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 Scopul studiului 

La nivel global, peste 290 milioane de oameni sunt infecta�i cronic cu Virusul Hepatitei B 

(VHB). Anual, infec�iile cronice conduc la peste 800.000 decese datorate complica�iilor cum ar 

fi ciroza hepatică sau carcinomul hepatocelular. Terapiile aflate în mod curent pe pia�ă au 

contribuit semnificativ la reducerea impactului infec�iilor cu VHB, însă nu pot elimina complet 

virusul de la nivelul hepatocitelor. A�adar, vaccinarea rămâne cea mai eficientă metodă de a 

controla răspândirea VHB. Vaccinul aflat în mod curent pe pia�ă este bazat pe proteina S de 

anvelopă a VHB produsă în drojdii �i a condus la o scădere semnificativă a ratei de infec�ie cu 

VHB. Cu toate acestea, zonele cu prevalen�a cea mai ridicată de infec�ii sunt adesea mai pu�in 

dezvoltate din punct de vedere economic �i nu dispun de infrastructura necesară transportului �i 

stocării vaccinului la rece. În plus, 5-10% din persoanele vaccinate nu dezvoltă titru protector �i 

studii recente au arătat o pierdere a titrului protector indus de imunizarea cu vaccinul bazat pe 

proteina S, la 10-15 ani post-vaccinare. O altă problemă este apari�ia de virusuri cu muta�ii de 

rezisten�ă la vaccin, ce nu pot fi recunoscute de către anticorpii anti-S indu�i de vaccinul actual, 

indicând necesitatea dezvoltării de vaccinuri alternative, mai imunogene. 

Având în vedere aceste aspecte, scopul acestui studiu a fost dezvoltarea unui concept nou 

pentru producerea de antigene VHB cu imunogenicitate ridicată precum �i expresia acestora atât 

în celule mamaliene cât �i în plante, ca o alternativă cu costuri scăzute de produc�ie a antigenelor 

pentru vaccin. Proteina S ce stă la baza vaccinului aflat în mod curent pe pia�ă are o proprietate 

particulară, �i anume faptul că se poate autoasambla în particule subvirale cu imunogenicitate 

ridicată. Aceasta proprietate intrinsecă a fost folosită pentru ob�inerea de antigene chimerice 

S/preS1, prin inserarea de epitopi imunogeni din regiunea preS1 a proteinei L de anvelopă, 

regiune implicată în interac�ia virusului cu receptorul de internalizare, în bucla antigenică a 

proteinei S, asigurând astfel expunerea ambilor epitopi către sistemul imun. 

Pe lângă expresia în celule mamaliene, am vrut să testăm �i posibilitatea utilizării plantelor 

ca sistem de expresie. Un dezavantaj major al produc�iei de glicoproteine în plante, cum ar fi N. 

benthamiana,  este tiparul diferit de glicozilare dintre celule mamaliene �i plante, ce poate afecta 

proprietă�ile antigenice ale proteinelor exprimate în acest sistem. În plus, ace�ti glicani specifici 

plantelor pot fi puternic imunogeni sau induce reac�ii alergice la oameni. Proteina S de anvelopă 
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are un singur situs de glicozilare în pozi�ia Asn146, ce se află în regiunea antigenică �i este 

ocupat în doar 50% din cazuri în mod fiziologic, fiind implicat în modularea răspunsului imun. 

Astfel, un al doilea scop al studiului a fost expresia antigenelor chimerice într-o nouă linie 

de N. benthamiana cu tipar de N-glicozilare <umanizat= prin CRISPR/Cas9, proces ce a implicat 

eliminarea genelor ce codifică ³-1,2-xiloza �i α-1,3-fucoza (N. benthamiana FX-KO), �i analiza 

impactului N-glicozilării asupra antigenicită�ii proteinelor chimerice candidat. Ulterior, s-au 

caracterizat �i proprietă�ile imunologice ale antigenului ob�inut în cele două linii �i capacitatea 

de neutralizare a anticorpilor indu�i fa�ă de VHB WT �i cu muta�ii de rezisten�ă la vaccin. 

Capitol 1. Introducere 

VHB este un virus ADN anvelopat cu genom par�ial dublu catenar, membru al familiei 

Hepadnaviridae din genul Orthohepadonavirus de virusuri. Particulele virale au formă sferică, 

cu diametru de 42 nm, numite �i particule Dane, �i sunt formate dintr-o anvelopă lipidică 

constituită din cele trei antigene virale de suprafa�ă, S (small), M (medium) �i L (large), ce 

înconjoară o capsidă icosaedrică cu diametru de 30 nm ce înglobează genomul viral (Figura 1). 

Genomul viral este reprezentat de un ADN relaxat circular (ADNrc) par�ial dublu-catenar de 

aproximativ 3.2 kilobaze (kb) cu o catenă sens incompletă (catena +) �i o catenă antisens 

completă (catena -) ce codifică �apte proteine virale: polimeraza virală, proteina de capsidă 

(core) �i deriva�i precum antigenul HBe, proteina HBx �i cele trei proteine de anvelopă, acestea 

fiind sintetizate de la trei codoni start alternativi (Figura 1).  

 În afară de particulele virale infec�ioaose, VHB induce �i secre�ia de particule subvirale 

(SVPs) ce nu con�in nucleocapsidă �i sunt neinfec�ioase. Unele date arată ca acestea se pot 

secreta chiar de 10.000 de ori mai mult decât virionii, considerându-se a fi un mecanism utilizat 

de virus pentru a evada sistemul imun (Hu and Liu, 2017).  
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Figura 1. Reprezentarea schematic� a structurii VHB. VHB este un virus ADN anvelopat, 

a cărui anvelopă este formată dintr-un bistrat lipidic în care sunt inserate proteinele virale de 

anvelopă (S, M �i L). Genomul viral, reprezentat de un ADN par�ial dublu catenar este 

înconjurat de o capsidă formată din proteina core. ADN viral con�ine ata�at covalent la capătul 

5ʹ al catenei antisens (-) polimeraza virală. 

Toate cele trei proteine de anvelopă con�in domeniul S (226 aminoacizi) în capătul C-

terminal, proteinele M �i L fiind extinse în N-terminal cu domeniul preS2 (55 aminoacizi) în 

cazul proteinei M �i cu domeniul preS2 �i preS1 (108/119 aminoacizi în func�ie de genotip) în 

cazul proteinei L. Domeniul S con�ine patru domenii transmembranare cu o buclă antigenică 

expusă la suprafa�a particulelor virale/subvirale ce con�ine determinantul =a=, un domeniu 

antigenic ce este �inta majoritară a anticorpilor neutralizan�i (Carman et al., 1990). Conforma�ia 

acestui determinant este extrem de importantă pentru recunoa�tere, aceasta fiind stabilizată de 

pun�i disulfurice. În plus, proteina S con�ine �i un situs de glicozilare în pozi�ia Asn146 ce este 

ocupat doar în 50% din cazuri în condi�ii fiziologice �i joacă un rol în modularea răspunsului 

imun fa�ă de VHB. O proprietate importantă a acesteia este capacitatea de autoasamblare în 

particule subvirale imunogene, ce se secretă în număr mult mai mare comparativ cu virionii. 
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Proteina L este de asemenea extrem de importantă, deoarece domeniul preS1 al proteinei L 

con�ine determinan�ii majori pentru infectivitate. Regiunea 2-48 de aminoacizi din domeniul N-

terminal al regiunii preS1 sunt esen�iali pentru interac�ia cu receptorul de internalizare viral, �i 

anume receptorul NTCP (Sankhyan et al., 2016). 

Ciclul de via�ă al VHB începe cu ata�area particulelor virale la heparansulfat proteoglicanii 

afla�i pe membrana hepatocitelor ce facilitează steric interac�ia domeniului preS1 al proteinei 

L cu receptorul NTCP aflat pe membrana latero-bazală a hepatocitelor (Yan et al., 2012). 

Recent a fost identificat �i un co-factor implicat în internalizare, �i anume receptorul pentru 

factor de cre�tere epidermal (EGFR), ce formeză un complex cu VHB �i NTCP ce mediază 

intrarea virusului în celulă (Iwamoto et al., 2019). Virusul este apoi internalizat prin 

endocitoză dependentă de clatrină (Herrscher et al., 2020; Huang et al., 2012) �i caveolină 

(Macovei et al., 2010). Nucleocapsida este apoi transportată către nucleu cu ajutorul re�elei de 

microtubuli unde nucleocapsida se dezasamblează, eliberând atât ADNrc cât �i subunită�i ale 

proteinei core în nucleul hepatocitului. În nucleu, ADNrc trece printr-o serie de etape 

biochimice mediate de factori din celula gazdă pentru a fi convertit la ADN covalent circular 

închis (ADNccc – covalently closed circular), ce va servi ulterior drept matri�ă pentru 

replicarea VHB (Nassal, 2015). Odată format, ADNccc se va organiza sub formă de 

minicromozomi virali foarte stabili, ce constituie un rezervor pentru persisten�a virusului în 

hepatocite (Allweiss and Dandri, 2017). ADNccc este apoi folosit drept matri�ă pentru 

transcrierea celor 4 transcrip�i de ARNm viral (3.5 kb, 2.4 kb, 2.1 kb �i 0.7 kb), cu ajutorul 

ARN-polimerazei II din celula gazdă. Transcrip�ii sunt apoi transloca�i către citosol, unde va 

avea loc transla�ia �i sinteza proteică. Se va ini�ia apoi formarea capsidei virale prin 

asamblarea proteinei de capsidă �i împachetarea ARNpg �i a polimerazei virale. În interiorul 

capsidei, polimeraza va ini�ia sinteza celor două catene de ADN viral, ducând la formarea de 

ADNrc (Tong and Revill, 2016). Nucleocapsidele nou formate ce con�in ADNrc vor urma 

două căi: o parte vor fi transportate înapoi la nucleu pentru a men�ine constantă încărcătura de 

ADNccc, în timp ce majoritatea nucleocapsidelor vor fi anvelopate �i secretate. Pentru 

anvelopare, domeniul citoplasmatic al regiunii preS1 �i S a proteinelor de anvelopă aflate în 

membrana corpilor multiveziculari (MVB) va face contact cu nucleocapsida �i va induce 

ordonarea proteinelor de anvelopă într-o forma�iune cu grad înalt de împachetare, astfel 

facilitând procesul de înmugurire internă (Watanabe et al., 2007). Acestea sunt apoi sortate în 
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complexele ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport), urmând a fi 

ulterior secretate. Pe lângă virioni se vor secreta �i particule subvirale lipsite de genom �i 

formate majoritar din proteina S, nucleocapside neanvelopate, precum �i antigenul HBe. 

Terapiile aprobate în mod curent pentru tratamentul infec�iilor cronice cu VHB sunt 

interferon α (IFN-α) sau analogi de nucleotide/nucleozide (NUCs). IFN-α inhibă direct 

replicarea ADN viral prin regularea indirectă a răspunsului imun al gazdei (Allweiss and Dandri, 

2017; Dill et al., 2014). Tratamentul cu IFN-α duce la scăderea viremiei �i la cre�terea titrului 

de anticorpi anti-HBs �i -HBe dar este adesea asociat cu efecte secundare sistemice �i 

contraindica�ii. Analogii de nucleotide/nucleozide sunt cel mai des folosite pentru tratamentul 

VHB �i func�ionează prin blocarea activită�ii revers transcriptazei, reducând astfel replicarea 

virală. De�i tratamentul cu aceste medicamente scade semnificativ replicarea virală, nu induce 

eliminarea completă a virusului din hepatocite, necesitând adminsitrare pe toată durata vie�ii. În 

plus, tratamentul de lungă durată poate duce la selec�ia de muta�ii ce conferă rezisten�ă la 

tratament (Lok et al., 2016). Noile genera�ii de medicamente aflate în mod curent în dezvoltare 

se concentrează pe găsirea unei modalită�i de a eradica ADNccc din hepatocite, în vederea 

ob�inerii unei vindecări complete. Ace�ti compu�i pot fi împăr�i�i în două categorii: (1) compu�i 

care interferă direct cu ciclul de via�ă viral �i (2) imuno-modulatori care �intesc reactivarea 

răspunsului imun (Sandmann and Cornberg, 2021) cu rezultate promi�ătoare în studii clinice 

incipiente. 

Primul vaccin împotriva VHB a apărut în 1982 �i se baza pe particule subvirale formate din 

proteina S de anvelopă purificate din serul inactivat al pacien�ilor purtători de VHB. Acest 

vaccin s-a dovedit să aibă eficacitate ridicată însă era dificil de produs �i costisitor. Pentru a 

adresa aceste dezavantaje, următoarea genera�ie de vaccinuri, apărute în 1986, a fost bazată pe 

antigenul HBs recombinant produs �i purificat din drojdii (Saccharomyces cerevisiae) (Kim, 

2009). Acest vaccin este utilizat până în prezent �i a dus la o scădere semnificativă a numărului 

de infec�ii la nivel global, inducând un titru protector de anticorpi la peste 90% din recipien�i 

(Rubin et al., 2014). Cu toate acestea, costurile ridicate, necesitatea imunizării cu 3 doze ce 

trebuie injectate intramuscular �i a infrastructurii pentru transport �i depozitare la rece, 

reprezintă o barieră economică pentru programele de vaccinare în �ări mai pu�in dezvoltate ce 

adesea au �i cea mai mare prevalen�ă a infec�iilor cu VHB (Gerlich, 2017). 
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Cu toate că eficacitatea acestui vaccin este foarte bine caracterizată, longevitatea răspunsului 

imun indus a fost recent pusă sub semnul întrebării. Studiile au arătat că indivizii vaccina�i la 

na�tere î�i pot pierde titrul protector de anticorpi la 10-15 ani post-vaccinare. În plus, 5-10% din 

popula�ie nu dezvoltă un răspuns imun suficient de puternic în urma vaccinării, datorită unei 

multitudini de factori precum vârsta, sexul, nivelul de obezitate, statutul de fumător sau prezen�a 

unor alte afec�iuni cronice precum diabet �i boli renale sau un sistem imun compromis datorită 

unei infec�ii cu virusul imunodeficien�ei umane (HIV). De asemenea, chiar �i persoanele ce au 

dezvoltat un titru protector de anticorpi ar putea fi susceptibile la infec�ia cu variante de VHB 

ce con�in muta�ii în determinantul antigenic major al proteinei S de anvelopă ce impiedică 

recunoa�terea virusului de către anticorpii anti-S indu�i de vaccin (Bian et al., 2013; Lai et al., 

2012). 

A�adar, este necesară dezvoltarea de antigene VHB cu imunogenicitate mai ridicată pentru 

a putea induce un răspuns imun protector în indivizii ce nu răspund la vaccinurile bazate pe 

proteina S aflate pe pia�ă �i pentru a mitiga pericolul răspândirii variantelor de VHB cu muta�ii 

rezistente la vaccin. În acest sens, a treia genera�ie de vaccinuri anti-VHB con�in, pe lângă 

antigenul S, �i proteinele L �i M de anvelopă. Recent, Agen�ia pentru Alimente �i Medicamente 

din America (FDA – Food and Drug Administration) a aprobat utilizarea unui nou vaccin anti-

VHB ce incorporează toate cele 3 proteine de anvelopă �i este produs în celule mamaliene �i ce 

s-a dovedit a induce un răspuns imun puternic chiar �i în pacien�ii ce nu răspund la vaccinul 

clasic (Vesikari et al., 2021a; Vesikari et al., 2021b). 

Proteina L de anvelopă prezintă un interes aparte în vederea dezvoltării de antigene mai 

imunogene, deoarece regiunea N-terminală a domeniului preS1 este implicată în ata�area VHB 

la hepatocite �i internalizarea acestuia prin interac�ia cu receptorul NTCP. În plus, un studiu 

recent realizat a demonstrat că proteina L poate induce anticorpi neutralizan�i �i fa�ă de variante 

de VHB cu muta�ii la nivelul determinantului antigenic, ce nu sunt afectate de anticorpii indu�i 

de vaccinuri bazate pe proteina S (Washizaki et al., 2022).  Un dezavantaj major al vaccinurilor 

ce con�in doar proteina L este faptul că aceasta nu se autoasamblează în particule subvirale 

sferice, ducând la un răspuns imun mai slab deoarece nu permite expunerea epitopilor către 

sistemul imun (Bian et al., 2017). O strategie alternativă este realizarea de antigene chimerice, 

ce profită de capacitatea proteinei S de a se autoasambla în particule subvirale, permi�ând astfel 

expunerea epitopilor relevan�i din regiunea preS1. O astfel de strategie a fost utilizată pentru 
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dezvoltarea antigenului chimeric S/preS121-47 în cadrul grupului nostru, ce con�inea secven�a 21-

47 de aminoacizi din regiunea preS1 a proteinei L (genotipul D) inserată între aminoacizii 

126/127 din bucla antigenică a proteinei S (Dobrica et al., 2017). Acest antigen a indus un 

răspuns imun umoral �i celular superior celui indus de vaccinarea cu proteina S, indicând că o 

astfel de strategie este promi�ătoare pentru dezvoltarea de noi vaccinuri alternative. 

Utilizarea plantelor ca sistem alternativ de produc�ie a antigenelor VHB 

Plantele au fost explorate în ultimele decenii ca fabrici verzi pentru sinteza de diferi�i produ�i 

biofarmaceutici, proteine cu valoare importantă în domeniul medical dar �i vaccinuri destinate 

atât animalelor cât �i oamenilor. Plantele sunt organisme eukariote, astfel permit modificări 

post-transla�ionale ale proteinelor exprimate, lucru extrem de important pentru produc�ia de 

vaccinuri în plante, întrucât modificări complexe cum ar fii N- sau O-glicozilarea specifică 

plantelor pot afecta imunogenicitatea antigenelor recombinante comparativ cu cele produse în 

celule mamaliene. În plus, s-a arătat că plantele pot realiza procesarea proteinelor virale 

transmembranare complexe �i sus�ine oligomerizarea lor în particule asemănătoare cu virusul 

cu imunogenicitate îmbunătă�ită. Totodată, componente ale plantelor ce se asociază adesea cu 

aceste particule tind să func�ioneze drept adjuvant, îmbunătă�ind imunogenicitatea vaccinului 

produs. Produc�ia de astfel de vaccinuri în plante are ca avantaj costul �i timp mai scăzut de 

produc�ie, u�urin�a scalării procesului precum �i riscul scăzut de contaminare datorită absen�ei 

patogenilor umani sau mamalieni. 

Expresia de proteine heterologe în plante poate fi atât tranzientă cât �i stabilă, genele ce 

codifică proteinele de interes fiind introduse la nivel nuclear respectiv la nivelul cloroplastelor. 

Introducerea genelor de interes are loc cel mai frecvent prin intermediul transfec�iei cu 

Agrobacterium tumefaciens. Se pot folosi de asemenea vectori virali pentru a introduce gene ce 

codifică pentru proteine heterologe în genomul plantelor. Având în vedere complexitatea 

procesului de pliere a antigenului HBs, expresia acestuia în plante (Nicotiana tabacum) �i 

confirmarea faptului că acesta se asamblează în particule subvirale a fost considerată o 

descoperire extrem de importantă în domeniul agriculturii moleculare. Mai mult decât atât, 

imunizarea cu antigenul produs în plante �i purificat a indus un răspuns imun specific la nivelul 

limfocitelor B �i T în �oareci, demonstrând viabilitatea aceste strategii de produc�ie a antigenelor 

VHB în plante. Ulterior, antigenul HBs a fost produs în multiple specii de plante (Pantazica et 
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al., 2021). Cu toate acestea, niciun vaccin anti-VHB produs în plante nu a fost încă dezvoltat, 

de�i poten�ialul ridicat al utilizării unor astfel de platforme pentru produc�ia de antigene 

destinate dezvoltării de vaccinuri este ilustrat de aprobarea recentă a unui vaccin produs în plante 

împotriva COVID-19 pentru adul�i în Canada. Acesta este primul vaccin produs în plante 

autorizat pentru uz la oameni la nivel global (National Advisory Committee on Immunization, 

2022). 

N-glicozilarea reprezintă una dintre cele mai conservate căi de modificare post-transla�ională 

a proteinelor în celule eukariote, jucând un rol crucial în proprietă�ile �i func�iile proteinelor. 

De�i pa�ii de maturare a N-glicanilor sunt similari între celule de plante �i celule mamaliene, 

plantele sintetizează N-glicani ce con�in ³-1,2-xiloză �i α-1,3-fucoză �i nu con�in acid sialic �i 

α-1,6-fucoză, ce sunt specifice celulelor mamaliene (Schoberer and Strasser, 2018). În plus, 

studiile au arătat că N-glicanii specifici plantelor pot fi imunogeni sau induce alergii, indicând 

că administrarea acestora pe termen lung ar putea prezenta un risc pentru sănătatea oamenilor. 

Astfel, un interes deosebit a fost acordat găsirii de metode pentru a <umaniza= glicanii din 

plante. Recent s-a utilizat o metodă bazată pe tehnologia CRISPR/Cas9 pentru a genera linii de 

N. benthamiana lipsite de activitatea ³-1,2-xiloziltransferazei �i a α-1,3-fucoziltransferazei (FX-

KO) (Jansing et al., 2019). Această linie a fost utilizată ulterior pentru produc�ia de anticorpi 

umani monoclonali, demonstrându-se că ace�tia sunt lipsi�i de N-glicanii tipici plantelor �i că 

au activitate similară cu anticorpii produ�i în celule mamaliene (Frigerio et al., 2022; Jansing et 

al., 2019). Cu toate acestea, linia FX-KO nu a fost încă folosită pentru expresia de proteine 

recombinante �i efectul <umanizării= tiparului de N-glicozilare asupra proprietă�ilor sau 

imunogenicită�ii antigenelor recombinante produse în astfel de plante nu a fost investigat. 

Antigenele VHB precum antigenul S �i proteinele chimerice derivate din acesta sunt un 

model ideal pentru investigarea influen�ei N-glicozilării asupra antigenicită�ii, întrucât aceste 

proteine au un singur N-glican în domeniul antigenic iar datele de literatură au arătat că acesta 

joacă un rol important în modularea �i evadarea răspunsului imun (Dobrica et al., 2020). Astfel, 

orice modificare a acestui glican poate influen�a proprietă�ile antigenice ale proteinei S. 

Antigenele propuse 

Grupul nostru a dezvoltat anterior o strategie noua de construc�ie a unor antigene chimerice, 

ce folose�te proprietatea proteinei S de anvelopă de a se asambla în particule subvirale. Astfel, 
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regiunea 21-47 de aminoacizi din domeniul preS1 a fost inserată în bucla antigenică a proteinei 

S pentru a forma un antigen chimeric S/preS121-47 ce a fost exprimat atât în celule mamaliene 

cât �i în plante (Dobrica et al., 2017). Cu toate că acest antigen s-a dovedi a induce un răspuns 

imun mai puternic decât imunizarea cu antigenul S, problemele legate de expresia �i secre�ia 

acestuia ar impiedica produc�ia la scală largă. 

A�adar, scopul acestui studiu a fost optimizarea designului antigenelor chimerice prin 

inserare de regiuni par�ial suprapuse din domeniul preS1 extinse spre N-terminal fa�ă de 

domeniul inserat anterior, în vederea ob�inerii unui antigen chimeric cu proprietă�i moleculare 

�i imunologice superioare (Figura 2). Astfel, folosind tehnici de biologie moleculara, regiunile 

10-36, 16-42 �i 16-47 de aminoacizi din regiunea N-terminală a domeniului preS1 (genotip D) 

au fost inserate între aminoacizii 126/127 ai buclei antigenice a proteinei S, sau între aminoacizii 

126-132 în cazul regiunii 16-47 de aminoacizi, pentru a compensa lungimea crescută a acestuia.  

 
Figura 1.8. Reprezentare schematic� a designului antigenelor chimerice S/preS1 

Epitopii din domeniul N-terminal al regiunii preS1 din proteina L au fost insera�i între 

aminoacizii 126/127 din bucla antigenică a proteinei S sau între 126-132 în cazul 

constructului S∆127-131/preS116-47 pentru a compensa lungimea lui 

 



13 

 

Capitolul 2. MATERIALE �I METODE 

Antigenele VHB propuse au fost exprimate în celule mamaliene HEK293T �i în plante N. 

benthamiana fie de tip sălbatic (WT) fie cu tipar =umanizat= de glicozilare (FX-KO). Antigenele 

au fost apoi caracterizate din punct de vedere structural �i molecular determinându-se 

capacitatea de pliere �i dimerizare, N-glicozilarea, capacitatea de expresie �i secre�ie �i 

antigenicitatea. Candidatul cu cele mai avantajoase proprietă�i a fost apoi purificat �i utilizat 

pentru studii imunologice în �oareci BALB/c. S-a analizat apoi răspunsul imun umoral prin 

cuantificarea titrului de anticorpi IgG precum �i răspunsul imun celular prin determinarea 

secre�iei de citokine de către splenocite. În final anticorpii indu�i de imunizarea cu antigenul 

chimeric au fost caracteriza�i prin analiza interac�iei lor cu diferi�i epitopi virali �i s-a determinat 

capacitatea lor de neutralizare a infec�iei cu VHB de tip sălbatic �i cu muta�ii de rezisten�ă la 

vaccin într-un sistem in vitro de infec�ie bazat pe celulele HepG2hNTCP. 

Capitol 3. REZULTATE 

Construc�ia antigenelor VHB chimerice s-a bazat pe strategia utilizată anterior (Dobrica et 

al., 2017), ce a implicat inser�ia secven�ei de aminoacizi 21-47 din regiunea preS1 a proteinei L 

(genotip D) in bucla antigenică a proteinei S, mai precis între aminoacizii 126 si 127, situs ce s-

a arătat în trecut a fi tolerant pentru inser�ia de epitopi străini. Astfel, în urma alinierii secven�elor 

preS1 din cele mai prevalente izolatele de VHB s-au ales regiunile 10-36, 16-42 �i 16-47 

(genotip D), ce sunt par�ial suprapuse cu chimera S/preS121-47, fiind extinse spre capătul N-

terminal prin adăugarea de aminoacizi conserva�i. Deoarece unul dintre construc�i avea o 

lungime mai mare de 27 aminoacizi (constructul S/preS116-47), s-a realizat �i un construct în care 

aminoacizii 127-131 din proteina S au fost înlătura�i prin dele�ie pentru a compensa lungimea 

suplimentară a regiunii preS1 introduse. Antigenele au fost ob�inute prin mutageneză 

direc�ionată prin PCR �i primeri specifici.  

Caracterizarea moleculară �i structurală a antigenelor chimerice nou ob�inute a fost realizată 

prin transfec�ia tranzientă în celule HEK293T. Analiza expresiei prin western-blot a arătat că 

antigenul S/preS116-42 are cel mai mare nivel de expresie, chiar �i comparat cu S/preS121-47 

(Figura 3A, B). Inser�ia unei secven�e mai lungi (32 aminoacizi) din regiunea preS1 a rezultat 

într-o expresie mult scăzută, după cum se poate vedea în cazul proteinelor S/preS116-47 �i SΔ127-

131/preS116-47, confirmând că acest situs de inser�ie nu poate acomoda epitopi de lungime foarte 
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mare fără a afecta proprietă�ile proteinei. Totodată, inser�ia aceluia�i epitop într-o buclă 

antigenică mai scurtă s-a dovedit a fi detrimentală pentru expresia antigenului SΔ127-131/preS116-

47, sugerând că această dele�ie ar putea afecta plierea �i implicit stabilitatea proteinei (Figura 

3A). Această analiză a arătat de asemenea modificarea post-transla�ională a antigenelor prin 

prezen�a benzii corespunzătoare proteinelor gilcozilate �i dimerilor. 

În continuare s-a analizat �i capacitatea de secre�ie a noilor chimere comparativ cu antigenul 

S/preS121-47 prin ELISA. Analiza a arătat o acumulare semnificativ mai mare a antigenului 

S/preS116-42 comparativ cu celelalte proteine chimerice testate (Figura 3C).  

Întrucât această diferen�ă de secre�ie se poate datora �i unei modificări a domeniului 

antigenic al proteinei S, împiedicând astfel recunoa�terea de către anticorpii conforma�ionali, s-

au realizat �i experimente de pulse-chase �i imunoprecipitare pentru a determina influen�a 

secven�elor inserate asupra structurii, sintezei �i secre�iei proteinelor chimerice. S-a arătat că 

proteina S/preS116-42 este recunoscută atât de anticorpi anti-S cât �i de anticorpi anti-preS1 �i 

are cel mai ridicat nivel de expresie dintre antigenele testate. Aceste date indică că secven�a 16-

42 este bine tolerată de bucla antigenică, fiind expusă corespunzător pentru recunoa�tere de către 

anticorpii anti-preS1 dar neafectând integritatea domeniului antigenic al proteinei S (Figura 3D). 

Având în vedere toate datele ob�inute, antigenul S/preS116-42 a fost selectat mai departe drept 

candidat pentru studii imunologice �i produs la scală largă urmând a fi purificat pe baza 

proprietă�ii de a se autoasambla în particule subvirale. Astfel, antigenele au fost separate prin 

ultracentrifugare în gradient de densitate de sucroză �i prin cromatografie de excludere de masă 

folosind ră�ina CaptoCore 400. Antigenele cuantificate �i purificate au fost utilizate pentru 

imunizare prin injec�ie intramusculară în �oareci BALB/c. Analiza răspunsului imun umoral �i 

celular a arătat că antigenul S/preS116-42 are proprietă�i imunologice îmbunătă�ite comparativ cu 

antigenul S. În plus, caracterizarea anticorpilor indu�i a arătat că antigenul chimeric induce atât 

anticorpi anti-S cât �i anti-preS1, demonstrând expunerea corespunzătoare a ambilor epitopi pe 

suprafa�a particulelor subvirale. 
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Figura 3. Expresia �i caracterizarea noilor antigene VHB chimerice în celule 

mamaliene. Celulele HEK293T au fost transfectate cu plasmide pCi ce codifică antigenele 

indicate sau plasmid gol drept control (C). Lizatele celulare au fost analizate prin western 

blot în condi�ii reducătoare (+DTT) (A) sau nereducătoare (-DTT) (B). Anticorpi anti-preS1 

au fost utiliza�i pentru detec�ia proteinelor S/preS1 glicozilate (gp) sau neglicozilate (p) 

precum �i dimerii forma�i. (C) Mediul celular a fost recoltat la 72 h post-transfec�ie �i 

secre�ia de antigen HBs a fost cuantificată prin ELISA masurând densitatea optică (DO) la 

450 nm. (D) La 24 h post-transfec�ie celulele au fost marcate cu 35S timp de 30 minute �i 

apoi lăsate în cultură încă 3 h post-marcare (chase). Lizatele �i supernatantele au fost 
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imunoprecipitate cu anticorpi anti-S �i anti-preS1 �i separate prin SDS-PAGE urmat de 

vizualizare prin autoradiografie. Imagine adaptată după (Pantazica et al., 2022). 

Pentu a determina capacitatea anticorpilor genera�i de imunizarea cu VHB-S �i -S/preS116-

42 de a proteja împotriva infec�iei cu VHB, s-au realizat experimente de neutralizare într-un 

sistem in vitro de infec�ie. S-a observat că imunizarea cu ambele antigene a inhibat în mod 

specific infec�ia cu VHB, comparativ cu grupurile control (Figura 4A). Mai mult decât atât, 

capacitatea de neutralizare a serurilor ob�inute în urma imunizării cu S/preS116-42 este mai bună 

comparativ cu S, însă diferen�a dintre cele două grupuri nu a fost semnificativ statistică. Pentru 

a determina capacitatea antiserurilor de a neutraliza variante de VHB cu muta�ii de rezisten�ă la 

vaccin, s-a introdus muta�ia cu cea mai mare prevalen�ă în clinică, G145R, prin mutageneză 

direc�ionată (Bian et al., 2013). Particulele VHB-SG145R astfel ob�inute au fost produse în celule 

Huh7, purificate �i caracterizate din punct de vedere al secre�iei, infectivită�ii �i capacită�ii de 

recunoa�tere fa�ă de anticorpi anti-S conforma�ionali. În final, s-a determinat capacitatea de 

neutralizare a antiserurilor fa�ă de acest virus mutant. Datele au arătat că serul ob�inut de la 

�oriceii imuniza�i cu S/preS116-42 a inhibat semnificativ infec�ia cu VHB-SG145R, la nivel similar 

cu cel ob�inut în urma tratamentului cu Myrcludex B, un inhibitor specific al infec�iei cu VHB 

(Figura 4B). În cazul serului de la �oriceii imuniza�i cu S se observă un răspuns mai heterogen, 

dar fără o capacitate semnficativă de neutralizare fa�ă de VHB-SG145R comparativ cu grupul 

control.  

În concluzie, datele au arătat că combinarea de epitopi S �i preS1 relevan�i într-o singură 

moleculă este o strategie promi�ătoare pentru a îmbunătă�ii răspunsul imun �i implicit eficien�a 

vaccinării împotriva VHB la pacien�ii ce nu răspund la vaccinul actual. Mai mult decât atât, 

această strategie permite dezvoltarea unui vaccin cu eficien�ă ridicată �i fa�ă de variantele de 

VHB cu muta�ii de rezisten�ă la vaccin. Cu toate acestea, produc�ia în celule mamaliene este 

costisitoare, astfel încât următorul pas a fost testarea unor sisteme alternative de produc�ie 

precum plantele. În plus, am vrut să investigăm posibilitatea produc�iei acestui antigen în plante 

cu tipar de glicozilare <umanizat= pentru a vedea efectul N-glicozilării asupra antigenicită�ii �i 

capacită�ii de a activa sistemul imun �i induce anticorpi neutralizan�i. 
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Figura 4. Capacitatea de neutralizare a infec�iei cu VHB a anticorpilor indu�i de 

imunzarea cu S �i S/preS116-42. Serurile pre-imune reunite sau de la �oareci imuniza�i cu S, 

S/preS116-42 sau proteine control (control) au fost diluate �i pre-incubate cu VHB sau VHB-

SG145R (100 EqG/celulă). Celulele HepG2hNTCP au fost incubate cu inoculul VHB tratat cu 

ser sau au fost men�inute neinfectate, drept control negativ (CN). Celulele incubate cu 

Myrcludex B timp de 3 ore înainte de infectare au fost utilizate drept control pentru 

specificitatea inhibării infec�iei cu VHB. Mediile celulare au fost colectate în ziua 11 post-

infec�ie �i utilizate pentru a cuantifica nivelul de antigen HBe prin ELISA. Datele sunt 

prezentate ca procent de infec�ie cu VHB în prezen�a serurilor post-imune din valorile de 

infec�ie ob�inute în prezen�a serurilor pre-imune, la aceea�i dilu�ie (n=4). Valorile în 

prezen�a Myrcludex B �i în controlul negativ reprezintă procente de infec�ie din probele 

infectate doar cu VHB (n=4) (*, p < 0,05). Imagine adaptată după (Pantazica et al., 2022). 

Posibilitatea produc�iei noului antigen în N. benthamiana a fost determinată folosind linia 

WT, precum �i o nouă linie ediatată prin CRISPR/Cas9 cu knockout a două gene pentru 1,2-

xiloziltransferază �i patru gene pentru α-1,3-fucoziltransferază (Jansing et al., 2019) (Figura 

5A). Expresia antigenului VHB-S/preS116-42 a fost testată ini�ial în plante WT prin transformare 

tranzientă cu plasmidul corespunzător. Datele au arătat că atât forma glicozilată (gp) cât �i cea 

neglicozilată (p) a antigenului chimeric sunt exprimate în extractele de plante. Similar cu linia 

WT, linia FX-KO a fost capabilă să producă antigenul VHB-S/preS116-42 (Figura 5B, C). În 

urma cuantificării cantită�ii de antigen ob�inute pentru fiecare linie s-a arătat că nivelul mediu 
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de expresie al antigenului chimeric VHB este de aproximativ 200 µg/g �esut vegetal proaspăt. 

Aceste valori sunt semnificativ mai mari decât cantită�ile ob�inte anterior în literatură pentru 

produc�ia de antigen HBs prin agroinfiltrare în diferite plante gazdă (Pniewski, 2013) �i similare 

cu cele ob�inute cu ajutorul unor sisteme de expresie bazate pe vectori virali pentru plante 

(Huang et al., 2008). În plus, separarea antigenului pe gradient de sucroză a arătat că antigenul 

produs în ambele sisteme de plante se poate asambla în particule subvirale. 

 

Figura 5. Expresia antigenului VHB-S/preS116-42 în N. benthamiana. (A) Reprezentare 

schematică a protocolului de produc�ie a antigenelor VHB în N. benthamiana. (B) Frunze de 

N. benthamiana WT �i FX-KO ce exprimă VHB-S/preS116-42 recoltate la timpii indica�i au 

fost lizate �i analizate prin western blot folosind anticorpi anti-preS1. (C) Lizate de frunze 

N. benthamiana WT (7 zpi) �i FX-KO (8 zpi) sau frunze control ce exprimă proteină 

nerelevantă (7 zpi) au fost analizate prin western blot folosind anticorpi anti-preS1. Imagine 

preluată din (Pantazica et al., 2023). 

Pentru purificare, lizatele de N. benthamiana WT �i FX-KO ce exprimă VHB-S/preS116-42 

au fost ini�ial concentrate prin ultracentrifugare pe pat de 20% sucroză, urmat de frac�ionare via 

gradient de sucroză 15-60%. Frac�iile pozitive au fost reunite, dializate fa�ă de PBS �i incubate 
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cu cărbune activ 1%, urmat de gel-filtrare cu ajutorul ră�inii CaptoCore 400. Frac�iile eluate 

pozitive au fost concentrate �i analizate prin SDS-PAGE, urmat fie de colorare cu Coomassie 

blue fie de western blot. Conform cuantificării cantită�ii de antigen �i de proteină totală din 

probele purificate, s-a ob�inut o proteină cu o puritate de aproximativ 80%. 

Monomerii de VHB-S/preS116-42 purifica�i din N. benthamiana WT �i FX-KO au fost apoi 

extra�i din gel �i trata�i cu PNGase A pentru a elibera N-glicanii, urmat de analiza structurii 

glicanilor ob�inu�i prin UPLC-FLD/ESI-TOF MS. Datele au arătat un tipar semnificativ diferit 

de N-glicozilare între cele două sisteme. Spectrul de masă pentru antigenul produs în N. 

benthamiana WT a arătat un semnal majoritar (~63% din con�inutul total de glicani) ce 

reprezintă N-glicanul specific pentru plante, �i anume N2H4FX, ce con�ine ³-1,2-xiloză �i α-

1,3-fucoză. Restul semnalelor au reprezentat glicani complec�i fără fucoză �i xiloză, cu doar 

~11% din glicanii identifica�i fiind glicani par�iali procesa�i, reprezenta�i de structuri N2H5 

bogate în manoză. 

În schimb, structura N4H5 fără ³-1,2-xiloză �i α-1,3-fucoză a fost glicanul predominant în 

probele de antigen produse în N. benthamiana FX-KO (~55%). Al�i N-glicani complec�i 

specifici celulelor mamaliene au fost de asemenea mai abunden�i în această probă, cum ar fi 

N4H4 �i N3H3. Totodată, se pare că structuri ce con�in ³-1,2-xiloză �i α-1,3-fucoză au fost în 

continuare prezente în linia FX-KO, dar cu o abunden�ă extrem de scăzută (0.7-1.4% din 

con�inutul total de glicani). Aceste date reprezintă prima analiză detaliată a tiparului de N-

glicozilare al antigenului VHB produs în plante �i indică că antigenul chimeric este transportat 

de-a lungul căii secretorii la re�eaua trans-Golgi unde are loc procesarea structurilor complexe 

de N-glicani de către glicozil transferaze specifice. 

Pentru a determina impactul modificării tiparului de N-glicozilare asupra antigenicită�ii 

proteinei VHB-S/preS116-42, s-a testat capacitatea de legare a acesteia fa�ă de un panel de 

anticorpi anti-S comerciali dependen�i de conforma�ie via ELISA (Figura 6). Pentru a ob�ine 

date cât mai robuste, compara�ia a fost făcută între antigenul produs în celule mamaliene �i cel 

produs în cele două linii de N. benthamiana, WT �i FX-KO. După cum ne a�teptam, cea mai 

bună eficien�ă de legare s-a regăsit la antigenul ob�inut în celule mamaliene. Antigenul VHB-

S/preS116-42 produs în N. benthamiana WT a avut o eficien�ă mai scăzută de legare fa�ă de to�i 

anticorpii testa�i. În schimb, s-a observat o îmbunătă�ire a legării la antigenul produs în N. 
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benthamiana FX-KO, eficien�a de legare fiind în unele cazuri apropiată de cea observată la 

antigenul produs în celule HEK293T. Astfel, de�i nu se cunosc cu exactitate epitopii virali 

recunoscu�i de anticorpii utiliza�i în acest experiment, datele sugerează că structura N-glicanului 

joacă un rol important în acest proces. Mai mult decât atât, s-a arătat că umanizarea tiparului de 

N-glicozilare în plante îmbunătă�e�te antigenicitatea, dar nu în totalitate, aceasta fiind mai 

scăzută decât cea observată pentru antigenul produs în celule mamaliene.  

 

Figura 6. Antigenicitatea VHB-S/preS116-42 produs în N. benthamiana WT �i FX-KO. 

(A-D) Un panel de anticorpi anti-S dependen�i de conforma�ie au fost utiliza�i pentru a 

acoperii plăci de 96 godeuri, urmat de incubare cu lizate de celule HEK293T sau N. 

benthamiana WT �i FX-KO ce exprimă VHB-S/preS116-42. Acestea au fost apoi incubate 

cu anticorpi secundari de iepure anti-S independen�i de conforma�ie urmat de anticorpi 

anti-iepure conjuga�i cu HRP �i substratul corespunzător. Legarea antigenului este 

reprezentată ca media densită�ii optice (DO) măsurată la 450 nm ± SD. Analiza statistică a 
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fost realizată folosind testul Mann-Whitney U pentru fiecare dilu�ie. *, p  < 0.05 (WT vs. 

FX-KO). Imagine adaptată după (Pantazica et al., 2023). 

Având în vedere proprietă�ile îmbunătă�ite ale antigenului produs în N. benthamiana FX-

KO, s-a realizat ulterior analiza imunogenicită�ii prin compara�ie cu antigenul produs în plante 

WT in vivo. Pentru asta, loturi de 7 �oricei BALB/c au primit intramuscular 3 doze a câte 25 µg 

antigen în prezen�ă de AddaVax, un adjuvant de tip emulsie ulei în apă pe bază de squalene, la 

interval de 14 zile. Datele de literatură au arătat că această clasă de adjuvan�i protejează 

antigenul de la eliminare prematură �i induce activarea atât a răspunsului imun umoral cât �i a 

celui celular, rezultând într-o mai bună protec�ie la oameni (O’Hagan et al., 2021). S-a obserat 

că ambele antigene au indus o cantitate semnificativă de IgG, cu un titru mai mare fiind observat 

în cazul �oriceilor imuniza�i cu antigenul produs în plante FX-KO. Mai mult decât atât, analiza 

subclaselor IgG1 �i IgG2a, ce sunt markeri ai activării imunită�ii umorale �i respectiv celulare, 

a arătat că antigenul produs în N. benthamiana FX-KO are o imunogenicitate îmbunătă�ită. 

Investigarea răspunsul imun celular în splenocitele recoltate de la �oarecii imuniza�i �i 

stimulate cu VHB a arătat că  imunizarea cu VHB-S/preS116-42  produs în N. benthamiana FX-

KO induce cel mai puternic răspuns, cu secre�ie mai mare de IFN-´ �i IL-5 comparativ cu grupul 

imunizat cu antigen produs în plante WT �i cel control, date ce confirmă din nou că acest antigen 

induce un răspuns imun mai puternic. Mai mult decât atât, secre�ia de IFN-´ �i IL-5 în splenocite 

recoltate de la grupurile imunizate cu antigen �i stimulate cu PBS a fost foarte scăzută (aproape 

nedetectabilă), indicând că răspunsul imun indus are specificitate foarte crescută fa�ă de VHB. 

În final, s-a testat capacitatea anticorpilor ob�inu�i în urma imunizării cu antigen VHB-

S/preS116-42  produs în N. benthamiana FX-KO �i WT de a proteja împotriva infec�iei cu VHB 

in vitro (Figura 7). VHB WT �i VHB cu muta�ii de rezisten�ă la vaccin (VHB-SG145R) au fost 

incubate cu dilu�ii de ser pre-imun �i de la ziua 49 ob�inute de la �oricei imuniza�i fie cu adjuvant 

fie cu cele două antigene �i apoi utilizate pentru a infecta celule HepG2hNTCP (100 EqG/celulă). 

Infec�ia a fost apoi evaluată prin cuantificarea secre�iei de antigen HBe prin ELISA. Datele au 

fost normalizate prin raportarea nivelului de infec�ie la cea ob�inută prin incubare cu serul pre-

imun pentru fiecare grup. Se observă că serul ob�inut de la �oricei imuniza�i cu antigen VHB-

S/preS116-42, indiferent de sistemul de produc�ie, a indus o neutralizare puternică atât a virusului 

WT (Figura 7A) cât �i a VHB-SG145R (Figura 7B) în compara�ie cu grupul control, date ce sunt 
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consistente cu cele ob�inute în experimentele precendente de neutralizare cu acest antigen 

produs în celule mamaliene. În schimb, putem observa că răspunsul imun mai puternic, indus 

de VHB-S/preS116-42 produs în N. benthamiana FX-KO, a dus la o neutralizare semnificativ mai 

puternică atât a VHB WT cât �i a VHB-SG145R, comparativ cu grupul imunizat cu antigen produs 

în plante WT. Astfel, aceste rezultate sugerează că o mai bună prezentare a epitopilor relevan�i, 

cu activitate de neutralizare fa�ă de VHB, către sistemul imun, a�a cum este cazul antigenului 

produs în plante FX-KO, contribuie la imunogenicitatea observată în cadrul acestui studiu. 

 

Figura 7. Capacitatea de neutralizare fa�� de VHB WT �i -SG145R a anticorpilor indu�i 

de imunizarea cu VHB-S/preS116-42 produs în N. benthamiana WT �i FX-KO. Serurile 

de la �oareci imuniza�i cu antigen S/preS116-42 produs în N. benthamiana WT sau FX-KO 

sau doar cu adjuvant (control) au fost diluate �i preincubate cu VHB WT (A) sau -SG145R (B) 

la 100 EqG/celulă. Celulele HepG2hNTCP au fost apoi incubate cu acest preinocul sau doar cu 

virus. Celule incubate în prelabil cu Myrcludex B au fost folosite drept control al 

specificită�ii inhibi�iei infec�iei cu VHB. Cuantificarea infec�iei s-a realizat prin 

determinarea cantită�ii de antigen HBe secretat prin ELISA. Datele sunt prezentate ca 

procent de infec�ie cu VHB în prezen�a serurilor post-imune din valorile ob�inute în 

prezen�a serurilor pre-imune, la aceea�i dilu�ie. Valorile în prezen�a Myrcludex reprezintă 
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procente de infec�ie din probele infectate doar cu VHB. Analiza statistică a fost efectuată 

utilizând testul Mann-Whitney U. Sunt prezentate compara�ii între grupurile control �i 

grupurile imunizate cu antigen (**, p < 0,01) �i între grupurile WT �i FX-KO (#, p < 0,05; 

###, p < 0,001). 

CONCLUZII �I PERSPECTIVE 

Studiul de fa�ă prezintă optimizarea strategiei de construc�ie a unor antigene chimerice VHB 

S/preS1 cu ob�inerea a 4 noi construc�i. Ace�tia au fost reprezenta�i de secven�e par�ial suprapuse 

din domeniul antigenic al regiunii preS1 ce au fost insera�i în bucla antigenică a proteinei S în 

vederea expunerii lor pe suprafa�a particulelor subvirale. Construc�ii au fost exprima�i în celule 

mamaliene �i caracteriza�i. Noul candidat antigenic, VHB-S/preS116-42 s-a dovedit a avea o 

expresie �i secre�ie mult îmbunătă�ită fa�ă de chimera ob�inută anterior (Dobrica et al., 2017). 

Analiza imunologică a arătat că noua chimeră (produsă în celule HEK293T) induce un răspuns 

imun îmbunătă�it fa�ă de proteina S, anticorpii rezulta�i fiind capabili să neutralizeze infec�ia in 

vitro atât cu VHB WT cât �i cu o variantă de virus cu muta�ii de rezisten�ă la vaccin (-SG145R) , 

indicând că noul antigen este un bun candidat pentru dezvoltarea de vaccinuri alternative anti-

VHB.  

Având în vedere avantajele asociate produc�iei de proteine destinate dezvoltării de vaccin în 

plante, noul antigen candidat a fost propus pentru produc�ie în N. benthamiana. Datele de 

literatură au arătat că tiparul de N-glicozilare al plantelor poate afecta proprietă�ile proteinelor 

recombinante. Astfel, acest studiu a reprezentat o analiză în premieră a efectului N-glicozilării 

din plante asupra proprietă�ilor moleculare, antigenice �i imunogenice ale unei proteine 

destinate a fii folosită ca vaccin. S-a arătat că <umanizarea= tiparului de N-glicozilare a 

îmbunătă�it recunoa�trerea antigenului S/preS116-42 fa�ă de anticorpi anti-S dependen�i de 

conforma�ie, sugerând rolul N-glicanului în mascarea epitopilor de către sistemul imun. Mai 

mult decât atât, analiza imunologică a arătat că antigenul S/preS116-42 produs în N. benthamiana 

cu tipar <umanizat= de N-glicozilare a indus un răspuns imun semnificativ îmbunătă�it precum 

�i anticorpi cu capacitate crescută de neutralizare a VHB WT �i -SG145R. Aceste date au arătat în 

premieră importan�a tiparului de glicozilare din plante asupra imunogenicită�ii antigenelor �i au 

ilustrat poten�ialul liniei N. benthamana FX-KO ca platformă de produc�ie a antigenelor VHB. 
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În acest studiu, am arătat că imunizarea cu proteina chimerică S/preS116-42 induce atât 

anticorpi anti-preS1, cât �i anticorpi anti-S, demonstrând că această strategie asigură o expunere 

echimolară a epitopilor pe suprafa�a subparticulelor virale formate. Cu toate acestea, rămâne 

încă neclar dacă capacitatea îmbunătă�ită de neutralizare a anticorpilor rezulta�i în urma 

imunizării cu această chimeră se datorează combina�iei de anticorpi anti-S �i anti-preS1 sau doar 

anticorpilor anti-preS1. A�adar, o perspectivă de viitor a acestui studiu este realizarea unor 

experimente de deple�ie a anticorpilor anti-preS1 din antiserul ob�inut în vederea testării 

capacită�ii de neutralizare a anticorpilor anti-S. Acest aspect este extrem de important, întrucât 

prezen�a anticorpilor anti-S neutralizan�i este esen�ială pentru a asigura neutralizarea fa�ă de 

diferite genotipuri de VHB, deoarece majoritatea diferen�elor de secven�ă dintre genotipuri apar 

în regiunea preS1 (Figura 3.1A). Astfel, o a doua perspectivă este testarea capacită�ii de 

neutralizare a anticorpilor rezulta�i fa�ă de celelalte genotipuri de VHB, pentru a confirma că 

noul antigen candidat poate duce la dezvoltarea unui vaccin pangenotipic. 

Mai mult decât atât, o altă linie de cercetare de viitor al acestui studiu este produc�ia 

antigenului în alte sisteme alternative de expresie cu costuri scăzute, cum ar fi microalgele. În 

acest sens, în cadrul proiectului 1SEE s-au ob�inut date preliminare ce confirmă posibilitatea 

expresiei antigenului chimeric VHB-S/preS116-42 în microalga Porphiridium purpureum �i 

faptul că acest antigen se asamblează în particule subvirale. Produc�ia acestui antigen la scală 

largă, analiza profilului de glicozilare �i testarea proprietă�ilor antigenice �i imunologice 

reprezintă urmatoarele etape în dezvoltarea acestui vaccin candidat. 

Având în vedere toate proprietă�ile antigenului S/preS116-42 descrise în acest studiu, ce îl fac 

un candidat promi�ător pentru dezvoltarea unui vaccin alternativ, un următor pas ar fi ini�ierea 

de studii preclinice mai avansate. Acestea pot include modele murine infectabile cu VHB, a�a 

numite experimente de tip =challenge=, ce implică imunizarea completă �i ulterior analizarea 

capacită�ii vaccinului de a prevenii infec�ia cu VHB. Alte studii preclinice ar implica testarea 

profilului de siguran�ă �i a eficacită�ii vaccinului în modele primate, cu sistem imun similar 

oamenilor. Dacă toate aceste studii au rezultate favorabile, atunci pasul final ar fi ini�ierea 

studiilor clinice ce implică pacien�i, în vederea aprobării vaccinului pentru uz uman. 
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