unui scut de glicani, cat si o flexibilitate conformationald crescuta in

epitopii ce genereaza nAb, facand aceste regiuni sa fie inaccesibile sistemului imun.

Inspirdndu-ne din noile strategii de vaccinologie inversa aplicate pentru virusuri precum HIV
si RSV, ne-am propus sa stabilizam un epitop flexibil capabil de a genera anticorpi foarte
neutralizanti. S-a observat existenta unor anticorpi extrem de puternic neutralizanti, atat la
om (HCV1) cat si la soarece (AP33) ce tintesc regiunea 412-423 a glicoproteinei de anvelopa
E2. Acesti anticorpi sunt capabili sd neutralizeze complet infectia, dar apar foarte rar in
cursul infectiei clinice. Pentru a obtine un anumit idiotip de anticorp prin vaccinare s-au
stabilit fluxuri de dezvoltare care presupun conceptualizarea rationald a antigenului. Astfel
cd, pentru dezvoltarea unui nou imunogen se porneste de la cristalul antigenului nativ in

complex cu diferiti anticorpi.

Prin urmare, primul scop al studiului prezent a fost de a dezvolta noi antigene bazate pe
proteina de anvelopa E2 a VHC care sa induca anticorpi de tipul AP33, puternic si cross-
neutralizanti. Acesti anticorpi recunosc preferential o bucld de tip ac-de-par adiacentd HVR1

si situsului de legare la CD81. Astfel, acest studiu urmareste stabilizarea situsului antigenic



412 inserand o noua punte de cisteine, prin modelare computationald, testarea expresiei si a
conformatiei cat si a imunogenicitatii candidatului de vaccin propus.

De asemenea, am dorit sa testim posibilitatea productiei antigenelor VHC in sisteme
alternative de tipul microalgelor rosii. Acest studiu a utilizat in premiera P. purpureum ca
platforma de expresie, o specie de microalge rosii cu o capacitate foarte ridicatd de expresie
intra si extracelulara. Astfel, am dorit sd verificam fezabilitatea productiei de vaccin in P.
purpureum prin caracterizarea capacitatii de productie, a conformatiei si antigenicitatii
antigenelor VHC produse, pentru ca mai apoi sd studiem imunogenitatea, capacitatea de

neutralizare a anticorpilor indusi, dar si glicozilarea specifica acestei specii.
Capitol 1. Introducere

Virusul Hepatitei C este un virus hepatotropic ARN anvelopat ce apartine genului
Hepacivirus din familia Flaviviridae. Prezintd un genom ARN monocatenar cu orientare
pozitivd. Genomul viral prezintd un cadru de citire continuu flancat de regiuni netranslatate la
capetele 5’ si 3’ (Brown et al., 1992; Wang et al., 1995). Regiunile netranslatate contin, de
asemenea, si secventa de atasare ribozomala internd, locul de unde Incepe translatia genomului
viral intr-o singurd poliproteind (Wang et al., 1995). Genomul contine intre 9024 si 9111
nucleotide, ce codificd pentru o poliproteina unica, ce este mai apoi clivatd in 10 proteine
individuale de proteaze endogene sau codificate de virus (Alvisi et al., 2011).

Proteinele structurale sunt core, E1 si E2. Core reprezinta proteina de nucleocapsida virala
si are numeroase functii precum legarea de ARN, modularea sistemului imun, semnalizare
celulard si potential oncogenic si apoptotic (Kim & Chang, 2013). E1 si E2 sunt glicoproteine
transmebranare care formeaza un heterodimer necovalent ce decoreaza suprafata virusului. E1
si E2 sunt puternic glicozilate cu 4-5 glicani pentru E1 si 11 glicani pentru E2 (Goffard &
Dubuisson, 2003). Pe suprafata virusului heterodimerii E1E2 par sa interactioneze covalent
prin punti disulfurice, si necovalent intracelular (Jean Dubuisson JVI, de la Pefia et al., 2022)
(de la Pena et al., 2022). E1 participa in procesul de patrundere a virusului in celuld prin
interactiuni slabe cu receptori celulari. Initial se credea ca E1 este esentiald in pasul de fuziune,
din considerentul ca prezinta o regiune similard cu peptidele de fuziune gasite la proteinele de
anvelopa ale altor Flavivirusuri (Li & Modis, 2014). Studiile de cristalografie pentru E1 care
sa confirme aceasta ipoteza sunt dificil de realizat, deoarece in absenta proteinei E2, aceasta
agregd (Cocquerel et al., 2000; Michalak et al., 1997; Patel et al., 2001). Primul cristal al E1 a
fost realizat in conditii de pH scazut, astfel reprezentand o conformatie a proteinei post-atasare,

ce sugereaza cd dimerii El cristalizati nu seamana cu proteinele de fuziune clasice ale



flavivirusurilor, propunand ca rol pentru aceasta legarea apolipoproteinelor (EI Omari et al.,
2014). In 2022 a fost rezolvat cristalul heterodimerului E1E2, unde se observi ca domeniul N-
terminal al E1 adopta o altd conformatie, confirmand necesitatea prezentei proteinei E2 pentru
o pliere corecta a E1, dar neconcluzionand clasificarea ca proteind de fuziune (de la Pefia et al.,
2022). E1 reprezinta o tintd pentru anticorpii neutralizanti (NAbs) avand cateva regiuni
antigenice: capatul N-terminal (aminoacizii 197-207) (Keck et al., 2004; Kong et al., 2015) si
o regiune bine conservatad adiacenta capatului C-terminal (aminoacizii 313-328) (Meunier et
al., 2008). Totusi, anticorpii generati anti-E1 au activitate slaba in testele in vitro si sunt
reprezentati intr-un titru mult mai mic comparativ cu anticorpii anti-E2 (Keck et al., 2004).

Glicoproteina E2 (aa 384-746) este puternic modificata post-translational, cu 11 N-glicani
si 9 punti disulfurice (Goffard & Dubuisson, 2003). Aceasta prezintd trei regiuni variabile
(VRs) anume hypervariable region I (HVR1), VR2 si VR2 ce reprezinta aproximativ 25% din
secventa proteinei E2 si contribuie semnificativ la diversitatea genetici a VHC. E2 este
responsabild de interactiunea specifica cu receptorii celulari care mediaza intrarea virusului in
celula (Meredith et al., 2012). In ultima decadi, au aparut date noi structurale in care varianta
sE2 (solubild) este caracterizata structural si antigenic in complex cu fragmente de mAbs
(monoclonal antibodies) umani, murinici sau de macac (Flyak et al., 2018; Khan et al., 2014a;
Kong et al., 2013, 2016; Kong, Giang, Nieusma, et al., 2012; Tzarum et al., 2019; Weber et al.,
2022). Astfel, s-a observat ca E2 are un ectodomeniu central de tip fsandwich flancat de un
strat frontal si altul distal care sunt stabilizate prin punti disulfurice (Kong et al., 2013). Studii
de mutageneza prin substitutii la alanina impreuna cu datele de competitie dintre diferiti mAbs
au dus la gésirea si denumirea grupurilor de epitopi lineari, conformationali, neutralizanti sau
non-neutralizanti Impartiti pe domenii (A-E), regiuni antigenice (AR 1-3), situsuri antigenice
(AS) sau epitopi (I, 11, III).

Primul pas din ciclul de viatd viral presupune atasarea particulei virale la co-receptorii
celulari. Determinantul major este proteina E2, ce faciliteaza intai interactiunea cu hepatocitul
prin recunoasterea proteoglicanilor heparan suflat (Barth et al., 2003). Cluster of differentiation
81 (CD81), SRBI, claudin-1 (CLDN) si occludin (OCLN) reprezinta factorii celulari necesari
pentru patrunderea particulei virale in celula.

Primii factori identificati au fost SRB1 si CD81. SRBI1 este un receptor glicoproteic de 509-
aminoacizi (aa) avand rol principal in legarea lipoproteinelor de densitate mare (Acton et al.,
1996). Este exprimat intens in tesutul hepatic promovand preluarea selectiva de colesterol in

hepatocite, considerandu-se astfel ca este un determinant al hepatotropismului viral (Scarselli



et al., 2002). SRB1 faciliteaza internalizarea Intai prin legarea la lipoproteinele de pe suprafata
particulei virale, apoi activitatea sa de transfer lipidic mediaza evenimente post legare care
permit internalizarea prin expunerea aminoacizilor de legare la CD81 ai E2 (Bankwitz et al.,
2010). CD8I este o tetraspanind exprimatd pe suprafata majoritdtii tipurilor celulare si are
implicari 1n adeziune, morfologie, proliferare si diferentiere. Prezintd 4 domenii
transmembranare, 2 domenii intracelulare scurte si 2 domenii de tip bucld extracelulara
(Meredith et al., 2012). Legarea lui E2 la CD81 reprezintd un pas succesiv dupa prinderea de
SRBI1 si implicit expunerea domeniului de legare a E2 la bucla mare extracelulara a CDS81
(Prentoe et al., 2019). (Flint et al., 2006). Regiuneca AS412 si domeniul frontal sunt
determinanti critici In legarea la CD81. Datele recente de crio-microscopie sugereaza ca AS412
este in contact direct cu bucla de legare la CD81 in absenta receptorului si ca cele doud regiuni
isi modificd conformatia dramatic dupa legarea la CD81. Cele doud proteine de jonctiune,
CLDNI1 si OCLN nu interactioneaza direct cu particula virala, ci, cel mai probabil, formeaza
co-receptori cu CD81-E2 in forma unui complex ce poate fi internalizat (Harris et al., 2008).
Tratamentele antivirale, desi foarte eficiente, nu pot asigura eradicarea virusului. Majoritatea
infectiilor VHC sunt asimptomatice inainte de aparitia leziunilor hepatice, asadar multi indivizi
infectati nu sunt identificati (Walker & Grakoui, 2015). Mai mult, indivizii ce nu raspund la
tratamentul cu antivirale dezvoltd si rezistenta la aceste medicamente, raspandind astfel forme
incurabile (Howe et al., 2022). In plus, consecintele infectiei cu VHC cum sunt ciroza si
carcinomul, nu pot fi evitate prin terapie antivirald dacd infectia a avansat (Sanduzzi-
Zamparelli et al., 2019). Un vaccin eficient impotriva tuturor genotipurilor curente ar putea sa
ducd la un mai bun control epidemiologic al VHC, costuri reduse asociate cu diagnosticul si
tratarea VHC si posibil la eradicarea virala.

Eliminarea spontana a infectiei apare la aproximativ 25% din pacientii cu infectie acutad
(Micallef et al., 2006). Totusi, la 0 noud expunere la virus, pacientii se pot reinfecta, RI nefiind
complet protector impotriva unei reinfectari. Reinfectia se caracterizeaza printr-o reducere a
viremiei si a duratei infectiei si prin aparitia unor NAbs puternic neutralizanti, capabili in 80%
din cazuri sa suprime infectia (Osburn et al., 2014). Aceste date indicd inducerea unui RI
adaptativ, care desi nu ofera protectie 100%, protejeaza Tmpotriva infectiei cronice. RI
protector implica o sinergie a raspunsurilor SI adaptativ, iar un vaccin ideal ar trebui sa induca
un raspuns imunologic dual (Obaid et al., 2018).

Deoarece E2 mediaza atasarea la receptorii SRB1 si CD81, ea este si principala tintd a
Raspunsului Imun (RI). Se considera ca prin generarea de anticorpi anti-E2 care tintesc foarte

specific zonele de legare la receptori, se poate bloca infectia, determinand aparitia de NAbs cu



capacitate mare de neutralizare, sau broadly NAbs (capabili sa neutralizeze majoritatea
genotipurilor circulante) (Potter et al., 2012; Stroh & Krey, 2020; Yechezkel et al., 2021).
Generarea acestor anticorpi este foarte dificila deoarece virusul are mai multe mecanisme prin
care poate evada RI umoral. In infectii acute si cronice, RI umoral tinteste regiunile variabile,
care sunt constant sub presiune selectivd imunologicd. Regiunile variabile si glicanii cresc
heterogenitatea proteinei influentdnd astfel si raspunsul imun (Li et al., 2015). NAbs care
tintesc HVR1 sunt in general specifici izolatului respectiv, iar virusul dezvolta rapid rezistenta
impotriva lor. In plus, atasarea acestor anticorpi la HVR1 poate acoperi alti epitopi importanti
in neutralizare, inhiband legarea acestora steric (Bankwitz et al., 2010). Majoritatea NAbs se
leaga de E2 inhiband interactiunea cu CD81 si sunt extrem de eficienti In neutralizarea infectiei
indiferent de genotip datorita conservarii secventei de legare la CD81 (Tzarum et al., 2018).

Studiile de cristalografie aratd un grad mare de flexibilitate conformationald in epitopul I
(412-423) pe stratul frontal si In epitopul II de pe stratul distal, care sunt foarte bine conservate
(Flyak et al., 2020; Gu et al., 2018; Kong et al., 2016; Kong, Giang, Nieusma, et al., 2012;
Kong, Giang, Robbins, et al., 2012; Li et al., 2015; Potter et al., 2012). Flexibilitatea celor doua
straturi, sugereazd existenta unei dinamici conformationale globale. Aceastd dinamica pare sa
influenteze diferitele stiri functionale ale virusului in timpul intrérii in celuld (Tzarum et al.,
2020). Proprietatea anvelopei de a suferi miscari functionale, afecteaza si RI, determinand un
raspuns umoral mult prea divers si prea putin tintit. Un numar mare de virioni, printre care si
cei apartinand flavivirusurilor, sunt descrisi ca structuri dinamice care existd in conformatii si
aranjamente specifice unui anumit rol biologic, fiind caracterizate de rearanjarea reversibila
conformationala a glicoproteinelor de anvelopa (Dowd & Pierson, 2018). Acest proces denumit
virus breathing a fost observat si la VHC prin experimente de neutralizare dependente de timp
si temperaturd si poate oferi indicii structurale extrem de pretioase in alegerea sau
conceptualizarea unui potential vaccin (Prentoe et al., 2019; Sabo et al., 2012).

Asadar, scopul acestui studiu a fost de a stabiliza epitopul conservat 412-423 pentru a
directiona RI inspre generarea anticorpilor de tipul AP33. Am construit o librarie de antigene
HCV E2 prin introducerea unor noi punti de cisteine ce flancheaza epitopul de interes pentru a

stabiliza epitopul 412-423 intr-o bucla tip ac-de-par.

Sisteme alternative de productie a antigenelor VHC

Se estimeaza ca pentru dezvoltarea unui vaccin de la faza de conceptualizare la punerea in

distributie, dureaza intre 5-18 ani, costurile asociate fiind intre 200-500 milioane dolari (Plotkin



etal.,2017; Waye et al., 2013). Suplimentar, dezvoltarea unei facilititi de productie poate costa
intre 50-700 milioane dolari si dureazd in medie 7 ani (Vidor & Soubeyrand, 2016).
Dezvoltarea unor tehnologii de productie si dezvoltare care sa fie flexibile, rapide si care sa
presupund costuri scazute ar permite tarilor slab dezvoltate sd contracareze o eventuald
epidemie. Un sistem alternativ de productie care sa imbine productivitatea sistemului bacterian
cu procesarea de tip eucariot ar rezolva o parte dintre limitarile actuale referitoare la costuri si
accesibilitate.

Plantele prezintd un potential imens de productie pentru proteine recombinante. Ele
permitand expresia unor proteine complexe fara costurile asociate productiei in celule de
insecte sau linii celulare mamaliene. Plantele utilizeazd energie solard si capteaza COo,
reprezentand un sistem mai favorabil pentru mediul inconjurator, cu costuri extrem de reduse
si o fezabilitate de implementare mai mare. Un alt avantaj al acestui sistem il prezinta
posibilitatea administrarii orale, de biomasa, a vaccinului (Tacket, 2009). Astfel, se evita pasul
de purificare a antigenului, care este adesea costisitor si laborios. In plus, liofilizarea
materialului vegetal comestibil poate facilita transportul acestuia (Rosales-Mendoza, 2020).
Totusi, plantele prezintd un profil de glicozilare specific si diferit. Desi acest impediment se
poate rezolva prin dezvoltarea de organisme transgenice cu un sistem de glicozilare apropiat
celulei mamaliene (Pantazica et al., 2023), problema principala este randamentul scazut de
expresie (Waheed et al., 2016). Totodata, standardizarea dozei de antigen in cazul administrarii
orale e dificil de realizat deoarece concentratia de antigen difera intre partile plantei (Dobrica
et al., 2021).

Microalgele reprezinta o optiune atractiva ca sistem alternativ de productie pentru productia
de proteine recombinante. Acest sistem prezintd multe avantaje, cum sunt rata rapida de
crestere, usurinta cultivarii, transformarea rapida, dar si capacitatea de a permite modificari
post-translationale si Tmpachetarea corectd a proteinelor complexe (Lindh et al., 2014).
Microalgele pot fi cultivate in medii de culturd extrem de putin costisitoare, in special speciile
fotosintetizante ce au cerinte nutritionale minime, care se pot scala in bioreactoare, reducand
astfel necesitatea terenurilor sau serelor de cultivare pentru plante (Barbosa et al., 2023a).

De asemenea, microalgele prezintd un profil de sigurantd extrem de crescut, neavand
compusi endogeni toxici si neprezentand riscuri de contaminari biologice animale. Productia
bazata pe transformarea cloroplastelor rezultd intr-o acumulare de proteina exogena intre 0.03-
3 mg/L de cultura (Rosales-Mendoza et al., 2020). Transformarea nucleard permite productia
unor proteine mai complexe, dar aceasta inca necesita optimizari pentru a atinge un nivel bun

de expresie. Cea mai populard specie este C. reinhardtii, pentru care existd metode de



transformare, mutageneza, vectori de expresie pentru proteine recombinate secretate sau
intracelulare (Legastelois et al., 2017). Astfel ca, desi s-a raportat expresia prin transformare
nucleard de anticorpi, hormoni de crestere, epitopi tumorali, vaccinuri si peptide cu activitate
anti microbianad, nivelul de expresie a acestora a fost scazut (Geng et al., 2003).

Diversitatea microalgelor este imensd, astfel, se pot gési alte specii de microalge cu o
capacitate de expresie transgenica mai mare si care pot fi cultivate la densitati mai mari. Recent,
s-a studiat fezabilitatea utilizarii speciei de microalge rosii Porphyridium purpureum (P.
purpureum) pentru productia de proteine recombinante. Astfel, s-a observat cd P. purpureum
poate exprima proteine recombinante la aproximativ 5% din totalul proteinelor celulare (de 5
ori mai mult decat C. reinhardtii) si ca prezinta capacitatea de a secreta aceste proteine in
mediul extracelular (Hammel, Neupert, et al., 2024).

Transformarea cloroplastelor microalgelor determind un nivel ridicat de expresie, dar nu
permite secretia si glicozilarea proteinelor recombinante. Astfel cd in ultimii ani, diferite
grupuri au dezvoltat metode biotehnologice de transformare si expresie nucleard. Aceste
metode se bazeazd pe optimizarea metodelor de transformare, pe gasirea a noi promotori si
terminatori genetici care sd permitd un nivel crescut de expresie, dar si modificari post
translationale corecte (Barbosa et al., 2023b). O necunoscuta in cadrul acestui sistem o
constituie sistemul de glicozilare, glicozilarea fiind extrem de importantd in cazul antigenelor
virale complexe care moduleaza RI. Studiile care exploreaza glicozilarea la P. purpureum sunt
putine la momentul actual si indica un profil de glicozilare modificat, de tipul Man g ¢ Xyl 12
Me 3 GIcNAc » (Mathieu-Rivet et al., 2020).

Scopul nostru a fost acela de a testa fezabilitatea productiei de antigen HCV E2 in P.

purpureum prin studii de expresie, caracterizare $i imunizare.

Capitolul 2. MATERIALE SI METODE

Antigenele VHC propuse au fost exprimate in celule mamaliene urmand un proces de
selectie bazat pe nivelul de expresie, profilul de glicozilare si capacitatea de legare a celor doi
anticorpi ce recunosc structuri conformationale diferite ale epitopului. Candidatul selectat a
fost mai departe exprimat in celule in suspensie si purificat la un grad inalt de puritate prin
cromatografie de afinitate cuplatad cu cromatografie de excludere de masa. Antigenul pur a fost
mai departe caracterizat din punct de vedere conformational prin legarea la anticorpi,

receptorul CD81 cat si prin analiza puntilor de cisteind prin spectrometrie de masa. Acesta a



fost utilizat in studii de imunizare, in urma carora au fost cuantificate titrurile de IgG dar si
capacitatea de neutralizare VHCpp a serului obtinut din imunizare.

Pentru testarea P. purpureum ca platforma de expresie, am purificat antigenul din biomasa
liofilizata folosind cromatografie de afinitate. Antigenul purificat a fost ulterior caracterizat din
punct de vedere conformational prin legarea la anticorpi specifici si la receptorul CD81 si
utilizat mai departe in studii de imunizare. In urma imunizirii, s-au determinat titrurile de

anticorpi induse cat si capacitatea serurilor obtinute de a neutraliza infectia cu VHCpp.

Capitol 3. REZULTATE

Antigenele propuse prin experimente de biologie computationald au fost obtinute prin
clonarea in vectorul pcDNA3.1 si selectate prin caracterizarea preliminara a acestora in forma
transmembranara. Astfel, prin transfectie tranzientd in celule HEK293T, am observat nivelul
de expresie al mutantelor. Am observat ca unele substitutii la cisteina sunt detrimentale pentru
expresia proteinei E2, sugerdnd o pliere defectuoasd si implicit o stabilitate redusa a
proteinelor.

Pentru candidatele cu un nivel bun de expresie comparativ cu proteina nativd, s-a realizat
digestia cu EndoH pentru a se urmari traficul intracelular al acestora si achizitia de glicani.
Aceastd analizd a aratat ca doud antigene din cele 6 selectate, prezintd o populatie EndoH
rezistentd, confirmand achizitia glicanilor bogati in manoze si plierea corectd a antigenului
intracelular. Din cele doud antigene cu profil bun de expresie si un profil de glicozilare nativ,
unul dintre acestea a prezentat si un profil de legare mai bun al anticorpului AP33 ce recunoaste
conformatia de tip bucla. Astfel, am selectat antigenul E2 AHVR1-6 pentru expresie la scala
mare 1n celule Expi293 si purificare prin cromatografie de afinititate cuplata cu cromatografia

de excludere de masa.
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Figura 1. Expresia noilor antigene VHC mutante in celule mamaliene (A). Celulele
HEK293T au fost transfectate cu plasmide pcDNA3.1 ce codifica antigenele indicate sau
plasmid gol drept control (C). Lizatele celulare au fost analizate prin western blot in conditii
reducdtoare (+DTT). Anticorpul anti-E2 3/11 a fost utilizat pentru detectia proteinelor E2. Beta
actina a fost utilizata drept control al cantitatii de proteina totale incércatd. Glicozilarea
antigenelor selectate si traficul intracelular al acestora (B). Celulele HEK293T au fost
transfectate cu plasmide pcDNA3.1 ce codificd antigenele indicate. Lizatele celulare au fost
supuse digestiei fie cu enzima EndoH, fie cu PNGazaF, fie netratate. Detectia formelor de
glicozilare s-a realizat prin western blot cu ajutorul anticorpilor anti-E2 3/11. Selectia
antigenelor in baza legirii diferentiate a anticorpului AP33 prin ELISA (C). Celulele
HEK293T au fost transfectate cu plasmide pcDNA3.1 ce codificd antigenele indicate. Lizatul
celular obtinut a fost incubat in placi de 96-godeuri cotate cu GNA 1n dilutii specifice nivelului
de expresie a antigenului, iar detectia s-a realizat cu ajutorul 3/11 si AP33, respectiv cu
anticorpi secundari conjugati cu HRP. In final a fost determinata luminiscenta, rezultatele fiind

reprezentate ca raportul de legare dintre AP33 la 3/11 pentru fiecare antigen in parte, dupa



normalizarea unitatilor de luciferazd ale controlului. Graficul reprezintd 2 experimente
independente biologic realizate in triplicate tehnice cu media si deviatia standard.

Antigenul astfel purificat a fost utilizat in studii de caracterizare prin verificarea nivelului
de legare al anticorpilor conformationali, a buclei extracelulare a receptorului CD81 cat si prin

caracterizarea puntilor disulfurice formate.
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Figura 2. Determinarea nivelului de legare a anticorpilor AP33 si 3/11 la noul antigen
E2 (Ap. Pentru determinarea a jumatate din concentratia maximd de anticorp ce poate lega
antigenul (EC50) s-au cotat placi cu 96-godeuri cu 100ng antigen per godeu. Anticorpii anti-
E2 testati (3/11 si AP33) au fost utilizati in dilutii seriale de 8 ori a cate 10 (100pg/mL-
0.00pg/mL) in duplicat, cu 3 experimente independente. Pentru detectie s-au utilizat anticorpi
anti-soarece (AP33) si anti-sobolan (3/11). Dupa calcularea valorilor EC50 din cele 3
experimente, s-a realizat media acestora si s-a aplicat testul One way Anova (Tukey's multiple
comparisons test) ****P <(0.0001. Recunoasterea proteinei E2 de citre bucla extracelulara
a receptorului uman CD81 (B). S-au cotat placi cu 96-godeuri cu 200ng CD81-LEL-Fc per
godeu pentru o incubare succesiva cu concentratiile indicate de sSE2AHVRI1 si sE2 AHVR1-6.
Detectia s-a realizat prin incubarea cu anticorp anti-Fc-uman conjugat cu peroxidaza de hrean.
Experimentul a fost realizat in duplicat de doua ori.

Testand capacitatea de legare a anticorpilor in contextul unei proteine purificate de
concentratie cunoscuta, putem observa direct efectul legérii anticorpilor, nemaifiind necesara
raportarea internd la unul dintre anticorpi. Suplimentar, acest experiment urmareste cantitatea
necesara de anticorp pentru a atinge jumatate din concentratia maxima ce poate lega antigenul.

Astfel, putem observa ca pentru SE2 AHVR1-6 cantitatea necesard de anticorp 3/11 pentru
a atinge EC50 este de aproximativ 80 de ori mai mare decat in cazul proteinei sE2 AHVR1. De

asemenea, observam o scddere a concentratiei necesare de AP33 utilizat pentru atingerea



valorii EC50, sugerandu-ne intr-adevar, o modificare conformationala directa a epitopului ce
impiedica semnificativ legarea lui 3/11 mentinand totodata nivelul de legare pentru AP33.

Mai departe, am dorit sa vedem daca sE2 AHVR1-6 mai poate interactiona cu CD81-LEL.
Bucla extracelulara a receptorului CD81 este cea care participa la interactiunea cu regiunea N-
terminald a lui E2, interactiune facilitata de starea conformationald de tip deschis a epitopului
412-423. Prin prisma acestui experiment de legare am observat ca interactiunea cu sE2 AHVR1
este dependentd de doza de antigen utilizata, iar pentru sE2 AHVR1-6 interactia este complet
blocata, indiferent de concentratia utilizata de antigen. Acest rezultat indicd intr-adevar ca din
punct de vedere functional, antigenul propus nu mai prezintd dinamica conformationald ce
permite legarea la receptor.

Pentru o mai buna intelegere a structurii antigenului propus, am efectuat o analizd de
spectrometrie de masa In care am urmadrit participarea diverselor resturi de cisteind ale E2 la
punti disulfurice. Astfel, am folosit probe de E2 reduse (cu agent reducator) sau nereduse (fara
agent reducator) ce au fost alchilate si digerate cu chimotripsind. Modificarea resturilor de
cisteind ce participa la formarea unei punti are loc doar in forma redusa a probei, ele nefiind
accesibile alchilarii in conditii nereducatoare. Pentru a determina formarea puntii intre doua
cisteine acestea trebuie sa se regdseascd in acelasi peptid identificat.

Astfel, la nivelul probelor analizate am identificat doua punti frecvent descrise in literatura
pentru diverse genotipuri, C564+C569 si C581+C585 (de la Pena et al., 2022; Krey et al., 2010;
Metcalf et al., 2023), ceea ce sugereaza prezenta lor constanta in proteina E2. Pentru a compara
structura globald a antigenului mutant cu a proteinei de tip sdlbatic, am realizat si analiza
acesteia din urma. Astfel pe langd cele doud punti comune identificate, am identificat si
formarea unei punti comune intre C494 si C503, neregasita in literatura. C429 pare sa formeze
punti heterogene, fiind regasita atat ocupatd cat si neocupata in proteina de tip salbatic, pe cand
in antigenul propus, pare sa formeze o punte noud prin imperechere cu una dintre cisteinele
nou introduse. Totusi, datele arata o pliere globala corectd a antigenului si atesta cel putin
partial formarea unei punti in domeniul frontal al proteinei.

Antigenul a fost exprimat la scalda mare, purificat si caracterizat. Prin purificarea de tip
excludere de masd nu s-au observat forme de agregate in cantitati diferite fata de proteina de
tip salbatic, ceea ce intareste ipoteza unei plieri corecte. Analiza de legare a anticorpilor arata
ca anticorpul ce leaga conformatia deschisa a epitopului, 3/11, prinde antigenul sSE2AHVR1-6
cu o capacitate de aproximativ 80% mai mica fata de recunoasterea proteinei de tip salbatic, si
cu 10% mai mare pentru anticorpul AP33, cel ce recunoaste conformatia de tip ac-de-par. Acest

rezultat indicd intr-adevar, o stabilizare a conformatiei epitopului 412-423.



Caracterizarea acestui antigen vaccinal releva insa incapacitatea de legare la receptorul
viral, proteina CD81. Acest fapt ar putea fi explicat prin expunerea redusa a restului de triptofan
420 care este esential in legarea proteinei E2 la CD81. Totusi, datele de legare la AP33
contrazic aceasta ipoteza, acelasi rest de triptofan fiind necesar si in legarea anticorpului. Daca
excludem ipoteza conform céreia aceastd interactie este blocatd prin substitutia unui punct de
contact esential, ne putem gandi cum influenteaza noua conformatie aceasta legare. Datele de
MS obtinute privind formarea de punti disulfurice n antigenul nou, indicd o conservare a
puntilor deja identificate in literatura (Khan et al., 2014b; Krey et al., 2010; Metcalf et al.,
2023) si relevd o posibild heterogenitate a puntilor formate de resturile de cisteind nou
introduse. Asadar, modificarea conformationald indusa este locald epitopului de interes, iar
aceastd conformatie cel mai probabil nu este cea recunoscuti de receptorul celular. In absenta
lui CD81, ectodomeniul E2 prezintd o bucld de legare la CD81 internd, ascunsa in spatele
restului de izoleucina 422 sau al epitopului 412-423 pe stratul frontal. Cand are loc legarea la
receptor, E2 cel mai probabil suferd doud modificari conformationale, stratul frontal
interactionand cu CD81 prin plierea epitopului 412-423 in jurul unei portiuni de interactie din
CDS8]1, in timp ce bucla de legare la CD81 se indeparteaza de ectodomeniul proteinei. Astfel
cele doud reziduuri hidrofobe de la varful buclei (resturile de tirozina 529 si triptofan 531) se
pot lega de membrana celulei gazda (Kumar et al., 2023, Bankwitz et al., 2010).

Studiile recente arata ca in absenta lui CD81 sau in absenta unor conditii de pH scédzut, restul
de izoleucind 422 mentine bucla de legare retractatd, nepermitdnd interactia cu receptorul
(Kumar et al., 2023). De asemenea, se cunoaste ca indepartarea lui HVR1 determina o crestere
a legarii la receptorii celulari. Asadar, se considerd ca E2 interactioneaza intdi cu SRB1 prin
regiunea HVR1, facand epitopul 412-423 accesibil interactiei cu CD81, aceasta interactie
inducand la randul ei modificarea conformationald a buclei de legare (520-539) ce permite
legarea la receptor (Bankwitz et al., 2010). Un studiu recent de cristalografie, sugereaza ca
proteina se poate afla intr-o stare conformationala inchisa, unde HVRI1 acoperd epitopul
anticorpului AR4A (ce recunoaste regiunea N-terminald a E2) si Impiedica legarea la CD81
intr-o manierd dependenta de temperatura (Augestad et al., 2020). Teoretic, un imunogen fara
HVRI stabilizat intr-o conformatie pre-legare, ar putea induce anticorpi cu o diversitate mai
mica si de o calitate mai bund. Acesti anticorpi s-ar putea lega de anvelopa virald cat aceasta
este Tncd prezentd in conformatia ce precede legarea la receptorul CDS81, astfel blocand alte
modificari conformationale ulterioare ale anvelopei si blocand interactia virus-receptor.

Cele doua antigene purificate si caracterizate au fost ulterior utilizate in studii de imunologie

in vivo. Prin aceste studii am putut determina imunogentatea antigenului mutant in comparatie



cu proteina de tip sdlbatic. Pentru a avea o perspectiva reald asupra heterogenitatii raspunsului
imun, am realizat doua studii de imunizare complet independente folosind atat soareci Balb/C
cat si soareci CDI1. Balb/C reprezintd o tulpind de soareci de tip inbred, cu o variabilitate
geneticd redusd si cu un raspuns imunologic inclinat spre activarea de tip Th2. Soarecii CD1
in schimb, prezintd un raspuns echilibrat Th1-Th2, cat si o variabilitate intrinsecd genetica
ridicata fiind soareci de tip outbred. Soarecilor Balb/C li s-a administrat peritoneal un prime
de 50 pg si doud boost-uri a cate 20 pg iar soarecilor CD1 intramuscular un prime de 10 pg cu

doud boost-uri de 5 pg.
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Figura 3. Analiza raspunsului imun umoral IgG total indus de imunizarea soarecilor
Balb/C cu antigenele sE2 produse in celule mamaliene (A). Grupuri de 5 soareci per lot au
fost imunizate la interval de 14 zile cu 3 doze de proteind adjuvantata sE2 AHVR1 sau sE2
AHVRI1-6 sau doar adjuvant AI(OH)s. Titrul final de anticorpi anti SE2 AHVR1 sau sE2
AHVRI1-6 1a 0, 28 si42 de zile post-imunizare a fost determinat prin ELISA si calculat folosind
o curba de regresie logistica cu 4-parametri ajustatd la un amestec de ser imun (n=5). Analiza
raspunsului imun umoral IgG total indus de imunizarea soarecilor CD1 cu antigenele
SE2 produse in celule mamaliene (B). Grupuri de 5 soareci per lot au fost imunizati la interval
de 14 zile cu 3 doze de proteina adjuvantata sE2 AHVR1 sau sE2 AHVR1-6 sau doar adjuvant
AddaVax. Titrul final de anticorpi anti SE2 AHVR1 sau sE2 AHVRI1-6 la 0, 28 si 42 de zile
post-imunizare a fost determinat prin ELISA si calculat folosind o curba de regresie logistica

cu 4-parametrii ajustata la un amestec de ser imun (n=5).

Astfel, prin experimente de tip ELISA s-au determinat titrurile de anticorpi IgG total, IgG1
si IgG2a pentru cele doua studii de imunizare, impotriva proteinei de tip sdlbatic, cat si
impotriva mutantei. Pentru soarecii Balb/C observam ca nivelul total de anticorpi IgG este
similar pentru raspunsul anti- proteina de tip salbatic, dar urmarind nivelul de anticorpi anti-
mutantd, observam o crestere a titrului pentru serul provenit din imunizarea cu antigenul
autolog atat prin comparatie cu serul provenit din imunizarea cu antigen de tip sélbatic cat si
daca comparam valoarea titrului pentru acelasi ser recunoscand cele doud proteine diferite
pentru titrul obtinut Tn urma recoltdrii finale. Nivelul ridicat de anticorpi cat si activarea
timpurie a raspunsului imun umoral sugereaza o mai buna imunogenicitate a antigenului nou
propus. La soarecii CD1 observam o variabilitate mai crescutd a RI. Totusi, chiar si administrat
in doze mici, sSE2 AHVR1-6 induce un titru de anticorpi mai mare impotriva ambelor antigene,
sugerand o imunogenicitate crescuta.

Inhibarea legarii anticorpului 3/11 si cresterea nivelului de legare a anticorpului AP33 de
catre antigenul E2 propus sugereazd o expunere corectd a epitopului. Profilul de glicozilare
determinat prin digestia cu EndoH indica un trafic intracelular corect. Lipsa agregarii este
evidentiata prin profilul de excludere de masa iar identificarea unor punti cunoscute de cisteina
confirma plierea globala corecta a antigenului. Studiile de imunizare independente au aratat ca
antigenul este superior din punct de vedere imunogenic variantei de tip sadlbatic, serul recoltat
din imunizarea cu antigenul candidat recunoscand mai bine proteina de tip salbatic. Acest fapt
intdreste ipoteza plierii corecte a antigenului propus cdt si obtinerea unui antigen mai

imunogen.



Putem spune cd strategia de stabilizare a antigenului E2 in regiuni hiper-flexibile si
imunodominante este una promitatoare si cd SE2AHVR1-6 prezinta intr-adevar o conformatie
capabild de a directiona raspunsul imun catre un raspuns cross-neutralizant. La momentul
redactdrii acestei teze de doctorat, nu detinem informatii privind capacitatea cross-
neutralizantd a serurilor obtinute. Dar, din datele preliminarii observdm o mai bund neutralizare
a genotipului autolog in urma imunizarii cu antigenul propus. In continuarea proiectului vom
testa capacitatea de neutralizare a serurilor in contextul unor izolate rezistente la neutralizare,
cat si potenta acestora in contextul altor genotipuri.

Mai departe am dorit sa testam fezabilibitatea microalgelor P. purpureum in contextul
dezvoltarii unui vaccin. Ulterior expresiei antigenului In microalge, acesta a fost extras si
purificat din microalge prin sonicare si cromatografie de afinitate si utilizat in studii de
caracterizare. Pentru a verifica conformatia antigenului purificat am realizat experimente de tip
ELISA de prindere la anticorpi conformationali cat si la receptorul CD81. Astfel, am verificat
plierea proteinei prin legarea la doi anticorpi anti-E2 conformationali, AP33 (ce recunoaste
domeniul frontal), H53 (recunoaste domeniul distal impreuna cu cel frontal) si la receptorul
CDS8]1 (recunoaste domeniul frontal). Pentru toate cele 3 interactii am obtinut un nivel de legare
dependent de dozd in experimentele de tip ELISA, confirmandu-se astfel o recunoastere
specifica anticorp-antigen si receptor-antigen si deci o pliere globala nativa.
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Figura 4. Purificarea antigenului sE2 AHVRI1 din fractia solubila a lizatului de
microalge rosii (A). Extractul solubil al lizatului obtinut prin metoda de iz dezvoltata a fost
succesiv adaugat pe o coloana gravitationald impachetata cu rasina NiNTA. Fractiile eluate
prin gradient treptat (20-450mM) de imidazol au fost confirmate prin SDS-PAGE cu coloratie
Coomassie Blue (A) Fractiile au fost unite, dializate in PBS si concentrate folosind un Amicon
cu marime limita de 30 kDa (A-dreapta) Figura preluata si adaptatd dupd (Hammel, Cucos, et
al., 2024). Caracterizarea conformationald a antigenului sE2 AHVRI1 purificat din
microalge rosii (B). Placi de 96 godeuri de tip Nunc MaxiSorp au fost incubate cu antigen
purificat (stanga, mijloc) sau cu receptor CD81 (dreapta) peste noapte. A doua zi godeurile au
fost incubate cu dilutii seriale de anticorp (AP33/H53) sau cu dilutii de antigen (pentru legarea
la CD81). Citirea s-a realizat cu ajutorul anticorpilor secundari conjugati cu peroxidaza de
hrean. Experimentele au fost realizate de doud ori in duplicat tehnic. Figurd preluata si adaptata
dupa (Hammel, Cucos, et al., 2024).

Avand la dispozitie antigen purificat cét si sub formd de biomasa, am decis investigarea
raspunsului imun umoral In conditii de administrare intramusculara (cu proteina provenitd din
lizatul microalgelor), cat si in conditii de rapel oral dupa administrarea unui prime
intramuscular cu E2 provenit din celule mamaliene (cu biomasa de microalge administrata oral;
Prime + Boost"). Pentru fiecare studiu de imunizare s-a adaugat un lot cu adjuvant, iar pentru
studiul de rapel prin administrare orald s-au adaugat drept controale un lot cu administrare
intramusculara de antigen produs in celule mamaliene la doza maxima utilizata (drept control
pozitiv al raspunsului imun; SE2 AHVR1Expi293), un lot cu rapel de hranire cu microalge de
tip sdlbatic (drept control negativ pentru raspunsul la rapel; Prime + Boost °) si un lot cu

imunizare cu microalge de tip salbatic (drept control negativ suplimentar pentru rdspunsul la



rapelul oral; WT P. purpureum). Inainte de administrarea fiecirei doze, cat si la sacrificare, a
fost recoltat ser care a fost testat pentru raspunsul anti-E2 prin ELISA.

Putem observa inducerea unui rdspuns imun semnificativ in cazul administrarii orale de
biomasa ce exprimd antigen comparativ cu administrarea biomasei de tip sélbatic. Totusi,
cantitativ se observa ca titrul obtinut prin administrare orald este mult mai mic decat cel obtinut
prin imunizare cu antigen provenit din celule mamaliene, ceea ce e de asteptat avand in vedere
si cantitatea totald de antigen mai mici administratd. In cazul administrarii intramusculare de
antigen purificat din microalge se noteaza o crestere a rdspunsului imun anti-E2 mai mare decat
in cazul administrarii orale, dar mai micd decat in cazul antigenului provenit din celule
mamaliene, acest fapt datorandu-se cel mai probabil cantitatii mai reduse de imunogen
administrat. Secretia de IgG indicd o activare eficienta a sistemului imun, o prezentare corecta
a antigenului ce induce un raspuns complex care va fi testat ulterior pentru activitate

neutralizanta.
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Figura 5. Analiza raspunsului imun umoral IgG total indus prin imunizarea soarecilor
Balb/C cu antigenele sE2 produse in microalge. Grupuri de 5 sau 7 soareci per lot au fost
imunizati la interval de 14 zile cu 3 doze de proteina adjuvantatd sE2 AHVRI produsd in
microalge prin administrare intramusculara (sE2 AHVRI1 P. purpureum) sau doar adjuvant (A),
sau prin administrarea unei doze initiale intramusculare urmate de administrare orald de pelet
de alge ce nu exprima E2 (Prime + Boost) sau exprima E2 (Prime + Boost"), sau prin
administrarea de E2 produs in celule mamaliene (sE2 AHVR1 Expi293) sau administrarea

exclusiv orald de pelet de alge ce nu exprimd E2 (WT P. purpureum) (B). Titrul final de



anticorpi anti SE2 AHVR1 a0, 27 si 42 de zile post-imunizare a fost determinat prin ELISA
si calculat folosind o curba de regresie logisticd cu 4-parametrii ajustatd la un amestec de ser
imun (n=5). Se aratd comparatiile realizate intre grupuri la acelasi timp (*P <0.05; **P <0.01),
la zilele 27 si 42 comparativ cu ziua 0 (#P < 0.05; ##P < 0.01) si la 42 zile comparativ cu 27
zile (&&P < 0.01). Figura preluatd si adaptatd dupd (Hammel, Cucos, et al., 2024).

Serurile imune obtinute in urma imunizarii au fost testate pentru activitate neutralizanta
impotriva infectiei cu pseudoparticule VHC ce prezinta pe suprafata lor proteinele de anvelopa
E1E2 complete, apartinand izolatului folosit ca imunogen (H77). Drept control pozitiv pentru
neutralizarea infectiei am utilizat anticorpul anti-E2 AP33 in fiecare experiment, acesta avand
o potentd de neutralizare mare si specifica. Drept control pozitiv pentru imunizare am utilizat
serul provenit din imunizarea cu antigenul produs in Expi293, care prezintd o capacitate de a
inhiba infectia de aproximativ 60%. Pentru a urmari activitatea neutralizantd nespecifica a
serurilor imune am utilizat drept control negativ serul provenit de la lotul de soareci imunizati
doar cu adjuvant, recoltat la acelasi timp precum serurile imune, pentru care am observat o
inhibitie nespecificd de aproximativ 10%. Precum am anticipat, serurile imune provenind din
imunizarea cu antigen purificat din microalge si administrat parenteral, prezinta o activitate
neutralizantd de 30-40%, semnificativ mai mare decat a adjuvantului, dar si semnificativ mai
micd decat a serului provenit din imunizarea cu antigen din celule mamaliene. Totusi,
neutralizarea mai mare 1n cazul antigenului provenit din celule mamaliene este explicatd prin
faptul ca acest antigen era mai pur (95% vs 65%) si a fost folosit In cantitati mult mai mari
(25ng vs 10pg per doza) pentru a asigura un control pozitiv al studiului de imunizare, respectiv
raspunsul maxim posibil. Asadar comparatiile Intre cele doud antigene nu sunt de folos in acest

studiu.



1504 ’—l
:\; *k
E 100
E |, saad
“
]
.‘f
£ 504
E ¢ mb
=
i —_—
0 T L) L} L)
\) ] 3 )
& ;\? 2 ™
» K & v
R &7 )
9 &0
X &
{ 'N
& &
A
&

Figura 6. Analiza capacititii de neutralizare a serului imun obtinut in urma imunizarii
cu antigenele sE2 produse in microalge. Celule Huh7 au fost infectate cu pseudoparticule
virale produse 1n celule HEK293T. Infectia cu VHCpp a fost realizata in prezenta de ser de la
soareci individuali imunizati cu adjuvant, sE2 din microalge (SE22"VR! P purpureum), sE2 din
celule mamaliene (sE22HVR! Expi293) sau in prezenta unui anticorp puternic neutralizant drept
control de neutralizare (AP33). Celulele au fost recoltate la 72 ore post-infectie si utilizate
pentru a cuantifica nivelul de luciferaza cu ajutorul kitului Luciferase Assay System
(Promega). Datele sunt prezentate ca procent de infectie cu VHCpp 1n prezenta serurilor post-
imune din procentul de infectie al celulelor infectate netratate cu ser. Sunt reprezentate
procentele medii de infectivitate obtinute in doud experimente independente realizate in
triplicat. Analiza statistica s-a realizat folosind testul Kruskal-Wallis (*P < 0.05; ****p <

0.0001). Figura preluata si adaptatd dupa (Hammel, Cucos, et al., 2024).

CONCLUZII S1 PERSPECTIVE

Studiul actual prezinta dezvoltarea si caracterizarea unui nou antigen E2 al VHC care se
bazeaza pe stabilizarea conformationala a unui epitop imunodominant. Noul candidat antigenic
a prezentat un profil antigenic mai favorabil recunoasterii de catre AP33, un anticorp foarte
neutralizant. Mai mult decat atat, antigenul propus induce un raspuns imunologic mai puternic
decat proteina de tip sdlbatic, generand un titru mai mare cantitativ in cele doua studii de

imunizare independente.



Insa, calitatea acestor anticorpi este esentiald pentru un rispuns imun protector. Prin
stabilizarea dinamicii conformationale a stratului frontal al proteinei, ne asteptim sa obtinem
un raspuns imun capabil sa neutralizeze majoritatea genotipurilor, cat si izolate rezistente la
neutralizare. Experimentele de neutralizare vor definitiva asadar scopul acestui studiu, plasand

sau nu antigenul propus ca potential vaccin.

O egald importantd o au totusi si studiile structurale ce momentan lipsesc in completarea
ipotezei. In viitor ne propunem asadar si determinidm cu precizie localizarea puntii disulfurice
introduse, datele de spectrometrie de masa nefiind definitorii. Astfel, prin HDX-MS am putea
analiza gradul de miscare conformationald, precum si structura proteinei si a epitopului de
interes in diverse conditii de temperaturd si pH. Rafinarea si imbunatatirea imunogenului se
poate realiza si prin cuplarea la proteina de anvelopa E1 care oferd intr-adevar un raspuns imun
complet si fidel Impotriva anvelopei virale. La momentul initierii studiului nu exista inca o
forma a heterodimerului solubila insotitd de studii structurale care sa ateste plierea conform
heterodimerului membranar. Recent insa, au aparut studii si modele antigenice care sa permita
integrarea noului antigen propus in studiul actual, in forma heterodimerica E1E2. Asadar, mai
departe ne propunem studiul acestui antigen In forma heterodimerului complet urmarind un

flux de lucru similar.

In acest studiu am demonstrat in premiera fezabilitatea utilizarii microalgelor ca platforma
de expresie pentru productia de vaccinuri. Rezultatele obtinute atestd un nivel de expresie
superior oricarui alt sistem fotosintetizant utilizat anterior pentru expresia de antigene virale.
Antigenul obtinut este unul corect pliat, si cel putin partial corect glicozilat, demonstrand
capacitatea organismului Porphiridium purpureum de a exprima proteine complexe ce retin
modificarile post translationale specifice celulelor mamaliene. Antigenul obtinut s-a dovedit a
fi imunogen atat purificat si administrat sub forma de injectie intramusculara, cat si administrat
ca biomasa prin hranire. Caracterul sau imunogenic oral poate fi Imbunatatit In viitor prin
folosirea unor adjuvanti specifici imunitatii de mucoasa cét si prin reglarea dozelor de antigen
si a schemei de administrare. Mai mult decat atat, anticorpii rezultati prezintd caracter
neutralizant. Prin utilizarea unui antigen modificat si stabilizat cum este cel propus in prima

parte a studiului, putem, de asemenea, Imbundtati calitatea raspunsului imun.

Datele preliminarii atesta si secretia antigenului produs In microalge in mediul extracelular.
Acest fapt ar putea facilita o productie mai eficientd a unui antigen mai putin divers structural
si din punct de vedere al profilului de glicozilare. Folosirea unui antigen solubil ar scadea, de

asemenea, costurile asociate lizei microalgelor si ar imbunatati nivelul de purificare a proteinei,



determinand un flux de lucru mult mai usor. Ne propunem asadar ca in viitor sa studiem
proprietatile unui nou antigen care sa fie secretat de catre microalge, prin studii de imunizare
ce folosesc cantitdti mai crescute de antigen si prin studii de neutralizare ce vizeazad si

genotipuri diferite de cel autolog.

Avand 1n vedere proprietdtile favorabile ale noului antigen, precum si dezvoltarea unui nou
sistem de expresie, un alt urmator pas ar fi stabilirea unor studii preclinice avansate. Aceste
studii se realizeaza In soareci sau sobolani umanizati, ce prezinta grefe umane hepatocitare si
imunologice care permit infectia cu virus. Mai mult, cunoscandu-se liniile de expansiune ale
limfocitelor B care duc la eradicarea virusului Tn mod natural la pacienti, putem urmari si la
soareci activarea acestor linii si implicit eficacitatea raspunsului imun. Aceste tipuri de studii
pot duce si la identificarea de noi anticorpi pe care ii putem produce in institut si utiliza n
diverse contexte, de la dezvoltarea unor metode de diagnostic noi si chiar ca reactivi utilizati

in dezvoltarea de vaccinuri pentru VHC.
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