Rev. Salud Anim. Vol. 29 No. 1 (2007): 39-47

CLONAJE MOLECULARY EXPRESION DEL GEN QUE CODIFICA PARA
LA PROTEINA ESTRUCTURAL DEL VIRUSDE LA ENFERMEDAD
INFECCIOSA DE LA BOLSA, VP3

J.A.Aglero’’, Yanays Ceballo**, Yadmell Gonzalez*, Siomara Martinez* y GA. Enriquez**

*Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA), Apartado 10, San José delasLajas, La Habana,
Cuba; ** Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB), Ave 31 ¢ 158y 190, Playa. P.O. Box
6162. Habana 10600

RESUMEN: EIl virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa (IBDV), un miembro de la familia
Birnaviridae, es un virus ARN de doble cadena, capaz de causar considerables pérdidas econémicas al
inducir destruccion de la bolsa, inmunosupresion y alta mortalidad en pollos jovenes. La cipsida del
virus est4 formada por las proteinas estructurales VP2 y VP3. Se amplifico por PCR € gen vp3 (870pb),
a partir del vector pcDNA3-Poly que contiene e gen que codifica para la poliproteina (pVP2-VP4-
VP3) del virus. El producto de PCR se clon6 en € plasmido pQE30 y se expresd en la cepa M15 de E.
coli a altos niveles como una proteina de fusién con una cola de hexahistidina. Asi se obtuvo una proteina
antigénicamente activa, como se demostr 6 por Western-Blot con un anticuer po policlonal contra € virus,
con un peso molecular aproximado de 32kDa. Se describié un protocolo para extraer la proteina en
forma soluble, acoplado a un eficiente sistema de purificacion en un solo paso, basado en la cromatogr afia
de afinidad por metales inmovilizados, mediante e cual se obtuvo un producto con un 90% de pureza.
En congos se generaron sueros de altos titulos de anticuerpos contra la VP3 recombinante capaces de
reconocer tanto a la proteina recombinante, como a la proteina nativa del virus. Son necesarios
experimentos posteriores para evaluar € potencial de estos anticuerpos en € monitoreo de la expresiéon
dela VP3 o la poliproteina del virus en otros sistemas heter 6logos.
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MOLECULAR CLONING AND EXPRESSION OF THE GENE THAT CODIFIES FOR
THE INFECTIOUS BURSAL DISEASE VIRUS STRUCTURAL PROTEIN, VP3

ABSTRACT: Infectious bursal disease virus (IBDV), a member of the Birnaviridae family, is a double
stranded RNA virusthat causes considerable economic losses in the poultry industry by inducing bur sal
destruction, immunosuppression and high mortality in young chickens. Viral capsid is formed by two
structural proteins, VP2 and VP3. The vp3 gene (870pb) was amplified by PCR from the vector pcDNA3-
Poly containing the gene that encodes for virus polyprotein (pVP2-VP4-VP4). The PCR product was
cloned into pQE30 vector. The cloning was screened by PCR using vp3 primers. The gene was expressed
as a histag fusion protein in M15 E. coli strain. The recombinant protein molecular weight was about
32kDa. The protein was recognized by Western-Blot using an antibody against the virus. Using an ion
metal affinity chromatography procedure, a 90% pure recombinant product was obtained. In rabbits,
high-titer antibodies against the recombinant VP3, able of recognizing both, the recombinant and native
VP3, were obtained. The potential use of these antibodies for VP3 or virus polyprotein expression
screening in heterologous systems should be further evaluated.
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INTRODUCCION

El virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa
(IBDV) es el miembro prototipo del género
Avibirnavirus en la familia Birnaviridae (15), un im-
portante patégeno de los pollos, responsable de im-
portantes pérdidas econémicas en la industria avico-
la mundial y uno de los principales peligros para va-
rias especies de pajaros salvajes (7). Se han identifi-
cado dos serotipos, | y Il (11). Todas las cepas
patdgenas de IBDV que se conocen, pertenecen al
serotipo |, mientras que los virus del serotipo I, capa-
ces de infectar pollos y pavos, no provocan manifes-
taciones clinicas de la enfermedad (10). El IBDV se
multiplica rdpidamente en la bolsa de Fabricius, en
linfocitos B en desarrollo, provocando
inmunosupresion. Esto incrementa la susceptibilidad
a las infecciones por patdgenos oportunistas y redu-
ce las tasas de crecimiento de los animales sobrevi-
vientes (2). Las vacunas clasicas pueden ser incapa-
ces de conferir proteccién contra cepas altamente vi-
rulentas, como se puso de manifiesto durante dos
brotes ocurridos en la pasada década (25). Solo me-
diante la comprension de la biologia molecular del
IBDV, incluyendo la estructura viral seré posible avan-
zar en el control de la enfermedad.

El IBDV es un virus icosahédrico no cubierto de
aproximadamente 60 nm de didmetro (8). Sugenoma
esta compuesto de dos segmentos de ARN de doble
cadena designados Ay B (20). El segmento B codifi-
ca para VP1, una proteina de 95 kDa que comparte
algunas semejanzas en la secuencia primaria con
ARN-polimerasa de diversos origenes (5). El segmen-
to mayor A (3.3kb), contiene dos marcos de lectura
abiertos (MLA), parcialmente solapados. El primer
MLA codifica para la proteina no estructural VP5
(17kDa), cuyas propiedades funcionales no estan aun
claras (17). El segundo MLA codifica para una
poliproteina de 110kDa (pVP2-VP4-VP3) (9), la cual
es digerida autoproteoliticamente y da lugar a tres
proteinas: pVP2 (48kDa), VP3 (32kDa) y VP4 (28kDa).
VP4 es responsable de este autoprocesamiento de la
poliproteina (12). VP2 y VP3 son las proteinas es-
tructurales principales del virion. Aunque algunos au-
tores plantean que VP2 no es el Gnico determinante
de fenotipos altamente virulentos (3), si estd demos-
trado que esta proteina resulta decisiva en la
patogenicidad del IBDV (21; 26). Por su parte VP3 se
encuentra formando parte de la capa interior del virién
(4) y contiene una region carboxilo-terminal altamen-
te basica que interacciona con el ARN empacado (9).

La naturaleza inmunosupresora del virus (13) difi-
culta en ocasiones la generacion de anticuerpos con
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el titulo necesario, a partir de animales de campo. Otra
limitante de los anticuerpos obtenidos, a partir del
antigeno completo es que su especificidad no siem-
pre es la deseada. La carencia de anticuerpos con
alta especificidad y afinidad por los antigenos del IBDV
puede dificultar y retrasar en algunos casos las inves-
tigaciones relacionadas con este agente. En nuestro
caso particular, en el cual se requiere detectar canti-
dades muy bajas de los productos del gen de la
poliproteina, la carencia de estos anticuerpos se ha
convertido en una gran limitante.

Para superar estas limitaciones algunos autores
han escogido la via de la obtencién de anticuerpos, a
partir de antigenos sintéticos o recombinantes (6). El
empleo de sistemas heterélogos para la expresion
recombinante de las proteinas del IBDV en sistemas
celulares variados se ha descrito ampliamente. Estos
estudios han tenido como objetivo la comprension de
la morfogénesis y la estructura del virus. Asi se estu-
di6 la expresion de la poliproteina en E.coli (1; 12). En
levadura se estudio la interaccion de proteinas
homdlogas y heterdlogas del virus (23). Reciente-
mente se ha demostrado que la expresién de la
poliproteina en células de mamiferos (6) o de insecto
(24), mediante el empleo de vectores virales
recombinantes conduce a la formacion de particulas
similares a virus (PSV) con una talla y morfologia idén-
tica a la de los viriones del IBDV. Este resultado se
obtuvo, por ultimo, en células vegetales, con la for-
macion de PSV en plantas.

En este trabajo se describe el clonaje molecular
del gen que codifica para la proteina estructural de la
capsida (VP3) del virus de la cepa de campo Soroa,
en un vector de expresion en E. coli, el pQE30, asi
como su expresion, purificacion y la obtencion de
anticuerpos de alta afinidad y especificidad por esta
proteina.

MATERIALESY METODOS

Vectores, cepas bacterianas y condiciones de cul-
tivo. Las células XL1 Blue competentes, asi como las
M15 competentes se obtuvieron del banco de cepas
del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB). El plasmido pcDNA3-poly contentivo del gen
de la poliproteina de la cepa Soroa del IBDV se obtu-
vo del banco de plasmidos del grupo de Biologia
Molecular del CENSA. El vector pQE30 se purifico a
partir de la cepa DH5a de E.coli previamente trans-
formado con este vector. Las cepas Escherichia coli
DH5a y XL1-Blue transformadas con los plasmidos
pQE30y pQE30 recombinantes respectivamente, se
crecieron en medio Luria (LB) liquido y agar suple-



mentado con ampicillina (100pg/mL), a 37°C toda la
noche, con agitacion a 200rpm, en el caso de los cul-
tivos liquidos.

Preparacion del vector. El plasmido pQE30 se pu-
rific6 empleando el Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega), siguiendo el protoco-
lo descrito por el fabricante. Se digirieron 5mg del
vector con 50u de Kpnl (Promega), en un volumen
total de 100mL y en presencia de BSA 0.1mg/mL y
10mL de tampo6n J 10x (Promega), la digestion se
realiz6 durante 3 horas a 37°C. El producto de diges-
tién se aplico en un gel de agarosa de bajo punto de
fusién al 0.8%, en buffer TB, se separ6 la banda del
vector digerido y se purificd usando el QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN). La segunda digestion se
realizé con 50u de Sall (Promega) en un volumen
total de 100mL y en presencia de BSA (Promega)
0.1mg/mLy 10 mL de tampo6n D 10x (Promega), la
misma se ejecuto por 3h a 37°C. La enzima Sall se
inactivo incubando la mezcla de reaccién 15 min a
65°C. El producto final se purificod mediante el QIAquick
Gel Extraction Kit (QIAGEN) segun protocolo del fa-
bricante.

Generacion del plasmido recombinante. El gen vp3
fue obtenido por PCR usando el plasmido pcDNA3-
Poly como molde y los cebadores VP3S
TCGGTACCCGTTTCCCTCACAATCCACGCGACTG
(sentido) y VP3AS
CCGTCGACCACTCAAGGTCCTCATCAGAGACGG
(antisentido). El gen se amplific6 adicionando 500ng
del plasmido a la mezcla de PCR que contenia 5mL
de tampon de la Pfu ADN polimerasa 10x (Promega),
dNTPs (Promega) a 200mM, ambos cebadores a
250nM y 0.5mL (2-3 u/mL) de Pfu (Promega) en un
volumen total de 50mL. El programa de PCR se co-
rri6 a las siguientes condiciones: 1 ciclo de 95°C por
2 min, seguido por 35 ciclos de 95°C por 1 min, 60°C
por 1 min 'y 72°C por 2 min y por ultimo un ciclo de
72°C por 5 min.

El producto de PCR se purificé empleando el Kit
de QIAGEN (QIAquick Gel Extraction), 2.5mg del pro-
ducto de PCR se digirieron con 25u de Kpnl
(Promega) en un volumen total de 100mL, en presen-
cia de BSA 0.1mg/mL (Promega) y 10mL de tamp6n
J 10x (Promega), a 37°C durante 3h. El producto de
digestion se purificé usando el QIlAquick Gel
Extraction Kit de QIAGEN. La segunda digestion se
realiz6 con 25u de Sall (Promega) en un volumen de
100mL, en presencia de BSA 0.1mg/mL (Promega) y
10mL de tampén D 10x (Promega). Para obtener la
construccion pQE30-vp3 se ligé el producto de PCR
con el vector pQE30 previamente digerido. La con-
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centracion del vector en la mezcla de digestion fue de
14.6 ng/mL y la del inserto de 14.4 ng/mL. Se em-
plearon 4u de T4 ligasa (Promega), 2mL de tampdn
T4 ligasa 10x (Promega) en un volumen total de 20mL
y la ligazdn se realizé a 22°C, durante 5h.

Para la transformacion se emplearon células Ca?*
competentes de la cepa XL1-Blue de E. coli y se si-
guio el siguiente protocolo: Se adicionaron 10mL del
producto de ligazén a 150mL de células competen-
tes, se incub6 en hielo 20 min,, luego a 42°C 2 miny
por ultimo de nuevo en hielo 5°. Se afiadi6 1mL de
medio LB y se incubd 1h a 37°C a 50rpm. Por dltimo,
el cultivo se sembré en placas LB con ampicillina a
100mg/mL y se incub6 toda la noche a 37°C.

Las colonias que contenian los pladsmidos
recombinantes se identificaron por PCR. Para esto
se sembraron las colonias en LB suplementado con
ampicillina (100pg/mL) y se incubaron toda la noche
a 37°C. Se extrajeron 100mL de los cultivos, se
centrifugaron 5 min a 10000 rpm y se reconstituyeron
en 100mL de H,O, la suspension se calent6 10 min a
95°C y se volvid a centrifugar 5 min a 10000 rpm.
Siguiendo el protocolo descrito previamente se le rea-
liz6 PCR a 5mL de cada uno de los sobrenadantes.

Expresién de la VP3 recombinante. Se transfor-
maron células competentes de la cepa de expresion
M15 de E.coli con la construccion pQE30-vp3 obteni-
da. La cepa recombinante se cultivo toda la noche a
37°C en medio LB suplementado con ampicillina
(100ug/mL) y kanamicina (25pg/mL). Al dia siguien-
te, a 1L de LB suplementado con ampicillina (100ug/
mL) y kanamicina (25pg/mL), se le adicionaron 20mL
del in6culo de toda la noche. El cultivo se incub6 por
aproximadamente 2h 30min a 37°C hasta que alcan-
z6 una DO a 600nm entre 0.7 y 0.9. En este momen-
to, la expresion de VP3 se indujo con la adicion de
IPTG hasta una concentracion final de 2mM. Después
de 5 horas de incubacién a 37°C, las células se reco-
lectaron por centrifugacion 10 minutos a 6000rpm y
se conservaron a —20°C.

Purificacion de VP3 por cromatografia de afinidad
por iones metdlicos. El precipitado celular obtenido
de 1L de cultivo se resuspendio en 25mL de una solu-
cion de Tris 50mM pH 7.5 y las células se rompieron
por lisis alcalina, adicionando 25mL de una solucién
de NaOH 200mM, SDS 1%, e incubando a T__ por
20 minutos. Al lisado se le adicionaron 50mL de tam-
pén Tris 10mM-NaH_ PO, 100mM pH 5y se centrifugd
30 minutos a 12000rpm. El sobrenadante se filtré por
un prefiltro de fibra de vidrio y un filtro de 0.45pum. Se
carg6 una columna de Chelating Sepharose Fast Flow
(Pharmacia Biotech) de 4mL, con 8mL de NiSO,
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100mM. La columna se lavo con 5 volumenes de H,0
y posteriormente se equilibré con 5 volimenes de tam-
pon de inicio (Tris 10mM — NaH,PO, 100mM pH 8).
En la columna se aplicaron 25mL de la muestra clari-
ficada ajustada a pH 8. Se lavé la columna con 3 vo-
[imenes de tampdn de inicio, seguidos de 3 volume-
nes de tampén de lavado (Tris 10mM — NaH,PO,
100mM pH 6.5). La proteina VP3 se eluy6 con tam-
pon de elusion (Tris 10mM — NaH,PO, 100mM pH
5.9). Todas las soluciones se pasaron por filtros de
0.45um. El proceso se desarrollé con un flujo de 1mL/
min.

Se extrajeron alicuotas de 10puL de las fracciones
de 4mL y se analizaron por SDS-PAGE. El porciento
de la proteina recombinante en cada fraccion se de-
terminé por andlisis densitométrico de los geles tefii-
dos con Coomasie Brilliant Blue R-250 empleando el
programa de andlisis de geles Molecular Analyst.

Obtencion de anticuerpos contra VP3
recombinante. Se inmunizaron dos conejos gigantes
blancos segun el siguiente esquema: Inmunizacion
con 200ug de VP3 purificada en 500uL empleando
adyuvante completo de Freund, por via subcutanea;
a los 14 dias se administraron 100ug de proteina en
500pL con adyuvante incompleto de Freund (AIF)
(250pL por via subcutanea y 250uL por via
intradérmica); en el dia 28 100ug en 500pL por via sub-
cutanea en AlF; en el dia 56, 50ug en 500pL subcuta-
neamente en AlF. Los animales fueron desangrados al
dia 70, después de la primera inoculacion. La titulacién
de los sueros se realiz6 por ELISA definiendo el titulo
como la mayor dilucién la DO del control positivo (VP3)
se encontraba por encima de 1 mientras la DO del blan-
€0 no sobrepasaba el valor de 0.1. También se carac-
terizd por Western-Blot el reconocimiento de la VP3
(recombinante y viral) por parte del suero.

Andlisis por SDS-PAGE y Western-Blot. La
electroforesis se realizé bajo condiciones reductoras
y se corrid a corriente constante con 60mA en un gel
de acrilamida al 10% y al 12%. Para el Western-Blot
se hizo una transferencia semiseca de las proteinas.
La membrana se bloque6 por una hora en una solu-
cién de PBS-BSA 1% y luego se incubd 2 horas a
37°C con el anticuerpo policlonal contra IBDV (SIAFA)
diluido 1/500 en PBS-BSA 1%. Seguidamente se in-
cubd 1 hora a 37°C con el conjugado anti IgG de Po-
llo — Fosfatasa Alcalina (Sigma) y por ultimo la reac-
cién se reveld con NBT-BCIP (Promega).

RESULTADOSY DISCUSION

Se escogio la via de obtener los anticuerpos, a
partir de antigenos recombinantes porque una vez que
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se generaran los clones recombinantes contariamos
con una fuente estable de los mismos para, no solo
obtener los anticuerpos, sino también para ser em-
pleados con otros fines como puede ser el desarrollo
de sistemas de diagndstico y el contar con antigenos
controles en los sistemas de monitoreo de la expre-
sion de la poliproteina.

La region que codifica para la proteina VP3 se
amplificé por PCR a partir de la construccion pcDNA3-
Poly, donde previamente habia sido clonada la
poliproteina del virus. A los cebadores sentido y
antisentido se les incluyeron los sitios de restriccion
Kpnl y Sall respectivamente para facilitar los pasos
posteriores de clonaje. Los productos de PCR, cuya
talla se correspondi6 con la talla correcta de aproxi-
madamente 870pb (resultados no se muestran) de la
VP3 viral, se purificaron y se clonaron en el vector
PQES30 para generar la construccion pQE30-vp3.

La transformacion inicial, que se efectud con prop6-
sitos de monitoreo, se realizé en células competentes
XL1 Blue, debido a que esta cepa facilita la propagacion
y posterior purificacion de los plasmidos recombinantes.
Sin embargo la proteina clonada en el plasmido pQE30-
vp3 debe ser expresada en la cepa M15 de E. coli (0 en
la cepa SG13009) que, ademas de permitir altos niveles
de expresion, garantiza un alto grado de control de la
misma. En estas cepas la expresion regulada por el pro-
motor T5 del fago de E. coli y las dos secuencias del
operador lac que posee el plasmido pQE30 es extrema-
damente eficiente y solo puede ser evitada por la pre-
sencia de altos niveles del represor lac. La cepa M15
contiene multiples copias del plasmido pREP4, el cual
posee el gen lacl que codifica para el represor lac. Ce-
pas de E.coli que contengan el gen lacl4 como JM109,
TG1y XL1-Blue, también pueden ser empleadas como
hospederos de expresion, ya que en este gen el promo-
tor ha sido mutado y produce 10 veces mas represor lac
gue el gen salvaje, aunque estas van a ofrecer una ex-
presion no tan soélidamente regulada como las cepas
poseedoras del plasmido pREP4. Por esta razon se ais-
16 el plasmido del clon 19 (uno de los 6, de 98 clones
tomados al azar de pQE30-vp3 en XL1-Blue, que resul-
taron positivos cuando se monitorearon por PCR con
los cebadores VP3S y VP3AS, especificos para el gen
vp3, al amplificarse un fragmento de 870pb) y con este
se transformaron células competentes de la cepa de
expresion M15.

Como resultado de la induccién con IPTG de un
cultivo de esta Ultima cepa transformada se detectd
por SDS-PAGE la aparicion de una banda de aproxi-
madamente 32kDa que fue reconocida por el anticuer-
po policlonal especifico contra IBDV por Western Blot

(Fig.1).
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FIGURA 1. Expresion delaVP3 recombinante y recono-
cimientoinmunoquimico. A: SDS-PAGE a 12%tefiido con
azul de Coomassiedelos productosdeinduccién con IPTG
Linea 1- Patrén de peso molecular, 10-150 Roti®-Mark;
Linea 2- cepaM15; linea 3 - cepa M 15 recombinante con
la construccién pQE30-vp3. B: Western-Blot de los pro-
ductos de induccion con IPTG empleando un anticuerpo
policlonal contralBDV. Lineal- cepaM15 salvaje; linea?2
- cepa M 15 recombinante con la construcci 6n pQE30-vp3./
Expression and immunorecognition of the recombinant
VP3. A: Coomasie blue stainined 12% SDS-PAGE of the
IPTG induction products. Line 1- Molecular weight marker,
10-150 Roti®-Mark; Line 2- M15 strain. Line 3-
recombinant M15 strain with pQE30-vp3 construction. B:
Western-Blot of the IPTG induction products Line 1-
Molecular weight marker; Line 2- M15 strain. Line 2-
recombinant M15 strain with pQE30-vp3.

En este resultado un hecho result6 interesante y
significativo; otra proteina, con una talla entre 2.5y
3kDa menos que la de 32kDa, también era reconoci-
da por el suero contra IBDV. Teniendo en cuenta que
esta reaccion no se observa con las proteinas de la
cepa de expresion M15 (Fig. 1), es de suponer que la
proteina de aproximadamente 29kDa sea también un
producto codificado por la construccién recombinante
obtenida por nosotros, pQE30-vp3. Tales formas de
VP3 con una talla menor a la esperada, que pueden
incluso llegar a ser dos (23), son frecuentemente ob-
servadas en células infectadas con el virus, pero usual-
mente se ignoran o se confunden con VP4. Estos
dobletes de VP3 también han sido observados en
sistemas recombinantes donde se ha expresado VP3
(18; b), e incluso donde esta proteina, ha sido expre-
sada fusionada a seis histidinas, en células de insec-
to usando baculovirus como vector (14; 19). Aunque
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algunos autores sugieren que esto podria estar gene-
rado por una iniciacion interna de la translacién en un
codén AUG localizado 15 residuos después del codén
de iniciacion (18), los estudios realizados apuntan a
que el hecho se debe a una digestion proteolitica en
el extremo C-terminal de la proteina, que puede estar
generada por proteasas, tales como caspasas, 0 por
una actividad autoproteolitica de la VP3 (14; 19). A
pesar de que la naturaleza y la funcion de estas for-
mas permanecen sin conocerse, es interesante que
solo la VP3 de talla completa se incorpora al virién,
sugiriendo que las formas mas cortas pueden tener
funciones no estructurales adicionales (14). Si real-
mente la causa de este fendmeno esta dada por la
actividad de alguna proteasa entonces la protedlisis
pudiera minimizarse mediante la adicién de algin
inhibidor de estas como el PMSF, o de EDTA que es
capaz de acomplejar iones metalicos importantes en
la actividad de algunas enzimas. En nuestro caso la
segunda no es una solucidn aconsejable porque la
presencia de EDTA interfiere en los sistemas de puri-
ficacion por IMAC como el que sera empleado por
nosotros posteriormente para la purificacion de la pro-
teina.

Estos resultados demostraron que se habia obte-
nido un clon recombinante con la construccion pQE30-
vp3, capaz de expresar la VP3 de una manera
antigénicamente funcional.

Cuando las proteinas recombinantes se expresan
a altos niveles, usualmente precipitan en una forma
insoluble (cuerpos de inclusion) (22; 16). Para cual-
quier uso terapéutico posterior estas deben ser
renaturalizadas in vitro. Aunque se han descrito va-
rios protocolos para facilitar la produccién de protei-
nas solubles en sistemas procariotes, la mayoria de
ellos son laboriosos y requieren de una significativa
experiencia técnica (22; 16). El protocolo de ruptura
celular empleado en este trabajo permitid extraer la
proteina recombinante de manera soluble (Fig.2), sin
necesidad de adicionar urea al medio, evitando los
inconvenientes que esto puede traer por lo agresivo
de este reactivo y las dificultades que puede implicar
el proceso de renaturalizacion de una proteina disuelta
en presencia de urea. La electroforesis muestra que
una pequefia parte de la proteina recombinante aln
permanece en la fraccion insoluble, pero esta pérdi-
da se compensa por las ya mencionadas ventajas de
la solubilizacion en ausencia de urea. Es posible, no
obstante, que incrementando el tiempo de lisis o au-
mentando el volumen en que la misma se realiza pue-
dan disminuirse la pérdidas por este concepto.
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FIGURA 2. Extraccion de laVVP3 en forma soluble, me-
diantelisisalcalina. SDS-PAGE a 12% tefiidacon azul de
Coomassie. Lineal- lisado total del cultivo; linea2 - pellet
del lisado; linea 3 - sobrenadante del lisado. / Extraction of
recombinant VP3 in soluble form, by alkaline lysis.
Coomasie blue stainined 12% SDS-PAGE. Line 1- total cell
lysate; Line 2- lysate pellet. Line 3 —lysate supernatant.

El plasmido seleccionado para el clonaje, el pQE30,
es un plasmido de fusion que contiene la secuencia
gue codifica para seis histidinas ubicadas en el extre-
mo 3 del sitio de clonaje, que facilitan la posterior
purificacion de la proteina de fusidn resultante, me-
diante cromatografia de afinidad por iones metélicos
(IMAC). La proteina inmovilizada puede ser eluida de
la columna de dos maneras diferentes, mediante una
elusion no competitiva (decrecimiento de pH) o por
elusidon competitiva (incremento de la concentracion
de imidazol en el tampdn de lavado). En nuestro caso
la seleccion de la primera variante evité pasos poste-
riores para la eliminacion del imidazol, asi como dis-
minuy6 los costos de nuestro proceso, sin afectar la
efectividad del mismo. En nuestras condiciones, em-
pleando el gradiente de pH, fue posible eluir la protei-
na con un alto nivel de pureza, aproximadamente de
un 90% (Fig. 3) y con un pH (5.9) alejado de los valo-
res mas acidos que hubieran sido necesario emplear
de haber realizado el proceso en presencia de urea.
En estudios previos, la lisis celular se habia realizado
en presencia de urea 8M y la proteina era eluida de la
columna, con pH 4 (resultados no se muestran). Esto
puede deberse a que en presencia de altas concen-
traciones de un agente caotrdpico la proteina se en-
cuentra totalmente desnaturalizada y sus histidinas
mucho mas accesibles a los iones metalicos de la
columna, por lo que su fijacion a la matriz es mucho
mas fuerte y son necesarias condiciones mas drasti-
cas para poder eluir la proteina fijada.
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FIGURA 3. Purificacion de la VP3 recombinante por
IMAC. Purification of recombinant VP3 by IMAC. SDS-
PAGE a 10% tefiida con azul de Coomassie. Linea 1-
sobrenadante del lisado; linea 2- fraccién no fijada (tam-
pon de equilibrio, pH 8); linea 3- fraccion del tampon de
lavado, pH 6.5; linea4- proteina purificada con € tampén
de elusion, pH 5.9 / Purification of recombinant VP3 by
IMAC. Coomasie blue stainined 10% SDS-PAGE. Line 1-
lysate supernatant; Line 2- no bounded fraction
(equilibrium buffer, pH 8); Line 3- washing buffer fraction,
pH 6.5; Line 4- purified protein with elution buffer, pH 5.9.

El esquema seleccionado para inmunizar los anima-
les resulté muy efectivo, ya que la respuesta fue eleva-
da, en lo cual influyé la calidad del antigeno con el que
se preparé el inmundgeno. Como se puede observar en
la Figura 4, el titulo de los sueros por ELISA, alcanzo el
valor de 1:500 000, al ser esta la mayor dilucion en la
cual la DO de la reaccion con VP3 es mayor que 1y la
del blanco no supera el valor de 0.1. Este titulo es muy
superior a los titulos de los sueros contra IBDV con los
gue contabamos hasta ese momento en el laboratorio,
los cuales no superaban 1:1000. Este resultado nos hace
pensar que este suero sera muy eficiente para detectar
VP3, incluso cuando la proteina se encuentre en muy
bajas concentraciones en la muestra.

Otro aspecto importante a tener en cuenta para
evaluar la calidad del suero obtenido, es el grado de
especificidad que presenta, entendido en este caso
como su nivel de reconocimiento de las proteinas de
E. coli, por ser esta la Gnica fuente de proteinas con-
taminantes que tuvo el antigeno que se utilizé en la
inmunizacioén de los animales. La técnica empleada
para este fin, el Western-Blot (resultados no se mues-
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FIGURA 4. Titulacion del suero vslaV P3 recombinante.
ELISA indirecto no competitivo. La placa se sensibilizo
con 10ug/mL de VP3. Los resultados estén expresados en
DOs. / Titration of serumvsrecombinant VP3. Indirect no
competitive ELISA. The plate was sensibilized with 10ug/
mL of VP3.

tran), permitié observar que el nivel de reaccién con
las proteinas de la bacteria es practicamente nulo, a
una dilucién del mismo que permite detectar inequi-
vocamente a VP3. Las proteinas adicionales que se
detectan en la muestra de la cepa recombinante pue-
den deberse a cierto nivel de degradacién de la VP3,
aspecto este que fue previamente discutido. Queda
por evaluar entonces el grado de reaccidn cruzada
de este suero con proteinas de otras fuentes. En nues-
tro caso y debido a nuestras investigaciones actua-
les, seria muy importante realizar este estudio con
extractos de plantas de tabaco, por ser este el siste-
ma donde experimentamos la expresion de la
poliproteina del IBDV.

Por ultimo, y para confirmar la calidad del suero
obtenido, desarrollamos un Western-Blot que nos
permitié evaluar si el mismo era capaz de reconocer
a la VP3 viral. Los resultados de este experimento
(Fig. 5) revelan que los anticuerpos obtenidos reac-
cionan con una banda de 30kDa y otra de 28kDa (pre-
viamente ya se discutio acerca de la presencia de
estos dobletes) del antigeno viral que se correspon-
den con la talla de la VP3. Esta evaluacion la realiza-
mos entonces por ELISA para conocer si nuestros
anticuerpos eran capaces solo de reconocer epitopes
lineales o si poseian la capacidad de hacerlo también
con los conformacionales. La Figura 6 muestra como
el reconocimiento del antigeno por nuestro suero es
superior al que se logra con el suero de campo (la
sefal es tres veces mayor). Este resultado, sobre todo
si tomamos en cuenta que el suero de campo estaba
diluido 1:1000, mientras que el nuestro lo estaba 1:20
000, demuestra que estos Ultimos son capaces de
reconocer dominios conformacionales y que ademas,
tienen una alta afinidad por la VP3 del antigeno viral.
Esto demostr6 que los sueros obtenidos, a partir de
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la VP3 recombinante presentaron una alta afinidad y
especificidad por esta proteina, lo que los convierte
en candidatos ideales para desarrollar sistemas ana-
liticos de alta especificidad y sensibilidad, capaces de
detectar con alto grado de confiabilidad la expresién
de la misma.

<4— 250kDa
<4— 150kDa
<4— 100kDa
<4— 75kDa

| €4— 50kDa

: | 4— 37kDa
32kpa—p (¥ ‘

FIGURA 5. Caracterizacion del suero vs VP3. Western-
Blot para evaluar su capacidad de reconocer laVP3 viral.
Lineal- cultivoinducido; linea2- antigeno de IBDV; linea
3- patron de peso molecular, Precision Plus BIO-RAD./
Characterization of the VP3 serum. Western-Blot to
evaluate its capacity of recognizing viral VP3. Line 1-
induced culture; Line 2- IBDV antigen; Line 3- molecular
weight marker, Precision Plus BIO-RAD.

CONCLUSIONES

Como conclusiones podemos decir que el proto-
colo de lisis alcalina empleado para la ruptura celular
y la extraccion de proteinas, combinado con la purifi-
cacion por IMAC con gradiente de pH, permite obte-
ner la proteina recombinante VP3 de la cipsida viral
del virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa con
un alto nivel de pureza, y conservando su actividad
antigénica e inmundgena. Ademas, el suero obtenido
contra la VP3, debido a su especificidad, su alto titu-
lo, y su capacidad de reconocer tanto a la VP3
recombinante como a la viral, es un excelente candi-
dato para desarrollar un sistema analitico altamente
especifico y sensible para detectar la presencia de
esta proteina.
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FIGURA 6. Evaluacion de la capacidad del suero vs VP3
dereconocer epitopes conformacionalesene IBDV. ELISA
indirecto no competitivo, Ab vsVP3 1:20K y Ab vsIBDV
1:1K. Losresultados estén expresados como larelacién de
laDO del antigeno entrelaDO del blanco./ Evaluation of
the capacity of VP3 serum of recognizing conformational
epitopesintheBDV. Indirect no competitive ELISA, Abvs
VP31:20K and AbvsIBDV 1:1K. Theresultsare expressed
as the rate between antigen OD and blank OD.

Tanto la proteina VP3 recombinante, como los
anticuerpos contra la misma obtenidos en nuestro tra-
bajo, pueden tener importantes aplicaciones en las
investigaciones relacionadas con la obtencion de una
vacuna contra el IBDV. La proteina, mas alla de su
empleo en la obtencién de anticuerpos que hemos
discutido, tiene un gran valor per se,ya que puede ser
usada como control positivo en los ensayos
inmunoquimicos destinados a la deteccion de las pro-
teinas del virus. También podria tener una gran apli-
cacion en el desarrollo de sistemas de diagnéstico
complementarios a vacunas basadas en VP2, que
permitirian diferenciar entre animales vacunados y los
naturalmente infectados por el virus.
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