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RESUMEN (en espaiiol)

El conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) es una especie clave en la peninsula Ibérica
debido a su importancia ecoldgica y econdmica. La enfermedad hemorragica del conejo
(RHD) es una de las principales patologias viricas que afecta a esta especie animal. El
agente etioldgico es el virus de la enfermedad hemorragica del conejo (RHDV), especie
tipo del género Lagovirus, perteneciente a la familia Caliciviridae. La nueva variante de
RHDV (RHDVb o RHDV?2) se describié en Espafia en 2011, causando la muerte de
conejos jovenes, y adultos previamente vacunados, sugiriendo diferencias antigénicas
con respecto al virus clésico. La cépsida viral estd formada por una proteina mayoritaria
(VP1 o VP60) y la proteina minoritaria (VP2 o ‘VP10). Basdndose en analisis
estructurales la proteina VP1 se divide en dos dominios principales: un dominio interno
o “shell” (S), y un dominio externo o protruyente (P). El dominio P también se divide
en dos subdominios, P1 y P2. La region mas externa del dominio P (P2) contiene lazos
expuestos hacia la superficie exterior de la capsida viral. Esos lazos podrian estar
implicados en la union a los receptores celulares y en la diversidad antigénica del virus.
Las vacunas disponibles frente al virus clasico no protegen o lo hacen parcialmente
frente a la nueva variante. Por tanto, para detener las elevadas pérdidas econdmicas y
ecoldgicas causadas por RHDVb se requiere el disefio de nuevas herramientas
diagndsticas y vacunas para un mejor control de esta enfermedad. Para abordar este
objetivo se llevo a cabo la caracterizacion antigénica de la proteina VP1 de RHDVb,
mediante la produccién de anticuerpos monoclonales frente a VLPs pertenecientes a dos
tipos de RHDV. En esta tesis se ha demostrado que el epitopo del anticuerpo 2D9 se
localiza en el dominio P y que la conformacion tridimensional de los lazos expuestos en
la superficie de este dominio es determinante para la unién del anticuerpo. La
importancia del monoclonal 2D9 radica en su especificidad frente a RHDVb y en su
capacidad de neutralizar al virus. Por otro lado, el anticuerpo 3A10 reconoce también a
los virus clasicos RHDV-G1 y RHDV-G6 (RHDVa). Basandose en los anticuerpos
monoclonales 2D9 y 3A10, se desarrollaron herramientas diagndsticas para la deteccion
especifica de RHDVb. El disefio de vacunas frente a la nueva variante se ha abordado
de distintas formas, empleando antigenos con distinto grado de complejidad, asi como
diferentes sistemas de producciéon y administracién de los mismos. 1) un péptido
sintético basado en el lazo 1 del subdominio P2 de RHDVDb fusionado con la proteina
KLH. 2) lactobacilos recombinantes que expresan dominios P de diferentes tipos de
RHDV, anclados a la pared o secretados, para su administraciéon como vacuna oral viva.
3) una proteina de fusion GST-dominio P de RHDVb para su uso como una posible
vacuna marcada. 4) VLPs de RHDVb producidas en distintos sistemas de cultivos
celulares de insecto o crisalidas infectados con baculovirus recombinantes. La eficacia
de todos estos antigenos y sistemas se analizd en ensayos de inmunizacién y desafio con
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RHDVb. Los datos obtenidos indican que un péptido sintético basado en el lazo 1 del
subdominio P2 de RHDVb no protegié ni indujo la producciéon de anticuerpos
detectables. Resultados similares se obtuvieron con la vacuna oral viva basada en
lactobacilos recombinantes que expresan dominios P anclados a la pared. La proteina de
fusiéon GST-dominio P, empleando una dosis de 100 pg/animal, permiti6 alcanzar una
tasa de supervivencia del 50 % y los animales supervivientes mostraban anticuerpos
frente a RHDVb. La administracion de VLPs de RHDVb (5 y 100 pg/animal con
adyuvante) protegié al 100 % de los conejos de la infeccion por RHDVb. Resultados
similares se obtuvieron en la vacunacion con 20 pg/animal de extractos de crisalidas
que contenian VLPs de RHDVb en presencia de adyuvante. Los resultados presentados
en esta tesis aportan un mayor conocimiento sobre las caracteristicas antigénicas de la
proteina VP1 vy, junto con las distintas estrategias vacunales probadas, aportan
informacién relevante para la generacion de nuevas vacunas efectivas frente a RHDVb.

RESUMEN (en inglés)

The European rabbit (Oryctolagus cuniculus) is a key species on the Iberian Peninsula
due to its ecological and economic importance. Rabbit haemorrhagic disease (RHD) is
the main viral pathogen that affects this species. The etiological agent is rabbit
hemorrhagic disease virus, the type species of the Lagovirus genus, that belongs to the
Caliciviridae family. A new variant RHDV (RHDVb or RHDV?2) was described in
Spain in 2011, causing mortalities in young and previously vaccinated adults,
suggesting antigenic differences with respect to the classic virus. The viral capsid is
formed by a major protein (VP1 or VP60) and the minor protein (VP2 or VP10). Based
on structural analysis, the VP1 protein is divided into two main domains: an internal
domain or shell (S) and an external or protruding domain (P). The P domain is also
divided into 2 subdomains, P1 and P2. The outermost P region (P2) contains loops
exposed on the outer surface of the viral capsid. These loops may be involved in cell
attachment and antigenic diversity of the virus. Vaccines available against the classical
virus do not protect or protect partially against the new variant. Stopping the intensive
economic and ecological losses caused by RHDVb requires the design of new
diagnostic tools and vaccines. To tackle this issue, the antigenic characterization of
RHDVb VP1 protein was carried out, through the production of monoclonal antibodies
against VLPs that belongs to two types of RHDV. In this thesis, it has been
demonstrated that the 2D9 epitope is located in the P domain and the three-dimensional
conformation of the exposed loops on domain surface is determinant for antibody
binding. The importance of mAb 2D9 lies in its specificity against RHDVb, and the
capacity to neutralize the virus. mAb 3A10 also recognizes the classic viruses RHDV-
Gl and RHDV-G6 (RHDVa). Based on monoclonal antibodies 2D9 and 3A10,
diagnostic tools were developed for the specific detection of RHDVb. The design of
vaccines against the new variant has been approached in different ways, employing
antigens with different degrees of complexity, as well as different production and
administration systems. 1) a synthetic peptide based on loop 1 of RHDVb P2
subdomain fused to KLH protein. 2) recombinant lactobacilli expressing P domains
from different RHDV types, cell-wall anchored or secreted, for administration as live
oral vaccines. 3) a fusion protein GST-P-domain from RHDVb for use as a possible
labeled vaccine. 4) RHDVb VLPs produced in different systems of insect cell cultures
or chrysalids infected with recombinant baculoviruses. The effectiveness of all these
antigens and systems were analyzed in immunization and RHDVb challenge assays.
The results obtained indicate that a synthetic peptide based on loop 1 of the RHDVb P2
subdomain was not protective and did not induced detectable antibodies. Similar results
were obtained with the oral live vaccine based on recombinant lactobacilli expressing
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cell wall-anchored P domains. GST-P-domain fusion protein, using a dose of 100
pg/animal, allowed a survival rate of 50 %, and surviving animals showed antibodies
against RHDVb. The administration of RHDVb VLPs (5 and 100 pg/animal with
adjuvant) protected 100 % of rabbits from the RHDVD infection. Similar results were
obtained in the vaccination with 20 pg/animal of chrysalid extracts containing RHDVb
VLPs in the presence of adjuvant. The results presented in this thesis provide greater
knowledge about the antigenic characteristics of the VP1 protein and, together with the
different vaccine strategies tested, provide relevant information on the generation of
new effective vaccines against RHDVb.
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EN BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR







UNIVERSIDAD DE OVIEDO

J=h

LR ¥ ¥\ @ 'Y ¥ X

Programa de Doctorado en Biologia Molecular y Celular

“Caracterizacion antigénica y diseiio de vacunas frente
a la nueva variante del virus de la enfermedad
hemorragica del conejo”

Memoria presentada por Ana Maria Podadera Gonzalez para optar al
grado de Doctora por la Universidad de Oviedo

Trabajo realizado en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular
de la Universidad de Oviedo e Instituto Universitario de Biotecnologia de
Asturias

Oviedo, 2019

DIRECTORES:
Dr. Francisco Parra

Dr. Kevin Paul Dalton

Universidad de Oviedo I INSTITUTO

Universida d'Uviéu UNIVERSITARIO DE

University of Oviedo 3 BIOTECNOLOGIA
DE ASTURIAS






Agradecimientos






Agradecimientos

AGRADECIMIENTOS

Para mi, esta es la parte mas complicada de escribir, y no porque no tenga idea de qué
escribir sino porque tengo demasiado para hacerlo en un hoja, pero intentaré resumirlo lo
mejor que pueda. En primer lugar, agradecer a mis directores de tesis, Dr. Francisco Parra
y Dr. Kevin Dalton, por la confianza que depositaron en mi para iniciar este trabajo, y por
toda la ayuda, consejos y conocimientos que me han transmitido durante estos cuatro
afios. A mi tutor académico Pedro Sanchez Lazo, gracias por guiarme en todo el proceso
que supone el Doctorado. A los compafieros de laboratorio, Inés, Dani y Chema, darles
las gracias por el apoyo incondicional en el trabajo y, mas importante, en la vida fuera del
departamento. Agradecer a nuestros colaboradores, Juan Ramon de los Toyos, Marcos
Garcia y Fernando Vazquez, por el trabajo y los consejos sobre Inmunologia. Al resto de
la tercera planta, gracias por todo tipo de ayuda, a Pilar de la Pefia, Teresa, Pedro

Dominguez y Paco Barros.

A los Servicios Cientificos Técnicos de la Universidad de Oviedo agradecer al
personal de la unidad de Secuenciacion, los servicios de Ensayos Biotecnol6gicos y
Biomédicos y al laboratorio de Biotecnologia y cultivos celulares, por todo el apoyo
técnico, material y humano durante la realizacion de trabajo. También agradecer a Tania

del Servicio de Consultoria Estadistica por todo el trabajo y apoyo con la estadistica.

Agradecer al Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo Agroalimentario
(SERIDA), en especial, a Rosa Casais que nos ha ayudado en el arduo trabajo de la
experimentacion con conejos y me inicié en el mundo de los ELISAs. Gracias a nuestros
colaboradores del Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA), M2 Cruz y Miguel
Angel, por todo el trabajo realizado y el conocimiento sobre lactobacilos que me han
transmitido desde su experiencia. Por otro lado, a la Dra. Mila Leuthold y Dr. Grant S.

Hansmann por la aportacidén de material necesario para el desarrollo de este trabajo.

Cabe agradecer a J. M. Martinez Escribano (ALGENEX) y Oscar Landeta
(CERTEST) por compartir vectores de baculovirus, reactivos y protocolos, y colaborar

en la puesta a punto del ensayo inmunocromatografico.

Agradecer al Ministerio de Economia y Competitividad que proporciono la ayuda
econdmica en forma de proyecto de investigacion (AGL-2013-48550-C2-1-R) y beca
FPI (BES-2014-069044) para poder desarrollar esta tesis doctoral.



Agradecimientos

Ya fuera del &mbito de la investigacion, a todos los que habéis compartido tiempo
conmigo en estos 4 afios, gracias por haberme hecho sentir como en casa, y que estar lejos
de la familia no fuese tan complicado. Este trabajo ha sido una experiencia para mi de
crecimiento a nivel profesional y personal porque me ha aportado mucho y me ha
brindado la oportunidad de conocer a personas que seguiran acompafiandome en el
camino pase lo que pase a partir de esta etapa, de eso estoy segura. Al mismo tiempo,
quiero agradecer y recordar a todas las personas que, desde Malaga, y en la distancia,
también han estado conmigo y apoyado siempre a seguir adelante, a mis compis de carrera

y a Rocio que siempre ha estado ahi cuando mas me hacia falta.

Por ultimo, agradecer por todo a mi familia, y muy especialmente a mis padres y
hermano que, aunque ha sido dura la distancia, siempre han estado y estaran conmigo.
Este trabajo no habria sido posible sin su apoyo y, aunque no lo exprese muy a menudo,
les estaré siempre agradecida por el carifio, todo lo que me han dado y ensefiado y, sobre

todo por los valores que me han inculcado.

Finalmente, esta tesis va dedicada en especial a mis abuelas que, espero, estén

orgullosas de “su Anita”.



Lista de Figuras






Lista de Figuras

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacion esquematica de la organizacion gendmica de RHDV ............ 7
Figura 2. Estructura de la capsida de RHDV y regiones de la proteina VP1................ 11
Figura 3. Porcentajes de identidad entre los dominios de distintos RHDV .................. 13
Figura 4. Alineamiento de secuencias de la proteina VVP1 de distintos RHDV ............ 15
Figura 5. Regiones variables y estructura del dominio P de RHDV ............cccoovevvnnne 17

Figura 6. Analisis de la produccion de anticuerpos en distintos hibridomas mediante
ELISA indirecto frente a VLPs de RHDV-Gal09/12..........ccccoovvieieninnnnnns 64

Figura 7. Andlisis de reactividad en Dot blot de anticuerpos monoclonales frente a
distintos tipos de VLPs (RHDV-Nav10/11, RHDV-Ast89 o RHDV-Gal09/12)

Figura 8. Andlisis Dot blot de la reactividad de sobrenadantes procedentes de hibridomas
frente a distintos tipos de VLPs (RHDV-Nav10/11, RHDV-Ast89 o0 RHDV-
GAI09/12) ..o ens 66

Figura 9. Produccion de fragmentos solapantes de la proteina VP1 de RHDV-Nav10/11

Figura 10. Analisis de la reactividad en Western blot de anticuerpos monoclonales frente
a distintos tipos de VLPs (1-3), proteinas de fusion (4-8) 0 GST (9) ............. 70

Figura 11.Andlisis de la reactividad en Dot blot de los anticuerpos monoclonales frente
a distintos tipos de VLPs, proteinas de fusion con GST, GST 0 BSA............. 71

Figura 12. Estudio de interaccion de los anticuerpos monoclonales que reconocen VLPs
de tres tipos de RHDV ........ooviiie e 72

Figura 13. Analisis de la reactividad en Dotblot del anticuerpo monoclonal 2D9 con
diStINOS ANTIJENOS .....vecveeivice e 73

Figura 14. Anélisis de supervivencia de conejos infectados experimentalmente con el
virus RHDV-Gal08/13 incubado previamente con los anticuerpos monoclonales
2D9 (triangulos), 3A10 (circulos), o sin tratar con anticuerpos (cruces)......... 74

Figura 15. Modelo tridimensional de las regiones variables de 2D9 ............c.cccoeeveene. 77

Figura 16. Modelos de interaccion entre el dominio P de RHDV-Nav10/11 y el
ANTICUBTPO 2DT ... bbb 79

Figura 17. Porcentaje de la densidad optica relativa obtenida en ELISA derivada de la
interaccion de 2D9 con VLPs de RHDV-Nav10/11 en presencia de peptidos
sintéticos correspondientes a los lazos del subdominio P2.............ccccovevuvnene. 83

v


file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449970
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449971
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449972
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449973
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449974
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449975
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449975
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449976
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449976
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449976
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449977
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449977
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449977
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449978
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449978
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449979
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449979
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449980
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449980
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449981
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449981
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449982
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449982
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449983
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449983
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449983
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449984
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449985
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449985
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449986
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449986
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449986

Lista de Figuras

Figura 18. Analisis de secuencias de la proteina VVP1 de aislados silvestres y mutantes de

Figura 19. Analisis de las secuencias y modelos tridimensionales de los mutantes del
OMINIO P ottt 86

Figura 20. Estudio de interaccion en Dot blot (A) y dimerizacion mediante electroforesis
(B) nativas (7-11) o desnaturalizantes (1-5) de los mutantes puntuales del
AOMINIO P ettt enee e 87

Figura 21. Analisis de interaccion mediante ELISA indirecto de los mutantes puntuales
del dominio P CON 2D9......cciiiiiiieie e 88

Figura 22. Localizacion mediante alineamientos y modelos tridimensionales de los
residuos sustituidos en los mutantes de lazo del dominio P de RHDV-Nav10/11

Figura 23. Estudio de dimerizacion de los mutantes de lazo del dominio P de RHDV-
NAVLO/LL oottt sttt nre s 92

Figura 24. Analisis mediante ELISA de la interaccion entre 2D9 y los mutantes de lazo
del dominio P de RHDV-NaVI0/11. ......ccccoiiiiiiiieienesiseseeee e 93

Figura 25. Analisis de la presencia de viriones de RHDV-Ast89 (RHDV-G1) y RHDV-
Nav10/11 (RHDVb) usando un dispositivo de inmunocromatografia lateral .. 96

Figura 26. Esquema de pladsmidos integrativos para la generacion de lactobacilos
FECOMBDINANTES. ...ttt sttt e bbb sbenre s 101

Figura 27. Esquema de los casetes de expresion de los distintos lactobacilos
L=T000] 0] o1 TV (1SR 102

Figura 28. Andlisis de la expresion de dominios P por citometria de flujo................. 103

Figura 29. Vector de expresion, analisis de la produccién y purificacion de la proteina de
fusion GST-dominio P de RHDV-Nav10/11l .........cccccovvivviiinieieie e 105

Figura 30. Andlisis Dot blot de la reactividad con anticuerpos de la fusién GST-dominio

Figura 31. Analisis SDS-PAGE de muestras de VLPs purificadas y extractos de
crisalidas que producen VLPS ..o 109

Figura 32. Esquema del disefio experimental del ensayo de inmunizacién con el péptido
sintético conjugado KLH-NL15.........ccccoiiiiiiiiieceecece e 110

Figura 33. Analisis Western blot de la presencia de anticuerpos en sueros de conejos a
los 61 dias del primer tratamiento con KLH-NL15 (C113-C118) o KLH (C111
Y2 O3 1 ST 112


file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449987
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449987
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449988
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449988
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449989
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449989
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449989
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449990
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449990
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449991
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449991
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449991
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449992
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449992
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449993
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449993
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449995
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449995
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449996
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449996
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449997
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449998
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449998
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449999
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7449999
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450000
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450000
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450001
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450001
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450002
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450002
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450002

Lista de Figuras

Figura 34. Analisis mediante ELISA de la presencia de anticuerpos en sueros de conejos
a los 72 dias después del primer tratamiento con KLH-NL15 o KLH........... 113

Figura 35. Supervivencia de conejos tratados con el péptido conjugado KLH-NL15
frente a la infeccion con RHDVD .......ccooviiiiiii s 114

Figura 36. Esquema del disefio experimental para el ensayo de vacunacion oral con
lactobacilos reComMDINANTES..........coiiiiiiee 115

Figura 37. Analisis ELISA de la presencia de anticuerpos frente a distintos tipos de
RHDV en sueros de conejos tratados oralmente con lactobacilos recombinantes

Figura 38. Supervivencia frente a RHDVb (Gal08/13) después de la administracion oral
de distintos tipos de lactobacilos recombinantes que expresan, anclados a la
pared, distintos dominios P: DomPAst89-Histag (rombos), DomPAst89
(cuadrados), DomPNav10/11 (triangulos) .......ccccereerernieneneneese s 119

Figura 39. Esquema del disefio experimental para el estudio de la eficacia vacunal, frente
a RHDVD, de tratamientos con VLPs o la proteina de fusion GST-dominio P

Figura 40. Supervivencia de conejos frente a RHDVDb tras la vacunacién con VLPs o
GST-UOMINIO Pt bbb 122

Figura 41. Cuantificacion del nimero de copias de ARN viral en muestras de higado
MEdIANte RT-PCR ...t 125

Figura 42. Modelos tridimensionales en vista de superficie (imagenes a la izquierda) y
distribucion del potencial electrostatico (imagenes a la derecha) del dominio P
de RHDV-Nav10/11 y los mutantes puntuales (A) N387A; (B) N387D; (C)
ATALA-15 e 137

Figura 43. Modelos tridimensionales en vista de superficie (A) y de distribucion del
potencial electrostatico (B) del dominio P de RHDV-Nav10/11 (DomPNav1l) y
del mutante de lazo 1 (L1ASt89-DOMPNAVIL).......cccoovviiiiiiiicienesiesesieias 138

Figura 44. Modelos tridimensionales vistos en superficie (A) y en distribucién del
potencial electrostatico (B) del dominio P de Nav10/11 (DomPNav1l) y del
mutante de 1azo 2 (L2ASt89-DOMPNAVIL).......ccccceviiiriiiiieieiese e 139

Figura 45. Modelos tridimensionales del dominio P de Nav10/11 (DomPNav1l) y del
mutante de lazo 3 (L3Ast89-DomPNav1ll) en vistas de superficie (A) y de
distribucion del potencial electrostatico superficial (B)........cccccoceviriniinnnns 139

Figura 46. Modelos tridimensionales del dominio P de Nav10/11 (DomPNav11l) y del
mutante en el lazo 4 (L4Ast89-DomPNav11) mostrando la superficie (A) y la
distribucion del potencial electrostatico (B).........ccovvveiieiiieiciine e 140

Vi


file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450003
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450003
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450004
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450004
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450005
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450005
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450006
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450006
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450006
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450007
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450007
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450007
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450007
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450008
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450008
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450008
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450009
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450009
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450010
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450010
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450011
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450011
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450011
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450011
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450012
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450012
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450012
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450013
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450013
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450013
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450014
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450014
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450014
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450015
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450015
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450015

Lista de Figuras

Figura 47. Modelos tridimensionales en vista de superficie (A) y distribucion del
potencial electrostatico (B) del dominio P de RHDV-Nav10/11 (DomPNav1l) y
el mutante del lazo 5 (L5ASt89-DOMPNAVLL)......ccccceviieiiiiiniieiesiesieeins 140

Figura S1. Alineamiento de secuencias de ADN de dominios P de RHDV-Nav10/11,
RHDVG1-Ast89 y mutantes de 1az0os ........cccevveeeiieiieiccieseese e 185

Figura S2. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de dominios P de RHDV-
Nav10/11, RHDVG1-Ast89 y mutantes de 1az0S..........cccevvevvereiieeieesieennn, 185

Vil


file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450016
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450016
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesis%20documento%20definitivo/Tesiscompleta-Ana.def.v2.docx%23_Toc7450016
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesiscompleta-Ana.def.docx%23_Toc7429463
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesiscompleta-Ana.def.docx%23_Toc7429463
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesiscompleta-Ana.def.docx%23_Toc7429464
file:///C:/Users/MediaService/Desktop/doctorado/Escritura/Escritura%20TESIS/PArtes%20sincron-Indice/Tesiscompleta-Ana.def.docx%23_Toc7429464

Lista de Tablas






Lista de Tablas

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Concordancia de las nomenclaturas previas y la propuesta segin Le Pendu et

Ale, 2007 ettt ens 10
Tabla 2. Nomenclatura de los aislados viricos utilizados en el presente trabajo........... 29
Tabla 3. Caracteristicas de los péptidos sintéticos utilizados en este trabajo................ 33

Tabla 4. Oligonucleétidos empleados en la clonacion de dominios P de RHDV para la
generacion de los plasmidos INtegrativos..........ccccveveieereiie v 42

Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados en la clonacidon de fragmentos solapantes de la
proteina VP1 de RHDV-NaVLO/11.......ccccoooiieiiiie e 44

Tabla 6. Caracteristicas de los mutantes puntuales de dominios P de RHDVbD ............ 47

Tabla 7. Oligonucle6tidos empleados en la mutagénesis de los lazos del dominio P-
AN Fo A 0 PSSR 48

Tabla 8. Reactividad en Dot blot de anticuerpos monoclonales frente a distintos tipos de

Tabla 9. Cuantificaciéon de ARN viral en animales infectados con RHDV tratados con
anticuerpos MONOCIONAIES. ..........coviviiiiiiiee e 75

Tabla 10. Secuencias de ADN y aminoacidos del dominio variable del anticuerpo 2D9

Tabla 11. Aminoéacidos implicados en las interacciones polares entre el monémero del
dominio P de RHDV-Nav10/11 y 2D9, deducidos de la simulacion por docking

Tabla 12. Aminoacidos implicados en las interacciones polares entre el dimero del
dominio P de RHDV-Nav10/11 y 2D9, deducidos de la simulacion por docking

Tabla 13. Secuencia y localizacion de los péptidos sintéticos correspondientes a los 5
lazos del subdominio P2 de la VP1 de RHDV-Nav10/11.......ccccocooviiivnninnnnns 81

Tabla 14. Porcentajes de inhibicion de la interaccion de 2D9 con VLPs de RHDV-
Nav10/11 medidos por ELISA en presencia de péptidos sintéticos................. 82

Tabla 15. Interaccion del anticuerpo 2D9 con los mutantes puntuales de dominio P
expresada en porcentajes de densidad Optica relativa con respecto al control
positivo en ensayos de ELISA..........ooi i 89

Tabla 16. Analisis ELISA de la interaccion del anticuerpo 2D9 con los mutantes de lazo
del dominio P expresada en porcentajes de densidad dptica relativa con respecto
Al CONLIOL POSITIVO ...t 94



Lista de Tablas

Tabla 17. Muestras positivas y negativas analizadas mediante (RT-PCR y ELISA) o
inmunocromatografia lateral ... 97

Tabla 18. Resumen del disefio de los ELISAS tipo sandwich ..........cccccevviieiiiieinenee. 98

Tabla 19. Andlisis ELISA de extractos de higado de conejo infectados y no infectados
con distintos tipos de RHDV, utilizando placas tapizadas con los anticuerpos
BAL0 0 2D ..ttt eens 99

Tabla 20. Influencia del uso de distintos sistemas celulares y de la optimizacion de
secuencias del gen VP1 en la produccion de VLPS..........cccocvvveveevv e, 107

Tabla 21. Andlisis de la presencia de anticuerpos frente a RHDV en sueros de conejos
tratados con KLH o KLH -NL15 empleando un sistema ELISA comercial
(INGENASA) ... oottt 111

Tabla 22. Analisis de la produccion de anticuerpos frente a distintos RHDV en suero tras
la administracion oral de lactobacilos recombinantes............cccoccoeevverieennene. 117

Tabla 23. Cuantificacion de lactobacilos recombinantes en heces de conejos tratados
OFAIMENTE ...ttt nre b eneas 118

Tabla 24. Anélisis de la presencia de anticuerpos frente a RHDV en animales
supervivientes mediante ELISA comercial (INGENASA)........ccccccovevvevieenee. 123

Tabla 25. Presencia de anticuerpos frente a VLPs de distintos RHDV en animales
supervivientes a un desafio con RHDVb y previamente tratados con VLPs o



Abreviaturas






Abreviaturas

ABREVIATURAS

ADN
ARN
BSA
CDR
DLso
dpi
EDTA

ELISA

GST
HF

HBGAs

hpi
ICTV

IPTG
KLH
LB
MADb
MCS
Moi
NS
ORF
PBS

PBS-Tw

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Sero-albumina bovina

Region determinante de complementariedad
Dosis letal 50 %

Dias post-infeccion/dias post-inmunizacion
Acido etilen-diaminotetraacético

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (de las siglas en inglés,
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Proteina glutation S-transferasa
High-five (linea celular de Trichoplusia ni)

Antigenos de los grupos sanguineos (de las siglas en inglés Histo-Blood
Group Antigens)

Horas post-infeccion/horas post-inmunizacién

Comité Internacional para la Taxonomia de los Virus (del inglés,
International Committee for the Taxonomy of Viruses)

Inmunoglobulina G

Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

Hemocianina de lapa (de las siglas en inglés, Keyhole Lympet Hemocyanin)
Luria-Bertani (Medio para crecimiento de bacterias)

Anticuerpo monoclonal (del inglés monoclonal antibody)

Sitio de clonacion multiple (del inglés, multiple cloning site)

Multiplicidad de infeccion (del inglés, multiplicity of infection)

Proteina no estructural

Marco abierto de lectura (de las siglas en inglés, Open Reading Frame)
Tampon fosfato salino (del inglés, phosphate-buffered saline solution)

Tampdn fosfato salino con 0,05 % Tween 20

X



Abreviaturas

PCR
rBv
RCV
RHDV

RT-gPCR

SDS
Sf9
SFB
TAE
Tris
Ufp
VLP
VP60

VP1

VPg

Reaccion en cadena de la polimerasa (del ingles, polymerase chain reaction)
Baculovirus recombinante

Calicivirus no patogénico

Virus de la enfermedad hemorragica del conejo

PCR cuantitativa con transcripcion reversa (de las siglas en inglés de Reverse
Transcription Quantitative PCR)

Dodecil sulfato sodico

Linea celular de Spodoptera frugiperda

Suero fetal bovino

Tampon Tris-acetato-EDTA
Tris(hidroximetil)aminometano

Unidades formadoras de placa

Particula similar al virus (del inglés, virus-like particles)
Proteina principal de la capsida de calicivirus

Proteina principal de la capsida del virus de la enfermedad hemorragica del
conejo

Proteina viral unida al genoma (del inglés, viral protein genome-linked)

X1



Indice






indice

INDICE

AGRADECIMIENTOS ... |
LISTA DE FIGURAS . ...ttt e e e e e v
LISTA DE TABLAS . ...ttt sare e e nre e e e IX
ABREVIATURAS L.t ne e Xlil
INDICE ...ttt XV
1. INTRODUGCCION ...coouiiiicirrieiieeesessees st 1
1.1. IMPORTANCIA DEL CONEJO EN ESPANA ........ooieveeeeeteeeeee e, 1
1.2. LA ENFERMEDAD HEMORRAGICA DEL CONEJO .....c.ccvvevereecereereen, 2
1.3. VIRUS DE LA ENFERMEDAD HEMORRAGICA DEL CONEJO (RHDV).....5
1.3.1. Familia CaliCIVIFIAAE ........ccveuiieiieisieeiceeeee e 5
1.3.2. Organizacion y expresion gendmica de RHDV ..o, 6

1.3.3.Filogenia y evolucion del género Lagovirus: La nueva variante del virus

RH DV . 8
1.3.4.La CAPSIAA VITAL ... 10
1.3.5. Regiones antigénicas de la proteina principal de la capsida (VP1)................... 13
1.4. ESTRATEGIAS VACUNALES.........oo e 18
1.4.1.VACUNAS ClASICAS .......euviiiiuiieieiiite ettt 18
1.4.2.Vacunas basadas €N VLPS.........ccoiiiiiiieiiisesee s 19
1.4.3.Vacunas basadas en VLPs quimeéricas de RHDV .........cc.ccocooiiiinninicieinenn, 20
1.4.4.Péptidos sintéticos como antigenos vacunales ...........ccccovevveveeieieeceeie s, 21
1.4.5. Bacterias I4Cticas COMO VACUNAS VIVAS..........ccoeeririrrieinieiieeeiesiesesese e 22
1.4.6.VaCUNAS MAICAUAS .......eveieieiiiiiiieieie ettt 24

2. OBIETIVOS. ...ttt e e ne e 26
3. MATERIAL Y METODOS .....ovuiiiiiieeeeieessesessesesesssssssssssssssssesssssssssasssenes 29
3.1. MATERIAL BIOLOGICO ... 29
BLL L VITUS ettt ettt a et n e Re et e R e nae et e aneenreeteaneenne s 29

S L2  ANIMAIES. ... 29

XV



3.1.3. Muestras de higados .........cceoveieiieiecie e 30
3.1.4. CAIUIAS PrOCAITOLAS ....c.eevieeeeiieieiteieies ettt 30
3.1.5. CAIUIAS BUCAITOLAS ......c.eeviieeeiieie sttt 31
3.1.6.VecCtores PlasmitiCOS. .......ueiuiiieieeie et sne s 31
3.1.7. PEPLIAOS SINELICOS .....c.veveieeeiieiesie et 32
3.1.8. Fragmentos de ADN SINTELICO ......ccveeiuiriiiiiiie e e 33
3.1.9. ANLICUBIPOS ...ttt ettt et st et e e be e e e steeeeeneesneeeeanaenneas 33
3.2. METODOS DE CULTIVOS CELULARES ......coveveiieeeieeeeee e 34
3.2.1. Cultivo de CElUIAS BUCAIOLAS ........ccveueiviieeeiiiierieeee et 34
3.2.2.Cultivo de CElulas DaCLerianas .........ccuiereeririerieese e 34

(TBV ) ettt bbbt 35
3.2.4. Transformacion de Células E. COli.........ccooiiiiiiiiiiieee e 36
3.3. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR........coveiieeeeeeeesieeeseseesierieses e 37
3.3.1.Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).......cccccceivveiiiie i 37
3.3.2.Extraccion de ARN a partir de higado de CONejo........cccovvereirineiieincre 38
3.3.3.RT-qPCR para cuantificacion de copias de ARN viral de RHDV..................... 38
3.3.4.Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa o productos de
P O R . e 38
3.3.5. Purificacion de ADN plasmidico a partir de cultivos bacterianos .................... 39
3.3.6.Cuantificacion de ADN ..o e 39
3.3.7.SecuenciaCion de ADN ... e 39
3.4. ELECTROFORESIS EN GELES ........oooe e 39
3.4.1.Electroforesis de ADN ..ot 39
3.4.2. Electroforesis de ProteiNas ..........cccveeeieeieiie i 40
3.5. GENERACION DE LACTOBACILOS RECOMBINANTES .......ccovevveirinae. 41

3.6. GENERACION Y/O PURIFICACION DE PROTEINAS DE FUSION Y
DOMINIOS P DE RHDV ... e e e e 43

3.6.1.Clonacion de fragmentos solapantes de VP1 de RHDV-Nav10/11 fusionados a
Ja ProtEINA GST ...ttt e e sre e enes 43



3.6.2.Dominios P de RHDV-Nav10/11 fusionados @ GST .......ccccceveveneniiineninnnnn, 44
3.6.3. Dominios P fusionados con MBP y cola HiS-tag.........ccoovvvveiienienieiicicsieens 46
3.6.4.Clonacidn y produccion de dominios P mutantes puntuales basados en aislados
NAtUrales de RHDWVD .......ooi s 46
3.6.5. Mutagénesis, clonacion y produccion de dominios P mutantes de lazo de VP1 de
RHDV-NAVLIO/LL ..ottt sttt aene e 47
3.7. PRODUCCION Y PURIFICACION DE PARTICULAS SIMILARES AL VIRUS
[V ) TSRS 49
3.8. SECUENCIACION DE LA FRACCION VARIABLE DEL ANTICUERPO
MONOCLONAL 2D9 ..ottt se e sbe e e snae e e snaeeens 50
3.9. METODOS INMUNOLOGICOS DE CARACTERIZACION Y/O DETECCION
DE PROTEINAS Y ANTICUERPOS .......oooeieieeeeeeeee ettt 51
3.9. 1 WESEEIN DIOT ... e 51
3.9.2. DOt BIOL......ciiitiicict et 51
3.9.3.ELISAs para seleccién de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales
L= LI YA I TSR 52
3.9.4. ELISAS tip0 SANAWICN........coiiiiiiice e 52
3.9.5.ELISAs para la determinacion de la presencia de anticuerpos frente a RHDV u
0tros antigenos €N SUEI0S 08 CONEJOS ......cvveerreireerieeiesieesteesresteesteseesraessesseesseensesnsesneas 53
3.9.6. ELISAs con anticuerpo monoclonal 2D9 purificado ..........cccccevvivieieeceiiennn, 54
3.9.7. Citometria de flujo con 1actobacilos............cocoviiiiiiiiinee e 54
3.9.8. Hemaglutinacion de globulos rojos humanos ............cccecveveieereciesecce e 55
3.10. EXPERIMENTACION ANIMAL .....ovoovreiieeteeeeseeeee s ses s 56
3.10.1. INMUNIZACION A& CONEJOS.....ccuvevieieceiecieeie ettt sre e sre et sre e e enaeeneas 56
3.10.2. Ret0s CON VIrUS RHDV .......ooiiiieiicie et 56

3.10.3. Neutralizacion del virus RHDV-Gal08/13 con anticuerpos monoclonales ....57

3.10.4. Generacion de anticuerpos monoclonales.............cceoveieeieiievecie s 57
3.11. PROGRAMAS INFORMATICOS .....coovoeieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 58
3.11.1. Analisis de secuencias de ADN Y Proteinas..........ccoceevererereneneneneseeeeneans 58
3.11.2. Visualizacion y analisis de IMagen .........cccocevererininieiee e 58
3.11.3. Tratamiento de datos y analisis estadiStiCOS ..........ccccoveveiveviieri i 59

XVII



4, RESULTADOS ...ttt sttt sttt nne s 62
4.1. CARACTERIZACION ANTIGENICA DE LA PROTEINA PRINCIPAL DE LA
CAPSIDA (VP1) DE LA NUEVA VARIANTE DEL RHDV (RHDVDb)................... 62

4.1.1.Produccion de anticuerpos monoclonales frente a VVP1 de distintos aislados de
RHDV (RHDVD Y RHDVA) .....ooiiiiiiiiiecesee ettt 62
4.1.2. Estudio de la especificidad de los anticuerpos monoclonales............c.ccccce.... 63

4.1.3.Clonacién y produccion de fragmentos solapantes de VP1 de RHDV-

NAV L0/ L. e e e 67
4.1.4.Caracterizacion de anticuerpos monoclonales generados frente a VLPs de
RHDDV ..o 68
4.2. ANALISIS DE LA INTERACCION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL 2D9
CON SU EPITOPO ...ttt 73
4.2.1.Estudio de la capacidad neutralizante del anticuerpo 2D9............cccecvevviiennen. 73
4.2.2.Localizacion de epitopos del anticuerpo monoclonal 2D9. .........c.ccccoevveinnne 76
4.2.3.Disefio de dominios P mutantes basados en secuencias de aislados naturales
MUEANTES 8 RHDVD ... 83
4.2.4.Estudio de la reactividad con 2D9 de mutantes de lazos del dominio P de RHDV-
INAVLO/LL .ottt bbbt b e s et e b e be bbb reaneene s 89
4.2.5. Desarrollo de nuevas herramientas diagnosticas para la deteccién de RHDVb
C e eeeeEeetesEeeEeeEeeseereeseeteteheateaEe et LRt et et e benEe Lo Re Rt e Re e Rt e Rt et e b et e b e EeeRe e Rt e reeneeneens 95
4.3. DISENO Y PRODUCCION DE CANDIDATOS VACUNALES FRENTE A LA
NUEVA VARIANTE DE RHDV ...t 99
4.3.1.Péptido sintético basado en el lazo 1 del dominio P de RHDV-Nav10/11........ 99
4.3.2. Lactobacilos recombinantes que expresan dominios P de RHDV .................. 100
4.3.3.Fusion GST-dominio P de RHDV-NaV10/11 ......cccccoovviieiiniiiiiceseeeens 104
4.3.4. Particulas virales similares al Virus (VLPS) ......ccccocerrieiinenninenece e 106

4.4. ESTUDIOS DE PROTECCION DE DISTINTOS CANDIDATOS VACUNALES
FRENTE A RHDVD ..o e 109

4.4.1. Péptido sintético basado en el lazo 1 del dominio P de RHDV-Nav10/11.....109

4.4.2.Evaluacion de la eficacia de la wvacunacion oral con lactobacilos
FECOMI NANTES . . . . oottt e, 114

4.4.3.Evaluacion de la eficacia de vacunacion con VLPs y dominios P de RHDV-
AN 1Y 0 OSSR SSS 119



ST 5 ] £ST01 U1 1@ ] [P 128

5.1. CARACTERIZACION ANTIGENICA DE LA PROTEINA PRINCIPAL DE LA
CAPSIDA DE RHDV ... e et e e ae e er e e nee e en e 128

5.2. ANALISIS DE LA REACTIVIDAD DE UN ANTICUERPO MONOCLONAL
ESPECIFICO Y NEUTRALIZANTE DE LA NUEVA VARIANTE DEL RHDV, Y

DESARROLLO DE HERRAMIENTAS DIAGNOSTICAS ......ccivivvceierirnnennnnns 130
5.3.EVALUACION DE DISTINTAS ESTRATEGIAS VACUNALES E
IMPORTANCIA DEL ANTIGENO VACUNAL EMPLEADO .............ccoovrrrrmnrrs 144
B. CONCLUSIONES .....cooovvvreenrrrisssssssssimiiesssssssssseeesssssssssssssissssssssseeeeees 158
7. BIBLIOGRAFIA .....cooovviiiimmmnnriiiasssssssssiissssssssssesss s 162
8. ANEXO .....oocooooiiiioiiiieieeseseeeeeeses s 183
8.1. TABLA SUPLEMENTARIA ....oooovvrrrrrrreseesssiieeensssssneeeeesss s 183
8.2. FIGURAS SUPLEMENTARIAS .......ooooovsieiiiiiiiiiiieeesenenneenessssssssssssnioeees 184

XIX






Introduccion






1. Introduccién

1. INTRODUCCION
1.1. IMPORTANCIA DEL CONEJO EN ESPANA

El conejo comdn o europeo, Oryctolagus cuniculus, perteneciente al orden
Lagomorpha, es una especie clave para el ecosistema mediterraneo (Delibes-Mateos et
al., 2008a) y es en buena medida responsable de una gran tradicion cinegética en la
peninsula Ibérica. La ganaderia del conejo es también una actividad relevante en muchas
regiones de Espafia, por lo que esta especie animal es importante tanto ecoldgica como
econdmicamente. La peninsula Ibérica es la Gnica region del mundo donde coexisten dos
subespecies de conejo europeo, O. cuniculus cuniculus y O. cuniculus algirus, con un
patrén de distribucion geogréafica y muy bien marcado, con capacidad de hibridar entre si
(Ferrand, 1995; Branco et al., 2000; Branco et al., 2002; Geraldes et al., 2006).

Los conejos silvestres modifican la composicion de especies de plantas y la estructura
de la vegetacion de su habitat mediante el pastoreo y la dispersion de semillas, lo cual
permite la conservacion de la diversidad de especies de plantas y animales, como por
ejemplo las lagartijas (Delibes-Mateos et al., 2008b; Ferreira, 2012; Galvez Bravo et al.,
2009; Galvez et al., 2008). Por otro lado, suponen la presa principal para importantes
depredadores como el lince ibérico (Lynx pardinus) que se encuentra en peligro critico de
extincion y el &guila imperial (Aquila adalberti). Una de las caracteristicas més
importante del conejo es su elevada capacidad colonizadora por su adaptabilidad a una
gran variedad de habitats. La cecotrofia le permite obtener nutrientes a partir de alimentos
de muy baja calidad (Hirakawa, 2001). Ademas, es una especie muy prolifica debido a
que alcanzan la madurez sexual a los 4 meses, las hembras son receptivas durante todo el
afio y las camadas son de gran tamafio. Como consecuencia de la gran prolificidad, y la
falta de competidores y depredadores, el conejo puede alcanzar elevadas densidades y
provocar dafios tanto econdmicos como ecolégicos. Esto ha ocurrido en algunas regiones
de Espafia donde ha sido reconocido como una especie plaga por los dafios agricolas y
forestales que ha ocasionado. A pesar de lo anterior, las poblaciones salvajes de conejo
se han visto reducidas drasticamente en la peninsula Ibérica, con las consecuencias
ecologicas y economicas que ello conlleva (Delibes-Mateos et al., 2014; Delibes-Mateos
et al., 2007), por tanto, la recuperacion de la poblacion natural de conejos es uno de los

mayores retos para la conservacién del ecosistema en nuestra peninsula.
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La principal aptitud productiva del conejo es la carnica, debido a su elevada
prolificidad y la brevedad de sus ciclos reproductivos y de engorde que le confiere un
gran potencial de produccién. La cria de este animal también puede dirigirse a la
obtencion de piel o pelo, para su uso como animal de experimentacion, como animal de
compafiia y para la realizacion de repoblaciones cinegéticas (MAPAMA, 2018). La
amplia distribucion geogréfica del conejo y las elevadas densidades que alcanza, hacen
de este animal una de las especies cinegeéticas de caza menor mas codiciadas (Angulo y
Villafuerte, 2003).

La cunicultura es la ciencia aplicada, del area de conocimiento de produccion animal,
que se ocupa de la cria de conejos para aprovechar su carne y sus demas productos (Lebas
et al., 1996), es una disciplina de gran relevancia en Espafia, ya que es el tercer pais del
mundo productor de carne de conejo, tras China y la Republica Popular de Corea (FAO,
2017). La cunicultura, como actividad pecuaria, ha experimentado en los Gltimos afios
una importante evolucién y ha alcanzado una considerable relevancia y un creciente
interés. La carne de conejo representa el quinto tipo de carne mas consumido tras el
porcino, aves, vacuno y ovinocaprino. Espafia es uno de los principales productores
mundiales de carne de conejo y, junto con Italia y Francia, forma parte del grupo lider de

paises a nivel continental.

1.2. LA ENFERMEDAD HEMORRAGICA DEL CONEJO

La enfermedad hemorragica del conejo se describid por primera vez en China en 1984
(Liuetal., 1984) en conejos que habian sido importados desde Alemania. Posteriormente,
se describi6 la aparicion de esta enfermedad en Europa, en Italia en 1986 (Cancellotti y
Renzi, 1991). En la peninsula Ibérica, donde el conejo europeo supone un importante
papel en el ecosistema, el primer brote de la enfermedad se detect6 en Espafia en 1988
(Arglello Villares et al., 1988) y en Portugal en 1989 (Anonymous et al., 1989). En la
actualidad, los brotes de esta enfermedad ocurren en todos los continentes y causa
elevadas tasas de mortalidad, habiendo sido descrita en mas de 40 paises de Asia, Africa,
América, Europa y Oceania. Siendo ya una enfermedad endémica en muchas zonas del
mundo (Mclntosh et al., 2007), afecta tanto a conejos domésticos como a poblaciones
salvajes (revisado por Abrantes et al., 2012b). Esta enfermedad causa importantes

pérdidas economicas en la industria de la carne y la piel de conejo, asi como un impacto
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ecologico negativo sobre las poblaciones salvajes de conejos y sus principales
depredadores (Delibes-Mateos et al., 2008a; Villafuerte et al., 1995).

La enfermedad hemorrégica del conejo se caracteriza por su elevada morbilidad y
mortalidad alcanzando tasas de mortalidad entre el 70 % y 100 % (OIE, 2016). El periodo
de incubacion puede variar desde 1 a 3 dias, y la muerte se produce generalmente entre
las 12 y 36 horas tras la aparicion de fiebre. La evolucion clinica de la enfermedad
hemorragica del conejo puede ser hiperaguda, aguda, subaguda o cronica (Marcato et al.,
1991; Xu y Chen, 1989). La forma hiperaguda generalmente no presenta sintomatologia
y el animal muere repentinamente. Las manifestaciones clinicas se han descrito sobre
todo en la infeccion aguda, donde los conejos mueren entre 1 y 3 dias tras la infeccion,
en alguna ocasién aparece hemorragia externa en el hocico (Cooke, 2002). En la necropsia
los conejos muestran hepatitis aguda y signos de alteraciones de la coagulacion sanguinea
que afecta a 6rganos como el bazo o los pulmones (Park et al., 1995; Gortazar et al.,
2000). Los anticuerpos desarrollados en una infeccion subaguda confieren la proteccion
al animal frente a una nueva re-infeccion (Patton, 1989). En el reducido nimero de
conejos que sobreviven (5-10 %), la respuesta especifica y relevante que aparece en
primer lugar a los tres dias de la infeccion son IgMs, seguida por IgAs e 1gGs que se
detectan 2 o 3 dias después (Barbieri et al., 1997). Esta respuesta de anticuerpos dispara
el mecanismo para la eliminacién de los virus. En lugar de esta rapida respuesta humoral,
entre el 5-10 % de los conejos muere entre 4 y 8 dias post-infeccion debido a una forma
cronica de la enfermedad hemorragica. En el higado y rifion de estos conejos, han sido
detectadas particulas similares al RHDV, también llamadas VLPs (virus-like particles),
en lugar del virus (Capucci et al., 1991; Granzow et al., 1996; Barbieri et al., 1997). En
algunos casos, se encontraron particulas denominadas CLPs (core-like particles)
caracterizadas por la ausencia de la cubierta o concha externa de la capsida viral, formadas
por parte del extremo carboxilo terminal de la proteina mayoritaria de la capsida Ilamada
VP60 (Granzow et al., 1996). Como consecuencia de esto las CLPs son negativas en
ensayos de hemaglutinacién (HA), asi como frente a anticuerpos monoclonales anti-
RHDV (mAbs) que reconocen epitopos conformacionales (Capucci et al., 1995). En
sangre y heces de conejos convalecientes, asi como en conejos infectados por RHDV,
pero protegidos mediante anticuerpos previamente adquiridos (por ejemplo, tras una
vacunacion o recuperacion tras la infeccion por RHDV), el ARN viral se detecta usando
RT-PCR hasta 15 semanas después de la infeccion (Gall et al., 2007; Gall y Schirrmeier,
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2006). Si este hecho se debe a una lenta desaparicion del virus o a una prolongada

persistencia del virus esta aun por determinar.

Como resultados de las pruebas seroldgicas (Capucci et al., 1997; Capucci et al., 1991,
Collins et al., 1995; Cooke et al., 2000) se han aislado, y caracterizado parcialmente en
Europa y Oceania varios calicivirus de conejo no patogénicos relacionados con RHDV
(Capucci et al., 1996; Capucci et al., 1998; Le Gall-Reculé et al., 2011b; Moss et al.,
2002; Strive et al., 2009; White et al., 2004). Estos calicivirus inducen una respuesta
seroldgica que puede interferir y complicar el diagnostico seroldgico (Capucci et al.,
1991; Cooke et al., 2000; Marchandeau et al., 2005; Nagesha et al., 2000; Robinson et
al., 2002).

Puesto gque el higado contiene las cantidades mas elevadas de viriones es el 6rgano
elegido para la identificacién tanto de RHDV como EBHSV (virus del sindrome de la
liebre parda europea o European brown hare syndrome virus). La cantidad de virus
presente en otras partes del cuerpo es proporcional a la vascularizacion, asi el bazo vy el
suero pueden servir como materiales para el diagnostico alternativo, aunque los resultados
no son Optimos. En bazo se han encontrado mayores niveles de VLPs que en higado de
animales que murieron por la forma subaguda o crénica de la enfermedad (Capucci et al.,
1991; Granzow et al., 1996; Barbieri et al., 1997). El tratamiento de las muestras para el
diagnostico es casi idéntico independientemente del método de diagnostico que se
apligue, con la excepcion de las tiras inmunocromatograficas en las que se puede utilizar
tanto homogeneizados de érganos como exudados del animal (Dalton et al., 2017). Un
fragmento de drgano se homogeneiza mecanicamente en 5-20 % p/v en tampon fosfato
salino (PBS), pH 7,2-7,4, después se filtra y se clarifica mediante centrifugacién a 5000
g durante 15 minutos. El sobrenadante puede ser directamente examinado mediante el
test de hemaglutinacion o ELISA (ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas). Si la
muestra va a ser observada al microscopio electronico, es aconsejable realizar una
segunda centrifugacion a 12000 g durante 15 min, antes de la ultracentrifugacion final.
Para la deteccion mediante PCR, el ARN viral de las muestras puede ser extraido

directamente de los tejidos.

Los primeros aislados de RHDV se caracterizaron por afectar a conejos mayores de 2
meses, causando tasas de mortalidad entre el 70 y 100 %, mientras que los conejos jovenes

(o gazapos) sufren una infeccion subclinica o no se ven afectados (Mikami et al., 1999;
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OIE, 2016; Prieto et al., 2000). Sin embargo, la nueva variante del virus surgida en el afio
2011 provoco brotes atipicos de la enfermedad afectando a animales adultos y gazapos.
En estudios sobre un aislado del virus de la nueva variante (RHDV-Nav10/11) se ha
descrito que causa la enfermedad y muerte en gazapos de menos de 40 dias (Dalton et al.,
2015), ademas provoca tasas de mortalidad en adultos y gazapos de hasta el 20 % y 50
%, respectivamente (Dalton et al., 2012). Recientemente, se han descrito cepas de la
nueva variante del virus con mayor virulencia y tasas de mortalidad superiores (Capucci
et al., 2017). Ademas, se han demostrado diferencias en la patogenicidad de la nueva
variante (Calvete et al., 2018) y el curso clinico de la enfermedad cuando el aislado
RHDV-Nav10/11 infecta animales adultos o0 gazapos, existiendo importantes variaciones
del tropismo del virus por determinados tejidos, como pulmon, rifién o intestino, que no
muestran presencia del virus en individuos adultos, pero si en gazapos (Dalton et al.,
2018b).

1.3. VIRUS DE LA ENFERMEDAD HEMORRAGICA DEL CONEJO (RHDV)

El agente etioldgico de la enfermedad hemorragica del conejo (RHD) se denomina
virus de la enfermedad hemorragica del conejo (RHDV), es un virus no envuelto de
pequefio tamafio cuyo genoma estd compuesto por una molécula de ARN de cadena
simple de sentido positivo perteneciente a la familia Caliciviridae, género Lagovirus
(Green et al., 2000; Meyers et al., 1991b; Moussa et al., 1992; Ohlinger et al., 1990;
Ohlinger y Thiel, 1991, Parra y Prieto, 1990).

1.3.1. Familia Caliciviridae

Los miembros de la familia Caliciviridae son virus no envueltos de pequefio tamafio
y morfologia casi esférica, que infectan a vertebrados. Su genoma es una molécula de
ARN lineal de una sola cadena y de polaridad positiva (Clarke y Lambden, 1997; Thiel y
Konig, 1999). Los calicivirus humanos son ahora la principal causa de brotes de
gastroenteritis debido a la contaminacion de la comida. Ademas, los calicivirus han sido
estudiados durante afios por virdlogos y veterinarios interesados en importantes

patdgenos animales como el virus del exantema vesicular porcino y el calicivirus felino.

El Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) reconoce 4 generos dentro de
la familia Caliciviridae: Lagovirus, Vesivirus, Norovirus y Sapovirus. Ademas, tres

géneros mas se han propuesto dentro de esta familia: Nabovirus o Becovirus (Oliver et
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al., 2006), Recovirus (Farkas et al., 2008) y Valovirus (L'Homme et al., 2009); sin
embargo, todavia no estan reconocidos por el ICTV. Los calicivirus infectan a un amplio
rango de especies y causan una variedad de enfermedades, tales como gastroenteritis
(Norovirus y Sapovirus), enfermedad hemorragica (Lagovirus), y lesiones vesiculares e

infecciones respiratorias (Vesivirus).

El género Lagovirus incluye tanto al RHDV como al virus del sindrome de la liebre
parda europea, EBHSV, un virus que se detectd por primera vez en Suecia en los afios
80, antes del primer brote de RHDV que afecta a las especies de liebre Lepus europaeus
y Lepus timidus. El sindrome de la liebre europea esté relacionado con la RHD en cuanto
a signos clinicos, alteraciones patoldgicas e histopatologicas, tasas de mortalidad,
morfologia y antigenicidad del virion, sin embargo, no se han obtenido de forma
reproducible ni infeccion ni proteccion interespecifica en el conejo. Aunque causen
enfermedades similares, EHBSV y RHDV representan distintos agentes infecciosos que
infectan a especies distintas (Capucci et al., 1991; Chasey et al., 1992; Fuchs y
Weissenbock, 1992; Lavazza et al., 1996; Marcato et al., 1991; Wirblich et al., 1994).

1.3.2. Organizacion y expresion genémica de RHDV

El genoma de RHDV esta compuesto por ARN de polaridad positiva, de modo que los
viriones contienen ARN gendémico y ARN subgendmico que es colineal con el extremo
3’ del ARN genomico (Meyers et al., 1991a; 1991b; Meyers et al., 2000). Ambas
moléculas de ARN contienen una cola de poliadenilacion en el extremo 3’ y el extremo
5’ se encuentra covalentemente unido a una proteina VPg (virus genome-linked)
(Abrantes et al., 2012a; Machin et al., 2001; Meyers et al., 1991a) (Figura 1). El ARN
genomico consiste en una molécula de ARN de cadena simple y polaridad positiva de 7,4
kb que contiene dos marcos abiertos de lectura. El ORF1 codifica una poliproteina de 257
kDa, que tras el procesado mediante una proteasa viral da lugar a proteinas no
estructurales y a la proteina mayoritaria de la capsida (VP1 o VP60) (Martin Alonso et
al., 1996; Meyers et al., 2000; Wirblich et al., 1996). EI ORF2, solapado con el primero
unos pocos nucleotidos, codifica la proteina estructural minoritaria (VP2 o VP10) de unos
10-12 kDa de tamafio y cuya funcion estaria relacionada con la regulacion de la
replicacion viral y liberacion de los viriones desde las células infectadas (Chen et al.,
2009; Liu et al., 2008; Wirblich et al., 1996). EI ARN subgenomico codifica ambas
proteinas estructurales, VP1 y VP2 (Abrantes et al., 2012b; Boga et al., 1992) (Figura
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1). Las proteinas no estructurales han sido estudiadas mediante analisis de secuencias y
estudios funcionales. La localizacion intracelular de las proteinas p16 (NS1), p23 (NS2)
y p29 (NS4) se han determinado recientemente (Urakova et al., 2015), aunque sus
funciones no estan esclarecidas aun. Las proteinas NS3 y NS7, corresponden a una
helicasa (Kadaré y Haenni, 1997; Marin et al., 2000) y una polimerasa de ARN
dependiente de ARN (Lopez Vazquez et al., 1998; 2001; Machin et al., 2001),
respectivamente. La proteasa de RHDV (NS6), aunque considerablemente de menor
tamanio, tiene homologia en las secuencias de aminoacidos del centro catalitico con las
proteasas 3C de los picornavirus (Boniotti et al., 1994; Oka et al., 2011; Wirblich et al.,
1995). La proteina VPg (NS5) en RHDV, al igual que en otros calivirus, como norovirus
humanos y calicivirus felinos (FCV), es imprescindible para el inicio del proceso de
traduccion del ARN viral mediante la maquinaria celular (Daughenbaugh et al., 2003;
Goodfellow et al., 2005).

pleé p23vHelicasa p29 VpgvProteasa Polimerasa

INs1iNs2| Ns3 | Ns4 Nss| Ns6 NS7 VP1
VP2
Poliproteina
.. Traduccion
Traduccion
5, 3’
VPg ORF1 +
. ORF2
ARN genodmico
3 l Transcripcion 5
Tm) —
ARN intermedio
/ \ (polaridad negativa)
C ! ’ A
. Replicacion VPg VP1 ORFZ +
5 3
(O E— I +
s 3

(O —TT— T VPg VP1 ORFZ +
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Figura 1. Representacion esquematica de la organizacion genomica de RHDV. ORF1
codifica la poliproteina que es procesada proteoliticamente, en los sitios indicados con
las puntas de flecha. EI ORF2 da lugar la proteina estructural minoritaria VP2. A partir
del ARN gendmico se forman copias intermedias de polaridad negativa que permiten la
generacién de un elevado nimero de copias de ARN gendémico y ARN subgendmico.
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1.3.3. Filogenia y evolucion del género Lagovirus: La nueva variante del virus
RHDV

Hasta hace poco tiempo las cepas de RHDV se dividian en 6 genogrupos principales
(G1-G6) (Le Gall-Reculé et al., 2003). Ademas, hasta el afio 2011 solo se describieron
aislados del tipo G1 en la peninsula Ibérica (Abrantes et al., 2012b; Alda et al., 2010;
Muller et al., 2009). En el afio 2011, se registraron brotes de una nueva variante de RHDV
que causo mortalidad en gazapos (Dalton et al., 2012). Esta nueva variante parece estar
relacionada con un aislado descrito en Francia en 2010 (Le Gall-Reculé et al., 2011a). La
nueva variante de RHDV, nombrado inicialmente como RHDV-Nav10/11 (Dalton et al.,
2012), se aisld a partir de muestras de higado tomadas de gazapos procedentes de una
granja de Navarra el afio 2011. Los brotes surgidos en granjas que vacunaban a los
animales frente a RHDV hizo sospechar que las vacunas disponibles en el mercado no
protegian frente a esta variante de RHDV. En infecciones experimentales el aislado
RHDV-Nav10/11 provoco la muerte de gazapos de 30 dias de edad que mostraban
infeccion en el intestino delgado (Dalton et al., 2012), ademas de, en higado y otros
tejidos donde se produce infeccion en la enfermedad por RHDV clésico (Ramiro-Ibafez
et al., 1999). Hasta ahora, la nueva variante patogénica del virus RHDV que surgi6 en
2010 se llamo de diferentes formas: nueva variante de RHDV o RHDVFrance2010(Le
Gall-Reculé et al., 2011a; 2011b; 2013; Puggioni et al., 2013), RHDVb (Dalton et al.,
2012) o RHDV?2 (Le Gall-Reculé et al., 2013).

Estudios recientes de la capacidad de diseminacion de la nueva variante dentro de la
peninsula ibérica demuestran que se ha extendido a un amplio nimero de provincias en
un periodo de tiempo relativamente corto. El primer brote de la variante de RHDV se
confirmd por secuenciacién (Dalton et al., 2012), y coincide con el diagnostico clinico
basado en gazapos muertos con sintomas de RHD que fueron previamente vacunados, en
granjas Aragon y Navarra (Grasa y Malo, 2012). Aislados similares a RHDV-Nav10/11
han sido caracterizados por otros autores en conejos salvajes de la misma region de
Espafia (Calvete et al., 2012). La alta concentracion de muestras positivas que se
analizaron en el Mediterraneo y en el Noreste de Espafia (Dalton et al., 2014) podria
correlacionarse con la mayor concentracion de granjas de conejo en esas areas, que son
areas de produccion intensiva 0 medio intensiva y criaderos especializados, en
comparacion con el sur del pais que es una zona de baja produccion. Los analisis de

secuencias indican que los aislados estan relacionados, sin embargo, algunos aislados en
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zonas cercanas a la frontera francesa se diferencian en torno a 5- 6 % respecto a RHDV-
Nav10/11 mientras que tienen mas parentesco al aislado francés descrito (Le Gall-Reculé
et al., 2011a). Este virus emergente se ha establecido rapidamente como un importante
problema para el conejo en la peninsula Ibérica, reemplazando a las cepas del virus clasico
que ya no se detectan en brotes de la enfermedad (Calvete et al., 2014; Lopes et al.,
2015a).

Como virus ARN, el gen que codifica la proteina de la capsida de RHDV tiene una
alta tasa de sustitucion de nucleétidos (Alda et al., 2010; Eden et al., 2015a; 2015b; Hicks
y Duffy, 2012; Kerr et al., 2009; Kinnear y Linde, 2010) aunque entre las cepas
patogénicas de RHDV clasico existe menos del 10 % de divergencia en la secuencia de
la proteina VP1. La recombinacion, junto con la mutacién, es un importante mecanismo
para la evolucién de estos virus ARN. En los Ultimos afios se han identificado virus
RHDV que contienen recombinaciones en diferentes zonas de su genoma. Ya se
encontraron evidencias de recombinacién en cepas de RHDV clésico (Abrantes et al.,
2008; Forrester et al., 2008; Hu et al., 2017). Pero, ademas, se ha descubierto que el
mismo fendmeno ha ocurrido en la nueva variante del virus. En algunos casos el evento
de recombinacion ocurri6 dentro de la regién que codifica las proteinas no estructurales
provocando una divergencia de aproximadamente el 13 % con respecto a cepas
patogénicas y no patogénicas del virus, mientras que, la region codificante de las proteinas
estructurales es similar a cepas del genogrupo G1 (clasico) (Lopes et al., 2017). En otro
caso, la recombinacion ocurrié entre los genes no estructurales y el gen que codifica la
proteina VP1 (Lopes et al., 2015b). Un aislado recombinante de RHDVb disponible en
nuestro laboratorio contiene las proteinas no estructurales del virus clasico perteneciente

al genogrupo 1y la proteina de la capsida VVP1 que pertenece a la nueva variante.

Recientemente, también en nuestro laboratorio se dispone de un aislado perteneciente
a RHDVb nombrado como RHDV-Gal08/13 que, experimentalmente, se ha comprobado
tiene una mayor virulencia con respecto a otros aislados de RHDVb que provocan el 50
% de mortalidad en gazapos y el 10 % en conejos adultos. En el caso de RHDV-Gal08/13
la tasa de mortalidad aumenta hasta un 100 % tanto en gazapos como adultos (datos no
publicados). Puesto que no se han observado cambios importantes en la secuencia de la
proteina VP1, se ha planteado hacer futuros estudios sobre las proteinas no estructurales
del virus, que podrian ser las implicadas en el incremento de la virulencia, como, por

ejemplo, la polimerasa que podria aumentar la capacidad replicativa del virus.
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Debido a la elevada diversidad de lagovirus relacionada con la variacion de la
patogenicidad, distribucion geogréfica y rango de hospedacion, hace poco tiempo se ha
propuesto una nueva clasificacion y nomenclatura para estos virus (Le Pendu et al., 2017).
Basandose en relaciones filogenéticas se establece una Unica especie de lagovirus llamada
Lagovirus europaeus que incluye a dos genogrupos, uno de virus relacionados con RHDV
y otro con virus relacionados con EBHSV. Segun esta clasificacion RHDV vy los
calicivirus no patogénicos (RCVs) conformarian el genogrupo | (Gl) y, EBHSV vy los
lagovirus no patogénicos que infectan liebres (HaCV) (Cavadini et al., 2016)
pertenecerian al genogrupo Il (GIll). De este modo, en la Tabla 1 se hace una
correspondencia entre los aislados mas importantes utilizados en este trabajo y la
nomenclatura que se deberia utilizar para nombrarlos. Aun asi, dado que esta propuesta
no ha sido aceptada por la ICTV, nos seguiremos refiriendo a los aislados de RHDV por

su nombre particular, o por el genogrupo Yy tipo clasico o variante al que pertenecen.

Tabla 1. Concordancia de las nomenclaturas previas y la propuesta segln
Le Pendu et al., 2017.

Nomenclatura Aislado utilizado  Nueva nomenclatura
corriente en este trabajo propuesta

RHDVbo  RHDV-Nav10/11 G1.2/RHDV2/b

RHDV2 RHDV-Gal08/13
RHDV G1 RHDV-Ast89 Gl.1b/RHDV
RHDVao
RHDV G6 RHDV-Gal09/12 Gl.1a/RHDV

1.3.4. La capsida viral

Los virus muestran una notable diversidad en la complejidad y organizacién de sus
viriones. En su mayoria, las capsidas de virus no envueltos se construyen a partir de
subunidades de una proteina principal de la capsida, MCP, que forma un oligémero
simétrico, que determina el ensamblaje y la estructura del viridén, y una o unas pocas
proteinas de la capsida minoritarias (Krupovic y Koonin, 2017). Como estrategia para
infectar a sus hospedadores los virus deben mantener en la superficie de la capsida
regiones conservadas que permitan el reconocimiento de los receptores celulares del

hospedador pero, a la vez, suficiente tasa de mutaciones en zonas superficiales que le
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permitan evadir el sistema inmune del hospedador (Mateu, 1995). La estructura de la
capsida se basa en un fino equilibrio entre la estabilidad para proteger al genoma viral, en
condiciones adversas, cuando se encuentra fuera de un hospedador y la suficiente

debilidad que le permita liberar el genoma viral dentro de la célula hospedadora.

Como en los demés calicivirus, la capsida de RHDV, que envuelve y protege a la
molécula de ARN, esta compuesta por 90 dimeros de VP1. Es una capsida de pequefio
tamanio (35-40 nm de didmetro) y tiene simetria icosaédrica T=3. Los 90 dimeros de VP1
tienen forma de arcos y generan 32 depresiones en forma de copa en la superficie de la
capsida (Valicek et al., 1990; Wang et al., 2013) (Figura 2A). Cada monomero de VP1
se puede dividir en varios dominios estructurales (Figura 2B y 2C), un brazo N-terminal
(NTA) situado hacia el interior de la capsida, el dominio S que forma la parte interna de
la capsida denominada shell (en inglés, concha), y el dominio P o protruyente que
corresponde al extremo carboxilo terminal (Figura 2C) y queda expuesto en la superficie

externa del virion. Ambos dominios estan separados por una pequefia regién denominada

Dominio P

Bisagra

NTA Dominio S P1 Subdominio P2 P1 P2 Subdominio P1

Figura 2. Estructura de la capsida de RHDV vy regiones de la proteina VP1. A. Imagen de
microscopia electronica de viriones de RHDV purificados a partir de un extracto de higado de
conejo infectado. B. Representacion tridimensional de un mondémero de la proteina VP1. C.
Dominios estructurales de la proteina \VP1 siguiendo el cédigo de colores del modelo mostrado
en B.
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H o bisagra (del inglés hinge) que les permite cierta flexibilidad en la disposicién espacial
de los dominios P y S (Wang et al., 2013) (Figura 2B). El dominio P, a su vez, se puede
subdividir en dos subdominios, subdominio P1y P2 (Hu et al., 2010).

La propiedad mas importante que presenta la proteina VP1 es la capacidad de
autoensamblarse, en ausencia de otros componentes del virion, y formar particulas
similares al virus (VLPs o virus-like particles) (Laurent et al., 1994; Nagesha et al., 1999).
Estas particulas son morfoldgica y antigénicamente similares a los viriones, por lo que
son utilizadas en estudios de antigenicidad e interaccion virus-hospedador, y muy
especialmente son una importante herramienta para trabajar con virus que no son
cultivables en cultivos celulares. El autoensamblaje de una capsida viral es un proceso de
oligomerizacion complejo que ocurre mediante interacciones ordenadas entre las
proteinas participantes (Mateu, 2013). Gracias a las VLPs ha sido posible realizar estudios
basicos de estructura y ensamblaje de las capsidas de calicivirus (Bertolotti-Ciarlet et al.,
2002; Lindesmith et al., 2014), haciendo posible la determinacion de regiones
importantes para el ensamblaje de la capsida. Ademas, se ha demostrado que las proteinas
VP1, encontrandose en distintos estados conformacionales quasi-equivalentes, son
capaces de formar VLPs, ademés de formar VLPs que contienen varios epitopos
heter6logos cuando se producen proteinas VP1 recombinantes (Luque et al., 2012). Las
inserciones de secuencias foraneas en la proteina VP1, méas concretamente en los lazos
del dominio P son capaces de acomodarse de modo que no impiden la formacién de las
VLPs (Bércena et al., 2004; Crisci et al., 2009; Moreno, 2016). Esto puede indicar una
alta flexibilidad de los lazos del dominio P que facilitarian la interaccién con los
receptores del hospedador (Katpally et al., 2008; Taube et al., 2010). Ademas, la
generacion de VLPs que contienen epitopos heter6logos abre multitud de posibilidades
para nuevas estrategias vacunales frente a infecciones virales (Barcena y Blanco, 2013;
Kushnir et al., 2012; Plummer y Manchester, 2011).

La produccion de VLPs y generacion de anticuerpos monoclonales frente a ellas en
raton ha permitido el desarrollo de herramientas diagnosticas frente a distintos calicivirus
(Almanza et al., 2008; Deng et al., 2003) y, mas concretamente, frente a RHDV, que
recientemente se han desarrollado (Barcena et al., 2015; Dalton et al., 2018c) e incluso
comercializado (Dalton etal., 2017). Ademas, la generacion de anticuerpos monoclonales

frente a VLPs ha contribuido, en el presente trabajo, a un mayor conocimiento de la
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antigenicidad de la proteina VP1, y la posibilidad de disefiar nuevas estrategias para

producir vacunas frente a la nueva variante de RHDV.

Para resumir, hay que destacar que un mayor conocimiento de la capsida de la nueva
variante de RHDV, asi como de la proteina VP1 que la forma, puede ayudar a mejorar
los sistemas de diagndstico y vacunacion disponibles actualmente frente a la nueva
variante de RHDV. Esto podria ampliar el rango de deteccion a posibles variantes o
mutantes y recombinantes del virus, asi como la produccién de vacunas que protejan

frente a las cepas mas virulentas del virus.

1.3.5. Regiones antigénicas de la proteina principal de la capsida (VP1)

La proteina VP1 de RHDV es reconocida por el sistema inmune de los conejos,
jugando un papel muy importante en la induccion de la respuesta inmune frente a la
infeccion por el virus (Viaplana et al., 1997). En cuanto a los dominios o regiones en los
que se subdivide la proteina VP1, mediante alineamientos de secuencias entre aislados
pertenecientes a distintos RHDV se observan distintos grados de identidad dependiendo
del dominio considerado (Figura 3). En el caso del dominio N-terminal, situado hacia el
interior de la capsida viral, el porcentaje de identidad entre RHDV-G1 (RHDV) y RHDVa
es de 96,9 %, mientras que entre cada uno de esos y el virus de la nueva variante es de
90,8 %y 87,7 %, respectivamente (Figura 3A). Con respecto al dominio S, curiosamente,

los porcentajes de identidad son mas elevados, siendo entre los virus RHDV y RHDVa

A Porcentaje de identidad B Porcentaje de identidad

1 ‘DomN RHDV
2 DomN RHDVa
3 DomN RHDVb

1 DomS RHDV
2 DomS RHDVa
DomS RHDVb

Divergencia

Divergencia
L8]

C Porcentaje de identidad

< 2 | 3

2 1 DomP RHDV
Eb 2 DomP RHDVa
= | 3 [189]182 3 DomP RHDVD
A 1| 2

Figura 3. Porcentajes de identidad entre los dominios de distintos RHDV. A. Secuencias
proteicas del dominio N-terminal. B. Secuencias de aminoacidos del dominio S. C. Secuencias
proteicas del dominio P.
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del 100 %, y entre estos virus y la nueva variante del 98,8 % (Figura 3B). En cuanto a la
identidad de secuencias de los dominios P entre distintos RHDV, los porcentajes
disminuyen, siendo del 95,3 % entre RHDV y RHDVa, y entre estos y la nueva variante

se reduce la homologia hasta 83,3 % y 83,9 %, respectivamente (Figura 3C).

Un reciente modelo pseudoatémico de la capsida de RHDVa (Wang et al., 2013) ha
mostrado que la secuencia del dominio S de la proteina VVP1 tiene un elevado porcentaje
de homologia entre calicivirus y que, como consecuencia, la estructura tridimensional
adquirida es bastante parecida entre estos virus. Esto sugiere, junto con los datos de
secuencias de RHDV (Figura 3B) que la parte interna o shell de las cépsidas de estos
virus se encuentra altamente conservada, tanto entre dentro de los RHDV como entre los

calicivirus.

En calivirus, mediante la técnica de cristalografia de rayos X con VLPs se ha
comprobado que el subdominio P2 se encuentra en las regiones protuberantes hacia el
exterior de la capsida. Es una regidn cuya estructura esta conservada a grandes rasgos en
los diferentes calicivirus, pero que, a la vez, es la region con mayor variabilidad en la
secuencia de proteina, incluso entre las cepas de un mismo virus. Ademas, se ha
comprobado que dentro de lazos expuestos a la superficie del subdominio P2 se
encuentran numerosos epitopos neutralizantes de calicivirus (Katpally et al., 2008;
Kolawole et al., 2014; Lochridge y Hardy, 2007; Smith, 2011; Tohya et al., 1997), asi
como su importancia en la union del virus a su receptor celular (Bhella y Goodfellow,
2011; Chen et al., 2006; Choi et al., 2008; Katpally et al., 2010; Lochridge et al., 2005;
Ossiboff et al., 2010; Prasad et al., 1999; Shanker et al., 2014; Tan et al., 2004a; Taube
et al.,, 2010). En alineamientos de secuencias de la proteina VP1 de aislados
pertenecientes a distintos tipos de RHDV, se puede confirmar que la mayor cantidad de
cambios en la secuencia se concentran dentro del dominio Py, concretamente, dentro del

subdominio P2 (Figura 4).
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Figura 4. Alineamiento de secuencias de la proteina VVP1 de distintos RHDV. Se muestran
las secuencias del aislado RHDV-Ast89 (RHDVG1) perteneciente al genogrupo G1, de una
cepa de RHDVa (RHDVa-Rossi) perteneciente al genogrupo G6 y de RHDV-Nav10/11
(RHDVDb) de la nueva variante. Aparecen indicados mediante recuadros las regiones de las
secuencias correspondientes a cada uno de los dominios y subdominios de la proteina VP1.
Los residuos aminoacidicos diferentes aparecen sombreados en naranja.
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Ademas, basandose en alineamientos de secuencias de distintos RHDV, dentro del
subdominio P2 de RHDVa identificaron siete regiones de variaciones de la secuencia.
Esas zonas del dominio P podrian corresponder a regiones determinantes que influyen en
las diferencias de unidn especifica a HBGAs (antigenos del grupo sanguineo) e
interaccion con las células de conejo que existen entre los virus RHDV clasicos o la nueva
variante del virus (RHDVb) (Wang et al., 2013) (Figura 5A). Teniendo en cuenta esto,
y considerando que la inmunizacion con un péptido basado en una de esas secuencias
provocd una respuesta inmune protectora frente al virus (Wang et al., 2013), en el
presente trabajo hemos considerado la posibilidad que ocurra lo mismo en la nueva
variante del virus y que la inmunizacion con el péptido correspondiente a la misma region
en RHDV-Nav10/11 genere una respuesta en los conejos que los proteja frente a la

infeccidén con el virus.

Centrandonos en el dominio P de RHDV, recientes estudios han comprobado que estos
dominios expresados de forma heteréloga en bacterias, purificados y cristalizados son
capaces de formar dimeros de forma similar a como se disponen en la capsida del virus.
También mediante cristalografia de rayos X fueron determinadas las estructuras de los
dominios de los aislados RHDV-Ast89 (RHDV-G1) y RHDV-Nav10/11 (RHDVb),
pertenecientes al genogrupo 1 del virus clasico y a la nueva variante, respectivamente
(Leuthold et al., 2015). Se comprobd que, como ya se sabia, los cambios genéticos méas
importantes entre los virus RHDV clésicos y la nueva variante se concentran en el
subdominio P2 de la proteina VVP1. Los modelos de dimeros de estos dominios P, junto
con los de RHDVa (Wang et al., 2013) presentan estructuras similares incluidos los lazos
extendidos del subdominio P2, aunque si varian en su orientacién, lo que podria estar
provocando los cambios antigénicos (Leuthold et al., 2015) (Figura 5B). Dado que el
subdominio P2 parece ser la region de la proteina VP1 que se une a los receptores del
hospedador (Bhella et al., 2008), los cambios antigénicos y de reactividad con HBGAs
que presenta la nueva variante del virus podrian explicar la alteraciéon del tropismo en
cuanto a la edad y tejidos del hospedador que tiene este virus con respecto a los virus
clasicos (G1 y RHDVa).

Como ya se ha dicho, el cambio en la patogenicidad de la nueva variante del virus
RHDV sugiere cambios antigénicos en la proteina de la capsida que supongan diferencias
en la unién del virus con la célula hospedadora. Esto ha sido en parte demostrado por las

diferencias en la capacidad hemaglutinante de la variante con respecto al virus clasico
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(Dalton et al., 2012). Recientemente, mediante estudios de produccién de anticuerpos
monoclonales frente a dos tipos distintos de RHDV, se ha comprobado que la mayoria de
los epitopos que generan anticuerpos monoclonales especificos se encuentran en el
subdominio P2 (Kong et al., 2016). Esto demuestra que un profundo estudio de la
antigenicidad del dominio P de RHDVDb puede llevar al desarrollo de mejores

herramientas diagnosticas y vacunas mas eficientes frente a esta nueva variante.
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Figura 5. Regiones variables y estructura del dominio P de RHDV. A. Alineamiento de
secuencias de VP1 de RHDV tomado de Wang et al., 2013 que muestra en amarillo las que
describe como regiones variables y potencialmente antigénicas. B. Superposicion de los
dimeros de dominios P de RHDV a (gris claro) y RHDVb (gris oscuro), tomada de Leuthold
etal., 2015.

En el caso de RHDV clésico, mediante la inmunizacion de distintas especies animales
(cerdo, conejo y raton) con VLPs se determinaron regiones inmunodominantes dentro del
subdominio P2. En dicho trabajo se establecid que el lazo L1 es una importante region
antigénica y muy util para la insercion en ella de epitopos heterdlogos. Sin embargo, de
las tres regiones que se estudiaron fue la correspondiente a una parte del lazo 2 la que

generd una mayor reactividad en las tres especies de animales utilizadas. Ademas, esta
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region comprendida entre los residuos de aminoacidos 330 y 334 se localiza hacia el

exterior y facilmente accesible en la superficie de la VLP (Moreno, 2016).

Las vacunas disponibles actualmente frente a la enfermedad hemorrégica del conejo
que fueron generadas frente al virus clasico (RHDV-GL1), tienen baja eficiencia frente a
la nueva variante del virus (Dalton et al., 2012; Le Gall-Reculé et al., 2011b). Por esto es
necesario conocer los determinantes antigénicos de esta nueva variante que pueden ser
importantes para el disefio de nuevas vacunas mas eficientes. Ademas de ser un estudio
bésico para la generacién de herramientas diagnosticas mas potentes, que tengan un rango

de deteccion mayor frente a variantes del virus o mutantes.

1.4. ESTRATEGIAS VACUNALES

1.4.1. Vacunas clasicas

Las vacunas son la forma més eficaz para prevenir y combatir la enfermedad
hemorragica del conejo, como ocurre con cualquier enfermedad infecciosa. Las vacunas
utilizadas en la actualidad, en su mayoria, consisten en formas inactivadas del virus
RHDV que generan una potente respuesta inmune tanto humoral (induccion de linfocitos
B) (Henning et al., 2005) como celular (induccion de linfocitos T), que se traduce en la
proteccion frente a la infeccién (Huang, 1991; Plotkin, 2005). En el caso de RHDV, y
como ocurre en calicivirus que no pueden propagarse en cultivos celulares, la obtencién
de virus para preparar las vacunas inactivadas supone la necesidad de realizar infecciones
experimentales de animales. Una vez han sido infectados por el virus y pasado cierto
tiempo, los 6rganos donde se concentran la mayor carga viral (higado y bazo) son
recogidos, homogeneizados y tratados para inactivar al virus (Huang, 1991). La
inactivacion puede realizarse de distintas formas mediante la adicion de: etilenimina
binaria (BEI) (ERAVAC, Hipra), solucién de formaldehido 35 % (Pestorin Mormyx,

Bioveta, a. s.) o formalina (Huang, 1991).

Existen varias vacunas comerciales frente al virus clasico RHDV basadas en extractos
de higados de conejos infectados, seguido de la inactivacién quimica del virus,
demostrandose su eficacia incluso frente a la variante RHDVa clésica (Arguello, 1991;
Read y Kirkland, 2017; Schirrmeier et al., 1999; Smid et al., 1991). Sin embargo, la falta

de proteccion frente a la nueva variante inmunizando con estas vacunas (Béarcena et al.,
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2015; Dalton et al., 2014), sugiere la necesidad de disefiar vacunas especificas frente a

esta nueva variante del virus.

En 2016, se comercializ6 en Espafia la vacuna frente a la nueva variante RHDVb
producida mediante el procedimiento clasico, llamada ERAVAC (Laboratorios Hipra
S.A.). Una vacuna que combina dos tipos de virus inactivados (clasico y nueva variante)
estd disponible desde 2017, Filavac VHD K C+V (FILAVIE, F Roussay), producida en
Francia como la primera vacuna generada frente a RHDVb pero que no se import6 hasta
2017 bajo una licencia especial. Ademas, con la autorizacién nacional, en Espafa se
encuentran disponibles las vacunas frente al virus RHDVb, Novarvilap (Laboratorios

Ovejero) y Cunipravac RHD variant (Hipra).

A pesar de la demostrada eficacia de las vacunas clasicas para producir una respuesta
inmune protectora frente a los virus RHDV, la inaceptable practica de infectar
experimentalmente conejos para producirlas es la principal desventaja que presentan. Es
por lo que los avances mas inmediatos se centran en la produccion de vacunas basadas en
antigenos de la capsida de RHDV (como la proteina VP1 completa o dominios de ella)
producidos en el laboratorio y que, utilizando sistemas de expresion en cultivos celulares
o larvas de insecto, permitiran evitar el procedimiento clasico para conseguir vacunas
frente RHDV.

1.4.2. Vacunas basadas en VLPs

La VLP, como se ha explicado anteriormente, conforma una particula muy similar al
virus en cuanto a su superficie exterior donde se encuentran los antigenos virales, lo que
les confiere un importante potencial inmunogénico para utilizarlas como antigenos
vacunales frente a los virus correspondientes. Ademas, suponen un avance muy
importante en la produccion de vacunas in vitro frente a virus como el RHDV, evitando

la desagradable préactica de hacer infecciones experimentales de animales.

La utilidad de las VLPs de RHDV como antigeno vacunal estd mas que demostrada
por la produccién de anticuerpos especificos frente al virus y la proteccion frente a la
infeccion, en conejos inmunizados con este antigeno expresado de distintas formas. Los
sistemas de expresion heterdloga de la proteina VP1 de RHDV para la produccion de
antigeno vacunal, han sido muy variados, desde bacterias (Boga et al., 1994; Guo et al.,
2016), baculovirus (Laurent et al., 1994; Marin et al., 1995; Nagesha et al., 1995; Peérez-
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Filgueira et al., 2007; Plana-Duran et al., 1996), levaduras (Boga et al., 1997; Fernandez
et al., 2013), plantas (Castafion et al., 1999; Fernandez-Fernandez et al., 2001; Gil et al.,
2006; Mikschofsky et al., 2009), o adenovirus (Fernandez et al., 2011), hasta en forma
de vacuna bivalente con virus mixoma recombinantes (Angulo y Barcena, 2007; Barcena
et al., 2000; Bertagnoli et al., 1996; Spibey et al., 2012; Torres et al., 2000).

Uno de los sistemas de produccion de VLPs in vitro mas prometedores son los
baculovirus sobre los que se han hecho estudios de mejora de produccion (Lépez-Vidal
et al., 2015), incluso se ha escalado la expresion de la proteina VP1 a lo que serian
factorias vivas mas complejas que los cultivos celulares como son larvas de insectos

(Trichoplusia ni) infectadas por baculovirus (Pérez-Filgueira et al., 2007).

Recientemente, dada la importancia de las pérdidas econdémicas y ecoldgicas
producidas por la nueva variante de RHDV, los estudios de produccion de vacunas
basadas en VLPs se han centrado en la expresion de la proteina VP1 de RHDVb. La
generacion y caracterizacion de VLPs de RHDVDb frente a VLPs de RHDV confirmaron
las diferencias antigénicas mostradas por ambos virus, lo que coincide con la falta de
proteccidn eficiente frente a la nueva variante de las vacunas comerciales disponibles para
RHDV clésico (Barcena et al., 2015). De nuevo, se pone de manifiesto la necesidad de
utilizar antigenos de la nueva variante para el desarrollo de herramientas diagndsticas y

vacunas eficientes frente a ella.

En un estudio muy reciente (Miller et al., 2019) se han producido VLPs de RHDVb
(cepa 10-05 aislada en Francia en 2010, Le Gall-Reculé et al., 2013) mediante el sistema
de expresion en baculovirus de la proteina VP1. Ademas, hay que destacar que la
vacunacion de conejos con estas VLPs de RHDVb indujeron una respuesta protectora
frente a la infeccién por el virus. Este trabajo supone una confirmacién mas de la
posibilidad de generar vacunas basadas en VLPs frente a la nueva variante de RHDVDb,

dejando atras la metodologia poco ética de la generacion de vacunas inactivadas.
1.4.3. Vacunas basadas en VLPs quiméricas de RHDV

Las VLPs quiméricas se forman a partir de la expresion de la proteina VP1 de RHDV
recombinante que contiene en su secuencia uno o varios epitopos heterélogos, que pueden
encontrarse en distintas regiones de VP1 vy, por tanto, situarse en diferentes partes de las
VLPs.
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El uso potencial y la versatilidad de VLPs de RHDV quiméricas como vectores
vacunales ha sido ampliamente demostrado (Barcena y Blanco, 2013; Crisci, E et al.,
2012; 2015; Luque et al., 2012; Moreno, 2016). En los estudios de vacunacion con VLPs
quimeéricas que contienen epitopos B heterdlogos se ha comprobado que son capaces de
inducir en ratones una respuesta inmune protectora y la generacion de anticuerpos
neutralizantes especificos frente al virus al que pertenecen los epitopos heter6logos
(Moreno, 2016). A su vez, se ha demostrado la elevada tolerancia que tienen las VLPs de
RHDV frente a la insercion de varios epitopos heterélogos, al menos en las regiones
probadas dentro del dominio P de VP1, concretamente dentro del lazo 1 del subdominio
P2. En el caso de epitopos T heterdlogos insertados en VLPs quiméricas de RHDV dentro
del extremo N-terminal (NTA) también se ha demostrado la induccion de una respuesta
inmune celular (Crisci et al., 2009; Crisci, E et al., 2012).

En el caso de la vacunacion frente al propio virus RHDV, seria importante pensar en
la posibilidad que estos estudios sobre VVLPs quiméricas abren a la generacion de vacunas
polivalentes, como podria ser VLPs que contengan determinantes antigénicos de distintos
RHDV, de modo que se puedan inmunizar conejos frente a distintas variantes de RHDV

al mismo tiempo y de forma efectiva.
1.4.4. Péptidos sintéticos como antigenos vacunales

En general, las vacunas peptidicas suelen dar una leve inmunogenicidad en los
individuos vacunados, con respecto a si se usa el patégeno completo. Por tanto, se utilizan
potentes adyuvantes, altas dosis de péptido, vacunaciones repetitivas o la conjugacién con
inductores del sistema inmune (Gil et al., 2011). Estos “carriers” con los que se pueden
conjugar los péptidos son de naturalezas y origenes muy variados, como la proteina KLH
(Keyhole Limpet Haemocyanin) (Kantele et al., 2011), el polisacarido AG
(arabinogalactano) (Huang et al., 2016) u oligodeoxinucle6tidos con motivos CpG no
metilados (Bode et al., 2011).

En algunos casos estudiados se ha comprobado la efectividad de las vacunas peptidicas
para producir una respuesta inmune protectora en los animales frente al virus
correspondiente (Langeveld et al., 1994). Incluso la inmunizacién con un péptido
neutralizante de s6lo 14 aminoacidos conjugado con KLH se ha sugerido como un

candidato vacunal frente a parvovirus de perro (Langeveld et al., 1995).
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En el caso del virus RHDV, Wang et al., (2013), realizaron una inmunizacién de
conejos con un péptido correspondiente a la secuencia del lazo 1 (L1) del subdominio P2
de RHDVa. El péptido fusionado a la proteina KLH demostré la induccion del sistema
inmune de los animales, protegiéndolos de la infeccidén por el virus, ademéas de la

generacion de anticuerpos frente a la proteina de la capsida.

Esto podria suponer una prueba de la eficacia de vacunas peptidicas basadas en las
regiones antigénicas del subdominio P2 de RHDV. Por ello, en el presente trabajo, se ha
realizado una prueba centrada en la vacunacién frente a la nueva variante de RHDV
mediante una inmunizacion con un péptido, basado en la secuencia del lazo 1 del aislado
RHDV-Nav10/11 y conjugado con la proteina KLH.

1.4.5. Bacterias lacticas como vacunas vivas

Los lactobacilos son bacterias Gram positivas que se usan comunmente para la
conservacion y fermentacion de la comida. Ademas, constituyen una parte de la
microbiota natural humana y, generalmente, se consideran seguros para humanos.
Actualmente, ha aumentado el interés en el desarrollo de lactobacilos modificados como
sistema de liberacion de biomoléculas terapéuticas y profilacticas (Hanniffy et al., 2004;
Wells y Mercenier, 2008). Por otro lado, recientes resultados han mostrado el potencial
de lactobacilos para secretar fragmentos variables de una sola cadena y dominios
variables de la cadena pesada de anticuerpos de llama para reducir infecciones orales y
gastrointestinales en modelos animales (Kriger et al., 2002; Marcotte et al., 2008; Pant
et al., 2006).

La estabilidad y seguridad de los lactobacilos modificados genéticamente usados con
aplicaciones médicas es la mayor preocupacion. Varios sistemas se han desarrollado para
la integracion estable de genes heterdlogos en el cromosoma, generando sistemas de
expresion dependientes de nutrientes y evitando asi los genes de seleccion mediante
antibidticos (Hanniffy et al., 2004). Las proteinas recombinantes pueden ser secretadas al
medio ambiente o ser expuestas en la superficie celular mediante uniones covalentes
(Krtiger et al., 2002; Oggioni et al., 1999; Wells y Mercenier, 2008) o no covalentes
(Avall-Jaaskelainen et al., 2002; Turner et al., 2004).

Alguno de los sistemas de expresion integrados en el cromosoma de lactobacilos se

basa en el gen que codifica el factor promotor de agregacion (apf) de Lactobacillus
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crispatus (Marcotte et al., 2004) para dirigir la expresion y secrecion de fragmentos de
anticuerpos, combinados con aparatos de integracion sitio-especifico del bacteriofago
atemperado A2, para mediar la integracion cromosomal (Martin et al., 2000; Martin et
al., 2011). La proteina APF ha sido identificada en lactobacilos homofermentativos pero
proteinas con la parte carboxilo terminal homologa a APF estan presentes en lactobacilos
heterofermentativos y otras bacterias Gram positivas (Marcotte et al., 2004; Turner et al.,
2004). Esta proteina fue inicialmente descrita por su papel en la autoagregacion, pero mas
recientemente se ha descubierto que esta implicada en el mantenimiento de la forma
celular (Jankovic et al., 2003; Ventura et al., 2002). La proteina APF se utiliza como
vector molecular para la produccién de fragmentos de anticuerpos debido a su alto nivel
de secrecion al sobrenadante y sistema de anclaje no covalente a la pared celular
(Jankovic et al., 2003; Marcotte et al., 2004; Ventura et al., 2002).

En estudios basados en la tecnologia recombinante con bacterias lacticas se describio
que la produccidn en lactobacilos de fragmentos de anticuerpo frente a la adhesina SAI/1I
de Streptoccocus mutans, protegia frente a caries. Mas recientemente, para la
optimizacion de la expresion, produccién y la localizacion del fragmento de anticuerpo
se han disefiado nuevos casetes de expresion que incluyen nuevas regiones entre las
secuencias que codifican los fragmentos de anticuerpo y el gen apf (Martin et al., 2011).
En la vacunacion frente a calicivirus, se obtuvo un sistema de expresion en lactobacilos
recombinantes que expresaba una proteina antigénica de un norovirus, lo que abria la
posibilidad de la produccion de vacunas orales frente a virus entéricos (Martin et al.,
2004).

Uno de los principales problemas a la hora de combatir la enfermedad hemorrégica del
conejo en entornos salvajes es que no existe la posibilidad de vacunar los conejos salvajes
sin que ello suponga la captura y el estrés que conlleva para el animal. La vacunacién oral
es una alternativa muy valida para evitar este problema, ademéas se ha comprobado en
varios estudios que realizandola con distintos antigenos vacunales es capaz de inducir una
respuesta protectora en conejos (Bertagnoli et al., 1996; Gil et al., 2006). Recientemente,
se ha conseguido la expresion de la proteina VP1 de RHDV en una cepa atenuada de
Salmonella typhimorium, y tras su administracion oral, ha sido comprobada la induccién
de proteccion frente a un aislado de RHDV clésico (Deng et al., 2019). Esto indica la

posibilidad de utilizar bacterias como vectores vacunales.
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El desarrollo de una vacuna oral que se pueda administrar facilmente a las poblaciones
salvajes y que tenga palatabilidad suficiente para ser ingerida voluntariamente por los
conejos es importante. Por esto, hemos centrado parte del trabajo desarrollado en disefiar
y estudiar bacterias lacticas que son capaces de expresar un posible antigeno vacunal
frente a RHDV vy, que podrian ser administradas en bebederos o a través de cebos con
pienso. Ademas, como se sabe que los lactobacilos son bacterias tipicas de la microbiota
intestinal cabria la posibilidad de que colonizaran el intestino de los conejos y

mantuviesen la exposicion del animal al antigeno durante mas tiempo.
1.4.6. Vacunas marcadas

La diferenciacion de conejos vacunados o expuestos al virus circulante supone, hoy en
dia, un auténtico problema. Al igual que la incapacidad para determinar si un animal esta
vacunado frente a una u otra variante del virus RHDV. Para esto seria necesario poder
diferenciar en sueros de animales anticuerpos que se han producido frente a un antigeno
vacunal o tras una infeccion natural por el virus. Es debido a esto la importancia, no solo
de desarrollar mejores herramientas diagnosticas, sino también el disefio de antigenos
vacunales marcados que generen una respuesta diferenciable frente al antigeno original

del virus.

En ensayos de inmunizacion con vacunas marcadas se ha comprobado que los
animales son capaces de generar anticuerpos especificos frente a la molécula que se utiliza

como marcaje, como puede ser una cola de 6 histidinas (Rai et al., 2016).

En el caso de las vacunas con VLPs, se ha comprobado que seria posible el marcaje
con cola de histidinas sin que afectase a la estructura de la particula, para el seguimiento
del suministro de vacunas en animales (Koho et al., 2015). Ademas, se ha demostrado
que la administracién de VLPs con antigenos heter6logos expuestos en su superficie
induce la produccion de titulos altos de anticuerpos frente a dichos antigenos (Peacey et
al., 2007). En un estudio sobre la generacion de un virus mixoma recombinante que
contenia la proteina VP1 de RHDV (Barcena et al., 2000), se introdujo como marcador
de la vacuna un epitopo lineal de la nucleoproteina del virus de la gastroenteritis
transmisible (TGEV). Los resultados obtenidos demostraron la posibilidad de diferenciar

a los animales inmunizados con el virus recombinante marcado del resto de animales.
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2. OBJETIVOS

Tomando en consideracion los antecedentes expuestos anteriormente, el presente
proyecto de tesis doctoral tiene como principales objetivos el estudio de la estructura
antigénica de la capsida del virion de la nueva variante del RHDV (RHDVb), y el
desarrollo y evaluacién de distintos antigenos vacunales efectivos frente a este virus. Por
tanto, para el desarrollo de este trabajo de tesis doctoral nos hemos propuesto los

siguientes objetivos concretos:

A. Caracterizacion antigénica de la proteina principal de la cdpsida (VP1) de la
nueva variante del RHDV (RHDVD).

Se llevard a cabo mediante la clonacion de fragmentos parciales solapantes de la
proteina  VP1 de RHDV-Nav10/11. Dichos antigenos serdn empleados en la
caracterizacion de las librerias de anticuerpos monoclonales producidos frente a dos tipos
de VLPs diferentes, pertenecientes a RHDVa o RHDVb. Se determinara la especificidad
de esos anticuerpos frente a alguno o varios tipos de RHDV, asi como el epitopo dentro

de la proteina VVP1 dénde interacciona.

B. Analisis de la interaccidon de un anticuerpo monoclonal especifico frente a la

nueva variante, con su epitopo dentro de la proteina VPL.

El estudio se centrard en un anticuerpo monoclonal que detecta especificamente la
nueva variante de RHDV. La determinacién de la region de VP1 dénde interacciona se
ayudara de distintas técnicas de inmunodeteccion y de herramientas para la generacion in
silico de modelos probables de interaccion antigeno-anticuerpo. Concretamente, se
realizardn ensayos de competicion con péptidos sintéticos, asi como estudios de
interaccion con construcciones mutantes de la region de la proteina VP1 con la que
interacciona para determinar la secuencia del epitopo. Por otro lado, se evaluara la
capacidad de este anticuerpo monoclonal para neutralizar al virus. Combinaciones de este
anticuerpo monoclonal con otros generados en este trabajo seran empleadas para el disefio

de herramientas diagndsticas especificas frente a RHDVb.

C. Disefio, produccion y evaluacion de candidatos vacunales frente a la nueva
variante de RHDV (RHDVb)

Los distintos candidatos vacunales se disefiaran y produciran basandonos en

estrategias de expresion muy diferentes. En primer lugar, se disefiara una fusion con KLH
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de un péptido sintético correspondiente a una zona predicha como antigénica del dominio
P de VPL1. Por otro lado, se producirdn como posibles vacunas vivas orales, lactobacilos
recombinantes que expresan dominios P de RHDV en distintas formas. El propio dominio
P de la proteina VP1 de RHDV-Nav10/11 (RHDVDb) se generara en forma de proteina de
fusién con GST como otro posible antigeno vacunal. Adicionalmente, VLPs de RHDVb
se purificaran a partir de cultivos celulares de insecto para su uso como candidato vacunal.
Por ultimo, todos los antigenos vacunales previamente generados seran probados en
experimentos in vivo con conejos para la evaluacion de su eficacia frente a la infeccion

por el virus.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. Virus

El virus RHDV-Gal08/13 utilizado en las infecciones experimentales de conejo se
obtuvo a partir de extractos de higado de conejos previamente inoculados con un aislado
procedente de un brote en Galicia, facilitado por el laboratorio central de veterinaria
(LCV) en Madrid (Espafa). El stock virico se comprob6 previamente mediante
secuenciacion y técnicas de hemaglutinacion que demuestran su pertenencia a la nueva
variante del virus RHDV (RHDVbD).

En cuanto a la nomenclatura empleada para los aislados viricos de RHDV utilizados o
nombrados en el presente trabajo, en la Tabla 2 se muestran los distintos nombres que

pueden usarse y, concretamente, el que se utilizara de aqui en adelante en esta tesis.

Tabla 2. Nomenclatura de los aislados viricos utilizados en el presente trabajo.

Nombre del Genogrupo o variante Nombre abreviado
aislado al que pertenece utilizado
RHDV-Gal08/13 RHDVDb Gal08/13
RHDV-Nav10/11 RHDVb Nav10/11
RHDV-Ler11/16-1 RHDVDb Lerl1/16-1
RHDV-Ger06/12-2 RHDVDb Ger06/12-2
RHDV-Ast89 RHDV-G1 Ast89
RHDV-Gal09/12 RHDVa o RHDV-G6 Gal09/12

Cuando nos referimos a virus clasicos de RHDV, se incluye a los virus pertenecientes
a RHDV-G1 y RHDV-G6 que eran los que se aislaban antes que apareciera la nueva
variante (RHDVDb).

3.1.2. Animales

Para la produccidn de anticuerpos monoclonales frente a VLPs se inmunizaron ratones
BALBI/c procedentes de Charles River Laboratories (Massachusetts, EE.UU.).

En los experimentos de vacunacion y retos virales con conejos se utilizaron animales
de la raza NZW procedentes de la Granja Cunicola San Bernardo (Navarra, Espafia; CIF:

B31286693). La edad de los conejos varia en funcion del experimento considerado, en
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algunos casos se utilizaron gazapos de edad aproximada de 30 dias y en otros casos fueron

conejos adultos de tres meses de edad (vacunacion oral con lactobacilos recombinantes).
3.1.3. Muestras de higados

Los extractos de higados analizados para el disefio de una herramienta de diagnostico
por ELISA provenian de muestras de 88 animales, recibidas en nuestro laboratorio desde
distintas granjas de Espafia durante brotes de la enfermedad hemorragica ocurridos entre
los afios 2011 y 2013. Las muestras se clasificaron en 5 grupos mediante analisis por RT-
PCR y secuenciacion, atendiendo a regiones de la VP1 y de la polimerasa viral (Dalton
et al., 2018a; Dalton et al., 2014). Los grupos que se generaron fueron: Grupo 1 (no
infectados), que incluye extractos de higados procedentes de 17 animales de granjas que
no registraron brotes de la enfermedad; Grupo 2 (RHDV-G1) incluyendo 11 extractos de
higado de conejos infectados con diferentes aislados pertenecientes al genogrupo 1 de
RHDV (incluyendo a la cepa de referencia RHDV-Ast89); Grupo 3 (RHDVa) que incluye
extractos de higado de conejos infectados por RHDVa; Grupo 4 (RHDVb) con extractos
procedentes de higado de 40 conejos infectados por RHDVDb; y el Grupo 5 (RHDVbrec)
que incluyo6 12 extractos de conejos infectados por virus recombinantes (G1/RHDVb y
np/RHDVb) con secuencias no estructurales pertenecientes a RHDV-G1 o a virus no
patogénicos (Lopes et al., 2015b).

Los extractos de higado para analizar mediante ELISA se obtuvieron a partir de 30 mg
de tejido hepatico homogeneizado al 10 % en PBS (140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 1,5 mM
KH2PO4, 8,1 mM NaxHPO4 anhidro, pH 7,5). Las muestras se clarificaron por
centrifugacion a baja velocidad (750 g) y se conservaron a -80 °C hasta su utilizacion.

3.1.4. Células procariotas

Las bacterias competentes utilizadas para la transformacion y propagacion de vectores
de ADN plasmidico con distintas construcciones fueron distintas cepas de Escherichia

coli (E. coli), cuyos genotipos se muestran a continuacion:

- Cepa XL-1-blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F* proAB laclt
ZAM15 Tn10 (Tet"].

- Cepa DH5a: F~ @80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17(r, mi*)
phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl L.
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Por otro lado, la cepa utilizada para la expresion, induccion y posterior purificacion de
distintas construcciones fue de E. coli BL21 (DE3) cuyo genotipo es: F-ompT hsdSg (rs
mg’) gal dcm (DE3).

Las bacterias lacticas empleadas en este trabajo para la generacion de lactobacilos
recombinantes pertenecen a la especie Lactobacillus paracasei (L. paracasei)
(previamente conocida como L. casei o L. zeae ATCC® 393 pLZ15"), actualmente
nombrada también como BL23, y suministrada por ATCC® (American Type Culture
Collection, Virginia, EE.UU.)

Las distintas cepas de E. coli fueron suministradas por Invitrogen™ (Massachusetts,
EE.UU.), salvo en el caso de la cepa XL-1-blue, facilitada por la casa comercial Agilent
Technologies (Santa Clara, EE.UU.).

3.1.5. C¢élulas eucariotas

Las células utilizadas para la generacion y propagacion de baculovirus recombinantes,
asi como para la produccion de las proteinas VP1 correspondientes, pertenecen a dos
lineas celulares de insecto disponibles en nuestro laboratorio: High-Five (HF) o BTI-Tn-
5B1-4 (ATCC®CRL-10859) derivada de larvas de Trichoplusia ni, y Sf9 (ATCC® CRL-
1711™) procedente de ovario de Spodoptera frugiperda. Las células de insecto empleadas

en este trabajo fueron suministradas por ATCC®.
3.1.6. Vectores plasmidicos

El plasmido pTriEx-VP1-N11 previamente generado en nuestro laboratorio
(comunicacion personal de KP Dalton) incluye la secuencia de VP1 de RHDV-Nav10/11
bajo el control de tres promotores diferentes: pT7 (promotor de T7), pCMV (promotor de
citomegalovirus), y el promotor de la polihedrina, para la expresion en bacterias, en lineas
celulares de mamiferos y mediante baculovirus recombinantes, respectivamente. Este
plasmido se transformd en E. coli (XL1) para su propagacion y purificacion vy,
posteriormente, sirvié como molde para hacer las distintas PCR y poder clonar los
fragmentos solapantes de VP1 de RHDV-Nav10/11.

El vector plasmidico pUK21 en E. coli confiere resistencia a kanamicina, permite la
seleccidn de colonias blancas/azules gracias a que contiene el operon lac, derivado de un

plasmido pUC (Vieira y Messing, 1991). En el presente trabajo pUK21 fue utilizado por
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el laboratorio de IPLA para hacer una primera clonacién de los dominios P amplificados
por PCR y que, posteriormente, se subclonaron a un vector derivado de pEM76 (Martin
et al., 2000) y que contiene los genes necesarios para la integracion de las construcciones

deseadas en el genoma de Lactobacillus.

Para la clonacion de fragmentos solapantes de la proteina VP1 de RHDV-Nav10/11 se
empled el plasmido pGex-2T donde se introdujeron en el sitio de clonacion (MCS o
multiple cloning site) los fragmentos de PCR obtenidos y posteriormente digeridos con
las enzimas correspondientes. Contiene la secuencia que codifica la proteina GST.
Incluye el sitio de reconocimiento de corte por trombina y confiere resistencia a
ampicilina, ademas su promotor tac es inducible quimicamente por IPTG (isopropil- -

D-1-tiogalactopirandsido).

Para la clonacion del dominio P de RHDV-Nav10/11 optimizado para su expresion en
bacterias, fusionado con la proteina GST, se emple6 el plasmido pGEX-4T-1, que incluye
el sitio de corte por trombina y confiere resistencia a ampicilina. La expresion también es
inducible por IPTG.

Los plasmidos derivados de pMal-c2x contienen por separado las secuencias
optimizadas para su expresion en E. coli de los dominios P de RHDV-Nav10/11 y RHDV-
Ast89 (pMalc2X-PdomN1lopt y pMalc2X-PdomAst89opt, respectivamente). Estos
vectores recombinantes fueron cedidos por el laboratorio del Dr. Grant S. Hansman
(Departamento de Enfermedades infecciosas, Virologia, Universidad de Heidelberg,
Alemania). La secuencia optimizada de estos dominios P se obtuvo mediante el software
online GeneArt® Gene Synthesis (Thermo Fisher Scientific™, Massachusetts, EE.UU.).
Ambos plasmidos se utilizaron para la expresion y purificacion de dichos dominios, pero
el que contenia la secuencia de RHDV-Nav10/11, ademas, se emple6 como molde para

realizar los mutantes tanto puntuales como de secuencias de lazos.
3.1.7. Péptidos sintéticos

Los péptidos sintéticos utilizados en el ELISA de competicion con 2D9 contenian las
secuencias de los cinco lazos més externos del subdominio P2 de RHDV-Nav10/11
(Tabla 3) y fueron sintetizados por la empresa Abyntek Biopharma® S.L. (Vizcaya,
Espafia). Esta empresa se encargd también de la conjugacion del péptido NL15 con la

proteina KLH (Keyhole limpet hemocyanin) para el ensayo de inmunizacion en conejos.
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El péptido VP60N, basado en la secuencia del lazo 1 de RHDV-Nav10/11 (His297-
Ser310) (Tabla 3), fue sintetizado en la empresa Immunostep (Salamanca, Espafia).

Tabla 3. Caracteristicas de los péptidos sintéticos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia de aminoacidos (arr-:-i?lr(?zi:?gos)
NL15 NASYPGSSSSNVLEL 15
SA34  SAGSAADNPISQIAPDGFPDMSFVPFSGTTVPTA 34
WAI15 WNSSNGAPFVTTVQA 15
TQ8 TGAPSNPQ 8
1A13 IYGVATGINQATA 13

VP60N CHDRGNASYPGSSSS 15

3.1.8. Fragmentos de ADN sintético

Los fragmentos de ADN sintético que contienen una regién de la secuencia del
dominio P de RHDV-Nav10/11 con mutaciones puntuales (N387A, N387D y AT414-
415), fueron suministradas por IDT (Integrated DNA Technologies, lowa, EE.UU.). Los
fragmentos correspondian a la secuencia que se encuentra entre los sitios de restriccion
de Pst I (posicion 111) y Not | (después del codén de parada) en el dominio P de RHDV-
Nav10/11 optimizado para su expresion en bacterias. Para obtener mayor cantidad de
estos ADN, fue necesaria la amplificacion de los fragmentos sintéticos por PCR con la
polimerasa LA Taq y los cebadores Pst-PdomFwd (5’-CGCGCAATTGTTGGTCTGCA
GCC-3’) y Not-PdomRev (5’-TATATGCATGCCCGCGGGCGGCC-3’).

3.1.9. Anticuerpos

El anticuerpo policlonal Anti-VP60N fue producido por la empresa Immunostep. Los
sueros suministrados consistieron en un suero preinmune (entre 5-10 mL), dos sueros
procedentes de muestras intermedias (entre 5-10 mL) en el proceso de inmunizacion y un
suero final. Este suero final se emple6 en Dot blot como control positivo y especifico
puesto que reacciona frente al lazo 1 del dominio P de RHDV-Nav10/11, pero no frente
al de RHDV-Ast89.

El suero policlonal anti-RHDV (Virlab) habia sido producido previamente, en nuestro
laboratorio, en un conejo que sobrevivid a la infeccion por RHDV-Ast89. El suero
hiperinmune final se comprobd que reacciona frente a distintas zonas de la proteina de

V/P1 de distintos aislados de RHDV tanto clasico como de la nueva variante.
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Los anticuerpos comerciales conjugados con peroxidasa de rabano (HRPO) empleados
en este trabajo para la deteccion de inmunoglobulina G (Ig G) de conejo, ratdén o cabra
por ELISA fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemania). El
anticuerpo secundario empleado en la citometria de flujo para detectar 1gGs de conejo,
Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit 1gG H&L, fue suministrado por la casa comercial

Abcam (Cambridge, Reino Unido).

El resto de los anticuerpos primarios monoclonales empleados se produjeron para este
trabajo siguiendo un protocolo establecido especificado en el apartado 3.10.4.

El anticuerpo policlonal de cabra empleado en el desarrollo de un ELISA de deteccion
de RHDVb, fue generado por la Dra. Rosa Casais (SERIDA, Servicio Regional de
Investigacion y Desarrollo Agroalimentario), mediante la inmunizacion con VLPs de
RHDV-Nav10/11 purificadas. El protocolo de inmunizacién consistio en 5 inyecciones
intramusculares a 1, 7, 14 y 21 dias usando 500 ug de VLPs purificadas emulsionadas
con adyuvante incompleto de Freud, la Gltima inyeccién a los 28 dias se realiz6 con 1 mg
de VLPs por via intravenosa. El suero obtenido al dia 35 se utiliz6 como anticuerpo
policlonal anti-RHDV-Nav10/11.

3.2. METODOS DE CULTIVOS CELULARES

3.2.1. Cultivo de células eucariotas

Las células de insecto Sf9 y HF se cultivaron en medio Insect-Xpress suplementado
con 5 % de suero fetal bovino (SFB) inactivado, 0,5 % de penicilina/estreptomicina y
esterilizado por filtracion con membranas de 0,22 um Millipore Express™PLUS. Los

cultivos en suspension (Sf9) y en monocapa (Sf9 o HF) se incubaron a 28°C.

El medio Insect-Xpress fue suministrado por Lonza (Basilea, Suiza), y el suero fetal
bovino y la mezcla de antibidticos penicilina/estreptomicina por Gibco (Thermo Fisher
Scientific™). Las membranas de filtracion utilizadas en este trabajo son de la casa

comercial Merk, Millipore (Darmstadt, Alemania).
3.2.2. Cultivo de células bacterianas

Las bacterias E. coli se cultivaron en medio liquido Luria-Bertani (LB) (triptona 20
0/L, extracto de levadura 10 g/L, cloruro de sodio 10 g/L, pH 7,5). Para la preparacion de

medio solido se afiadi6 agar (15 g/L). Cuando fue necesario la seleccion de colonias por
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color se afadio isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG, 0,1M) y 5-bromo-4-clor-3-
indolil-B-D-galactopiranosido (X-gal, 20 mg/mL). Los reactivos IPTG y X-gal fueron

suministrados por Promega (Wisconsin, EE.UU.).

El medio fue suplementado con ampicilina a 100 pg/mL para la seleccion de los
plasmidos de interés que contienen el gen de resistencia a ampicilina. Los cultivos se

incubaron a 37°C, y en agitacion de 250 rpm en el caso de cultivos en caldo LB.

Las bacterias lacticas (Lactobacillus paracasei) se cultivaron en medio De Man,
Rogosa y Sharpe (MRS) (Merk), bien en caldo o en placas con agar. EI medio se
suplement6 con eritromicina en 2,5 pg/mL cuando fue necesaria la seleccion de

lactobacilos transformantes. Los cultivos se incubaron a 37°C sin agitacion.

Todos los antibidticos empleados para la seleccion de bacterias transformantes fueron

suministrados por Sigma-Aldrich.

3.2.3. Transfeccion de celulas de insecto y produccion de baculovirus

recombinantes (rBVs)

Para la produccion de baculovirus recombinantes en células de insecto se utiliza un
bacmido que contiene el genoma del baculovirus knockout ORF1629 (BAC10:KO1629)
(Zhao et al., 2003). La cepa de E. coli transformada con el bacmido se cultiva en 100 mL
de medio LB con cloranfenicol (25 pg/mL) y kanamicina (25 pg/mL). El bacmido se
purificd con el sistema Qiagen Maxi Kit siguiendo las instrucciones del fabricante. El
ADN del bacmido se linealiz6 con el enzima de restriccién Eco 811 (5U/0,5 ug ADN)
(Thermo Fisher Scientific™) durante 3 horas a 37 °C y después se inactivo el enzima
calentando a 80 °C durante 20 minutos.

Los vectores de transferencia que se utilizaron en la produccién de VLPs en cultivos
celulares habian sido previamente desarrollados por nuestro grupo. Los vectores pTri-Ex
contenian por separado las secuencias de VP1 de distintos RHDV (RHDV-Nav10/11,
RHDV-Ast89 y RHDV-Gal09/12). Se emplearon en la transfeccion de cultivos celulares
de células de insecto para la generacion de baculovirus recombinantes que expresaran las

distintas VP1 mencionadas previamente.

La introduccion de ADN en células eucariotas se realizo en monocapas celulares de

insecto con aproximadamente 1x10° células/pocillo en placa de 6 pocillos. Las mezclas
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de transfeccion se prepararon con 0,5 pg de bacmido linearizado, 0,5 pg de vector de
transferencia y 8 pL del reactivo de transfeccion Cellfectin® 11 (Invitrogen™). Una vez
incubadas durante 20 minutos a temperatura ambiente, se mezclaron con 1 mL de medio
de cultivo sin suero. Tras lavar las monocapas celulares con medio sin suero, se les afiadio
las mezclas de transfeccion y se incubd a 28 °C durante al menos 4 horas. Después se
retiraron las mezclas de transfeccion y se afiadié medio de cultivo con suero y antibidticos
y se dejaron a 28 °C durante 2-5 dias, dependiendo de la confluencia de las monocapas.
El sobrenadante recuperado donde se encuentra el baculovirus recombinante se utilizé
para infectar con 100-200 pL un frasco de mayor tamafio (T150) con células Sf9 al 50 %
de confluencia y, que se incubard a 28 °C durante 5-7 dias para conseguir mayor nimero

de viriones (amplificacion del virus).

Para titular los stocks de baculovirus recombinantes, se utilizaron monocapas de
células Sf9 sembradas en placas de 6 pocillos, con 1,5x10° células/pocillo en un volumen
total de 2 mL. Una vez que las células se adhieren a las placas, se preparan diluciones
seriadas del stock de baculovirus recombinantes, de las que se afiadieron 100 pL por
pocillo una vez retirado el medio con cuidado, y se incuban durante 1 hora a temperatura
ambiente. Seguidamente, se prepar6 una solucion de agarosa (Sigma-Aldrich) al 3 % que
una vez esterilizada en el autoclave, se mezcl6 en proporcion 1:1 con medio. Se retiro el
indculo de baculovirus y se afiadieron 2 mL de agarosa al 1,5 % por pocillo. A los 15
minutos, ya solidificada la agarosa, se puso 1 mL de medio por pocillo, y se incubé a 28
°C. Pasados 4 dias, se retird el medio sobre la agarosa y se tifieron las células con 1
mL/pocillo de solucion Rojo Neutro (0,6 mL de rojo neutro en 10 mL de PBS). Después
de incubar a 28°C durante 2-4 horas, se quitd el sobrenadante, se invirtieron las placas y
se dejaron toda la noche en oscuridad a temperatura ambiente. Al dia siguiente se contaron
las placas de lisis para obtener el namero de ufp/mL de los stocks de baculovirus, segin

we - placas de lists . donde el volumen
mL dilucién (10~™)x volumen inicial stock (mL)’

la siguiente formula: N°

inicial del stock es la cantidad en mL que se cogi6 de la solucién de baculovirus para comenzar

las diluciones seriadas.
3.2.4. Transformacion de células E. coli

Las células E. coli quimiocompetentes se descongelaron en hielo, se transformaron 50
uL de células con una cantidad de vector plasmidico entre 10 y 50 ng en un volumen de

5 uL. Se incubo la mezcla durante 30 minutos en hielo, después se pusieron en un bafio
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térmico a 42 °C durante 30 segundos y se incubaron de nuevo en hielo durante 2 minutos.
Seguidamente se afiadieron 500 pL de medio LB o medio SOC fresco sin antibioticos y
las mezclas se incubaron a 37 °C durante 1 hora en agitacion a 250 rpm. Finalizada la
incubacion, Una vez pasado, las bacterias transformadas se extendieron con ayuda de un
asa de Digralski estéril en medio so6lido LB con ampicilina. Las placas de LB sembradas
se incubaron durante unas 24 horas a 37 °C, y las colonias aisladas de bacterias

transformadas se re-sembraron en caldo LB con ampicilina.

Los precultivos se realizaron en tubos con 5 mL de caldo LB con ampicilina, a 37°C
durante 16-18 horas y con agitacion de 250 rpm. En algunos casos estos precultivos se
usaron para extraer y purificar el ADN plasmidico y comprobar las secuencias clonadas.
Por otro lado, cuando se usaron para escalar a cultivos de mayor volumen, se inocularon
matraces Erlenmeyer, con 100 o 500 mL de caldo LB, con 1 0 5 mL del precultivo,
respectivamente (dilucion 1:100) y se mantuvieron a 37 °C en agitacion (250 rpm) durante

3-4 horas hasta alcanzar una densidad éptica a 600 nm de entre 0,4-0,6.

3.3. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.3.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de secuencias de ADN se realizd mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa, utilizando los reactivos suministrados en el kit LA Taq y siguiendo las
recomendaciones del fabricante en un termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania). Las condiciones de temperatura, tiempo y repeticiones de cada
ciclo se establecieron en funcién de las temperaturas de fusion de los oligonucleétidos
(Tm) y de la longitud del fragmento a amplificar. De forma general, las condiciones de
amplificacion tuvieron un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C durante 5 minutos y
entre 20-30 ciclos que incluian una desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, un
paso de hibridacion de cebadores a 54-62 °C durante 30 segundos, un paso de extension

a 68-72 °C de 30 segundos/kb, y una extension final de 5 minutos.

Para la fusion de fragmentos de ADN solapantes se realizé una reaccion de PCR
normal en la que se incluian los fragmentos a empalmar con la mezcla de reaccion, pero
en ausencia de cebadores. Las condiciones de amplificacion en este caso fue una

desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94 °C, 15 ciclos de desnaturalizacion (94 °C, 1
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minuto), hibridacion (65 °C, 1 minuto) y extension (72 °C, 1 minuto) y con una extension
final de 5 minutos a 72 °C.

Todos los cebadores disefiados y utilizados en este trabajo fueron suministrados por la
casa comercial Sigma-Aldrich. El kit de PCR que contiene la enzima LA-Taq fue

suministrada por Takara (Shiga, Japon).
3.3.2. Extraccion de ARN a partir de higado de conejo

Para analizar la presencia de copias de ARN viral en las muestras de higado tomadas
de conejos infectados con el virus, fue necesario realizar la extraccion del ARN total
usando el sistema comercial GenElute Total Mammalian RNA mini siguiendo las
instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich). Para esto, se tomé un trozo de higado de
aproximadamente 10 mg, y se disgreg6 con ayuda de un bisturi estéril, luego una vez
dentro de un eppendorf se afiadié PBS estéril y se continud disgregando el tejido con
ayuda de una punta de pipeta. Se tomaron 100 pL de este homogeneizado de higado y se

mezclaron con el tampon de lisis del kit comercial para comenzar la extraccion del ARN.
3.3.3. RT-gPCR para cuantificaciéon de copias de ARN viral de RHDV

Para comprobar la presencia y cuantificar las copias de ARN viral en muestras de
higado de conejos infectados por el virus, se utilizé la técnica de RT-qPCR (transcripcion
inversa-PCR cuantitativa), segin (Dalton et al., 2018a). Para cada ensayo de
cuantificacion, se realiz6 una recta patron con muestras que contenian un ndmero
conocido de copias de ARN viral. La RT-qPCR se realizé en la unidad de secuenciacion
de ADN de los Servicios Cientifico-Técnicos (SCTs) de la Universidad de Oviedo
empleando el sistema 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
California, EE.UU.). EI analisis posterior de los datos se llevd a cabo utilizando el
software Sequence Detection systems 7900HT Version SDS 2.3, OS Version (Applied
Biosystems).

3.3.4. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa o
productos de PCR

Para la recuperacion de un fragmento determinado de ADN se realizé en primer lugar
la separacion electroforética de la muestra y, posteriormente, se recortdé con una hoja de

bisturi estéril la banda deseada observada con ayuda de un transiluminador de UV. La
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extraccion y purificacion del ADN a partir del trozo de agarosa, se realizé con el sistema
Wizard SV Gel and PCR Clean-up System siguiendo las instrucciones del fabricante
(Promega). ElI mismo kit, y siguiendo sus recomendaciones, se utilizé para limpiar
fragmentos de ADN de sales, nucledtidos o enzimas presentes en mezclas de reaccion,

como digestiones con enzimas de restriccion o reacciones de PCR.
3.3.5. Purificacion de ADN plasmidico a partir de cultivos bacterianos

La purificacion de plasmidos a partir de cultivos bacterianos se realizo a distintas
escalas dependiendo de las necesidades de cantidad de ADN plasmidico. La purificacién
a pequeria escala se realizo partiendo de entre 2 y 4 mL de cultivo bacteriano empleando
el sistema GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit, siguiendo las instrucciones del
fabricante. A mayor escala los volimenes de partida se encontraban entre 50 y 100 mL
de cultivo, empleando el sistema GenFElute™ Plasmid Maxiprep Kit y siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Los kits de purificacion de ADN plasmidico fueron
suministrados por la casa comercial Sigma-Aldrich.

3.3.6. Cuantificaciéon de ADN

La estimacion de la concentracion de ADN se realizé mediante la comparacion visual
de la intensidad de bandas de la muestra de interés y del patron de peso molecular tras
una electroforesis en gel de agarosa. Para una determinacion mas cuantitativa se midio la
absorbancia a 260 nm de determinada diluciones de la muestra en cubetas de plastico

usando un Biophotometer (Eppendorf).
3.3.7. Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de segmentos de ADN se realiz6 en la unidad de secuenciacion de
ADN de los Servicios Cientifico-Técnicos (SCTs) de la Universidad de Oviedo utilizando
un aparato de secuenciacion capilar ABI Prism 3130XL Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).

3.4. ELECTROFORESIS EN GELES

3.4.1. Electroforesis de ADN

La separacion de fragmentos de ADN de diferentes tamafios, procedentes de

reacciones de PCR o restriccion con enzimas, se efectué mediante electroforesis en geles
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de agarosa al 1 % en tampon TAE (40 mM Tris-acetato, 2 mM EDTA, pH 8). Las
muestras se mezclaron con tampon de carga 6X Orange DNA Loading Dye en dilucién
1:5 (v/v) antes de cargarlas en los pocillos del gel. Para la tincion del &cido nucleico se
afiadié el colorante fluorescente RedSafe™ a la mezcla de agarosa fundida, y asi poder
observar luego el ADN con ayuda de un transiluminador. La estimacion del tamafio de
las bandas de ADN se realiz6 por comparacion con las bandas del marcador de peso
molecular empleado (O ’Generuler 1 Kb Plus DNA Ladder).

El tampon de carga y el marcador de peso molecular empleados fueron suministrados
por Thermo Fisher Scientific'. Mientras que el colorante RedSafe™ es de la casa

comercial Intron Biotechnology, Gyeonggi, Corea del Sur.
3.4.2. Electroforesis de proteinas

Para analisis de proteinas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), las muestras se mezclaron con tampén de
disociacion de proteinas (125 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2 % (p/v) SDS (dodecil sulfato
sodico), 0,62 % B- mercaptoetanol, 8,75 % glicerol y 0,01 % (p/v) azul bromofenol), se
calentaron durante 10 minutos a 90 °C y se centrifugaron con un pulso de unos 10
segundos. El procedimiento de electroforesis se realizé segln lo describio Laemmli,
(1970), con geles de empaquetamiento y separacion al 3,5 % y 10 % de poliacrilamida,
respectivamente, empleando en la preparacién los tampones de electroforesis a pH 6,8
(0,5M Tris-Cl y 0,4 % SDS) y a pH 8,8 (1,5 M Tris-Cl y 0,4 % SDS). Una vez montado
el sistema Mini Protean Il (Bio-rad, California, EE.UU.) y, en presencia del tampén de
corrido de electroforesis (24,8 mM Tris, 192 mM glicina y 1 % SDS), se aplicé una
intensidad de corriente de 150 mA durante 1 hora aproximadamente. Cuando fue
necesario hacer una electroforesis en condiciones nativas, el procedimiento utilizado fue
el mismo, pero el tratamiento de las muestras se realiz6 en tampon de disociacion sin SDS

ni B-mercaptoetanol.

Después de la electroforesis, los geles pudieron tener diferentes tratamientos. En
algunos casos se destinaron a la deteccion especifica de proteinas mediante Western blot
para lo que se sometieron a la transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa.
En otros casos, se utilizaron para mostrar la presencia y tamafio de proteinas, y/o a la
estimacion de la concentracion de una determinada proteina en la muestra, para lo que se

tifieron con la solucion Coomassie Blue (45 % metanol, 10 % &cido acético, 0,25 % azul
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brillante). Posteriormente, se destifieron con una solucion al 7,5 % &cido acetico y 10 %
metanol, y se analizaron con ayuda del aparato Odyssey Infrared Imaging System (LI-
COR Biosciences, Nebraska, EE.UU.) y el software (Image Studio, LI-COR Inc.,
Nebraska, EE.UU.). El tamafio molecular de las proteinas se estim6é con ayuda del
marcador pretefiido (Page Ruler Prestained NIR protein Ladder), mientras que la
concentracion se estimé comparando intensidades de las bandas de proteinas con las del

marcador molecular (LMW).

El marcador molecular pretefiido y el marcador molecular LMW fueron suministrados
por los fabricantes Thermo Scientific™ y GE Healthcare Life Science (Munich,

Alemania), respectivamente.

3.5. GENERACION DE LACTOBACILOS RECOMBINANTES

La generacion de lactobacilos recombinantes que expresan en distintas formas los
dominios P de RHDV-Nav10/11 o RHDV-Ast89 se llevé a cabo con supervision de la
Dr. M2 Cruz Martin (Instituto de Productos Lacteos de Asturias, IPLA).

Mediante PCR a partir de las secuencias de los dominios P optimizados incluidas en
los plasmidos pMalc2X-DomPN11lopt y pMalc2X-DomPAst890pt se incluyeron los
sitios de restriccion Ncol y Xbal necesarios para realizar el subclonaje de los dominios.
Para ello se disefiaron los cebadores correspondientes mostrados en la Tabla 4. En el caso
del extremo 5’ de ambos tipos de dominios P (Ast89 o Nav10/11) se disefiaron 2
cebadores que hibridaban en sitios distintos del plasmido pMalc2X donador, de forma
que incluian (P-DomHisTNco) o no (P-DomNCco) la secuencia de cola de histidinas en la
nueva construccion (Tabla 4). Por otro lado, para el extremo 3’ cuya secuencia es
diferente en ambos dominios P, se disefiaron dos tipos de cebadores para cada uno: uno
de ellos sin codon de terminacion para poder generar dominios P anclados a la pared
bacteriana (P-DomAST Xbans y P-DomN11Xbans) y el otro que si incluye un codén de
terminacion para poder producir los dominios P secretables (P-DomASTXba y P-
DomN11Xba).

Las amplificaciones de dominios P obtenidas con las secuencias deseadas afiadidas se
cortaron con los enzimas de restriccion (Ncol y Xbal) al igual que el vector pUK21 en el
que se iban a insertar los fragmentos amplificados. Se transformaron en E. coli los

plasmidos obtenidos con las distintas construcciones de dominios P, por un lado, para la
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expresion anclada a pared (sin codon de terminacion): pIPLA1317 (Dominio P Ast89 con
cola histidinas), pIPLA1318 (Dominio P Ast89), y pIPLA1320 (Dominio P Nav10/11);
por otro lado, para la secrecion de los dominios (con codon de terminacion incluido):
pIPLA1336 (Dominio P Ast89) y plIPLA1337 (Dominio P Nav10/11). Todas las

secuencias se comprobaron mediante secuenciacion.

Tabla 4. Oligonucle6tidos empleados en la clonacion de dominios P de RHDV para la generacion
de los plasmidos integrativos.

Nombre Secuencia (5'-3")* Longitud (nt) Polaridad
P-DomHisTNco ACCCGCAGTTCGAAACCATGGGCCACCACCACC 33 +
P-DomNco GTTCCAGGGGCCCATGGCCAGCAAAACCGTTG 32 +
P-DomAST Xbans GCTCTAGACAGATTAAAAACCAGGGTGC 28 -
P-DomN11Xbans GCTCTAGACAGATTATAAACCAGGGTGC 28 -
P-DomASTXba GCTCTAGAtcaCAGATTAAAAACCAGGGTGC 31 -
P-DomN11Xba GCTCTAGAtcaCAGATTATAAACCAGGGTGC 31 -

*Los nucledtidos subrayados indican los sitios de restriccion generados. Las minGsculas muestran
nucleétidos afadidos para generar los codones de parada.

0s

El siguiente paso fue afiadir a las secuencias de los dominios P las partes necesarias
del gen apf para su expresion en forma secretada o anclada a la pared. Para ello se
clonaron en una region intermedia entre las que codifican la regién de la sefial de
secrecion y la region de anclaje a la pared del gen apf. Esta clonacion se hizo utilizando
los sitios de restriccion Ncol y Xbal del gen apf que se encontraban al final de la sefial de
secrecién y principio de la region de anclaje, respectivamente. Los vectores que contenian
las regiones del gen apf fueron generados en anteriores trabajos por el IPLA, siendo
derivados del plasmido pEM76. Estos mismos vectores también incluian los genes de
integracion necesarios para introducir las secuencias deseadas en el genoma de
Lactobacillus, y las secuencias six para la resolucion del ADN que permite eliminar el
ADN no deseado.

A continuacién, la cepa silvestre de Lactobacilos paracasei (BL23) se transformd
mediante electroporacion separadamente con cada uno de los plasmidos generados en E.
coli, que incluian las secuencias de dominios P de RHDV, para su expresion anclados a
la pared: pIPLA1322 (Dominio P Ast89 con cola de histidinas), pIPLA1324 (Dominio P
Ast89) y pIPLA1328 (Dominio P Nav10/11); o secretados: pIPLA 1339 (Dominio P
Ast89) y pIPLA1340 (Dominio P Nav10/11).
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Finalmente, se siguio el mecanismo de integracion de secuencias en el cromosoma de
Lactobacilos descrito en Martin et al., 2011. Comprobando mediante PCR cada uno de

los pasos, tanto de integracion como de depuracién y curacion.

3.6. GENERACION Y/O PURIFICACION DE PROTEINAS DE FUSION Y
DOMINIOS P DE RHDV

3.6.1. Clonacion de fragmentos solapantes de VP1 de RHDV-Nav10/11

fusionados a la proteina GST

La clonacién de los dominios de VP1 por separado en forma de fusion con GST, se
basaron en la secuencia de VP1 de RHDV-Nav10/11 del plasmido pTriEx-VP1-
Nav10/11. Utilizando como molde dicho plasmido se realizaron PCR con los cebadores
(Tabla 5) que incluian los sitios de restriccion deseados para la clonacién de los

fragmentos solapantes en el vector pGex-2T.

Los fragmentos solapantes que incluyen cada uno de los dominios de VP1, se cortaron
con los enzimas de restriccion correspondientes a los sitios introducidos en el paso previo:
el dominio N con BamHI y EcoRlI, el dominio S+region bisagra con Eco 311 (Bsal) y
EcoRl, y tanto el subdominio P2+region bisagra como el subdominio P1 con BamHI y
EcoRI. El vector pGex2T también se digiri6 con los enzimas correspondientes al
fragmento a clonar y, posteriormente, se realizd la ligacién con la ADN ligasa del
bacteri6fago T4. Las mezclas de ligacion se transformaron en células XL-1-blue,
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. A partir de los clones transformados
obtenidos se amplificaron los plasmidos y purificaron para comprobar la correcta
insercion de las secuencias tanto por digestion con los enzimas de restriccién como por
secuenciacion con los oligonucle6tidos pGex5’ (5°-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-
3”)y pGex3’ (5°-CCGGGAGCTGCATGTGTCAA GG-3°).

Para la obtencion de extractos de células que expresan las distintas fusiones de
fragmentos de VP1, en primer lugar, los plasmidos producidos se transformaron en
células BL21 (DE3). Posteriormente, se prepararon preindculos de 5 mL a partir de los
cuéles se inocularon 1/10 matraces con 100 mL de caldo LB con ampicilina que, una vez
alcanzaron una densidad celular de 0,4 (DO 600nm), se indujeron con una concentracién
final de 200 uM de IPTG vy se incubaron a 37°C en agitacion durante 1 hora. Tras la
induccion se recogieron los cultivos centrifugando a 4500 rpm (3900 g) durante 30

minutos y se lavo el pellet de células con PBS. Para la rotura celular se resuspendieron
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las células en PBS y se trataron con ultrasonidos (Digital Sonifier®, Branson,
Connecticut, EE.UU.) a una amplitud de 50 % durante 2 periodos de 2 minutos cada uno
con pulsos de 20 segundos y descansos de 30 segundos, manteniendo siempre la muestra
en hielo. El extracto celular resultante se analizé mediante electroforesis (SDS-PAGE) y
se comprobd la presencia de las proteinas de fusion. Estos extractos se utilizaron

directamente para la caracterizacion antigénica de la proteina VP1.

Tabla 5. Oligonucleétidos utilizados en la clonacion de fragmentos solapantes de la proteina VP1
de RHDV-Nav10/11.

Nombre Secuencia (5'-3")* Lo?r?g)'[ud Polaridad

Fwd-DomN/BamHI ~ GCATGCATGCGGATCCATGGAGGGCAAAGCCCGCGCGG 38 +
Rev-DomN/EcoRI ACAGTGTACAGAATTCTGCCCGGGGCGTCTGCAACTGA 38 -
Fwd-DomS+H/Bsal GTCGATTGCAGGTCTCGié‘_l’rg%GGCGGTCCACCCCAACA 44 +
Rev-DomS+H/EcoRlI  CGTTCCAGTGGAATTCGCACGTAGAAAACCCACCGGGG 38 -
Fwd-DomP2+H/BamHI GCCATTTGGTGGATCCACGAGCGCGATC 28 +
Rev-DomP2+H/EcoRl ATGATGGGTGAATTCTTGCCAATAGGAGCGGCAG 34 -
Fwd-DomP1/BamHI GGGTTGTTTGGATCCGCATCGGGTGTCATATCCACCC 37 +

Rev-DomP1/EcoRlI GCATGCATGCGAATTCTCAGACATAAGAAAAGCCATTG 38 -

*Los nucledtidos subrayados indican los sitios de restriccion generados para la clonacion.

M

Todas las enzimas de restriccion empleadas fueron suministradas por Thermo Scientific'

en formato Fast Digest.
3.6.2. Dominios P de RHDV-Nav10/11 fusionados a GST

La construccién de la fusién de dominios P con la proteina GST se baso en la secuencia
del dominio P RHDV-Nav10/11 optimizado para su expresion en bacterias que se
encuentra en el plasmido pMalc2X-PdomN11lopt. En primer lugar, se procedié a la
subclonacién del dominio al vector pGex4T1 cuyo sitio de clonacion permite fusionar la
proteina de interés con la proteina GST (glutathione S-transferase). Para ello se realizo la
digestion enzimatica de los plasmidos mencionados con los enzimas BamHI y Notl
siguiendo las instrucciones indicadas por los fabricantes. Con la mezcla de la digestion
de pMalc2X-PdomN1lopt se realiz6 una electroforesis, se recortdé la banda
correspondiente al dominio P de RHDV-Nav10/11 de 1030 pb de tamafio y se purificé el
ADN a partir del blogue de agarosa. EI mismo método se siguio con la digestion de
pGex4T1, pero la banda de ADN purificada fue la correspondiente al plasmido
linealizado de unas 4939 pb. Para la ligacion del vector y el inserto se empleé el sistema
comercial del enzima ADN ligasa del bacteriofago T4 siguiendo las instrucciones del

fabricante. La mezcla de ligacion se transformo en la cepa XL1 de E. coli, y se selecciono
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alguno de los clones obtenidos para amplificar el plasmido, purificarlo y comprobar la

secuencia del dominio P por secuenciacion con los cebadores pGex5’ y pGex3’.

Para la induccion y purificacion de la proteina de fusion del dominio P con GST, el
plasmido obtenido pGex4T1+PdomN211opt se transformd en la cepa BL21 de E. coli. Un
precultivo de BL21 conteniendo el plasmido se cultivo durante toda la noche a 37 °C en
agitacion de 250 rpm. Un matraz Erlenmeyer con 50 mL de caldo LB con ampicilina se
inocul6 con una proporcion 1:10 del precultivo preparado previamente y se dejo incubar
hasta alcanzar una densidad dptica celular a 600 nm de aproximadamente 0,6. El cultivo
se enfrid a 20 °C durante 1 hora en agitacion a 250 rpm, y se inicid la induccion afiadiendo
IPTG a una concentracion final de 200 uM. Se dejo induciendo a 20 °C toda la noche
(unas 18 horas) en agitacion a 160 rpm. Al dia siguiente, el cultivo de centrifugd a 4500
rpm (3900 g) durante 40 minutos para recoger las células y el pellet se lavd una vez con
PBS pH7,5. Para romper las células se resuspendieron en PBS pH7,5 con 0,1 % de Triton
X-100 y se rompieron con ayuda de un aparato de ultrasonidos (Digital Sonifier®,
Branson) a una amplitud de 50 % durante 2 periodos de 2 minutos cada uno con pulsos
de 20 segundos y descansos de 30 segundos, manteniendo siempre la muestra en hielo.
Posteriormente, se centrifugo el extracto celular a 16000 rpm (24000 g) durante 30
minutos para separar la fraccion soluble que contenia la proteina de fusion. El reactivo

Triton X-100 fue suministrado por la casa comercial Scharlab (Barcelona, Espafia).

A partir de la fraccion soluble obtenida se realizd la purificaciéon de la proteina de
fusion GST-P, para lo que se utiliz6 la matriz Glutathione Sepharose® y un
procedimiento de purificacion por gravedad. En una columna de pléstico para
purificacion se depositaron 200 pL de la mezcla de matriz en etanol y se dejé sedimentar.
Se hicieron 3 lavados de la matriz con 500 puL de agua destilada cada uno, después se
equilibré haciendo pasar 3 veces 5 mL de PBS pH7,5. Una vez equilibrada se afiadieron
5 mL de fraccion soluble y se dej6 interaccionar con la matriz durante 30 min en un
agitador rotativo Orbit (J.P. Selecta S.A., Barcelona, Espafia) a temperatura ambiente. Se
dejo6 sedimentar la matriz y se recogi6 el material no adsorbido, y se hicieron 3 lavados
adicionales de 5 mL cada uno con PBS pH 7,5. Posteriormente, se hicieron 3 eluciones
afiadiendo 200 pL cada vez de una solucion de glutation reducido o GSH 10 mM. En
todos los pasos se tomaron muestras para su analisis mediante electroforesis (SDS-

PAGE). Las columnas de purificacion, la matriz Glutathione Sepharose y el GSH
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empleados fueron suministrados por Thermo Scientific™, GE Healthcare Life Science,

Sigma-Aldrich, respectivamente.

Cuando fue necesario cortar la proteina de fusion, estando todavia pegada a la matriz
se le afiadid 2 unidades de trombina disuelta en 200 uL de PBS y se dejé actuar toda la
noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente se recogio la fase movil de la columna y
se hicieron 2 eluciones mas de 100 pL cada una con PBS. Las muestras de eluidos y la
matriz cromatogréafica se analizaron mediante electroforesis para comprobar que el
dominio P habia eluido de la columna mientras que la proteina GST habia quedado unida

a la matriz. La proteina trombina fue suministrada por GE Healthcare, Sigma-Aldrich.
3.6.3. Dominios P fusionados con MBP y cola His-tag

Los plasmidos pMalc2X-DomPN11opt y pMalc2X-DomPAst890opt que contienen las
secuencias optimizadas de los dominios P de RHDV-Nav10/11 y RHDV-Ast89 se
transformaron en la cepa BL21 de E. coli. El protocolo empleado para la induccion de la
expresion y purificacion de estos dominios P con cola de histidinas y MBP fue el
desarrollado por Leuthold et al., (2016) para los dominios P de Norovirus humano en el

mismo sistema de expresion.

3.6.4. Clonacion y produccion de dominios P mutantes puntuales basados en
aislados naturales de RHDVb

Se disefiaron fragmentos de ADN sintético del dominio P optimizado de RHDV-
Nav10/11 que contienen varias mutaciones puntuales observadas en secuencias de
aislados silvestres de RHDVb y RHDV-Ast89 (Tabla 6). Los tres fragmentos
correspondientes a la misma regién del dominio P estaban flanqueados por los sitios de
restriccion de Pst 1 y Not I. Por tanto, el primer paso para la clonacion consistio en la
digestion con las enzimas Pst | y Not 1. El plasmido pMalc2X-DomPN211opt se digirio
con los mismos enzimas y se ligaron los distintos fragmentos por separado, utilizando el
enzima ligasa de ADN T4. Las mezclas de ligacién se transformaron separadamente en
E. coli XL1. Tras comprobar las secuencias de los dominios P mutantes con los cebadores
pMalc2X-F y pMalc2X-R, se transformaron los distintos plasmidos construidos en la
cepa BL21. La expresion de los dominios P mutantes (N387A, N3867D y AT414-15)
fusionados con colas de histidinas y MBP, y su posterior purificacion se realiz6 segun el

protocolo descrito en Leuthold et al., 2016.
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Los enzimas Notl, Pstl y la ligasa fueron suministrados por la casa comercial Thermo

Scientific™.

Tabla 6. Caracteristicas de los mutantes puntuales de dominios P de RHDVDb.

Nombre del Posicion de los Residuo original  Residuo presente
mutante residuos mutados* en RHDVb en el mutante
N387A 387 Asparagina (Asn) Alanina (Ala)
N387D 387 Asparagina (Asn) Aspartato (Asp)
i Alanina (Ala)y  Asparagina (Asn) y
ATA14-15 4ldyals Treonina (Thr) Prolina (Pro)

*Posicion del residuo mutado dentro de la secuencia de la proteina VP1.

3.6.5. Mutagénesis, clonacion y produccion de dominios P mutantes de lazo de
VP1 de RHDV-Nav10/11

Los cambios en las secuencias de lazos del dominio P optimizado de RHDV-Nav10/11
por las secuencias de RHDV-Ast89 se realizaron mediante la técnica de union de
fragmentos solapantes mediante PCR. Las mutaciones se introdujeron mediante los
cebadores mutagénicos (Tabla 7) y la amplificacion de los fragmentos se realiz6 a la vez
con esos mismos oligonucle6tidos y con pMalc2X-F (5’-TCAGACTGTCGATGAAGC-
3’) o pMalc2X-R (5’-GATGTGCTGCAAGGCGAT-3’) que flanquean la secuencia del
dominio P. Una vez obtenidos los fragmentos solapantes se fusionaron mediante una PCR
sin cebadores, y el fragmento resultante de dominio P que contenia las mutaciones en el
lazo elegido se amplificoé con los oligonucledtidos (pMalc2X-F y pMalc2X-R).
Posteriormente, se procedié a la digestion con los enzimas de restriccion BamHI y Notl,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras la purificacion de la secuencia de dominio
P mutante digerido, se ligo en el pldésmido pMalc2X previamente linealizado con los
mismos enzimas de restriccion (BamHI/Notl) y tratado con fosfatasa alcalina (Fast AP,
Thermo Scientific™). Las mezclas de ligacion obtenidas se transformaron en la cepa
comercial de E. coli DH5a. Para comprobar la presencia de las mutaciones deseadas en
los lazos del dominio P, los clones seleccionados se secuenciaron con pMalc2X-F y
pMalc2x-R.

En el caso de los mutantes del lazo 2 o lazo 3 se realizaron las mutagénesis de una
forma maés directa utilizando el sistema comercial de QuickChange Multi Site-Directed
Mutagenesis Kit siguiendo las indicaciones del fabricante. Se emplearon dos parejas de
cebadores mutagénicos para mutar el lazo 2 (L2-Ast89-F1/L2-Ast89-F2 y L2-Ast89-
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R1/L2-Ast89-R2) debido a la mayor longitud de este lazo y, por otro lado, los cebadores
L3-Ast89-F y L3-Ast89-R para generar los cambios en el lazo 3. La temperatura de
hibridacion en la PCR fue de 65 °C y las mezclas de reaccion obtenidas se transformaron
en la cepa de E. coli comercial XL10-Gold® ultracompetentes. Tanto el kit de mutagénesis

como la cepa XL10-Gold® fueron suministrados por Agilent Technologies.

Cuando fue necesario realizar dobles o triples mutantes de lazos se utilizé la técnica
de mutacion mediante la union de fragmentos solapantes por PCR. Esta vez, la PCR para
generar los fragmentos mutantes se haria a partir de un pladsmido con el dominio P ya
mutado en alguno de los lazos deseados. Por ejemplo, para el doble mutante L1L4 (doble
mutante del lazo 1 y lazo 4), se utilizd un mutante L4 sobre el que se hizo PCR con
cebadores mutagénicos L1-Ast89-F y L1-Ast89-R. Con el mismo sistema se generd el
doble mutante L4L5 y el triple mutante L1L4L5.

Los plasmidos de expresion obtenidos con dominios P optimizados mutantes en los
lazos seleccionados, se transformaron en la cepa de E. coli comercial BL21 (DE3). La
induccion de la expresion y purificacion de estos dominios P mutantes fusionados con
cola de histidinas y MBP generados se hizo del mismo modo que con los dominios
silvestres de RHDV-Nav10/11 o RHDV-Ast89 (apartado 3.7.3).

Tabla 7. Oligonucleétidos empleados en la mutagénesis de los lazos del dominio P-Nav10/11.
Nombre Secuencia (5'-3")* Longitud (nt) Polaridad
CATGACCGTGGTAJTGCAAGCTATCCGGGTAaCAa

CgcCACTAATGTTCTGCAAITITGGTATGCCAGCGC

GCGCTGGCATACCAaAaTTgCAGAACATTAGTGYCG
{TGITACCCGGATAGCTTGCACTACCACGGTCATG
CTGTGGTATGCCAaCGCAGGTAGCGCAatCGA
L2-Ast89-F1 TAATCCGATTAGCCAGGTTGCACCGGATG 61 "

CATCCGGTGCAACCTGGCTAATCGGATTA
L2-ASBI-RL 106 TGCGCTACCTGCGTTGGCATACCACAG 61 "

GAGCTTTGTTCCGTTTAaCGGCcCCggCaTTCCGGCC

L1-Ast89-F 71 +

L1-Ast89-R 71 -

L2-AstB9-F2 GCAGGTTGGGTTGGTTTTGG 57 -
CCAAAACCAACCCAACCTGCGGCCGGAAIGECGGY

L2-Ast89-R2 GCCGITAAACGGAACAAAGCTC 57 *

o Acgor GGTATTTGGAATAGCAACAGTGGTGCACCGaTGT . _

TACCACCGTGCAGGCATATGAACTGGGTTTTG

L3-Ast89-R CAAAACCCAGTTCATATGCCTGCACGGTGGTAACA 67 .
ttCGGTGCACCACTGITGCTATTCCAAATACC

CATATGAACTGGGTTTTGCAACAGGTGCACCGQGC
AATCIGCAGCCGACCACCACCACCTCAGGTGC
L4-Ast89-R GCACCTGAGGTGGTGGTGGTCGGCTGCaGATTGC e 67 +

CGGTGCACCTGTTGCAAAACCCAGTTCATATG

GCCAAAAGCATTTATGCTGTTGtCACCGGTACTgC
TCAGaatcCCGCAGGTCTGTTTGTTATGGC

L4-Ast89-F 67 -

L5-Ast89-F 65 -
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GCCATAACAAACAGACCTGCGGgattCTGAgcAgT
ACCGGTGaCAACAgCATAAATGCTTTTGGC

*En minuscula se representan los nucledtidos que cambian con respecto a la secuencia de
RHDV-Nav10/11.

L5-Ast89-R 65 +

3.7. PRODUCCION Y PURIFICACION DE PARTICULAS SIMILARES AL
VIRUS (VLPs)

Los baculovirus recombinantes que expresan las proteinas VP1 de distintas cepas de
RHDV, se usaron para infectar cultivos de células de insecto ya fuesen monocapas de
celulas HF o cultivos en suspension de sf9. Los stocks virales se titularon previamente
para comprobar que contenian cantidades adecuadas de viriones, como minimo de 107

ufp/mL.

En el caso de la produccion en células HF, monocapas celulares semiconfluentes en
frascos de 150 cm? se infectaron con los baculovirus recombinantes que contienen las
secuencias de VP1 de distintas cepas de RHDV. En primer lugar, se retiré el medio de
cultivo, dejando s6lo 5 mL al que se afiadio la cantidad necesaria del stock de baculovirus
para que la infeccion se produjera a una determinada m.o.i. (multiplicidad de infeccion o
particulas infectivas/célula). Transcurrida 1 hora de adsorcion incubando a 28 °C, se
afiadio el resto de medio de cultivo retirado antes de la infeccion. Los frascos se dejaron

a 28 °C hasta pasadas 72 horas.

Tras 72 horas de infeccion, las células HF presentaron efectos citopaticos de modo que
mostraban forma redondeada y, en su mayoria, estaban despegadas de la superficie del
frasco. Dando unos golpes suaves en los laterales de los frascos las células se despegaron
completamente. Las suspensiones celulares se centrifugaron a 750 g durante 10 min,
descartando el sobrenadante, y resuspendiendo el pellet de células en PBS con inhibidores
de proteasas (Roche, Basilea, Suiza). La rotura celular se hizo mediante ultrasonidos con
una amplitud de entre 40-50 % y un total de 4 minutos, en pulsos de 10 segundos y 30
segundos de descanso, manteniendo siempre las muestras en hielo. Para asegurar la rotura
celular se pasaron los extractos por jeringas de 21G unas 10 o 15 veces. Para eliminar
restos celulares se realizé una centrifugacion a 16000 rpm (24000 g) durante 1 hora a 4
°C y se recogi0 el sobrenadante.

El ultimo paso de purificacion fue comin para ambos sistemas de expresion
(intracelular o extracelular) se llevo a cabo mediante gradiente de densidad, para lo que

se disolvieron 1,56 gramos de cloruro de cesio en la fraccion libre de células. La
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ultracentrifugacion se realizé a 35000 rpm (125000 g) (rotor SW60, Beckman Coulter,
California EE.UU.) durante 22 horas a 8 °C. La banda de color blanquecino
correspondiente a las VVLPs se recuperd y se diluyo en proporcion 1:3 con PBS para volver
a centrifugar de nuevo a 45000 rpm (208000 g), durante 2 horas y 30 minutos a 4 °C. Una
vez decantado el sobrenadante, al pellet formado se afiade PBS con inhibidores de
proteasas y se deja a 4 °C toda la noche. Al dia siguiente se analizaron mediante
electroforesis SDS-PAGE las VLPs obtenidas y se cuantificaron empleando el método de
estimacion por analisis de imagen (Image Studio, LI-COR) tras tefiir el gel con solucién

Coomassie.

Para la expresion y purificacion de VLPs en células Sf9 en suspension se cultivaron
en un volumen de cultivo de 50 mL de medio X-Press sin suero fetal bovino, a 28°C en
agitacion a 150 rpm. Cuando alcanz6 una densidad celular de aproximadamente 1x10°
celulas/mL se infectaron con el baculovirus recombinante a una m.o.i. determinada. El
cultivo se recogio a los 5 dias post-infeccion (dpi). En primer lugar, para eliminar las
células se centrifugé a 3000 rpm (1700 g) durante 10 minutos. El sobrenadante
recuperado se centrifug6 a 16000 rpm (24000 g) durante 20 minutos a 4 °C y se descartd
el pellet. Una vez repartido el sobrenadante en tubos para ultracentrifugacion (rotor
SW28, Beckman Coulter), se centrifugaron a 26000 rpm (89000 g) durante 2 horas y 30
minutos a 4°C. El medio se elimind por decantacion vy, tras secar los tubos, el pellet se
dejé toda la noche en 2 mL de PBS pH 7,5 a 4 °C. Al dia siguiente se analizaron y
cuantificaron las muestras mediante estimacion por electroforesis (SDS-PAGE).

3.8. SECUENCIACION DE LA FRACCION VARIABLE DEL ANTICUERPO
MONOCLONAL 2D9

La secuencia de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo monoclonal 2D9 fue
determinada mediante PCR de la region variable y amplificacion rapida de los extremos
de ADN complementario (5° RACE o Rapid Amplification of cDNA Ends). Este

procedimiento fue realizado por el servicio de secuenciacion de hibridomas de Absolute
Antibody Ltd (Oxford, Reino Unido).

50



3. Material y métodos

3.9. METODOS INMUNOLOGICOS DE CARACTERIZACION Y/O
DETECCION DE PROTEINAS Y ANTICUERPOS

3.9.1. Western blot

Las proteinas separadas electroforéticamente mediante SDS-PAGE se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa 0,2 um (Bio-Rad) aplicando una corriente eléctrica de 150
mA durante 1 hora en un aparato de transferencia humeda (Semi-Phor TE70, Hoefer
Scientific Instruments, California, EE.UU.). La electrotransferencia se desarroll6 en
presencia de tampon de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina 'y 20 % metanol, pH
8,8). Las membranas se tifieron con una solucién de rojo Ponceau S al 0,01 % en &cido
acetico al 0,1 % para verificar la transferencia de las proteinas y se destifieron con PBS

en agitacion.

Los sitios inespecificos de unién de anticuerpos se bloquearon incubando la membrana
en una solucién de leche desnatada en polvo (Central Lechera Asturiana) al 5 % en PBS
durante 45 minutos a temperatura ambiente en agitacion. Tras realizar dos lavados de 5
minutos cada uno con PBS-Tw se afiadio el anticuerpo primario, diluido en una solucién
de leche desnatada al 0,5 % en PBS-Tw (0,05 % de Tween 20 en PBS), y se incub0
durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion o bien toda la noche a 4 °C. Después
de retirar la solucién que contiene el anticuerpo primario se realizaron dos lavados con
PBS-Tw durante 10 minutos en agitacion. A continuacion, se afiadié el anticuerpo
secundario conjugado con un fluorocromo en la solucion de leche al 0,5 % en PBS-Tw y
se dejo incubando durante 1 hora en oscuridad y agitacion a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo se retird el anticuerpo secundario, se lavaron los filtros
abundantemente con PBS-Tw tres veces durante 10 minutos en oscuridad y agitacion. El

revelado se realiz6 con ayuda del aparato Odyssey.
3.9.2. Dot blot

Sobre una membrana de nitrocelulosa se depositaron directamente gotas de extractos
celulares o preparaciones purificadas de las proteinas deseadas en un volumen maximo
de 1 pL por punto (o dot). Se dejaron secar al aire durante 15 o 20 minutos y el
procedimiento a seguir fue similar al de Western blot (apartado 3.9.1) comenzando con

el bloqueo de los sitios inespecificos de union de anticuerpos.
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3.9.3. ELISAs para seleccion de hibridomas productores de anticuerpos

monoclonales frente a VVLPs

Se realiz6 una primera seleccion mediante ELISA de hibridomas que producen
anticuerpos monoclonales generados frente a VLPs (RHDV-Nav10/11, RHDV-Ast89 o
RHDV-Gal09/12). Para ello, se tapizaron placas de 96 pocillos de fondo plano (Nunc™
MaxiSorp) con 100 ng de VLPs por pocillo diluidas en PBS 1mM a pH 7,3 con azida
sodica al 0,05 % (PBS-AS). Las placas se incubaron durante toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente, se descarto el sobrenadante, se afiadio la solucion de bloqueo (1 % BSA en
PBS-AS) y se dejo durante 1 hora a 37°C. La placa se lavé tres veces con 200 pL de PBS-
Tw por pocillo. Seguidamente, se afiadieron 100 pL de los sobrenadantes procedentes de
los cultivos de hibridomas y se incubaron durante unas 2 horas a 37 °C. Tras tres lavados
con PBS-Tw, se afiadieron 100 pL por pocillo de una dilucién 1/1000 del anticuerpo
secundario anti-lgG de ratén conjugado con peroxidasa (Goat Anti-Mouse IgG (y-chain
specific)-Peroxidase), en solucién de bloqueo, dejando reaccionar a 37 °C durante 2
horas. Se hicieron dos lavados con PBS-Tw y se revelaron las placas mediante adicién de
100 pL/pocillo de TMB (3, 3°, 5, 5’-tetrametilbenzidina), observando el desarrollo de
color y se pard la reaccion con 100 puL 2M de &cido sulfurico (H2SO4). Se midio la
absorbancia a 450 nm de longitud de onda. El sustrato TMB fue suministrado por Sigma-
Aldrich.

3.9.4. ELISAs tipo sandwich

Placas de ELISA de 96 pocillos con fondo plano (Corning Inc., Nueva York, EE.UU.)
se tapizaron durante toda la noche (18 horas) a 4 °C con 100 ng/pocillo de anticuerpo
monoclonal purificado (2D9 o 3A10) o suero policlonal de cabra, diluido en 100 pL de
tampon carbonato-bicarbonato (Sigma-Aldrich). Las placas se lavaron una vez con 200
uL/pocillo de PBS-Tw y se bloguearon durante 1 hora a temperatura ambiente con 150
pL/pocillo de extracto de levadura al 1 % en PBS-Tw. Después de un lavado, se afiadieron
100 pL de una dilucién 1:80 en solucion de bloqueo de los extractos de higado, por
duplicado y se incub6 durante 1 hora a 37 °C. Tras 5 lavados con 200 pL de PBS-Tw, se
afnadieron los anticuerpos correspondientes. Las placas tapizadas con monoclonales se
incubaron con 100 pL de suero policlonal de cabra anti-RHDV-Nav10/11 diluido 100
veces en solucion de bloqueo, mientras que las placas tapizadas con el suero policlonal

de cabra se incubaron con 100 pL del monoclonal correspondiente (2D9 o 3A10) diluido
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1000 veces. La incubacidn se realizo durante 1 hora a 37 °C. Las placas se lavaron 5 veces
y se incubaron durante 1 horaa 37 °C con 100 puL de proteina G conjugada con peroxidasa
0 anticuerpo anti-1gG de raton conjugado con peroxidasa diluido 1500 veces en solucidn
de bloqueo. Por dltimo, se lavaron las placas 5 veces y se afiadio el sustrato de la
peroxidasa, o-fenilendiamina, y se incubo 15 minutos en oscuridad. La reaccion se pard
con &cido sulfurico 3M y se midio la absorbancia a 450 nm en un lector de placas (Sigma-
Aldrich, modelo 680).

La proteina G conjugada con peroxidasa utilizada es de la casa comercial Thermo

Fisher Scientific™.

3.9.5. ELISAs para la determinacion de la presencia de anticuerpos frente a

RHDV u otros antigenos en sueros de conejos

Para la determinacion de la presencia de anticuerpos frente a RHDV en muestras de
sueros de conejos se empled el sistema comercial INgezim RHDV 17.RHD.K1
(INGENASA S.A., Madrid, Espafia) siguiendo las instrucciones del fabricante.

En algunos casos se realiz6 una variante propia del ELISA indirecto utilizando como
antigenos distintas VLPs o los propios antigenos vacunales que se administraron en las
inmunizaciones experimentales. Estos antigenos se tapizaron en la placa en la cantidad
de 100 ng/pocillo diluidos en PBS, dejandolos durante toda la noche a 4 °C. Al dia
siguiente, tras retirar el sobrenadante de la placa, se afiadieron 200 pL/pocillo de la
solucién de blogueo (1 % de extracto de levadura en PBS-Tw) y se dej6 durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se hicieron tres lavados con 200 pL de PBS-Tw/pocillo y se
afiadieron diluciones de los sueros de conejo (generalmente se probaron en dilucién
1/200) en solucién de bloqueo. La placa se incubd durante 1 hora a 37 °C, y después se
hicieron 5 lavados. A continuacion, se pusieron 100 pL de una dilucién 1/3000 en
soluciéon de bloqueo del anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado con
peroxidasa (Anti-Rabbit 1gG (whole molecule)-HRPO). Tras la incubacion a 37 °C
durante 1 hora, se lavd 5 veces la placa. El revelado se realiz6 afiadiendo 100 pL de TMB,
dejando durante 5-10 minutos en oscuridad y parando la reaccion con 100 pL de H2SO4
3N. La densidad 6ptica se midié a 450 nm.
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3.9.6. ELISAs con anticuerpo monoclonal 2D9 purificado

En el caso del ELISA de competicidn con péptidos sintéticos, en primer lugar, hay que
determinar la cantidad de anticuerpo monoclonal 2D9 que da un valor de densidad 6ptica
a 450 nm de 2. Para ello, en una placa tapizada con 100 ng de VLPs de RHDV-N11 se
probaron distintas diluciones del anticuerpo primario 2D9. Se determinoé que la dilucion
1/8000 era la deseada para realizar los posteriores ensayos de competicion. Teniendo esto
en cuenta, en los ensayos de competicion se probaron diluciones seriadas en base 10 en
solucion de bloqueo (1 % ext. levadura en PBS-Tw) de los péptidos sintéticos. Dichas
diluciones se mezclaron en proporcion 1:1 con la dilucion 1/4000 del anticuerpo 2D9
(dilucion final de 1/8000). EI control positivo se prepar6 del mismo modo, pero sin
péptidos sintéticos. Las mezclas anticuerpo-péptidos se dejaron preincubando a 37 °C
durante 2 horas. Tras hacer 3 lavados de la placa con las VLPs, se afiadieron 100
uL/pocillo de las mezclas de péptidos y anticuerpo y se incubaron durante 2 horas a 37
°C. Tras 5 lavados con PBS-Tw, se pusieron 100 pL/pocillo de una dilucion 1/5000 del
anticuerpo secundario anti-1gG de ratén conjugado con peroxidasa (Goat Anti-Mouse IgG
Peroxidase). Tras una incubacion de 1 hora a 37 °C, se lavd la placa 5 veces y se afiadid
100 pL de la solucion de revelado TMB, observando el desarrollo de color. La reaccion
se par6 con 100 pL 3N de acido sulfurico (H2S04) y se midid la densidad optica a 450

nm de longitud de onda.

Para los ensayos de interaccion de 2D9 con distintos mutantes de dominios P, se tapiz6
la placa de ELISA con distintas cantidades de las construcciones mutantes, diluidas en
PBS. Se dejaron toda la noche a 4 °C y al dia siguiente se elimin6 el exceso. Se afiadid
100 pL de solucidon de bloqueo dejandolo durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras un
lavado, el anticuerpo monoclonal 2D9 se afiadié en dilucion 1/8000 y se incub6 1 hora a

37°C. El resto del procedimiento se realiz6 como en el ELISA explicado previamente.
3.9.7. Citometria de flujo con lactobacilos

Los distintos lactobacilos recombinantes que expresan dominios P anclados a la pared
celular se cultivaron en medio MRS broth en presencia de eritromicina, hasta una
densidad celular de 0,8 (DO600nm). Alicuotas de 200 pL de cada cultivo se recogieron
y centrifugaron a baja velocidad (700 g) durante 5 minutos. Los sedimentos de células se
lavaron tres veces con PBS vy, al final se resuspendieron en 100 puL de PBS. Se afiadieron

100 pL de una dilucion 1/100 del suero policlonal Virlab a cada sedimento celular y se
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incubd durante 1 hora en hielo. Se hicieron tres lavados con PBS por centrifugacion y se
volvieron a resuspender en 100 pL de PBS. Se afiadié 100 pL de una dilucién 1/100 del
anticuerpo secundario que reconoce inmunoglobulina G de conejo (Alexa Fluor® 488
goat anti-rabbit IgG H&L), y se incubd en hielo durante 30 minutos. Las células se fijaron
con paraformaldehido al 2 % en PBS. Se lavaron de nuevo con PBS y se resuspendieron
en PBS para su analisis en el Servicio de Ensayos Biotecnoldgicos y Biomédicos,
utilizando un citémetro de flujo Cytoflex S (Beckman Coulter).

3.9.8. Hemaglutinacion de glébulos rojos humanos

Para la realizacion del ensayo de hemaglutinacion con las construcciones de dominios
P de RHDV-Ast89 y RHDV-Nav10/11 se utilizaron glébulos rojos humanos de dos tipos:
tipo 0 y tipo B; facilitados por el Centro Comunitario de Sangre y Tejidos de Asturias
(Oviedo, Asturias). Para lavar los glébulos rojos se tomd 1 mL a partir de los pellets de
glébulos y se transfirieron a un tubo falcon de 15 mL que contenia 9 mL de PBS frio (a
4°C) y se mezclaron suavemente por inversion. Se centrifugaron a 770 g durante 4
minutos a 4°C para sedimentar los globulos rojos. Se retiro el sobrenadante y se volvié a
afiadir 9 mL de PBS frio. Estos lavados se repitieron un total de 5 veces. Tras el Gltimo
lavado se reservd a 4°C el pellet de globulos con una fina capa de PBS por encima para

poder conservarlos en buen estado durante uno o dos dias.

Para el ensayo de hemaglutinacidn se utilizaron placas de 96 pocillos con fondo cénico
(Nunc™), Se depositaron 50 pL de PBS frio en todos los pocillos de la placa y se hicieron
diluciones seriadas en base 2 de las construcciones de dominios P correspondientes o de
las VLPs incluidas en el ensayo como controles positivos. En la primera dilucion de
dominio P se afiadié 14 ug de la fusién con MBP y cola de histidinas en 50 pL, mientras
que de las VLPs se afadieron 10 pug en 50 pL en el primer pocillo. Estas cantidades se
calcularon para poner estequiométricamente la misma cantidad de dominios P en forma
de fusion y formando parte de VLPs. Las diluciones ensayadas para cada proteina o
particula a probar fueron desde 1/2 hasta 1/222, manteniendo el Gltimo pocillo de todas
las filas como control negativo sin ningun tipo de dominio P o VLP. A continuacion, se
afiadié 100 pL de una dilucion de gldébulos rojos al 0,8 % en PBS a todos los pocillos de
la placa y se incubaron a 4 °C durante 1 hora. Finalizada la incubacion se hizo la lectura
de las diluciones donde se observaba hemaglutinacion. Se realiz6 en paralelo la

hemaglutinacion de globulos rojos humanos tipo 0 y tipo B en placas por separado.
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3.10. EXPERIMENTACION ANIMAL

El mantenimiento de animales y los disefios experimentales realizados en este trabajo se
Ilevaron a cabo de acuerdo con el Real Decreto 53/2013 que adopta la directiva europea
2010/63/UE, relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos.
Ademas, los procedimientos en la experimentacion animal realizados fueron autorizados
por el Comité de Etica de la Investigacion del Principado de Asturias y con la autorizacion
final de la Consejeria de Agroganaderia y Recursos Autdctonos del Principado de
Asturias (PROAE 01/2014).

3.10.1. Inmunizacién de conejos

En todos los casos antes de comenzar los experimentos se comprueba que los animales
no tienen anticuerpos frente a RHDV (INgezim RHDV, INGENASA S.A.). Se identifican

individualmente con un nimero que se les pinta en la parte interna de ambas orejas.

Los antigenos vacunales que se emplearon en las distintas inmunizaciones se
prepararon previamente en las concentraciones necesarias y en presencia o ausencia de
adyuvantes. Las inyecciones se hicieron en un volumen de 0,5 mL por animal, por via
subcutanea en el lomo de los conejos. Aquellos animales considerados controles se
inyectaron de la misma forma, pero con la solucién sin antigeno a probar, ya fuese PBS

0 PBS con adyuvante.

El seguimiento en la produccion de anticuerpos se realizd6 mediante extracciones de
sangre de la vena marginal de la oreja. Tras separar el suero de las células sanguineas se

determind la presencia de anticuerpos frente a RHDV.
3.10.2. Retos con virus RHDV

Las infecciones de conejos con virus RHDV se realizaron por via subcutanea
utilizando un volumen de 500 pL por animal de la dilucion determinada del stock de

virus.

Seguidamente a las infecciones se comprobd cada 12 horas el estado general de los
animales. En algunos casos donde se observé una postracion y posible sufrimiento de los

animales éstos se sacrificaron por sobredosis anestésica.
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La eutanasia de los conejos se realizd mediante sobredosis del anestésico Pentobarbital
sodico (Dolethal), calculando la dosis necesaria por animal segun las indicaciones del
fabricante (Vetoquinol S.A., Lure, Francia).

3.10.3. Neutralizacion del virus RHDV-Gal08/13 con anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales 2D9 y 3A10 empleados en la neutralizacion del virus
RHDV-Gal08/13 de la nueva variante fueron purificados y suministrados por Certest. Las
cantidades de anticuerpo utilizados por separado para neutralizar el virus fueron de 17,2
pg. Homogeneizados del virus al 10 % en PBS estéril se mezclaron con la cantidad
indicada de 2D9 o 3A10, y se incubaron durante 45 minutos a 37 °C con agitacién cada
15 minutos. Para hacer la prueba de neutralizacion en animales, se diluyeron las mezclas
con PBS estéril para inocular a cada animal, por via subcutanea, una dosis de 500 pL de

una dilucion 1/100000 (10 veces la DL50) del homogeneizado original del virus.
3.10.4. Generacidn de anticuerpos monoclonales

Para la generacion de anticuerpos monoclonales frente a VLPs de RHDV-Nav10/11 o
RHDV-Gal09/12 se inmunizaron ratones BALB/c con una dosis de 100 pg de VLPs en
PBS cada 15 dias. Se realizaron un total de 5 inmunizaciones por via intraperitoneal. El
proceso de inmunizacién de ratones y produccién de hibridomas seleccionados, llevado
a cabo por el laboratorio de Biotecnologia y cultivos celulares de Servicios Cientifico-
Técnicos (SCTs) de la Universidad de Oviedo, siguid procedimientos estandar
(Fernandez-Sanchez et al., 2009). Los hibridomas seleccionados se subclonaron dos
veces por dilucién limitante, y se adaptaron progresivamente a medio libre de proteinas
y suero UltraDOMA™ (Lonza) para la produccion de anticuerpos monoclonales. La
purificacion de anticuerpos a partir de los sobrenadantes se realizd mediante una
cromatografia de interaccion hidrofébica usando una columna de fenil-sefarosa y un
sistema AKTA de cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC). La columna vy el
sistema AKTA de cromatografia son de la casa comercial GE Healthcare Life Science.
La determinacién del isotipo de inmunoglobulina producido por los hibridomas se realizé
empleando el sistema comercial de isotipado de anticuerpos monoclonales de ratdn

IsoTrip™ (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania).
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3.11. PROGRAMAS INFORMATICOS

3.11.1. Analisis de secuencias de ADN y proteinas

Se empleo el programa Vector NTI Suite 8 (InforMax, Inc., Maryland, EE.UU.) en el
disefio de construcciones recombinantes o mutantes, disefio de oligonucleétidos y
prediccion de sitios de restriccion, asi como, la construccion de las secuencias

aminoacidicas procedente de proteinas de fusién o mutantes.

Con el programa Chromas v2.6.4 (Technelysium Pty Ltd., Queensland, Australia) se
visualizaron los resultados de secuencias nucleotidicas procedentes de la Unidad de
Secuenciacion. La aplicacion Align de Vector NTI se utilizé para procesar y comprobar
fragmentos de ADN secuenciados.

Los alineamientos mostrados en figuras de las secuencias de ADN y proteinas en el
presente trabajo se realizaron con la aplicacion de MegAlign (Lasergene 7.0, DNASTAR,
Inc., Wisconsin, EE.UU.).

Los mapas de los vectores de integracion para la generacion de lactobacilos

recombinantes se obtuvieron mediante el uso del sistema SnapGene® Viewer 3.3.4.

El programa informéatico PyMOL v1.1 (Molecular Graphics System, DeLano Scientific
LLC., California, EE.UU.) fue utilizado en la presentacion de modelos tridimensionales
de proteinas. La prediccion de los modelos de interaccion entre proteinas se hizo con la
plataforma informatica disponible en internet ClusPro 2.0 (Protein-protein docking,
Structural Bioinformatics Lab, Universidad de Boston, Massachusetts, EE.UU.). Por otro
lado, la herramienta informética utilizada para la generacion de un modelo de la fraccion
variable de 2D9 fue PIGS (Prediction of Immunoglobulin Structure) (Marcatili et al.,
2008).

3.11.2. Visualizacion y analisis de imagen

Las imagenes resultantes de andlisis por Western blot, Dot blot o geles de proteinas
tefiidos con Coomassie se analizaron y/o mostraron con ayuda del software Image Studio
v5.2.5 (LI-COR).
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3.11.3. Tratamiento de datos y analisis estadisticos

Los analisis estadisticos de este trabajo se realizaron con el apoyo de la Unidad de
Consultoria Estadistica de los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de Oviedo.
El programa utilizado fue el programa R (R Development Core Team), version 3.4.4
(Team Core, 2018).

Los datos de densidad Optica obtenidos mediante ELISA de competicion con péptidos
sintéticos se normalizaron en porcentajes con respecto al control positivo (sin péptidos)
y se corrigieron también con el control negativo (pocillos sin tapizar), siguiendo el

procedimiento sugerido por (Sanchez et al., 2002) y empleando la siguiente férmula:

DO muestra—DO control negativo

% DO relativa = 100

DO control positivo—DO control negativo

Posteriormente, se compararon los porcentajes de densidad dptica relativa con respecto
al control positivo, que seria el valor de 100 %, a través del test t de Student o test de
Wilcoxon para una muestra, segun se verificase o no la hipotesis de normalidad. El nivel
de significacion empleado es de 0,05. EI mismo tratamiento de datos y anélisis estadistico
se realiz6 para los resultados de densidad dptica obtenidos en los ELISAs con los
dominios P de RHDV-Nav10/11 mutantes. En ese caso, la normalizacion de los datos se
hizo con respecto a la sefial de 2D9 obtenida frente al dominio P de RHDV-Nav10/11
nativo (control positivo), y considerando como control negativo la sefial frente al dominio
P de RHDV-Ast89.

Para los datos de densidad dptica obtenidos en sueros de animales vacunados
oralmente con lactobacilos recombinantes, los anélisis estadisticos consistieron en, una
vez obtenida la verificacion de normalidad o no de los datos, y tras un analisis de la
homogeneidad de la varianza, se realiz6 un test de Tukey o un test t de Student. Si los
datos obtenidos no seguian la normalidad y las varianzas no eran homogéneas el test

empleado fue Krukal-Wallis.

Para determinar las diferencias en los niveles de anticuerpos en un mismo suero frente
a distintas VLPs, como en el caso del experimento de vacunacion con extractos de larvas
que expresan VLPs, VLPs purificadas o P-GST, se hicieron distintos analisis estadisticos
en funcion de si los resultados de densidad Optica obtenidos mediante ELISA seguian o
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no la normalidad. En el primer caso se hicieron test de T-Student o test Welch vy, en el

segundo caso, test de Wilcoxon.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACION ANTIGENICA DE LA PROTEINA PRINCIPAL DE
LA CAPSIDA (VP1) DE LA NUEVA VARIANTE DEL RHDV (RHDVb)

Las existencia de diferencias antigénicas en la capsida del virus clasico y la nueva
variante de RHDV ha sido demostrada anteriormente (Barcena et al., 2015; Dalton et al.,
2012). Actualmente, hay disponibles anticuerpos monoclonales producidos frente a VP1
de RHDV clésico (Capucci et al., 1995). En el presente trabajo nos hemos propuesto la
caracterizacion de anticuerpos monoclonales frente a RHDVb y la produccion y
caracterizacion de anticuerpos monoclonales frente a un aislado de RHDVa y, asi, poder
disponer de anticuerpos monoclonales que sean especificos frente a esos virus y otros que
reconozcan a la vez varios tipos de RHDV. Con estas herramientas se realizaria un mejor
estudio de las diferencias antigénicas entre ambos virus. A su vez, se espera obtener
herramientas con aplicaciones diagnoésticas, asi como, informacion Util para generar

posibles vacunas frente al virus.

4.1.1. Producciéon de anticuerpos monoclonales frente a VP1 de distintos
aislados de RHDV (RHDVb y RHDVa)

Para abordar este objetivo, en primer lugar, se procedio a la produccion de las VLPs
de ambos tipos de RHDV. Para ello se disponia del gel de la proteina VP1 completa
clonado en construcciones de baculovirus que se propagaron en células de insecto. La
capacidad de autoensamblaje de esta proteina dio lugar a la formacion de VLPs que
posteriormente fueron purificadas por ultracentrifugacion. Este procedimiento se realizé
con dos secuencias de VP1 pertenecientes a distintos aislados de RHDV, uno de la nueva
variante, RHDVb (RHDV-Nav10/11) y otro del tipo RHDVa (RHDV-Gal09/12)
perteneciente a un aislado caracterizado en nuestro laboratorio a partir de un caso de RHD

ocurrido en Galicia.

La inmunizacion de ratones (BALB/c) se realizo en las instalaciones de los Servicios
Cientifico Técnicos de la Universidad de Oviedo por separado para cada uno de los tipos
de VLPs (RHDV-Nav10/11 y RHDV-Gal09/12). Se hicieron un total de 5
inmunizaciones, cada una con una dosis de 100 pg de VLPs por animal. Las células
hibridomas generadas se multiplicaron en cultivo y los sobrenadantes donde liberaban los
anticuerpos producidos, posteriormente, se analizaron mediante diferentes técnicas

inmunologicas. La produccion de anticuerpos monoclonales con un cierto interés para
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nuestro estudio fue la causa por la que se seleccionaron algunas cepas de hibridomas para
seguir con los procesos de subclonacién y obtencion de mayor cantidad de sobrenadantes
para la posterior caracterizacion de los anticuerpos que producen.

Segln la reactividad de los anticuerpos obtenidos a partir de los hibridomas, se
seleccionaron y subclonaron algunos de ellos obteniendo varios hibridomas cuyos
sobrenadantes también se analizaron posteriormente, mediante ELISA o Dot blot
observando si mantenian la reactividad inicial o si por el contrario la perdian, y por tanto
tenian que ser descartados. Todos los hibridomas originales y posteriores subclones
obtenidos tras la inmunizacion con cada una de las VLPs se especifican en la Tabla S1

del Anexo.
4.1.2. Estudio de la especificidad de los anticuerpos monoclonales

Tras la generacion de los hibridomas iniciales se analizo la reactividad frente a VLPs
mediante ELISA indirecto de los anticuerpos presentes en los sobrenadantes de los
cultivos cuyos resultados determinarian la idoneidad de los hibridomas para seguir con
su cultivo y posterior subclonacion. Para ello, se produjeron VLPs de un aislado de
RHDV del genogrupo 1 (RHDV-Ast89), para poder comparar la reactividad de los
anticuerpos monoclonales frente a RHDV-Ast89, RHDV-Gal09/12 y RHDV-Nav10/11.
El sistema empleado para la produccion de estas VLPs fue el mismo que para las
anteriores mencionadas, a partir de un vector pTriEx con la secuencia completa de VP1
de RHDV-Ast89 (laboratorio de F. Parra) para la generacién de baculovirus

recombinantes y su expresion en células de insecto.

El trabajo de produccion de anticuerpos monoclonales mediante la inmunizacion con
VLPs de RHDV-Nav10/11, asi como la subclonacion y seleccion mediante reactividad
por Dot blot de los hibridomas obtenidos, se habia realizado con anterioridad al inicio de
este trabajo de tesis. Por tanto, no se muestran los resultados obtenidos en los analisis
intermedios de los distintos subclones, sino que se mostrara, mas adelante en el apartado
4.1.4, la caracterizacion que se ha realizado de los anticuerpos producidos por los
hibridomas ya seleccionados, segun su reactividad frente a distintos tipos de VP1. Los
cinco subclonados y seleccionados en el laboratorio de F. Parra se denominaban 2D9.23,
3A10.14, 8E10, 6B9.8 y 2A11.14. La reactividad obtenida en los analisis por Dot blot
frente a VP1 de distintos RHDV se muestran en la Tabla 8 (datos cedidos por el

laboratorio F. Parra). Como puede observarse, los anticuerpos producidos por los
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hibridomas 3A10.14, 2A11.14, 6B9.8 y 8E10 parecian reconocer tanto a las VLPs
pertenecientes a aislados del virus clasico RHDV-G1 como de la nueva variante RHDVDb.
Sin embargo, el anticuerpo producido por 2D9 mostro ser especifico frente a VLPs del
aislado de la nueva variante RHDV-Nav10/11.

Tabla 8. Reactividad en Dot blot de anticuerpos monoclonales frente a distintos
tipos de VPL1.

Subclones seleccionados  VLPs RHDV-Ast89 VLPs RHDV-Nav10/11

2D9.23 - +
3A10.14
2A11.14
6B9.8
8E10 +
Nota: Reaccion positiva (+); no se observa reaccion (-).

+ + +
+ + + +

Los resultados de los ELISAs para los hibridomas iniciales obtenidos tras la
inmunizacion de los ratones con las VLPs de RHDV-Gal09/12 se muestran en la Figura
6. En el caso de la inmunizacion de ratones con VLPs de RHDVa se obtuvieron nueve
clones distintos de hibridomas nombrados como 7, 11, 12, 30, 51, 78, 82, 105 y 125, que
parecen producir anticuerpos frente a esas VLPs (Figura 6). Sin embargo, en el primer
escrutinio por ELISA indirecto se observan diferencias importantes en la intensidad de
reaccion frente a las VLPs. Los hibridomas numerados como 7, 30, 51 y 105 dan valores
aparentemente muy inferiores a los sobrenadantes de los hibridomas 78 y 82 (Figura 6),
incluso algunos de ellos, 11 y 12, presentan valores cercanos al punto de corte de la
técnica de ELISA.
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Figura 6. Andlisis de la produccion de anticuerpos en distintos hibridomas
mediante ELISA indirecto frente a VLPs de RHDV-Gal09/12.
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Los mismos sobrenadantes obtenidos de los hibridomas iniciales se analizaron
mediante Dot blot para investigar su reactividad frente a los distintos tipos de VLPs de
RHDV (RHDV-Nav10/11, RHDV-Ast89 y RHDV-Gal09/12). Los resultados de todas

las pruebas de reactividad se muestran en la Figura 7.

En el caso de los hibridomas generados tras la inmunizacion de ratones con VLPs de
RHDVa, el hibridoma 11 no produce anticuerpos capaces de reconocer a cualquiera de
los tipos de VLPs, confirmando los resultados obtenidos en ELISA frente a VLPs de
RHDVa (Figura 6). Por esta razon, se descartd su uso en las siguientes subclonaciones y
analisis de reactividad y caracterizacion de anticuerpos. Los sobrenadantes de los
hibridomas 7 y 105 parecen reaccionar frente a VLPs de RHDVa, aunque también
interaccionan débilmente con VLPs de RHDV-Nav10/11. El hibridoma 30 es el Unico
que produce anticuerpos aparentemente especificos frente a las VLPs de RHDVa. La
interaccion frente a los tres tipos de VLPs aparece en sobrenadantes de los hibridomas 51
y 125, aunque en la sefial mediante Dot blot es mas débil en el sobrenadante del 51 frente
a las VLPs de RHDV-Nav10/11. En el caso de los hibridomas 78 y 82 producen
anticuerpos que reaccionan con las VLPs de RHDV clésicos pertenecientes al genogrupo
1 (RHDV-Ast89) y al genogrupo 6 (RHDV-Gal09/12).
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Figura 7. Andlisis de reactividad en Dot blot de anticuerpos monoclonales
frente a distintos tipos de VLPs (RHDV-Nav10/11, RHDV-Ast89 o RHDV-
Gal09/12). Virlab (suero policlonal anti-RHDV).

Los sobrenadantes de los siguientes subclones derivados de los hibridomas obtenidos
por inmunizacién de ratones con VLPs de RHDVa, se analizaron mediante Dot blot frente
alos tres tipos de VLPs de RHDV (RHDV-Nav10/11, RHDV-Ast89 y RHDV-Gal09/12).
Los resultados recogidos en la Figura 8 muestran la reaccion frente a las VLPs de los
sobrenadantes de cada hibridoma inicial (cultivado de nuevo, para obtener mas cantidad
de sobrenadante) y los subclones obtenidos a partir de €l. En cuanto al hibridoma 78 no

se consiguieron obtener subclones viables, sin embargo, se siguio empleando el
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sobrenadante inicial para estudiar este anticuerpo monoclonal puesto que reconoce
especificamente las VLPs de RHDV clésico (G1 y G6), pero no las VLPs de la nueva
variante. A partir del hibridoma 7 se obtuvieron tres cepas, 7.1, 7.2 y 7.5, que parecian
mantener la reaccion frente a VLPs de RHDVa. Los subclones 30.9, 30.14, 51.5 y 51.5
derivados de los hibridomas 30 y 51, respectivamente, parecen perder la capacidad de
producir los anticuerpos monoclonales que reconocen VLPs de RHDVa y RHDV-Ast89
que si mantienen los anticuerpos de los hibridomas de los que proceden. Con respecto a
los subclones 82.2 y 82.3 los anticuerpos monoclonales que producen siguen
reconociendo especificamente las VLPs de RHDV clasicas, al igual que el hibridoma 82
inicial. La reaccion de los anticuerpos del 125 y los subclones 125.6 y 125.8 frente a los
tres tipos de VLPs empleados en Dot blot es débil. Los anticuerpos monoclonales
producidos por el hibridoma 105 y los subclones 105.3 y 105.8 parecen ser especificos

frente a RHDVa, aunque la sefial mostrada en Dot blot es bastante débil (Figura 8).
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Figura 8. Andlisis Dot blot de la reactividad de sobrenadantes procedentes
de hibridomas frente a distintos tipos de VLPs (RHDV-Nav10/11, RHDV-
Ast89 o RHDV-Gal09/12).

A partir de estos resultados se seleccion6 uno de los subclones para caracterizar si el
anticuerpo monoclonal que produce interaccionaba con un epitopo lineal o
conformacional, y si fuese posible determinar en qué regién de la VVP1 se une. En el caso
de los hibridomas producidos frente a VLPs de RHDVb los seleccionados fueron:
2A11.14, 6B9.8, 8E10, 2D9.23 y 3A10.14. En el caso del hibridoma 8E10 no se pudo
obtener subclones estables, pero se siguid con la caracterizacion del anticuerpo

monoclonal porque podria ser un anticuerpo general que reconoce las VLPs de RHDV-
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Nav10/11 y RHDV-Ast89 mediante ELISA. Los anticuerpos monoclonales producidos
por 2D9.23 y 3A10.14, se purificaron dada la reactividad que presentaban, puesto que
uno parecia ser especifico frente a la nueva variante (2D9.23) y el otro reconocia los tres
tipos de VLPs probadas (3A10). Los hibridomas seleccionados tras la inmunizacion de
ratones con VLPs de RHDV-Gal09/12 fueron 7.5, 30.14, 51.5, 78, 82.2, 105.8.

4.1.3. Clonacion y produccion de fragmentos solapantes de VP1 de RHDV-
Nav10/11

Para investigar la region de la proteina VP1 ddnde interaccionan los anticuerpos
monoclonales previamente seleccionados se Ilevo a cabo la clonacion de fragmentos de
esta proteina del aislado RHDV-Nav10/11.

En nuestro laboratorio disponiamos de un vector donador (pTriEX) que contiene la
secuencia de la proteina VP1 del aislado RHDV-Nav10/11 (cedido por KP Dalton), a
partir del que se obtuvieron las secuencias de los fragmentos de VP1 solapantes para
clonarlos por separado en el vector pGex-2T. Asi, fragmentos solapantes de la proteina
VP1 de RHDV-Nav10/11 se clonaron como fusiones con GST (Glutation-S transferasa)
en Escherichia coli (BL21) (Figura 9A). Una vez comprobadas las secuencias de cada
uno de los fragmentos, se realizd el andlisis de lisados celulares tras la induccién con
isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG). Ademaés, se demostré mediante Western
blot la presencia de las proteinas de fusién gracias a la reaccién con un anticuerpo
monoclonal de ratén frente a la proteina GST (Figura 9B), obteniendose los tamafios
moleculares esperados para cada una de las fusiones. En el caso del dominio P completo
de la proteina VP1, se disponia en el laboratorio de la secuencia optimizada para su
expresion en Escherichia coli clonada en el plasmido pMalc2X-DomPN11opt (cedido
por el laboratorio del Dr. Grant Hansman), a partir del cual se realizo la subclonacion a

un vector pGex-4T (se encuentra detallado méas adelante, en el apartado 4.3.3).
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Figura 9. Produccion de fragmentos solapantes de la proteina VP1 de RHDV-Nav10/11. A.
Representacion esquematica de las regiones de VP1 clonadas por separado en forma de
proteinas de fusion con GST. Se indican los residuos aminoacidicos de los extremos Ny C y
las posiciones que ocupan dentro de la proteina VP1. B. Analisis Western blot de extractos
celulares de E. coli que expresan las proteinas de fusion, empleando un anticuerpo monoclonal
comercial de raton frente a la proteina GST.

4.1.4. Caracterizacion de anticuerpos monoclonales generados frente a VLPs de
RHDV

Para la caracterizacion de los anticuerpos monoclonales se utilizaron distintas técnicas
inmunoldgicas para determinar la union de cada anticuerpo son su epitopo lineal o
conformacional dentro de la VP1. Para ello se estudié la interaccion de los anticuerpos
monoclonales obtenidos por inmunizacion tanto con VLPs de RHDV-Nav10/11 como
con RHDV-Gal09/12, presentes en sobrenadantes de cultivos de hibridomas o con
anticuerpos purificados. Los antigenos empleados en este estudio fueron VLPs derivadas
de RHDV-Nav10/11, RHDV-Ast89 y RHDV-Gal09/12, asi como frente a los fragmentos
solapantes de la proteina VP1 de RHDV-Nav10/11.

En primer lugar, para la caracterizacion de los diferentes anticuerpos monoclonales
realizamos un estudio de su capacidad para reconocer distintos epitopos lineales de la
proteina VP1 mediante Western blot. Los antigenos empleados en este analisis

consistieron en distintos tipos de VLPs, asi como los fragmentos solapantes de VP1 de
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RHDV-Nav10/11 fusionados con GST. Como puede observarse en la Figura 10 los que
anticuerpos monoclonales 2A11, 6B9, 30 y 51 interaccionan inespecificamente con
proteinas celulares, diferentes de los antigenos estudiados. Cinco de los once
monoclonales (2D9, 7, 78, 82 y 105) no reaccionan en Western blot con VLPs o
fragmentos de VP1 de RHDV-Nav10/11, lo cual indicaria que reconocen epitopos no
lineales. En el caso de los anticuerpos 3A10 y 8E10 puede observarse que reaccionan con
los tres tipos de VLPs, confirmando los resultados obtenidos por Dot blot, y més
concretamente con un epitopo lineal que se encuentra dentro del dominio S de la proteina
VP1 (Figura 10).

Posteriormente, se realiz6 un Dot blot para determinar si los anticuerpos
monoclonales que no interaccionaban con su epitopo mediante Western blot, no lo hacen
porque requieren que la proteina se encuentre en su conformacion nativa. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 11, donde se observa que los anticuerpos
monoclonales generados frente a VLPs de RHDV-Nav10/11, 2D9.23, 2A11.14, 6B9.8,
3A10.14 y 8E10, reaccionan todos frente a las mismas VLPs frente a las que fueron
producidos. Cuatro de ellos, 2A11.14, 6B9.8, 3A10 y 8E10, también lo hacen frente a
VLPs del aislado RHDV-Ast89. Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados obtenidos
previamente en Western blot (Figura 10), los monoclonales 2A11.14 y 6B9.8 podrian
estar interaccionando inespecificamente con proteinas celulares procedentes del cultivo
celular donde se produjeron las VLPs. Los anticuerpos 3A10 y 8E10 son los Unicos
capaces de reconocer las VLPs procedentes de tres tipos de RHDV, ademas, se demuestra
que los epitopos con los que interaccionan se encuentran dentro del dominio S de la
proteina VP1, puesto que reaccionan con el fragmento GST-S. De este modo, el Unico
anticuerpo monoclonal que es especifico frente al aislado de la nueva variante de RHDV,
RHDV-Nav10/11, es 2D9. Sin embargo, curiosamente, este anticuerpo no muestra
reaccion con los fragmentos parciales de la proteina VP1, en Dot blot. Esto mismo

también ocurre con los anticuerpos 2A11.14 y 6B9.8.
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Figura 10. Andlisis de la reactividad en Western blot de anticuerpos monoclonales frente a distintos
tipos de VLPs (1-3), proteinas de fusion (4-8) o GST (9). (1) RHDV-Nav10/11; (2) RHDV-Ast89;
(3) RHDV-Gal09/12; (4) GST-N; (5) GST-S; (6) GST-P2; (7) GST-P1; (8) GST-P.
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En el caso de los anticuerpos obtenidos tras la inmunizacion con VLPs de RHDV-
Gal09/12, se observa en la Figura 11, que mantienen la misma especificidad frente a
VLPs que la mostrada en la Figura 8, donde ninguno reconoce las VLPs de la nueva
variante del virus. Los anticuerpos producidos por los subclones 7.5, 30.14 y 105.8
parecen ser especificos frente a las VLPs de RHDV-Gal09/12, y los producidos por 51.5,
78 y 82.2 reconocen las VLPs de los aislados del RHDVG1 como del RHDVa. Por otro
lado, y cémo era de esperar, ninguno de los anticuerpos obtenidos de la inmunizacion
frente a VLPs de RHDV-Gal09/12 interaccionan con los fragmentos parciales de VP1 de
RHDV-Nav10/11, dado que tampoco lo hacen con las VLPs del mismo tipo (Figura 11).

S

Y &

& S
VLPs Nav10/11

VLPs Ast89

. —

@ e

VLPs Gal09/12 ® O e
GST-N
GST-S

GST-P2

GST-P1

GST
BSA

Figura 11.Anélisis de la reactividad en Dot blot de los anticuerpos
monoclonales frente a distintos tipos de VLPs, proteinas de fusién
con GST, GST o BSA.

Durante la clonacion de los fragmentos solapantes de VP1 de RHDV-Nav10/11 se
obtuvo un clon de manera fortuita que expresaba una proteina mutada de forma puntual
dentro del dominio S (GST-Smut). Tras comprobar la secuencia de nucledtidos y
aminoéacidos de esta region (Figura 12A 'y 12B), y el modelo tridimensional de la proteina
VP1 de RHDV (Figura 12C) se observo gque el cambio se encontraba en el residuo que
ocupa la posicion 201 dentro de la proteina VP1. Los extractos de E. coli que expresan
esta construccion se enfrentaron a los monoclonales 3A10 y 8E10 en Western blot. Los

resultados mostrados en la Figura 12D muestran que estos anticuerpos pierden la
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capacidad de unién al dominio S mutante de VVP1 cuando el residuo original de prolina es

sustituido por leucina.

A 570 580 590 600 610 620 630
X 1 1 1 1 1 1
RHDV-Ast89 ACACTAGTCCTTAGTGTTTATAACAACCTCATCAACCCGTTTGGTGGGTCCACCAGCGCAATCCAGGTE.
RHDV-Gal09/12 ACACTAGTCCTTAGTGTTTACAACAACCTCATCAACCCGTTTGGTGGGTCCACCAGCGCAATCCAGGTA
RHDV-Nav10/11 ACGTTGGTCCTGAGCGTTTACAACAACCTCATCAATCCATTTGGTGGATCCACGAGCGCGATCCAGGTC,
GST-Smut ACGTTGGTCCTGAGCGTTTACAACAACCTCATCAATCTATTTGGTGGATCCACGAGCGCGATCCAGGTC!

B ... 190 200 210
1 1 1

RHDV-Ast89 PTLVLSVYNNLINPEGGSTSATIQVTVETR
RHDV-Gal09/12 PTLVLSVYNNLINPEFGGSTSAIQVTVETR
RHDV-Nav10/11 PTLVLSVYNNLINPFGGSTSAIQVTVETR

GST-Smut PTLVLSVYNNLINLFGGSTSAIQVTVETR

D 3A10 8E10
kbaM 1 2 3 kbap 1 2 3
70 : -
14 - SoEe N
43 = i)
e : -4 . Prozoltli_: :

Figura 12. Estudio de interaccion de los anticuerpos monoclonales que reconocen VLPs de tres
tipos de RHDV. A. Alineamiento parcial de secuencias codificadoras de VP1 de distintos tipos
de RHDV (RHDV-Ast89, RHDV-Gal09/12 y RHDV-Nav10/11), y del dominio S mutado de
forma puntual. B. Alineamiento parcial de los residuos aminoacidicos correspondientes a la region
del dominio S de VP1 donde se localiza la mutacién puntual. C. Anélisis de la reactividad en
Western blot de los anticuerpos 3A10 y 8E10 frente a: (1) VLPs de RHDV-Nav10/11; (2) fusion
GST-S; (3) fusion GST-Smut. D. Modelo estructural de la proteina VP1 de RHDV.

Dado los resultados obtenidos con los hibridomas seleccionados, 2D9.23, 3A10.14 y
82.28, se purificaron las inmunoglobulinas presentes en los sobrenadantes. La
determinacion del isotipo de inmunoglobulina mostré que pertenecen al subtipo 1gG1, en

todos los casos.
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4.2. ANALISIS DE LA INTERACCION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL
2D9 CON SU EPITOPO

El anticuerpo monoclonal 2D9 se obtuvo tras la inmunizacion de ratones hembra
adultos BALB/c con VLPs de RHDV-Nav10/11 purificadas. La seleccion de este
anticuerpo se basO en su reaccion especifica Unicamente frente a VLPs de la nueva
variante en ensayos ELISA y Dot blot, siendo el Unico que mostréd dicha especificidad.
En cuanto a los intentos de mapear su epitopo dentro de la proteina VP1 de RHDV-
Nav10/11, utilizando fragmentos solapantes como proteinas de fusion con GST (Figura
8), éstos fueron en todos los casos negativos. Sin embargo, cuando se empled la
construccién del dominio P completo fusionado con GST en ensayos Dot blot pudo
detectarse la union del anticuerpo (Figura 13). Estos resultados sugieren que este
anticuerpo interacciona con epitopos no lineales de la proteina y que, ademas, requiere de

la presencia del dominio P completo y correctamente plegado para su union.

>
§ &
Figura 13. Analisis de la reactividad en Dotblot del
GST-P # @ anticuerpo monoclonal 2D9 con distintos antigenos.
---------------------- Extractos celulares que contienen la fusion GST-P o la
GST a proteina GST, 1 pg de VLPs de RHDV-Nav10/11 0 1
VLPS Nav10/1 1‘ ______ ‘ ;glg_l cg)eVBSA. Virlab es un antisuero policlonal frente a

Dada la relevancia diagndstica de este anticuerpo (ver mas adelante apartado 4.2.5),
tanto en ELISAs para la deteccion diferencial y cuantificacion de antigeno de RHDVb en
muestras de higado de conejos (Dalton et al., 2018c), como en un sistema
inmunocromatogréafico rapido para la deteccion especifica del RHDVb (Dalton et al.,
2017), resulta relevante realizar un estudio mas detallado de la interaccion antigeno-

anticuerpo.
4.2.1. Estudio de la capacidad neutralizante del anticuerpo 2D9

La capacidad neutralizante de los anticuerpos puede determinar la posibilidad de
eliminar el virus o evitar que produzca la infeccion y la enfermedad en el huésped. A su
vez, es importante conocer si existen regiones o secuencias de la capsida viral que puedan

ser diana para la generacion de anticuerpos neutralizantes. Por tanto, en el presente
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trabajo, y conociendo el dominio de la proteina VP1 al que se une el anticuerpo
monoclonal 2D9, se ha realizado un ensayo de neutralizacion del virus con este

anticuerpo.

Para poder analizar comparativamente la capacidad neutralizante de 2D9 se estudi6 en
paralelo otro monoclonal, el denominado 3A10, que interacciona con el dominio S de la
proteina VP1 tanto de la nueva variante como del virus clasico. La neutralizacion del
virus en el laboratorio se realiz6 mezclando las mismas cantidades (17,2 pg de IgG
purificada) de ambos monoclonales separadamente con el virus RHDV-Gal08/13, y
dejandolo reaccionar a 37 °C durante 45 minutos. Posteriormente, para comprobar si se
habia producido la neutralizacion del virus por los monoclonales, se realizé6 un
experimento de infeccion con conejos. Se establecieron tres grupos de animales de 30
dias de edad, con dos conejos por grupo. La elevada tasa de mortalidad (100 %) que causa
el aislado RHDV-Gal08/13, determinada previamente en nuestro laboratorio, permite
reducir el nmero de animales utilizados en los ensayos. Dos animales se inocularon con
el virus tratado con 2D9 y otros dos con el virus incubado con 3A10. El grupo control se
retd6 con la misma dosis de virus sin incubacién previa con anticuerpos. Tras la
inoculacion se comprobd diariamente el estado general de los animales. La tasa de
supervivencia de los animales a lo largo del ensayo se muestra en la Figura 14. Hasta las
48 horas tras la infeccion no se detect6 signos de enfermedad en ninguno de los animales,
pero, entre las 48 y 72 horas muri6 un animal del grupo control y otro del grupo infectado
con el virus tratado con 3A10, alcanzdndose en ambos casos el 50 % de supervivencia
gue se mantuvo hasta el final del experimento (168 horas tras la infeccién). Sin embargo,
en el caso de los animales inoculados con el virus incubado con 2D9, la tasa de

supervivencia fue del 100% durante todo el tiempo que duré el experimento.

anticuerpos monoclonales 2D9
(triangulos), 3A10 (circulos), o sin
0 tratar con anticuerpos (cruces).
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Con el objetivo de demostrar si el virus permanece en los animales una vez acabado el
experimento (sacrificados) o muertos, se realizaron andlisis RT-PCR para la
cuantificacion del nimero de copias de ARN viral en muestras de higado de todos los
animales. En la Tabla 9 puede observarse que los dos animales que se infectaron con el
virus tratado con 2D9 y que sobrevivieron a la infeccion, no tienen ARN viral detectable,
lo que indica que ademas de la proteccion frente a la enfermedad la neutralizacion con
este monoclonal evito la infeccion y su posterior replicacion. En el caso de los animales
infectados con el virus tratado con 3A10 el animal superviviente no tenia material
genético del virus detectable, mientras que el conejo que murié entre las 48 y 72 horas
tras la infeccion tenia un titulo alto de copias de ARN viral (2,1x10° copias ARN/mg
higado). En los 2 animales control, infectados con el virus sin neutralizar, se detectan
copias virales de ARN pero, en el animal muerto se detectd en mayor cantidad (7,65x10°
copias ARN/mg higado) que en el animal que sobrevivié (2,55 x10? copias ARN/mg
higado).

Tabla 9. Cuantificacion de ARN viral en animales infectados con RHDV tratados con
anticuerpos monoclonales.

Grupo N° copias ARN

1 *
experimental Estado del animal Ct viral

Superviviente Indeterminado 0,00E+00

RHDVb+2D9 . .
Superviviente Indeterminado 0,00E+00
Muerto (48-72 hpi) 17,56 2,10E+06

RHDVb+3A10 . .
Superviviente Indeterminado 0,00E+00
Muerto (48-72 hpi) 19,15 7,65E+05

RHDVb (Control) .

Superviviente 31,74 2,55E+02

*Ct: ciclo umbral de PCR a tiempo real dénde se detecta presencia de ARN viral.

En un experimento previo, donde todavia no se habia estudiado la DL50 del virus
RHDV-Gal08/13, se hizo un ensayo de neutralizacién con 2D9 y 3A10. En este caso la
dosis de virus inyectada a los animales fue 100 veces mayor que la del experimento
anteriormente expuesto, aunque la cantidad de anticuerpo empleado en el ensayo de
neutralizacion fue la misma. Se utilizaron 2 gazapos por grupo, y las tasas de
supervivencia obtenidas demostraron la neutralizacion del virus por 2D9, ya que los dos
animales sobrevivieron hasta el final del experimento. Mientras que los dos animales del
grupo infectado con virus tratado con 3A10 murieron entre las 24-48 horas tras la

infeccion.
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4.2.2. Localizacion de epitopos del anticuerpo monoclonal 2D9.

Una vez establecido que 2D9 reacciona con el dominio P de la proteina VP1 y que se
trata de un anticuerpo neutralizante, se ha planteado el uso de herramientas in silico para
buscar las regiones del dominio P donde es mas probable que ocurra la interaccion con el
anticuerpo. Para ello fue necesario la secuenciacion de las regiones variables de las
cadenas pesada y ligera de 2D9, realizado por la compafiia Absolute Antibody. El

resultado de la secuenciacion se recoge en la Tabla 10.

Tabla 10. Secuencias de ADN y aminoacidos del dominio variable del anticuerpo 2D9.

Secuencia ADN de la cadena ligera

Secuencia ADN de la cadena pesada

GAGCTCGTGATGACCCAGACTCCAGCC
TCCCTATCTGTATCTGTGGGAGAAACT
GTCACCATCACATGTCGAGCGAGTGAC
AATATTTATAGTAATTTAGCATGGTAT
CAGCAGAAACAGGGAAAATCTCCTCA
GCTCCTGGTCTTTGCTGCAACAAACTT
AGCAGATGGTGTGCCATCAAGGTTCAG
TGGCAGTGGATCAGGCACACAGTATTC
CCTCAAGATCAACAGCCTGCAGTCTGA
AGATTTTGGGAATTATTACTGTCAACA
TTTTTGGGGTATTCCGTGGACGTTCGGT
GGGGGCACCAAGCTGGAACTCAAA

CAGATCCAGTTGGTGCAGTCTGGACCTGAAC
TGAAGAAGCCTGGAGAGACAGTCAAGATCT
CCTGCAAGGCTTCTGGATATACCTTCACAAA
GTATGGACTGAACTGGGTGAGGCAGGCTCCA
GGAAAGGGTTTAAAGTGGATGGGCTGGATA
GACACCTACACTGGAGAGCCAACATATGCTG
ATGACTTCAAGGGACGGTTTGCCTTCTCTTTG
GAAACCTCTGCCAACACTGCCTATTTGCAGA
TCAACTACCTCAAAGATGAGGACATGGCTAC
ATATTTCTGTACAAGATATGATTACGGCGAG
GGATCTGGGCCTCAATTTACTTACTGGGGCC
AAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

Secuencia de aminoacidos cadena ligera

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada

ELVMTQTPASLSVSVGETVTITCRASDNI
YSNLAWYQQKQGKSPQLLVFAATNLAD
GVPSRFSGSGSGTQYSLKINSLQSEDFGN
YYCQHFWGIPWTFGGGTKLELK

QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTKYG
LNWVRQAPGKGLKWMGWIDTYTGEPTYADD
FKGRFAFSLETSANTAYLQINYLKDEDMATYF
CTRYDYGEGSGPQFTYWGQGTLVTVSA

Utilizando la herramienta informatica PIGS (Marcatili et al., 2008), se ha obtenido un
modelo de la fraccion variable del anticuerpo 2D9 (Figura 15). A su vez, este analisis
proporciona las secuencias que corresponden a regiones determinantes de
complementariedad (CDR, complementarity determining region) dentro de cada una de
las cadenas que forman el paratopo que se indican en la Figura 15 con distintos colores.
Como puede verse en el modelo de la fraccion variable del anticuerpo 2D9 existen 6 CDR,
tres de ellos pertenecen a la cadena pesada (CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3) y los otros
tres a la cadena ligera (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3) (Figura 15A). Cuando en este
modelo se representa la superficie de la molécula los CDR que sobresalen mas parecen
ser los CDR-H2, CDR-H3 y CDR-L1 (Figura 15B). En cuanto al potencial electrostatico
de la molécula, en la Figura 15C puede observarse como la mitad izquierda (cadena

pesada) del paratopo es claramente electronegativa, en especial el CDR-H3. Esto podria
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influir en la interaccion con el epitopo del anticuerpo, puesto que las diferencias de carga

electrostatica afectan a la atraccion entre distintas moléculas y &tomos.

El docking o acoplamiento computacional es un proceso de prediccién de la
conformacién de un complejo a partir de sus componentes por separado. En la actualidad,
estd emergiendo como una técnica in silico rapida y asequible para la caracterizacion

estructural de complejos antigeno-anticuerpo.

CDR-H2

C

Cadena
pesada (H)

Cadena
ligera (L)
[ . .

Figura 15. Modelo tridimensional de las regiones variables de 2D9. A. Representacion
de la estructura de las cadenas ligera (gris) y pesada (verde) incluyendo las distintas
regiones de complementariedad que conforman el paratopo del anticuerpo 2D9. B.
Imagen tridimensional de la superficie de la region variable de 2D9. C. Representacion
del potencial electrostético de la superficie del paratopo en el modelo generado para la
fraccion variable de 2D9.
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La estructura cristalina del dominio P de VP1 de RHDV de la nueva variante (4X1W)
(Leuthold et al., 2015) se muestra en la Figura 16A se encuentra depositada y disponible
en la base de datos Protein Data Bank (Gilliland et al., 2000). Estudios estructurales
anteriores (Wang et al., 2013) ya mostraron que los principales determinantes antigenicos
de la proteina VP1 se encontrarian en los lazos mas externos del subdominio P2. Los
cinco lazos expuestos del subdominio P2 de RHDVb se indican sobre su estructura
cristalina en la Figura 16A y Figura 16B.

Mediante la plataforma online ClusPro se realiz6 una simulacion de la interaccion
entre antigeno y anticuerpo utilizando la herramienta Dock. En primer lugar, se realizé la
simulacion empleando como antigeno un solo monémero del dominio P. En el modelo
mas probable de interaccidn obtenido, mostrado en la Figura 16C, el anticuerpo 2D9
seria capaz de unirse principalmente a 3 de los lazos pertenecientes al subdominio P2,
concretamente a los lazos L1, L3 y L5. En el caso de la simulacién empleando como
antigeno un dimero del dominio P de VP1, el anticuerpo 2D9 seria capaz de interactuar
con los mismos lazos del subdominio P2 pero con distinta disposicion de dichos lazos
dentro del paratopo como se observa en la Figura 16D.
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Figura 16. Modelos de interaccion entre el dominio P de RHDV-Nav10/11y el anticuerpo 2D9.
A. Estructura tridimensional del monémero dominio P de RHDV-Nav10/11 (4X1W) mostrando
los lazos del subdominio P2 mas expuestos al exterior cuando se encuentra conformando la
capsida viral. B. Estructura tridimensional de un dimero del dominio P de RHDV-Nav10/11. C.
Detalle del modelo mas probable del complejo formado por un monémero del dominio P de
RHDV-Nav10/11 y la representacion superficial de la region variable del anticuerpo 2D9. D.
Imagen del modelo més probable del complejo formado por un dimero del dominio P de RHDV-
Nav10/11y larepresentacion superficial de la region variable del anticuerpo 2D9. En el recuadro
se amplia la region de contacto entre el anticuerpo 2D9 y el dominio P.
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A partir de los modelos obtenidos, y mediante un analisis en el programa PyMOL, se
obtuvieron los posibles contactos polares que se establecen entre los lazos del subdominio
P2y los CDR de 2D9 que se muestran en las Tablas 11y 12.

Tabla 11. Aminoéacidos implicados en las interacciones polares entre el monémero
del dominio P de RHDV-Nav10/11y 2D9, deducidos de la simulacion por docking.

2D9 Dominio P
Asp52 y Thr55 (CDR-H2) Thr409 (L5)
Glu57 (CDR-H2) Tyr304 y Ser309 (L1)
Tyr97 (CDR-H3) Val370 y Thr371 (L3)
Asp27 (CDR-L1) Ser422
Thr59 Gly406 (L5)

Tabla 12. Aminoéacidos implicados en las interacciones polares entre el dimero del
dominio P de RHDV-Nav10/11 y 2D9, deducidos de la simulacion por docking.

2D9 Dominio P
Thr55 y Glu57 (CDR-H2) Arg299
Glu99 (CDR-H3) Thr371 (L3) y Thr409 (L5)
Gly98 (CDR-H3) GIn413 (L5) Monémero 1
Tyr97 (CDR-H3) Ser363 (L3) y Thr415 (L5)
Asn32 (CDR-L1) Tyr304 (L1) y Asn412 (L5)
Tyr54 (CDR-H2) Thr481 Monémero 2

Como puede observarse en la Tabla 11, la interaccion del monémero del dominio P
con 2D9 se produciria principalmente por contactos polares entre los lazos 1 y 5 del
dominio P con CDR-H2, el lazo 3 con CDR-H3 y el residuo de serina en la posicion 422,
que no pertenece a ningun lazo, con CDR-L1. Ademas, existiria un contacto entre un
aminoéacido del lazo 5 (Gly406) con un residuo del anticuerpo que no pertenece a ninguna
region CDR.

Por otro lado, cuando se estudié la interaccion entre el dimero del dominio P y 2D9
(Tabla 12) los lazos 3 y 5 interaccionarian en distintas posiciones con CDR-H3 del

paratopo de 2D9, los lazos 1 y 5 lo harian con CDR-L1 de 2D9 y el residuo Arg299 del
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dominio P, situado fuera de los lazos mas externos, se uniria al CDR-H2 del paratopo.
Estas interacciones se producirian entre uno de los monémeros y el monoclonal, pero,
ademaés parece existir un contacto entre el CDR-H2 del anticuerpo y un residuo del otro
monomero del dominio P (Thr481) que se encuentra fuera de las secuencias de los lazos

externos del subdominio P2.

Para demostrar experimentalmente que los lazos mas externos del subdominio P2
interaccionan, o de alguna forma influyen en la unién a 2D9, se disefiaron péptidos
sintéticos que contienen las secuencias de los cinco lazos por separado (Tabla 13).
Después, se puso a punto un protocolo de ELISA de competicion para estudiar la
interaccion de uno o varios de esos péptidos con el anticuerpo 2D9, y asi, determinar si
existe inhibicion de la unién de 2D9 a las VLPs de RHDV-Nav10/11 en presencia de
dichos péptidos.

Tabla 13. Secuenciay localizacion de los péptidos sintéticos correspondientes a los 5 lazos
del subdominio P2 de la VP1 de RHDV-Nav10/11.

Nombre L o
. Localizacién en Tamafio
del Secuencia NV

s VP1 (aminoacidos)
péptido

NL15 NASYPGSSSSNVLEL 301-315 (lazo 1) 15

SA34  SAGSAADNPISQIAPDGFPDMSFVPFSGTTVPTA 319-352 (lazo 2) 34
WAI15 WNSSNGAPFVTTVQA 361-375 (lazo 3) 15

TQ8 TGAPSNPQ 382-389 (lazo 4) 8

1A13 IYGVATGINQATA 404-416 (lazo 5) 13

En los ELISA de competicion los péptidos sintéticos se utilizaron por separado en
cantidades equimolares, desde 10 nmoles/pocillo en diluciones seriadas en base 10 hasta
0,1 pmoles/pocillo. En la mezcla de péptidos se afiadio la misma cantidad que se utilizd
de cada uno de ellos por separado. Los resultados de densidad dptica se normalizaron
siguiendo la recomendacion de Sanchez et al., (2002) para expresarlos en porcentajes
respecto del control positivo y corrigiendo con la media del control negativo (no contenia
VLPs tapizando el pocillo). Los resultados obtenidos se expresaron en porcentaje de
reduccion de la sefial de 2D9 con respecto al control positivo en ausencia de péptidos
sintéticos (Tabla 14). A diferencia de lo que cabia esperar la capacidad de inhibicion de
la interaccion entre 2D9 y VLPs es menor cuando se emplea mayor cantidad de péptido

por pocillo (en nuestro caso 10 nmoles/pocillo). EI mismo fendmeno se observa con la
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mezcla de todos los péptidos donde la cantidad total de péptido es 5 veces mayor por
pocillo y el porcentaje de inhibicion es significativamente menor que en el caso de cada
uno de los péptidos por separado. Curiosamente, cuando se emplearon mezclas de 10
nmoles/pocillo de cada péptido, se obtuvieron valores de densidad Optica superiores a las
obtenidas en el control positivo (no hay presencia de péptidos), por lo tanto, cuando se
expresa en valores de inhibicion, el resultado son valores negativos que reflejan un
aparente aumento de la interaccion de 2D9 con las VLPs en presencia de la mezcla de

péptidos.

Tabla 14. Porcentajes de inhibicion de la interaccion de 2D9 con VLPs de RHDV-
Nav10/11 medidos por ELISA en presencia de péptidos sintéticos.

Mezcla

NLIS(LL)  SA34(L2) WAIS(L3) TQ8(L4) IAIB(LS) 8
péptri‘gg‘/’:)e;d”o % Reduccion OD (Media+SD)*

10 0624002 2084004  347+004 2484001  582+002  -4,20+0,34
1 4,92+018 810003  6,750,12 8024005 11,224032  2,17+0,14
0.1 896047 1211+009 1084011 952:037 12,824026 343014
0,01 8044008  888:013  845:001  939+018 1051028  1,28+0,002
0,001 1143£023 1038030 10,76+0,23 10,02016 1382+113  3,82+0,14
0,0001 0,60£022  12060,14 11294005 11,04:0,003 12,86+073  3,05:0,15

*Media y SD de las 2 réplicas realizadas para cada péptido y cantidad.

Posteriormente, se hicieron las medias para cada péptido y de todas las cantidades
probadas, para poder hacer un analisis estadistico y comprobar la variacion de las sefiales
obtenidas en presencia del péptido con respecto al control positivo que se considera el
valor 100 %. La gréfica que representa dichas medias y desviaciones se muestra en la
Figura 17. Como puede observarse en presencia de la mezcla de péptidos (Mix) la media
obtenida no es diferente a la del control positivo. Sin embargo, en presencia de los
péptidos por separado NL15 (L1), SA34 (L2), WA15 (L3), TQ8 (L4) o IA13 (L5), la
sefial se reduce significativamente en todos los casos (p<0,05), aunque con los péptidos
TQ8 (L4) e 1A13 (L5) con mayor significacion que el resto (p<0,001).
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Figura 17. Porcentaje de la densidad éptica relativa obtenida en ELISA derivada de la
interaccion de 2D9 con VLPs de RHDV-Nav10/11 en presencia de péptidos sintéticos
correspondientes a los lazos del subdominio P2. El valor de 100 % corresponde al control
en ausencia de péptidos. *Valor significativamente menor que el control positivo con
p<0,05; **Valor significativamente menor que el control positivo con p<0,001.

4.2.3. Disefio de dominios P mutantes basados en secuencias de aislados

naturales mutantes de RHDVb

En nuestro laboratorio se caracterizaron aislados naturales mutantes de RHDV de la
nueva variante que no eran identificados por el anticuerpo 2D9 (Dalton et al., 2017).
Cuando se realizaron alineamientos de las secuencias parciales de estos aislados con las
de RHDV-Nav10/11 y RHDV-Ast89 se observd que contenian cambios en la secuencia
que codifica la proteina VP1 (Figura 18A). Dado que el epitopo de 2D9 se encuentra
dentro del dominio P de VP1, el analisis se centrd en las mutaciones presentes en esta

region.

En el andlisis de secuencias se observd que el aislado nombrado como RHDV-
Ger06/12-2 contenia un solo cambio en la secuencia que codifica la proteina VP1 en el
residuo numero 387 (dentro del lazo 4 del subdominio P2), donde una asparagina es
sustituida por un residuo de acido aspartico. Basandose en la secuencia de este aislado
mutante silvestre se generaron dos mutantes puntuales de la secuencia del dominio P de
RHDV-Nav10/11. Uno de ellos contiene la misma mutacion del aislado natural y otro
contiene el residuo sustituido por una alanina y se nombraron como N387D y N387A,

respectivamente (Figura 18B).
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Por otro lado, observando el alineamiento de secuencias de RHDV-Nav10/11, RHDV-
Ast89 y otro aislado natural mutante (RHDV-Ler11/16-1), se comprueba que contiene
varias mutaciones con respecto a la nueva variante a lo largo de la secuencia. Una de las
regiones con cambios importantes se encuentra dentro del lazo 5 y coincide con residuos
distintos también en RHDV-G1. Por tanto, se seleccionaron las posiciones 414 y 415 de
la proteina VVP1 para realizar un mutante en la secuencia del dominio P de RHDV-
Nav10/11 que contiene los residuos correspondientes a RHDV-Ast89 (Figura 18B). El
mutante obtenido se nombré como AT414-15. Hay que indicar que el mutante natural
RHDV-Ler11/16-1 también tiene una mutacion con respecto a RHDV-Nav10/11 en el

lazo 4 (que también presenta cambios en RHDV-Ast89).

A

RHDV-Nav10/11 |GGAGCACCGAGCAACCCTCAAL CTACCACCACCACTTCAGGGGCTCAGATTGTTGCCAAGT
RHDV-Ast89 |GGEGCACCAGGCAACCTCCAGECCACCACCARCACTTCAGGTTCACAGACTGTCGCCAAGT
RHDV-Ler11/16-1 |GGAGCACCGAGARACCCTCAALCTACCACCACCACTTCAGGGGCTCAGATTGTTGCCAAGT

1 ll.:J 0 Lazo 4 1 J.]E- 0 1 'lIT" 0 1 lIE 0 1 llg 0 1 2]0 0

1210 1220 Lazo 5 1230 1240 1250
1 1 1

RHDV-Nav10/11 CQRTCTATGGCGTTGCAACTGGCATARACCAGGECAACAGCC
RHDV-Ast89 cATATATGCCGTGGTAACTGGCACAGCCCARARACCCCEGCC
RHDV-Ler11/16-1 CRTCTATGGCGTTGCARATGGTATAAACCAGACAGCAGCC

B Lazoa 390 100 | g54l0 420
RHDV-Nav10/11 [GAPSNPOJPTTTTSGAQIVAKYIYGVATGINQATARLEV
RHDV-Ast89 |[GAPCGNLPTTNTSGEQTVAKHYIYAVVTGTAQNPALLEV

RHDV-Ler11/16-1 |GAPENPOIPTTTTSGAQIVAKHIYGVANGINOTAALT.FV

c llISO Lazo 4;lI€O lll7[] llISO D LaZOi 390

RHDV-Nav10/11 |GGAGCACCGAGCARCCCTCAMCTACCACCACCACTTCA  RHDV-Nav10/11|GAPSNPOPTTTTS
RHDV-Ast89|GGGEGCACCAGGCAACCTCCAGCCACCACCAACACTTCA RHDV-Ast89|GAPGNLOPTTNTS
RHDV-Ger06/12-2 |GGAGCACCGAGCGACCCTCARCTACCACCACCACTTCA RHDV-Ger06/12-2 [GAPSDEPOPTTTTS

Figura 18. Analisis de secuencias de la proteina VP1 de aislados silvestres y mutantes de
RHDVb. Alineamientos parciales de secuencias de ADN (A) y aminoacidos (B) de la zona
relevante de VP1 en el aislado salvaje RHDV-Ler11/16-1 con respecto a RHDV-Nav10/11
y RHDV-Ast89. Alineamientos parciales de secuencias de ADN (C) y aminoéacidos (D) de
la region relevante de VP1 en el aislado salvaje RHDV-Ger06/12-2 con respecto a RHDV-
Nav10/11y RHDV-Ast89. Los residuos nucleotidicos o aminoacidicos diferentes aparecen
sombreados en naranja. Las posiciones indicadas en gris se refieren a la secuencia de VP1.

Los fragmentos de ADN sinteticos (suministrados por IDT) con los cambios
correspondientes a los mutantes descritos, con un tamario de 954 pb se disefiaron para

poder insertarlos dentro de la secuencia original del dominio P de RHDV-Nav10/11, entre
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el sitio de restriccion Pstl (en posicion 111) y Notl (al final del dominio P). Los
fragmentos se amplificaron por PCR utilizando la polimerasa LATaq para aumentar la
cantidad disponible. Una vez purificados se cortaron con los enzimas de restriccion Pst |
y Not | y se ligaron individualmente al plasmido pMalc2X-DomPN11opt, previamente

digerido con los mismos enzimas de restriccion.

Las secuencias de los mutantes obtenidos se analizaron mediante alineamientos con la
secuencia original del dominio P de RHDV-Nav10/11 (Figura 19A). Por otro lado, se
estudio in silico mediante el programa PyMOL la posicion donde se encontraban las
mutaciones dentro del dominio P para comprobar si se localizaban en la region de
interaccion entre el monoclonal 2D9 y su epitopo (Figuras 19B y 19C). EI modelo
tridimensional de la interaccion entre un mondémero de dominio P y el monoclonal 2D9
se muestra en la Figura 19B, donde puede observarse que aparentemente los aminoécidos
mutados en los mutantes N387A y N387D o AT414-415, no tienen un contacto directo
con el paratopo del monoclonal 2D9. Sin embargo, en el modelo de interaccion del dimero
del dominio P con el anticuerpo (Figura 19C), los residuos en posicion 387 siguen
quedando lejos de la region de interaccion, pero los aminoécidos en posiciones 414 y 415

se encuentran cerca del paratopo de 2D9.

Los dominios P mutantes se clonaron dentro del vector de expresion pMal-c2X
modificado, y se expresan con una cola de histidinas afiadida en el extremo amino y la
proteina MBP en el extremo carboxilo. Una vez purificados se estudié la interaccién de
estos dominios mutantes con el anticuerpo 2D9, mediante Dot blot empleando como
controles positivos VLPs y dominio P de RHDV-Nav10/11 (Figura 20A). Los resultados
indican que 2D9 mantiene la interaccion con los dominios P N387A y AT414-15, pero
parece no ser capaz de unirse al dominio P N387D. Esto indicaria que el cambio puntual
del aminoécido asparagina (en RHDV-Nav10/11) de la posicion 387 por un &cido
aspartico (N387D) afecta a la interaccion de 2D9 y, ademas, este cambio realizado en la
misma posicion, pero por un aminoacido como alanina (N387A), no afecta a la union del

monoclonal al dominio P.
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A 38|O Lazo 4 3910 4[30 Lazo

RHDV-Nav10/11 LGEATGAPSNPOPTTTTSGAQIVAKSIYGVATGINQATA
Dom P N387A LGEATGAPSAPOPTTTTSGAQIVAKYIYGVATGINOQATA
Dom P N387D LGFATGAPSDPOPTTTTSGAQIVAKIIYGVATGINQATA

Dom P AT414-15 LGEATGAPSNPOPTTTTSGAQIVAKIIYGVATGINQNEA

54%0

ul G2 Ul ul

Lazo 1

Lazo 3
Lazo 4
Lazo 5

Lazo 1

Lazo 3
Lazo 4
Lazo 5

Dominios P

Dominios P

Figura 19. Analisis de las secuencias y modelos tridimensionales de los mutantes del
dominio P. A. Alineamiento de la secuencia del dominio P de los distintos mutantes (N387A,
N387D y ATA414-15), respecto a la proteina VP1 de RHDV-Nav10/11. B. Modelos
tridimensional de la interaccién entre un monémero de dominio P y 2D9. C. Modelo
tridimensional de interaccion entre un dimero de dominio P y 2D9. Los circulos negros
indican las posiciones donde se encuentran los residuos mutados de N387A, N387D o

ATA414-15.
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Con el fin de estudiar preliminarmente si las mutaciones afectan a la capacidad del
dominio P para formar dimeros se realizaron electroforesis de estos dominios mutantes,
tanto en condiciones desnaturalizantes como en condiciones nativas. Los resultados
mostrados en la Figura 20B muestran que los tres tipos de dominios P mutantes
mantienen la capacidad de formar dimeros, ya que en todos se observa la banda de
proteina correspondiente al mondmero de la fusion del dominio P (~85 kDa) y una banda
de tamafio superior, al igual que ocurre en las construcciones con los dominios P de
RHDV-Nav10/11 y RHDV- Ast89.

A B
2D9 VP60 M1 2 3 456M7 891011 12
kDa
® VLPsNavi0/11 : 7
® e 250 . Lok Bt
@® DomP Nav10/11 ;
8 9 oA 130 il
® o _
__________ 95 a4 - - <
® O s o=t oo gt
E. coli 70- prrg - "
BSA 5w = v - -

Figura 20. Estudio de interaccion en Dot blot (A) y dimerizacion mediante electroforesis
(B) nativas (7-11) o desnaturalizantes (1-5) de los mutantes puntuales del dominio P.
Dominio P RHDV-Nav10/11 (1y 7), dominio P de RHDV-Ast89 (2 y 8), dominio P N387A
(3y9), dominio P N387D (4 y 10), dominio AT414-15 (5y 11) y BSA (6 y 12). Las puntas
de flecha indican las bandas correspondientes a los dominios P (monémeros y dimeros).

Para comprobar de una forma més cuantitativa los resultados de reactividad de estos
mutantes frente al monoclonal 2D9 se realiz6 un ELISA indirecto, utilizando como
antigenos que tapizan la placa las distintas construcciones mutantes (fusiones con MBP
y cola de histidinas): dominio P N387A, dominio P N387D y dominio P AT414-15. Como
controles positivo y negativo se emplearon las construcciones del dominio P de RHDV
Nav10/11 y de RHDV-Ast89, respectivamente. Los resultados obtenidos se muestran en
la Figura 21, donde se puede observar como la sefial obtenida frente a 2D9 en los tres
mutantes estudiados se reducen significativamente con respecto al dominio P de RHDV-
Nav10/11 y, proporcionalmente igual en las distintas cantidades de antigenos probadas.

El mutante N387D muestra una interaccion similar a la obtenida en el control negativo v,
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por tanto, se encuentra por debajo del punto de corte del ELISA. Esto demuestra, al igual
que los resultados por Dot blot (Figura 20A), que la sustitucion del residuo de asparagina
en posicion 387 por un aspartato provoca que el monoclonal pierda la capacidad de unién
al dominio P. Aunque los tres mutantes ven afectadas la interaccion con 2D9, es con el
mutante N387A donde se reduce en menor proporcién la capacidad de interaccion de
2D9. La mutacion de los residuos de la posicion 414 y 415 (mutante AT414-15) también
afecta a la union de 2D9 con su epitopo como muestran los resultados, reduciéndose la

sefial mas que en el caso del mutante N387A.

Cuando los resultados de densidad dptica se normalizaron segun Sanchez et al., 2002,
se obtuvieron los porcentajes de densidad Optica relativos con respecto al control de
dominio P RHDV-Nav10/11 de cada uno de los mutantes analizados. Los resultados
obtenidos y los valores p del andlisis estadistico, se muestran en la Tabla 15, donde puede
observarse con un p valor menor o igual a 0,001 que, en todos los casos, la disminucion
de la sefial de interaccion de 2D9 con cada uno de los mutantes y cantidades probadas es
significativa con respecto al control positivo del dominio P original. Ademas, se
demuestra, al igual que en las Figuras 20 y 21, la interaccion del anticuerpo 2D9 con el

mutante N387D se reduce de forma muy intensa y queda en valores cercanos a 0 o incluso

menaores.
2,5
Y RHDV-Nav10/11
.1 3 EIN387A
£ ? Q [EIN387D
2 % [E]AT414-15
g 15 1 %E EZJRHDV-Ast89
g NE
S 1+t NE
o) NE
g NE
205 1 NE
gyl 1T
0 ... l.ﬂ.-_':&%l ...... Eaﬁ&?
25 12,5

Cantidad antigeno (ng/pocillo)

Figura 21. Andlisis de interaccion mediante ELISA indirecto de los mutantes
puntuales del dominio P con 2D9. Se representan la media y desviacion estandar de
la densidad Optica obtenida de cada mutante analizado por triplicado. La linea de
puntos muestra el valor de punto de corte del ELISA.
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Tabla 15. Interaccion del anticuerpo 2D9 con los mutantes puntuales de dominio P
expresada en porcentajes de densidad Optica relativa con respecto al control positivo en
ensayos de ELISA.

Mutante de Cantidad de fusion de dominio P (ng/pocillo)
dominio P 100 50 25 12,5

N387A 64,31+2,79° 62,68+1,95 23,51+0,87 9,35+1,08
N387D 0,06+0,13 0,24+0,08 -0,03+0,06 -0,39+0,21

AT414-15 36,24+3,61 40,53+3,51 14,03+2,36 5,08+0,12

Resultados se muestran en forma de media+SD. Los valores p obtenidos en la comparacion de
los %DO relativa frente al control positivo (dominio P de RHDV-Nav10/11) son en todos los
casos p<0,001, salvo: 2p=0,001.

Cuando se realizé la comparacién de los porcentajes de DO relativa mostrados en la
Tabla 15, mediante un test post hoc de Dunn para observar diferencias significativas entre
los distintos mutantes puntuales, se obtuvo que las diferencias entre los mutantes N387A
y N387D eran significativas a las cantidades de 100 y 25 ng/pocillo con p=0,026 y

p=0,042, respectivamente.

4.2.4. Estudio de la reactividad con 2D9 de mutantes de lazos del dominio P de
RHDV-Nav10/11

Para intentar mapear las regiones del dominio P que interaccionan con el monoclonal
2D9, se realizaron distintos mutantes partiendo de la secuencia original optimizada del
dominio P de RHDV-Nav10/11. Las mutaciones consistieron en sustituir las secuencias
de cada uno de los lazos (L1 al L5) del subdominio P2 de Nav10/11 por las del aislado
de RHDV-Ast89 clasico que no reacciona con 2D9. Las secuencias de cada lazo se
mutaron de forma individual y también haciendo distintas combinaciones, cambiando
varios lazos a la vez, que se esperaba afectasen a la interaccion con 2D9. Se realizaron el
minimo namero de cambios en la secuencia de ADN del dominio P de RHDV-Nav10/11
para modificar los codones que codifican cada aminoacido mutado. Las secuencias del
dominio P obtenidas de los mutantes realizados se alinearon con las de RHDV-Nav10/11
y RHDV-Ast89, tanto de ADN (Figura S1, en Anexo) como de proteina (Figura S2, en
Anexo), para comprobar que el resto del dominio conservaba la secuencia de RHDV-
Nav10/11.
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Los residuos aminoacidos sustituidos en cada lazo y sus posiciones dentro de VP1 se
especifican en los alineamientos de la Figura 22. En la misma figura se muestran los
modelos tridimensionales obtenidos con el programa PyMOL utilizando su herramienta
de mutagénesis para modificar residuos aminoacidicos sobre la secuencia de RHDV-
Nav10/11. Como puede observarse, en el lazo 1 (Ser301-Phe315, en color rojo), se
sustituyen un total de 7 residuos aminoacidicos. En el lazo 2 (Asn319-Ala352, en
amarillo), se cambian 8 aminoécidos. Un total de 3 residuos son los que se sustituyen en
el caso del mutante del lazo 3 (Trp361-Ala375, en violeta). En el caso del lazo 4 (Thr382-
GIn389, en color naranja) se introdujeron sélo dos cambios en la secuencia. El lazo 5
(11e404-Ala416) contiene un total de 6 sustituciones. En consecuencia, los mutantes de
dominio P que contienen varios lazos sustituidos contendran la suma de los cambios de
cada lazo. El mutante L1L4 tiene un total de 9 residuos sustituidos, en el caso de L4L5
seran 8 los aminoacidos cambiados y en el triple mutante L1L4L5 hay 15 residuos que

difieren con respecto al dominio P de RHDV-Nav10/11.

Una vez realizadas las mutaciones sobre la secuencia del dominio P de RHDV-
Nav10/11 optimizado para su expresion en E. coli, se clonaron en el vector pMal-c2X
modificado, donde se expresaron en forma de fusion con la proteina MBP y una cola de
6 histidinas (His tag, o 6xHis). Las proteinas de fusion de los distintos dominios de
RHDV-Nav10/11, RHDV-Ast89 y las versiones mutantes se expresaron en la cepa BL21
de E. coli y, tras su induccion con IPTG, se purificaron. Finalmente, se analizaron
mediante electroforesis en SDS-PAGE vy tras la tincion con Coomassie del gel, se

cuantificaron mediante el analisis de imagen en el software Image Studio.

Para comprobar si estos dominios P mutantes mantenian la capacidad de formar
dimeros se analizaron en condiciones nativas mediante electroforesis (Figura 23A) y
Western blot empleando un anticuerpo anti-His tag (Figura 23B). En los resultados de la
electroforesis puede observarse como, en todos los casos, aparece una banda de
aproximadamente 85 kDa, correspondiente al mondémero del dominio P fusionado con
MBP vy cola de histidinas, y una banda de tamafio superior (cabezas de flechas). Ademas,
en el analisis por Western blot se comprueba que esas dos bandas contienen la fusion,

puesto que son detectadas con el anticuerpo frente a cola de histidinas.
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Lazo1 308 318 318 3281 450 2 338 348
299 R NASYPGSéSSNVLE: Y;AfVPI-NaVIO/ll 316 WYASAGSAADNPISQIAPDGFPDMSFVPFSGTTVPTAGWY VP1-Nav10/11
71RASASYPGNNATNVLOHYA L 1Ast89-Nav10/11 88 WYANAGSAIDNPISQVAPDGFPDMSFVPFNGPGIPAAGHVL.2Ast89-Nav10/11
299 RASASYPGNNATNVLQEAYAl VP1-Ast89 316 WYANAGSAIDNPISQVAPDGFPDMSFVPENGPGIPAAGWV VP1-Ast89

Phe3 15|30/
b—d

Lazo 3 3?8 3?8 Lazo 4 388
361 [iNSSNGAPEVTTVOAVELG VP1-Nav10/11 382 [TGAPSNPOPTT VP1-Nav10/11
133 [WNSNSGAPNVTTVQANELG L3 Ast89-Nav10/11 154 |TGAPGNLOPTT L4Ast89-Nav10/11
361 [INSNSGAPNVTTVOAVELG VP1-Ast89 382 [TGAPGNLOPTT VP1-Ast89

408 [ az0 5 418

403 JTYGVATGINGATARLE VP1-Nav10/11
175 SLYAVVTGTAONPAGLF L5Ast89-Nav10/11
403 SLYAVVTGTAONPAGLE VP1-Ast89

Figura 22. Localizacion mediante alineamientos y
modelos tridimensionales de los residuos sustituidos en
los mutantes de lazo del dominio P de RHDV-Nav10/11.
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Figura 23. Estudio de dimerizacién de los mutantes de lazo del dominio P de RHDV-
Nav10/11. A. Electroforesis en condiciones nativas. B. Analisis en condiciones
nativas por Western blot utilizando el anticuerpo primario anti-His tag. Dominios P
mutantes de L1 (1), L2 (2), L3 (3), L4 (4), L5 (5), L1L4 (8), L4L5 (9) y L1LALS5 (10).
Dominios P de RHDV-Nav10/11 (6) y RHDV-Ast89 (7). Las puntas de flecha
indican las bandas correspondientes a los dominios P (monémeros y dimeros).

Para analizar la reaccion de los distintos dominios mutantes con el monoclonal 2D9 se
realiz6 un ELISA indirecto tapizando la placa con las distintas construcciones de
dominios P fusionados con MBP y cola de histidinas, en distintas cantidades. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 24. Como control positivo se incluy6 en
cada placa de ELISA la construccién original del dominio P de RHDV-Nav10/11, y se

utiliz6 el dominio P de RHDV-Ast89 como control negativo.

En la Figura 24 puede observarse como en todos los dominios P de Nav10/11 en los
que se ha sustituido uno o varios lazos por sus equivalentes en Ast89 se reduce la
capacidad de interaccion con 2D9. En algunos casos, como el mutante del lazo 5 (L5), el
doble mutante (L4L5) y el triple mutante (L1L4L5), a todas las cantidades probadas, los
valores obtenidos de sefial frente a 2D9 son similares al punto de corte de la técnica y al
control negativo con dominio P de Ast89. Por lo que se deduce que el cambio realizado,
especialmente, del lazo 5 provoca una drastica pérdida de interaccion con 2D9.
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Figura 24. Anélisis mediante ELISA de la interaccion entre 2D9 y los mutantes de lazo del
dominio P de RHDV-Nav10/11. Se representan la media y desviacion estandar de la densidad
Optica obtenida con cada mutante analizado por triplicado. La linea de puntos muestra el valor
de punto de corte del ELISA.

Los resultados de densidad dptica obtenidos se normalizaron y corrigieron segun
Sanchez et al., 2002, y se obtuvieron los porcentajes de densidad dptica relativa con
respecto al control de dominio P RHDV-Nav10/11 (Tabla 16). En el analisis puede que,
en todos los casos, la disminucion de la sefial con respecto al control positivo es
significativa con un p valor <0,05.

Posteriormente, se realiz6 un analisis estadistico para determinar si existian diferencias
significativas en el porcentaje en que se reduce la sefial de 2D9 entre los distintos
mutantes del dominio P. Con respecto a los mutantes simples, donde las mutaciones solo
se realizaron sobre un lazo del dominio P, se observaron diferencias significativas entre
el mutante L1 y L5 para todas las cantidades de antigeno, 12,5 ng/pocillo (p=0,02), 25,
50 0 100 ng/pocillo (p=0,0087). Con respecto a los dobles mutantes, L1L4 y LALS5, y el
triple mutante L1L4L5, aplicando un test post hoc de Dunn no se obtuvieron diferencias
significativas entre ellos. Cabe puntualizar que, puesto que estos analisis se aplicaron a

datos obtenidos en ensayos ELISAs realizados de forma independiente, no puede hacerse
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una correcta comparacion estadistica entre los mutantes simples y los mutantes dobles y
triple. A pesar de ello, se puede observar en la Tabla 16 que los dobles y triple mutantes
de lazo reducen la sefial frente a 2D9 mas intensamente que algunos de los mutantes de
un solo lazo. La acumulacion de mutaciones en los dominios P con varios lazos mutantes
parece incrementar la pérdida de union del anticuerpo 2D9 cuando se compara con los
mutantes del dominio con un solo lazo mutado. Ademas, esta reduccion es mas dréstica
si uno de los lazos sustituidos es el lazo 5, como ocurre en el doble mutante LAL5 y el
triple mutante L1L4L5.

Tabla 16. Anélisis ELISA de la interaccion del anticuerpo 2D9 con los mutantes de lazo del
dominio P expresada en porcentajes de densidad dptica relativa con respecto al control positivo.

Mutante de Cantidad de fusion de dominio P (ng/pocillo)
dominio P 100 50 25 12,5
L1 57,88+2,84 60,41+6,84 48,19+15,46° 28,28+6,77%
L2 37,99+1,73 41,94+1,59 17,22+0,83 5,47+0,53
L3 43,11+4,23 46,48+3,52 28,77+3,45 12,16+1,66
L4 37,63+1,66 37,34+2,50 26,29+6,00? 12,66+1,40
L5 2,11+0,08 1,76+0,36 0,16+0,07 -1,02+0,09
L1L4 8,83+1,23 9,57+0,38 6,29+1,76 2,23+0,01°
L4L5 0,06+0,04 -0,08+0,01 -0,3440,06 -0,57+0,03
L1L4L5 2,68+0,17 2,49+0,10 -0,13+0,20 -0,44+0,13

Los p valores obtenidos en la comparacion de los %DO relativa frente al control positivo
(dominio P de RHDV-Nav10/11) son todos de p<0,001, salvo: 2p=0,001; *p=0,012; ¢ p=0,014.

De forma complementaria al estudio de la interaccion del anticuerpo monoclonal 2D9
con estos dominios P mutantes, se esperaba realizar un ensayo de la capacidad de
hemaglutinacion de glébulos rojos de estos dominios mutantes considerando las
diferencias hemaglutinantes presentes entre los aislados RHDV-Ast89 y RHDV-
Nav10/11 (Dalton et al., 2012). Ademas, otros trabajos previos habian demostrado que el
dominio P es la region de la proteina VP1 que contiene los sitios de union a HBGAs
(Leuthold et al., 2015). Esto planteaba la posibilidad de determinar si los lazos que se
habian sustituido en los mutantes generados contenian esas regiones de union a HBGAs.
Sin embargo, en las pruebas de hemaglutinacion realizadas con las fusiones de dominios
P originales de los aislados RHDV-Nav10/11 y RHDV-Ast89 se comprobd que no son

capaces de hemaglutinar (datos no mostrados), a diferencia de las VLPs de los mismos
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aislados. Dados estos resultados no fue posible continuar con la determinacion de posibles

sitios de union del dominio P del virus a los HBGAs.

4.2.5. Desarrollo de nuevas herramientas diagnosticas para la deteccion de
RHDVb

La nueva variante del virus RHDV se ha expandido por la peninsula Ibérica, donde ya
no se aislan brotes de RHDV clasico (Calvete et al., 2014; Lopes et al., 2015a). Ademas,
recientemente se han descrito brotes de virus recombinantes cuyos genomas contienen la
secuencia de VP1 de RHDVb a continuacion de las secuencias no estructurales de
genomas de RHDV-G1 o virus no patogénicos (G1/RHDVb o np/RHDVD) (Lopes et al.,
2015b). Por esto ha surgido la necesidad de disponer de herramientas diagnosticas que
permitan la deteccion de RHDVb especificamente y ayuden al seguimiento y control de
la enfermedad.

Como se ha mostrado en el apartado anterior, se obtuvieron anticuerpos monoclonales
frente a distintos tipos de VLPs que muestran diferentes especificidades con respecto al
tipo de RHDV que se considere. Concretamente, centramos el trabajo sobre dos
anticuerpos monoclonales que pueden tener aplicaciones diagndésticas importantes: 3A10
que mostro reaccion frente a virus clasico y nueva variante, y 2D9 que reacciono frente a
un epitopo conformacional especifico de RHDVb. Ademas, se disponia de un anticuerpo
policlonal de cabra producido frente a VLPs de RHDVb y que interaccionaba frente a
VLPs tanto de RHDVb como de RHDV-G1.

En el presente trabajo se ha colaborado para el desarrollo de una herramienta rapida
de diagnéstico diferencial para la nueva variante del virus RHDV, basado una tira
inmunocromatogréafica de flujo lateral (Dalton et al., 2017). Este ensayo requiere la
inmovilizacion del anticuerpo 3A10 en una region de una membrana porosa (zona R,
Figura 25). Las muestras analizadas que pueden ser VLPs, exudados de la cavidad
abdominal de conejos u homogeneizados al 10 % de higado, se afiaden a una solucién
coloidal que contiene, marcado con particulas de latex, el anticuerpo 2D9. Esta solucién
coloidal también contiene una molécula marcadora que al ser detectada en la zona control
(zona C), indica el correcto funcionamiento del ensayo. La mezcla de la muestra, aplicada
sobre la zona M, se absorbe y fluye a lo largo de la membrana por accién de la capilaridad.

La concentracion de las moléculas marcadoras puede visualizarse a simple vista con
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lineas de color rojo (R) y/o verde (C), determinando el resultado del ensayo. Atendiendo
a los resultados obtenidos mediante este ensayo, permitio la deteccion especifica de
muestras de VLPs de RHDVb purificadas, a diferencia de las pruebas con VLPs de
RHDV-G1 que no fueron detectadas. El andlisis de distintas cantidades de VLPs de
RHDVb purificadas mostrd6 que el limite de deteccion de este ensayo de
inmunocromatografia lateral es de 7,8 ng/mL (datos no mostrados). A modo de ejemplo,
en la Figura 25 se muestran los resultados obtenidos del andlisis por separado de
homogeneizados de higado de conejos infectados con el aislado RHDV-Ast89 0 RHDV-
Nav10/11. Como puede observarse, estos resultados indican la deteccidn especifica de
viriones de RHDV-Nav10/11 y la falta de deteccion de RHDV-Ast89.

Figura 25. Analisis de la presencia de viriones de RHDV-Ast89
(RHDV-G1) y RHDV-Nav10/11 (RHDVb) usando un dispositivo de
inmunocromatografia lateral. (M) Muestra; (C) Control; (R) Resultado.
La presencia de la banda R indica la deteccién de RHDVb en la
muestra.

Para evaluar el rendimiento del ensayo, se analizaron un total de 91 muestras de higado
de conejos (Tabla 17). Previamente, para las mismas muestras, se determiné la presencia
de RHDV o RHDVb mediante las técnicas standard de ELISA (INGEZIM RHDV DAS
kit, INGENASA) y de RT-PCR (Dalton et al., 2014) para la deteccion de antigeno o
copias de ARN virales, respectivamente. En las 91 muestras, se determiné la presencia
de RHDVb (67 muestras), de RHDV-G1 (8 muestras) o de RHDVa (2 muestras), y 14 de
las muestras fueron negativas para RHDV (Tabla 17). El analisis mediante las tiras de
inmunocromatografia lateral especifica frente a RHDVb, mostro resultados positivos
(banda de color rojo en zona R) en las 67 muestras que contenian RHDVb. Las 24
muestras restantes (negativas o, con RHDV-G1 o RHDVa), dieron como resultado la
banda verde del control positivo (zona C), demostrando la presencia de la muestra y el

correcto funcionamiento del ensayo, pero la ausencia de la banda roja en la zona R indicé
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el resultado negativo para RHDVb. Los datos obtenidos indican la sensibilidad del 100
% y la especificidad del 100 % frente a RHDVb de esta herramienta diagnostica. Los
valores predictivos positivo y negativo fueron, ambos casos, del 100 %. El valor kappa

obtenido de 1 indica una buena concordancia en los resultados.

Tabla 17. Muestras positivas y negativas analizadas mediante
(RT-PCR y ELISA) o inmunocromatografia lateral.

RT-PCRy ELISA

+ -

]+ 67 0
Inmunocromatografia

RHDVb - 0 24

Como se ha demostrado, se trata de una herramienta de aplicacion rapida para la
deteccion de brotes de RHDVb directamente en el campo o granja, ayudando a tomar lo
antes posible las decisiones necesarias para controlar la transmisién de la enfermedad.
Sin embargo, este diagnostico no permite la cuantificacion de la cantidad de antigeno
viral presente en la muestra, o el analisis conjunto de grandes nimeros de muestras. Por
eso, en este trabajo también se planted el disefio de un ELISA para la deteccion diferencial
de antigeno de RHDVb.

El presente trabajo contribuyd, en colaboracion con el SERIDA, al desarrollo de un
ELISA tipo sandwich especifico frente a RHDVb. Para ello se plantearon diferentes
aproximaciones segun la combinacion de los distintos anticuerpos de los que se disponia,
mostradas en la Tabla 18. Ademas, se determinaron las concentraciones dptimas de
anticuerpos monoclonales o policlonales, extracto de higado y conjugado para la
deteccion de lgGs. Un total de 88 muestras de higado de conejo empleadas fueron
previamente clasificadas en 5 grupos (Tabla 19) mediante secuenciacién de fragmentos
amplificados por RT-PCR de dos regiones del genoma que corresponden a la region de

VP1y alaregion de la polimerasa (Dalton et al., 2018a; Dalton et al., 2014).

En el estudio de discriminacion de muestras positivas y negativas, se observé que los
ELISAs donde el anticuerpo policlonal de cabra frente a VLPs de RHDVb se encuentra
tapizando la placa (ELISA 1y ELISA 2, Tabla 18), no permiten diferenciar entre las
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muestras de referencia positivas y negativas. Por tanto, se descartaron estos dos modelos

de ELISA para los siguientes pasos de validacion.

Tabla 18. Resumen del disefio de los ELISAS tipo sandwich.

[0}
N Anticuerpo de captura Incubacion 1 Incubacién 2 Incubacién 3
ELISA
Policlonal de cabra . . )
ELISA 1 anti-RHDVb Extracto de higado Monoclonal 2D9 Anti-1gG raton-HRP
Policlonal de cabra . . )
ELISA 2 anti-RHDVb Extracto de higado ~ Monoclonal 3A10 Anti-1gG raton-HRP

Policlonal de cabra
anti-RHDVb
Policlonal de cabra
anti-RHDVb

ELISA 3 Monoclonal 3A10  Extracto de higado Proteina G-HRP

ELISA 4 Monoclonal 2D9 Extracto de higado Proteina G-HRP

En el caso de los métodos donde se utiliz6 uno de los monoclonales, 3A10 (ELISA 3)
0 2D9 (ELISA 4) para la captura del antigeno, y el anticuerpo policlonal de cabra para la
deteccidn de particulas virales, fue posible discriminar entre las muestras positivas y
negativas probadas. Sin embargo, el ELISA 3, basado en el anticuerpo monoclonal 3A10,
para capturar el antigeno, no mostr6 capacidad de diferenciar entre diferentes tipos de
muestras de RHDV, puesto que los valores medios de porcentaje de densidad Optica
relativa obtenidos en los grupos RHDVb, RHDVbrec, RHDVa y RHDV-G1 se
encontraron por encima del valor de punto de corte (Tabla 19). Con respecto al ELISA
basado en el anticuerpo de captura 2D9 (ELISA 4), se detectaron como positivas todas
las muestras de higado clasificadas en los grupos RHDVb y RHDVbrec (Tabla 19), de
lo que se deduce que el grado de sensibilidad de este ELISA es del 100 %. El total de las
28 muestras clasificadas dentro de los grupos no infectados o RHDV-G1, y 7 de las 8
muestras incluidas en el grupo RHDVa mostraron resultados negativos. Estos resultados
indican que la especificidad de este ELISA es del 97,22 % (35 de las 36 muestras no
pertenecientes a RHDVb fueron negativas). La media del porcentaje de densidad optica
relativa de los grupos RHDV-G1, RHDVa y no infectados fue significativamente menor
que la del grupo RHDVb, en todos los casos, con un p-valor <0,0001, mientras que no
hubo diferencias significativas entre los grupos RHDVb y RHDVbrec (p=0,998). El valor
diagnostico del ELISA fue de 0,98 y los valores predictivos positivo o negativo fueron

de 98,1 % y 100,1 %, respectivamente.
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Tabla 19. Anélisis ELISA de extractos de higado de conejo infectados y no infectados
con distintos tipos de RHDV, utilizando placas tapizadas con los anticuerpos 3A10 o 2D9.

3A10 (ELISA 3) 2D9 (ELISA 4)
Grupo N  MediatxSD Rango Media+SD Rango
RHDVb 40 97,80+21,20 40,00-147,80 98,34+39,82  25,3-180,9
RHDVbrec 12 119,70+54,52 0,00-172,80 95,60+26,06 23,10-120,80

RHDV G1 11 74,91+20,17  41,20-100,2 2,63+2,13 0,3-6,4
RHDVa 8  34,56+33,87 1,3-86,5 3,02+4,50 0,0-13
No infectados 17  5,42+6,62 0-22,8 2,91+1,97 0,20-7,00

Los datos corresponden a las medias del porcentaje de densidad dptica relativa + desviacion
estandar; N, nimero de animales. Los valores del punto de corte calculados fueron: 25 %
DO relativa para el ELISA 3 (3A10) y 9 % DO relativa para el ELISA 4 (2D9).

4.3. DISENO Y PRODUCCION DE CANDIDATOS VACUNALES FRENTE A
LA NUEVA VARIANTE DE RHDV

Con objeto de buscar candidatos vacunales efectivos frente al RHDVD en esta tesis se
siguieron distintas lineas de actuacion empleando antigenos con distinto nivel de
complejidad estructural, desde péptidos sintéticos hasta VLPs, y empleando distintos
sistemas de expresion (bacterias o células de insecto) y rutas de administracion (oral o

parenteral) como se describe, en mas detalle, a continuacion.
4.3.1. Péptido sintético basado en el lazo 1 del dominio P de RHDV-Nav10/11

En estudios realizados previamente por otros autores se habia demostrado que péptidos
sintéticos basados en regiones antigénicas de la capsida viral pueden ser suficientemente
inmunogénicos para inducir una respuesta protectora frente al virus. Mas concretamente,
Wang y colaboradores (2013), mostraron que la vacunacion con un péptido sintético
basado en la secuencia del lazo 1 del subdominio P2 de un aislado de RHDVa es capaz
de proteger frente a la infeccion por RHDV. Para investigar si en el caso de la nueva
variante el lazo 1 de RHDV-Nav10/11 es antigénico y puede inducir una respuesta
inmune efectiva en conejos, se conjugo el péptido NL15 (ver Tabla 13) con la proteina

KLH para obtener KLH-NL15 que se utilizé posteriormente en un ensayo de vacunacion.

La sintesis del péptido y la conjugacion con la proteina KLH fue realizada por la
empresa Abyntek. La pureza y masa molecular del péptido conjugado se comprobo
mediante técnicas de espectrometria de masas y cromatografia liquida de alta eficacia. El
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liofilizado del peptido conjugado se reconstituyd directamente en PBS a pH 7,5 y se

utilizo en el ensayo de vacunacion en gazapos.
4.3.2. Lactobacilos recombinantes que expresan dominios P de RHDV

El uso de las bacterias lacticas como agentes profilacticos se ha desarrollado en los
ultimos afios dando resultados muy prometedores (Hoang et al., 2015; Martin et al.,
2011). Ademas, en otros estudios de nuestro laboratorio se habia conseguido generar
lactobacilos recombinantes que expresaban la proteina VP60 de un calicivirus humano
(Martin et al., 2004). Las principales ventajas que presenta esta estrategia de produccion
de antigeno son, una facil administracion por via oral y una posible capacidad de colonizar
el intestino animal permitiendo asi que el antigeno permanezca el tiempo suficiente para
inducir una respuesta inmune efectiva. Por estas razones, hemos planteado en el presente
trabajo la obtencidn de lactobacilos recombinantes que expresan, con distinta localizacién
celular, el dominio P de un aislado clasico (RHDV-Ast89) o de la nueva variante (RHDV-
Nav10/11).

Los casetes de expresion con distintas construcciones de dominios P, para la expresion
en forma anclada a la pared o secretada, se produjeron para ser posteriormente clonadas
en el vector integrativo derivado de pEM76. Las secuencias de los dominios P fueron
amplificadas y subclonadas a partir de los correspondientes plasmidos pMalc2X
modificados donde se encontraban optimizadas para su expresion en E. coli. La
construcciéon de los distintos casetes de expresion se hizo siguiendo la estrategia
desarrollada en Martin et al., 2011. De este modo, para la expresion y secrecion de las
proteinas, se disefiaron diferentes fusiones transcripcionales entre las secuencias de los
dominios P de RHDV-Nav10/11 o RHDV-Ast89 (con o sin cola de histidinas) y distintas
regiones del gen promotor de agregacion (apf) de Lactobacillus crispatus M247. Ademas,
para el caso de expresion del dominio anclado covalentemente a la pared bacteriana la
fusion incluia la secuencia que codifica la region de anclaje a la pared de la proteinasa P
(prtP). Los plasmidos integrativos generados tras la clonacion de las secuencias de
dominios P se muestran en la Figura 26A y 26B, respectivamente. Ademas, puede
observarse que los plasmidos integrativos incluyen los genes necesarios para la

integracion de las construcciones en el genoma de Lactobacillus.
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Figura 26. Esquema de plasmidos integrativos para la generacion de lactobacilos recombinantes.
Se muestran los genes de resistencia a eritromicina (EryR, en color azul) y la region de integracién
A2 (int-attP”). A. Plasmidos integrativos para la expresion de dominios P anclados a la pared:
dominio P de RHDV-Ast89 con cola de histidinas (pIPLA1322) o sin cola de histidinas
(pIPLA1324), y dominio P de RHDV-Nav10/11 (pIPLA1328). B. Plasmidos integrativos para la
expresion de dominios P en forma secretable: dominio P de RHDV-Ast89 (pIPLA1339) y
dominio P de RHDV-Nav10/11 (pIPLA1340).

Los plasmidos integrativos se transformaron mediante electroporacion en L. paracasei
y tras los pasos integracién, depuracion y curacion de los recombinantes, se comprob6
mediante PCR con los cebadores attl y att7 la correcta integracion de las construcciones

en el genoma de la bacteria. Cada uno de los casetes de expresion que daran lugar a las
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distintas variantes del dominio P una vez integrados en el cromosoma de L. paracasei se

muestran en la Figura 27.
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Figura 27. Esquema de los casetes de expresion de los distintos lactobacilos recombinantes.
Se muestra el marco abierto de lectura de las distintas construcciones del dominio P (flechas
blancas). Versiones ancladas covalentemente a la pared bacteriana de los dominios P de
RHDV-Ast89 con cola de histidinas (EM322) (1) y sin ella (EM324) (2) y el dominio P de
RHDV-Nav10/11 (EM328) (3). Formas secretable del dominio P de RHDV-Ast89 (EM339)
(4) y de RHDV-Nav10/11 (EM340) (5). Se representa el péptido sefial de secrecion del gen
apf (apf-sp) y el extremo carboxilo terminal del mismo gen (apf-C ter).

Una vez realizadas las construcciones anteriores, se analizé la expresion y produccion
de los dominios P mediante distintas técnicas. Puesto que esta estrategia se basa en la
expresion constitutiva no inducible de las proteinas, se esperaban bajos niveles de
produccion, por esa razon, se eligié la técnica de citometria de flujo para la deteccién de
lactobacilos que expresan dominios P anclados a la pared celular. El anticuerpo primario
empleado fue el policlonal generado frente a RHDV (Virlab) que seria detectado

mediante un anticuerpo secundario marcado con un fluorocromo.

Los resultados obtenidos por citometria de flujo (Figura 28), muestran como los

perfiles de emision de fluorescencia de los lactobacilos con dominios P anclados a la
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pared (EM322, EM324 y EM328) poseen un leve desplazamiento hacia la derecha, en
comparacion con los lactobacilos wt (BL23) cuyo valor de fluorescencia esté en torno a
10° (se considera que no hay fluorescencia). Las medias logaritmicas observadas para los
recombinantes EM322, EM324 y EM328 se encuentran en 11,1, 11,5 y 10,1, mientras
que para BL23 es de 1,98. Sin embargo, como se observa en las graficas de la Figura 28,
en los tres cultivos de recombinantes aparece una pequefia poblacién de células o restos
celulares que no presentan fluorescencia (se indican rodeadas en naranja).

FL1Log FL1Log
Region | Number | %Gated | %-Mean | Region | Number | %Gated | %-Mean |
ALL 13722 100.00 10.8 ALL 14232 100.00 11.5
C 12640  92.11 11.1 C 12822  90.09 11.5
o
§
1 1bz ([ik
FL1 Log FL1 Log
| Region I Number | %Gated I ¥-Mean I Region | Number I % Gated | %-Mean |
ALL 14529 100,00  9.87 ALL 38246 100,00 1.89
C 13137 90.42 10.1 C 35555  92.96 1.98

Figura 28. Andlisis de la expresion de dominios P por citometria de flujo. Se muestran las
medidas de la intensidad de fluorescencia (FL1) para demostrar la presencia de dominios
P anclados a la pared bacteriana, tras un tratamiento con el antisuero policlonal Virlab.
BL23, lactobacilos silvestres; EM322, lactobacilos que expresan dominios P de RHDV-
Ast89 con Histag; EM324, lactobacilos que expresan dominios P de RHDV-Ast89;
EM328, lactobacilos que expresan dominios P de RHDV-Nav10/11. Los circulos naranja
indican poblaciones o restos celulares que no presentan fluorescencia.
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Para estudiar la expresion de los dominios P en forma secretable, en los lactobacilos
recombinantes EM339 (dominio P RHDV-Ast89) y EM340 (dominio P RHDV-
Nav10/11) se analiz6 el sobrenadante procedente de los cultivos, haciendo previamente
una precipitacion con acido tricloroacético (TCA) con el fin de concentrar las muestras.
Se emplearon distintos volimenes de los precipitados para realizar electroforesis y
analisis Western blot empleando el suero policlonal Virlab. En los estudios realizados no
se consiguid la deteccion de ninguna proteina, por tanto, no puede demostrarse la
presencia de dominios P en el sobrenadante. Esto indica que, 0 no se estan expresando y
liberando correctamente al medio, o bien, estan presentes en una cantidad demasiado

reducida para ser detectable mediante la técnica empleada.

4.3.3. Fusién GST-dominio P de RHDV-Nav10/11

Actualmente, no es posible diferenciar los animales que han sido vacunados de los que
han estado en contacto con el virus silvestre. Por esto, es recomendable desarrollar
vacunas marcadas que, de alguna forma, permitan hacer un diagndstico mas especifico
del origen de anticuerpos frente a RHDV. En este trabajo se ha propuesto el marcaje del
antigeno vacunal con la proteina GST que, mediante una deteccion de anticuerpos frente
a ella, permitiria diferenciar animales vacunados de los que no lo estan. El antigeno
vacunal propuesto como proteina de fusién con GST es el dominio P de RHDV-Nav10/11

optimizado para su expresion en bacterias.

La secuencia del dominio P se obtuvo a partir del plasmido pMalc2X-DomPN11opt.
La subclonacién del dominio al vector receptor (pGex4T1) se realiz6 utilizando los sitios
de restriccion BamHI y Notl que flanquean la secuencia del dominio P. El plasmido
generado pGex4T1+PdomN11opt contiene en la misma pauta de lectura la proteina GST
y el dominio P de RHDV-Nav10/11 optimizado como se muestra en la Figura 29A.
Ademas, este método permite que en la proteina de fusién resultante exista un sitio de
corte para la trombina, facilitando asi la separacion del dominio P de la proteina GST si
fuese necesario. Una vez obtenido el plasmido de expresion y tras comprobar por
secuenciacion que la secuencia del dominio P se habia insertado correctamente, se
transformé en la cepa BL21 de E. coli para su expresion y purificacion. El proceso de
purificacion se realizé por afinidad utilizando la matriz Glutathione Sepharose "'4B. En la
Figura 29B, se han analizado mediante electroforesis (SDS-PAGE) distintas muestras

tomadas a lo largo del proceso de purificacion, observandose la presencia de una banda
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de 61,2 kDa con el tamarfio esperado para la proteina de fusion (GST-P). Posteriormente,
para comprobar la presencia del sitio de corte por trombina se volvié a unir la fusion a la
matriz y se incubo con la proteasa, de modo que, finalmente, se obtuvo el dominio P

aislado, quedando la proteina GST unida a la matriz (Figura 29C).

pGEX5' (869 .. 891)
Trombina
T~

BamHI (930)

pGEX3' (2019 .. 2041)

pgex4T1l+PdomN110pt
5969 bp
B C
M 1 2 3 4 5
kDa \ 2 3 4 5 6 7 8 9  kDagme
95 - 70 p’___
.- : : 55 S i, :
70 «,_’ . e e AP Z
- 34— G e

4358 ; 5 e 1 il [ -
34 * 7 26

Figura 29. Vector de expresion, analisis de la produccion y purificacion de la proteina de
fusion GST-dominio P de RHDV-Nav10/11. A. Esquema del plasmido de expresién de la
fusion GST-P. B. Andlisis electroforético de muestras en distintas etapas del proceso de
purificacion: (1) material no adsorbido a la matriz; (2-4) lavados de la matriz; (5) matriz
antes de la elucién; (6-8) eluidos sucesivos de la proteina de fusion; (9) matriz después de la
elucidn. Las flechas negras indican la posicion de la proteina de fusién con un tamafio de 61
kDa. C. Andlisis electroforético del proceso de digestion de la fusion con trombina: (1)
proteina de fusion unida a la matriz; (2-4) eluidos conteniendo dominio P; (5) matriz tras la
elucidn. La flecha roja indica la banda que corresponde al dominio P (35 kDa) y la flecha
verde corresponde a la proteina GST (26 kDa).
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Para comprobar que el dominio P de RHDV-Nav10/11 generado en forma de fusion
con GST tenia un buen estado de plegamiento y conformacion, se realizé un analisis
mediante Dot blot con el anticuerpo monoclonal 2D9 (Figura 30). Se incluy6 en el
analisis anticuerpo anti-GST como control. Puede observarse, que 2D9 interacciona con
la fusion GST-P, al igual que con el control positivo de VLPs, aunque la sefial frente al
dominio P aislado tras el corte con trombina es débil, lo que podria deberse a la menor
cantidad de proteina que hay en la muestra. El anticuerpo anti-GST, como se esperaba,

interacciona solo con aquellas muestras que contienen GST.

12,345
Lo ! ! Figura 30. Andlisis Dot blot de la
2D9 . i < ': ' ! ’: reactividad con anticuerpos de la fusion
. GST-dominio P. (1) GST-dominio P; (2)
aGST o i i ‘ i i dominio P; (3) GST; (4) VLPs de RHDV-
1 1 1 1

Nav10/11; (5) BSA.

Finalmente, dado que el dominio P fusionado a GST mantenia una conformacion
similar al de los viriones, o al que presenta en las VLPs, se ensay6 la proteina GST-P

como antigeno vacunal, para evaluar si induce proteccion frente a la infeccion por el virus.

4.3.4. Particulas virales similares al virus (VLPs)

La formacion de VLPs a partir de la proteina mayoritaria de la cédpsida de los
calicivirus producida en distintos sistemas de cultivos celulares ya ha sido demostrada en
varios estudios (Marin et al., 1995; Nagesha et al., 1995; Pérez-Filgueira et al., 2007;
Plana-Duran et al., 1996), describiendo la capacidad de la proteina VP1 de RHDV para
autoensamblarse y formar estas particulas similares al virus que no contienen el genoma
viral. Por tanto, esta estrategia puede tener interés a la hora de disefiar una vacuna frente
a RHDV de la nueva variante puesto que el antigeno vacunal seria muy similar al virus y

podria inducir en animales una respuesta inmune especifica frente al virus.

En el presente trabajo se estudio el disefio y la produccién de VLPs del aislado de la
nueva variante (RHDV-Nav10/11) en células de insecto utilizando baculovirus
recombinantes. En cuanto al nivel de complejidad del huésped para la expresion de las

VLPs, se han estudiado dos sistemas de hospedadores. En primer lugar, cultivos celulares
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de distintas lineas de insecto (Sf9 o HF) y, en segundo lugar, utilizando crisalidas (trabajo

realizado en colaboracién con Algenex).

La optimizacion de la secuencia de VP1 de RHDV-Nav10/11 con el software online
GeneArt® Gen Synthesis para su expresion en células de insecto fue realizado en nuestro
laboratorio. Esa secuencia fue cedida a la empresa Algenex que se centrd en la insercion
de la secuencia de VP1 en el casete de expresion TopBac TB3.2 que permite una mayor
viabilidad celular (Gomez-Sebastian et al., 2014) y la produccion y rescate de los
baculovirus recombinantes obtenidos, expresaban la secuencia optimizada de VP1 de
RHDV-Nav10/11, fueron utilizados en nuestro laboratorio o en la empresa colaboradora
ALGENEX para la obtencion de las VLPs. El andlisis de la expresion y rendimientos en
la produccion de VLPs se realizd variando el tipo celular y, con ello, la produccién
intracelular o extracelular de las VLPs (HF o Sf9, respectivamente) y, por otro lado,
utilizando secuencias de VVP1 optimizadas y no optimizadas para la expresion en células
de insecto (Tabla 20). Puede observarse que en las células HF la produccion de VLPs es
1,7 veces mayor que en células Sf9 con la secuencia optimizada de VP1, y unas 23,7
veces utilizando la secuencia no optimizada. Cuando se tiene en cuenta la influencia de
la optimizacion las diferencias son también muy importantes. Concretamente, en las
células HF se obtiene 3,6 veces mas cantidad de VLPs a partir de la secuencia optimizada,
mientras que en células Sf9 la diferencia es ain mayor obteniéndose hasta 50 veces mas

cantidad con la secuencia optimizada de VP1.

Tabla 20. Influencia del uso de distintos sistemas celulares y de la
optimizacién de secuencias del gen VVP1 en la produccion de VVLPs.

Secuencia VP1 Produccion de VLPs

Tipo celular — p V. Navi0/11  (ug/millén de células)

Optimizada 138

HF o
No optimizada 38
Optimizada 80

S19 o
No optimizada 1,6

Las condiciones de cultivo, infeccion y purificacion en los distintos tipos celulares
presentan diferencias y, en ciertos casos, algunas ventajas o desventajas. En el caso de la
purificacion a partir de monocapas de células HF (en frascos T150) la infeccion con

baculovirus se realizé con una m.o.i. de 5y el tiempo de incubacion tras la infeccion fue
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de 3 dias. Sin embargo, en cultivos en suspension de sf9 (matraces Erlenmeyer de 250
mL) la infeccidn se realizé con una m.o.i. de 10. En cuanto al protocolo de purificacion
es donde hay mayores diferencias entre ambos sistemas de produccion. En células HF, la
produccién intracelular requiere la rotura celular y, con ello, facilitando la liberacién de
proteasas que puede afectar a la estabilidad de las VLPs, lo que alarga y dificulta el
proceso de purificacion. Las células Sf9 que secretan las proteinas al medio, permiten la
purificacion a partir del sobrenadante de cultivo que reduce tanto el tiempo de trabajo

como la posibilidad de degradacion de las proteinas.

Una vez purificadas correctamente las VLPs de RHDV-Nav10/11 con la secuencia
optimizada de VP1, se obtuvieron cantidades suficientes para su utilizacion en ensayos
de inmunizacion. Las VLPs purificadas se analizaron en distintas diluciones por SDS-
PAGE y mediante ensayos Western blot utilizando el suero policlonal Virlab (Figura 31).
A la vez también se analizaron diluciones de extractos crudos de crisélidas infectadas con
baculovirus proporcionadas por Algenex, que producen VLPs con la misma secuencia
optimizada de VP1. En el anélisis por electroforesis (SDS-PAGE) se estimo la cantidad
de VP1 presente en los extractos de crisalidas comparandola con la concentracion

conocida previamente de las muestras de VLPs purificadas utilizadas en el mismo gel.
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Figura 31. Anélisis SDS-PAGE de muestras de VLPs purificadas y extractos de crisélidas
gue producen VLPs. A. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de
VLPs purificadas de cultivos de Sf9 o extractos de criséalidas infectadas. VLP purificadas
(1) 0,1 pg; (2) 0,05 ug; (3) 0,025 ug; (4) 0,012 pg. Extractos de crisalidas diluidos que
producen el mismo tipo de VLPs (5) 1/10; (6) 1/20; (7) 1/40; (8) 1/160; (9) 1/80. B. Anélisis
Western blot de las VP1 de RHDV-Nav10/11 utilizando el antisuero policlonal Virlab
(1:5000). Las puntas de flecha indican la posicion de la VVP1.

4.4.ESTUDIOS DE PROTECCION DE DISTINTOS CANDIDATOS
VACUNALES FRENTE A RHDVb

En el presente trabajo se han estudiado distintos candidatos vacunales basados en la
proteina principal de la capsida del virus o bien en regiones parciales de ella. A su vez,
cémo objetivos importantes nos hemos planteado un sistema de administracion oral de la
vacuna (en forma de vacuna oral viva), el disefio de una vacuna marcada y distintas
estrategias de expresién y produccion in vitro de VLPs utilizando baculovirus
recombinantes que eviten las actuales practicas de infeccién experimental de animales

para la obtencidn de las vacunas disponibles frente a RHDV.
4.4.1. Péptido sintético basado en el lazo 1 del dominio P de RHDV-Nav10/11

En el estudio de la eficacia de la vacuna basada en el lazo 1 de la VVP1, se utilizaron un
total de 8 gazapos divididos en dos grupos: un grupo de 6 conejos vacunados con KLH-
NL15 (nombrados desde C113 hasta C118) y un grupo control de 2 animales inmunizados
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con KLH (nombrados como C111 y C112). En la primera inmunizacion se utilizo el
adyuvante completo de Freund y, en las demaés, el adyuvante incompleto de Freund. Se
realizaron un total de 5 inyecciones por via intramuscular, con dosis de 1 mg del antigeno
por animal. Tras la primera inmunizacion, las siguientes se realizaron a los 14, 28, 44 y
61 dias. Previamente a cada inyeccion se extrajo suero de los animales, para hacer un

seguimiento de la produccién de anticuerpos frente a RHDV (Figura 32).
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Figura 32. Esquema del disefio experimental del ensayo de inmunizacién con el péptido
sintético conjugado KLH-NL15.

Las muestras de suero recogidas antes de las 4 primeras inmunizaciones (dias 0, 14,
28 y 44) se analizaron mediante un kit de ELISA comercial que detecta la presencia de
anticuerpos frente a RHDV. Los resultados obtenidos (Tabla 21) y no mostraron la
seroconversion de ninguno de los animales a lo largo de las 3 primeras inmunizaciones.
Aunque parece aumentar la sefial obtenida en algunos casos, como en los sueros de los
conejos C112, C113 y C114 del dia 44 tras la primera inmunizacion, no pueden llegar a
considerarse sueros positivos frente a RHDV, puesto que no alcanzan los valores
descritos por el fabricante del kit de ELISA. Dado que el antigeno presente en el sistema
comercial de ELISA deriva de un RHDV clésico y el antigeno vacunal empleado se basa
en el lazo 1 de RHDVb, cuya secuencia es diferente al de RHDV clasico, centraremos el
analisis de los sueros recogidos en los posteriores muestreos mediante su reaccion con

antigenos mas especificos de RHDVb, o con el propio antigeno vacunal.
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Tabla 21. Anélisis de la presencia de anticuerpos frente a RHDV en sueros de conejos
tratados con KLH o KLH -NL15 empleando un sistema ELISA comercial (INGENASA).

Vacuna Animal dia 0 dia 14 dia 28 dia 44
KLH Ci11 0,076 0,074 0,223 0,189
C112 0,161 0,126 0,186 0,255

C113 0,091 0,089 0,138 0,282

Cl114 0,109 0,184 0,194 0,253

C115 0,175 0,112 0,122 0,132

KLH-NL15 Cli16 0,126 0,175 0,207 0,112
C117 0,080 0,083 0,197 0,176

C118 0,078 0,177 0,153 0,217

* El punto de corte del ELISA determinado por el fabricante del kit es de 0,3.

Los sueros obtenidos el ultimo dia de inmunizacion (sueros 61 dias) se analizaron
mediante Western blot para comprobar la presencia de anticuerpos frente a antigenos de
RHDVDb o del propio péptido vacunal (Figura 33). Ademas, la utilizacion del analisis por
Western blot tiene por objeto investigar si los anticuerpos obtenidos eran especificos, y
no interaccionaban con otras proteinas que no contuviesen el péptido NL15. Los
resultados obtenidos mostraron la presencia de anticuerpos inespecificos en algunos
animales incluido uno de los controles inmunizado sélo con KLH (C111). Se puede
observar en la Figura 33 (imagen C111, calles 2, 3 y 4) que ese animal produce
anticuerpos que interaccionan con la fusion KLH-NL15, KLH y GST-P de RHDV-
Nav10/11, respectivamente, pero no identifica a VLPs de RHDV-Nav10/11 (calle 1).
Como era de esperar todos los animales parecen tener anticuerpos frente a la proteina
KLH que es una potente inductora del sistema inmune. S6lo uno de los conejos
inmunizados con la fusién del péptido sintético, nombrado como C118 (Figura 33),
parece tener anticuerpos que reaccionan con el dominio P de RHDV-Nav10/11, aunque
podria tratarse de anticuerpos inespecificos puesto que también interaccionan con algunas
impurezas de la muestra de GST-P. En el caso del suero del conejo C115 (inmunizado
con KLH-NL15) parece haber una interaccion de los anticuerpos con las VLPs de RHDV-
Nav10/11 y la fusion GST-P, aunque dicha sefial es muy débil y también parece ser

inespecifica.
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Figura 33. Analisis Western blot de la presencia de anticuerpos en sueros de conejos a los
61 dias del primer tratamiento con KLH-NL15 (C113-C118) o KLH (C111y C112). Los
antigenos empleados fueron: (1) VLPs de RHDV-Nav10/11; (2) KLH-NL15; (3) KLH; (4)
péptido NL15; (5) fusion GST-P de RHDV-Nav10/11. Los sueros se utilizaron en una
dilucion 1:50.

Puesto que los resultados obtenidos mediante Western blot con los sueros a los 61 dias
del primer tratamiento no aportaron resultados facilmente interpretables, se decidi6 hacer
un analisis de la presencia de anticuerpos mediante ELISA. Por esta razon, los sueros
obtenidos justo antes de iniciar el reto viral (72 dias tras el primer tratamiento), se
analizaron mediante ELISA empleando como antigenos VLPs de RHDV-Nav10/11,
proteina KLH, péptido NL15 y la fusion KLH-NL15, en cantidades de 100 ng
antigeno/pocillo. En la Figura 34 se muestran los resultados obtenidos donde puede
observarse que no hubo diferencias significativas en los niveles de IgG frente a VLPs,
KLH o KLH-NL15 entre los animales inmunizados con el conjugado KLH-NL15 o s6lo

la proteina KLH (p=0,02). Sin embargo, los niveles de IgG frente al péptido sintético
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NL15 fueron aparentemente mayores en los conejos vacunados con el KLH-NL15
respecto al grupo control inmunizado sélo con KLH (Figura 34). Cuando se compararon,
los niveles de anticuerpos en conjunto de todos los animales frente a los diferentes
antigenos, se observa que los mayores niveles de anticuerpos se obtuvieron frente a la
fusion KLH-NL15. La cantidad fue mucho menor frente a la proteina KLH, aunque
resultaron mayores que los presentes frente al péptido NL15 o VLPs de RHDV-Nav10/11
(Figura 34).
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Figura 34. Anélisis mediante ELISA de la presencia de anticuerpos en sueros de
conejos a los 72 dias después del primer tratamiento con KLH-NL15 o KLH. Se
representan las medias y desviacion estandar de la densidad Optica obtenida en los
sueros de los 4 animales tratados con KLH-NL15 (rayado) y los 2 animales tratados
con KLH (punteado). Los antigenos utilizados fueron: VLPs de RHDV-Nav10/11,
KLH, péptido NL15 o KLH-NL15. La linea de trazos indica el punto de corte de
positividad del ensayo.

Para evaluar la proteccion conferida por el conjugado KLH-NL15 frente a RHDVDb,
11 dias tras la tltima inmunizacion (72 dias tras la primera inmunizacion) se inocularon
todos los animales con RHDV-Gal08/13. El virus se administr6 por via subcutanea con
una dosis por animal de aproximadamente 10 veces la dosis letal 50 (DLsg). Después de
la administracion del virus se comprobd el estado general de los animales. Durante las
primeras 36 horas tras la infeccion se mantuvo el 100 % de supervivencia de todos los
animales (Figura 35). A partir de ese momento la tasa disminuyé hasta el 50 % a las 48
horas post-infeccion (hpi) en ambos grupos, manteniéndose en el control (KLH) hasta las
66 hpi; mientras que en el grupo vacunado con el conjugado KLH-NL15 la tasa de
supervivencia bajo hasta el 25 % a las 54 hpi. A las 72 hpi todos los animales habian

sucumbido a la infeccién con RHDVD.
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Figura 35. Supervivencia de conejos tratados con el péptido conjugado KLH-NL15

frente a la infeccién con RHDVb. (Cuadrados) animales tratados con el conjugado
KLH-NL15; (Cruces) animales tratados con KLH.

4.4.2. Evaluacion de la eficacia de la vacunaciéon oral con lactobacilos

recombinantes

Con el objetivo de comprobar la eficacia de los antigenos vacunales propuestos en
forma de bacterias lacticas, que expresan los dominios P de RHDV anclados a la pared,
se realiz6 un experimento de vacunacion por via oral con los distintos lactobacilos
recombinantes por separado. Ademéas de la produccién de anticuerpos y tasa de
supervivencia frente al virus RHDVD se hizo un seguimiento para determinar la posible

colonizacion del intestino de los conejos por parte de estas bacterias.

El ensayo de vacunacion oral se realiz6 utilizando un total de ocho conejos hembra de
la raza NZW de tres meses de edad y un peso aproximado de 2,7 kilogramos. Como se
muestra en la Figura 36, se establecieron tres grupos de dos animales cada uno, que se
inmunizaron con distintas cepas recombinantes de lactobacilos que expresaban
construcciones de dominios P ancladas a la pared: (grupo 1) EM322, dominio P de
RHDV-Ast89 con cola de histidinas; (grupo 2) EM324, dominio P de RHDV-Ast89;
(grupo 3) EM328, dominio P de RHDV-Nav10/11. Como control se inmunizaron dos

animales con la cepa BL23 no transformada de L. casei.
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La primera administracion (dia 0) se realiz6 por via oral con 4 mL por animal de un
extracto de cultivo de lactobacilo resuspendido en PBS (pH 7,5) y que tenia un titulo
aproximado de 2,5x10° ufc/mL (dosis de 1x10 ° ufc/animal). El segundo tratamiento (dia
25) se realizé con una dosis 8,8 veces mayor de bacterias por animal y la suspension
bacteriana se realizé en leche desnhatada al 10 % dado que, segun otros estudios, los
lactobacilos se conservan mejor y mejoran los resultados de inmunizaciones

(comunicacion personal de M2 Cruz Martin, IPLA).

Para estudiar la colonizacion del intestino de conejo por estas bacterias recombinantes,
se recogieron muestras de heces al dia siguiente de cada vacunacion vy, tras el reto viral,

post-mortem se tomaron secciones de distintas partes del intestino delgado.

Figura 36. Esquema del disefio experimental para el ensayo de vacunacion oral con lactobacilos
recombinantes.

La produccion de anticuerpos frente a RHDV se analiz6 mediante ELISA enfrentando
a VLPs de RHDV-Nav10/11 (Figura 37A) o RHDV-Ast89 (Figura 37B) con los sueros
recogidos a los 25 dias tras la primera inmunizacién (25 dpi) y a los 39 dias después de
la segunda, equivalentes a 64 dias después de la primera inmunizacion (64 dpi). Los
valores de densidad dptica frente a VLPs de RHDV-Nav10/11 (Figura 37A) solo superan
el punto de corte del ELISA en los animales del grupo 3 (EM328, lactobacilos con
dominio P-Nav10/11) a los 25 dpi. Ademas, ese valor es significativamente superior a los
obtenidos con los sueros de 25 dpi de los grupos control (p=0,002), grupo 1 (p=0,002) y
grupo 2 (p=0,031), segun el test de Tukey. En el caso de los sueros obtenidos a los 64 dpi
las densidades dpticas obtenidas frente a VLPs de RHDV-Nav10/11, no muestran
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diferencias significativas entre los distintos grupos de conejos, segun el test Kruskal-
Wallis (p=0,265). Ademas, en ningin grupo se supera el punto de corte de la técnica,
indicando que no se han producido anticuerpos frente a la nueva variante en los conejos

tratados oralmente con los lactobacilos recombinantes.

En cuanto a la presencia de anticuerpos frente a VLPs de RHDV-Ast89 (Figura 37B),
en todos los grupos y tiempos de muestreo los valores superan el punto de corte del
ELISA. Curiosamente, en el grupo control (tratados con lactobacilos no recombinantes),
la densidad dptica parece aumentar en los sueros 64 dpi, sin embargo, las diferencias no
son significativas con respecto a los sueros de los 25 dpi. En el grupo de conejos tratados
con lactobacilos EM322 (PdomAst89-Histag) (grupo 1) se mantienen iguales los valores

obtenidos en los sueros de 25 dpi y 64 dpi, siendo similares a los del grupo control. Los

A 0,12

0,08

0,04

Densidad o6ptica (450 nm)

0,00

Control Grupo 1

B 0,20
0,16
0,12
0,08

0,04

Densidad 6ptica (450 nm)

Control Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Figura 37. Anélisis ELISA de la presencia de anticuerpos frente a distintos tipos
de RHDV en sueros de conejos tratados oralmente con lactobacilos recombinantes.
A. Media y desviacion estandar obtenidas frente a VLPs de RHDV-Nav10/11. B.
Media y desviacion estandar obtenidas frente a VLPs de RHDV-Ast89. Los sueros
analizados se tomaron a los 25 (rayas) y 64 (puntos) dias tras la primera
administracion. Letras distintas indican diferencias significativas entre los valores.
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sueros de los animales pertenecientes al grupo 2 (EM324, PdomAst89) muestran un
aumento de la densidad Optica a los 64 dpi con respecto a los 25 dpi. Los sueros del grupo
3 (EM328, PdomNav10/11) muestran valores similares a los 25 dpi y 64 dpi. Con respecto
a los analisis estadisticos, segun el test de Tukey, comparando los resultados a 25 dpi
(barras rayadas, Figura 37B) entre los distintos grupos, se observa que el valor de
densidad Optica del grupo 3 es significativamente superior a los del resto de grupos con
p<0,001. Para la densidad Optica obtenida en los sueros de 64 dpi (barras punteadas) el
test de Tukey indica que los valores de los grupos 2 y 3 son significativamente superiores

al del grupo 1 con p=0.005 y p=0.034, respectivamente.

Posteriormente, para comprobar si en funcién del antigeno vacunal que expresaba el
lactobacilo habia diferencias en la produccion de anticuerpos frente a los dos tipos de
VLPs, se tomaron para cada grupo los resultados conjuntos obtenidos de los dos tiempos
de muestreo (25 y 64 dpi) en el ELISA con VLPs de RHDV-Nav10/11 y se compararon
con los del ELISA con VLPs de RHDV-Ast89. De este modo los resultados de las medias
y las desviaciones estandar obtenidas (Tabla 22) permiten observar que los valores
obtenidos en todos los grupos utilizando un ELISA frente a VLPs de RHDV-Ast89 son
significativamente superiores a los obtenidos en un ELISA frente a VLPs de RHDV-
Nav10/11.

Tabla 22. Andlisis de la produccién de anticuerpos frente a distintos RHDV en
suero tras la administracion oral de lactobacilos recombinantes.

VLPs RHDV-Nav10/11  VLPs RHDV-Ast89 P-valor

Control 0,060+0,003 0,086+0,005 0,006
Grupo 1 0,060+0,004 0,079+0,006 0,011
Grupo 2 0,065+0,007 0,088+0,007 0,004
Grupo 3 0,076+0,003 0,127+0,007 0,002

Los valores mostrados indican media de DO+SD obtenidos en todos los sueros de
un mismo grupo de animales, frente a un tipo determinado de VLP.

Para el estudio de colonizacién del intestino las muestras de heces se hidrataron y
resuspendieron en PBS, para poder sembrar diferentes volimenes (100 pl y 200 pl) en
placas de medio MRS Broth con eritromicina para aislar lactobacilos recombinantes. Una
vez tituladas las muestras de heces se comprob6 mediante PCR con los cebadores attl y

att7 que las colonias correspondian a lactobacilos recombinantes. Las muestras de
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intestino delgado, una vez eliminadas las heces que contenian, se rascaron sus paredes
internas y con PBS se resuspendieron para seguir el mismo procedimiento que con las
muestras de heces. Los titulos de lactobacilos obtenidos tras 24 horas desde la primera
administracion (Tabla 23) muestran que todos los animales defecaron una cantidad
importante de bacterias por gramo de heces, siendo superior en el grupo 1. Después de 24
horas tras la segunda administracion, el titulo de bacterias en heces baja en el grupo 1
(Tabla 23), y en los otros dos grupos no fue posible aislar ninguna bacteria, por problemas
sobrevenidos de contaminaciones por hongos. En el caso de las secciones de intestino
delgado no se obtuvieron colonias de lactobacilos recombinantes de ningin animal, lo
que indica que las bacterias podrian no estar colonizando esta zona del intestino de los

conejos.

Tabla 23. Cuantificacion de lactobacilos recombinantes en heces de conejos tratados
oralmente.

Momento de

muestreo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

12inmunizacion  89x10° ufcly  227x10°ufcly  2,72x10° ufclg

2% inmunizacion 2,31x108 ufc/g - )

Los resultados de las titulaciones estdn expresados en medias de unidades
formadoras de colonias por gramo de heces analizadas.

Para evaluar la protecciéon frente al virus, pasados 39 dias desde la segunda
administracion (dia 64 del experimento) los animales se inocularon con RHDV-Gal08/13,
y que causa 100 % de mortalidad en conejos adultos. El reto viral se realizo inyectando
por via subcutanea una dosis por animal de aproximadamente 10 veces la dosis letal 50
(DL50). Tras la inoculacion del virus el estado de los conejos se comprobé diariamente.
Durante las primeras 24 horas post-inoculacion (hpi) en las que no se encontré ningdn
animal con sintomas de enfermedad. Como puede observarse en la Figura 38, entre las
24 y 36 hpi murieron todos los animales de los grupos control, y vacunados oralmente
con lactobacilos que expresaban dominios P de RHDV-Ast89 o RHDV-Nav10/11. Sin
embargo, el 50 % del grupo de animales tratados con lactobacilos que producian dominios
P de RHDV-Ast89 con cola de histidinas sobrevivio hasta las 48 horas después de la

inoculacion del virus.
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Figura 38. Supervivencia frente a RHDVb (Gal08/13) después de la
administracion oral de distintos tipos de lactobacilos recombinantes que
expresan, anclados a la pared, distintos dominios P: DomPAst89-Histag
(rombos), DomPAst89 (cuadrados), DomPNav10/11 (triangulos). Grupo
tratado con lactobacilo silvestre (cruces).

4.4.3. Evaluacion de la eficacia de vacunacion con VLPs y dominios P de RHDV-
Nav10/11

La elevada capacidad inmunogénica de las VLPs frente a al virus clasico de RHDV ya
ha sido comprobada anteriormente en otros estudios (Boga et al., 1997; Pérez-Filgueira
etal., 2007; Plana-Duran et al., 1996). Sin embargo, en el presente trabajo nos planteamos
estudiar la capacidad de inducir proteccion frente a un aislado de la nueva variante
(RHDV-Gal08/13) del virus que provoca el 100 % de mortalidad en gazapos, y a la vez,
estudiar posibles diferencias provocadas por las distintas estrategias de produccion de las
VLPs.

Teniendo en cuenta que en estudios previos se identifica el dominio P de la proteina
VP1 de RHDV como una region antigénica importante y mas expuesta al exterior de la
capsida del virus (Leuthold et al., 2015; Wang et al., 2013), en este trabajo se ha planteado
a este dominio P como un candidato vacunal frente a la nueva variante del virus. Para
esto, se ha evaluado la capacidad del dominio P de RHDV-Nav10/11 fusionado con GST
(GST-P) de inducir una respuesta inmune protectora frente a un desafio viral letal.

La evaluacion de la eficiencia vacunal de las VLPs de RHDV-Nav10/11 purificadas o

presentes en extractos de crisélidas, asi como de los dominios P de RHDV-Nav10/11
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fusionados con GST (GST-P), se realizd simultaneamente en un Unico experimento
empleando conejos de 29 dias de edad. Como aparece esquematizado en la Figura 39, se
establecieron un total de 9 grupos experimentales con 4 animales por cada uno de ellos.
Para la vacunacion con VLPs se utilizaron 4 grupos de gazapos que se inmunizaron con
VLPs de RHDV-Nav10/11 procedentes de distintas estrategias de expresion y en
presencia o ausencia de adyuvante (AIOHz3). Los grupos 1 y 2 se vacunaron con VLPs
purificadas a partir de cultivos celulares de insecto, en presencia o ausencia de adyuvante,
respectivamente. Los grupos 3 y 4 se inmunizaron con extractos de crisalidas que
expresan VLPs, en presencia o ausencia de adyuvante. Se emplearon en todos los casos
dosis de 5 pug de VLPs por animal. Los grupos 5, 6 y 7 se emplearon para estudiar la
inmunizacion con la fusion del dominio P y GST (GST-P) en distintas dosis: 10 ug de
GST-P/animal y 100 pg de GST-P/animal, ambos en presencia de adyuvante (grupos 5y
6, respectivamente), y 100 pg de GST-P/animal sin adyuvante (grupo 7). Los animales
controles utilizados se dividieron en dos grupos: uno al que se le administré PBS (control
1) y otro al que se le inyectd una mezcla de PBS y la solucion adyuvante de AIOH3
(control 2) (Figura 39). Los antigenos se administraron en un volumen final de 0,5

mL/animal por via subcutanea.

1°) SUERO PREINMUNE
%
2%) VACUNACION
) ) PRVIVIEN
Dia 7 SUPERVIVIENTES
A
x4 x4 RETO VIRAL ”@\
CONTROL 1 CONTROL 2 m (@ m )
PBS PBS+AIOH; N
. 3 S 3 X 36
2°) SACRIFICIO
x4 x4 x4 x4
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
VLPs VLPs+ AIOH; Extracto Extracto

crisilidas crisalidas+AIOH;

G G G

GRUPO 5 GRUPO 6 GRUPO 7
10 pg GST-P + 100 pg GST-P 100 pg GST-P
AIOH, +AIOH,

Figura 39. Esquema del disefio experimental para el estudio de la eficacia vacunal, frente a
RHDVDb, de tratamientos con VLPs o la proteina de fusion GST-dominio P.
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Previamente a la inmunizacion se tomaron muestras de sangre de todos los animales
para comprobar la ausencia de anticuerpos frente a RHDV. Los sueros obtenidos de estas
muestras se analizaron mediante ELISA (sistema comercial de INGENASA), dando

resultados negativos en todos los casos.

Después de la muerte, o sacrificio, de los animales se tomaron muestras de higado para
un posterior analisis por RT-PCR para comprobar la presencia del virus RHDV y realizar

una cuantificacion del nimero de copias de ARN viral.

Para evaluar la proteccion frente al virus, pasados 7 dias desde la vacunacion los
animales se inocularon con RHDV-Gal08/13 por via subcutanea con una dosis por animal
de aproximadamente 10 veces la dosis letal 50 (DLso). Tras la administracion del virus se
comprobd diariamente el estado general de los animales. Los resultados de supervivencia
de los animales se muestran en la Figura 40. Durante las primeras 24 horas (dia 1 del
reto) post-infeccion no se encontrd ningdn sintoma de enfermedad en los conejos. Entre
los dias 1y 3 tras el reto se produjo la muerte de todos los animales de grupos controles
(PBS y PBS+ady) (Figura 40A). En el caso de la vacunacion con VLPs, se observa que
en los grupos tratados con VLPs purificadas y extractos de crisalidas sin adyuvante la tasa
de supervivencia se reduce al 0 % el dia 3, similar a lo ocurrido con los grupos controles.
Sin embargo, en presencia de adyuvante, los animales vacunados con extractos de
crisalidas mantienen una tasa de supervivencia del 50 % desde el dia 4 tras la infeccion
hasta el final del experimento (3 dias después), y en los animales vacunados con VLPs
purificadas la tasa de supervivencia fue del 100 % a los 7 dias desde el desafio (Figura
40B). Al analizar las tasas de supervivencia de los gazapos vacunados con la fusién GST-
dominio P de RHDV-Nav10/11, puede observarse (Figura 40C) que, al igual que ocurria
en los grupos controles, la supervivencia de los conejos inmunizados con 10 pg de GST-
P con adyuvante se reduce hasta 0 % a los 3 dias después de la infeccion. La vacunacion
con 100 pg de GST-P en presencia de adyuvante retrasa la muerte de todos los animales
hasta el dia 5 post-infeccién y, curiosamente, la inmunizacion con esa misma dosis de
GST-P en ausencia de adyuvante produce la supervivencia del 50 % de animales desde el

cuarto dia post-inoculacion del virus hasta el final del experimento (3 dias después).
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Figura 40. Supervivencia de conejos frente a RHDVb tras la vacunacion con VLPs
0 GST-dominio P. A. Animales control. B. Animales tratados con VLPs purificadas
y extractos de crisalidas, en presencia o ausencia de adyuvante. C. Animales tratados
con distintas dosis de la fusion GST- dominio P (GST-P) en presencia o ausencia de
adyuvante. El tiempo 0 corresponde al momento de la inoculacion del RHDVDb.

Para comprobar si los animales supervivientes habian producido anticuerpos frente a
RHDV se les tomaron muestras de sangre y los sueros se analizaron mediante ELISA

(Tabla 24). Los valores positivos en ELISA obtenidos de los sueros de los dos animales
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supervivientes que habian sido vacunados con 100 pg de GST-P en ausencia de
adyuvante, demuestran la produccion de anticuerpos frente a RHDV. Sin embargo, hay
que indicar que los valores obtenidos son cercanos al punto de corte del método, lo que

muestra un titulo bajo de anticuerpos.

Tabla 24. Anélisis de la presencia de anticuerpos frente a RHDV en animales supervivientes
mediante ELISA comercial (INGENASA).

Grupo experimental Animal Suero 1 (dia 0 Sueros 2 (fin
i superviviente*  del experimento) del experimento)
9 0,083 0,234
Extracto+ady 1 0.077 ) 775
17 0,063 1,146
18 0,067 0,396
VLPs+ady 19 0,068 250
20 0,067 2,439
33 0,068 0,331
100 pg GST-P o o8 0%

* |dentificacion individual del animal superviviente. El punto de corte del ELISA
determinado por el fabricante es de 0,3.

Como ya se habia descrito en otros trabajos las diferencias antigénicas existentes entre
las capsidas del virus clasico RHDV vy la nueva variante pueden generar diferencias en la
produccidn de anticuerpos especificos (Barcena et al., 2015). Ademas, sabemos que los
antigenos utilizados en el tapizado del ELISA Ingenasa para la deteccion de anticuerpos
son VLPs de RHDV clésica. Por tanto, se procedid a realizar una deteccion de anticuerpos
mas especifica frente a la nueva variante del virus y, para ello, se llevo a cabo un ELISA
donde los antigenos utilizados por separado fueron 100 ng de VLPs de la nueva variante
(RHDV-Nav10/11) y VLPs de clasica (RHDV-Ast89).

En la Tabla 25 pueden observarse los valores en densidad Optica de los sueros de
conejos supervivientes vacunados con extractos de crisalidas, VLPs purificadas 0 GST-
dominio P cuando se enfrentan a los dos tipos de VLPs separadamente. En todos los
sueros analizados se super0 el punto de corte del ensayo de ELISA. En los animales
supervivientes vacunados con extractos de crisalidas (9 y 12), la cantidad de anticuerpos
en el suero del animal 12 es claramente superior al del animal 9. En el caso del analisis
estadistico para un mismo suero frente a distintas VLPs, en el suero 9 la densidad Optica
obtenida frente a VLPs de RHDV-Ast89 es significativamente mayor que frente a VLPs
de RHDV-Nav10/11 (p<0,001 por T de Student). Sin embargo, en el suero 12 no existen
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diferencias significativas entre las distintas VLPs (p=0,585, test de Welch). En el caso de
los animales vacunados con VLPs purificadas los sueros presentan anticuerpos frente a
ambos tipos de VLPs, pero los animales 18 y 19 la cantidad de anticuerpos en suero frente
a VLPs de RHDV-Nav10/11 es significativamente mayor que frente a VLPs de RHDV-
Ast89 (p<0,001 y p=0,001, respectivamente por test T-Student). Sin embargo, en los
animales 17 y 20, los niveles de anticuerpos en suero frente a ambas VLPs no presentan
diferencias significativas (p=0,1, en ambos por el Test Wilcoxon). Los sueros de los
animales supervivientes vacunados con GST-P contienen anticuerpos frente a los dos
tipos de VLPs, pero, en ambos sueros (33 y 36) existe una diferencia muy significativa
de densidades opticas, siendo mayor frente a VLPs de RHDV-Nav10/11 que a VLPs de
RHDV-Ast89 (p<0,001, para ambos sueros, por el test T-Student). Esto refleja, como era
de esperar, que los conejos que se vacunaron con dominios P de la nueva variante

presentan mayores cantidades de anticuerpos especificos frente a ella.

Tabla 25. Presencia de anticuerpos frente a VLPs de distintos RHDV en animales
supervivientes a un desafio con RHDVb y previamente tratados con VLPs o0 GST-P.

VLPs RHDV-Nav10/11 VLPs RHDV-Ast89
Gr_upo Animal Media* SD* Media* SD*
experimental

Extractorad 9 0,36 0,02 0,59 0,01

y 12 284 0,11 2,80 0,01
17* 3,03 3,03-3,08 213 210-2,15

18 1,88 0,09 0,34 0,04

VLPs+ady 19 3,52 0,09 2,72 0,15
20* 3,50 3,49-3,65 2.98 2,92-3,10

33 0,95 0,03 024 0,01

100pg GST-P 44 2.48 0,06 041 0,01

El valor del punto de corte del ELISA es 0,132. *Los valores de densidad 6ptica
en los sueros 17 y 20, se expresan en mediana y rango intercuartilico, debido a
gue los datos no siguen la normalidad.

Los resultados muestran, una cierta especificidad frente a VLPs de la nueva variante
de los anticuerpos presentes en el suero de algunos animales, concretamente, en los
vacunados con el dominio P fusionado con GST, y en dos de los vacunados con VLPs de
la nueva variante. Esto sugeriria, nuevamente la existencia de diferencias antigénicas

entre la nueva variante RHDVb y el RHDV cléasico (Barcena et al., 2015).

La posible utilidad del antigeno vacunal marcado en forma de fusion GST-P se evalud
mediante la determinacidn de la presencia de anticuerpos mediante ELISA frente a la

proteina GST en sueros de los conejos supervivientes vacunados con dicha fusion. La
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proteina GST utilizada se purifico a partir de extractos inducidos de bacterias BL21
transformadas con el vector pGex-2T vacio. La presencia de anticuerpos en suero se
determiné tapizando los pocillos de la placa de ELISA con 100 ng de GST, siendo la
misma cantidad de antigeno que se emplea con las VLPs. Como controles para la
presencia de anticuerpos especificos frente GST, se analizaron a la vez los sueros del resto
de animales supervivientes de experimento que habian sido vacunados con otros
antigenos y un suero de conejo disponible comercialmente, en el que no se esperaba ver
presencia de anticuerpos frente a la GST. Los resultados obtenidos mostraron en los
animales supervivientes vacunados con GST-P la ausencia de anticuerpos frente a la
proteina GST, ya que los valores obtenidos de densidad Optica se encuentran por debajo
del punto de corte de la técnica (datos no mostrados). Los mismos resultados se
obtuvieron con los sueros del resto de animales supervivientes y el suero comercial

empleado.

A partir de las muestras de higado tomadas de los animales muertos o sacrificados, se
investigd el nimero de copias de ARN de RHDV-Gal08/13 mediante PCR cuantitativa a
tiempo real (Figura 41).

1,0E+08
1,0E+07
1,0E+06
1,0E+05
1,0E+04
1,0E+03
1,0E+02
1,0E+01
1,0E+00

Nuamero de copias ARN viral

Figura 41. Cuantificacion del nimero de copias de ARN viral en muestras
de higado mediante RT-PCR.

En los higados de los 4 conejos supervivientes vacunados con VLPs purificadas con
adyuvante no se detecta ARN viral, lo que confirma una proteccion total frente al virus.
Lo mismo ocurridé en uno de los supervivientes vacunado con 100 pg de GST-P sin

adyuvante, identificado con el nimero 36. Para el resto de los animales, donde se detecto
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presencia de ARN de RHDV-Gal08/13, los resultados del numero de copias de ARN
cuantificadas se muestran en la Figura 41. Los animales control inoculados solo con PBS
tienen la mayor carga viral (1,18x10’ copias de ARN viral/mg). Sin embargo, la menor
carga viral la mostraron los animales vacunados con VLPs sin adyuvante o con 10 g de
GST-P con adyuvante, reduciéndose en torno a 1000 veces con respecto a los animales
control (PBS solo). En las muestras de higado de los demés animales muertos, el numero
de copias de ARN viral fue unas 100 veces menor que en el control de PBS. En los
animales nimero 9 y 12, supervivientes del grupo inmunizado con extractos de crisalidas
que contenian VLPs, la cantidad de ARN viral fue de 11,8 y 789 copias/mg, muy inferior
a la que tenian los animales muertos. El animal 33 superviviente vacunado con 100 pg de

GST-P sin adyuvante tenia 3,1x10* copias de ARN/mg de higado.
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5. DISCUSION

Desde el afio 2011, en que se detectan los primeros casos de enfermedad hemorragica
del conejo debido a la nueva variante del virus (RHDVbD), la falta de herramientas
diagndsticas especificas y rapidas, y la carencia de vacunas eficaces ha dificultado el
control y seguimiento de la enfermedad causada por este virus tanto en granjas como en

poblaciones salvajes de conejo.

La proteccion parcial frente a la nueva variante que confieren las vacunas basadas en
el virus RHDV clésico, hacian necesaria la generacion de nuevas vacunas mas especificas
y eficientes frente a este nuevo virus. A su vez, la tecnologia basada en la produccion de
particulas similares al virus mediante baculovirus recombinantes abren muchas
posibilidades, junto con otras estrategias de expresion que se han planteado y estudiado
en el presente trabajo, para la produccién de una vacuna que evite la infeccion

experimental de conejos como se viene haciendo hasta la actualidad.

El estudio de las caracteristicas antigénicas del virus de la enfermedad hemorragica
del conejo se encuentra limitado por su incapacidad para propagarse en cultivos celulares.
Como consecuencia, los estudios realizados se basan en proteinas virales expresadas

utilizando distintos sistemas heter6logos, bien en células eucariotas o procariotas.

5.1. CARACTERIZACION ANTIGENICA DE LA PROTEINA PRINCIPAL DE
LA CAPSIDA DE RHDV

Tras la aparicién de la nueva variante del virus RHDV, en 2011 (Le Gall-Reculé et al.,
2011a), este nuevo virus se expandio rapidamente por Espafia (Dalton et al., 2014; Dalton
et al., 2012), el resto del continente europeo (Abrantes et al., 2013; Baily et al., 2014;
Duarte et al., 2015; Le Gall-Reculé et al., 2013; Puggioni et al., 2013; Simpson et al.,
2014; Westcott et al., 2014) y otras partes del mundo (Hall et al., 2015; OIE, 2016),
sustituyendo al virus clasico (Calvete et al., 2014; Lopes et al., 2015a; Mahar et al., 2018).
La aparicion de virus recombinantes cuyos genomas incluyen secuencias de proteinas no
estructurales de RHDV-GL1 (clasico) o no patogénicos (RCV), fusionadas con regiones
codificadoras de proteinas estructurales de RHDVb (Lopes et al., 2015b) indican un
aumento en la complejidad de los virus circulantes en la peninsula Ibérica. La existencia
de estos virus recombinantes hace pensar que los virus parentales han estado co-

circulando en el campo y/o granjas. En estas circunstancias, el desarrollo de herramientas
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diagnosticas especificas para determinar queé virus produce un determinado brote supone
una ayuda basica para granjeros o veterinarios a la hora de tomar una decision sobre el
tipo de vacuna a administrar a los animales. La cépsida viral no envuelta de RHDV esta
formada por la union de dimeros de la proteina VVP1 que, por tanto, es probablemente el
principal determinante de la patogenicidad y antigenicidad viral. Debido a esto las nuevas
herramientas diagnosticas disefiadas para la inmunodeteccion del virus usan como diana
la proteina VVP1 del virus (Barcena et al., 2015; Dalton et al., 2017; Dalton et al., 2018c).
En consecuencia, uno de los principales objetivos de este trabajo ha sido el estudio de las
regiones antigénicas de la proteina VP1 de RHDVDb con el objeto de aportar informacion
y herramientas aplicables en el diagnostico especifico y para el disefio y obtencion de

vacunas efectivas frente a este virus.

Como una de las herramientas para el estudio de la estructura antigénica de la proteina
mayoritaria de la capsida del RHDV, en el presente estudio se ha generado una bateria de
anticuerpos monoclonales de ratdn utilizando como antigenos dos tipos diferentes de VP1
de RHDV. En una de las inmunizaciones se utilizaron VLPs de RHDVb (aislado RHDV-
Nav10/11) y en la segunda VLPs de RHDV clasico (RHDVa o RHDV-G6). La
caracterizacion de los anticuerpos monoclonales obtenidos permite constatar que sus
distintas especificidades estdn relacionadas con el tipo de antigeno utilizado en la
inmunizacion de los ratones. De este modo, puede observarse que varios de los
anticuerpos generados frente a RHDVb (RHDV-Nav10/11), 3A10 y 8E10, reconocen al
RHDV clésico (RHDV-Ast89) e incluso al RHDVa, un subtipo antigénico del RHDV
clasico (Tabla 8, Figura 10 y Figura 11). Al estudiar los anticuerpos monoclonales
generados frente a las VLPs de RHDVa, no se obtienen anticuerpos capaces de reconocer
diferencialmente a las VLPs de RHDVb como cabia esperar (Figura 7 y Figura 8) y
varios de ellos (30, 51, 78 y 82) reconocieron tanto al RHDV-G1 como al subtipo
antigénico RHDVa (Figura 8). Partiendo de los hibridomas 30, 51 y 78 no fue posible
obtener subclones estables en varias etapas de aislamiento. ElI 82 permitié obtener
subclones que reconocen un epitopo conformacional de RHDV-G1 y RHDVa ausente en
RHDVb. El potencial inmunodiagndstico de este anticuerpo monoclonal esta actualmente

en estudio en nuestro laboratorio.

Estos resultados aportan pruebas adicionales de las diferencias antigénicas existentes

entre la nueva variante del virus y el RHDV clésico (Barcena et al., 2015; Dalton et al.,
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2012) y, por otro lado, explican la falta de proteccion de las vacunas de RHDV clasico
frente a la enfermedad causada por el RHDVb (Béarcena et al., 2015; Dalton et al., 2014).

La caracterizacion posterior de las regiones reconocidas por los anticuerpos
monoclonales 3A10 y 8E10, que reaccionan frente a todos los tipos de VLPs utilizadas
en este estudio (RHDV-G1, RHDV-G6 o RHDVDb), ha permitido demostrar que éstos
reaccionan con una secuencia lineal de aminoacidos presente en el dominio S de la
proteina VP1(Figuras 10-12). Mediante analisis de secuencias y alineamientos multiples
se ha observado que el dominio S de la proteina VP1 es una region muy conservada en
todos los tipos de RHDV analizados (Figura 3B y Figura 4) que presenta un 100 % de
homologia entre los aislados G1 y G6 del RHDV clasico y un 98,8 % entre estos virus y
el RHDVb. Este elevado grado de similitud explica que estos anticuerpos puedan
reconocer a varios tipos de RHDV. Adicionalmente este alto grado de conservacion de
secuencia sugiere un papel estructural relevante del dominio Sy justifica que la estructura
tridimensional del dominio S de RHDV sea muy similar a la observada en otros
calicivirus (Wang et al., 2013). En este trabajo se ha podido comprobar que el epitopo
reconocido por los anticuerpos monoclonales 3A10 y 8E10 incluye la Pro201 de la
proteina VP1 (Figura 12) que al ser sustituida por Leu impide la union de estos

anticuerpos.

Cuando se caracterizaron los anticuerpos obtenidos frente a las VLPs de RHDVDb se
obtuvo un solo monoclonal que reacciond especificamente con dichas VLPs y no con el
resto de tipos de VLPs de RHDV. Este anticuerpo, nhombrado como 2D9, resultd
reconocer un epitopo conformacional puesto que Unicamente reacciona frente a la
proteina VP1 (ensambladas en VLPs) o el dominio P completo de RHDVb en sus estados
conformacionales nativos (Figura 11 y Figura 13) y no cuando se encuentran
desnaturalizados (Figura 10). Por esto mismo es por lo que tampoco reacciona con
fragmentos del dominio P de RDHVb fusionados a GST que parecen no adquirir la
estructura necesaria para la union del anticuerpo 2D9 (Figura 11).

5.2. ANALISIS DE LA REACTIVIDAD DE UN ANTICUERPO MONOCLONAL
ESPECIFICO Y NEUTRALIZANTE DE LA NUEVA VARIANTE DEL
RHDV, Y DESARROLLO DE HERRAMIENTAS DIAGNOSTICAS

Para demostrar la capacidad neutralizante del anticuerpo 2D9 fue necesario realizar

ensayos “in vivo”, infectando conejos con una dilucion del virus RHDV-Gal08/13
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previamente incubado con anticuerpos. En este tipo de ensayos, se comprobd que este
anticuerpo es capaz de neutralizar al virus y evitar la muerte de los animales infectados
experimentalmente (Figura 14). Ademas, la ausencia de cantidades detectables de
genoma viral en el higado de los conejos inoculados con el virus tratado con 2D9, indica
que, el RHDVb no es capaz de llegar a infectar a las células de conejo, 0 que no puede
replicarse en ellas y se elimina rapidamente sin producir enfermedad (Tabla 9). En
contraste con estos resultados, en el caso de las incubaciones con el anticuerpo 3A10, que
interacciona con el dominio S de RHDV tanto cl&sico como de la nueva variante, no se
obtuvieron resultados que indiquen la capacidad neutralizante de este anticuerpo. Estos
resultados apoyan que el dominio P de la proteina VP1 de RHDV, y, méas concretamente,
el subdominio P2 contiene epitopos neutralizantes y estd implicado en la interaccion con
receptores celulares del hospedador (Bhella et al., 2008; Kong et al., 2016), al igual que
ocurre en otros calicivirus (Bhella y Goodfellow, 2011; Chen et al., 2006; Choi et al.,
2008; Katpally et al., 2008; 2010; Kolawole et al., 2014; Lochridge y Hardy, 2007;
Lochridge et al., 2005; Ossiboff et al., 2010; Prasad, et al., 1999; Shanker et al., 2014;
Smith, 2011; Tan et al., 2004a; Taube et al., 2010; Tohya et al., 1997).

Debido a la especificidad y capacidad para neutralizar a RHDVb del anticuerpo
monoclonal 2D9, unido a su potencial uso en distintas técnicas de diagnostico, en esta
tesis se ha invertido mucho esfuerzo en la localizacién y el estudio detallado del epitopo
que reconoce, dentro del dominio P de la proteina VP1. En estudios previos sobre la
estructura cristalina del dominio P de la VVP1 del RHDVb realizados por Leuthold (2016),
se ha comprobado que el dominio P expresado en E. coli como fusién con la proteina
MBP y dotado de una cola de histidinas, es capaz de formar dimeros tanto en los extractos

bacterianos como una vez purificado.

Otros laboratorios y trabajos, han estudiado la importancia del dominio P de la proteina
VVP1 como region antigénica en muchos calicivirus, siendo una zona que contiene
numerosos epitopos neutralizantes (Katpally et al., 2008; Kolawole et al., 2014;
Lochridge y Hardy, 2007; Smith, 2011; Tohya et al., 1997), estando implicada asi mismo
en la unién de los viriones a receptores celulares y a antigenos de los grupos sanguineos
(HBGAS) de los globulos rojos (Bhella y Goodfellow, 2011; Chen et al., 2006; Choi et
al., 2008; Katpally et al., 2010; Lochridge et al., 2005; Ossiboff et al., 2010; Prasad et
al., 1999; Shanker et al., 2014; Tan et al., 2004b; Taube et al., 2010). Estudios similares
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demuestran la importancia de este dominio en el RHDV (Leuthold et al., 2015; Wang et
al., 2013).

La técnica de docking o acoplamiento computacional consiste en el modelaje de
estructuras e interacciones entre proteinas mediante una herramienta informética que
permite hacer una aproximacion estructural de este tipo de complejos, por ejemplo, en el
caso de los complejos antigeno-anticuerpo. Esta técnica in silico se ha utilizado en el
estudio de la capsida (Bhella et al., 2008; Bhella y Goodfellow, 2011) o de la proteasa
del calicivirus felino (Yokoyama et al., 2017). Con respecto a los estudios sobre RHDV,
las herramientas informaticas para el modelaje de estructuras e interaccion entre proteinas
ha demostrado ser muy util para la generacion de modelos tridimensionales de los
dominios de la proteina VVP1, asi como de la capsida del virus al completo (Wang et al.,
2013).

En este trabajo, gracias a la secuenciaciéon de la fraccion variable del anticuerpo
monoclonal 2D9 se ha podido obtener un modelo tridimensional de dicha region del
anticuerpo (Figura 15). Ademas, se ha comprobado que en la superficie del paratopo del
anticuerpo las regiones mas expuestas determinantes de complementariedad o CDRs son
los CDR-H2, CDR-H3 y CDR-L1, que se encuentran en una regién mas electronegativa
de la molécula y por tanto con mayor probabilidad de establecer interacciones con otra
molécula. En lasimulacion de la interaccion entre el dominio P de RHDVb y el anticuerpo
2D9, se han obtenido varios modelos probables para estos complejos antigeno-anticuerpo.
Analizando de forma separada el monémero y el dimero de dominio P se obtuvieron
modelos cuyos contactos polares entre moléculas se centraban entre los CDR-H2, CDR-
H3 y CDR-L1 del anticuerpo y los lazos 1, 3 y 5 del subdominio P2, constatando que los
aminoéacidos implicados en estas interacciones no son los mismos en ambos modelos
(Tabla 11 y Tabla 12). Estos resultados de simulacion contrastan con los obtenidos por
Leuthold (2016), donde el modelaje realizado a partir de la estructura cristalina del
dominio P mostré las posibles interacciones con 2D9 dentro de los lazos 2, 4 y 5 del
subdominio P2, y los CDR del paratopo del anticuerpo formarian una especie de “valle”,
de modo que la mayoria de las interacciones se producirian con residuos de los CDR
menos expuestos en la superficie del paratopo. Se podria especular que la flexibilidad de
los lazos expuestos del dominio P (Katpally et al., 2010; Leuthold et al., 2015; Taube et

al., 2010; Wang et al., 2013) podria ser la causa de las diferencias de los resultados
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obtenidos en distintos tipos de modelajes. Sin embargo, la informacidn aportada por estos
modelos ha sido de gran utilidad para poder dirigir el analisis de los lazos mas expuestos

del subdominio P2.

Para investigar el papel de alguno/s lazos del subdominio P2 en la interaccion del
anticuerpo 2D9, se disefiaron péptidos sintéticos basados en sus secuencias de
aminoacidos individuales (Tabla 13) para ser empleados en ensayos ELISA de
competicion con la interaccion del monoclonal con las VLPs de RHDVb. Los resultados
obtenidos en los ELISAs mostraron una reduccion significativa de la sefial en presencia
de cualquiera de los péptidos correspondiente a los 5 lazos del subdominio P2 por
separado (Tabla 14), sugiriendo que la interaccion previa de 2D9 con cualquiera de los
péptidos impide o dificulta la unién de este anticuerpo a las VLPs completas. La
reduccion mas significativa se produce en presencia de los péptidos correspondientes a
los lazos 4 0 5 (TQ8 0 1A13, respectivamente) (Figura 17), un resultado que confirma las
predicciones obtenidas a partir de los modelos obtenidos por docking (este trabajo y
Leuthold, 2016) indicando su implicacion en interacciones relevantes con el paratopo del
anticuerpo 2D9. Los porcentajes de reduccion de la sefial de 2D9 en presencia de
péptido/s no son demasiado elevados (el maximo alcanzado se encontraria en torno al 14
%), lo que podria explicarse porque, como ya hemos visto, el anticuerpo monoclonal 2D9
reconoce una conformacion o estructura del dominio P, y los péptidos de pequefio tamafio,
utilizados en este trabajo, no adquieren estructuras complejas como los lazos de la VP1 a

los que corresponden sus secuencias.

El hecho de que el aumento en la cantidad de un péptido o el uso de una mezcla de
todos los péptidos se traduzca en una menor reduccion de la sefial por 2D9, o incluso en
algunos casos en el incremento de ésta (Tabla 14), podria explicarse considerando que
una alta concentracion de péptidos podria entorpecer su unién al anticuerpo,
disminuyendo con ello su actividad competidora con las VVLPs. Por otro lado, cabria la
posibilidad de que los propios péptidos unidos a 2D9 se adsorbiesen a zonas de las placas
no ocupadas por las VLPs insuficientemente bloqueadas, dando lugar a una sefial positiva

que, en realidad, no corresponde a la unién del anticuerpo a las VLPs de RHDVb.

Durante el desarrollo de esta tesis se caracterizaron varios aislados de campo de
RHDVb que no reaccionaban con 2D9. Tras la secuenciacién de la VP1 de estos mutantes

naturales sus secuencias se utilizaron como base para disefiar mutantes puntuales del
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dominio P de RHDV-Nav10/11 (RHDVDb) para intentar mapear el epitopo del anticuerpo
2D9. Uno de los aislados mutantes naturales, RHDV-Ger06/12-2, contenia un unico
cambio en posicion 387 de la secuencia de VP1 (Figura 18C y Figura 18D), a partir del
que se disefio la construccion de dos mutantes diferentes. Una sustitucion por un residuo
apolar méas pequefio (N387A) y otro que conservando el tamafio cambiara su caracter y
capacidad de establecer interacciones con otros residuos (N387D). Los resultados
obtenidos por Dot blot y ELISA (Figura 20A y Figura 21, respectivamente) confirmaban
que el anticuerpo 2D9 pierde toda la capacidad de union al mutante N387D, al igual que
ocurria con el virus mutante con el mismo cambio. Sin embargo, con el mutante N387A,
aunque se reducia significativamente la sefial producida por la unién de 2D9, se seguia
manteniendo cierta capacidad de interaccién. EI aminoacido alanina es mas pequefio y
menos complejo que el &cido aspartico que contiene un grupo acido en su cadena lateral,
estas diferencias podrian estar afectando a la conformacién de los lazos o estructura del
dominio P necesaria para que sea reconocido por 2D9. Ademas, hay que indicar que el
residuo 387 se encuentra dentro del lazo 4, uno de los posible sitios de interaccién con el
paratopo de 2D9 (predicho por Leuthold, 2016), lo que explicaria la pérdida o
disminucion de la interaccion en ambos mutantes (N387A y N387D). La relacion entre
las regiones hipervariables de los lazos expuestos del dominio P de algunos calicivirus y
los epitopos neutralizantes ya han sido demostradas en distintos trabajos mediante el
estudio de mutantes de escape de anticuerpos neutralizantes (Ossiboff et al., 2010; Tohya
etal., 1997).

Otro de los aislados mutantes naturales del virus RHDVb, RHDV-Ler11/16-1,
contenia varias mutaciones en la secuencia de VP1, pero se centrd el andlisis en los
cambios presentes en las posiciones T414 y A415, ya que también eran residuos
diferenciales entre la VP1 del RHDVb (A414-T415) y la del aislado clasico RDHV-Ast89
(N414 y P415), que no es reconocida por 2D9. Para analizar la influencia de estas
mutaciones se construyd el mutante del dominio P AT414-15, manteniendo toda la
secuencia de RHDV-Nav10/11, en la que los residuos A414-T415 se sustituyeron por
N414-P415 presentes en la secuencia de RHDV-Ast89. Los resultados obtenidos en
analisis por Dot blot mostraron que se mantenia la capacidad de interaccion del anticuerpo
con este mutante de dominio P (Figura 20A). Sin embargo, mediante ELISA, se
comprobd que la sefial se reducia significativamente (Figura 21 y Tabla 15), incluso por

debajo de la que presento el mutante N387A, aunque no desaparecio por completo como
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ocurrio con N387D. Esto demuestra que los residuos 414 y 415 que se encuentran dentro
del lazo 5, aunque influyen en la union del anticuerpo 2D9 no son los Unicos implicados
en la falta de reaccion del aislado mutante RHDV-Ler11/16-1 o el virus clasico, RHDV-
Ast89.

Estos dominios P mutantes puntuales mantienen la capacidad de dimerizacion,
estudiada mediante una electroforesis en condiciones nativas (Figura 20B), lo que
sugiere que la pérdida total o parcial de interaccion de 2D9 en estos mutantes se debe
principalmente a la afectacion de la region que reconoce el anticuerpo y no a la falta de

dimerizacion del dominio P.

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio se habian obtenido VLPs
mutantes de RHDV-Nav10/11 en las que se habian sustituido varios residuos de
Nav10/11 por los que ocupan la misma posicién en el RHDV-Ast89, que no es
identificada por el anticuerpo 2D9 (Araujo, 2013). En dicho estudio, los cambios
realizados por separado dentro del dominio P afectaban a 4 residuos en las posiciones
307-310 (lazo 1), los residuos 345 y 351 (lazo 2), los residuos 386 y 388 (lazo 4) y los
residuos de las posiciones 430-432 fuera de las regiones mas expuestas del dominio P.
Con respecto a la interaccion de esas VLPs mutantes con el anticuerpo 2D9, los analisis
se realizaron mediante Dot blot, y todos los mutantes, mostraron interaccion positiva con
2D9. Sin embargo, mediante ese tipo de analisis solo es posible detectar cambios muy
grandes en la capacidad de union del anticuerpo, a diferencia de la técnica de ELISA que
permite una determinacion cuantitativa de la pérdida de interaccién. El analisis de los
resultados obtenidos con estos mutantes permite constatar el intercambio de dos residuos
(368 y 388) en el lazo 4 no son determinantes para la falta de interaccion del anticuerpo
2D9, complementando los diferentes resultados obtenidos en esta tesis con los mutantes
N387A y N387D. Todo ello podria sugerir que la falta de interaccién de 2D9 con el
mutante N387D podria deberse a cambios en la conformacion tridimensional del lazo 4 o
de sus regiones circundantes, mas que por pertenecer a la secuencia del epitopo
reconocido por este anticuerpo. Esta idea también esta apoyada por estudios sobre otros
calicivirus y otros virus no envueltos como los picornavirus donde los cambios
antigénicos mostrados por las céapsidas de mutantes de escape frente a anticuerpos
neutralizantes no tienen por qué ser residuos involucrados directamente en la unién del

anticuerpo, pudiéndose encontrar situados en posiciones distantes al epitopo del
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anticuerpo (Parry et al., 1990). Todo ello parece sugerir que las mutaciones puntuales
pueden provocar cambios o perturbaciones conformacionales en la capsida del virus que
afecten al sitio de union de anticuerpos neutralizantes (Lochridge y Hardy, 2007; Parry et
al., 1990) que reconocen lugares distantes a la localizacion de la mutacion. Por tanto,
podria pensarse que el virus mutante aislado RHDV-Ger06/12-2 contiene una mutacion
puntual en una regidon que, aunque no esté implicada directamente en la union del

anticuerpo, podria alterar la conformacion de un epitopo neutralizante del virus.

Los cambios introducidos de forma puntual en el dominio P de RHDV-Nav10/11
provocaron disminuciones importantes en la interaccion de 2D9 con los dominios P
mutantes. Para dar explicacién a estos resultados podemos apoyarnos en los modelos
tridimensionales del dominio P mostrados en la Figura 42 representando la estructura
(modelos a la izquierda) y el potencial electrostatico en superficie (modelos a la derecha).
Estos modelos tridimensionales muestran que las mutaciones de 1 o 2 residuos
aminoacidicos también pueden modificar significativamente la estructura y potencial
electrostatico de la superficie del dominio P. El modelo del mutante N387A (Figura 42A)
muestra que la sustitucion de la asparagina por el residuo de alanina (A7) provoca un
cambio en la superficie del dominio P con respecto a la estructura nativa de Nav10/11.
Sin embargo, es ain mas llamativo la alteracion del potencial electrostatico con respecto
al dominio P de Nav10/11 que genera esta mutacion en las regiones circundantes (puntas
de flecha), de modo que, una zona superficial aumenta su electropositividad (més azul) y
otras aumentan su electronegatividad (mas rojo). Con respecto al mutante N387D (Figura
42B) puede observarse que la modificacion estructural provocada por el cambio de una
asparagina por un aspartato (D%") es bastante parecida a la del mutante N387A. Pero
cuando nos fijamos en la distribucion del potencial electrostatico en esa zona, el aumento
de la electronegatividad con respecto al dominio P de RHDV-Nav10/11 es muy
significativa (puntas de flecha). Las modificaciones observadas en el modelo de estos dos
mutantes puntuales podrian explicar la disminucion de la capacidad de union del
anticuerpo 2D9 con N387A y N387D, pero, también indica que podria ser el cambio del
potencial electrostatico el que provoca la pérdida total de interaccion entre 2D9 y N387D.
Por otro lado, el modelo del mutante de dominio P AT414-15 (Figura 42C) muestra en
la estructura tridimensional de la region del lazo 5 que los residuos mutados de asparagina

(N*1%) y prolina (P*'®) forman una protuberancia que no esta presente en el dominio P de
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RHDV-Nav10/11. Ademas, esta modificacion provoca un aumento de la

electronegatividad en la zona de la base de esa protuberancia (punta de flecha).

A DomPNavll N387A-DomPNavll : DomPNavll N387A-DomPNavll

DomPNavll AT414-15-DomPNav11

Figura 42. Modelos tridimensionales en vista de superficie (imagenes a la izquierda) y
distribucion del potencial electrostatico (imagenes a la derecha) del dominio P de RHDV-
Nav10/11y los mutantes puntuales (A) N387A; (B) N387D; (C) AT414-15. En naranja se
representa el lazo 4 y en azul el lazo 5. En negro se indican los residuos sustituidos.

Los mutantes generados sobre el dominio P de RHDV-Nav10/11 sustituyendo las
secuencias de cada uno de los lazos por los presentes en RHDV-Ast89 demostraron que
cada uno de los 5 lazos estudiados son importantes en la interaccién con 2D9, puesto que
en todos los casos su sustitucion reduce significativamente la capacidad de union del
anticuerpo (Figura 24 y Tabla 16). Sin embargo, la reduccién mas acusada de la sefial
obtenida por ELISA se produce en el caso del mutante del lazo 5, hasta alcanzar una falta

total de interaccion con el anticuerpo.

Cuando estos mutantes de lazo de dominio P se analizaron en condiciones nativas
mediante electroforesis y Western blot, se comprob6 que todos parecen mantener la

capacidad de formar dimeros, lo que sugiere que la disminucion o pérdida de interaccién
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del anticuerpo monoclonal 2D9 no es debida a la falta de dimerizacion de estos dominios
P (Figura 23).

Para aportar datos que puedan explicar los resultados obtenidos en la interaccién del
anticuerpo 2D9 con los mutantes de lazos del dominio P se han realizado sus modelos
tridimensionales representando la estructura y el potencial electrostatico en superficie
(Figura 43). En la Figura 43A puede observarse cambios importantes en la superficie
del dominio P con los residuos del lazo 1 sustituidos (indicados en negro), sobre todo
parecen afectar los residuos Asn307, Asn308, Ala309 y Thr310. La Figura 43B indica
que los cambios provocan una variacion en el potencial electrostatico superficial de esa
region que se vuelve mas electropositiva (mas azul, puntas de flecha), con respecto al
dominio P de RHDV-Nav10/11.

A DomPNavll L1Ast89-DomPNav11 B DomPNavll L1Ast89-DomPNavl11

Figura 43. Modelos tridimensionales en vista de superficie (A) y de distribucion del
potencial electrostatico (B) del dominio P de RHDV-Nav10/11 (DomPNavll) y del
mutante de lazo 1 (L1Ast89-DomPNav11l).

En lo que se refiere al mutante del lazo 2, las sustituciones de los amino&cidos
(marcados en negro) produce también cambios en la superficie del dominio (Figura 44A),
generando pequefas protuberancias que podrian estar interfiriendo en la interaccién con
el anticuerpo 2D9. Sumado a eso aparecen alteraciones de las cargas en superficie que,
en el modelo (Figura 44B), parece aumentar la electropositividad en algunas de las

regiones donde se realizaron las sustituciones (puntas de flecha).
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A DomPNavll L2Ast89-DomPNavll B DomPNavll L2Ast89-DomPNavll

Figura 44. Modelos tridimensionales vistos en superficie (A) y en distribucion del
potencial electrostatico (B) del dominio P de Nav10/11 (DomPNav11) y del mutante de
lazo 2 (L2Ast89-DomPNav11l).

En el caso del mutante del lazo 3 dénde se sustituyen 3 residuos aminoacidicos (Figura
45A), aunque el modelo en superficie no muestra cambios drésticos, las cargas
superficiales si que se ven afectadas en la region correspondiente al residuo Asn369
(N®%9), provocando un aumento muy importante en la electronegatividad (Figura 45B),

lo que podria influir en la falta de union del anticuerpo a este mutante.

A DomPNavll L3Ast89-DomPNavl11 B DomPNavll L3Ast89-DomPNavll
: N3ON364 =N

Figura 45. Modelos tridimensionales del dominio P de Nav10/11 (DomPNav11l) y del
mutante de lazo 3 (L3Ast89-DomPNav11l) en vistas de superficie (A) y de distribucion
del potencial electrostatico superficial (B).

Con respecto al mutante L4 en el que dos aminoacidos son sustituidos respecto al
dominio P de RHDV-Nav10/11, el unico cambio que aparece en la superficie de la
proteina en el modelo mostrado en la Figura 46 corresponde al residuo de glicina Gly386

(G®%). Aparentemente, en la superficie de este mutante se pierde una protuberancia que
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existe en el dominio de Nav10/11, aunque no afecta demasiado a la distribucién de cargas

superficial.

A

DomPNavll L4Ast89-DomPNavll B DomPNavll L4Ast89-DomPNavll

Figura 46. Modelos tridimensionales del dominio P de Nav10/11 (DomPNav1l) y del
mutante en el lazo 4 (L4Ast89-DomPNav11) mostrando la superficie (A) y la distribucién
del potencial electrostatico (B).

En el modelo generado para el mutante L5, es donde se observa més claramente la
influencia de las sustituciones de residuos en la superficie del dominio P (Figura 47A).
Como puede verse, en L5 se forma una importante protuberancia formada posiblemente
por las cadenas laterales de los residuos Asn414 (N*4) y Pro415 (P*%) que han sido
introducidos (igual que en AT414-15, Figura 42C). En la misma zona, en el modelo de
distribucion de potencial electrostatico (Figura 47B) puede verse un aumento muy
importante de la electronegatividad en la base de esa nueva protuberancia. Estos cambios
drésticos, juntos con las variaciones en superficie generadas por los residuos Val408
(V4%) y Ala406 (A*), podrian estar explicando porque el anticuerpo 2D9 no es capaz de

interaccionar con este mutante.

A

DomPNavl11 L5Ast89-DomPNav11 B DomPNavll L5Ast89-DomPNav11

Figura 47. Modelos tridimensionales en vista de superficie (A) y distribucion del
potencial electrostatico (B) del dominio P de RHDV-Nav10/11 (DomPNav1l) y el
mutante del lazo 5 (L5Ast89-DomPNav11).
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Aunque los datos obtenidos sugieren que el lazo 5 del subdominio P2 es el que mas
influye en la union con el anticuerpo 2D9, hay que indicar que solamente sustituyendo la
secuencia completa por la presente en el lazo del virus RHDV-Ast89 se ha perdido
totalmente la interaccion con 2D9 como apoya el hecho de que en el mutante AT414-15,
en el que unicamente se modificaron dos residuos de este lazo, no se impedia totalmente
la unién de 2D9. Una explicacion similar podria aplicarse en el andlisis del mutante
natural (RHDV-Ler11/16-1) que no mostraba reaccion con 2D9, y que posee varias
mutaciones dentro del lazo 5, y otras localizadas en distintas regiones del dominio P. El
analisis de las causas de la falta de reactividad del anticuerpo 2D9 requeriria generar
nuevos mutantes puntuales y combinaciones de mutantes con objeto de acotar mas la
estructura reconocida por 2D9. En nuestro laboratorio se estan realizando trabajos
complementarios para producir VLPs de este aislado, con las que seré posible realizar
estudios mas en profundidad sobre la falta de reaccién de este mutante con el anticuerpo
2D9.

En estudios realizados en otros tipos de RHDV (Wang et al., 2013) se compararon con
un norovirus murino los lazos externos del subdominio P2 de RHDVa, y mostraron la
equivalencia existente entre los lazos 1y 5, que casualmente parecen contener el epitopo
neutralizante de MNV reconocido por el anticuerpo A6.2 descrito por Taube et al., 2010.

Otra observacion derivada de los analisis recogidos en esta tesis es que la acumulacion
de mutaciones parece aumentar la dificultad de union del anticuerpo 2D9 con respecto a
las mutaciones individuales, tal como se observa en el mutante doble L1L4 (con los lazos
1y 4 de RHDV-Ast89) en el que se reduce la interaccion con el anticuerpo por debajo de
como lo hace las mutaciones individuales de los mismos lazos por separado. Esto podria
justificarse atendiendo a las modificaciones estructurales y del potencial electrostatico en
superficie del dominio P, mostradas en las Figura 43 y Figura 46 para los mutantes
individuales de lazo, que se encontrarian presentes simultdneamente en aquellos mutantes
que tienen varios lazos modificados. Estos resultados vuelven a sugerir que el
reconocimiento del epitopo de 2D9 requiere una conformacion mas que una secuencia
concreta, de modo que cuando mas cambios se producen en la estructura mas se dificulta

la union del anticuerpo.

En varios estudios previos se habian descrito las diferencias antigénicas entre el RHDV

clasico y la nueva variante (Barcena et al., 2015; Le Gall-Reculé et al., 2013). En el
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presente trabajo de tesis, ademas de confirmar estas observaciones utilizando distintas
metodologias, se han obtenido proteinas recombinantes quiméricas, basadas en
secuencias del dominio P de la nueva variante y secuencias correspondientes al virus
clasico, que podrian utilizarse como antigenos para desarrollar vacunas bivalentes
efectivas frente RHDV-G1 y RHDVb. Estudios previos han demostrado el potencial de
las VLPs de RHDV como vectores vacunales (Crisci, E et al., 2012). Concretamente,
VLPs quiméricas de RHDV-G1 conteniendo un antigeno heterélogo (M2e) del virus de
la gripe dentro del lazo 1 del subdominio P2 producen en raton una respuesta inmune
protectora frente a la infeccion por el virus (Moreno et al., 2016). Ademas, otros trabajos
muestran que la administracion de VLPs de RHDV quiméricas a ratones, cerdos o conejos
inducen la produccién de anticuerpos especificos tanto frente al antigeno heterélogo que
contienen como frente a RHDV (Crisci et al., 2009; Crisci, E et al., 2012; 2015; Crisci,
JL etal., 2012; Moreno et al., 2016; Peacey et al., 2007; Peacey et al., 2008). Todo estos
trabajos apoyan la posibilidad de disefiar futuras vacunas bivalentes frente a varios tipos
de RHDV y, méas concretamente, podria ser el dominio P, o alguno de sus lazos, regiones
eficaces para la presentacion de los antigenos pertenecientes a distintos RHDV.

Dada la especificidad del anticuerpo 2D9 frente a la nueva variante del virus este
monoclonal ha tomado un importante papel en el desarrollo del presente trabajo, y junto
con el anticuerpo monoclonal 3A10, que reconoce distintos tipos de RHDV, han
permitido el desarrollo de utiles herramientas diagndsticas frente a RHDVDb en distintos

formatos.

Considerando sus caracteristicas, ambos anticuerpos se emplearon para el disefio de
un sistema de inmunodeteccion, mediante inmunocromatografia lateral, para la
identificacion rapida y especifica de RHDVb en muestras de tejidos de conejos. Este
sistema permite detectar la presencia de particulas virales de forma réapida (tan solo 10
minutos), directamente en el campo o0 granja, usando exudados o muestras de

homogeneizados de higado de conejos (Dalton et al., 2017).

Este sistema de deteccion de la VVP1 de la nueva variante permite también analizar si
una determinada muestra, por ejemplo, las vacunas comercializadas en Espafia frente al
RHDVDb, o los antigenos recombinantes desarrollados en esta tesis, contienen al menos

las regiones reconocidas por los anticuerpos en su conformacion nativa antes de realizar
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la vacunacion. El uso de este sistema puede ser util para evaluar el estado de conservacion

de las vacunas, o si estas contienen suficiente cantidad de antigeno.

Los valores de sensibilidad (100 %) y especificidad (100 %), asi como los valores
predictivos positivo y negativo, ambos de 100 %, obtenidos en la evaluacion de esta
herramienta ponen de manifiesto su potencial para la identificacion rapida y especifica de
RHDVb. Hay que puntualizar que la puesta a punto y validacion de esta aplicacion
diagnostica ha sido realizada en nuestro laboratorio en colaboracion con la empresa
CerTest Biotec S.L. que en la actualidad vende en Espafia una version comercial de este
sistema (Figura 25).

Por otro lado, con objeto de desarrollar un procedimiento cuantitativo para la deteccion
de viriones RHDVDb se han estudiado distintas posibilidades para emplear los anticuerpos
2D9 y 3A10 en ELISA. Las distintas combinaciones probadas de estos anticuerpos junto
con el policlonal generado en cabra frente a VLPs de RHDVb han demostrado que un
ELISA tipo sandwich basado en la captura de las particulas virales con 2D9 es capaz de
detectar todos los aislados de RHDVD (incluidos los de tipo recombinante), sin mostrar
reaccion con aislados de RHDV clasico. Un solo aislado (RHDVa Oelsnitz) del grupo de
muestras de RHDVa mostré reaccion positiva en este ensayo, pero el porcentaje
observado de densidad dptica fue de 13 %, cercano al punto de corte de 9 % determinado
para este ELISA (Tabla 19) (Dalton et al., 2018c). La sensibilidad (100 %) y
especificidad (97,22 %) de esta técnica son mas que aceptables para su aplicacion
diagnostica en el laboratorio. Como ya se ha comentado, en la actualidad hay disponibles
varias herramientas diagndsticas para la deteccion de RHDVb (Barcena et al., 2015;
Dalton et al., 2018a; Dalton et al., 2017). Estas técnicas de ELISA pueden proporcionar
unos resultados robustos, relativamente baratos y cuantitativos de muestras individuales
permitiendo tipificar los aislados de RHDVb o RHDV clésico, sin la necesidad de realizar

RT-PCR o secuenciacion.

En este trabajo se ha comprobado la utilidad de los anticuerpos monoclonales para
desarrollar herramientas diagnosticas (Nelson et al., 2000), asi como para aportar
informacion basica sobre la antigenicidad de las proteinas de la capsida de virus y para
identificar aquellas regiones que podrian ser importantes para el desarrollo de vacunas

frente a virus emergentes como RHDVb (Kong et al., 2016).
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5.3. EVALUACION DE DISTINTAS ESTRATEGIAS VACUNALES E
IMPORTANCIA DEL ANTIGENO VACUNAL EMPLEADO

Los estudios previos han demostrado la falta de proteccion, en el mejor de los casos
parcial, de las vacunas basadas en el virus RHDV clésico frente a la nueva variante del
virus (Bércena et al., 2015; Dalton et al., 2014). Por tanto, uno de los objetivos de este
trabajo suponia el disefio, produccién y evaluacion de una vacuna efectiva frente a
RHDVb. Dadas las diferencias antigénicas comprobadas entre el virus clasico y la nueva
variante nuestro estudio se ha basado principalmente en candidatos vacunales que

contengan antigenos o regiones previsiblemente antigénicas de este nuevo virus.

Como se habia visto en un estudio previo, un péptido sintético basado en uno de los
lazos expuestos del subdominio P2 (lazo 1) de RHDVa era capaz de inducir la produccion
de anticuerpos neutralizantes frente a dicho virus (Wang et al., 2013). Por tanto, en este
trabajo, antes de realizar otros estudios detallados sobre la estructura antigénica de la VP1
de RHDVb, nos planteamos la posibilidad de que ocurriese 1o mismo en el caso de
RHDVb. Dado que ya disponiamos de un péptido sintético basado en la secuencia del
lazo 1, nombrado NL15, solo fue necesario la conjugacion con una proteina inductora del
sistema inmune como KLH para incrementar el potencial antigénico del péptido. La
vacunacion de 8 gazapos con este candidato vacunal donde se aplicaron hasta 4 dosis de
recuerdo durante un periodo de 72 dias no tuvo un resultado positivo en lo que se refiere
a la produccion de anticuerpos frente a RHDV (Tabla 21). Curiosamente, los sueros
analizados por Western blot (Figura 33) revelaron la presencia de anticuerpos
inespecificos puesto que un suero de conejo inmunizado con KLH reaccionaba frente al
dominio P de RHDVb, lo cual podria explicarse a una induccion del sistema inmune
inespecifico provocado por la propia KLH. Mediante ELISA se comprobd que al finalizar
el periodo de vacunacion los animales contenian anticuerpos frente a la proteina KLH y
al péptido conjugado, sin existir diferencias significativas entre los animales control y los
vacunados con el péptido conjugado (Figura 34). También se observo un bajo nivel de
anticuerpos frente al péptido NL15 sin conjugar en los sueros de los animales vacunados
con el péptido conjugado, pero no en los sueros de animales control. No obstante, en
ELISA frente a VLPs de RHDVb se comprobo la falta de anticuerpos, con los niveles por
debajo del punto de corte del ensayo, en todos los animales tratados, en la misma linea

que los resultados observados por Western blot.
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El desafio de los animales tratados con estos péptidos permitio demostrar que la
vacunacion con este péptido sintético conjugado con KLH (KLH-NL15) no era una buena
opcion para hacer frente a la enfermedad causada por la nueva variante del virus. La baja
inmunogenicidad de los péptidos se ha comprobado que es una importante limitacion para
el uso de estas moléculas como vacunas. Debido al pequefio tamafio de estas moléculas
no inducen de forma tan efectiva a como lo hacen estructuras antigénicas de mayor
tamafio como podria ser una particula viral completa. Por tanto, nuestros resultados
difieren de los obtenidos en el estudio de Wang et al., 2013, dénde la vacunacién con el
péptido sintético conjugado basado en RHDVa si protegio frente al virus. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que en estudios estructurales de los dominios P de RHDVa y
RHDVb se han observado diferencias en cuanto a la union del dominio P a HBGAs y en
la orientacion de los lazos del subdominio P2, mostrando que las estructuras de los
dominios P de ambos tipos de RHDV son moderadamente diferentes (Leuthold et al.,
2015). Por tanto, no puede afirmarse que, si el lazo 1 del subdominio P2 de RHDVa
contiene epitopos neutralizantes del virus, ocurra igual en el caso del mismo lazo de
RHDVb. Los analisis de prediccion de estructuras e interaccion de anticuerpos
monoclonales realizados en otros apartados de esta tesis permiten sugerir que la
utilizacion de otros lazos (L4 y L5) del dominio P de la VP1 de RHDVb en experimentos
de inmunizacién, podria dar mejores resultados de proteccién y constituyen un objetivo

para las investigaciones futuras del laboratorio.

En vista de la problematica que supone la enfermedad hemorragica del conejo causada
por la nueva variante del virus RHDVb en poblaciones silvestres de conejo de monte, y
teniendo en cuenta la dificultad que supone vacunar a dichos animales en el campo, en
este trabajo se ha iniciado un estudio prospectivo sobre el potencial de las bacterias
lacticas recombinantes, que expresan el dominio P de RHDV, como un nuevo candidato
vacunal aplicable por via oral. De este modo se pretende obtener candidatos vacunales
que puedan administrarse de un modo que evite la captura, y manejo de los conejos, asi
como el estrés que ello les conlleva. Estos procedimientos podrian aplicarse tanto en

poblaciones silvestres como en animales de granja 0 domésticos.

En este trabajo se han construido lactobacilos recombinantes que contienen integradas
en su genoma distintas secuencias de dominios P (RHDV-G1 o RHDVD), asi como

regiones que permiten la expresion de dichos dominios en distintas formas, bien anclados
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a la pared bacteriana o secretados al medio de cultivo. Este trabajo contribuye a investigar
las distintas posibilidades que permiten estas bacterias para la expresion de antigenos
heter6logos y su potencial uso como agentes probidticos, como ha sido demostrado en
otros estudios frente a infecciones por Rotavirus y Norovirus (Hoang et al., 2015; Martin
et al., 2011). A su vez, al ser organismos que pueden establecerse como microbiota

intestinal en los conejos, son vectores vacunales potencialmente muy prometedores.

Los andlisis de expresion de las construcciones de dominios P anclados a la pared
bacteriana mostraron niveles bajos no detectables por Western blot, sin embargo, se
demostrd la presencia del dominio P mediante citometria de flujo (Figura 28). En el caso
de los dominios P secretados al medio no fue posible la deteccion por Western blot a
pesar de concentrar previamente las proteinas del sobrenadante mediante precipitacion
con &cido tricloroacético. Las cantidades tan bajas e indetectables obtenidas en este
sistema de expresion de los dominios P podrian deberse a que la expresion en los
lactobacilos recombinantes ha sido disefiada para que se produzca de forma constitutiva
y posiblemente a un efecto de baja dosis génica, al tratarse de vectores integrativos. En
anteriores estudios donde se disefiaron y generaron lactobacilos recombinantes que
expresaban la proteina VP1 de un norovirus humano bajo un promotor inducible, se
consiguio observar la presencia de la proteina VP1 mediante Western blot pese a que los
niveles de expresion también eran bajos (Martin et al., 2004). Por tanto, un cambio en el
sistema de expresion de los dominios P de RHDV a una construccién inducible tampoco
promete dar lugar a resultados muy diferentes a los obtenidos en cuanto a niveles de
produccion del antigeno. Por otro lado, la necesidad de induccion, es decir el uso de
inductores exdgenos, haria poco practico el uso de estas construcciones para vacunar

animales silvestres.

Dado que los Unicos lactobacilos recombinantes en los que se pudo detectar la
presencia de dominios P de RHDV fueron los que expresan este antigeno anclado a la
pared bacteriana, este tipo de bacterias se seleccionaron para la evaluacion de su eficacia
protectora frente al RHDV. El ensayo en conejos para determinar la induccién del sistema
inmune y la proteccidn frente al virus se desarroll6 mediante la administracion oral de las

distintas construcciones de bacterias recombinantes por separado.

En los analisis de la produccién de anticuerpos frente a RHDV en los conejos

vacunados oralmente con lactobacilos, se observaron niveles bajos de anticuerpos tanto
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frente a VLPs de RHDV-Ast89 como frente a VLPs de RHDV-Nav10/11 (Figura 37).
Sin embargo, pese a los reducidos titulos de anticuerpos existen diferencias entre los
distintos grupos de conejos vacunados con lactobacilos recombinantes. En el caso de los
anticuerpos frente a VLPs de RHDV-Nav10/11 (Figura 37A), los sueros de conejos
vacunados con lactobacilos que expresan dominio P de RHDV-Nav10/11 parecieron
mostrar niveles ligeramente superiores a los 25 dpi, aunque posteriormente disminuyeron
a los 64 dpi vy, en todos los casos, son muy similares y en su mayoria inferiores a los del
punto de corte de la técnica de ELISA. Por otro lado, la deteccion de anticuerpos frente a
las VLPs de RHDV-Ast89 (Figura 37B), revelo diferencias significativas con respecto a
los valores obtenidos frente a VLPs de RHDV-Nav10/11 (Tabla 22). Curiosamente, en
el grupo de animales inmunizados con los lactobacilos que expresan dominio P de
RHDV-Nav10/11, aparecen anticuerpos detectables frente a VLPs de RHDV-Ast89 a los
25 dpi y se mantiene hasta el dia 64 dpi, hecho que no ocurre frente a VLPs de RHDV-
Nav10/11. En el caso del grupo de animales inmunizados oralmente con lactobacilos que
expresan el dominio P de RHDV-Ast89 sin cola de histidinas, los anticuerpos frente a
VLPs de RHDV-Ast89 aparecen en el suero a los 64 dpi, algo que no ocurre en el grupo
de animales vacunados con los lactobacilos que expresan los mismos dominios P con cola
de histidinas que, curiosamente, no muestran presencia de anticuerpos frente a dichas

VLPs en ninguno de los sueros muestreados.

La presencia de anticuerpos detectables frente a VLPs de RHDV-Ast89 en los sueros
del grupo control tratado con el lactobacilo silvestre (BL23), podria explicarse atendiendo
a las propiedades probioticas de esta bacteria ya mencionadas en otros trabajos (Lee et
al., 2015). Sin embargo, solo se ha demostrado que actian modulando la respuesta
inmune del hospedador, a través de células T reguladoras acompafiando a una expresién
de citoquinas reguladoras(Cortes-Perez et al., 2017; Foligne et al., 2007; Lenoir et al.,
2016).

La falta de induccion suficiente del sistema inmune para la produccion de anticuerpos
evidenciada por los resultados de las pruebas ELISA permite anticipar una falta de
proteccién frente al virus como se comprobd posteriormente en el ensayo de infeccion
con RHDVb (Figura 38). Estos resultados sugieren que la vacuna oral disefiada y
evaluada en este trabajo no posee capacidad para inmunizar de forma efectiva a los

conejos. Por otro lado, no se ha podido demostrar de forma clara que los lactobacilos
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recombinantes sean capaces de colonizar el tracto digestivo de los conejos, 1o que
supondria que el antigeno permaneceria en el organismo del animal durante un tiempo
limitado, menor del que se esperaba con esta estrategia vacunal. Ademas, hay que
recordar que el dominio P de RHDV se expresa fusionado con secuencias de otras
proteinas que le ayudan al anclaje a la pared bacteriana, no podemos demostrar que la
estructura adquirida por este dominio en el exterior de la bacteria sea la misma en la que
se dispone en la cépsida del virus o la VLP, ni que puedan llegar a adoptar estructuras
diméricas que son importantes para la interaccion de algunos anticuerpos neutralizantes
como el 2D9 caracterizado en esta tesis. Para investigaciones futuras sobre estos
lactobacilos recombinantes como vacuna oral viva, se podria realizar la insercion en el
genoma de varias copias seguidas de la secuencia del dominio P (en tandem), que se
traducirian en una Unica proteina. De este modo, se esperaria la expresion de mayor
cantidad de antigeno y cabria una mayor probabilidad de que los dominios P anclados a

la pared quedasen lo suficientemente cercanos para formar dimeros.

Es necesario comentar también que la via de administracion de los antigenos vacunales
es muy importante a la hora de la induccion de una respuesta inmune efectiva y que las
inmunizaciones orales requieren normalmente una mayor cantidad de inmundgeno (de
Aizpurua y Russell-Jones, 1988) comparado con la ruta parenteral. Estos hechos, unidos
al bajo nivel de expresion del antigeno que presentaron los distintos lactobacilos
recombinantes disefiados en este trabajo, a los que puede sumarse la posibilidad de una
degradacién del dominio P a lo largo del tracto digestivo, podrian explicar la falta de
efectividad de este candidato vacunal.

En otras partes de esta tesis se ha comprobado que el dominio P de RHDV-Nav10/11
contenia epitopos neutralizantes frente a RHDVD, por lo que este antigeno constituyo un
candidato vacunal cuya eficacia requiere ser analizada mediante ensayos in vivo con
animales. Por otro lado, dado que actualmente existe una limitacion en las herramientas
diagndsticas que no permiten distinguir si los anticuerpos presentes en sueros de conejos
provienen de una vacunacion previa o bien de una exposiciéon natural al virus, nos
planteamos también la posibilidad de generar el antigeno vacunal marcado en forma de
proteina de fusion con GST. De este modo la presencia de anticuerpos frente a la GST
podria constituir una indicacion de que un animal ha sido vacunado. La fusion GST-

dominio P obtenida y expresada en bacterias se purifico con el fin de ser administrada a
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conejos, una vez que se demostro que adquiria la conformacién natural presente en la

capsida viral puesto que reaccionaba positivamente con el anticuerpo neutralizante 2D9.

Ademas de los antigenos anteriores, y teniendo en cuenta los resultados mostrados en
otros estudios sobre la vacunacion con VLPs, se han producido y evaluado una
preparacion de VLPs de la nueva variante RHDVb, méas concretamente, del aislado
RHDV-Nav10/11. En multitud de trabajos publicados se ha expresado el gen de la
proteina VP1 de RHDV de forma heter6loga, mostrando su capacidad de autoensamblarse
para formar VLPs, asi como sus propiedades inmunogénicas y de induccion de la
proteccion frente al virus RHDV. Los sistemas de expresion empleados en esos trabajos
han sido muy variados, desde bacterias (Boga et al., 1994; Guo et al., 2016), baculovirus
(Laurent et al., 1994; Marin et al., 1995; Nagesha et al., 1995; Pérez-Filgueira et al.,
2007; Plana-Duran et al., 1996), plantas (Castafion et al., 1999; Fernandez-Fernandez et
al., 2001; Gil et al., 2006; Mikschofsky et al., 2009), adenovirus (Fernandez et al., 2011),
levaduras (Boga et al., 1997; Fernandez et al., 2013), hasta en forma de vacunas
bivalentes mediante virus mixoma recombinantes (Angulo y Barcena, 2007; Barcena et
al., 2000; Bertagnoli et al., 1996; Spibey et al., 2012; Torres et al., 2000). Por tanto, a la
luz de los resultados obtenidos con VLPs de RHDV clésico cabria esperar resultados
similares para el caso de una vacuna basada en las VLPs de la nueva variante del virus

gue nos planteamos en el presente trabajo.

La expresion de la proteina VP1 empleando baculovirus recombinantes ha demostrado
ser una potente herramienta para la produccion de cantidades suficientes de VLPs en
cultivos celulares para su purificacion y administracion a conejos. Para obtener mejores
rendimientos, en varios trabajos previos se ha optimizado este sistema de expresion por
baculovirus (Gomez-Sebastian et al., 2014; Lopez-Vidal et al., 2015) y se ha escalado la
produccién de VLPs utilizando factorias vivas como crisalidas y larvas de insectos
(Trichoplusia ni) (Guijarro-Pardo et al., 2017; Pérez-Filgueira et al., 2007). Con estos
antecedentes, en este trabajo se ha evaluado la induccion de la respuesta inmune y la
proteccién frente a RHDVb administrando VLPs producidas en estos dos sistemas
basados en la infeccion por baculovirus recombinantes bien de cultivos celulares, o bien,

de crisalidas de insecto.

El andlisis comparativo de la expresion de VP1 y obtencion de VLPs en cultivos

celulares se llevo a cabo empleando secuencias nucleotidicas de VP1 de RHDV-
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Nav10/11 tanto nativas como optimizadas para su expresion en células de insecto.
Ademas, se analizo la expresion de la VP1 en distintos tipos celulares (Sf9 y HF) que
permitian la obtencion de las VLPs de forma extracelular o intracelular, respectivamente.
En estos estudios se pudo comprobar la importancia de la optimizacion de la secuencia
para su expresion en células de insecto, mostrando un incremento de 3,6 y 50 veces (HF
y Sf9, respectivamente) la produccion de VLPs cuando se empleaban baculovirus que
contenian la secuencia optimizada de la VP1 (Tabla 20), al igual que lo recogido en
estudios previos de optimizacion de la secuencia para la expresion en baculovirus (Lépez-
Vidal et al., 2015). Ademas, se ha comprobado que el tipo celular empleado, que
condiciona la expresion intracelular o extracelular debe ser otro aspecto a tener en cuenta
a la hora de producir VLPs en cultivos celulares. En esta tesis, se ha estudiado también el
uso vacunal de la presencia de extractos de crisalidas infectadas con baculovirus
recombinantes optimizados para la expresion de VP1 en células de insecto (Figura 31).
La eficacia del uso de los insectos como factorias vivas (biorreactores) para la produccion
de proteinas o estructuras complejas como pueden ser las VLPs, puede deberse a que el
elevado numero de células y multitud de tipos celulares presentes en un organismo
completo como un insecto permite un elevado rendimiento de la produccion a un bajo
coste (Guijarro-Pardo et al., 2017; Kato et al., 2010; Pérez-Filgueira et al., 2007; Pérez-
Martin et al., 2010) en comparacién con los biorreactores convencionales. Los estudios
previos se han centrado en el uso de fases larvarias de Trichoplusia ni, pero la utilizacion
de las crisalidas presenta numerosas ventajas. En cuanto a produccién se habla de
términos similares (comunicacion personal de ALGENEX), pero en esta fase evolutiva
se elimina la presencia del aparato digestivo del insecto, con lo que se disminuye la carga
bacteriana, hay menor degradacion de la proteina recombinante, se reduce la
contaminacion de lipidos en el extracto final y, como principal ventaja, ofrece la
posibilidad de automatizar el proceso de inoculacion con el baculovirus mediante robots
disefiados para ello. Para comprobar que los extractos de crisalidas producidos por ese
sistema contienen las VLPs de RHDVD y son susceptibles de ser utilizados en vacunas,
uno de los objetivos planteados en este trabajo fue comprobar la inmunogenicidad y
capacidad de proteccion frente al virus tras la vacunacion con extractos de crisalidas que
producen VLPs de RHDVb.

El efecto de los adyuvantes como compuestos que tienen efectos sobre la induccion

del sistema inmune cuando se utilizan en mezclas vacunales se ha demostrado en
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multiples estudios siendo, en la actualidad, uno de los componentes de las vacunas
disponibles frente a RHDV. Por tanto, en este trabajo hemos estudiado ademas de la
vacunacion con VLPs purificadas, extractos de crisalidas que producen VLPs o dominios
P la posible influencia del adyuvante en la induccion del sistema inmune y la proteccion

frente a la infeccion por el virus RHDVD.

Las inmunizacion de grupos de gazapos control, tratados con PBS o PBS con
adyuvante (AIOH3) revel6 que este adyuvante de forma individual no es capaz de proteger
o retrasar la muerte de los animales tras la infeccién con el virus RHDVb (Figura 40A).
Sin embargo, cuando se vacunaron los conejos con mezclas de adyuvante y VLPs
purificadas o extractos de crisalidas se observo un incremento en la tasas de supervivencia
con respecto a los conejos vacunados con la misma cantidad de antigeno en ausencia de
adyuvante (Figura 40B). De este modo, en presencia de adyuvante la vacunacién con
VLPs purificadas de RHDVb protegio al 100 % de animales mientras que, al utilizar
extractos de crisalidas, que contienen VLPs de RHDVDb, en presencia de adyuvante se
consigue la proteccion del 50 % de los animales. Hay que destacar que cuando los conejos
se trataban con las mismas cantidades de antigenos, en ausencia de ALOH3, la mortalidad
observada fue del 100 % entre los dias 1 y 3 después del reto viral, al igual que en los
grupos control tratados con PBS o PBS con adyuvante (Figura 40A y Figura 40B). Con
estos resultados se ha comprobado una vez mas el potencial vacunal de las VLPs y su
capacidad para proteger frente a la nueva variante del virus como se ha publicado
recientemente frente a un aislado francés de RHDVb (Miiller et al., 2019). En los estudios
recogidos en esta tesis se ha demostrado también el efecto beneficioso del adyuvante para
ayudar a incrementar el poder inmunizador de los antigenos. En otros estudios posteriores
realizados en el laboratorio, no recogidos en esta tesis, ha podido demostrarse que el uso

de cantidades mayores de antigenos hace innecesario el uso de adyuvantes de inmunidad.

Otro de los objetivos de esta tesis consistio en la evaluacion de la capacidad protectora
de las fusiones GST-dominio P del RHDVD, en presencia o ausencia de adyuvante
(AIOHz). Tras la administracion de 10 pg/animal de GST-dominio P en presencia de
adyuvante los animales murieron entre los dias 1 y 3 tras la infeccién con RHDVb al igual
que los animales de los grupos control (Figura 40A y Figura 40C). Cuando se aumento
la dosis de antigeno a 100 pg/animal en presencia de adyuvante todos los animales

sucumbieron, aunque la muerte se retrasé hasta los 5 dias tras el reto viral. De forma
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sorprendente cuando los animales se trataron con la misma cantidad de antigeno, en
ausencia de adyuvante se observé una supervivencia del 50 % de los conejos a partir de
los 4 dias tras la inoculacion del virus. Estos resultados contrastan con los obtenidos para
la vacunacion con VLPs o extractos de crisdlidas. No obstante, hay que tener en cuenta
el reducido nimero de animales empleados (4 animales por grupo) y las condiciones
estrictas de desafio empleadas dado que la exposicion al virus se realizo a los 7 dias desde

la vacunacion.

Cabe mencionar que existe una mayor proteccion tras vacunar con una dosis de VLPs
purificadas de 5 pg/animal que tras vacunar con 100 pg/animal de la fusion GST-P. Estos
resultados reflejan que pese al aumento de las dosis los dominios P, por si solos, pudieran
no ser suficientemente inmunogénicos en comparacion con las VLPs completas y que, al
igual que en el caso de la vacunacion con el péptido sintético, el tamafio y la
estructuracion del antigeno vacunal sea importante a la hora de inducir una respuesta
inmune efectiva. De hecho, ya existe una diferencia importante entre la vacunacion con
el péptido sintético conjugado KLH-NL15 que no produjo ningun tipo de proteccion y el
dominio P completo que ha protegido al 50 % de los conejos. En el caso de una misma
dosis de VLPs (5 pg/animal) en los extractos de crisalidas la proteccion también fue
menor que con las VLPs purificadas, lo que podria deberse a que las VLPs podrian estar
“enmascaradas” o de alguna forma unidas a otras proteinas solubles del extracto que

impidan el reconocimiento del antigeno por parte del sistema inmune del conejo.

Para el estudio de la induccion del sistema inmune tras la vacunacion con VLPs o
dominio P de RHDVb se analiz0 la presencia de anticuerpos frente a RHDV, en los sueros
recogidos de los animales supervivientes. Mediante el uso de un sistema de ELISA
comercial (Ingenasa) se observo la presencia de anticuerpos en todos los animales
supervivientes del grupo vacunado con VLPs purificadas y adyuvante (Tabla 24). En el
caso de los 2 animales supervivientes vacunados con extractos de crisalidas con VLPs y
adyuvantes, en uno de ellos no se detectaron anticuerpos. En los sueros de los dos conejos
supervivientes vacunados con la fusién GST-P se observo la presencia de anticuerpos,

pero en niveles cercanos al punto de corte del ELISA.

Para comprobar la especificidad de los anticuerpos presentes en el suero se utilizé un
ELISA indirecto empleando como antigenos VLPs de RHDV clasica (las mismas que el
sistema de Ingenasa) o VLPs de RHDVb (Tabla 25). En los resultados obtenidos se
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demuestra la presencia de anticuerpos frente a ambos tipos de VLPs en todos los animales
supervivientes. Sin embargo, se muestran diferencias importantes entre las cantidades de
anticuerpo frente a uno u otro tipo de VLPs, 5 de los animales supervivientes (62,5 % de
los animales supervivientes) contienen mayor cantidad de anticuerpos frente a VLPs de
RHDV-Nav10/11 (RHDVb) que frente a VLPs del virus clasico. Estos resultados estan
de acuerdo con los trabajos previos que describian diferencias antigenicas de ambos virus
(Béarcena et al., 2015; Dalton et al., 2012). En dos de los animales supervivientes (25 %
de los supervivientes) los valores obtenidos frente a VLPs de ambos tipos son similares,
lo que demostraria una reactividad cruzada de los anticuerpos. Solo en uno de los
animales supervivientes, vacunado con extractos de crisalidas que producen VLPs, (12,5
% de los supervivientes) se obtuvo mayor cantidad de anticuerpos frente a RHDV clasico
que frente a RHDV-Nav10/11. La presencia de anticuerpos frente a VLPs de RHDV-
Ast89 en animales vacunados con VLPs completas de RHDVb (purificadas o en
extractos) podria indicar que la vacunacion con este antigeno podria proteger al menos
parcialmente a un porcentaje de conejos frente al virus clasico, a diferencia de lo que
ocurre con la vacunacién con el dominio P de RHDVb que no induce una produccion
importante de anticuerpos frente a VLPs de RHDV-Ast89.

La evaluacion para una posible aplicacion de la fusion GST-P como vacuna marcada
se ha realizado mediante la deteccion por ELISA de anticuerpos frente a GST en sueros
de los animales supervivientes tratados con GST-P o VLPs. Los resultados obtenidos
muestran la falta de anticuerpos detectables frente GST en todos los animales estudiados.
La imposibilidad de diferenciar mediante ELISA los sueros de los animales vacunados
con GST-P respecto al resto, indica que este antigeno vacunal no seria una buena opcién
como vacuna marcada. Sin embargo, hay que indicar que el limitado tiempo (s6lo 7 dias)
entre la administracion de la fusion GST-P y el reto viral con RHDV en el ensayo in vivo
realizado podrian explicar la ausencia de anticuerpos frente a la proteina GST. También
es importante indicar que la inoculacion del virus supone un refuerzo para la induccion
de la produccién de anticuerpos frente al dominio P, pero no frente a la proteina GST

puesto que ésta no se administro al realizar el reto viral.

Teniendo en cuenta que la secuencia de la proteina GST empleada en este ensayo de
vacunacion pertenece a una especie de Pseudomonas, y analizando la secuencia tiene

aproximadamente un 45 % de homologia con la GST de conejo, se plantea para futuros
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estudios el utilizar una proteina GST menos parecida a la de conejo. Sin embargo, otros
estudios han puesto de manifiesto que el uso de esta proteina modificada conteniendo
epitopos de células T de la toxina difteria es capaz de inducir la produccion de anticuerpos
en ratones (Pillai et al., 1995), esto sugiere que, aunque la proteina GST por si no induzca
una respuesta inmune en conejos, puede ser modificada afiadiéndole epitopos marcadores
que si lo hagan. En trabajos realizados sobre parasitos de humano (Diemert et al., 2017;
Grezel et al., 1993), oveja (Gupta et al., 2005; Sexton et al., 1990), o vaca (Morrison et
al., 1996) han indicado que la proteina GST del propio parasito empleada como vacuna
induce la produccion de anticuerpos, aportando resultados que indican la buena

inmunogenicidad de la proteina GST.

La persistencia del virus en el organismo de los conejos vacunados se estudié mediante
un sistema de deteccion de ARN viral en higado de conejos desarrollado previamente en
nuestro laboratorio (Dalton et al., 2018a). La ausencia de copias de ARN viral en higado
de los conejos supervivientes vacunados con VLPs purificadas (5 pg) y con adyuvantes
demostro que ademas de la proteccién frente a la enfermedad, los conejos fueron capaces
de eliminar al virus de su organismo (Figura 41). En uno de los animales supervivientes
vacunado con la fusion P-GST tampoco se detectd la presencia del virus. EI nimero de
copias de ARN viral se encontraba reducido en todos los animales vacunados con
cualquiera de los antigenos probados con respecto al grupo control de animales
inyectados con PBS (Figura 41). En el caso de los animales supervivientes vacunados
con extractos de crisalidas éstos presentan un ndmero de copias de ARN viral muy
inferior al de los animales que murieron del mismo grupo, demostrandose que la carga

viral en los animales supervivientes es menor.

En este trabajo se ha demostrado que la vacunacion con VLPs purificadas de RHDVb
protege de forma efectiva a los conejos frente a la infeccidn por el virus y, ademas, al
eliminar totalmente la presencia del virus del organismo del animal evita que se convierta
en un foco de infeccidn para otros conejos. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
con la vacunacion con extractos de células de insecto que expresan VP1 de RHDVb
(Mdaller et al., 2019).

Tras todos los estudios realizados en esta tesis resulta evidente que la complejidad del
antigeno empleado para inmunizar frente al RHDV es un factor condicionante para el

nivel de proteccion que puede alcanzarse. En nuestros estudios puede comprobarse la
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mayor eficacia de las VLPs frente a los dominios P o algun lazo expuesto de estos, asi
como la influencia de las dosis de antigenos y/o presencia de adyuvantes a la hora de

conseguir una inmunidad protectora suficiente.

También se han aportado datos en lo que se refiere a la utilizacion de bacterias
recombinantes, administrables por via oral. Parece evidente la necesidad de aumentar los
niveles de expresion en este tipo de hospedadores y procurar que los antigenos expresados
puedan alcanzar un nivel de estructuracion suficiente. Este ultimo aspecto es un
condicionante importante a la hora de conformar las estructuras identificadas por los
anticuerpos neutralizantes, del tipo reconocido por el monoclonal 2D9, que parece
identificar estructuras presentes Unicamente en las formas diméricas de los dominios P de
la VP1. El sistema de expresion utilizado para el anclaje de antigenos en la pared de los
lactobacilos, aunque permite una mejor presentacién de éstos, no parece que sea el
sistema de eleccion para los dominios P, dado que posiblemente impediria su
dimerizacion. Por tanto, cabe proponer para futuros trabajos encaminar los esfuerzos a
mejorar la expresion extracelular, posiblemente de la VP1 completa de RHDV. Este tipo
de estrategia consistente en el uso de bacterias lacticas vivas, que expresan antigenos
relevantes y con capacidad colonizadora del intestino de los conejos, podria ser una
alternativa en la que basar la vacunacion de los conejos y otros animales silvestres en los

que otros tipos de estrategias vacunales son actualmente inviables.

En este trabajo se ha puesto de manifiesto la importancia de emplear como antigeno
VLPs de RHDVb cuando se realizan analisis de la produccion de anticuerpos frente a esta
variante. En los sueros analizados de animales vacunados con antigenos pertenecientes a
RHDVb se observa que, aun habiendo anticuerpos que reconocen antigenos basados en
RHDV clasico (VLPs de RHDV-Ast89 o antigeno del sistema de Ingenasa), existen otros
anticuerpos que no se detectan al ser especificos frente a RHDVDb. Por ello, en algunos
casos, se subestima la presencia de anticuerpos frente a RHDV empleando el sistema
comercial de Ingenasa o un ELISA indirecto basado en VLPs de Ast89, si se compara
con los resultados obtenidos empleando VLPs de RHDVb como antigeno en ELISA
(Tabla 24 y Tabla 25). Atendiendo a estos datos, las diferencias antigénicas entre
RHDV-G1 y RHDVb implican que en el analisis mediante ELISA de la presencia de
anticuerpos en sueros frente a RHDV sea importante considerar a qué tipo de RHDV

pertenecen los antigenos empleados. En un estudio anterior, ya ha sido puesto de
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manifiesto que las diferencias antigénicas entre RHDV-G1 y RHDVDb crean la necesidad
de utilizar anélisis diagnosticos especificos frente a RHDVb para estudiar la dispersion

del virus (Bércena et al., 2015).
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6. CONCLUSIONES

. La inmunizacion de ratones con VVLPs derivadas del RHDV clasico o del RHDVb han
permitido la obtencidn de hibridomas productores de anticuerpos especificos para cada
tipo de RHDV, aportando nuevos datos sobre la existencia de diferencias antigénicas

entre ambos virus.

. De un total de 14 hibridomas, obtenidos tras un proceso de cribado y clonacién, solo
4 de ellos fueron seleccionados ya que producen anticuerpos monoclonales con
diferentes especificidades frente a distintos RHDV.

. El hibridoma 82 produce un anticuerpo monoclonal que reconoce un epitopo
conformacional especifico de RHDV clasico (RHDV-G1 y RHDVa), ausente en
RHDVDb.

. Se han obtenido hibridomas productores de los anticuerpos monoclonales 3A10 y
8E10 que reconocen epitopos lineales de varios tipos de RHDV al reaccionar con el

dominio S de la VP1, region mas conservada de esta proteina en dichos virus.

. El anticuerpo monoclonal 2D9 es especifico y neutralizante de la nueva variante de
RHDV, interaccionando con la superficie externa del dominio P en forma de dimero.
El reconocimiento del anticuerpo requiere una conformacion tridimensional concreta

de la region mas expuesta del dominio P (subdominio P2).

. Una mutacion puntual (N387D) presente en un aislado natural de RHDVb (RHDV-
Ger06/12-2) dentro del lazo 4 del subdominio P2, impide totalmente la unién del
anticuerpo 2D9, aunque otra sustitucion (N387A), en la misma posicion que la

anterior, no provoca el mismo efecto.

. Mediante técnicas in silico y generacion de mutantes, se ha demostrado la importancia
de los lazos expuestos del subdominio P2 para la interaccion del anticuerpo
neutralizante 2D9, siendo especialmente determinante el lazo 5 (1le404-Ala416).

. Se han puesto a punto dos herramientas diagnosticas para la deteccion de viriones de

RHDVb empleando los anticuerpos monoclonales 3A10 y 2D9.
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9. El procedimiento inmunocromatografico desarrollado permite la deteccion diferencial

10.

11.

12.

13.

14.

15.

rapida de viriones de RHDVb, empleando muestras de exudados o tejidos de conejos

obtenidos en el campo o en las granjas, con una sensibilidad y especificidad del 100%.

La técnica ELISA desarrollada permite un estudio cuantitativo de la presencia de
viriones de RHDVb con un valor diagnostico de 0,98 y un valor predictivo positivo o

negativo del 98,1 % y del 100,0 %, respectivamente.

La inmunizacién de conejos con un péptido sintético correspondiente al lazo 1
(Asn301-Leu315) del subdominio P2 de RHDVb, conjugado a la proteina KLH no
induce el sistema inmune de los conejos de forma efectiva y no protege frente a la

infeccion por el virus.

La vacuna oral viva en forma de lactobacilos que expresan dominios P de distintos
tipos de RHDV anclados a la pared inducen débilmente la produccion de anticuerpos
frente a VLPs del virus clasico (RHDV-Ast89), no siendo suficiente para proteger de
la enfermedad causada por RHDVb. Tampoco se ha podido demostrar la capacidad de

estos lactobacilos para colonizar el tracto digestivo de los conejos.

El dominio P de RHDVb fusionado a la GST empleado como antigeno vacunal es
capaz de proteger al 50 % de los conejos vacunados en las condiciones utilizadas,
observandose la produccion de anticuerpos especificos frente a RHDVb en los

animales supervivientes.

La vacunacion con VLPs purificadas de RHDVb en presencia de adyuvante protege
de la infeccion viral al 100 % de los animales vacunados, mostrando una induccion del
sistema inmune por produccion de anticuerpos especificos frente a RHDVb y dando

lugar a la ausencia total de genomas virales en el higado de los conejos vacunados.

La inmunizacién con extractos de crisdlidas que expresan la VP1 de RHDVb en
presencia de adyuvante protegen al 50 % de los conejos tratados, en las condiciones
ensayadas, y se observa la produccion de anticuerpos frente a RHDV en sueros de los
supervivientes, asi como una reduccién del nimero de copias de genoma viral en el

higado con respecto a los animales sin tratar.

159



6. Conclusiones

16. Los conejos inmunizados con antigenos basados en el virus RHDVb producen
anticuerpos mayoritariamente frente a VLPs de RHDVb en comparacion con los
observados frente a VLPs de RHDV-Ast89, demostrando las diferencias antigénicas
entre ambos virus y la importancia de utilizar herramientas de deteccion especificas de

RHDVb para determinar la presencia de anticuerpos en sueros de conejos.
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8. Anexo

8. ANEXO

8.1. TABLA SUPLEMENTARIA

Tabla S1. Hibridomas obtenidos tras la inmunizacién de ratones con VLPs de distintos RHDV.

Hibridomas obtenidos con VLPs de RHDV- Hibridomas obtenidos con VVLPs de RHDV-
Nav10-11 Gal09/12
Subclonaciones | Reactividad frente a VLPs Subclonaciones | Reactividad frente a VLPs
12 28 RHDVG1|RHDVa| RHDVb 1@ 22 RHDVG1 | RHDVa |[RHDVb
7.1 - + -I+
2A11.12 n-e n-e n-e
2A11 7 7.2 - + -+
2A11.14 n-e n-e n-e
75 - + -+
2D9.1 - - +
11
2D9 2D9.2 2D9.23 - - +
12
2D9.3 - - +
30.9R - - -
3A10.1 3A10.14 + + +
30
30.14R - - -
3A10 3A10.2 + + +
51.4R - - -
51
3A10.3 + + +
51.5R - - -
78* + + -
6B9.6 n-e n-e n-e
6B9 82.2 82.28 + + -
82
6B9.8 n-e n-e n-e
82.3 + + -
105.3 - -+ -
105
105.8 - -+ -
8E10* + + +
125.6 -I+ -+ -+
125
125.8 -/+ -I+ -I+

Sombreados en gris aparecen los hibridomas finales a partir de los que se purificaron los
anticuerpos correspondientes. *No se obtuvieron subclones estables. R Se pierde la reactividad
frente a las VLPs. Reaccion frente a VLPs: positiva (+), negativa (-), muy débil (+/-) o no
especifica (n-e).
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8.2. FIGURAS SUPLEMENTARIAS

[ el R S S T T T S

101
101
101
101
101
101
101
101
101
101

151
151
151
151
151
151
151
151
151
151

GGATCCAGCAAAACCGTTGATAGCATTAGTCCTGCCGATCTGCTGACCAC Majority

T I I T 1

10 20 30 40 50

1 1 1 1 1.
GGATCCAGCAAAACCGTTIGATAGCATTAGTCCTGCCGATCTGCTGACCAC Pdom N11
GGATCCAGCAAAACCGTTGATAGCATTAGTCCTGCCGATCTGCTGACCAC Llast8S
GGATCCAGCAAAACCGTTGATAGCATTAGTCCTGCCGATCTGCTGACCAC L2Ast89
GGATCCAGCAAAACCGTTGATAGCATTAGTCCTGCCGATCTGCTGACCAC L3Ast89
GGATCCAGCAAAACCGTTGATAGCATTAGTCCTGCCGATCTGCTGACCAC L4ASt8?
GGATCCAGCAAAACCGTTGATAGCATTAGTCCTGCCGATCTGCTGACCAC LS5Ast89
GGATCCAGCAAAACCGTTGATAGCATTAGTCCTGCCGATCTGCTGACCAC L1L4AStS?
GGATCCAGCAAARAACCGTTGATAGCATTAGTCCTGCCGATCTGCTGACCAC L4LSAst89
GGATCCAGCAAAACCGTTGATAGCATTAGTCCTGCCGATCTGCTGACCAC L1L4LSASt8S
GGATCCAGCAAAACCGTTGATAGCATTAGTCCBGCRBIGGITCTGCTGACCAC Pdom Ast89
ACCGGTTCTGACCGGTGTTGGCACCGATAATCGTTGGAATGGTGAAATTG Majority

T T T T T

€0 70 30 a0 100

1 1 1 1 1
ACCGGTTCTGACCGGTGTTGGCACCGATAATCGTTGGAATGGTGARAATTG Pdom N1l
ACCGGTTCTGACCGGTGTTGGCACCGATAATCGTTGGAATGGTGAAATTG L1Ast8%
ACCGGTTCTGACCGGTGTTGGCACCGATAATCGTTGGAATGGTGAAATTG L2Ast89
ACCGGTTCTGACCGGTGTTGGCACCGATAATCGTTGGAATGGTGAAATTG L3Ast89
ACCGGTTCTGACCGGTGTTGGCACCGATAATCGTTGGAATGGTGAAATTG L4Ast8S
ACCGGTTCTGACCGGTGTTGGCACCGATAATCGTTGGARTGGTGAAATTG LSAst8S
ACCGGTTCTGACCGGTGTTGGCACCGATAATCGTTGGAATGGTGAAATTG L1L4Ast89
ACCGGTTCTGACCGGTGTTGGCACCGATAATCGTTGGAATGGTGAAATTG L4LSAst89
ACCGGTTCTGACCGGTGTTGGCACCGATAATCGTTGGAATGGTGAAATTG L1L4LSAst8S
ACCGGTTCTGACCGGTGTITGGMARTGATAATCGTTGGAATGGTIBABIAT TG Pdom Ast89
TTGGTCTGCAGCCGGTTCCGGGTGGTTTTAGCACCTGTAATCGTCATTGG Majority

T I T Ll L}

110 120 130 140 150

1 1 1 1 1
TTGGTCTGCAGCCGGTTCCGGGTGGTTTTAGCACCTGTAATCGTC CATTGG Pdom N11
TTGGTCTGCAGCCGGTTCCGGGTGGTTTTAGCACCTGTAATCGTC CATTGG LlAst89
TTGGTCTGCAGCCGGTTCCGGGTGGTTTTAGCACCTGTAATCGTC CATTG GG L2Ast89
TTGGTCTGCAGCCGGTTCCGGGTGGTTTTAGCACCTGTAATCGTC CATTGG L3Ast89
TTGGTCTGCAGCCGGTTCCGGGTGGTTTTAGCACCTGTAATCGTC CATTGG L4Ast8Y
TTGGTCTGCAGCCGGTTCCGGGTGGTTTTAGCACCTGTAATCGTC CATTGG LSAst8S
TTGGTCTGCAGCCGGTTCCGGGTGGTTTTAGCACCTGTAATCGTC CATTGG L1L4Ast8S
TTGGTCTGCAGCCGGTTCCGGGTGGTTTTAGCACCTGTAATCGTC CATTGG L4LSAst8S
TTGGTCTGCAGCCGGTTCCGGGTGGTTTTAGCACCTGTAATCGTC CATTGG L1L4LSAst89
TTGGTCTGCAGCCGGTTCCGGGTGGTTTTAGCACCTGTAATCGTC CATTGG Pdom Ast8%
AATCTGAATGGTAGCACCTTTGGTTGGAGCAGTCCGCGTTTTGCAGCAAT Majority

T ] T 1 Ll

160 170 180 190 200

' L 1 1 1
AATCTGAATGGTAGCACCTTTGGTTGGAGCAGTCCGCGTTTTGCAGCAAT Pdom N11
AATCTGAATGGTAGCACCTTTGGTTGGAGCAGTCCGCGTTTTGCAGCAAT Llast8¢
AATCTGAATGGTAGCACCTTTGGTTGGAGCAGTCCGCGTTTTGCAGCAAT L2Ast89
AATCTGAATGGTAGCACCTTTGGTTGGAGCAGTCCGCGTTTTGCAGCAAT L3Ast89
AATCTGAATGGTAGCACCTTTGGTTGGAGCAGTCCGCGTTTTGCAGCARAT L4Ast89
AATCTGAATGGTAGCACCTTTGGTTGGAGCAGTCCGCGTTTTGCAGCAAT LS5Ast8¢
AATCTGAATGGTAGCACCTTTGGTTGGAGCAGTCCGCGTTTTGCAGCAAT L1L4Ast89
AATCTGAATGGTAGCACCTTTGGTTGGAGCAGTCCGCGTTTTGC CAGCAAT L4LSAst89
AARTCTGAATGGTAGCACCTTTGGTTGGAGCAGTCCGCGTTTTGCAGCAAT LIL4LSAstES
AATCTGAATGGTAGCACCTA-TGGTTGGAGCAGTCCGCGTTTTGCAGATEAT Pdom Ast89
TGATCATGACCGTGGTIAATGCAAGCTATCCGGGTAGCAGCAGCAGTAAT G |Majority

) T T T T

:}o :Eo :?o Lazo 1 :?0 :?c
TGATCATGACCGTGGTIAATGCAAGCTATCCGGGTAGCAGCAGCAGTAAT G |Pdom N11
TGATCATGACCGTGGTAGJTGCAAGCTATCCGGGTAKCAACGC‘VCA‘CTAATG Llast89
TGATCATGACCGTGGTIAATGCAAGCTATCCGGGTAGCAGCAGCAGTAAT G |L2Aast8S
TGATCATGACCGTGGTIAATGCAAGCTATCCGGGTAGCAGCAGCAGTAAT G |L3ast8S
TGATCATGACCGTGGTIAATGCAAGCTATCCGGGTAGCAGCAGCAGTAAT G |L4Asts8S
TGATCATGACCGTGGTIAATGCAAGCTATCCGGGTAGCAGCAGCAGTAAT G |LSAst8S
TGA‘ICATGACCGTGGTAG,‘TGCAAGCTATCCGGGTAACAA;C‘GCCA‘CTAATG L1L4AstB89
TGATCATGACCGTGGTIAATGCAAGCTATCCGGGTAGCAGCAGCAGTAAT G|L4LSAsSt89
TGATCATQACCGTGGTAG]TGCAAGCTATCCGGGTAACAAC‘GCCAQ'TAATG L1L4LSAst8S
TGATCATCGERCGTGGTIAGEGCAAGCTATCCGGGTARATAATGCAACCAATG |pdom Ast8¢
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301
301
301
301
301
301
301
301
301
301

351
351
351
351
351
351
351
351
351
351

B T S Y S o Y N N
0000000000
L e e e = = = =

e e A

AACTG|r T c GTAGCGCAGCCGATAATC T T [Majority
T 1 Ll LI
1 260 28 290 300
1 1 1 1
TTCTGGAACTGRGGTATGCCAGCGC GTAGCGCAGCCGATAATCC T T |Pdom N1l
rrcrc@aa@r@rcerarcecclacecc GTAGCGCAGCCGATAATCC T T |L1ast89
TTcTGGAACTGRRGeTaTGecclallccc craceceecal@@lceaTtaaTcc T T |L2Ast8S
TTCTGGAACTGIEGGTATGCCAGCGC GTAGCGCAGCCGATAATCC T T |L3ast80
TTCTGGAACTGIEGGTATGCClAGCGC GTAGCGCAGCCGATAATCC T T |L4Ast80
TTCTGGAACTGIFGGTATGCCAGCGC GTAGCGCAGCCGATAATCC T T |L5Ast8S
trcrcflaa@lrEBrccTaTrcecclaceccc GTAGCGCAGCCGATAATCC T T |L1L4Ast89
TTCTGGAACTGIEGGTATGCCaAGCGC GTAGCGCAGCCGATAATCC T T |L4LSAst89
rrcrc@ar@rBrceraTecclacece GTAGCGCAGCCGATAATCC T T |L1L4L5Ast89
rrcrGlela@Elr@rcorarcc@alllccaceoTaccoc@@@EcaTAATCC T T |Pdom Ast89
[RGCCAGATTGCACCGGA T GGATATGAGCTTTGTTCC A G |Majority
T T T T
\ 310 330 340 354
| 1 1 1 1
|acccacarTecacce TGGTTTTCCGGATATGAGCTTTGTTCCGTTTAG |Pdom N11
AGCCRAGATTGCACCG TGGTTTTCCGGATATGAGCTTTGTTCCGTTTA G |L1Ast89
lacccacBrrecacce TGGTTTTCCGGATATGAGCTTTGTTCCGTTTAR|L2asts9
AGCCAGATTGCACCG TGGTTITTCCGGATATGAGCTTTGTTCCGTTTAG |L3ast89
AGCCAGATTGCACCG TGGTTTTCCGGATATGAGCTTTGTTCCGTTTAG |L4Ast89
AGCCAGATTGCACCG TGGTTTTCCGGATATGAGCTTTGTTCCGTTTAG |LSAst89
AGCCAGATTGCACCG TGGTTTTCCGGATATGAGCTTTGTTCCGTTTAG |L1L4Ast89
AGCCAGATTGCACCG TGGTTTTCCGGATATGAGCTTTGTTCCGTTTA G |L4L5AstS9
AGCCAGATTGCACCG TGGTTTTCCGGATATGAGCTTTGTTCCGTTTAG |L1L4L5AstEY
|lncccacllrTecacce TGGTTTTCCGGATATGAGCTTTGTTCCGTTT AR |Pdom Ast89
[ceecaccaccerTcCc CCGCA|lGGTTGGGTTGGTTTTGGTGGTATT|T GG A |Majority
1] ¥ - T T T
360 380 %0 404 Lazo 3
CGGCACCACCGTTCCGACCGCA|GGTTGGGTTGGTTTTGGTGGTATT|TGGA |Pdom N11
CGGCACCACCGTTCCGACCGCA|GGETTGGGTTGGTTTTGGTGGTATT|TGGA|L1astss
ceGclflc clBBlcBir rcccBlccecaAlcGTTGGGTTGGTTTTGGTGGTATT|TGGA |L2asts9
CGGCACCACCGTTCCGACCGCA|[GGETTGGGTTGGTTTTGGTGGTATT|rGGa/|u3astss
CGGCACCACCGTTCCGACCGCA|GGTTGGGTTGGTTTTGGTGGTATT|T GG A |Ldastss
CGGCACCACCGTTCCGACCGCA|GGTTGGGTTGGTTTTGGTGGTATT|T GG A |rL5astss
CGGCACCACCGTTCCGACCGCA|GGTTGGGTTGGTTTTGGTGGTATT|TGGA|Lindastso
CGGCACCACCGTTCCGACCGCA|GGTTGGGTTGGTTTTGGTGGTATT|TGG A |L4n5astse
CGGCACCACCGTTCCGACCGCA/GGTTGGGTTGGTTTTGGTGGTATT|TGG A |L1L4LSAStE?
BecEEcl@ee AT TccclBlcllcCcAlGGTTGGGTTGGTTTTGGTGEAAT T|T GG A |rdom astas
Y GCAGCRAATG 2 ACCACCGTGCAGGCA|TAT C TG Majority
T T T
410 430 440 450
1 1 1 1.
ATAGCAGCAATGGTGCAC TACCACCGTIGCAGGCA|TATGAACTG Pdom N1l
ATAGCAGCAATGGTGCAC TACCACCGTGCAGGCA|TATGAACTG L1Ast89
ATAGCAGCAATGGTGCAC TACCACCGTGCAGGCA|TATGAACTG L2Ast89
atraccallcaBlrecrecac TACCACCGTGCAGGCA|TATGAACTG L3Ast89
ATAGCAGCAATGGTGCAC TACCACCGTGCAGGCA|TATGAACTG L4Ast89
ATAGCAGCAATGGTGCAC TACCACCGTGCAGGCA|TATGAACTG L5Ast89
ATAGCAGCAATGGTGCAC TACCACCGTGCAGGCA|TATGAACTG L1L4AStSS
ATAGCAGCAATGGTGCAC TACCACCGTGCAGGCA|TATGAACTG L4LSASt8S
AT CAGCAATGGTGCAC TACCACCGTGCAGGCA|TATGARACTG LIL4LSAStES
AT ca@@arBirccrecac TACCACCGTBICAGGCA|TATGAACTG Pdom Ast89
GG rrecalacacereca CAATCTGCAGEKCGACCACCACCACCTC Majority
T T T
480 a0 500
1 1 1
GGTTTTGCA|JACAGGTGCAC cl@lccAGKCGACCACCACCACCTC Pdom N1l
cerTTTGCcalacaceTecacc cl@ccAGEKCGACCACCACCACCTC LlAst89
cerrrTecalacaceTrecacc cBlccaAGkCGACCACCACCACCTC L2Ast8?
cerrrTecalacacerecacc c@leccackceaccaccaccAacCc TC L3Ast8S
GeTTTTGecalacaceTrecacc CTGCAGKCGACCACCACCACCTC L4Ast89
cerTTTGecalacaceTrecacc cBccaGkcGACCACCACCACCTC L5Ast89
ceTrTTTGCcalacaceTecacc CTGCAGKCGACCACCACCACCTC L1L4AStS9
cerrTTGecalacaceTecacc CTGCAGKCGACCACCACCACCTC LALSAst8S
cerrTrrTecalacaceTecace CTGCAGEKCGACCACCACCACCTC LILALSAst8S
GeGTrTTTGecalacaceTecacce ictecackceaccacca@@accllig rdom astss
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S01
S01
501
S01
S01
501
501
501
S01
S01

551
951

551
551
551
551
551
551
551

€01
€01
€01
€01
€01
€01
€01
€01
€01
€01

€51
€51
€51
€51
€51
€51
€51
€51
€51
€51

701
701
701
701
701
701
701
701
701
701

AGGTGCACAGATTGTTGCCAAAAGCATTTATGGTGTTGCCACCGGTATTA Majority

I I T T T

510 520 530 Lazo 55‘30 550
AGGTGCACAGATTGTTGCCAAAAGCJATTTATGGTGTTGCCACCGGTATT A |Pdom N11
AGGTGCACAGATTGTTGCCAAAAGCIATTTATGGTGTTGCCACCGGTATT A |L1Ast89
AGGTGCACAGATTGTTGCCAAAAGCIATTTATGGTGTTGCCACCGGTATT A L2Ast89
AGGTGCACAGATTGTTGCCAAAAGCIATTTATGGTGTTGCCACCGGTATT A |L3ast89
AGGTGCACAGATTGTTGCCAARAAAGCIATTTATGGTGTTGCCACCGGTATT A |L4Ast89
AGGTGCACAGATTGTTGCCAAAAGCIATTTATGIEITGTTGRECACCGGTARK TG |LSAstE9
AGGTGCACAGATTGTTGCCAAAAGCIATTTATGGTGTTGCCACCGGTATT A |LIL4AsStSS
AGGTGCACAGATTGTTGCCAAAAGCIATTTATGETGTTGECACCGGTAK TG JL4LSAsStSS
AGGTGCACAGATTGTTGCCAAAAGCIATTTATGIETGTTGRECACCGGTARK TG |L1L4LSAStES
CGGT:-AGCCAGA:CC}GTTGCA‘AAAAGCATTTATGChGT’I‘G‘TTACCGGCA‘CCG“?domAstSQ
ATCAGGCAACCGCAIGGTCTGTTTGTTATGGCAAGCGGTGTTATTAGCACC Majority

T T T T T

Lazo 5 560 570 580 590 600

ATCAGGCAACCGCA|IGGTCTGTTTGTTATGGCAAGCGGTGTTATTAGCACC Pdom Nl11
ATCAGGCAACCGCA|IGGTCTGTTTGTTATGGCAAGCGGTGT TATTAGCACTC LlAst89
ATCAGGCAACCGCA|GGTCTGTTTGTTATGGCAAGCGGTGTTATT TAGCACC L2Ast89
ATCAGGCAACCGCA|SGGTCTGTTTGTTATGGCAAGCGGTGT TATTAGCACC L3Ast89
ATCAGGCAACCGCAlIGGTCTGTTTGTTATGGCAAGCGGTGTT TATTAGCACC L4ast89
CTCAGAATCCCGCAlGGTCTGTTTGTTATGGCAAGCGGTGTTATTAGCACC LSAst8S
ATCAGGCAACCGCA|IGGTCTGTTTGTTATGGCAAGCGGTGTTATTAGCACC L1L4Ast8S
Brcacl @ @8BlcccecalcGTCTGTTTGTTATGGCAAGCGGTGTTAT TAGCACC L4LSAStS?
Brcac@A e elccocalcGGTCTGTTTGTTATGGCAAGCGGTGTTAT TAGCACC LIL4LSAStSO
CEACAGAATCICEGCAIGGECTGTTTGTTATGGCAAGCGGTGTTAT TAGCACC Pdom Ast89
CCGAATAGCAGTGCAATTACCTATACCCCTCAGCCGAATCGTATTGTTAA Majority

T T T I T

610 620 €30 €40 €50

1 1 L : 1 S
CCGAATAGCAGTGCAATTACCTATACCCCTCAGCCGAATCGTATTGTTAARA Pdom Nl11
CCGAATAGCAGTGCAATTACCTATACCCCTCAGCCGAATCGTATTGTTARA LlAst8S
CCGAATAGCAGTGCAATTACCTATACCCCTCAGCCGAATCGTATTGTTARA L2Ast89
CCGAATAGCAGTGCAATTACCTATACCCCTCAGCCGAATCGTATTGTTAARA L3Ast89
CCGAATAGCAGTGCAATTACCTATACCCCTCAGCCGAATCGTATTGTTAARA L4Ast8S
CCGAATAGCAGTGCAATTACCTATACCCCTCAGCCGAATCGTATTGTTAA LS5Ast89
CCGAATAGCAGTGCAATTACCTATACCCCTCAGCCGAATCGTATTGTTARA L1lL4AsSt8Y
CCGAATAGCAGTGCAATTACCTATACCCCTCAGCCGAATCGTATTGTTAA L4LSAstB9
CCGAATAGCAGTGCAATTACCTATACCCCTCAGCCGAATCGTATTGTTAA LIL4LSAstSO
ccoarlgl@e@@rBlrescaarraccratracBlccBlcacccelBarcerarro TBAR pdom astso
TGCACCGGGTACACCGGCAGCAGCACCGATTGGTAAAAATACCCCGATTA Majority

T T T T T

660 670 €80 €90 700

1 1 1 1 1
TGCACCGGGTACACCGGCAGCAGCACCGATTGGTAAAAATACCCCGATTA Pdom Nl11
TGCACCGGGTACACCGGCAGCAGCACCGATTGGTAAARAATACCCCGATTA Llast89
TGCACCGGGTACACCGGCAGCAGCACCGATTGGTAAAAATACCCCGATTA L2Ast8S
TGCACCGGGTACACCGGCAGCAGCACCGATTGGTAAAAATACCCCGATTA L3Ast8¢
TGCACCGGGTACACCGGCAGCAGCACCGATTGGTAAAAATACCCCGATTA L4Ast89
TGCACCGGGTACACCGGCAGCAGCACCGATTGGTAAAAATACCCCGATTA LSAst8¢
TGCACCGGGTACACCGGCAGCAGCACCGATTGGTARAARAATACCCC CGATTA LlLé4AsStS8S
TGCACCGGGTACACCGGCAGCAGCACCGATTGGTAARAARATACCCCGATTA L4LSAsSt8Y
TGCACCGGGTACACCGGCAGCAGCACCGATTGGTAAAAATACCC CCGATTA A L1IL4LSAst8Y
Blcrcceeeracaccllec@ecacecaccGBITTGGTAAAAATACCCCGATTA Pdom Ast89
TGTTTGCAAGCGTTGTTCGTCGTACCGGTGATATTAATGCCGAAGCAGGT Majority

T T T T T

710 72 730 740 750

1 1 1 1 1
TGTTTGCAAGCGTTGTTCGTCGTACCGGTGATATTAATGCCGAAGCAGGT Pdom N11
TGTTTGCAAGCGTTGTTCGTCGTACCGGTGATATTAATGCCGAAGCAGGT LlAst89
TGTTTGCAAGCGTTGTTCGTCGTACCGGTGATATTAATGCCGAAGCAGGT L2ast89
TGTTTGCAAGCGTTGTTCGTCGTACCGGTGATATTAATGCCGAAGCAGGT L3Ast89
TGTTTGCAAGCGTTGTTCGTCGTACCGGTGATATTAATGCCGAAGCAGGT L4Ast89
TGTTTGCAAGCGTTGTTCGTCGTACCGGTGATATTAATGCCGAAGCAGGT LSAstS89
TGTTTGCAAGCGTTGTTCGTCGTACCGGTGATATTAATGCCGAAGCAGGT Ll1Lé4Ast89
TGTTTGCAAGCGTTGTTCGTCGTACCGGTGATATTAATGCCGAAGCAGGT L4LSAst89
TGTTTGCAAGCGTTGTTCGTCGTACCGGTGATATTAATGCCGAAGCAGGT L1L4LSAstS89
TGTTTGCAAGCGTTGTTCGTCGTACCGGTGATBITTAATGCcclENBlccAGGT Pdom Ast89
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751
751
751
751
751
751
751
751
751
751

801
801
801
801
801
801
801
801
801
801

851
851
851
851
851
851
851
851
851
851

951
951
951
951
951
951
951
951
951
951

AGCACCAATGGCACCCAGTATGGTGCCGGTAGCCAGCCGCTGCCGGTTAC Majority

Ll T T Ll Ll

7€0 770 780 790 800

1 1 1 1 1
AGCACCAATGGCACCCAGTATGGTGCCGGTAGCCAGCCGCTGCCGGTTAC Pdom N1l
AGCACCAATGGCACCCAGTATGGTGCCGGTAGCCAGCCGCTGCCGGTTAC LlAst8S
AGCACCAATGGCACCCAGTATGGTGCCGGTAGCCAGCCGCTGCCGGTTAC L2Ast89
AGCACCAATGGCACCCAGTATGGTGCCGGTAGCCAGCCGCTGCCGGTTAC L3Ast8S
AGCACCAATGGCACCCAGTATGGTGCCGGTAGCCAGCCGCTGCCGGTTAC L4Ast89
AGCACCAATGGCACCCAGTATGGTGCCGGTAGCCAGCCGCTGCCGGTTAC LSAst89
AGCACCAATGGCACCCAGTATGGTGCCGGTAGCCAGCCGCTGCCGGTTAC L1L4Ast89
AGCACCAATGGCACCCAGTATGGTGCCGGTAGCCAGCCGCTGCCGGTTAC L4L5Ast89
AGCACCAATGGCACCCAGTATGGTGCCGGTAGCCAGCCGCTGCCGGTTAC LIL4L5AstS9
acflSicBaaTrcecacccacTaTeeTMlcMlceGTAGCCAGCCGCTGCCGGTTAC Pdom Ast89
AGTGGGTCTGAGCCTGAATAACTATAGCAGCGCACTGATGCCTGGTCAGT Majority

T T T T T

810 82 230 240 850

1 1 1 1 | 1
AGTGGGTCTGAGCCTGAATAACTATAGCAGCGCACTGATGCCTGGTCAGT Pdom N1l
AGTGGGTCTGAGCCTGAATAACTATAGCAGCGCACTGATGCCTGGTCAGT L1Ast89
AGTGGGTCTGAGCCTGAATAACTATAGCAGCGCACTGATGCCTGGT CAGT L2Ast89
AGTGGGTCTGAGCCTGAATAACTATAGCAGCGCACTGATGCCTGGTCAGT L3Ast89
AGTGGGTCTGAGCCTGAATAACTATAGCAGCGCACTGATGCCTGGTCAGT L4AstB8o
AGTGGGTCTGAGCCTGAARTAACTATAGCAGCGCACTGATGCCTGGTCAGT LSAst8
AGTGGGTCTGAGCCTGAATAACTATAGCAGCGCACTGATGCCTGGTCAGT LI1L4AStS8Y
AGTGGGTCTGAGCCTGAATAACTATAGCAGCGCACTGATGCCTGGTCAGT L4LSASt8S
AGTGGGTCTGAGCCTGAATAACTATAGCAGCGCACTGATGCCTGGTCAGT LIL4L5Ast8Y
BArElccTcTcGAGCCTGAATAARCTATAGCAGCGCACTGATGCCTGGTCAGT Pdom Ast89
TTTTTGTTTGGCAGCTGAATTTTGCCAGCGGTTTTATGGAACTGGGTCTG Majority

T T T I T

260 870 280 890 200

1 1 1 1 1
TTTTTGTTTGGCAGCTGAATTTTGCCAGCGGTTTTATGGAACTGGGTCTG Pdom N1l
TTTTTGTTTGGCAGCTGAATTTTGCCAGCGGTTTTATGGAACTGGGTCTG LlAst8S
TTTTTGTTTGGCAGCTGAATTTTGCCAGCGGTTTTATGGAACTGGGTCTG L2Ast8S
TTTTTGTTTGGCAGCTGAATTTTGCCAGCGGTTTTATGGAACTGGGTCTG L3Ast8S
TTTTTGTITTGGCAGCTGAATTTTGCCAGCGGTTTTATGGAACTGGGTCTG L4Ast8Y
TTTTTGTTTGGCAGCTGAATTTTGCCAGCGGTTTTATGGAACTGGGTCTG L5Ast8S
TTTTTGTTTGGCAGCTGAATTTTGCCAGCGGTTTTATGGAACTGGGTCTG L1L4Ast8?
TTTTTGTTTGGCAGCTGAATTTTGCCAGCGGTTTTATGGAACTGGGTCTG L4L5Ast39
TTTTTGTTTGGCAGCTGAATTTTGCCAGCGGTTTTATGGAACTGGGTCTG L1L4L5Ast8Y
TTTTTGTTTGGCAGCTGABBlrrroccaceceeTTTTATGGAABITElcG TC TG Pdom Astas
TCAGTTGATGGTTATTTCTATGCAGGTACAGGTGCAAGCGCAACCCTGAT Majority

T T T T T

910 920 930 40 a50

1 1 1 1 1
TCAGTTGATGGTTATTTCTATGCAGGTACAGGTGCAAGCGCAACCCTGAT Pdom N1l
TCAGTTGATGGTTATTTCTATGCAGGTACAGGTGCAAGCGCAACCCTGAT LlAst89
TCAGTITGATGGTTATTITCTATGCAGGTACAGGTGCAAGCGCAACCCTGAT L2Ast89
TCAGTTGATGGTTATTITCTATGCAGGTACAGGTGCAAGCGCAACCCTGAT L3Ast8S
TCAGTTGATGGTTATTTCTATGCAGGTACAGGTGCAAGCGCAACCCTGAT L4Ast8S
TCAGTTGATGGTTATTTCTATGCAGGTACAGGTGCAAGCGCAACCCTGAT L5Ast8S
TCAGTTGATGGTTATTTCTATGCAGGTACAGGTGCAAGCGCAACCCTGAT L1L4ASt8Y
TCAGTTGATGGTTATTTCTATGCAGGTACAGGTGCAAGCGCAACCCTGAT L4LSAst8Y
TCAGTTGATGGTTATTTCTATGCAGGTACAGGTGCAAGCGCAACCCTGAT LIL4L5Ast89
TCAGTTGATGGEBITATTITCTATGCAGGTACAGGTGCAAGCHICBACCCTGAT Pdom Ast8d
TGATCTGAGCGAACTGGTTGATATTCGTCCGGTTGGTCCGCGTCCGAGCA Majority

T I T 1 T

960 270 230 290 1000

1 1 1 1 1
TGATCTGAGCGAACTGGTTGATATTCGTCCGGTTGGTCCGCGTCCGAGCA Pdom N1l
TGATCTGAGCGAACTGGTTGATATTCGTCCGGTTGGTCCGCGTCCGAGCA LlAst8S
TGATCTGAGCGAACTGGTTGATATTCGTCCGGTTGGTCCGCGTCCGAGCA L2Ast89
TGATCTGAGCGAACTGGTTGATATTCGTCCGGTTGGTCCGCGTCCGAGCA L3Ast8S
TGATCTGAGCGAACTGGTTGATATTCGTCCGGTTGGTCCGCGTCCGAGCA L4ASt8S
TGATCTGAGCGAACTGGTTGATATTCGTCCGGTTGGTCCGCGTCCGAGCA LSAst8S
TGATCTGAGCGAACTGGTTGATATTCGTCCGGTTGGTCCGCGTCCGAGCA LIL4AStES
TGATCTGAGCGAACTGGTTGATATTCGTCCGGTTGGTCCGCGTCCGAGCA L4LSAst8S
TGATCTGAGCGAACTGGTTGATATTICGTCCGGTTGGTCCGCGTCCGAGCA LIL4L5Ast8S
TGATCTGABICGARCTGRITTGAT|BITTCGTCCGGTTIGGTCCGCGTCCGAGCA Pdom Ast89

187



CCAGCACCCTGGTTTATAATCTGTGAGCGGCCGC

T T T

1010 1020 1030

1 1 1 3
CCAGCACCCTGGTTTATAATCTGTGAGCGGCCGC
CCAGCACCCTGGTTTATAATCTGTGAGCGGCCGC
CCAGCACCCTGGTTTATAATCTGTGAGCGGCCGC
CCAGCACCCTGGTTTATAATCTGTGAGCGGCCGC
CCAGCACCCTGGTTTATAATCTGTGAGCGGCCGC
CCAGCACCCTGGTTTATAATCTGTGAGCGGCCGC
CCAGCACCCTGGTTTATAATCTGTGAGCGGCCGC
CCAGCACCCTGGTTTATAATCTGTGAGCGGCCGC
CCAGCACCCTGGTTTATAATCTGTGAGCGGCCGC
AAAGCACCCTGGTITHETAATCTGTGAGCGGCCGC
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Figura S1. Alineamiento de secuencias de ADN de dominios P de RHDV-Nav10/11, RHDVG1-
Ast89 y mutantes de lazos. Los recuadros indican las secuencias que corresponden a los distintos
lazos del subdominio P2.
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GSSKTVDSISPADLLTTPVLTGVGTDNRWNGEIVGLQPVPGGFSTCNRHW Majority
T T T T T
10 20 30 20 50
- 1 . L L
GSSKTVDSISPADLLTIPVLTGVGTDNRWNGEIVGLQPVPGGFSTCNRHW Pdom N1l
GSSKTVDSISPADLLTTPVLTGVGTDNRWNGEIVGLQPVPGGFSTCNRHTW L1Ast39
GSSKTVDSISPADLLTTPVLTGVGTDNRWNGEIVGLQPVPGGFSTCNREHTW L23st89
GSSKTVDSISPADLLTTPVLTGVGTDNRWNGEIVGLQPVPGGFSTCNRHTW L3Astd9
GSSKTVDSISPADLLTTPVLTGVGTDNRWNGEIVGLQPVPGGFSTCNREHW L4Ast89
GSSKTVDSISPADLLTTPVLTGVGTDNRWNGEIVGLQPVEPGGFSTCNRBEHTW LSAst89
GSSKTVDSISPADLLTTPVLTGVGTDNRWNGEIVGLQPVPGGFSTCNREHW L1L4Ast8S
GSSKTVDSISPADLLTTPVLTGVGTDNRWNGEIVGLQPVPGGEFSTCNRBHW LALSAst8S
GSSKTVDSISPADLLTTPVLTGVGTDNRWNGEIVGLQPVPGGFSTCNREHTW L1L4LSAst89
GSSKTVDSISPAGLLTTPVLTGVGNDNRWNGQIVGLQPVPGGESTCNRBHW PDom Ast8¢
NLNGSTFGWSSPRFAAIDEDRGI[NASYPGSSSSNVLELWYA[SAGSARADN P I |[Majority
T T T T T
€ 70 80 Lazo 1 .clo1 7 109
NLNGSTFGWSSPRFAAIDEDRG|NASYPGSSSSNVLELWYA|SAGSAADNEPI |Pdom N1l
NLNGSTFGWSSPRFAAIDHEDRG|SASYPGNNATNVLOQERNYRA|SAGSAADNEPI |L1Ast89
NLNGSTFGWSSPRFAAIDEDRGINASYPGSSSSNVLELWYANAGSAIDNPI |L2ast89
NLNGSTFGWSSPRFAAIDEDRGINASYPGSSSSNVLELWYA|SAGSAADNP I |L3Aast89
NLNGSTFGWSSPRFAAIDEDRGINASYPGSSSSNVLELWYA|SAGSAARDNP I |L4Ast8d
NLNGSTFGWSSPRFAAIDEDRG|NASYPGSSSSNVLELWYA|SAGSAADNPI |LSAst89
NLNGSTFGWSSPRFAAIDEDRG|SASYPGNNATNVLQEWNYA|SAGSAADNPI |LIL4AstSS
NLNGSTFGWSSPRFAAIDEDRG|NASYPGSSSSNVLELWYA|SAGSAADNP I |LALSAStES
NLNGSTFGWSSPRFAAIDEDRG|SASYPGNNATNVLQEWNYA|SAGSAADNP I |L1L4L5Ast89
NLNGSTY¥YGWSSPRFADIDERRG|SASYPGNNATNVLOQENYANAGSAIDNEPI |PDom Ast8¢
|[SQIAPDGFPDMSFVPFSGTTVPTA|[GWVGFGGI[WNSSNGARPFVTTVQA|YEL Majority
1 T T ] T T T
110 Laz 120 130 140 Lazo 3 150
SQIAPDGFPDMSFVPFSGTITVPTAGWVGFGGI[WNSSNGAPFVTTVQA|YEL Pdom N11
SQIAPDGFPDMSFVPFSGTTVPTAGWVGFGGIIWNSSNGAPFVTTVQA|YEL L1ast89
SQVAPDGFPDMSFVPFNGRGIPAAGWVGFGGI[WNSSNGAPFVTTVOQR|YEL L2Ast89
SQIAPDGFPDMSFVPFSGTITVPTAGWVGFGGIWNSNSGAPNVTTVQA|YEL L3ast89
SQIAPDGFPDMSFVPFSGTTIVPTA[GWVGFGGIIWNSSNGAPFVTTVQA|YEL 1L4Ast8d
SQIAPDGFPDMSFVPFSGITVPTAGWVGFGGIWNSSNGAPFVTTVOQR|YEL LSAst89
SQIAPDGFPDMSFVPFSGTITVPTAGWVGFGGIWNSSNGAPFVTTVQA|YEL LlL4Ast8o
SQIAPDGFPDMSFVPFSGITVPTAGWVGFGGIWNSSNGAPFVTTVQA|YEL LLL5Ast8O
SQIAPDGFPDMSFVPFSGITVPTAGWVGFGGIWNSSNGAPFVTTVQA|YEL L1L4LSAst89
SQVAPDGFPDMSFVPFNGPGIPAAIGWVGFGAIWNSNSGAPNVTTVQA|YEL PDom Ast89
GFA[TGAPGNLOQP|TTTTSGAQIVAKS[IYGVATGINOQATA|GLFVMASGV IST Majority
T T T T T
Lazo 41§o 170 180 Lazo 5 190 200
GFA|[TGAPSNPQPITTTTSGAQIVAKS|IYGVATGINQATA|GLFVMASGVIST Pdom Nil
GFA|[TGAPSNPQPITTTTSGAQIVAKS|IYGVATGINQATA|GLFVMASGVIST Llast89
GFA[TGAPSNPQPITTTTSGAQIVAKS|IYGVATGINQATA|GLFVMASGVIST L2Ast89
GFA|[TGAPSNPQPITTTTSGAQIVAKS|[IYGVATGINQATA|GLFVMASGVIST L3Ast89
GFA|[TGAPGNLOQPITTTTSGAQIVAKS|IYGVATGINQATA|GLFVMASGV IST L4AstEY
1GFA|TGAPSNPQPITTTTSGAQIVAKS|[IYAVVIGTAQNPA|GLFVMASGYV IST L5Ast8?
GFA|[TGAPGNLQPITTTTSGAQIVAKS|[IYGVATGINQATA|GLFVMASGVIST L1IL4AStES
GFA|[TGAPGNLQPITTTTSGAQIVAKS|IIYAVVTGTAQNPA|GLFVMASGV IST LLLSAStSS
GFA|[TGAPGNLQPITTTTSGAQIVAKS|IYAVVTGTAQNPA|GLFVMASGVIST L1L4LSAsStE9
1GFA|TGAPGNLQP|ITTNTSGSQEVAKS|[IYAVVTGTAQNPA|GLFVMASGYVIST PDom Ast89

188



8. Anexo

PNSSAITYTPOQPNRIVNAEAPGTPRAAAPIGENTPIMFASVVRERTGDINAEZSLZCG Majority
T T T T T
210 220 230 240 250
1 1 1 1 1
201 PNSSAITYTPOPNRIVNAPGTPAARARRPIGEKENTPIMFASVVRRTGDINZEZAG Pdom N11
201l PNSSAITYTPOQPNRIVNAPGTPAAAPIGENTPIMFASVVRERTGDINAEAG LlaAstH9
201l PNSSAITYTPOQPNRIVNAPGTPAAAPIGENTPIMFASVVRERTGDINAEAG L2ZAstH9
201l PNSSAITYTPOQPNRIVNAPGTPAAAPIGENTPIMFASVVERERTGDINAEAG L3AstH9
20l PNSSAITYTPOQPNRIVNAPGTPAAAPIGENTPIMFASVVRERTGDINAEA G L4AstH9
201l PNSSAITYTPOQPNRIVNAPGTPAAAPIGENTPIMFASVVRERTGDINAEAG L5AstH9
20l PNSSAITYTPOQPNRIVNAPGTPAAAPIGENTPIMFASVVRERTGDINAEA G L1L4Ast8Y
201l PNSSAITYTPOQPNRIVNAPGTPAAAPIGENTPIMFASVVRERTGDINAEA G LALSAStBY
201l PNSSAITYTPOQPNRIVNAPGTPAAAPIGENTPIMFASVVRERTGDINAEZASG LIL4LSAstHD
201 PISSAANIA ITYTPOQPHIRI VB TP GT PAAAPMIGENTPIMFASVYVRRTGDRMNAZTAG PDom AstB9
STNGTQYGAGSQPLPVTVGLSLNNYSSALMPGQFFVWQLNFASGFMELGZIL Majority
T T T T T
2¢0 270 280 290 300
1 1 1 1 1
1 STNGTQYGAGSQPLPVTVGLSLNNYSSALMPGQFFVWQLNFASGFMELGZIL Pdom N1l
1STNGTQYGAGSQPLPVTVGLSLNNYSSALMPGQFFVWQLNFASGFMELGZL Ll1Ast89
l1STNGTQYGAGSQPLPVTVGLSLNNYSSALMPGQFFVWQLNFASGFEMELGZL L2Ast89
1 STNGTQYGAGSQPLPVTVGLSLNNYSSALMPGQFFVWQLNFASGEMELGZL L3ast89
l1STNGTQYGAGSQPLPVTVGLSLNNYSSALMPGQFFVWQLNFASGFEFMELGZL L4Ast89
251 STNGTQYGAGSQPLPVTVGLSLNNYSSALMPGQFFVWQLNFASGFMELGL
251 STNGTQYGAGSQPLPVTVGLSLNNYSSALMPGQFFVWQLNFASGEFMELGL 8¢
251 STNGTQYGAGSQPLPVTVGLSLNNYSSALMPGQFFVWQLNFASGFEFMELGL ; 8¢
251 STNGTQYGAGSQPLPVTVGLSLNNYSSALMPGQFFVWQLNFASGEMELGZL L1L4LSAst89
251 SANGTQYGTGSQPLPVTIGLSLNNYSSALMPGQFFVWQLTFASGEMETZIGLIL PDom Ast8¢
SVDGYFPYAGTGASATLIDLSELVDIRPVGPRPSTSTLVYNL Majority
T T T T
310 320 330 340
1 L L L
301 SVDGYFYAGTGASATLIDLSELVDIRPVGPRPSTSTLVYNLEL Pdom N11
301 SVDGYFYAGTGASATLIDLSELVDIRPVGPRPSTSTLVYNL L1Ast389
301 SVDGYFYAGTGASATLIDLSELVDIRPVGPRPSTSTLVYNEL L2Ast89
301 SVDGYFYAGTGASATLIDLSELVDIRPVGPRPSTSTLVYNEL L3Ast89
301 SVDGYFYAGTGASATLIDLSELVDIRPVGPRPSTSTLVYNLEL L4Ast89
301 SVDGYFYAGTGASATLIDLSELVDIRPVGPRPSTSTLVYNE LSAst89
301 SVDGYFYAGTGASATLIDLSELVDIRPVGPRPSTSTLVYNEL L1L4Ast8¢
301 SVDGYFYAGTGASATLIDLSELVDIRPVGPRPSTSTLVYNLEL L4L5AstB8Y
301 SVDGYFYAGTGASATLIDLSELVDIRPVGPRPSTSTLVYNLEL L1L4LSAst89
301 SVDGYFYAGTGASTTLIDLTELIDVRPVGPRPSKSTLVENLEL PDom Ast8¢

Figura S2. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de dominios P de RHDV-Nav10/11,
RHDVG1-Ast89 y mutantes de lazos. Los recuadros indican las secuencias que corresponden a

los distintos lazos del subdominio P2.
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“Quiero compartir con ustedes el
secreto que me ha llevado a
alcanzar todas mis metas: mi
fuerza reside Unicamente en mi
tenacidad’” .

Louis Pasteur
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