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RESUMEN

La oxidacion de proteinas es uno de los fenomerdssastudiados, ya que provoca pérdida
de actividad, inmunogenicidad, ruptura de caderssrdles, protedlisis, entre otras
modificaciones. Estos efectos son causados pootificaciéon covalente de aminoacidos,
gue genera cambios conformacionales. A pesar dmportancia, poco se ha estudiado
sobre la oxidacion que sucede durante la produatgdproteinas recombinantes, y menos
aun en ensamblados proteicos multiméricos (EPMy E®M se producen de forma
recombinante al expresar proteinas virales quaitee@samblan en estructuras complejas
altamente ordenadas, cuyas aplicaciones como ingeno§, nanoacarreadores y
nanotemplados, se han demostrado. En este trabeijdirdos evaluar como la oxidacion
afecta la produccion de nanotubos de VP6 de rosvios EPM de estudio. Para ello, se
realizaron experimentos de oxidacidnm vitro de la proteina ensamblada en forma de
nanotubos (VR&) y desensamblada (VBB Se encontré que la oxidacién provoco la
carbonilacion de VR6como en VP@gr, una modificacion covalente de las proteinas gue e
un excelente indicador de su dafio por oxidacion.oBservé que el ensamblaje en
nanotubos confiere proteccion a varios residucsvighr que estén expuestos al solvente,
sin embargo, aquellos residuos expuestos al seh\anel nanotubo tuvieron una afinidad
mayor a las especies reactivas de oxigeno quelesju=t VPG. Se encontré que la
oxidacion provoco agregacion de \(P$ una disminucion del tamafio de \{P6Por otra
parte, se observaron cambios en el ambiente higicafdde los aminoacidos aromaticos
presentes tanto en VP§ VP6ur, identificados por cambios en el centro de mapacsl

de fluorescencia. Por ultimo, se determind que Xalazion redujo la eficiencia de
ensamblaje de la proteina MPén nanotubos, y aquellos nanotubos que se ensamiala
partir de VP§ oxidada tuvieron baja calidad, determinada poentagion en microscopia

electronica.

Adicionalmente, se evaluaron las diferentes etajgsproceso de purificacion de los
nanotubos de VP6, e identificamos que como partgmbeeso, la etapa de produccion
dentro de la célula resulta en un mayor dafio oxédaune la purificacion, durante la cual no

se observd un incremento en la carbonilacion. Cqgmacte del andlisis, también
[15]




identificamos que la proteina no ensamblada dudanétapa de produccidn contiene una
mayor cantidad de carbonilos que la ensamblada,tiene la capacidad de ensamblarse en
nanotubos. En este trabajo se estudid por primem el efecto de la oxidacion en

ensamblajes proteicos y se correlaciond directaaneom la calidad de los ensamblados

obtenidos.

[16]



ABSTRACT

Protein oxidation is one of the most studied phesan as it provokes loss of activity,
immunogenicity, rupture of lateral chains, protsidy among other modifications. These
effects are caused by the covalent modificatioaraino acids, which generates structural
changes. Despite its importance, very little hasrbstudied about the occurrence of
oxidation during the production of recombinant pms$, much less in multimeric protein
assemblies (MPA). Multimeric protein assemblies abtained when recombinant viral
proteins that self-assemble in highly-ordered c@xmtructures are expressed, and their
application as immunogens, nanocarriers and nampiées has been demostrated. In this
work we evaluated the effect of oxidation on nabetiof VP6 of rotavirus, the MPA of
study. In vitro oxidation experiments were done with the protasiseanbled as a nanotubes
(VP6nT) or unassembled (VBB The results show that oxidation caused theargilation

of VP& and VP&, a covalent modification of proteins that is aceadent indicator of the
extent of damage provoked by oxidation. It waseobsd that assembly of VP6 into
nanotubes protected various residues from oxida@snit reduced their exposure to the
solvent. However, the residues exposed to theesbim VP&t had a higher affinity to the
reactive oxygen species than those in ¥P6It was found that oxidation caused
aggregation of VRo and a decrease of the size of WRP6 Moreover, changes in the
hydrophobic environment of the aromatic amino agdssent either in VR6and VP&
were observed, as detected by changes in the adrfleprescence spectral mass. Lastly,
it was determined that oxidation reduced the asbegfhiciency of VP& into nanotubes,
and the nanotubes that assembled from oxidized,\tfa@ low quality, as determined by

electron microscopy.

Additionally, oxidation was quantified at the difémt steps of the purification process of
VP6nt. No increase in oxidation during purification wasserved, indicating that most of
the oxidation occurred intracellularly or duringetrecovery process. It was also observed

that unassembled VP6 isolated during the purificatstage was more extensively
[17]




carbonylated than assembled VP6, and it did noke hi#e capacity to assemble into
nanotubes. We studied for the first time the éffé#cthe oxidation in protein assemblies

and it was directly correlated with the qualitytibé obtained assemblies.

[18]



Capitulo 1

Introduccion

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) son niatede oxigeno que contienen
electrones desapareados en su capa de valengig las vuelve altamente reactivas (Hirst
et al., 2008). Dentro de las EROs podemos encotando los radicales libres:>€ <OH,
*OO0OH, NOs, entre otros, asi como compuestos naadi, como kD2, ONOO, Os, entre
otros (Berlett et al., 1995; Hirst et al., 2008ta®iano et al., 2008). Las EROs, por su
naturaleza altamente reactiva, son capaces deigracccon una gran variedad de
moléculas (proteinas, lipidos y azucares), prowdeasu oxidacién (Berlett et al., 1995;
Goetz y Luch, 2008, Hawe et al., 2012). Las EROgreducen en la mitocondria debido a
la respiracion celular, NADPH oxidasas y 5-lipoxigeas, dismutacion espontanea en
citoplasma y en plantas en cloroplasto y paredare(tirst et al., 2008; Ottaviano et al.,
2008). Ademas, se ha observado que las EROs puywddncirse y oxidar moléculas
durante los procesos de purificacion, formulacionalynacenamiento de proteinas
terapéuticag(Li et al., 1995; Hawe et al., 2012; Torosantwatcl., 2013).

La oxidacién de proteinas es uno de los fendOmer@ssastudiados a lo largo de los ultimos
afos buscando entender los mecanismos de dichesioress de oxidacion, asi como
formas de evitarla (Bourdon y Blache, 2001; Basdllal., 2008). La oxidacion en proteinas
provoca cambios en aminoécidos que pueden afectstiuctura secundaria y terciaria de
la proteina, disminuyendo su funcion. En estudiopacientes con enfermedades crénicas
y degenerativas como Alzheimer, cancer, aterossikerentre otras, se ha observado un
incremento en la cantidad de proteinas oxidadaliBet al., 2008; Goetz y Luch, 2008).
Por otra parte, existe un gran nimero de estudiagtro que describen el efecto de la
oxidacion de proteinas como BSA, IgG, lisozima itapsina humanal, al oxidarse con
diferentes EROs como2B,, O;*", *OH. Estos estudios describen que la oxidacion mavo

agregacion, dafio estructural, cambios en propiasdédeoquimicas, hidrofobicidad y
[19]




conformacion de las proteinas (Baron et al., 2006gt al., 2008; Hu et al., 2008; Guedes
et al., 2009; Mulinacci et al., 2011). Con respextestructuras mas complejas, como los
virus y los ensamblados proteicos multiméricos (EP®kisten pocos reportes en la
literatura. En el caso de los virus, la oxidaciaovpca dafios en la capside viral,
induciendo agregacion y cambios conformacionalesque disminuye su capacidad
infecciosa (Meunier et al., 2004; Rule et al., 20%8no et al., 2010; Bounty et al., 2012;
Ogata et al., 2012). Por otra parte, la oxidaciériad EPM ha sido muy poco estudiada.
Existe solo un reporte en la literatura que abded@xidacion de EPM (antigeno de
superficie de hepatitis B, HBsAQ) y cuya oxidacgmvoco la agregacion y pérdida de su

capacidad inmunogénica (Tleuglabulova et al., 1999)

Entre las proteinas recombinantes para uso terepgéubs EPM han cobrado gran
importancia, ya que estan formadas por proteinasucésrales virales que se
autoensamblan en estructuras altamente ordenaélatsicabs a la capside del virus nativo
(Noad y Roy, 2003). Ademas, poseen caracteristestiructurales, fisicoquimicas e
inmunogénicas similares a las de los virus natiyas, lo que se han convertido en
alternativas como vacunas, entre otras aplicaci(esgerault et al., 2002; Noad y Roy,
2003; Blutt et al., 2005, Palomares y Ramirez, 200&riguez-Limas et al., 2013). La
produccién de EPM no es una tarea simple, ya qulamente se requiere la produccion
de la proteina viral (o las proteinas virales) elestion, ademas, se requieren ciertas
condiciones para que se lleve a cabo el ensambéjia proteina viral en estructuras
altamente ordenadas (Palomares y Ramirez, 2009) ptirteina muy interesante debido a
sus caracteristicas polimorficas, es la protein@ 8@ rotavirus ya que puede ensamblarse
en tubos de diametros de 45 y 75 nm y pueden acanzrometrosle largo, asi como en
icosaedros de diametro de ~75 nm (Lepault et &Q12 Mathieu et al., 2001). El
polimorfismo de VP6 puede regularse controlandactadiciones de pH y fuerza ionica,
con lo que es posible obtener trimeros, nanotubax)saedros (Mathieu et al., 2001). Los
nanotubos formados por la proteina VP6 han denuustemer propiedades inmunogénicas
Unicas. Se ha demostrado su alta inmunogenicidagratomparados con la proteina en
forma trimérica y otros EPM de rotavirus (particdia doble capa) (Pastor-Flores et al.,

2014), asi como en estudios de coadministracion particulas pseudo-virales de

[20]




norovirus, en donde se observo un efecto adyuwdntes nanotubos de VP6 (Blazevic et
al., 2011). Ademas, se han utilizado en estudidsinigionalizacion con diferentes metales
tanto en la capa externa del tubo (Plascencia-¥ili., 2009), como en la parte interna del
nanotubo (Carrefio-Fuentes et al., 2013) con lalidimé de conferirles diferentes

propiedades magnéticas, cataliticas, etc.

En este proyecto se plante6 analizar el efect@diacion sobre los nanotubos de VP6
asi como de la proteina desensamblada, con ldadidabde determinar si la oxidacion
provoca dafios en los EPM de VP6 de rotavirus yeadtm lograr entender el fenbmeno
para disefiar estrategias racionales de producciémags permitan evitar la oxidacion y asi

mejorar el proceso de produccion de nanotubos e VP

[21]



Capitulo 2

Antecedentes

2.1. LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y EL ESTRES OXIDANTE

El oxigeno constituye el 21% de la composiciénaikd, siendo un elemento esencial que
ha permitido el desarrollo y evolucién de la vidaet planeta (Fisher, 2014). Dentro del
metabolismo de las células aerobias el oxigenaajuegpapel fundamental, ya que es el
ultimo aceptor de electrones en la cadena respaafioenaz et al., 1999; Turrens, 2003;
Hirst et al., 2008; Schulz et al., 2014). Sin ergbael metabolismo del oxigeno produce
moléculas altamente inestables y reactivas, lak€s® denominan especies reactivas de
oxigeno (EROSs), dentro de las que se encuentramgnamavariedad de compuestos como
Oo¢, *OH, *O0H, NOe, HO,, ONOOQO, O3, entre otros (Betlett et al., 1996; Hirst et al.,
2008; Ottaviano et al., 2008; Bounocore et al.,@0El término EROs se aplica a una gran
variedad de moléculas que son radicales libres;aas0 a compuestos de oxigeno que son
facilmente convertidos en radicales libres y agsedjue convierten otras especies quimicas
en radicales libres (Hirst et al., 2008; Ottaviahal., 2008) (Figura 1).

Las EROs se generan a partir del oxigeno y su pob@tu celular es producto de reacciones
catalizadas por enzimas celulares como son citacr&ms, NADPH oxidasa, xantina
deshidrogenasa, lipoxigenasas, etc, pero princgraknse producen como subproducto de
la cadena respiratoria. Se ha reportado que ehtteye2% del oxigeno utilizado en la
cadena respiratoria se convierte en EROs (Lenak,et999; Turrens, 2003; Hirst et al.,
2008). La produccion de EROs también es causadenpoanismos exodgenos, tales como
la reaccion de oxigeno con metales, luz UV, radigcietc. (Davies y Dean, 1997,
Bounocore et al., 2010; Fu et al., 2014; Rastogil.et2014). Los metales como Fe y Cu,
son muy importantes para la generacion de EROgugacatalizan la reaccion de Fenton
(Fe? + HyO2 = «OH +OH + Fe9), en la que a partir de-B. se produce el radical
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hidroxilo (Meucci et al., 1991; Baron et al., 200bas EROs tienen diferentes tiempos de
vida media que van desde meses para el caso geiégidos (en condiciones de buen
almacenaje) y micro-pico-nano segundos para lagculds como OH y & lo cual
dependera del ambiente en el cual se generen idandes (Davies y Dean, 1997; Burns et
al., 2012). El «OH generalmente tiene tiempos di#awvnedia de nano-pico segundos
(Davies y Dean, 1997).

Superoxido Radical Peroxidrilo

Peréxido  H,0, — Fe*2 + H,0,>Fe*3 + OH +0

de
hidrégeno Reaccion de Fenton
e
v
Radical °
hidroxilo HO
e
v
H,0

Figura 1. Especies reactivas de oxigeno. Las ER®generadas por reacciones secuenciales de réducci
del oxigeno molecular produciendo diferentes intgliarios de diferente reactividad. Modificada desiken
et al., 2005.

A nivel celular, existen diferentes mecanismos maficos y no enzimaticos para
contender con la produccion de EROs, (utilizandwagion principalmente). Dentro de las
enzimas responsables de contender contra las ER@wcaentran la superoxido dismutasa
(SOD), peroxidasas (PRX), catalasas (CAT), glutatetluctasa (GR), glutatiobn peroxidasa
(GPR), entre otras. Cada una de estas enzimagaatshcciones que resultan en diversos
productos a partir de las EROs, como agua (Lenak,et999; Turrens, 2003; Hirst et al.,

2008; Ottaviano et al., 2008; Bounocore et al. @0Wn exceso de EROs puede ocasionar
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la alteracion del potencial redox celular, y afe@hnivel energético de la célula (ATP,

NAD/NADH y NADP/NADPH), causar dafio en el matergénético, peroxidacion de

lipidos de membrana, degradacion de proteinas,tengelular, etc. (Lenaz et al., 1999;
Turrens, 2003; Goetz y Luch, 2008; Hirst et aD0& Lassoued et al., 2008; Ottaviano et
al., 2008). La mayoria de los procesos celulares kpvan a cabo transferencia de
electrones, como la sefalizacion, diferenciacidalae formacion de puentes bisulfuro,

plegamiento de proteinas, etc., pueden verse déctgor el incremento en la produccion
de EROs, y resultar en dafio celular (Schafer ytBegt2001).

La produccion de EROs en la célula se puede olrsgreaantificar utilizando diferentes
herramientas, entre las que se encuentran métodagnaicos, fluorimétricos,
espectroscopicos, entre otros (Dikalov y Harrifii4). Los mas ampliamente utilizados,
debido a su sensibilidad y amplio espectro de deteale EROs, son los fluorimétricos, ya
gue permiten medin situein vivo la produccion de EROs. Los fluoréforos més utilzs
son DHE, mitoSOX, DCFH-DA, DHR, Amplex red, entreas. En particular, el DCFH-
DA es muy recurrido debido al amplio rango de EROs es capaz de detectar, ademas de
gue puede permear dentro de la célula hasta leconitivia y reaccionar con las EROs
producidas (Figura 2) (Kalyanaraman et al., 202n#a et al., 2013).

DCFH-DA DCFH DCFH’

AcO O O OAc Ho ; °
Intracellular Q O ¢l Fe*, Heme | cI Cl

Este rase

co H COH —* CO,H
Q O e

Heme, NO,*
‘_—

GSSG + H,0, Groreeemmseseeinenns GSH, NADH DCF

Figura 2. Reaccién de DCFH-DA con las EROs. La md&Ede DCFDH-DA es permeable a la membrana
celular y ya dentro de la célula sus esterés sinolldados por esterasas enddgenas que no persnitealida
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de la célula. El producto oxidado de DCFH que ye®nd con las EROs intracelulares es fluoresdente
gue permite detectarlas. Tomada de Dikalov y Hamti2014.

2.2. OXIDACION DE MACROMOLECULAS

Las especies reactivas de oxigeno, al ser tanivasctson capaces de reaccionar con
lipidos, azucares y proteinas, siendo las proteémagas que nos centraremos en este
trabajo. La oxidacion de proteinas debida a ERQsedle los fenOmenos més estudiados
a lo largo de los ultimos afios, buscando entermemiecanismos de las reacciones de
oxidacion, asi como formas de minimizarla (BourgoBlache, 2001; Barelli et al., 2008,
Torosantucci et al., 2013). La oxidacion en pra@eiprovoca cambios en aminoacidos que
pueden afectar la estructura secundaria y terai@ i@ proteina, disminuyendo su funcion.
Todos los aminoacidos son susceptibles a ser cx¢dém que depende de la especie
reactiva en cuestion. Diferentes reportes en égalitira indican que existen aminoacidos
mas susceptibles que otros a ser oxidados losscsale la cisteina, metionina, tirosina,
triptofano, fenilalanina e histidina (Davies y Ded®97; Stadtman y Levine, 2003).
Algunos de los dafios estructurales que sufren latipas son la ruptura del enlace
peptidico, oxidacidén sitio especifica catalizada pwtales, carbonilacién, cross-linking
proteina-proteina, entre otros (Stadtman y Le\20€3; Barelli et al., 2008; Maissonneuve
et al., 2009), siendo todos y cada uno de estossdaxidantes importantes a la hora de
evaluar la calidad de una proteina.

La ruptura del enlace peptidico podria definirsm@cel dafio mas grave en la proteina,
debido a que la proteina se fragmenta incluso ligieentos del tamafio de aminoacidos
(Davies y Dean, 1997; Headlam y Davies et al., 2084 han propuesto mecanismos para
explicar la ruptura del enlace peptidico, como lsaramidacion y el mecanismo diamida
(Figura 3A). No solamente se rompe el enlace peptidino también las cadenas laterales
de los aminoéacidos. Headlam y Davies (2004) obsaemnvgue la alanina, valina, leucina,
isoleucina y aspartato pueden sufrir escigipgenerando compuestos como formaldehido,
acetona, isobutiraldehido y acido glioxilico commductos de la ruptura de la cadena
lateral de estos aminoé&cidos (Figura 3B).
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Una de las modificaciones mas importantes desdpurto de vista analitico es la
carbonilacién, ya que es un producto altamenteblestéacil de analizar y cuantificar por
métodos espectrofotométricos (Dalle-Donne et a0Q32 Fedorova et al., 2013). La
carbonilacién de proteinas es una modificacion leowa que se produce principalmente en
los aminoé&cidos arginina, prolina, lisina y tre@ipor su oxidacion directa por EROs,
mientras que otros aminoacidos como triptéfanotidiig y cisteina, pueden formar
carbonilos debido a reacciones secundarias cos esfzecies carboniladas (Dalle-Donne et
al., 2003; Maisonneuve et al., 2009; Fedorova.e@l 3) (Figura 4).

R
Prot 2
"SNH HN
C—NH  Prot,
7
Ry 00
Ry O
Mecanismo Diamida R
Proty—NH  OH Ry 0 HN Prot, + —0
Ry
Ry 0 OH Ry O
Mecanismo a-amidacién
R,
Prot
"NH NH, ©
NH  Prot,
Ry O 0

Ry O

Figura 3. Mecanismos de oxidacién de proteinaER®s. A) Ruptura del enlace peptidico. B) Modifiéac
de las cadenas laterales de las proteinas poidespisTomado de Headlam y Davies, 2004.

La carbonilacién puede ser provocada por diferemtesanismos e involucran diferentes
aminoacidos (Fedorova et al., 2013). Varios grupasintentado entender como sucede la
formacion de carbonilos en proteinas y uno de t®gcamientos mas interesantes es el
propuesto por el grupo de Maisonneuve y colaboesd¢2009), quienes proponen gque
analizando la secuencia de amino&cidos en la peo&s posible localizar sitios que tengan
una alta probabilidad de oxidacion. Estos sitiogdsatifican al considerar la cantidad de
residuos RPKT presentes en la secuencia de amilugdcle la proteina (tienen que
encontrarse presentes 3 por cada 4 aminoacida@)ptssicion de estos residuos al solvente

y que existan sitios de unién a metal o residudsofdbicos cercanos a los residuos RPKT.
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REACCION CATALIZADA POR METAL
Lys (semialdehido aminoadipico), Pro
(semialdehido glutamico), Arg (semialdehido
glutamico), Thr (acido cetobutirico)
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PRODUCTOS DE LA PEROXIDACION DE
LIPIDOS
Cys, His, Lys: Aductos Michael

OXIDACION DE TRP
Trp: Quinurenina, N-formil quinurenina

Figura 4. Produccion de carbonilos en proteinagdded diferentes mecanismos oxidantes. La carbmaia
de proteina se produce principalmente (mas no gxelmente) en los aminodcidos lisina, prolina, rangi,
treonina, triptéfano, cisteina e histidina. Modifilo de Fedorova et al., 2013.

2.3. OXIDACION DE PROTEINAS TERAPEUTICAS

La oxidacion como anteriormente se describio, elendmeno ampliamente estudiado, sin
embargo, cuando se habla de proteinas recombir@gamiaeserés farmacéutico, la oxidacion
cobra una importancia mayor, sin embargo, ha sobo @studiada. Se ha demostrado que
la oxidacion no solamente puede llevarse a caba produccion de proteina recombinante
en la célula, sino que también ocurre durante tosgsos de purificacion y almacenaje de
la misma (Li et al., 1995; Torosantucci et al., 201Mohammadian-Mosaabadi y
colaboradores (2005), demostraron que la oxidaafénta la produccion de Interfergn-
(IFN-y). Observaron, que al incrementarse la tensiorxggeno disuelto (TOD) en cultivos
de E coli recombinante (produciendo IFN-se incrementaba la proporcion de proteina
agregada mientras su capacidad catalitica dismiRoiaotra parte, durante la purificacion
de dehidrofolato reductasa por cromatografia dadsd a metal, se observaron productos
de oxidacion cuya pérdida de actividad fue impaegncomparable a la oxidacidm vitro

(27]




con HO. (Krishnamurthy et al., 1995). La formulacion y akenaje de proteinas es
también un paso crucial dentro del proceso de p@do. Diferentes estudios han
confirmado que el fendbmeno de oxidacion tambiérpreeluce durante la formulacion,
debido a la presencia de moléculas pro-oxidantdassoluciones, ademas del tiempo y
tipo de almacenaje. Se ha observado que la prese&®cicontaminantes comao®,
hidroperoxidos, metales traza, entre otros, en cgoles que contienen sorbitol,
polietilenglicol (PEG) y ascorbato provocan la @din de la proteina durante su
almacenaje (Miller et al., 1990; Buettner y Jurkieay 1996; Kerwin, 2008; Wu et al.,
2011; Maggio, 2012)

2.4, ENSAMBLADOS PROTEICOS MULTIMERICOS

Los ensamblados proteicos multiméricos (EPM) sootgimas virales que se auto-
ensamblan en estructuras idénticas a los viruyagatd en macroestructuras altamente
ordenadas con tamafio del orden de nandmetros (Basnet al., 2006, Chackerian y
Schiller, 2012; Noad y Roy, 2013; Rodriguez-Limagsle 2013). La produccién de EPM
no es una tarea simple, ya que requiere la expresnultanea de una o varias proteinas
virales que deben encontrarse en un ambiente yentmacion adecuadas para su
ensamblaje (Palomares et al., 2006, Rodriguez-Lanhak, 2013). Los EPM se producen al
expresar las proteinas estructurales del virustgeds en un sistema recombinante. Dichas
proteinas se ensamblan en estructuras idénticas girbis nativos pero sin el material
genético, por lo que no son infecciosas. Los EPMedeadenan una fuerte respuesta
inmune humoral y celular, ya que se ha observagoegtimulan respuestas mediadas por
células B, activacion de linfocitos CD§ de células presentadoras de antigeno (Ruedl et
al., 2002; Lenz et al., 2003; Noad y Roy, 2003, eteal., 2006; Blazevic et al., 2011,
Rodriguez-Limas et al., 2014; Pastor et al., 20Dépido a estas caracteristicas, y a que los
EPM no presentan material genético viral, represenha ventaja importante en el disefio
de vacunas mas seguras (Boisgerault et al., 200f;d al., 2005; Rodriguez-Limas et al.,
2013). Ya existen en el mercado vacunas de EPMpdanvacuna contra la hepatitis B

(Recombivax HB, Merck), la vacuna contra el papdo(@ervarix de GlaxoSmithKline,
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Gardasil de Merck), y la vacuna contra la influehzanana (Flublok®, Protein Sciences
Corporation), asi como otras en pruebas clinicadaHabla 1 se muestran algunos de los

EPM que han sido expresadas en sistemas recondsnant

El ensamblaje de los EPM no requiere de proteilmagstructurales del virus del cual
proceden o acidos nucleicos virales para mantenestabilidad de las cépsides, ya que
para la formacion de los EPM solo es necesario eqigtan las interacciones proteina-
proteina necesarias que permitan llevar a cabosanblaje(Crawford et al., 1994, Trask

y Dormitzer, 2006, Palomares y Ramirez et al., 20D8da la capacidad de ensamblaje de
algunas de las proteinas virales (PV), bajo ciestagliciones cada una de las proteinas
expresadas puede formar estructuras multiméricas.pkoteinas virales se ensamblan en
condiciones que propician la interaccion entreplageinas y mantienen estas interacciones
estables (Ding et al., 2010; Zlotnick, 2003). Lateiacciones que mantienen unidas a las
proteinas virales formando EPM son las fuerzasaseder Waals, puentes de hidrogeno,
interacciones hidrofébicas y puentes bisulfuro. &odstas interacciones son dependientes
de la fuerza ionica, pH, potencial redox y la con@Eion de ciertos metales o iones
(Phelps et al., 2000; Ceres y Zlotnick, 2002; Zkkn2003). Hasta el momento no se
conocen cuales son las condiciones en las quewsedl cabo el ensamblajevivo de los
EPM al ser producidas en diferentes sistemas deesi¥p. Sin embargo, en experimentos
in vitro se han definido algunas condiciones necesariaz gae se lleve a cabo el
ensamblaje, entre ellas el pH, fuerza idnica, teatpe, concentracion de proteinas
virales, asi como el efecto de algunos agentesicpsiio que ha permitido entender parte
del mecanismo de ensamblaje de los EPM, aunquenaiuse han llevado a cabo
experimentodn vivo (Zlotnick, 2003; Ausar et al., 2006; Mena, 2007ukterjee et al.,
2008; Mena et al, en preparacion). En nuestro réabno hemos estudiado
extenuantemente la produccion de EPM utilizando ccomodelo las particulas
pseudovirales de rotavirus (PPR) y en los ultinfassahemos centrado nuestros esfuerzos

principalmente en la produccion de nanotubos de déPtavirus.
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Tabla 1. Algunas particulas pseudo virales prodscid

MPV # proteinas en la capside
Hepatitis B 1
Hepatitis C 1

HIV 1

Norwalk 1
Rotavirus 4
Papilomavirus 1
Parvovirus canino 1
Parvovirus B19 1
Poliovirus 4
Fiebre aftosa 1
CCMV 1

(Adaptado de Roy y Noad, 2008; Rodriguez-Limad.e2@13)

2.5. OXIDACION DE VIRUS Y ENSAMBLADOS PROTEICOS MUL TIMERICOS

La oxidacion de macromoléculas como EPM ha sido pugo estudiada. Solamente se
encontro un articulo en la literatura en el queesa&ia la oxidacion de una EPM como
modelo (el antigeno de superficie de hepatitis BsA). La oxidacion del HBsAg con
radicales de peroxibisulfato provocd agregaciérégdipla de su capacidad inmunogénica
(Tleuglabulova et al., 1999). Con este estudioaa®res intentaron explicar el fendmeno
de agregacion que observaron durante el procesprathiccion de HBsAg eRichia
pastoris Utilizaron hasta 500 mM de:2B: para llevar a cabo la reaccion de Fenton, *OH,
sin obtener los productos de agregacion esperd8olemente con los radicales de
peroxidisulfato se observé la agregacion y pérdigléa capacidad inmunogénica evaluada

por ensayos de ELISA con anticuerpos policlonale®poclonales.

Por otra parte, existen otros estudios en la titesaque estudian el efecto de la oxidacion
en virus. En estos estudios, se evalla el efectasdEROs 0 agentes exdégenos, como es el

caso de radicacion UV, y demuestran que la oxigdapidvoca dafios en la capside viral,
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induciendo agregacion y cambios conformacionales,qlie disminuye la capacidad
infecciosa del virus (Meunier et al., 2004; Rulalet2010; Sano et al., 2010; Bounty et al.,
2012; Ogata et al., 2012).

2.6. ROTAVIRUS

Las proteinas estructurales de los rotavirus hdm t8ma de estudio de nuestro grupo de
investigacion por varios afos. Los rotavirus pextem a la familisdReoviridaey son la
causa mas importante de muerte por diarrea en m@gm®res de 5 afios. En el 2008 se
reportaron 453,000 muertes por diarrea (Glass.ef@14). El genoma de rotavirus esta
conformado por 11 segmentos de ARN de doble cadmma,un total de 18.5 kb que
codifican 6 proteinas estructurales y 6 proteirmgstructurales. Las capsides rotavirales
tienen un diametro aproximado de 75 nm, con unangata icosaédrica y simetria T= 13
(nimero de triangulacion). EI ARN y 2 proteinasregturales (VP1 y VP3) estan
confinados en el interior de la capside de tres€a@pncéntricas formadas por las proteinas
VP2, VP6, VP7 y VP4 (Estes y Cohen, 1989) (Tabld_2)formacion de la nucleocapside
(50 nm de didmetro) se da por la interaccién deur?@ades de VP2 (60 dimeros de VP2)
(Estes y Cohen, 1989; Zeng et al., 1998). Las prateVP1 y VP3 se encuentran dentro de
la nucleocapside, y su funcién principal no esuestiral sino la de ARN polimerasa y
guanilil transferasa, respectivamente. Se ha cdpaplm que la ausencia de las proteinas
VP1 y VP3 no afecta la estabilidad de la nucledd&pd awton et al., 1996). La proteina
VP6 conforma la segunda capa de proteina de ldadeagses ademas, la proteina mas
abundante en la misma. Se encuentra formando @68ras (780 moléculas), dando lugar
a una estructura de 70 nm de didmetro (Gilbert,e2@01; Mathieu et al., 2001).

La tercera capa estd conformada por la proteimagjiada VP7 (260 trimeros), que es
dependiente de calcio para su ensamblaje y estathiEstes y Cohen, 1989; Ruiz et al.,
1996). La proteina VP4, se ensambla en trimeroxgoforman espiculas que sobresalen
aproximadamente 12 nm de la capside viral (Prasaal.e1990; Yeager et al., 1994;

Dormitzer et al., 2004). Se ha demostrado que pa externa de la capside, conformada
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por las proteinas VP7 y VP4, permite la interacaon la célula huésped al estar vinculada

con el reconocimiento y penetracion del virus (Ratial., 1994; Isa et al., 2008) (Figura 5).

Tabla 2. Proteinas estructurales mayoritarias dépaide de rotavirus SA11 (Estes y Cohen, 1989)

Proteina PM (kDa) # Moléculas/capside Abundandgtiva (p/p)
VP2 102 120 (60 dimeros) 13
VP6 46 780 (260 trimeros) 39
VP7 37 780 (260 trimeros) 31
VP4 86 180 (60 trimeros) 17

Los rotavirus se clasifican en grupos y subgrugesacuerdo a la inmunoreactividad de
VP6 (grupos A-E). El grupo A es el de mayor impocia, ya que es el principal
responsable de las infecciones por rotavirus enahosy Dentro de este grupo, los
rotavirus se han agrupado en diferentes genotip@cderdo a la secuencia nucleotidica de
los genes de las proteinas VP4 (genotipo P) y \gendtipo G). Hasta la fecha, se han
caracterizado 35 genotipos P y 27 genotipos G (ilassens et al., 2011).

dsRNA VP1/VP3

Figura 5. Esquema estructural de rotavirus. La idépsle rotavirus esta compuesto de 4 proteinas
estructurales principales y dos (VP1 y VP3) quersaientran al interior de la nlcleo capside quéeepeoel
material genético (VP2). (Tomado de Patton y Speh@e0).

(32]



2.6.1. VP6 DE ROTAVIRUS

La proteina VP6 esta compuesta por 397 aminoaadogeracciona con la proteina VP2
hacia el interior de la capside y con las proteMB3 y VP4 de la capa externa del virus
(Estes y Cohen, 1989; Yeager et al., 1994). Laietstra cristalografica de la proteina VP6
muestra la presencia de dos dominios estructucideeminados B y H (Figura 6A). El
dominio B en la base de la molécula esta confornpad®a-hélices. EI dominio H, que se
encuentra en la parte superior de la moléculadpesi 151-334), forma estructurfs
plegadas caracteristicas de proteinas de capside (Mathieu et al., 2001). Ambos
dominios H y B participan en los contactos quel®sitan la estructura trimérica de la
molécula teniendo diferentes interacciones paditilp en su estabilidad. Mientras el
dominio H tiene fuertes interacciones hidrofobidasinterface trimérica en la base de la
proteina contiene mayoritariamente residuos hilitoi, lo que sugieren que una baja
energia de solvatacion seria necesaria para disdaaminio B. La estructura trimérica de
la proteina VP6 se forma espontaneamente, sietalmexite estable a concentraciones de
calcio menores de 10 mM y zinc mayores de 6 mM duéipet al., 2001; Mathieu et al.,
2001; Erk et al., 2002). VP6 contienen 5 sitioaud®n a calcio que estan coordinados por
diferentes residuos, el calcio 1 con N250 y Y24&adcio 2 con D340, E134 y D337, el
calcio 3 con D62 y Q47, el calcio 4 con D248 y N366él calcio 5 con E379, D380 y
Q383. El sitio de unién a zinc esta coordinado lpdristidina 153 y la serina 339 siendo

importante para conferirle resistencia estructaral proteina (Erk et a., 2002) (Figura 6B).

Una de las caracteristicas de VP6 mas importargesuecapacidad de ensamblarse en
diferentes estructuras dependiendo de la fuerzaadnpH en el que se encuentre, como
son tubos de diversos didmetros y longitudes yra&sf@igura 7). Por otra parte, se ha
observado que la co-expresion recombinante deotaipa VP6 con la proteina VP2 genera
el ensamblaje de estructuras icosaédricas (Salvaah, €1991; Crawford et al., 1994;

Lepault et al., 2001; Mena et al., 2006). El grdeda Dra. Palomares y el Dr. Ramirez ha
estudiado extensamente la produccion de VP6 deimassaMena, 2007; Palomares et al.,

2012), su purificacién (Plascencia-Villa et al.12) su capacidad de ensamblaje (Mena et
al., en preparacion; Rodriguez et al., en prep@macsus caracteristicas fisicoquimicas y
estructurales (Rios, 2013) y sus diversas aplioasiccomo inmunégeno (Pastor et al.,
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2014), en el campo de la nanotecnologia (Plascafitéaet al., 2009; Carrefio-Fuentes et
al., 2013; Plascencia-Villa et al., 2013) y cometa&na acarreador de moléculas con

potencial terapéutico (Rodriguez et al., 2013).

7

domain

domain

Figura 6. Estructura cristalografica de VP6 de viotis con una resolucion de 2A. A) Estructura
cristalografica de VP6 de rotavirus esquematizdndalos dominios principales de la molécula. BjoSie
unién a zinc en el trimero de VP6, coordinado ar dminoécidos His153 y Ser339 de cada uno de los
monomeros. Tomado de Mathieu et al 2001.

Figura 7. Micrografias electronicas de transmigiémanotubos de VP6 e icosaedros de VP6. A) Naostub
B) Icosaedros. Tomado de Plascencia-Villa et a0p92 Micrografias electronicas tomadas a una
amplificacién de 140,000.
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El uso de nanotubos de VP6 como inmundgenos praweadnayor proteccion en ensayos
de reto en ratones al compararlos con la proteiRé@ ¥n su forma trimérica y con
estructuras de doble capa de rotavirus (Pastot.,eR@l4), lo que nos indica que la
estructuracion en nanotubos es importante parplg&aeidén como vacuna. Por otra parte,
Blazevic y colaboradores (2011), demostraron ggenanotubos de VP6 actian como

adyuvante en la coadministracién con particulasalevirus.

Para su utilizacién en nanotecnologia, los nanatw®oVP6 han sido funcionalizados con
diferentes metales en su exterior e interior, pemaferirles diferentes propiedades
magnéticas, asi como cataliticas, entre otras,legi@ermita tener diversas aplicaciones
(Plascencia-Villa et al., 2009; Carrefio-Fuented.e2013) (Figura 8).

Figura 8. Micrografias electrénicas de transmisiénnanotubos de VP6 funcionalizados con Au y Ag. A)
Funcionalizacion externa de nanotubos con Au. Bjcknalizacién interna de nanotubos con Ag. Tomadas
de Plascencia-Villa et al. (2009) y Carrefio-Fuemteal. (2013). La flecha en la micrografia en ahel B
indica la superficie del nanotubo de VP6.
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2.7. PRODUCCION DE ENSAMBLADOS PROTEICOS MULTIMERIC OS EN EL
SISTEMA DE CELULAS DE INSECTO BACULOVIRUS

2.7.1. SISTEMA DE CELULAS DE INSECTO BACULOVIRUS (SCI-BV)

El sistema de células de insecto-baculovirus (S@J-Bs una herramienta util para la
produccién de proteinas recombinantes debido araw wersatilidad ya que permite la
insercion de varios genes y asi, expresar variaieipas al mismo tiempo, con una alta
productividad de proteina recombinante (20-250 vecés que en células de mamifero) y
la capacidad de llevar a cabo modificaciones pasititcionales complejas (Roy et al.,
1997; Berger et al., 2004; Kost et al., 2005; Pales et al., 2006). Debido a esto, es el
sistema mas empleado en la produccién de ensamshpadi®icos multimeéricos, ya sea que
requieren la expresion de una sola proteina req@antd o aquellas que requieren la co-
expresion de varias proteinas simultaneamente.rbadupcion de EPM en este sistema
consiste en la infeccién de un cultivo de célulasrsecto con uno o varios baculovirus
recombinantes (vectores) que contengan los genés aldéas proteinas virales de interés
(Pattenden et al., 2005, Rodriguez-Limas et all3R0En este sistema se pueden alcanzar
concentraciones de proteina recombinante por adebdg/L. Ademas, es posible trabajar
con cultivos de alta densidad celular a concermred celulares en cultivo por lote
mayores de 10 x 2Q&el/mL y lote alimentado mayores de 50 ¥ t6l/mL. Mas de 500
proteinas se han producido en este sistema, adEmasnumero importante de EPM (Ver
Tabla 1.) (Noad y Roy, 2003; Palomares et al., 200@a et al., 2010).

Debido a estas ventajas es uno de los sistemasutiizados tanto en la produccién de
proteinas terapéuticas, como de proteinas viralessq ensamblan en EPM (Pattenden et
al., 2005; Palomares et al., 2006, Palomares y rRan#009).

El SCI-BV consiste en la infeccion de un cultivo ddulas de insecto con un vector de
baculovirus que contiene el gen de la proteinantégds. Durante las pasadas décadas, los
baculovirus se han utilizado como una herramientportante en la produccion de
proteinas recombinantes en células de insecto.uEleopoliedrovirus deAutographa
californica (AcMNPV) es el baculovirus mas empleado, ya queasgo de huéspedes es

mas amplio que el de otros baculovirus. Para Istceccion de baculovirus recombinantes
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se reemplaza el gen de la poliedripmlif) o el depl0 por el gen de interés. Se han
escogido estos genes porque se encuentran bajofores) fuertes dando lugar a que la
produccién de ambas proteinas represente ent@ ¥bB8% de la proteina celular total en

células infectadas (Palomares et al., 2006).

2.7.2. PRODUCCION DE EROS EN EL SISTEMA CI-B

Las células de insecto cuentan con una maquinaiamética para contender con la
sobreproduccion de EROs. Wang y colaboradores g00&terminaron en células de
insecto la actividad de las enzimas encargadasodérder con EROs: superéxido
dismutasa (SOD), catalasa, ascorbato peroxidas®X)\Pglutation S-transferasa (GST),
glutation reductasa (GRX) y &cido deshidroascorlpmxidasa (DHAR), asi como la
concentracion de glutation oxidado (Ahmad y PardifP0; Wang et al., 2001a, Wang et
al., 2001b). Ademas, demostraron que la infeccamhlaculovirus genera estrés oxidativo
(incremento en la produccion de EROs y una bajdaecapacidad antioxidante), pues
detectaron peroxidacion de lipidos (dafio en la manab plasmatica) y degradacion de

proteinas (Wang et al., 2001b).

Las células de insecto infectadas no solamente@eentran bajo estrés oxidante, sino que
la infeccion también incrementa la velocidad ddesis de ADN y proteinas y afecta la
velocidad de consumo de varios compuestos, comoxigeno, metionina, tirosina y
cisteina (Palomares et al., 2004). La velocidaccalgsumo de glucosa y glutamina se
mantienen constantes. La cisteina y la glutamieggn un papel importante en el control
del estrés oxidativo, ya que son precursores datgln, el cual es el principal regulador
del estado redox intracelular. La metionina taml@gmelevante al ser precursor de cisteina
(Doverskog et al., 1998). La glutamina es utilizpda la célula incorporandola a al ciclo
de los acidos tricarboxilicos (TCA) para la obténcide energia (Drews et al., 2000,

Palomares et al., 2004).

Las células de insecto son estrictamente aerobpia,rango de oxigeno disuelto (OD)
Optimo para su crecimiento esté entre 10 y 100% fespecto a la saturacion con aire), y

su constante de saturacion de Monéa,] es de 1.9% (Palomares et al., 2004). El
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consumo de oxigeno de las células de insecto senieata hasta en un 100% durante las
primeras 24 horas después de la infeccion. Esternrmento en el consumo de oxigeno

podria ser el responsable del estrés oxidativoreadde por Wang y colaboradores (2001b).

En un esfuerzo por disminuir el estrés oxidativigind y colaboradores (2006) utilizaron
diferentes antioxidantesu-tocoferol, hidroxitolueno butiladop-caroteno y catalasa) y
evaluaron su efecto en la produccion de las prasefacombinantes virales de rotavirus,
VP2, VP6 y VP7 en células Sf9. Solamente las csdalaumentaron la productividad de
proteina recombinante, aunque el mecanismo pana¢lazimenté la productividad no fue

identificado. Ademas, no se determiné la conceritmade EPM de rotavirus ensamblado.

Por todo esto, la oxidacion en EPM debe ser estadian el fin de determinar si aquellos

productos oxidados aun mantienen las caractedgpimalas cuales son importantes.
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Capitulo 3

Justificacion, Hipotesis y Objetivos

3.1. HIPOTESIS

La oxidacion provoca modificaciones en la estrictde VP6 que repercuten en las

caracteristicas de sus ensamblados y disminuyeapscidad de ensamblaje.

3.2. JUSTIFICACION

Aunque es amplio el conocimiento que se tiene siabogidacion de proteinas, es poco lo
que se conoce sobre el fenbmeno de oxidacion esmdatsdos proteicos multiméricos
considerando caracteristicas importantes comosgmablaje y la estabilidad de las EPM.
Por ello, en este trabajo se evalud por primeraelefecto de la oxidacidm vitro de la
proteina VP6 ensamblada en nanotubos y no ensaantteda finalidad de incrementar el
conocimiento sobre este fendmeno. El conocimierdnepdo sobre los factores que
afectan el ensamblaje de las macroestructuras y dasmmEROs afectan su produccion,
incrementara el entendimiento de los procesos ultvatlos en el ensamblaje de dichas

macroestructuras y sera posible proponer mejotestegias de produccion.

3.3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de las especies reactivaxiigemo (EROs) sobre la proteina VP6 de

rotavirus en su forma ensamblada y no ensamblada.
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3.3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Desarrollar e implementar herramientas analitiazs permitan caracterizar y
cuantificar el dafio oxidante en proteinas recommeésa y ensamblados
proteicos.

Identificar las condiciones que provocan la oxidacde la proteina VP6 de
rotavirusin vitro, en forma desensamblada y ensamblada en nanotubos.
Realizar cinéticas de oxidacion de nanotubos de WWB6 desensamblada con
el fin de determinar si hay diferencias en la spib#idad a la oxidacion entre
ambas estructuras.

Determinar la capacidad de la proteina VP6 monaaémxidada de
ensamblarse en macroestructuras.

Con base en los resultados obtenidos, proponeategitis de produccion y
procesamiento que resulten en proteina ensambtadarcbajo dafio oxidante.
De esta forma se espera incrementar la estabifiddds ensamblajes a lo largo

del tiempo.
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Capitulo 4

Materiales y metodos

4.1. LINEAS CELULARES Y TECNICAS DE CULTIVO

Se trabajé con las lineas celulares de los insedtdshoplusia ni (High Five®) y

Spodoptera frugiperda(Sf9). Se utilizaron medios libre de suero SF90Qdlife

Technologies, EUA), ExCél1405 (Sigma-Aldrich Co. LCC, EUA), Express FiVdLife

Technologies, EUA) y PSFM (PSC, Meriden, EUA). kcatulas se cultivaron en matraces
agitados de 250 mL (volumen de trabajo de 60 migs tultivos se mantuvieron con
agitacion constante a 115 RPM y a 27 °C en incubadmnova 4230 (New Brunswick
Scientific, EUA). La amplificacion de los stockschéovirales solo se realizaron en las
células Sf9, utilizando el medio SF900II (Life Taolbgies, EUA). La concentracion y
tamafio celular se determinaron utilizando un cantae particulas Coulter Multisizer 3
(Beckman Coulter, EUA) con un tubo de apertura @@ gum. La viabilidad celular se

determino utilizando azul de tripano al 0.5% en PBIS7.4 y conteo en hematocitometro.

4.2. BACULOVIRUS RECOMBINANTES

Se utilizo el baculovirus dautographa californicaNPV en el que se insertd el gen de la
proteina VP6 de rotavirus bajo el promotor de moirea (olh). ElI baculovirus que
codifica para la VP6 (bacVP6, SA11) fue proporcamaor la Dra. Susana Lopez (IBT-
UNAM). La amplificacidon de los stocks virales saligd en matraces agitados de 250 mL
a 27 °C (volumen de trabajo 60 mL) infectando @&l una concentracion de 0.5 ¥ 10
cel/mL con el baculovirus recombinante (bacVP6ha multiplicidad de infecciéon (MDI)
de 0.01 unidades formadoras de placa (ufp)/cebgamando el cultivo cuando la viabilidad
celular se encontrara por debajo del 60%. Cuandocédulas alcanzaron la viabilidad

celular descrita anteriormente, se cosecho elvoulfi se centrifugé a 4,000 x g a 4 °C
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utilizando la centrifuga refrigerada Eppendorf 58 0(Eppendorf, EUA). Se adiciono
suero fetal bovino (0.5%) a los stocks de baculsvpara su posterior almacenaje a 4°C. El
titulo viral se determin6 como se describe en txiga 4.3. Se retitularon los baculovirus
cada 4 meses. Los baculovirus se reamplificarondwal titulo viral estuvo por debajo del

orden de 19ufp/mL.

4.3. DETERMINACION DEL TIiTULO VIRAL

El titulo viral se cuantificé con la metodologiaplmentada por Mena y colaboradores
(2003), la cual se basa en la determinacion ddakilidad celular después de agregar
diluciones seriadas de virus. Para determinardhildad se utilizo la reaccion del MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromuro dietrazolio), el cual es un substrato para la
deshidrogenasa mitocondrial en las células vialbllegeaccion produce una sal insoluble
de formazan color azul que se cuantifica espedtofétricamente. Se colocan 5 x310
células por pozo en 50 pL de medio SF900II en plat= 96 pozos. Posteriormente se
prepararon diluciones del virus desde?!Iftasta 18° que se agregaron a los pozos.
Adicionalmente, se colocan células sin infectaapaloservar el maximo de crecimiento
celular que se puede obtener en la placa de 96 p8eis dias después de la infeccidn se
afiadieron 10 pL de la solucién de MTT (5 g/L) aacpdzo y se agitd la placa durante 2
horas. Después de las 2 horas, las placas sefegaton a 4,000 x g 10 minutos y se
extrajo el sobrenadante. Las sales insolubles deaftan se disolvieron en 50 pL de

dimetilsulfoxido (DMSO) y se midi6 la absorbanci&& nm en un lector de microplacas.

4.3.1. CALCULO DEL TITULO VIRAL

Mediante el analisis de la curva de absorbancigrzahlucion del stock viral es posible
determinar la dilucion viral a la cual el 50% de t&lulas han sido infectadas (TGP La
curva sigue un comportamiento sigmoidal y su aj(Eteiacion 1) nos proporciond el valor

de TCLDsomediante la siguiente ecuacion (Ecuacion 2):
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(Ecuacion 1)

Donde Y es la absorbancia mediday & la minima absorbancia detectada, a es la
absorbancia méxima detectada, D es la dilucigne®Dla dilucion a la cual el 50% de la
respuesta de absorbancia (1/TGED/ b una constante. Una vez determinada la dituaio

la cual el 50% de células han sido infectadas sm™da6 el TCLBo mediante la siguiente

ecuacion (Ecuacion 2):

TCLD, /mL=—1—

0
(Ecuacion 2)

Donde V es el volumen de la dilucion del stocklvira

El titulo viral se calculé mediante las ecuaciodgs4 (O'Reilly et al., 1994).

logTCIDso/mL= 0.912 (logTCLRBYmML) + 1.674  (Ecuacion 3)

pfu/m |I= TCIDso/mL x 0.69 (Ecuacion 4)

En el desarrollo de esta metodologia para calellaitulo viral, Mena y colaboradores
(2003) realizaron la comparacion con otros métogoso se observaron diferencias
significativas en los valores de titulos viralesonCfines practicos y comparativos se

utilizara la nomenclatura de ufp/mL para el tituiial.
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4.4, PRODUCCION DE VP6 DE ROTAVIRUS

Se utilizé la linea celular High Fi¥e(de Trichoplusia n) cultivada en medio de cultivo
SF900-1I (Life Technologies, EUA), ExC®lI405 (Sigma-Aldrich Co. LCC, EUA),
Express Five® (Life Technologies, EUA) o PSFM (PSC, Meriden, EUAas células se
cultivaron en matraces agitados de 1 L (volumenraleajo de 250 mL). Los cultivos se
mantuvieron con agitacion constante a 115 RPM y &2 en incubadoras Innova 4230
(New Brunswick Scientific, EUA). Se utilizé un bdouirus recombinante que codifica
para la proteina VP6 de rotavirus (SAl1l), previamelescrito. Previo a la infeccidon, se
colocd un cultivo a una concentracion celular & 0® cel/mL y la infeccién se realiz6 a
una multiplicidad de infeccion (MDI) de 1lufp/cel ando dicho cultivo alcanzd una
concentracion celular de 1X¥1@el/mL. Las células infectadas se cosecharon cudad
viabilidad celular estuvo por debajo del 50%, yaseanzd la mayor concentracion de
proteina VP6 en el sobrenadante del cultivo. Bivakosechado se centrifugd a 4,000 x g
a 4°C con la finalidad de separar el sobrenadameal¢nde se encuentran principalmente
los nanotubos de VP6) para su posterior purificack pellet celular de cada uno de los

cultivos realizados se almacenoé a -20°C para denpaspurificacion y analisis.

4.5.PURIFICACION DE NANOTUBOS DE VP6

El protocolo de purificacion que se utilizo en dsédajo esta descrito con mayor detalle en
Plascencia-Villa et al., 2011 (anexos). El sobran&el cosechado del cultivo infectado se
concentré en un equipo de ultrafiltracion AMICON i(lMore, EUA) utilizando una
membrana de celulosa de 30kDa (Millipore, EUA) reaigndo una presién positiva con
aire a 5 psi. La primera etapa de purificacion @wea cromatografia de intercambio
aniénico en una columna XK16 (GE Healthcare, EUA)pacada con la resina Q
Sepharosa Fast Flow (GE Healthcare, EUA). Parargacde la proteina en la columna se
utilizé un buffer 30 mM Tris pH 6.16 a un flujo &&mL/min en el equipo FPLC Akta
Prime (Amersham Pharmacia Biotech, EUA). El pHluéfer de carga fue de 6.16 que es
el punto isoeléctrico (pl) tedrico de la proteinB6V La proteina VP6 no interactia con la

resina Q sepharosa fast flow por lo que bajo estadiciones de separacion se recolecto el
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eluato (pico 1), el cual fue concentrado por meliailtrafiltracion en un equipo AMICON
(Millipore, EUA) con una membrana de 30 kDa conspie positiva con aire a 5 psi. La
siguiente etapa de purificacion fue exclusion malac El pico 1 concentrado se inyecto a
una columna empacada con la resina HW65F (TosoA) Elyo tamafio de poro es de 100
nm, lo que permite que los nanotubos eluyan ewlelven vacio de columna, mientras las
proteinas sin ensamblar y otros contaminantes paseaaves de los poros de la resina. El
volumen total de columna fueron 400 mL y se utiligd buffer de 30 mM Tris pH 8.0.
Durante toda la corrida cromatografica se mantuvdlwjo constante de 2.5mL/min. Para
todas las corridas cromatogréficas se utilizo stesia FPLC (AKTAPrime, Amersham
Pharmacia Biotech, EUA) acoplado a un sistema dpiisidion de datos PrimeView
(AKTA Prime Amersham Pharmacia Biotech, EUA). El purificadoréinotubos de VP6
se concentro por ultrafiltracion en un equipo AMIKEQMillipore, EUA) con una

membrana de 30 kDa y se le adicion6 0.05% de alsdadio para su almacenaje a 4°C.

4.6. CUANTIFICACION DE PROTEINA TOTAL

Se utilizé el método de Bradford para placas de@s (Bio-Rad, México). La curva de
calibracion se preparé utilizando BSA a una comeeiin de 1 mg/mL. El rango de
concentraciones utilizados para llevar a cabo laacde calibracion fue entre 5 y 100
pg/mL. Todas las mediciones se realizaron poricagdb. Se colocaron 150 pL de muestra
en cada uno de los pozos por 50 pL de reactivorddf@d y se dej6é incubar durante 5
minutos a temperatura ambiente (Bradford, 1976xtdPior a la incubacion, se midio
absorbancia a 570 nm en un lector de microplacab@star Omega, BMG Labtech,
EUA).
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4.7. CARACTERIZACION DE NANOTUBOS DE VP6 Y PROTEINA VP6
DESENSAMBLADA

4.7.1. SDS-PAGE Y WESTERN BLOT

Se determiné la pureza de la proteina VP6 purificgdhnotubos de VP6) por medio de
geles desnaturalizantes de SDS-PAGE al 12%, tefiidosazul de Comassie. La corrida
electroforética se realizo utilizando amperaje tame a 15 mA para un gel o 30 mM para
dos geles. Para determinar la identidad de la iptse realizaron Western blots. La
transferencia a la membrana de polifluoruro dedéiemo (PVDF) se realizo utilizando
amperaje constante a 400 mA en un sistema sengsecona fuente de poder modelo 493
(ISCO, EUA) durante 2 horas. La proteina fue dattutilizando un suero antirotavirus-
cepa NCDV (reconoce a la proteina VP6 nativa o atesalizada) o el anticuerpo
monoclonal antiVP6 255 (reconoce a la proteinavaansamblada), ambos a una dilucion
1:4000 en PBS-T. Se utiliz6 una dilucion de 1:2dGe@ PBS-T) de los anticuerpos
secundarios acoplados a peroxidasa. Se revelézanmiilo carbazol. ElI analisis
densitométrico tanto de los geles SDS-PAGE comtmsléVestern blot se realizaron con
los softwares NIH ImageJ e Image Lab.

4.7.2. DESENSAMBLAJE DE NANOTUBOS DE VP6

Los nanotubos de VP6 fueron desensamblados incalméncbn 300 mM de Cagtlurante

6 horas a 27 °C con agitacion constante. Se prepasfock de Cagla una concentracion
de 10 M filtrado por 0.22m (GPH Acrodisc, PALL, EUA). Para corroborar el queto
desensamblaje de los nanotubos de VP6 las muestrasalizaron por cromatografia de
permeacion en gel utilizando HPLC (PG-HPLC), disger dinamica de luz (DLS) y
microscopia electrénica de transmision (MET).
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4.7.3. PERMEACION EN GEL POR HPLC (PG-HPLC)

Los nanotubos y la proteina VP6 desensambladaaizamwon por HPLC utilizando una
columna de permeacion en gel (PG) Ultrahydrogel G0® mm diametro interno y 30 cm
de largo) (Waters, EUA), con el protocolo descptir Mena et al. (2005) y Plascencia-

Villa et al., 2011. Esta columna tiene un tamaé@aro de 50 nm.

Se utilizé el equipo HPLC Delta Prep 4000 marca@f&lf (Massachussets, EUA) con los

siguientes componentes:

e Controlador Prep LC Waters
» Detector de fluorescencia Waters 24%& 484 nm yrem 510 nm)
» Detector de arreglo de diodos Waters 998(15-400 nm)

» Software Empower

Se utilizo flujo isocratico de 0.9 mL/min a 37°Q@uy buffer de corrida 10 mM Tris pH 8.0.
Se calibré6 la columna utilizando diferentes estéslaproteicos cuyo didmetro
hidrodinamico era conocido. Se utilizaron lisozirtiegglobulina, IgG, EGFP, albumina
(todas a una concentracion de 1 mg/mL) y esferasrdscentes (FLuoSpheres, Life
Technologies, EUA) de 100, 40 y 20 nm de didmetrodiluciones de 1:100 y 1:1000 en el
amortiguador 10 mM Tris pH 8.0). Se midio la absmdia a 280 nm y 260 nm y la
intensidad de fluorescencia a las longitudes deaodd excitacion y emision de
aminoacidos aromaticokex280 nm yiem 350 Nm, y a las longitudes de onda de excitacion
y emision de las esferas fluorescenigg 505 nm ylem 515 nm. Se utilizo azida de sodio
para determinar el volumen total de columna).(\El volumen vacio de columna se
determind por la elucion de las esferas fluoressede 100 nm (). Para determinar el

coeficiente de particion @ se utilizé la siguiente ecuacion:

— Ve _Vo

Vt _V0 (Ecuacion 5)

I<D

En donde Ve es el volumen de elucion de la proteina
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4.7.4. MEDICION DE TAMANO DE PARTICULA POR DISPERSI ON DINAMICA
DE LUZ

Se empleo el equipo de dispersion dinamica de éiasizer nano-Zs (Malvern Instruments
Ltd, Inglaterra) equipado con un laser de 633 nas Inediciones se realizaron utilizando
una celda de cuarzo con un paso 6ptico de 3 mnasliad mediciones se realizaron a una
temperatura fija de 25°C y un tiempo de equililolg2 minutos. Las posiciones de lectura
de la celda y nivel de atenuaciéon (0-100%) usa@osjgstaron automaticamente por el

software del equipo (Zetasizer software 6.01).

4.7.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Las muestras se colocaron en rejillas (200 mesh 26@GEuU) cubiertas con
Formvar/carbono (Electron Microscopy Sciences, EL88 depositaron 10 puL de muestra
sobre la rejilla y se dejé interactuar durante Butds, posteriormente se secé con un papel
filtro y se adiciond una solucion de acetato denilwaal 4% durante 3 0 5 minutos y se lavo
la rejilla con agua MQ, se secO y se almacend.nasstras se prepararon 24 horas antes
del andlisis al microscopio. Las observaciones ealizaron en los microscopios
electronicos de transmision Zeiss EM 900 (Zeisgn#dnia) y JEM-1011 (Jeol, Japon)
ambos operados a 80kV a magnificaciones desde 8a18 250,000 X.

4.7.6. ESPECTROFLUORIMETRIA

Se determinaron los espectros de fluorescencia ale prioteina VP6 con el
espectrofluorimetro Ls55 (Perkin Elmer InstrumeiBlA) a las longitudes de onda de
excitacion de 295 nm para triptéfano (Trp) y 280 para Trp y Tirosina (Tyr). Se
realizaron mediciones puntuales de la emision derdkcencia, asi como barridos de
emision de fluorescencia desde 300 nm a 600 nmaavelocidad de 50 nm/min. La
temperatura de la celda se mantuvo constante e @fffzando un termorecirculador
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(Lauda-Konigshofen, Alemania). La apertura del nonomador de excitacion y emision
fue de 2.5 nm en todas las mediciones. Se analizasomuestras de VP6 ensamblada en

tubos, asi como desensamblada a diferentes coacienies de proteina, desde 40 pg/mL.

4.8. OXIDACION IN VITRO

Después de llevar a cabo la purificacion y car@aeidn de la proteina, la VP6
ensamblada o desensamblada fue sometida a oxidatibes condiciones de reaccion:

a) Oxidacién con peroxido. Se agregéQxl para obtener concentraciones desde 50 uM
hasta 10 mM.

b) Oxidacion catalizada por metales (MCO) a unacentracion de Feglconstante. Se
realizo la reaccion de Fenton con 150 uM de FeQioncentraciones dexG desde 100
MM hasta 10 mM.

¢) MCO a concentracion equimolar de FeH20». Las concentraciones de Fe§IHO;
fueron de 100 pM a 10 mM.

Los tiempos de incubacién con los oxidantes fuel®ri y 6 horas a temperatura ambiente
en agitacion constante. Las proteinas oxidadasaaron por dispersion dinamica de luz
y espectrofluorimetria. Ademas se determind elroatid masa espectral de los espectros de
fluorescencia de aminoacidos aromaticos, se cuzrth los productos carbonilados y por
PG-HPLC se evaluo el desensamblaje de los nanotibgsaralelo, se trabajé también con
la albumina sérica bovina (BSA) para comparar mosstesultados con aquellos ya
reportados en la literatura para esa proteina.t82éuun stock de proteina BSA de 1
mg/mL en buffer 30 mM Tris pH 8.0. En algunos expentos fue necesario ajustar la

fuerza idnica adicionando NaCl a las muestras.

4.8.1. CENTRO DE MASA ESPECTRAL DE FLUORESCENCIA

Se determinaron los espectros de emision de floenesa como se indica en la seccion

4.7.6. para cada una de las muestras sometidaslacidx y se calculd el centro de masa
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espectral de fluorescencia. El centro de masa #ap€€CME) nos indica cambios en el
espectro de fluorescencia que es posible correlados con cambios en el ambiente
hidrofobico e hidrofilico de los cromoforos de faoteinas. Se calcula con la siguiente

ecuacion:

Y9 URF+vi

CME = 5800 URF (Ecuacion 6)

Dondevi es el numero de onda (inverso de la longitud ddgaply URF las unidades

relativas de fluorescencia.
4.9. CUANTIFICACION DE LA CARBONILACION EN PROTEINA S

Se utilizaron dos acercamientos para llevar a dabaleteccion y cuantificacion de
carbonilos en la proteina. Ambos acercamientosvaph@ron la reaccion de la 2-4
dinitrofenilhidrazina (DNPH) con los productos cambados de la proteina. Primero, se
utilizé el kit Oxyblot™ (Millipore, EUA) que consiste en la detecciéon ds kductos
carbonilados por Western blot. Posterior a la wiiwade la proteina (VP6 desensamblada,
ensamblada y BSA) se tomaron 5 pg totales de peof@in 5uL) para la derivatizacion.
Las muestras se desnaturalizaron adicionandolgsL1@e una solucién de SDS al 12%.
Después de la etapa de desnaturalizacion la muelsrgproteina es derivatizada
adicionandole 10 pL de una solucién de DNPH (kiyi@at™). La derivatizacion procedié
durante 15 minutos y la reaccion se detuvo comlizcen de neutralizacion. La reaccion
de derivatizacién no debe proceder por mas de 3@itos. Finalmente, a la muestra ya
derivatizada se le adicion6é 1 a 1.5 pL de una gwmlude -mercaptoetanol al 5%. Las
muestras derivatizadas se pueden almacenar a 48Gtelwna semana. Las muestras son
cargadas en geles al 12% SDS-PAGE para su separgcfipsterior transferencia a
membranas de PVDF. Los aductos carbonilados sattddbs utilizando el anticuerpo
primario que reconoce a los aductos carboniladosaadilucion de 1:150 en PBS-T. La

incubacion con el anticuerpo primario (kit OxyBMyx se dejé toda la noche ya que a
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tiempos menores de incubacion con el anticuerpotémsidad de las bandas observadas
era minima. Se utilizé un anticuerpo secundario Ckiyblot™) a una dilucién 1:300 en

PBS-T. Se revel6 utilizando una solucién de carbazo

Debido a los inconvenientes y limitaciones de dstnica, se decidié utilizar otro
acercamiento, ahora cuantitativo. Para cuantificarcarbonilos presentes en la proteina
antes y después de llevar a cabo la oxidacion péementd el protocolo utilizado por
Levine et al. (1994), con algunas modificacionesiges et al., 2009). Dentro de las
modificaciones que se realizaron al protocolo oabise encuentra la reduccion de la
cantidad de proteina total utilizada, ya que gémenate se utilizan entre 0.5 y 1 mg de
proteina total por reaccion. Adicionalmente, tontamesh consideracion lo realizado por
Guedes y colaboradores (2009), se redujo la cahtigasolucion de derivatizacion de
DNPH. Como proteina de referencia se utilizé artagina BSA. Se prepard un stock de
BSA con una concentracion de 4 mg/mL. Para llevaalzo cada medicion se tomaron
solamente 40 pg de proteina total. Las muestraxgbaron durante 1 hora con 160 pL de
una solucion 10 mM de DNPH (2,4-dinitrophenylhydinaz disuelto en 2.5 M de una
soluciéon de HCI a temperatura ambiente en oscuridas muestras se agitaron utilizando
vortex (DAIGGER, EUA) cada 15 minutos. Posteriofaaincubacion con DNPH, las
muestras se lavaron dos veces con acido tricloticac@ CA) al 20% y se colocaron en
hielo durante 20 minutos. Posteriormente, se dagaron durante 20 minutos a 20,000 x g
para separar el precipitado proteico del sobrertadaBl precipitado proteico se
resuspendié en una solucion de etanol/acetataldg ¥, v/v) para remover el exceso sin
reaccionar de DNPH. Se realizaron 3 lavados cosolacion de etanol/acetato de etilo
utilizando un volumen de 160 pL de dicha mezclacada lavado. Entre cada etapa de
lavado se centrifugd la muestra durante 20 minat@9,000 x g para separar la proteina
precipitada del sobrenadante. El precipitado protéinal fue resuspendido en 20 pL de
una solucion 6 M de hidroclorato de guanidina ynseb6 durante 10 minutos a 37°C con
agitacion constante (Thermomixer, EUA). Se midisaxbancia a 280 nm y 370 nm con el
equipo nanodrop (Thermo Scientific, EUA). El comtlen de carbonilos se calculo
utilizando el coeficiente de extincion molar dediaitrofenilhidrazona que es 22,000'M
cmt (A=370 nm) (Levine et al., 1994).
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4.10. DETERMINACION DE BITIROSINAS POR ESPECTROFLUO RIMETRIA

Las bitirosinas son productos de la oxidacion des duooléculas de tirosinas
contiguas/cercanas ya sea de la misma proteinalifedentes moléculas. La formacion de
bitirosinas puede observarfcilmente debido a que se excitan a una longiticmda
caracteristicaex de 315 nm. Debido a esto, se utilizo el espectooifinetro LS55 (Perkin
Elmer Instruments, EUA) para medir el espectrolderéscencia excitando a uhg de
315 nm y adquiriendo datos de emision de fluoresaetiesde los 320 nm hasta 600 nm.
La temperatura de la celda de cuarzo (Perkin Elmstruments, EUA) se mantuvo
constante a 27°C utilizando un termo-recirculadau@la-Konigshofen, Alemania). La
apertura del monocromador de excitacion y emis@®mantuvo a 2.5 nm para todas las

mediciones.

4.11. RE-ENSAMBLAJE DE PROTEINA OXIDADA

Los nanotubos de VP6 se desensablaron incubandoio800 mM de Cagldurante 6
horas a 27 °C. Las muestras de proteina desenstmédaanalizaron por PG-HPLC y
dispersion dinamica de luz (DLS) para confirmakdegensamblaje. Se utilizaron muestras
a una concentracion de 4Q9/mL de proteina para cada reaccion (1mg totalypDés de
desensamblar la proteina, ésta se oxid0 con vesiaentraciones de oxidante (100, 250,
500, 1000, 5000 y 10,000 uM de®%) durante 6 horas. Para re-ensamblar VP6, la peotei
se diluyd 1:10 con una solucién 100 mM de NaH@@ 8.0, para precipitar el calcio. La
muestra diluida se centrifug6 a 12,000 x g durdfteninutos para remover el precipitado y
se concentrd por ultrafiltracion con una membraaal@ kDa en un equipo AMICON
(Millipore, EUA) utilizando presion positiva de Ssipcon aire. Este procedimiento se
realizé 3 veces. La muestra se llevo a un volurmal fle 1 mL y se analizé por DLS, PG-
HPLC y microscopia electronica. Sobre el trabajengamblaje/re-ensamblaje de VP6 se

encuentran dos manuscritos en preparacion, MealayeRodriguez et al.
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4.12. DETERMINACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO
INTRACELULARES

Se utilizé el fluoréforo HDCFDA (Molecular Probes, Life Technologies, EUA)e S
evaluaron diferentes concentraciones de fluoréfim@ cargar las células (@@, 20uM,
30uM y 50 uM). El fluoréforo se disolvié en dimetilsulfoxidaapa obtener alicuotas de una
concentracion no mayor a 50mM y se almacend a -7®8Gncubaron células Sf9 y High
Five® a una concentracion celular de 0.5% @é8l/mL durante 30 minutos con las diferentes
concentraciones de fluoroforo (10-5M). Las células después de cargasm el
fluoréforo se centrifugaron a 1,000 x g durante iButos y se reemplaz6 el medio con
fluoréforo por medio nuevo. Las células cargadas eb fluoréforo se analizaron por
microscopia de fluorescencia, asi como por esghatronetria a las longitudes maximas
de excitacién (495 nm) y de emisién (520 nm) dDEFDA. También se analiz6 la
capacidad de produccion de proteina recombinani@sd=elulas cargadas con el fluoroforo
H.DCFDA.

Se realizaron experimentos afiadiendo un agentamed50mM de bD: a las células ya

cargadas para observar los valores maximos desidteh de fluorescencia que podrian
obtenerse debido a estrés oxidativo. Para llevaalm el analisis de las cinéticas de
produccién de EROs se tomaron muestras cada 2 Haraste las primeras 12 horas y
posteriormente cada 24 horas, de cultivos de &kdagadas con fluordforo. Se analizo
viabilidad celular y concentracion celular paraacado de los tiempos. Todos los cultivos
realizados partieron de una concentracién celuiable de 0.5 x 1D cel/mL. Para el

analisis de fluorescencia en espectrofluorimetranaatuvo una concentracion celular de

0.5 x 10 cel/mL para los diferentes experimentos.

4.13. CUANTIFICACION DE AMINOACIDOS

Se utilizé HPLC de fase reversa (RP-HPLC) utilizantha columna C18 para separar los
aminoacidos. Se utilizd un kit comercial marca Watel cual contiene el fluoréforo 6-
aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamato gwacciona con el grupo amino de los

aminoacidos. Se prepardé una muestra estdndar dwasidos que tuviera los siguientes
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aminoacidos a una concentracion de 100 pmol/pdoaaspartico, acido glutamico, serina,
asparagina, glicina, glutamina, histidina, treoniagginina, alanina, prolina, triptofano,
cisteina, cistina, tirosina, valina, metionina,ing y fenilalanina. Para determinar la
identidad de cada uno de los aminoacidos se inyectaezclas en donde se incremento la
concentracion de uno de los aminoacidos de la meRdra las muestras problema de
proteina VP6 se realizé un tratamiento de hidksida durante 24 horas. Las muestras se
derivatizaron de la siguiente forma: se colocarOnull de solucion de aminoacidos o
muestra problema, 7L de buffer de boratos (Water, EUA) y 2Q del fluoréforo y se
incubd durante 10 minutos a 55 °C. La corrida ctografica se realizo utilizando un
buffer 230 mM de Acetato de sodio, 15 mM trietanotea, pH 5.1 con un flujo de 1
mL/min a 37 °C. El gradiente de elucion se realiibzando acetonitrilo. Para llevar a
cabo la separacion de los aminoacidos se realizOgradiente con las siguientes
caracteristicas: Se equilibré la columna duranteiutos con el buffer de corrida y se
formo el gradiente lineal de 0% hasta 83% de adetoren 40 minutos. Posteriormente se
lavé durante 10 minutos a 100% de acetonitrilo. imagestras fueron analizadas con el
detector de fluorescencia con urade 250 nm y unaem de 395 nm. Se realizaron curvas
de calibracion de cada uno de los aminoacidosgeteaminar su concentracion y el rango
lineal para su cuantificacion.
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Capitulo 5

Resultados y discusion

5.1. EVALUACION DEL ESTRES OXIDATIVO Y EROS EN CELU LAS DE
INSECTO POR ESPECTROFLUORIMETRIA

Para determinar el efecto del estrés oxidativo &an délulas de insecto fue necesario
encontrar el rango de concentracion d®Hque no fuera letal para las células. Existen
reportes en la literatura que demuestran que ctnacgsnes muy bajas de-B&» provocan

un incremento en la proliferacion celular, y queaamentar la concentracién de(
inician los dafios sub-letales y dafos letales (&iikt al., 2010). Se realizaron cultivos de
células High Five (sin infectar) a diferentes carnicaciones de . (0, 50, 100 y 1000
pM). Se midié la concentracion y la viabilidad datua lo largo de los cultivos (Fig. 9).
Como se puede observar, a concentraciones>@e ¢ 100 y 1,000 uM se observaron
cambios en las cinéticas de crecimiento. A la cotmaeion de HO> de 100 uM, las células
se duplicaron hasta las 48 horas alcanzando urewacion de 2 x fQel/mL. Por otra
parte, a 1,000 uM se observo una fase lag mas lgugaen los demas cultivos. Se
calcularon las velocidades especificas de crectmide los diferentes cultivos (u), las
cuales fueron 0.031%para la condicién sin 4>, con 50 uM y 100 uM. A 1,000 puM, la p
disminuyé a 0.027 h Los valores de p en este trabajo son similares ga reportados
(Palomares et al., 2006; Rivas, 2013). Ademasenabservaron cambios morfologicos en
las células tratadas con las diferentes conceantreside peréxido, como se puede observar
en la Figura 10. Hambarde y colaboradores (2018grobron que las células de insecto
Sf9 son entre 50-100 mas radioresistentes queasélwimanas, lo que podria explicar la

resistencia al ser tratadas con 1 mM de&H
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Fig. 9. La adicion de D, en cultivos de células High Five afecta el creeimo celular y su viabilidad®)
Viabilidad celular y B) concentracion celular viebExperimentos por triplicado.

Fig. 10. La adicion de #D, en cultivo de células High Five no afecta la miagéa. A) Control, B) 50 uM

H>0,, C) 100 uM HO, y D) 1000 uM HO». Todas las fotografias son de cultivos a las 2dhdespués de
la adicion del peroxido.
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Para llevar a cabo la visualizacion de las EROsval relular se utilizé el fluoréforo
H.DCF-DA. La molécula de #HDCF-DA puede permear la membrana celular pero sélo
aquellas moléculas de;BICF-DA oxidadas son fluorescentes (Dikalov y Hamis2014).

El objetivo de este experimento era observar lalproon de EROs en las células a lo
largo del cultivo, para lo que era necesario caagas células con el fluoréforo e incubar el
cultivo durante dias. Las células Sf9 se cargamm HDCF-DA y se visualizaron en el
microscopio de fluorescencia (Figura 11). Para mfaseuna mayor intensidad de
fluorescencia, las células cargadas se incubaron H@®.. Se evaluaron diferentes
concentraciones de>BHCF-DA con la finalidad de determinar la conceritacdeal de
trabajo. Como se observa en la Figura 11, a coramones de 5QM de HDCF-DA
(Figura 11D), el ruido de fondo en las fotograftasnadas por el microscopio de
fluorescencia fue demasiado alto. En todas las esdraciones utilizadas se observé
fluorescencia dentro de las células debido a ldamxdn del HDCF-DA, por lo que se
decidié utilizar la concentracion de (@ en las posteriores determinaciones,

concentraciéon también recomendada por el fabridaifee Technologies, EUA).

Figura. 11. Microscopia de fluorescencia de célSf@scargadas a diferentes concentraciones,B¢&H-DA
y tratadas con 50mM 4@,. A) Células no cargadas. B) i H,DCF-DA. C) 2@uM H,DCF-DA. D) 5QuM
H.DCF-DA.
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Se siguieron las cinéticas de crecimiento de lagdastcargadas y sin cargar, con el fin de
evaluar si el fluoréforo afecta el crecimiento ¢aiyFigura 12). Como control positivo se
incubaron células Sf9 cargadas con 50 mM dg@:HFigura 12B). Se observo que la carga
de HDCF-DA (Figura 12A) no genera un dafio a las célufasque el cultivo sin cargar
con BDCF-DA (Figura 12C) y el cultivo con #BCF-DA tuvieron la misma cinética de
crecimiento. Las células a las cuales se les adiciéO, solamente se duplicaron hasta
una concentracion celular de 0.9%X@l/mL y su viabilidad decayé rapidamente (Figura
12B).
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Figura 12. La adicién de BBCF-DA a células en cultivo no cambia su cinétieacdecimiento. En linea
continua se muestra la concentracion total de aglylen linea punteada la concentracion de céhdates.

A) Células cargadas, B) Células cargadas con laiGdide 50mM HO,, C) Células sin cargar. Xv,
concentracién de células viables y Xt, concentradié células totales. Experimentos Unicos.
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Ademas, se evaluo la intensidad de fluorescencests cultivos (Figura 13). En todas las
mediciones se utiliz6 la misma concentracion delaglviables (0.5 x FOcel/mL). Se
observo que la intensidad de fluorescencia potaélo incremento conforme transcurrio el
cultivo, sino que disminuy6. EI comportamiento eagde era observar un incremento
gradual en la intensidad de fluorescencia debidooxidacion progresiva de.BCF-DA a

lo largo del cultivo, asi como un incremento sul@tola intensidad de fluorescencia en
aquellos cultivos a los cuales se les adiciopO2HEI incremento esperado en la intensidad
de fluorescencia de las células que fueron incubada HO» fue 5 veces mayor al
comparado con el cultivo sin.8.. En el cultivo de células cargadas pero sin laiadide
H20. se puede observar una caida en la intensidadudeeslcencia por célula, la cual

puede deberse a que las células que se duplicarcontienen el fluoroforo.
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Figura 13. Intensidad de fluorescencia d€&EF-DA durante las cinéticas de crecimiento deivst de
células SF9 cargadas. A) Células cargadas sinid@adle HO,, B) Células cargadas con 50mM®4. UF,
unidades de fluorescencia; Xt, concentracion celidtal; Xv, concentracidn celular viable. Experimts

Unicos.
Para determinar si las células cargadas con eldfioi@ tienen la capacidad de producir
proteina recombinante, células cargadas c@fFDA se infectaron con bacVP6 como se

(59]




describe en Materiales y Métodos. Las cinéticagfecion se muestran en la Figura 14.
El comportamiento de las células cargadas infestdde similar al observado para las
células sin cargar infectadas (Figura 14B).
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Figura 14. Cinéticas de crecimiento de célulasigtctadas con bacVP6 a una MDI de lufp/cel. Auaél

totales. B) Células viables. Las células cargagast¢DCF-DA e infectadas siguen una misma cinética de
crecimiento que las células sin infectar. Experitogminicos.

Después de la infeccidn, las células dejaron deecrg la viabilidad (Figura 14A y 14B)
disminuyé por debajo del 30% alrededor de las 8ashpost infeccion. En ambos cultivos
se midio la fluorescencia deBICF-DA de las células cargadas (Figura 15). Nobsewo

un incremento en la fluorescencia total de laslagloargadas después de la infeccién, sino
una ligera caida en la intensidad de fluorescealcealedor de las 24 horas de cultivo, lo
que puede indicar la degradacién del fluoréfora. edio de Western blot se evalué la
produccién de VP6 en las células cargadas con@idforo RDCF-DA y se compar6 con
células sin cargar también infectadas con bacVRfu& 16). No se observo diferencia en
la produccion en ambos cultivos. Las muestras Hetpelular no analizadas se analizaron.

Por lo tanto, el fluoréforo EDCF-DA cargado en las células no interfirié endaduccion
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de proteina recombinante, pero es necesario anabimamayor detalle si el fluoréforo nos

permitira llevar a cabo la medicién adecuada gedduccién de EROs en los cultivos.
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Figura 15. Cinética de intensidad de fluorescedei&DCF-DA en células Sf9 infectadas con bacVP6 a una
MDI de 1 ufp/cel. UF, unidades de fluorescenciay/XiFunidades de fluorescencia por células totales;
UF/Xv, unidades de fluorescencia por células vielieperimentos Unicos.
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Figura 16. Andlisis de la produccién de VP6 en epadante por Western blot. Carriles 1-7, Sobrenadiel

cultivo de células cargadas. Carriles 8-15, Solttentz del cultivo de células sin cargar. El culseoinfectd
al tiempo cero. 1) Marcador de peso molecular, Byf@s, 3) 24 horas, 4) 48 horas, 5) 72 horas6 G)d@as,

7) VP6 purificada 1, 8) VP6 purificada 2, 9) Maroadle peso molecular, 10) 0 horas, 11) 24 horgs482
horas, 13) 72 horas, 14) 96 horas, 15 y 16) VPBigada

Este esfuerzo fue para determinar las condiciatesas para llevar a cabo las mediciones
posteriores de estrés oxidante en células de msPar ello, fue necesario analizar la

fluorescencia de células cargadas con el fluorotesDCFDA al adicionarles D2 a
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concentraciones sub-letales (Figura 17). A las tmaesle células cargadas se les adiciond
H2>0. a una concentracion de 100 uM en el medio devoulrigura 17). Se utilizaron
ademas células sin cargar. Con este experimentpretendian dos cosas, primero,
determinar cambios en la intensidad de fluoreseeque pudieran correlacionar con la
formacion intracelular de EROs, y segundo, anabzara posible medir especies reactivas
de oxigeno de forma reproducible en intervalososude tiempo. En el capitulo anterior, en
las Figuras 11 y 13, ya habiamos observado difexenen el comportamiento en la
intensidad de fluorescencia, y por ello se deciddlizar dicho experimento, ahora con

concentraciones sub-letales.
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Fig. 17. Andlisis de intensidad de fluorescenciaélelas High Five cargadas conDCF-DA sometidas a
condiciones sub-letales de estrés oxidante. A liitivas se les adicionaron concentraciones difeemte
H.0.. A) 100 uM de HO.. B) 1 mM deH20z. El cultivo de células de insecto bajo las cormties

experimentales utilizadas presenta autofluoresaepmbablemente debido a autofluorescencia delnalgu
componente del medio de cultivo. Experimentos mico
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Como se puede observar en la Figura 17A, la fleeresa de las células cargadas y no
cargadas fue similar. Lo que nos indica que la entracién de kD podria ser un factor, y
gue no se estd promoviendo un estado de estréantithtracelular. Debido a esto, se
decidi6 incrementar la concentracion deOdl para determinar si fue debido a la
concentracion de oxidante, lo cual quedd descartapura 17B). Uno de los posibles
escenarios que nos planteamos, fue una mala carflfaatoforo en las células, pero como
se observa en la Figura 9, las células si fluoredeara descartar que el fluoréforo fuera el
problema, se utiliz6 una alicuota nueva proporadargentilmente por el Dr. Luis Cardenas
(IBT-UNAM). Todas las muestras se observaron afosicopio de fluorescencia, en donde
se observo que efectivamente se encontraban cargadal fluor6foro ya que se observo
fluorescencia. En todas las condiciones analizadasse observo un incremento en la
fluorescencia debido al2®,. EI comportamiento observado en las gréficas getdida en
fluorescencia durante las primeras horas de cujtivhabia sido observado anteriormente
(Figura 13).

En este trabajo, esta metodologia no nos permigidimide forma reproducible los niveles
de EROs en células. Dentro de las limitantes inapbes de esta metodologia, fue que no
nos permitio realizar cinéticas de produccion déOER lo largo del tiempo (méas de 24
horas), por varias razones. Primero, porque lagasekin infectar se duplican y las células
hijas podrian no tener el fluoréforo cargado y @ade, no fluorescer al momento de recibir
un estrés. Segundo, el tiempo de vida media repmnpara el fluoréforo se encuentra
dentro de un rango de 1 hora y 36 horas (Life Teldges, EUA) por lo que podria
degradarse. La posible degradacion del fluorofadrip explicar la pérdida de intensidad
de fluorescencia que observamos en las Figurasl¥s y

Ya que no fue posible obtener resultados satigiastal utilizar HDCFDA, es necesario
implementar otro tipo de metodologias que nos gamevaluar la produccién de EROs en
tiempos largos de cultivos (mas de 12 horas),esiartla necesidad de sacar a las células de
la condicion de estrés a la cual estan siendo $tasetSe podrian implementar el uso de
diferentes fluoroforos, un sistema de monitoreo elthdo redox en el cultivo o en su
defecto, la medicion de marcadores de estrés aedaomo peroxidacion de lipidos, o
carbonilaciéon de proteinas. Estos dos ultimos, ndemla presencia de EROs pero

indicarian cambios en el estado oxidativo.
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5.2.PRODUCCION Y PURIFICACION DE VP6

Como se describié en Materiales y Métodos, sezatitn diferentes medios de cultivo para
producir la proteina VP6 de rotavirus en la lineailar High Fivé, con la finalidad de
determinar en cudl de los medios de cultivo sendatia mayor produccién de nanotubos
de VP6 (VP@r). La descripcion detallada de estos experimentasig resultados se
encuentran plasmados en la tesis de licenciatuMadeo Rivas (2013). La produccion de
VP6yr fue mayor y de mejor calidad en los medios PSFEkyress Five (se considera
como calidad a la formacién de nanotubos de VP&ntmas que en medio ExCell 4095
aunque se produce una gran cantidad de proteinenbatante, solo fue posible obtener
agregados de VP6 (Rivas, 2013). Es importante aefjak la proteina agregada obtenida
de la producciéon de VP6 en medio ExCell @Qiene la capacidad de re-ensamblarse en
VPG6nT pero los rendimientos finales de produccion deotdros (NT) son mucho menores
a los obtenidos para los otros medios de cultivesaiwnados en este trabajo. A manera de
ejemplo, se muestra en la Figura 18 una cinéticanfdecion de células High Fi¥een
medio Express Fie Como se observa, mientras el cultivo sin infectsecié hasta
alcanzar concentraciones celulares cercanas aXxaé®sel/mL, el cultivo infectado no se
duplica y alrededor de las 48 horas post infecgi@@ia una caida en la viabilidad celular
debido a la infeccién por baculovirus (Palomareal e2006; Plascencia-Villa et al., 2011,
Rivas, 2013). La viabilidad decae por debajo débZlrededor de las 96 horas.
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Figura 18. Cinética de crecimiento de células en medio Express Five, infectadas con bacVP6.
También se muestra la cinética de crecimiento tdaséHigh Fivé€ sin infectar a manera de comparacion.
Cultivos por duplicado.

El cultivo se cosechd y se purificé como se desceito Materiales y Métodos (Figura 19) y
gue se describe con mayor detalle en Plascenda-&filal., 2011 (Anexos). En la Figura
19A se muestra un cromatograma tipico de la paditm por intercambio anidnico. El
pico 1 de la Figura 19A corresponde a la eluciénaderoteina VP6, la cual bajo las
condiciones de separacion utilizadas en este tralmjinteracciona con la columna. Esta
primera etapa de purificacion permite remover uraa gantidad de contaminantes, entre
ellos material genético, baculovirus y proteinabdeulovirus, principalmente gp64 (pico
2). En la etapa de permeacion en gel, como se pleskrvar en el cromatograma de la
Figura 19B, se lograron separar 3 picos caradms$side las muestras procedentes de
intercambio anidénico. En el pico 3 es donde serghda elucion de la proteina Vi6 en

el pico 4, se encuentra una gran cantidad de VP$ueforma monomeérica y trimérica
(desensamblada, VBpy otras proteinas contaminantes (alrededor d&0@f) y en el pico

5 proteinas de muy bajo peso molecular (tambiéntaocgnantes). Los nanotubos
recolectados del pico 3 se concentraron hastaam@entracion de 0.4 mg/mL.

[65]



3500

3000 A 2

2500 -

2000 -

1500

Absorbancia, mAu

1000

500 -

Absorbancia, mAu
o
S
8

o
S

0 50 100 150 200
Tiempo, min

Figura 19. Etapas cromatograficas en la purificadé VP6 de rotavirus. A) Cromatografia de intedgiam
i6nico (IEX). B) Cromatografia de permeacion en @5). La proteina VP6 se encuentra principalmente
el pico 1 de IEX. Los nanotubos de VP6 se obtiesreta pico 3 que se observa en el cromatogramasde P
Los picos 4 y 5 contienen VP6 no ensamblada y gi@ginas.

5.3. CARACTERIZACION DE NANOTUBOS DE VP6

Las muestras de nanotubos obtenidos al final detego de purificacion (pico 1) se
caracterizaron para determinar su pureza, aburaladei macroestructuras (PG-HPLC,
Mena et al., 2005), tamafo (dispersion dinamica lue DLS), fluorescencia de
aminoacidos aromaticos (Tyr y Trp) y microscopiactbnica de transmision (MET)
(Figura 20).

El andlisis por SDS-PAGE comprobo que la purezs @ fue mayor del 95%. Por medio

de PG-HPLC se determind que el porcentaje de pwtehsamblada en nanotubos fue
mayor del 95% (pico 1, Figura 20B). El pico 2 enHgura 20B corresponde a VP6

desensamblada y el pico 3 a sales. Para calcslaokficientes de particion giKse calibrd

la columna como se describe en Plascencia etGdl1j2La observacion en el MET mostro

nanotubos (Figura 20C). La VP6 ensamblada en nbost(WP&) fue desensamblada a
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su forma trimérica/monomérica (VEP6como se describe en Materiales y Métodos, y

analizada por espectroscopia de fluorescencia y(Bigara 20D y 20F, respectivamente).

Para posteriores experimentos fue necesario desblaVP6r como se describe en
Materiales y Métodos. Después de la incubacion Cafb, la muestra de VR6fue
analizada por PG-HPLC (Figura 21A), DLS (Figura R@Emicroscopia electrénica de
transmision (Figura 21B). En el cromatograma deHR®EC se observa que después de
incubar a los VRgr (Pico 1, linea punteada) con calcio, los nanotiggodesensamblan a
estructuras de menor tamafio (pico 2, linea contirKkR6,. En el cromatograma de V6
también se observa una pequefia proporcion (mehds%g del pico 1 que corresponderia
a estructuras con tamafio mayor a 50 nm, lo queepdelgerse a la formacion de agregados
(Mena et al., en preparacion, Rodriguez et al.preparacion). Por MET se observo la

presencia de agregados en la muestra (Figura 21B).
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Figura 21. Analisis por PG-HPLC y MET de VP6 enskda en nanotubos y desensamblada. A)
Cromatografia de permeacion en gel por HPLC denvVR6/P6y. Se midio la fluorescencia de aminoacidos
arométicos a unkx de 280 nm y un&m de 350 nm. B) MET de VR6

La eficiencia cuantica de VB&ue 2.5 veces mayor que la de WrPgFigura 20D). Al
analizar el espectro de fluorescencia de Trp serebsuna diferencia similar en la
eficiencia cuantica entre VB& los nanotubos (anexos, Figura Al). Esta difeeepuede
deberse a la mayor cantidad de aminoacidos ararsagBgpuestos en la proteina no
ensamblada. Ya se ha reportado que diferencias expbsicién de residuos aromaticos al
solvente producen cambios en el rendimiento cu&ndisi como en la longitud de onda de
maxima emision, lo que permite identificar cambéspecificos en las interacciones entre

las proteinas y su plegamiento (Edwards y Silv86)19

El tamafio promedio de los nanotubos se determiméDh& y fue mayor de 800 nm
(diametro de una esfera con tamafio equivalente)ofPa parte, el tamafio de ViPr@ue

similar al reportado para el trimero, ~7nm (Mathe¢al., 2001).

5.4. SDS-PAGE Y CARBONILACION DE PROTEINA

Se realizaron reacciones de oxidacion en las comdis descritas en Materiales y Métodos
(con HO2 (a) o con MCO a una concentracion de Ee@Bhstante (b)). Las condiciones de

reaccion se eligieron con base en los trabajosadeB y Delsignore (1987) y de Guedes et
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al. (2009), quienes estudiaron la oxidacion de BSlkas observaron la desaparicion de la
banda de BSA en geles SDS-PAGE cuando BSA fue dajdg determinaron que la
desaparicion de la banda es provocada por la dagéadde la proteina. BSA es la proteina
mas estudiada en condiciones de oxidacién debidosapropiedades fisiologicas como
antioxidante natural en el torrente sanguineo éBeet al., 1996; Bourdon y Blache, 2001;
Roche et al., 2008). En este trabajo se analizéaesielo con VP6 para tener un punto de
comparacion con la literatura. Las proteinas temtacbon las diferentes condiciones de
oxidacion se analizaron por SDS-PAGE en condiciomesnaturalizantes y no
desnaturalizantes. Solo se muestran los datosidb&ern condiciones desnaturalizantes.
En la Figura 22 se muestran los resultados delss@ensitométrico de los geles SDS-
PAGE. La oxidacion con #D, durante 6 horas no provocé una disminucion en la
intensidad de las bandas de BSA, \P§ VP6,. Por otra parte, cuando la proteina fue
sometida a MCO, se observd una pérdida graduah @mdnsidad de la banda de BSA a
partir de 100uM de HO: y la pérdida casi total de la intensidad de ladaaam 5 mM de
H-O,. La caida de intensidad de la banda de y&® observo solo a 10 mM de®i.
VPG6nT no se degradd después de una hora de MCO. Panavabsn mayor dafio oxidante,
se incubaron las muestras durante 6 horas, obskrs&rna degradacion practicamente
completa de BSA desde la concentracion deiM0de HO., mientras que fue necesaria
una concentracion mayor a 5 mM dg0- para la degradacion completa de VR6VP6yT.

En los anexos se muestran los geles tefiidos com&xsie de las muestras oxidadas por
MCO (anexos, Figura 2A). Estos primeros experimentostraron que VP6 ensamblada es
menos susceptible a la oxidacion que YREBSA, por lo que el ensamblaje protege a la
proteina de la oxidacién. Ademas, se mostré quildacion con solo HD> no degrada a
VP6. También se caracterizaron los espectros dwelieencia, en los que tampoco se
observaron cambios en la intensidad ni en el ceddranasa espectral después de la
oxidacion de VP6 con solo2B. (anexos, Figura 3A). Ya que la oxidacion cofOFno

provoco dafio en VPG, los siguientes experimentosadizaron solo con MCO.
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Figura 22. Intensidad de las bandas en los gel&FAGE en condiciones desnaturalizantes de BSA,VP6
y VP6yr a diferentes tiempos de oxidacion. A) Oxidacién EbO, durante 6 horas. B) Oxidaciéon con MCO
durante 1 hora. C) Oxidacion con MCO durante 6$dras barras de error indican la desviacion eatatel
triplicado de los experimentos.

Por otra parte, se decidi6 implementar un protoquéwa cuantificar los productos
carbonilados en las proteinas como una medidaafa dxidante. La carbonilacion es un
producto estable de la oxidacion que ha sido amglide utilizado para medir el grado de
oxidacion en las proteinas (Headlam y Davies, 20@tterova et al., 2013). Los amino
acidos mas importantes como precursores de congguesstbonilados son arginina, lisina,
treonina y prolina, aunque también se ha obserMaddormaciéon de compuestos

carbonilados en histidina y cisteina debido a rieaes secundarias de oxidacion por
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lipoxidacion, reacciones secundarias de carbogitagiglicoxidacién (Stadtman y Levine,
2003; Maisonneuve et al., 2009; Mgller et al, 20PHra estandarizar el protocolo se llevo
a cabo la oxidacion de la proteina BSA por variempos y concentraciones de®i
(MCO) (anexos, Figura 4A). Posteriormente, se llawdabo la oxidacion de las proteinas
(BSA, VP& y VP&T) a diferentes concentraciones de agentes oxidantesando la

condicion de MCO no equimolar (b).

La concentracion inicial de carbonilos de la prmesin oxidar fue de 0.069 + 0.023
molc/molp para VPgr, 0.059 + 0.023 molc/molp para VP§ 0.167 + 0.010 molc/molp
para BSA. La oxidacién provocOd un incremento enctmcentracion de carbonilos
siguiendo un comportamiento de saturacion (Fig@)aEn condiciones no equimolares, el
contenido de carbonilos en la saturacion fue dags/enayor en VR6que en VPgr,
mientras que la concentracion de carbonilos en Bf@Asimilar a VP6. Adicionalmente,
se llevaron a cabo las MCO a condiciones equimeldee HO, y FeC}h (condicién de
oxidacion c) con el fin de observar el efecto dexaacion provocada solo por radicales
*OH (Figura 23B). En las reacciones no equimolar liraitacién de la concentracion de
FeCb (150 uM) y lo que resulta en la generacion de otras éspexxidantes tales como,
H20. y *OOH, ademas del *OH (Meucci et al., 1991; Bagbal., 2006). La oxidacion en
condiciones equimolares también sigui6 un compaeaim de saturacibn como en la
condicidbn no equimolar. En las condiciones equimesiase obtuvieron 64 veces mas
carbonilos en VR6 y 5 veces mas en VR6 que en las condiciones oxidantes no
equimolares. Este incremento indica que la oxidgapidr solamente radicales *OH genera
un mayor dafio oxidante sobre la proteina, por b egta EROs seria mas dafiina que las

otras producidas en condiciones no equimolares.

Los resultados obtenidos se ajustaron a la siguEruacion de saturacion:

[Clmax [H,0,]

[ a +[H,0,]

(Ecuacion 7)
en donde [C] corresponde a la concentracion deondds (molc/molp), [Clmax a la
méaxima concentracion de carbonilosayjla constante de saturacion. Los valores que se

obtuvieron para cada una de las condiciones setranesn la Tabla 3. Haciendo una
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analogia con cinética enzimatica, la constanteatieaciona puede interpretarse como la
susceptibilidad de la proteina a la oxidacion o @den afinidad al oxidante. La mayor
susceptibilidad de VRG a la oxidacion sugiera que aquellos aminoacidgaiestos al
solvente en VARG tienen una afinidad muy alta a los oxidantes. detenido maximo de
carbonilos fue dos veces mayor en VRfuie en VPgr. En condiciones equimolares, el
contenido maximo de carbonilos en \(H6e 14 veces mayor que en \P6Como ya se
habia observado anteriormente por SDS-PAGE, lepatBSA fue mas susceptible a la
oxidacion que la proteina VP6 tanto ensamblada aumensamblada. Otros reportes en la
literatura han demostrado que BSA es muy suscepilsler oxidada (Berlett et al., 1996).
Una de sus funciones en el torrente sanguineo &sepltar a las EROs y evitar que otras
proteinas o moléculas sufran dafios oxidarBesdtt et al., 1996; Bourdon y Blache, 2001;
Roche et al., 2008)

La diferencia obtenida en la susceptibilidad adebonilacion entre BSA y VP6 podria
explicarse por el contenido de residuos RPKT ptesean cada proteina, ya que BSA
contiene 149 residuos/mol, mientras que VP6 coati&h residuos/mol. Ademas, BSA es
una proteina que contiene 17 puentes bisulfuro terestructura, lo que la hace mas

susceptible a la oxidacién.
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Figura 23. Contenido de carbonilos en BSA, YB6VP6&r a diferentes concentraciones deOH A)
Oxidacién durante 1 hora con 1pM de FeCl variando la concentracion de®. B) Oxidacion durante 1
hora con concentraciones equimolares de Fe@b0,. Las lineas muestran el ajuste de la ecuaciém 1loso
parametros que se listan en la Tabla 3. Experimsgaotriplicado.

Tabla 3. Coeficientes del ajuste de la ecuaciorbreslos datos de carbonilacion a
diferentes concentraciones de(.

Muestra [C]max, Molc/molp a, UM r
Condicion de oxidacion b, no equimolar
VP6nT 6.40 £ 0.43 4,745.99 + 681.64 0.99
VP6y 13.28 £3.72 10,431.12 + 4824.19 0.97
BSA 11.47 +0.61 2,216.32 £ 324.21 0.99
Condicion de oxidacion c, equimolar
VP6nT 31.49 +4.16 1,154.85 £ 499.22 0.89
VP6u 448.73 + 32.19 3,064.28 + 546.32 0.99
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5.5. ANALISIS POR DISPERSION DINAMICA DE LUZ DE VP6nr Y VP6y
OXIDADAS

Uno de los efectos de la oxidacion en proteinasanmgsdiamente reportados en ensayos
vitro es la agregacion. Se utilizé el método de disperdinamica de luz para observar el
tamafio de particulas contenidas en muestras dewtViPEVP6&. Al oxidar VP&
(concentracion de FefLlconstante), el tamafio de las particulas dismincydforme
aumento la concentracion de®4, como se puede observar en la Figura 24A. La mauest
de nanotubos sin oxidar tuvo un diametro hidrodinénde 1,067.0 £ 206.6 nm, el que
disminuy6 hasta 317.5 + 40.41 nm a la concentrad@®0,00QuM de HO>. Este cambio
en el tamafio de particula pudo ser debido a fragmiém o desensamblaje de los
nanotubos. Las muestras oxidadas fueron obseneadas MET, mostré la presencia de
proteina agregada y la desaparicion de los nanst(Bgura 24B). Por otra parte, la
proteina VP6 sin oxidar tuvo un diametro hidrodinamico de 7.526 nm, lo que
concuerda con la literatura (Lepault et al., 20@Dsterior a la oxidacion con 10,001

de HO», el diametro hidrodinamico se incremento hast&82M®+ 289.7 nm (Figura 24B).
Todas las muestras se observaron en el MET, lontpsrd la presencia de agregados
(Figura 25C). El fenbmeno de agregacion ha sidardesen varias proteinas bajo
diferentes condiciones de oxidacion y se han pmtpsediferentes mecanismos que
podrian explicarlo (Dalle-Donne et al., 2003; Ae¢ml., 2007; Mahler et al., 2009; Jeong
et al.,, 2011). Entre las reacciones que puedenopanvia agregacion se encuentran el
cross-linking entre tirosinas (formacion de bitinas), que ocurre por la formacion del
radical tirosilo (Giulivi y Davies, 1994). En estmbajo no se observé formacion de
bitirosinas en VPgy VP&t (Anexos Figura 5), por lo que la agregacion pudaaasada
por otros mecanismos (Dalle-Donne et al., 2003;rAateal., 2007; Mahler et al., 2009).
Existen reportes en la literatura que atribuyeagi@egacion a los cambios hidrofébicos que
sufren las proteinas debido a la carbonilacion|@@bnne et al., 2003; Fedorova et al.,
2013).
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Figura 24. Andlisis por dispersion dinamica de te VP&r y VP&, oxidadas por MCO a diferentes
concentraciones de;B.. A) Oxidacién de VPgr. B) Oxidacion de VP& Las flechas indican la direccion
del cambio de tamafio de las estructuras analizadas.

Los dos fendmenos observados tanto para uVR&gregacion) como para V6
(desensamblaje) podrian tener un impacto muy iraptetpara las aplicaciones de VP6, ya
qgue la agregacién ha sido correlacionada con cangrida inmunogenicidad de proteinas
(Tleuglabulova et a., 1999; Singh, 2011). Ademagresencia de nanotubos es requerida
para su utilizaciébn en vacunacion y en nanotecrhal@@lazevic et al., 2011; Plascencia-
Villa et al., 2011, Carrefio-Fuentes et al., 20185tBr et al., 2014).
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Figura 25. Micrografias electronicas de transmisiéras muestras oxi .

VP6yr control sin oxidar. B) Oxidacion de VR@6a 10,00uM de HO,. C) Oxidacion de VRGa 10,000 de
H.0.. Las amplificaciones fueron de 140K para las ngrafias mostradas en Ay B y de 4.4K para la
micrografia en C. Experimentos por triplicado.

5.6. ANALISIS DE PERMEACION EN GEL POR HPLC Y ESPECTROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA DE LAS MUESTRAS OXIDADAS DE VP6 nt

Con la finalidad de observar los productos de lalanién de VPgr, se analizaron las
muestras por PG-HPLC. En la Figura 26 se muestsiciomatogramas de absorbancia
(Figura 26A) vy fluorescencia de aminoacidos aroroéti(Figura 26B) de las muestras
sometidas a MCO con diferentes concentraciones xe. HNo se observo cambio en el
perfil cromatografico de absorbancia a 280 nm hasgaconcentracion de 1 mM de®i
(Figura 18A). Cuando la proteina fue oxidada conm®l de HO. no se detectd
absorbancia a 280 nm. Por otra parte, a diferaheia absorbancia, la fluorescencia de
aminoacidos aromaticos disminuy6 40% en la condidié oxidacion de 100M de HO-

y continué decreciendo hasta desaparecer completarmel0 mM (Figura 26B).
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Figura 26. Andlisis por PG-HPLC de muestras deNR&idadas por MCO a diferentes concentraciones de
H20.. A) Cromatograma de absorbancia a 280 nm. B) Ctmgnama de emision de fluorescencia a 350 nm
(excitacion a 280 nm). Experimentos por triplicado.

No se observd un cambio en el perfil cromatografiespués de la oxidacion porque los
productos de la oxidacién fueron mayores a 50 rum, & el limite de exclusién de la
columna utilizada. En el cromatograma de la FiQéB se puede observar la aparicion de
picos en valores de Xde 0.2 lo que podria deberse a una fraccion daswiada de

VP6nT, pero que en absorbancia no se observa. La patdiflaorescencia observada pudo

deberse a la oxidacién de los aminoacidos aronggticomo reportaron Davies et al.
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(1987), quienes comprobaron que la oxidacion cod yOOH + Q< de BSA provoca
modificaciones en el anillo aromético de Trp, remudo en derivados no fluorescentes.
Con la finalidad de determinar si el cambio enrensidad de fluorescencia se debia
solamente a la oxidacion de los aminoacidos arcosto Si existian posibles cambios
conformacionales en la proteina, se midieron lpe@sos de fluorescencia desde 290 nm
hasta 600 nm de las muestras oxidadas dexVR6VP6, excitando a dos diferentes
longitudes de onda, 280 nm (absorcion de Trp y ¥95 nm (absorciéon de Trp) (Figura
27A y 27B). Se observo que la intensidad de flumesia disminuyd al aumentar la
concentracion de #D», tanto para VR& como para VPG como anteriormente se habia
observado por GP-HPLC para el caso de \fPA concentraciones mayores 100 de
H20, aproximadamente el 50% de la intensidad de faoerecia desaparecié para ambas
muestras. La fluorescencia decayé mas pronunciatanee la muestra de V6 debido
probablemente a que los aminoacidos aromaticoseskpal son mas susceptibles a ser
oxidados. Con la finalidad de determinar posibleamlnos en el ambiente
hidrofébico/hidrofilico de los aminoacidos aroméscse calculé el centro de masa
espectral con la ecuacion 6. Los cambios en la @8t&n correlacionados con cambios en
el microambiente que rodea a los aminoacidos aroosatlesde un ambiente hidrofilico
(valores mas pequefios de CME) hasta un ambientehish@dodbico (valores mayores de
CME). Para tener un control de proteina completaeneesplegada se incub6 una muestra
de VP6 con 6M de guanidina, lo que resulté en unECiié 27,642 + 136 ct Se
calcularon los CME de VR6 y VP& oxidadas a las diferentes concentraciones £&,H
observando una caida constante en el CME hasta HenMO-, avalores similares a los
de la proteina desplegada (Figura 27C), lo queandue VP6 se desplego totalmente en
esta condicion (Mohana-Borges et al., 1999; VivanCallis, 2001). Los cambios
observados en la CME ante la oxidacién indicanequendas las condiciones de oxidacion
utilizadas el ambiente en el cual los aminoacidammaticos se encuentran fue mas
hidrofilico conforme la concentracion dex®: se incrementé hasta 1 mM deQd.
Interesantemente, el CME de (P& concentraciones mayores de 1mM d@thumento,
probablemente como resultado de la agregacion, csemobservé por DLS y ha sido
previamente descrito (Mohana-Borges et al., 1999a% y Callis, 2001; Lakowics, 2009).
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Centro de masa espectral graficado contra la coraaddn de HO.. A la derecha de la grafica C se muestra
el CME obtenido para la muestra de VP6 desplegad®kl de guanidina. Experimentos por triplicado.

5.7. RE-ENSAMBLAJE DE PROTEINA VP6y OXIDADA

El ensamblaje de VP6 es un proceso espontaneo asmdpbr la concentracion de iones
calcio en la solucion (Mathieu et al.,, 2001; Menaak, en preparacion; Rodriguez-
Gonzalez et al., en preparacion). Para determin&?@&, oxidada aun tiene la capacidad de
ensamblarse en nanotubos, se colocaron muesti@R@leoxidada en condiciones de re-
ensamblaje (Figura 28A). Como control se utilizo6\dn oxidar y también VREsin re-
ensamblar (K=0.6). Como se observa en la Figura 28A, la aburidadel pico de
macroestructuras disminuy6 conforme la concentred@®HO. aumento, lo que indica que
la presencia de macroestructuras (M&s menor conforme incrementa la concentracion
de HO.. La eficiencia de ensamblaje se calculdo para aam de las condiciones
analizadas (como se detalla en el pie de la Fig8jaSe utiliz6 como control a VP6 sin
oxidar, cuya eficiencia de ensamblaje fue del 72%.eficiencia de ensamblaje decayd
conforme la concentracion de®b se incrementd, hasta obtener valores por debajo del
35%. Como ya se habia demostrado anteriormente; ®¥¥8ada tiende a agregarse, por lo
gue los valores obtenidos de eficiencia de ensaenipladrian estar sobreestimados al
comigrar en la columna los VR6 y agregados. La agregacion podria explicar la
disminucion en la eficiencia de ensamblaje en ndast. Al observar las muestras en el
MET se comprob6 que conforme se incrementa la coraceon de HO», la calidad de los
nanotubos se ve comprometida, observandose namsofishcados (Figura 29). Las fisuras
observadas en los nanotubos pueden deberse alacion de carbonilos u otros productos
de oxidacion en la proteina, que impiden el ensajl@n nanotubos de forma eficiente
generando zonas en donde la interaccion entreipastes mucho menor y por ende, la
generacion de fisuras en el nanotubo. La dismimueid la eficiencia de ensamblaje de
VP6 se observo a concentraciones d®Hmayores de 10QM, y es probablemente el
resultado de modificaciones de aminoacidos imptetapara el ensamblaje de la proteina.
Anteriormente, Erk y colaboradores (2003) demostrgue la modificacion de la histidina
153 en la estructura de VP6 provoca la pérdidandamblaje en VR&, pero no asi la

formacion de trimeros.
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Figura 29. Observacion por microscopia electromieatransmision de las muestras de YR&idadas a
diferentes concentraciones de(d y sometidas a las condiciones de ensamblaje detVR$ Control sin
oxidar. B) Oxidacion con 100M de HO,. C) Oxidacién con 250M de HO.. D) Oxidacion con 50QM de
H>0,. E) Oxidacion con 1,000M de HO». F) Oxidacion con 5,000M de HO,. Las muestras se observaron
a una amplificaciéon de 85,000X.

5.8. EVALUACION DE LAS ETAPAS DE PURIFICACION SOBRE LA
OXIDACION DE LA PROTEINA VPS6.

El fendbmeno de oxidacién se puede presentar eintdistetapas de proceso provocando el
deterioro en la calidad y estabilidad de las pnatgiy en nuestro caso particular, de la
proteina recombinante producida. Los partes delgsm en los cuales se puede producir
oxidacion de proteinas son: en la célula productam la purificacion y en el
almacenamiento (Torosantucci et al., 2013). Denolas células, las proteinas estan
expuestas a una gran variedad de radicales lihresgn altamente inestables (Davies et
al., 1987; Davies et al., 1997, Hawkins and Dava&§4) y aln después de cosechado el
cultivo, las proteinas del sobrenadante puedenirsggiiiendo el fenébmeno de oxidacion
debido a la presencia de compuestos oxidados yawmbad, en los componentes del

sobrenadante. Ademas, se ha reportado que la pies#® metales trazas en buffers y
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excipientes afladidos a las soluciones tambiénrreméan el dafio oxidante (Miller et al.,
1990; Krishnamurthy et al., 1995; Li et al., 19®uyettner y Jurkiewicz, 1996; Kerwin,
2008; Wu et al., 2011; Maggio, 2012; Torosantucteilg 2013).

Debido a esto, consideramos necesario medir lcdeswde carbonilacion presentes en las
proteinas en las diferentes etapas de purificadk@ma llevar a cabo este analisis, se
realizaron cultivos de 250 mL de células High FiveR*dos medios diferentes: Express
Five® y Excell 40%. Se decidié utilizar estos medios ya que como sacioné en la
seccion 5.1. se observaron cambios en la calidadaderoteina producida (dato no
mostrado). En medio Express Five se obtuvierontodos de VP6 con longitud de méas de
1 um de longitud y de 45-70 nm de ancho, pero sevmvon rendimientos bajos (entre 10-
20 mg/L de cultivo). En cambio, la produccién endineExcell 405 dio como producto
final solamente agregados de la proteina. Nuegh@tdsis es que la oxidacion afecta la
produccion de VARG en medio ExCelk05®. Por ello, decidimos analizar las etapas de
purificacion de VP6.

Para analizar la produccién en ambos medios setamt células como se describe en
Materiales y Métodos y se cosecharon cuando ambitisos llegaron a una viabilidad
celular del 50%. Antes y después de cada etaparifecacion se tomaron alicuotas de 2
mL separadas en viales de 1 mL cada una. Una dauastras se almacen¢ a 4°C para su
analisis por DLS, SDS-PAGE y Bradford, y a -20°@ygp cuantificar los carbonilos
(Headlam and Davies, 2004; Guedes et al., 2009) etapas de purificacion de las que se

tomaron alicuotas fueron las siguientes:

1. Centrifugacién a 4,000 x g durante 10 minutos.

2. Ultrafiltracion en equipo AMICON utilizando una mérana de 10,000 Da de
corte.

3. Intercambio ionico (IEX).

4. Ultrafiltracion en equipo AMICON utilizando una mérana de 10,000 Da de
corte.

5. Cromatografia de exclusion molecular (SEC).

6. Ultrafiltracion en equipo AMICON utilizando una mérana de 10,000 Da de

corte.
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En la tabla 4 se resumen los resultados del prodesopurificacion de proteina VP6 en
ambos medios de cultivo, incluyendo el volumen aell se parti6 para cada etapa de
purificacion, la concentraciéon de proteina total esda etapa, la pureza de VP6
(determinada por densitometria de geles tefiidosazah de Coomassie, Figura 30) y la
cantidad total de VP6 recuperada. En este tralmgonente se muestra la purificacion del
sobrenadante de cultivo. Como se observa en lar&i§0, la mayor remocién de
contaminantes ocurre en la etapa de intercambieadpara ambos cultivos, lo cual
concuerda con lo reportado por Plascencia-Villale{2011). La produccién en ambos
medio de cultivo tuvieron productividades similarés etapa inicial del proceso de
purificacién partié de 52.2 mg de VP6 para el mdgkpress Five y de 54.4 mg de VP6
para el medio ExCell 4G5El valor de VP6 en cada etapa de purificaciédeterminé por
medio de densitometria. El porcentaje de recup@raidé proteina VP6 fue de 19.5% para
Express Fiv@ (con respecto a la VP6 inicial), lo que corresgoadl0.2 mg, mientras que
para el cultivo en medio ExCell 403ue de 15.6%, obteniéndose un total de 8.4 mg de
VP6. Al final del proceso de purificacion de la t@ioa en medio ExCell 485solo se
obtuvieron agregados de proteina (Figura 31B), tmaenque en Express FRiese

obtuvieron nanotubos de buena calidad.

Express Five Excell 405
MPM El E2 E3 E4 E5 E6 Cul+ MPM El E2 E3 E4 ES E6 Cir+

i
S

160kDa—» i

Figura 30. SDS-PAGE de las etapas de purificac®kagroteina VP6 de rotavirus en medio Express®Hv

ExCelf® 405. Los geles fueron tefiidos con azul de comals/: Marcador de peso molecular Benchmark,
E1: centrifugacién, E2: concentracion sobrenadaB, Intercambio ionico, E4: Concentracién pico 1
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intercambio i6nico, E5: Exclusién molecular, E6:n€entracion pico 1 exclusién molecular y Ctrl+: V&6
0.5 mg/mL.

Tabla 4. Analisis de la purificacion de VP6 en noeikpress FivB y ExCell 40%.

Express Fiv@
Concentracion
Volumen total,| proteinatotal,| % Pureza | VP6 total, % VP6

mL pg/mL VP6 ug recuperada

Centrifugacion 240 568.9 38.2 52159.4 100.0
Ultrafiltracién 160 850.5 37.5 51028.6 97.8
IEX 400 131.5 87.9 46231.2 88.6
Ultrafiltracién 90 504.7 85.4 38791.4 74.4
SEC 200 70.5 >95 14109.5 27.1
Ultrafiltracién 27 377.6 >95 10195.7 19.5

Excell 40%
Concentracién
Volumen total,| proteinatotal,| % Pureza | VP6 total, % VP6

mL pg/mL VP6 Hg recuperada

Centrifugacion 240 494.5 45.9 54476.7 100.0
Ultrafiltracién 180 665.4 44.3 53055.6 97.4
IEX 375 224.3 58.5 49215.7 90.3
Ultrafiltracién 77.5 808.0 70.9 44396.3 81.5
SEC 340 27.0 >95 9192.5 16.9
Ultrafiltracién 27 314.2 >95 8484.6 15.6

Posteriormente, se procedio a cuantificar la cadtde carbonilos presentes en la proteina
en las diferentes etapas de purificacion como seritbe en Materiales y Métodos (Figura
32). Como se puede observar en la Figura 32, lzoondacion en las diferentes etapas del
proceso de purificacion no varia, lo que nos indjca no existe un incremento en la
oxidacion y ademas, que la proteina VP6 no es osreptible a oxidacion que el resto de
las proteinas del cultivo, ya que el enriquecindemd resulté en un mayor contenido de
carbonilos. En la etapa de permeacion en gel pacas® de la produccion en medio
Express Fiv& se observé una disminucion en la cantidad de nddsoprobablemente por
la remocion de una gran cantidad de proteina nangnlada en dicha etapa de purificacion,
lo que sugiere que esta etapa de proceso es muytange para la remocion de proteina
oxidada. Para el caso de la proteina producida edionrExCell 408, el contenido de
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carbonilos en la proteina siguié en valores altos @espués de la etapa de permeacion en
gel. El contenido de carbonilos fueron 60 + 3 n@bing P en el sobrenadante de cultivo
en medio Excell 405y de 47 + 4 nmol C/ mg P en Express Eivel producto final de las
etapas de purificacion (después de la etapa de B&EQun contenido de carbonilos de 50
+ 18 nmol C/ mg P para el medio Excell 206de 3 + 0.8 nmol C/ mg P para el medio
Express Fiv&. Los contenidos de carbonilos observados durastethpas de purificacion
estan en el orden de carbonilacion obtenida desprissMCQin vitro con 250-50QuM de

H2>0»,ya obtenidos en este trabajo.

Figura 31. Micrografias electronicas de transmigiénVP6 purificada en medio A) Express IQV;: B)
Excell 40%°. Las micrografias fueron tomadas con una magnificede 20,000 y 30,000X, respectivamente.

Dentro de los puntos que podemos resaltar de egterimento y que ya habiamos
observado anteriormente, es que aunque hay una gmatidad de proteina en el
sobrenadante (mas de 50 mg totales de VP6), eimbtge de la proteina VP6 en
nanotubos parece no ser 100% eficiente. En tralaajtesiores por parte de nuestro grupo

de investigacién se han intentado implementar gaxale re-ensamblaje en la primera
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etapa de purificacion, sin obtener mejores renditogede nanotubos totales, lo que soporta
nuestra hipotesis sobre la oxidacion de la protgisa disminucion de la eficiencia de
produccion de nanotubos. En la seccion 5.6, coafinos con los experimentos vitro,

gue la proteina desensamblada oxidada tiene unarreéniencia de ensamblaje, lo que
podria explicar por qué la proteina purificadardetlio Excell 408 solo forme agregados.
Considerando los niveles de carbonilacion obtengtosste trabajo, son pocos los estudios
reportados en la literatura que miden el dafio ex@aomo carbonilacién en proteinas de
uso terapéutico. Uno de esos estudios midié leooddzion de Interferony (IFN-y) al ser
producida en cultivos dE. coli recombinante a diferentes tensiones de oxigeneltisy
que resultdé en un incremento en la carbonilaciénaderoteina, un incremento en la
dimerizacion de la proteina y una pérdida de atdivide la misma al incrementarse la
tension de oxigeno disuelto (TOD) en los cultiideliammadian-Mosaabadi et al., 2005).
Los niveles reportados de carbonilos en dichos rarpatos alcanzan una concentracion
de 0.5 nmol/mg de proteina a la concentracion riidsda TOD (60% de saturacidén con
aire). Al compararlo con los valores de carbondacobtenidos en este trabajo, dichos
valores se encuentran por debajo, lo que indicgtia la producciéon de proteina
carbonilada en el sistema de células de insectold®as es mayor o que VP6 es mas
susceptible que IFN, 0 que las condiciones de oxidacion eran distirfRas otra parte, es
necesario considerar lo ya reportado por Dalle-Boyncolaboradores (2003), quienes
describen que las variaciones en los protocolosudatificacion de carbonilos observados
en diferentes trabajos, da como resultado variasiem érdenes de magnitud de los niveles
de carbonilacion, incluso en trabajos realizadasupomismo grupo. Por ello, es necesario
siempre utilizar una proteina estandar como BSAladmalidad de comparar la cantidad
de carbonilos producidos, la cual fue utilizadaeste trabajo arrojando datos similares a

los reportados en la literatura (Berlett et al9@)9
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Figura 32. Carbonilaciéon de proteina total en liésrehtes etapas de purificacion en los mediosulkivo
Express Fiv8 y Excell 40%. Las etapas de purificacion son, 1: centrifugac®rultrafiltracion, 3: IEX, 4:
ultrafiltracion, 5: SEC, 6: ultrafiltracion.

5.8.1. EVALUACION DEL RE-ENSAMBLAJE Y CARBONILACION DE LA
PROTEINA VP6 PRESENTE EN EL PICO 2 DE PERMEACION EN GEL

Por otra parte, como anteriormente se describid {@ela 4), gran parte de la VP6
producida no se encuentra ensamblada, sino enrswa foimérica 0 monomérica y por
ende, eluye en el pico 4 en la etapa de permeacid@el que se muestra en la Figura 33B.
Por ello decidimos analizar la carbonilacion dpriateina en dicha muestra, asi como si era
posible el reensamblaje de VP6 presente en diclestnau Solamente se tomé la muestra
proveniente de la produccién en medio Express®Fit@ proteina se concentré hasta
obtener una concentracion de 2 mg/mL por ultrafiitn en un equipo AMICON
(Millipore, USA) con presion positiva a 5 psi coinea El concentrado fue sometido a una
etapa de desensamblaje adicionandole £a&8to para obtener un producto homogéneo
con el cual proceder el re-ensamblaje. Se realiz@el SDS-PAGE de la muestra de
permeacion en gel que se muestra en la Figura@®&i&3). Como se puede observar la
proteina VP6 es mayoritaria y se encuentra pobamiel 80% en proporciéon con otros

contaminantes.
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Figura 33. SDS-PAGE en condiciones desnaturalizatiéela proteina presente en los picos recolectdelos
SEC. MPM) Marcador de peso molecular BenchmarlRidd 5 de SEC, como se esquematiza en la Figura
19B. 2) Pico 4 de SEC como se esquematiza en laeFkPB. El gel se tifio con azul de Coomassie.

Se midi6 la cantidad de carbonilos presentes enukestra concentrada arrojando valores
de 106 + 27 nmolc/molp. Si consideramos que togeideeina presente es VP6, los valores
de carbonilacion podrian ser expresados en molp/dahdo valores de 4.87 + 1.25
molc/molp lo que es similar a lo obtenido en loperkmentosin vitro utilizando una
concentracion de #. de 1,000uM en MCO. Cabe recalcar que bajo esa condicion de
oxidacion, la eficiencia de ensamblaje de la pnatéile menor del 40%.

Se llevo a cabo el re-ensamblaje y las muestragssalizaron al MET (Figura 34). Al
observar las muestras re-ensambladas al MET solobservaron agregados de gran
tamafo, lo que nos indica que la proteina ha peridiccapacidad de ensamblarse y por
ende, bajo las condiciones de producciéon en lakswstamos trabajando no podriamos
obtener mayores eficiencias en la produccion dexY.HBebido a esto, proponemos el uso

de diferentes antioxidantes durante la infecciom loaculovirus para evitar de la manera
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mas eficientemente posible la oxidacién de la jmatg alcanzar mayores rendimientos de

proteina ensamblada en nanotubos.

M2 12000.tif

Print Mag: 4530x @ 51 mm 2 microns

11:26 0313213 HV=§0kV
Direct Mag: 12000x
AMT Camera System

Figura 34. Micrografia electronica de transmisiéna muestra del pico 2 de SEC sometida a re-eriggmb
La micrografia muestra una amplificacién de 12K.
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Capitulo 6

Conclusiones

En este trabajo se describe por primera vez etefix las EROs sobre el ensamblaje de
MPV. Encontramos que la oxidacion de nanotubos && Y VP6 desensamblada se
produce de manera diferencial siendo mas susceptiblla oxidacion la proteina

ensamblada.

Demostramos que la oxidacién provoca modificaciort@m®o carbonilacion, agregacion,
cambio en el centro de masa espectral, que resuléar una disminucién de la capacidad
de ensamblaje de VP6 en nanotubos. Por otra gartggrobamos que la oxidaciémvitro

es una herramienta Gtil que nos permitird entendelisefiar nuevos procesos en la

produccién de proteinas recombinante con finepéerticos.

Ademas, los resultados de este trabajo compruel@n e necesario minimizar el
fendmeno de oxidacion en todas las etapas del gate produccion de MPV incluyendo

la etapa de produccion en cultivo, purificacibimacenaje.

Demostramos que el proceso de purificacg@r seno provoca un incremento en la

oxidacion de la proteina, sino que la proteinarell fdel proceso de produccion contiene
una gran cantidad de carbonilos que podrian spomsables de los bajos rendimientos de
VPG6nT.

Se implementé una metodologia nueva y novedosaglaexensamblaje de VP6 que se

basa en la precipitacion del calcio por NaHGOque provee de material de muy buena

calidad para sus posteriores aplicaciones.
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Se demostro que bajo las condiciones de cultiizadias en este trabajo requeriamos no
fue posible seguir cinéticas de produccion de ERB®Osultivos sin infectar e infectados de
células High Fivé y Sf9. Sin embargo, si es posible hacer medicipnesuales siempre y
cuando, las células sean recientemente cargadafigyan etapas de incubacion de mas de

20 horas debido a los problemas que anteriormerserithimos.
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Capitulo 7

Perspectivas

Identificar a los aminoacidos que se oxidan tanto renotubos como en VP6

desensamblada para explicar y entender los fen@mpreose observaron en este trabajo.

Determinar el efecto de la oxidacion en la protéfi®®d en el ensamblaje de estructuras

icosaédricas (esferas).

Una vez identificados los residuos oxidables en,MR@ar a cabo mutaciones puntuales
sobre aquellos sitios oxidables ricos en residuBKRque no afecten su ensamblaje en

nanotubos y que permitan una mayor protecciéroaitiacion.
Realizar cultivos de células de insecto tanto emramacomo en bioreactor controlado

adicionando diferentes antioxidantes para obterermayor cantidad de proteina

ensamblada en nanotubos de VP6.
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Capitulo 8

Contribuciones

Este es el primer estudio en donde se analizeeetcetle la oxidacion en el ensamblaje de

proteinas virales.
Se propuso una manera de evaluar la susceptibdidadxidacion de proteinas.

Al entender como la oxidacion afecta la produccjdensamblaje de macroestructuras
virales podremos disefar estrategias racionaledasoouales mejorar la productividad de

los procesos actuales y obtener una mayor efi@enci

Se implementé la cuantificacion de carbonilos cama medida de calidad en la proteina
gue puede ser utilizada para monitorear bioprocegweduccion, purificacion y

procesamiento.
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Anexos

Al. DIFERENCIA EN LA EFICIENCIA CUANTICA DEL PRODUC TO
DESENSAMBLADO Y NANOTUBOS DE VP6
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Figura Al. Espectro de fluorescencia de Trp de nédnws y proteina desensamblada. En linea rojasenab
la VP& y en linea negra la VB6Se excitd a una longitud de onda de 295 nm yid@&ra fluorescencia
desde 300 nm hasta 600 nm.
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A2. GELES DESNATURALIZANTES SDS-PAGE DE PROTEINA OXIDADA
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Figura A2. Geles desnaturalizantes de proteinaadsicpor MCO. A) Oxidacién de BSA durante 1 hora de
incubacion. B) Oxidacién de BSA durante 6 horagndabacién. C) Oxidacion de nanotubos de VP6 derant
1 hora de incubacion. D) Oxidacién de nanotubo¥HE6 durante 6 horas de incubacién. E) Oxidaciéon de
VP6 desensamblada durante 1 hora de incubacio@xigpcién de VP6 desensamblada durante 6 horas de
incubacion. La oxidacion se llevé a cabo realizaledbICO a diferentes concentraciones d@©4 como se
indica en la parte superior de la figura. Se (ilimarcador de peso molecular Benchmark (Lifeteagies,
USA).
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A3. ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DE PROTEINA VP&, OXIDADA CON
H20
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A4. CARBONILACION DE BSA DESPUES DE DIFERENTES TIEMPOS DE
INCUBACION CON OXIDANTES
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Figura A4. Carbonilacion de BSA en diferentes coiuties oxidantes y tiempos de incubacién. La pmatei
BSA se oxidé por medio de MCO con diferentes cotreerones de kD, durante 4 tiempos de incubacién.
La linea representa el ajuste de los datos utidizanla ecuacion 7.

Tabla Al. Coeficientes de la ecuacion 7 para BSAetma a MCO.

Tiempo de [C]max, molc/molp a, UM r?
incubacion, horas

Oxidacion MCO

0.25 11.42 +3.24 26,336 + 9851 0.99
0.5 11.09 £ 3.45 22506 * 9398 0.99
1.0 11.47 £0.61 2,216+ 324 0.99
6.0 11.47 £ 0.55 1858 + 257 0.99
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A5. FORMACION DE BITIROSINAS EN PROTEINAS OXIDADAS
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Abstract

decreased as the oxidant concentration increased.

Background: Protein assemblies, such as virus-like particles, have increasing importance as vaccines, delivery
vehicles and nanomaterials. However, their use requires stable assemblies. An important cause of loss of stability in
proteins is oxidation, which can occur during their production, purification and storage. Despite its importance, very
few studies have investigated the effect of oxidation in protein assemblies and their structural units. In this work,
we investigated the role of in vitro oxidation in the assembly and stability of rotavirus VP6, a polymorphic protein.

Results: The susceptibility to oxidation of VP6 assembled into nanotubes (VP6yt) and unassembled VP6 (VP6) was
determined and compared to bovine serum albumin (BSA) as control. VP6 was more resistant to oxidation than
BSA, as determined by measuring protein degradation and carbony! content. It was found that assembly protected
VP6 from in vitro metal-catalyzed oxidation. Oxidation provoked protein aggregation and VP6r fragmentation, as
evidenced by dynamic light scattering and transmission electron microscopy. Oxidative damage of VP6 correlated
with a decrease of its center of fluorescence spectral mass. The in vitro assembly efficiency of VP6y into VP6r

Conclusions: Oxidation caused carbonylation, quenching, and destruction of aromatic amino acids and
aggregation of VP6 in its assembled and unassembled forms. Such modifications affected protein functionality,
including its ability to assemble. That assembly protected VP6 from oxidation shows that exposure of susceptible
amino acids to the solvent increases their damage, and therefore the protein surface area that is exposed to the
solvent is determinant of its susceptibility to oxidation. The inability of oxidized VP6 to assemble into nanotubes
highlights the importance of avoiding this modification during the production of proteins that self-assemble. This is
the first time that the role of oxidation in protein assembly is studied, evidencing that oxidation should be
minimized during the production process if VP6 nanotubes are required.

Keywords: Protein oxidation, Carbonylation, Virus-like particles, Viral protein assemblies, Assembly efficiency

Background

Protein assemblies have gained increasing importance in
the biomedical field, as they are used as vaccines, delivery
vehicles and nanomaterials [1-4]. Viral proteins have a
primary role in the field, as many of them are capable of
self-assemble to form macromolecular structures with
unique properties, such as virus-like particles (VLP) and
other assemblies. The production of such complex struc-
tures can be challenging, as it is not sufficient to produce
a pure protein, but the desired assemblies should be
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Biotecnologfa, Universidad Nacional Auténoma de México, AP. 510-3, C.P.
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( BioMVed Central

obtained in a reproducible and consistent manner [1,4].
Stability is a key property of assemblies that are to be used
for pharmaceutical, biomedical or nanotechnological ap-
plications. However, proteins suffer modifications that can
result in loss of stability and function. These modifications
may be due to micro-environmental and environmental
conditions and can occur during production, purification,
formulation, storage and handling, causing irreversible
changes in their quality and stability, such as deamida-
tion, aggregation, mismatched S-S bonds and oxidation
[5-7]. From these, oxidation is one of the most import-
ant, and therefore, most studied [8-10]. Oxidation has
critical consequences for protein structure and function,
disturbing intrinsic characteristics. In vivo protein oxidation

© 2014 Castro-Acosta et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use,
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has been related to several diseases, such as Alzheimer’s,
cancer, atherosclerosis and other chronic disorders [10,11].

Protein oxidation has been extensively investigated by
in vitro studies. Several groups have worked with pro-
teins like bovine serum albumin (BSA), IgG, lysozyme,
and human al-antitrypsin, among others [12-16]. Oxi-
dation reactions with 2,2"-azobis(2-amidinopropane)
dihydrochloride (AAPH), H,O,, *OH or O,°" result in
aggregation, structural damage, changes in physico-
chemical properties, cleavage, and changes in protein
hydrophobicity and conformation [12-16]. Oxidative dam-
age in proteins disturbs their three-dimensional structure
due to accumulation of amino acid carbonylation, backbone
fragmentation, cross-linking, unfolding, increase in hydro-
phobicity, and conformational modifications [8-10,17,18].
Only few reports have been published for viral protein
macrostructure assemblies such as virus, virus-like parti-
cles, and other highly ordered assemblies. The effect of
oxidation on viruses (adenovirus, bacteriophage MS2,
cowpea mosaic virus, influenza virus and norovirus) has
been studied in efforts to inactivate them [19-23]. Various
sources of reactive oxygen species (ROS) have been tested,
such as the Fenton reaction, UV,s,, 10,, chlorine dioxide
and free chlorine. ROS reacted with different sites on viral
capsids, resulting in carbonyl formation, aggregation and
conformational changes, as well as modifying the capsid
cell binding capacity and diminishing virus infectivity
[19-23]. However, to our knowledge, only a single report
of the effect of oxidation on VLP exists. Tleugabulova
et al. [24] studied the effect of oxidation on VLP of the
hepatitis B surface antigen (HBsAg) oxidized with am-
monium peroxodisulphate. Oxidation provoked VLP
aggregation and cross-linking of S protein chains, lead-
ing to a complete loss of antigenicity. Such studies
highlight the importance of further investigating the
effect of aggregation on protein assemblies.

The structure of protein assemblies can result in an
increased susceptibility to oxidation, as protein mono-
mers are in close contact, which can result in chain re-
actions that could magnify the effect of ROS. Also,
oxidation can damage protein assemblies, impede the
assembly of monomers, or cause other alterations of the
multimer. In this work, we investigated the effect of oxi-
dation in a multimeric polymorphic protein, rotavirus
VP6. Recombinant VP6 forms highly stable trimers that
can self-assemble into different types of structures de-
pending on pH and ionic strength [25,26]. VP6 assem-
bled into trimers, nanotubes (VP6yt) or icosahedra can
be obtained [25,26]. VP6 nanotubes have proven to be
useful as a recombinant vaccine against rotavirus [2,27],
as adjuvants in other recombinant vaccines [27], and as
scaffolds for the production of nanomaterials [3,28].
VP6 constitutes an ideal model for studying the effect of
oxidation on protein assemblies, as its assembly is
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required for its application. In this work, metal-catalyzed
oxidation (MCO) was exerted upon VP6 nanotubes and
unassembled VP6, in order to investigate its effect on
protein degradation, carbonylation, assembly capacity,
and aggregation. In this article, the susceptibility of oxida-
tion of assembled and unassembled protein forms were
compared, and the effect of oxidation on viral protein
assembly is reported for the first time.

Results

VP6 nanotube characterization

A typical VP6 nanotube preparation was characterized.
The purity of VP6 was confirmed in reducing denaturing
SDS-PAGE gels, which showed a single band with the
molecular weight reported for VP6 (Figure 1A). Size
exclusion chromatography (SEC) analysis showed two
populations (Figure 1B), one that migrated at the column
exclusion limit (peak 1), which corresponded to VP6
nanotubes (VP6y), and a second one with smaller size
identified as VP6y (peak 2), containing unassembled
VP6 monomers and trimers. The population containing
VP6yt constituted 95% of the total protein, which is
a typical value obtained with this purification process
[3,29]. The presence of VP6y structures was confirmed
by TEM (Figure 1C). Intrinsic fluorescence spectra
of aromatic amino acids were acquired for VP65t and
VP6y at 280 (Trp and Tyr, Figure 1D) and 295 nm (Trp).
VP6y had a fluorescence quantum vyield 2 and 2.5 times
higher than VP6yT, at 280 and 295 nm, respectively.

VP6 assembled into nanotubes is more resistant to

degradation by oxidation than unassembled VP6 and BSA
Protein oxidation can result in degradation by fragmen-
tation of the backbone, which can be evidenced by the
disappearance of a stainable band in SDS-PAGE gels
[15,17]. Degradation analysis was used to evaluate the
susceptibility of nanotubes and disassembled VP6 to
H,0O,. For comparison, bovine serum albumin (BSA), a
widely studied protein, was also subjected to oxidation.
Gels were scanned and the intensity and area of each
band were quantified by densitometry. Results are shown
in Figure 2. Exposure to up to 10,000 pM H,O, did not
cause band disappearance in gels of treated BSA, VP6yxt
or VP6y, even after 6 h of incubation with the oxidant
(Figure 2A). As VP6 was not degraded by exposition to
H,0,, all following experiments were performed only with
MCO. In contrast, when exposed to H,O, in MCO, the
VP6 and BSA bands disappeared although with different
behavior (Figures 2B and C). While VP6, in either of its
forms, resisted MCO up to 5 mM of H,O, for 1 h, the
BSA band decreased at H,O, concentrations above
0.25 mM. Exposition to H,O, in MCO for 6 h caused deg-
radation of BSA at all concentrations tested, evidencing
that it is less resistant to degradation than VP6. These
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experiments also showed that VP6y are more resistant to
oxidation than VP6y. While the VP6y band disappeared
after exposure to 10,000 uM of H,O, in MCO for 1 h, no
change was observed in VP61 when incubated under the
same condition. Exposure of VP6yt to high H,O, concen-
trations for as much as six hours was needed for its band
to disappear, suggesting a higher stability towards oxida-
tive insults. The same behavior was observed in native gels
(data not shown).

In order to further dissect the molecular impact of the
oxidative damage inflicted into VP6, the carbonyl content
in VP6y, VP61, and BSA was measured after exposure
to MCO at various H,O, concentrations (Figure 3A).
The initial carbonyl contents before oxidation were
0.069 + 0.023 molc/molp for VP6y, 0.059 + 0.023 molc/
molp for VP6y and 0.167 + 0.010 molc/molp for BSA.
Carbonyl content increased in all samples as H,O, con-
centration increased, following a saturation curve. Re-
sults shown in Figure 3A were obtained maintaining the
Fe*” concentration constant at 150 uM while increasing
H,O, concentration to excess. This condition can result
in the formation of oxidative species other than +OH,
such as the remaining H,O, or «OOH [8,12]. In order
to restrict the formation of ROS to the «OH radical, the

Fenton reaction was performed at equimolar concentra-
tions of Fe*? and H,O, (Figure 3B). The carbonyl con-
tent under this condition was 64 times higher for VP6y
and 5 times higher for VP6yr than when Fe™ concen-
tration remained constant. It also followed a saturation
curve.

Data sets were adjusted to the following equation
describing a saturation curve:

[lmax [H205]

[C] - a—+ [HzOz}

(1)

where [c] is the carbonyl content (molc/molp), [c]ux is
the maximum carbonyl content, and a is a saturation
constant. The values of the equation constants for each
condition are listed in Table 1. The specific carbonyl
content at saturation with constant Fe*> was two times
higher in VP6y than in VP6y, whereas [c],;.. was similar
for BSA and VP6y. In an analogy with enzyme kinetics,
protein susceptibility to oxidation (affinity towards the
oxidant) can be inferred from a. BSA was the most sus-
ceptible to oxidation, while the susceptibility of VP6yt
to oxidation was two times higher than the susceptibility
of VP6y. At equimolar Fe** and H,O, concentrations, a
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Figure 2 Densitometric analysis of reducing 12% SDS-PAGE
gels loaded with 2.5 pg of VP6yr, VP6, and BSA previously
exposed to different oxidative treatments and stained with
Coomassie blue. A) Exposure of protein samples to different
concentrations of H,O, for 6 h. B) Exposure of protein samples to
metal catalyzed oxidation (MCO) with 150 uM of FeCl, at various
H,0, concentrations for 1 h. C) Exposure of protein samples to MCO
with 150 uM of FeCl, at various H,0O, concentrations for 6 h.
Measurements were performed to identically treated samples from
triplicate experiments. Error bars represent standard deviations
among experiments.

>

12
e VP6NT
o
g
3
[=}
£
5
5
>
f=1
2
=
O
0 T T T . .
0 2000 4000 6000 8000 10000
B H,0,,uM
400 * VPGNT
o o VP6y
S
£
S 300 -
£
5
£ 200 1 2
Q
=
f=1
_§ g
5 100 -
(>3 - .
0 — . . : :
0 2000 4000 6000 8000 10000

H,0,.uM

Figure 3 Carbonyl content on VP6yr and VP6 after MCO.

A) MCO was performed with 150 uM of FeCl, and different H,O,
concentrations for 1 h. Experiments were performed in triplicate and
error bars represent the standard deviation between them. B) MCO
with equimolar concentrations of FeCl, and H,0,. Experiments were
performed in duplicate, error bars represent the difference between
them. Lines show the behavior described by equation (1) using the

parameters listed in Table 1 for each condition.

similar behavior was observed, where [c],,.,, and a were 14
and 2.6 times higher in VP6y than in VP6yr, respectively.

Oxidation produced aggregation of VP6, and
fragmentation of VP6y

Oxidized samples of VP6yt and VP6y were analyzed by
dynamic light scattering (DLS), transmission electron
microscopy (TEM), SEC and spectrometry. The size of
VP6y 1, measured by DLS, decreased as peroxide concen-
tration increased (Figure 4A). The mean hydrodynamic
diameter of nanotubes, which was 1,067.0 +206.6 nm
(corresponding to an equivalent sphere) without oxida-
tion, decreased down to 317.5+40.4 nm after expos-
ition to 10,000 uM H,O,. TEM showed that oxidation
provoked the disassembly of nanotubes and aggregation
of the resultant unassembled VP6 (Figure 5B). In con-
trast, oxidation of VP6y; resulted in an increase in size,
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Table 1 Coefficients in Equation 1 obtained by fitting
carbonyl content at different H,0, concentrations

Sample [clmaxs Molc/molp a, pM r
At constant [Fe™] and various [H>05] (Figure 3A)

VP6NT 640+043 4,745.99 £ 681.64 0.99
VP6 13.28+3.72 10431.12 £ 4824.19 0.97
BSA 1147061 221632 +324.21 0.99
With equimolar H,0,/Fe™? concentrations (Figure 3B)

VPENT 3149+4.16 1,154.85 +499.22 0.89
VP6y 44873 +32.19 3,064.28 +546.32 0.99

Data were fitted using the software SigmaPlot 10.0 (Systat Software, Inc., SJ,
CA, USA). Coefficient standard errors are shown.

from a hydrodynamic diameter of 7.5+2.6 nm to
2,085.0 + 289.7 nm after exposition to 10,000 pM of
H,0, (Figure 4B). TEM showed that the increase in size
of oxidized VP6y; was caused by aggregation (Figure 5C).

Another consequence of protein oxidation is dityro-
sine formation [30], which could have caused the ag-
gregation observed in both types of VP6 assemblies.
No dityrosines were detected in either VP6yt or VP6y
(data not shown), indicating that aggregation was caused
by other mechanisms, such as hydrophobic interactions or
hydrogen bonding [31,32].
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To further understand the effect of oxidation in VP6yr,
oxidized samples were analyzed by SEC, as previously
described [29,33]. Absorbance at 280 nm and fluorescence
of aromatic amino acids were followed (Figure 6). No
changes in absorbance at 280 nm were observed in chro-
matograms when VP6yt were oxidized with up to 1 mM
of H,O, (Figure 6A). Such a result was expected, as DLS
analysis showed that the products of oxidation, although
smaller than nanotubes, were larger than the column pore
size (50 nm). However, no absorbance was detected after
oxidation with 10 mM H,O,. In contrast with absorb-
ance, fluorescence of aromatic amino acids decreased as
H,0O, concentration increased. Fluorescence decreased
40% upon oxidation with 100 uM of H,O,, and consist-
ently decreased until it completely disappeared at 10 mM
(Figure 6B). Additional peaks were observed at 1 mM of
H,0,, possibly smaller degradation products not detect-
able by absorbance.

Oxidation provoked changes in fluorescence intensity and
in the center of fluorescence spectral mass (CSM)

Fluorescence emission spectra (290 nm to 600 nm) of
VP6y and VP6yt subjected to MCO were recorded for
Tyr/Trp (Aex 280 nm, data not shown) and Trp (Aex
295 nm, Figure 7A and B). Fluorescence of both VP6y
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Figure 4 Dynamic Light scattering (DLS) analysis of 0.4 mg/mL of VP6yr (A) and VP6y (B) exposed to MCO performed with 150 uM of
FeCl, and different H,0, concentrations for 1 h. Experiments were performed in triplicate, and a representative size distribution for each
condition is shown.
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Figure 5 Transmission electronic microscopy (TEM) of VP6 (0.4 mg/mL) after MCO at 10,000 pM of H,0, and 150 uM of FeCl, for 1 h.
Samples were stained with 2% uranyl acetate. A) Untreated VP6yr. B) Oxidized VP6yr sample. C) Oxidized VP6, sample.

and VP6y decreased as the concentration of H,O, in-
creased. Fluorescence decreased the most at H,O,
concentrations above 0.1 mM, where it diminished at
least 50% in all cases. Fluorescence of VP65t had a
more pronounced decrease than fluorescence of VP6y,
disappearing at H,O, concentrations above 250 puM.

A 0.004
— 0uM
1 —— 100 uM
0.003 A —— 500 uM
c —— 1,000 pM
g — 10,000 uM
«©
™ 0.002 A
8
c
g
S
28 0.001
<
00004 IV, NI N N ~— S

Fluorescence Units, FU

Kp
Figure 6 Size exclusion chromatography of VP6y; samples
(0.4 mg/mL) after MCO with 150 pM of FeCl, at various H,0,
concentrations for 1 h. A) Absorbance elution profile at 280 nm.
B) Fluorescence elution profile at Aey 280 Nm and Aer, 350 Nm. Peak
1 corresponds to VP6yr. Experiments were performed in duplicate
and a representative size distribution for each condition is shown.

The center of fluorescence spectral mass (CSM) was
calculated for each spectra (Figure 7C). For comparison,
the CSM of VP6 treated for 1 h with 6 M guanidine chlor-
ide, an unfolded control, is shown at the right of the figure
(CSM = 27,642 + 136 cm™). For both VP6 forms, the CSM
decreased as the H,O, concentration increased up to
1 mM, and reached wavelengths comparable to that of
the unfolded control. At higher H,O, concentrations,
CSM of VP6y consistently increased.

Efficiency assembly of VP6y decreased after oxidation

Oxidized VP6y at various H,O, concentrations was
subjected to in vitro assembly conditions to determine
if oxidation impedes its assembly into VP6yt. Samples
incubated for 6 h were analyzed by SEC to determine
the relative concentration of assembled VP6, which
elutes with the void volume of the SEC column (Kp = 0)
(Figure 8A). A sample of VP6y not treated for assembly
is shown for comparison. VP6y eluted at a Ky of 0.6.
The peak corresponding to VP6y disappeared in all
samples treated for assembly, and peaks appeared at
lower Kp. The abundance of the peak corresponding to
VP6ynt decreased as H,O, concentration increased.
Assembly efficiencies were determined by SEC and cal-
culated by dividing the area of the peak at 0 Kp, (corre-
sponding to VP6yt) by the total peak area below 0.8
Kp, to exclude the salt peak (Figure 8A). VP6y before
being subjected to the assembly reactions is shown for
comparison. Untreated VP6 assembled into VP61 with
a 72% efficiency. Nanotubes with the expected charac-
teristic were observed by TEM (Figure 9A). The assem-
bly efficiency of oxidized VP6y decreased as H,O,
concentration increased (Figure 8B), and the quality of
the assembled VP61 decreased (Figure 9B to F). It was
increasingly difficult to find assembled nanotubes as the
H,0, concentration increased, and those found had
various defects, such as fractures, incomplete NT and
association with aggregates (Figure 9B to F). Most likely
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Figure 7 Emission fluorescence scans at Ao, 295 nm of VP6yr and VP6y (0.4 mg/mL) after MCO with 150 uM of FeCl, at various H,0,
concentrations for 1 h. A) Normalized emission spectra of VP6yr. B) Normalized emission spectra of VP6,,. C) The center of spectral mass (CSM)
of oxidized VP6éyr and VP6, was calculated using Equation (3) and plotted against the H,O, concentration used. On the right, the CSM of
denatured VP6 (treated for 2 hours with 6 M of guanidine chloride) is shown for comparison. Experiments were performed in triplicate, except for
the CSM of denatured VP6, which was analyzed in duplicate. Error bars represent the standard deviation or difference among them.
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Figure 8 Assembly efficiency of VP6 exposed to MCO for 1 h
(150 uM of FeCl,). 1 mg of VP6, at 0.4 mg/mL was subjected to
assembly conditions. A) SEC of samples of VP6 after incubation at
the assembly conditions. For comparison, a chromatogram of VP6
is also shown. B) Assembly efficiencies calculated from
chromatograms in A. Assembly efficiencies were calculated as the
area under the curve of peak 1 of each chromatogram divided by
the total area below the curve at Ky lower or equal to 0.8.
Experiments were performed in duplicate, difference between
duplicates is represented by error bars.

the assembly efficiency was overestimated, as aggregation
of VP6y upon oxidation was observed.

Discussion

The importance of oxidation in the integrity of macromol-
ecules has been widely recognized [7]. However, only one
previous article has reported the effect of oxidation in a
VLP, focusing mostly on the immunogenicity of a vaccine
[24]. To study the effect of oxidation on protein assemblies,
rotavirus VP6 in two forms, unassembled and assembled
into nanotubes, was subjected to oxidation. BSA, a widely
studied protein, was treated in parallel for comparison. Pro-
tein degradation, carbonylation, size, appearance assessed
by TEM, spectrophotometric characterization, and assem-
bly efficiencies were evaluated to determine the effect of
oxidation on protein assemblies.
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The experiments performed here showed that BSA is
less resistant to oxidation than VP6. BSA was degraded
by MCO at lower H,O, concentrations and shorter times
than VP6. Degradation of BSA by oxidation has been pre-
viously observed in SDS-PAGE gels similar to those shown
here [15]. Protein degradation is a consequence of peptide
bond cleavage. It has been proposed that a-amidation and
diamide formation are the main mechanisms of peptide
bond rupture under oxidative conditions [34-36].

Protein carbonylation is the most destructive irreversible
modification caused by oxidation. It is also an excellent
biomarker of oxidative stress because of its early forma-
tion and stability [37,38]. BSA was less resistant to carbon-
ylation than VP6. Carbonyl contents found here were
similar to those previously reported for BSA [15,36]. The
higher susceptibility of BSA to damage by oxidation is
probably the result of its higher content of lysine, arginine,
proline and threonine (RKPT), 149 residues/mol, in com-
parison with the 82 residues/mol in VP6. The side chains
of RPKT amino acids are the most important precursors
of carbonylated compounds [34,39]. The constants ob-
tained from data fitting to Equation 1 provide information
about the carbonyl content at H,O, saturation and the
susceptibility of the protein to carbonylation. At 150 uM
of Fe*? and 10,000 uM of H,0O,, the carbonyl content in
BSA was close to saturation. Also, the value of a for
BSA was the lowest, in accordance with the experimen-
tal observations that BSA was less resistant to oxidation
than VP6 in either of its assembled forms. In addition
to its higher number of RKPT residues, BSA has 35 cys-
teines, forming 17 disulfide bonds, while VP6 has only 8
cysteines and no disulfide bonds. Cysteines are also
highly susceptible to oxidation, forming a wide variety
of compounds [40].

The fluorescence emission of unassembled and assem-
bled VP6 showed that the microenvironment of Tyr and
Trp residues are different in both assemblies. The quantum
yield of VP6y was twice that of VP6yT, possibly because
Trp residues are exposed to the solvent only in VP6y; (as
visualized from the crystal structure reported previously
[26]). While for VP6y, the Tyr and Trp residues exposed
to the solvent are 18 and 8, respectively, for VP6yr only 3
Tyr are exposed [25].

The experiments performed here show that the extent
of oxidation of assembled VP6 lower than that of VP6y,
suggesting that number of oxidizable amino acids that
are exposed to the solvent is more important for overall
protein oxidation than chain reactions that can be trig-
gered by ROS and propagate the damage to the protein
assembly. VP6 assembly into nanotubes may result in
additional protection to VP6, as the VP6 nanotube
lumen is not freely accessible to ions [28]. In the two
sets of carbonylation reactions performed, VP6y; had the
highest maximum carbonyl content, supporting the idea
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with 2% uranyl acetate and observed at a magnification of 85,000X.

Figure 9 TEM micrographs of VP6, subjected to assembly conditions after exposure for 1 h to MCO. A) Nanotubes obtained after
assembly of untreated VP6,;. Other panels, MCO with B) 100 pM C€) 250 uM. D) 500 pM. E) 1,000 uM. F) 5,000 uM of H,0O,. Samples were stained

that a higher protein area exposed to the solvent results in
more oxidation. However, the value of a from Equation 1
was lower for VP6yr, indicating that even when fewer
amino acids were oxidized, they were more readily ac-
cessible to ROS. The higher susceptibility of VP6yr to
oxidation was accompanied by a steeper decrease in
fluorescence, suggesting that the aromatic amino acids
exposed to the surface were the more susceptible to oxi-
dation. The maximum carbonyl content obtained in
VP6y was similar to the number of amino acids in VP6.
As certain amino acids are more susceptible to carbon-
ylation than others, this suggests that each oxidized
amino acid generated more than one carbonyl group.
DLS analysis showed that oxidation provoked the disas-
sembly of VP6yr and the aggregation of VP6y, probably
caused by carbonylation. Changes in hydrophobicity due
to carbonylated amino acid residues induce protein aggre-
gation [38]. Also, accumulation of oxidized dysfunctional
proteins with reactive carbonyl groups can lead to inter-
and intramolecular cross-links with amino groups [41].
No formation of dityrosines was found, indicating that
aggregation had a different cause, possibly hydrophobic
interactions, hydrogen bonding or free thiol groups
cross-linking [31,32]. Aggregation and nanotube disas-
sembly have important impacts on possible applications
of VP6y1. Aggregation has been linked with protein im-
munogenicity [42], and nanotubes are required for the
use of VP6 as an efficient vaccine or as a delivery vehicle

[2,43]. Interestingly, MCO of HBsAg VLP did not pro-
duce aggregation even at higher oxidant concentrations
(100 mM of H,O, and 100 uM of Fe*?) than those eval-
uated in the present work.

Fluorescence emission spectra drastically changed upon
oxidation of both VP6 forms. Fluorescence emission de-
creased as H,O, concentration increased. Similar results
were described by Davies and coworkers [17], who ob-
served fluorescence quenching of aromatic amino acids,
mainly Trp, after oxidation with «OH and +«OH + O, radi-
cals. Oxidative damage to proteins includes oxidation of
aromatic rings, resulting in non-fluorescent derivatives
[44]. CSM also decreased as H,O, increased up to 1 mM
of H,O,, moving towards the CSM of the unfolded VP6
control, most likely caused by a partial denaturation of
VP6 [45,46]. The CSM at 295 nm correlates with the
microenvironment surrounding Trp residues, which can
be in a relaxed structure (hydrophilic, lower CSM values)
or in a compact structure (hydrophobic, higher CSM
values) [45,47]. The CSM of VP65t remained lower
than that of VP6y at all conditions tested, indicating
that aromatic amino acids remained in a more hydrophilic
environment in VP6yr than in VP6y. CSM of both VP6
forms increased at H,O, concentrations above 1 mM,
probably as a result of aggregation.

Oxidation decreased the assembly capacity of VP6y by
about half, even at only 100 uM of H,O,. All the modifica-
tions provoked by oxidation described above can result in
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a lower assembly efficiency of VP6. Either conformational
changes or modification of the amino acids in intratrimer
or intertrimer regions can impede assembly. For example,
Erk and coworkers [48] replaced the His 153 of VP6 with
Ser, resulting in a protein that can assemble into trimers
but not into nanotubes. Moreover, aggregation provoked
by oxidation can also reduce the assembly efficiency into
nanotubes. Interestingly, oxidation resulted in nanotubes
that had several defects, indicating that even when oxi-
dized VP6 could assemble, the resulting assemblies were
less stable. The results obtained highlight the importance
of impeding oxidation during the production, purification
and storage of protein assemblies and their subunits.

Conclusions

In this work, the role of oxidation on multimeric protein
assembly was described for the first time. Differential ef-
fects of the susceptibility of oxidation of a protein assem-
bled or unassembled were found. The results presented
here show that oxidation can cause important changes to
assembled and unassembled VP6, affecting the protein
functionality. In vitro assembly of VP6y to form VPéyt
decreased with oxidation, evidencing that ROS have to be
minimized during the production process when VPéyr
are needed. In vitro studies of protein oxidation are useful
tools for development of new bioprocess to reduce the
impact of oxidation on therapeutic proteins produced
in heterologous systems. The results of this work show
that oxidation must to be avoided in all production stages,
including upstream, downstream, handling and storage.

Methods

VP6 nanotube production, purification and
characterization

VP6 nanotubes were produced using the insect cell-
baculovirus expression vector system (IC-BVS) as de-
scribed before [29]. Briefly, High Five® insect cells (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) were grown in 1 L shake
flasks with 200 mL of Sf900II medium (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). Cells were infected at 1 x 10° cell/mL
with a recombinant baculovirus (AcMNPYV) that contains
a rotavirus VP6 gene (strain SA11), at a multiplicity of in-
fection (MOI) of 1 plaque forming unit (pfu)/cell. Infected
cultures were harvested at 96 hours post infection (hpi)
and centrifuged at 10,000 x g for 10 minutes. Clarified su-
pernatants were concentrated by ultrafiltration using a
nitrocellulose membrane with a 30 kDa cut-off (Merck,
Billerica, MA, USA). Purification of VP6 assembled as
nanotubes (VP6yt) was performed as described previously
[29]. Total protein content was determined using the
Bradford assay (Bio-rad Laboratories, Hercules, CA,
USA) and sample purity was calculated from densitometry
of reducing denaturing SDS-PAGE gels. VP6 identity was
confirmed by Western blot using a polyclonal rabbit
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serum against NCDV rotavirus (1:4000 dilution in PBS-T),
an anti-rabbit IgG-HRP antibody (Santa Cruz Biotech-
nology, Santa Cruz, CA, USA) (1:4,000 in PBS-T) and
developed with carbazole. A prestained molecular weight
marker, Dual Color, was used for Western blot experi-
ments (Bio-rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

The presence of VP6 assemblies, such as VP6yT, was
detected by size exclusion HPLC (SEC) [29,33] in a
Waters chromatographic system (Waters Corp., MA,
USA) with an UV diode array detector at 205, 260 and
280 nm and a fluorescence detector set at A\, 280 nm
and A\, 350 nm (for aromatic amino acid fluorescence).
Protein separation was performed using an Ultrahydrogel
500 size exclusion column (Waters Corp., MA, USA) with
an isocratic flow of 0.9 mL/min of Tris buffer (10 mM,
pH 8.0). The size exclusion column was calibrated with
purified protein standards of lysozyme (hydrodynamic ra-
dius, Ry = 1.8 nm), trypsinogen (Ry; = 2.2 nm), green fluor-
escence protein (Ry = 2.4 nm), ovoalbumin (Ry = 2.8 nm),
bovine serum albumin (Ry=3.5 nm), mouse immuno-
globulin G (5.3 nm), and 30 nm standard fluorospheres
(Aex =505 nm, A, = 515 nm, Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA). The column void volume (V,)) was determined
with 100 nm standard fluorospheres and the total column
volume (V) was determined with sodium azide. The parti-
tion coefficient (Kp) of each protein was calculated using
the following equation:

Ve'vo
Kp= 2
v, )

where V. is the elution volume of the protein peak.

The hydrodynamic size of VP6yT was determined by dy-
namic light scattering (DLS) in a Zetasizer Nano (Malvern
Inst. Ltd, Worcestershire, UK) at 173° backscatter using
a normal resolution mode. Sizes are reported as the
diameter of the equivalent sphere of the particles ana-
lyzed. Samples for transmission electron microscopy
(TEM) were placed over 200 mesh copper grids coated
with Formvar-carbon (Structure Probe Inc., West Chester,
PA, USA) and stained with 2% uranyl acetate (Structure
Probe Inc., West Chester, PA, USA) for 1 min and visual-
ized in a Zeiss EM 900 transmission electron microscope
(Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany) operated
at 80 KV.

Disassembly and assembly of VP6

VP6y 1 were disassembled by adding 300 mM of Ca*?
and incubating for 6 h at 27°C with constant agitation in
a Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hauppauge, NY,
USA) [33]. For reassembly, VP6 samples at 0.4 mg/mL
were mixed with 10 volumes of 100 mM sodium bicar-
bonate (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) at pH 8.0 to pre-
cipitate calcium and centrifuged at 5,000 rpm for 10 min.
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Supernatants were collected and concentrated through
a 30 kDa cut-off membrane in an Amicon ultrafiltration
device (Merck Millipore Corp, Billerica, MA, USA).

Protein oxidation

VP61 and VP6y were oxidized with two oxidants,
H,0O, (Fermont, Monterrey, Mexico) or «OH (obtained
through the Fenton reaction, Fe*?/H,0,), using various
H,O, concentrations (50, 100, 250, 500, 1,000, 2,500,
5,000 and 10,000 uM). For the Fenton reaction, a constant
concentration of 150 uM of Fe*> (as FeCl,, Sigma Aldrich,
St. Louis, USA) was maintained, unless otherwise noted.
In some experiments, Fe*z/HZOZ in equimolar concentra-
tions were used. Oxidation with «OH is referred as metal-
catalyzed oxidation (MCO) throughout the text. Samples
were incubated at 27°C for 1 and 6 h. Oxidized VP6yt and
VP6y were analyzed by SDS-PAGE (denaturing and non-
denaturing conditions), SEC, DLS and TEM. 2.5 ug of
protein were used for each MCO condition in SDS-PAGE
experiments.

Detection and quantification of protein carbonylation
Protein carbonylation was detected by immunoblotting
using the Oxyblot™ kit (Merck Millipore Corp, Billerica,
MA, USA), following manufacturer instructions: 1 ug of
protein was incubated with 2,4-dinitrophenylhydrazine
(DNPH) (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) for 25 minutes,
followed by addition of 0.5% p-mercaptoethanol (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA). The reaction products were re-
solved by SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose
membrane. The membrane was incubated with a rabbit
anti-DNP antibody (1:300 dilution in PBS-T), and a goat
anti-rabbit-HRP antibody (1:2000 dilution in PBS-T)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). A mo-
lecular weight marker, containing oxidized proteins, was
loaded into all gels as a positive control. Densitometric
analyses were performed using the Image] Software (NIH,
USA).

Total carbonyl content was quantified using the method
described by Guedes and coworkers [15], with some modi-
fications: 40 to 80 pg of VP6 were derivatized with 160 uL
DNPH (10 mM) for 1 h at room temperature in the dark,
then samples were washed three times with TCA (20%)
and centrifuged at 12,000 x g for 20 min. Supernatants
were discarded and pellets were washed three times
with 160 uL of ethanol/ethyl acetate solution (1:1, v/v)
to remove DNPH excess. Finally, the pellet was dis-
solved in 100 pL of 6 M guanidine hydrochloride and
incubated at 37°C for 10 min. Absorbance was mea-
sured at 370 nm in a Nanodrop 1000 spectrophotom-
eter (Thermo Fisher Scientific, USA). The carbonyl
content was calculated using an absorption coefficient
of 22,000 M™" cm™ [36].

Page 11 of 12

Dityrosine formation and intrinsic fluorescence of
aromatic amino acids

Dityrosine formation was detected using fluorescence
emission at 320 to 500 nm, at an excitation wavelength
of 315 nm, with a slit width of 2.5 nm and a scan speed
of 50 nm/min. Temperature was controlled at 27°C.
Data were acquired with the FLWinlab software (Perkin
Elmer Instruments, MA; USA).

Fluorescence scans were performed with a Luminis-
cence spectrometer LS55 (Perkin Elmer Instruments,
MA, USA) at excitation wavelengths of 280 or 295 nm
using a slit width of 2.5 nm. Emission spectra were re-
corded from 280 to 600 nm using a slit width of 2.5 nm
and a scan speed of 50 nm/min. Temperature was con-
trolled at 27°C. Data were acquired with the FLWinlab
software (Perkin Elmer Instruments, MA; USA) and the
center of fluorescence spectral mass (CSM) was calcu-
lated using the following equation [45]:

S ey« REU

280 nm

500 nm
2280 nmRFU

CSM = (3)

where v; represents the wavenumber (cm™) and RFU the
relative fluorescence units.
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ABSTRACT

Rotavirus VP6 self-assembles into high order macrostructures useful as novel scaffolds for the construc-
tion of multifunctional hybrid nanobiomaterials. This application requires large quantities of high quality
pure material with strict structural consistency. Strategies for obtaining high quality recombinant VP6
and different characterization techniques are explored and compared in this work. VP6 was expressed
in the insect cell-baculovirus system. VP6 assemblies were selectively purified utilizing an ion exchange
and size exclusion (SE) chromatography. Purification steps were monitored and characterized by dynamic
light scattering (DLS), ELISA, SDS-PAGE, HPLC and Western blot. DLS showed that the initial ultrafiltra-
tion step removed small particles, the intermediate anion exchange chromatographic step completely
removed the baculovirus, whereas the final size exclusion chromatography permitted the selective recov-
ery of correctly assembled VP6 nanotubes and discrimination of non-assembled VP6, as confirmed by
transmission electron microscopy. VP6 assembled into tubular structures with diameter of 75 nm and
several nanometers in length. The purification yield was 20% of multimeric assemblies with a purity
>98%. The resulting material was suitable for the production of functionalized hybrid nanobiomaterials
through in situ synthesis of metallic nanoparticles.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Protein nanotubes are highly ordered self-assembled
macrostructures. These multimeric arrays are functional building
blocks that can direct the interaction and specific location of
different functional materials and biomolecules for the fabri-
cation of hybrid materials [1]. Protein nanotubes have a stable
biocompatible structure with molecular recognition abilities and
can be functionalized through bioconjugation for applications
in nanomedicine, diagnostics, drug delivery, material sciences,
bioelectronics, nano-composites and catalysis [1-4]. Biological
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coding for rotavirus VP6 strain SA11; DLS, dynamic light scattering; ELISA, enzyme-
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transmission electron microscopy.
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materials display remarkable unique properties that are difficult to
obtain even with advanced synthetic technologies, such as carbon
or inorganic nanotubes.

Protein nanotubes have been obtained from various sources,
such as protein filaments, microtubules, collagen, amyloid fibers,
bacterial pili and flagella, engineered peptides and complete helical
viruses [1,3,5-7]. Less explored as nanobiomaterials are recombi-
nant viral capsid proteins with self-assembly capacity. An example
is rotavirus VP6, which is the major component of the icosahedral
rotavirus capsid and can self-assemble into nanotubes or icosa-
hedra depending on pH, ionic strength, divalent ion and protein
concentrations [8,9]. VP6 nanotubes are hollow, homogeneous,
highly organized, symmetric and robust structures that can be used
as multifunctional building blocks for the construction of highly
organized, integrative and functional nanobiomaterials [10]. The
structural characteristics of VP6 and its intrinsic high affinity for
metal ions have allowed its use as a multifunctional molecular scaf-
fold for the synthesis of novel integrated hybrid nanobiomaterials
functionalized by the in situ conjugation of silver, gold, platinum
and palladium nanoparticles [10].

The use of recombinant viral capsid proteins as nanobioma-
terials has several advantages, as fewer safety concerns exist in
comparison with the synthesis of nanomaterials derived from live
virus. In addition, their production is less expensive and environ-
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mentally friendly [2,4]. However, the production and purification of
such highly ordered protein structures have their own challenges.
In contrast to the production of monomeric recombinant proteins,
assuring a high concentration of recombinant protein is not enough
to satisfy the structural requirements for nanotechnology appli-
cations. Production and downstream processing should be aimed
to maximizing assembled protein yields, and strategies for moni-
toring assembled protein structures during the production process
need to be available. Traditional methodologies for protein purifica-
tion and characterization are not sufficient to ensure the availability
of required high amounts of correctly assembled macrostructures
suitable for nanobiotechnology applications. Moreover, method-
ologies frequently used for the purification of viruses and virus-like
particles have several disadvantages. High-speed preparative ultra-
centrifugation results in high shear forces and ionic strengths that
can damage viral assemblies, provoke loss of their native activ-
ity, and result in materials with low purity that require additional
purification steps, with consequent lower overall yields [11-13].
Additionally, ultracentrifugation is not practical at large scale, as it
is time and labor consuming, expensive, and yields low recoveries.
Chromatographic techniques are the alternative for purifying large
quantities of the required multimeric materials [14]. In addition,
integrative methodologies that maximize assembled protein recov-
ery and allow the detailed characterization of the macromolecular
assemblies are needed. A particular challenge is present when the
insect cell-baculovirus expression system (IC-BEVS) is used for the
production of multimeric proteins. Such an expression system is
the most widely used for this kind of application, as it is versa-
tile and highly productive. However, the presence of recombinant
baculoviruses, which have a size and structure similar to that of
recombinant nanotubes, impede the direct use of size-dependant
purification steps.

In this work, down-stream processing strategies selective for
VP6 tubular multimeric assemblies produced in the IC-BEVS were
established along with process monitoring techniques. Purifica-
tion steps were followed by dynamic light scattering (DLS), HPLC
and ELISA in order to identify potential process bottlenecks. High-
quality material, suitable for the synthesis of integrated hybrid
nanobiomaterials, was obtained. The process designed here can
be used for the production and characterization of other highly
ordered macrostructures used as biological scaffolds for nanoma-
terials.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture and recombinant protein production

High five insect cells (Invitrogen, Carlsbad, USA) were cultivated
in SF900II medium (GIBCO-Invitrogen, Carlsbad, USA) in 1000 mL
shaker flasks with 250 mL of working volume at 27 °Cand 110 rpm.
Exponentially growing cultures were resuspended in fresh medium
to a viable cell density of 0.5 x 106 cell/mL and infected at a mul-
tiplicity of infection of 0.1 pfu/cell with a recombinant baculovirus
(Autographa californica nucleopolyhedrovirus, ACMNPV) contain-
ing the rotavirus VP6 gene (strain SA11) under the very late polh
promoter [15]. Baculovirus stocks were titrated using a cell via-
bility assay [16]. Cell density and viability were monitored with a
Coulter Counter (Coulter Electronics, Brea, USA) and by trypan blue
exclusion, respectively.

2.2. SDS-PAGE, Western blot and ELISA

Protein samples were separated in a Laemmli SDS-PAGE system
(12% resolving gels) stained with Coomassie blue. For immunode-
tection, proteins were transferred to nitrocellulose membranes

(Millipore, Billerica, USA). Membranes were blocked with 5% low-
fat dried milk in PBS for 30 min, incubated for 1h with a rabbit
anti-rotavirus polyclonal serum, washed three times with 0.1% low-
fat milk in PBS and incubated with a secondary goat anti-rabbit
antibody conjugated with peroxidase (Jackson Immunoresearch
Labs, West Grove, USA) for 1 h. Peroxidase activity was detected by
reaction with TMB (Invitrogen). VP6 concentration was measured
with an ELISA kit (IDEIA Rotavirus, DakoCytomation (Cambridge,
UK), later manufactured as ProSpecT, OXOID (Cambridge, UK),
using a previously purified and characterized VP6 stock as standard.

2.3. Size distribution of viral multimeric assemblies

Size distribution of proteins was determined by size exclusion
(SE) HPLC and DLS. HPLC analysis was performed as described
by Mena et al. [17]. Briefly, a Waters (Milford, MA, USA) chro-
matographic system with an Ultrahydrogel 500 column was
used in isocratic mode at a flow rate of 0.9 mL/min. The mobile
phase was 10mM Tris-HCl, 0.1mM EDTA pH 8. Absorbance
at 260 and 280 nm and fluorescence were monitored. The size
exclusion column was calibrated with purified protein stan-
dards of lysozyme (hydrodynamic radius, Ry = 1.8 nm), trypsinogen
(Ry=2.2nm), green fluorescence protein (Ry=2.4nm), ovoalbu-
min (Ry=2.8nm), bovine serum albumin (Ry=3.5nm), mouse
immunoglobulin G (5.3 nm), and 30nm standard fluorospheres
(Aex =505nm, Aem =515 nm, Invitrogen). The column void volume
(Vo) was determined with 100 nm standard fluorospheres and the
total column volume (V;) was determined with sodium azide. The
partition coefficient (Kp) of each protein was calculated with the
following equation:

Ve — Vo

Kp =
A VAR VA

where Ve is the elution volume of the protein peak.

Dynamic light scattering analysis was performed in a Zeta-
sizer Nano ZS (Malvern, Worcestershire, UK) equipped with 4 mW
He-Ne 633 nm laser with a detection angle of 173° backscatter at
25°Cinalow volume (45 L) quartz suprasil cuvette (Hellma, Miill-
heim, Germany). Size distribution was obtained by intensity and
volume measurements in multiple narrow mode. Measurements
were performed at least in triplicate.

2.4. Transmission electron microscopy (TEM)

Micrographs were obtained in a transmission electron micro-
scope (JEM1011, JEOL, Peabody, USA) operated at 80 kV. One drop
of sample was put over a 200 mesh copper grid coated with form-
var/carbon (ElectronMicroscopy Sciences, Washington, PA, USA),
negatively stained by 3 min with 1% uranyl acetate and finally
washed for 1 min with ultrapure water.

2.5. Purification of viral multimeric assemblies

2.5.1. Clarification and ultrafiltration

Infected cultures were harvested 96 h postinfection and clari-
fied by centrifugation at 4000 x g for 10 min at 4 °C. The clarified
supernatant was recovered and protease inhibitors were added
(0.3 mg/mL of aprotinin and 1 mM of leupeptin). The supernatant
and eluates of intermediate chromatographic steps were concen-
trated in an Amicon stirred ultrafiltration cell (Millipore, Billerica,
USA) using a regenerated cellulose membrane of 30,000 NMWL,
applying positive pressure (<55 psi). Alternatively, a hollow fiber
cartridge of 650cm? with a NMWL of 500,000 (A/G Technology
Corporation) was used to concentrate culture supernatants before
chromatographic processing.
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2.5.2. Anion exchange chromatography (AEX)

An AKTAprime system (GE Healthcare, Waukesha, USA), with
absorbance (280 nm), pH and conductivity on-line monitoring, was
used. A XK-16 column (GE Healthcare) was packed with 40 mL of
Q-Sepharose Fast Flow resin (GE Healthcare). The column was equi-
librated with at least two column volumes of buffer A (Tris—HCl
30mM, EDTA 0.1 mM, pH 6.16) at a flow rate of 2 mL/min. Prior
to injection, the pH of the concentrated supernatant was adjusted
to 6.16. Twenty milliliter of the concentrated supernatant were
loaded, and the first peak, containing non-adsorbed components,
was collected. Bound material was eluted with a 30 mM Tris-HCl,
0.1 mM EDTA, 1 M NacCl pH 6.16, and discarded.

2.5.3. Size exclusion chromatography (SEC)

Size exclusion chromatography was performed in a XK-26
column packed with 400 mL of Toyopearl HWG65F resin (TOSOH Bio-
sciences, San Francisco, USA). The column was equilibrated with at
least two column volumes of buffer (Tris 30 mM, EDTA 0.1 mM, pH
8.0) at flow rate of 2.5 mL/min. The volume of concentrated sample
loaded per run was 25 mL.

3. Results and discussion

The complete purification scheme developed in this work is
described in Fig. 1 and step-by step recovery yields are listed in
Table 1. Each step of the purification scheme was characterized, and
isdescribed below. The starting materials for purification were clar-
ified culture supernatants, which had typical VP6 concentrations of
280 +30mg/L (Table 1). Only 31 + 1% of VP6 remained in the cel-
lular pellet after clarification of the supernatant. A SDS-PAGE gel
of the clarified culture supernatant showed that it was composed
of proteins ranging from 120 to 20 kDa. Proteins with molecular
weights similar to those of baculovirus gp64 and VP6 were the
main components (data not shown). gp64 is the most abundant
protein of the baculovirus envelope [18] and it indicates the pres-
ence of baculovirus particles. It was expected to find VP6 assembled
into VP6 nanotubes in the clarified supernatant, as Mena et al. [19]
demonstrated that VP6 nanotubes assemble intracelullarly.

The presence of VP6 nanotubes during the purification scheme
was followed by SE-HPLC and DLS. Calibration curves for the HPLC
system were constructed with the calibration standards listed in
Section 2, injected at least three times each. Two linear stan-
dard curves were obtained, the first for Kp between 0 and 0.5,
Ry =25.56(1 — Kp)—9.99 (R? =0.99), and the second for Kp between
0.5and 0.8, Ry =3.18(1 — Kp) +1.13 (R =0.98). Analysis of the clari-
fied culture supernatant by SE-HPLC showed a peak with 2.8% of the
total 280 nm absorbance that eluted with the void volume of the
column, and thus it contained macrostructures with a Ry >15nm
(peak 1, Fig. 2A). The macrostructures peak was expected to contain
both VP6 nanotubes (70 nm in diameter and several micrometers in
length [19]) and baculovirus particles (20 and 260 nm in diameter
and length, respectively [18,20]). The 260/280 nm absorbance ratio
of the macrostructure peak indicated that it contained 8% of nucleic
acids (data not shown), suggesting the presence of baculovirus.

Table 1
Yield of purification steps.

Cell culture
Harvest 96 hpi
4 4 N
Clarification Cell pellet
4033@ -10 min-4°C
\ \, J
{ 4 N
Ultrafiltration Low molecular
Membrane NMWL: 30,000 weight biomolecules
\, \, J
( Nucleic acid
Anion Exchange AT
Q-Sepharose FF Proteins
y l
Ultrafiltration
Concentraticn
R !
( U bled VP6
. - nassemble
Size Exclusion Low molecular
q Toycpearl HW-65F weight proteins
{ N
Ultrafiltration
Concentraticn
\_ J

|

VP6 multimeric
assemblies

7

Fig. 1. Downstream purification steps for VP6 multimeric assemblies.

Other 4 peaks were detected in the SE-HPLC analysis. The second
peak (mean Ry 7.7 nm) had 2.6% of the total 280 nm absorbance and
did not absorb at 260 nm. The third peak had a protein content of
95%, a Ry between 6 and 2.5 nm, and 5% of nucleic acids. The fourth
peak contained 30% of nucleic acids and proteins between 2.5 and
2 nm. The last peak (S) had a Kp close to 1 and corresponded to salts

Purification step Volume (mL) VP6 concentration? (jug/mL) VP6 step yield®, (%) VP6 overall yield® (%)
Clarified supernatant 500 2814 - 100

Ultrafiltration 250 411.8 731 73.1

AEX 250 2714 65.8 48.1

Ultrafiltration 100 531 82.9 39.8

SEC 180 265.2 85.0 339

Ultrafiltration 50 579.5 60.0 20.5

2 As determined by ELISA in each step.
b Refers to VP6 recovery.
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Fig. 2. Size exclusion (SE) HPLC analysis of purification steps: (A) culture supernatant; (B) concentrated supernatant; (C) peak 1 of AEX chromatography; (D) peak 1 of SEC.

present in the sample. Analysis by DLS showed that a typical cul-
ture supernatant contained particles with two size distributions,
one with a mean Ry of 57 nm (73% of the volume, distribution a)
and one of 170 nm (27% of the volume, distribution b) (Fig. 3A).

The next step for VP6 nanotube purification was the concen-
tration of the clarified supernatant by ultrafiltration (Fig. 1). Two
alternative configurations were tested: a hollow fiber cartridge
with a NMWL of 500,000 or an Amicon stirred ultrafiltration cell.
Only 55% of recombinant VP6 in the harvested supernatant was
recovered after concentration in the hollow fiber cartridge, while
70% was recovered in the ultrafiltration cell. An additional advan-
tage of the stirred cell is that it submits the nanotubes to a low
shear, preventing damage of shear-sensitive viral assemblies [12].
Therefore, the ultrafiltration cell was chosen for VP6 concentration
in the following steps of the purification scheme (Fig. 1).

The culture supernatant was initially concentrated to half its
original volume. The presence of VP6 in the concentrated super-
natant was confirmed by SDS-PAGE (image not shown). SE-HPLC
analysis of the concentrated sample allowed the resolution of three
peaks that eluted at a Kp close to 0, all containing macrostructures
(peaks 1a, 1 and 1b, Fig. 2B). The peak in the center had a Kp simi-
lar to that of peak 1 in the non-concentrated supernatant. Peak 1a
contained 15% of nucleic acids, while the other two contained less
than 4%. This suggests that peak 1a corresponded to baculovirus
particles, which contain viral DNA. The three macrostructure peaks
had a relative abundance of 8.7%, three times more abundant
than peak 1 in the non-concentrated clarified supernatant. Peak
1a had a relative abundance of 3.9% and constituted 44.8% of the

macrostructures present in the concentrated sample. Populations
corresponding to peaks 2, 3, and 4 of the chromatogram of the
untreated clarified supernatant were also detected in the concen-
trated supernatant. An additional peak, labeled as 5, was detected as
ashoulder of peak 4 in the concentrated sample. Peaks 1, 1b, 2 and 5
had a protein content above 95%. Nucleic acids were present mostly
in peak 4, which contained 45% of the total 280 nm absorbance and
14% nucleic acids. In comparison, DLS of the concentrated super-
natant showed three defined populations of particles with average
diameters of 86, 323 and 1407 nm (Fig. 3B). The population with
average diameter of 1407 nm was not observed in the DLS analy-
sis of the non-concentrated culture supernatant. According to their
size, all populations detected by DLS were expected to elute with
peak 1 in SE-HPLC.

DLS analysis of the filtrate of the first ultrafiltration step showed
only two populations, one with a mean diameter of 54 nm and the
second of 323 nm (data not shown). No presence of the population
with a mean diameter of 1407 nm (corresponding to the VP6 nan-
otubes) was observed in the filtrate. Analyses of the concentrated
supernatant and filtrate show that VP6 nanotubes were not sig-
nificantly removed from the sample during the ultrafiltration step.
The loss of VP6 in the concentration step was possibly a result of
the removal of unassembled VP6 (Table 1).

The next step in the purification scheme was anion exchange
(AEX) chromatography, which is a common step used for the effec-
tive recovery, removal or inactivation of viruses in biotechnology
products [20-23]. Fig. 4A shows a typical AEX chromatogram. The
pH of the equilibration and elution buffers was adjusted to 6.16,
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the calculated isoelectric point of VP6, because under these con-
ditions it was expected that nucleic acids and baculovirus gp64
interacted with the resin and remained adsorbed, while VP6 tubes
flowed through. Accordingly, SDS-PAGE of peaks 1 and 2 of the AEX
chromatography showed that gp64 was absent in peak 1 and abun-
dant in peak 2, and that most VP6 did not bind to the column. AEX
resins have been used to bind viruses (X-MuLV, MMV and SV40)
and gp64 through electrostatic interactions [20-22,24]. The recov-
ery yield of the AEX step was 65.8%, and the overall yield was 48.1%
to this step (Table 1).

Peak 1 of AEX was analyzed by SE-HPLC (Fig. 2C). Peak 1a,
present in the concentrated supernatant, was removed by AEX.
This, and the absence of gp64 in peak 1 (as determined by SDS-
PAGE), evidenced that baculovirus particles were eliminated by
AEX. Macrostructures present in peak 1 of AEX eluted in peaks 1 and
1b of SE-HPLC, which corresponded to 4.2% of the total absorbance
at 280nm (Fig. 2C). This relative abundance was similar to that
observed in the concentrated supernatant. Peaks 2, 3,4 and 5 found
in the sample of the concentrated supernatant were also observed
in peak 1 of AEX, with a similar relative abundance. Analysis by
DLS of peak 1 of AEX showed only two populations (a and b) with
mean diameters of 108 and 1406 nm, which corresponded to 43%
and 57% of the size distribution by volume, respectively (Fig. 3C).
Population b had a size distribution similar to that of population cin
the concentrated supernatant (Fig. 3B). The second AEX peak, which
contains materials adsorbed to the column, contained also two pop-
ulations but with different sizes (Fig. 3D). The first population had

a mean diameter of 80 nm and represented 37% of volume, and the
second population, corresponding to 63% of the total volume, had a
mean diameter of 348 nm. The particle size of the largest population
is characteristic of baculovirus particles, which have 300-400 nm
in length [20]. SDS-PAGE, SE-HPLC and DLS showed that the AEX
step was effective for complete removal of baculovirus particles, the
main contaminant in the supernatant, represented by gp64 in SDS-
PAGE (image not shown). The first peak of AEX was concentrated
by ultrafiltration, where 83% of the VP6 was recovered (Table 1).

In absence of baculovirus particles, size exclusion chromatog-
raphy (SEC) is the best option to selectively purify assembled VP6
nanotubes, which should be the only macrostructure remaining.
Thus, this was the next process in the design purification scheme
(Fig.1). The Toyopearl HW65F resin was selected for this step (aver-
age pore diameter of 100 nm). The first peak of SEC contained only
highly pure (>98%) VP6 nanotubes and eluted after 150 ml of sam-
ple injection (Fig. 4B). Three additional peaks were observed. VP6
was detected in minor amounts in peaks 2 and 3. SEC VP6 recovery
yield was 85% and the total yield to this step was 33.9%. DLS analy-
sis revealed that peak 1 contained a single population ranging from
900 to 2500 nm with a mean hydrodynamic diameter of 1460 nm
(Fig. 3E), whereas peaks 2, 3 and 4 contained proteins distributed
in populations between 387 and 80 nm in diameter (Fig. 3F).

Peak 1 of SEC, containing VP6 nanotubes, was concentrated by
ultrafiltration and further analyzed. The final concentration step
had a yield of 60%, lower to that observed in previous ultrafiltra-
tion steps (Table 1). This low yield could be a result of binding of
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Fig. 4. Chromatograms of the chromatography purification steps: (A) anion exchange; (B) size exclusion chromatography. Absorbance (280 nm) and conductivity (mS/cm),

as indicated by the arrows, are shown.

the VP6 nanotubes to the ultrafiltration cellulose membrane. SE-
HPLC showed a single peak with a Kp close to 0 (Fig. 2D). Such a
peak had a protein content higher than 95%, as calculated from the
260/280 absorbance ratio. SDS-PAGE analysis of the concentrated
sample showed a single band with a molecular weight of 45 kDa,
which corresponds to the molecular weight of VP6. No contami-
nant proteins were detected in the gel. The identity of the band was
confirmed as VP6 by Western blot, where a single band of 45 kDa
was detected. No product of degradation of VP6 was observed. The
presence and morphology of VP6 assembled into nanotubes was
confirmed by TEM (Fig. 5). Nanotubes with a diameter of 75nm
and various micrometers in length were observed, confirming the
size distribution determined by DLS. Their structural characteristics
were similar to those previously reported by Lepault et al. [8] and
Plascencia-Villa et al. [10]. The surface lattice of VP6 nanotubes had
aregular hexagonal pattern with the negative stain accumulated in
the center of trimers and along the edges, revealing the structural
consistency of the viral multimeric structures obtained (Fig. 5).
The viral multimeric assemblies of VP6 purified with the down-
stream process described here were only nanotubes with a mean
length of 1460 nm, assuming a spherical particle shape. Their size
was monodisperse and ranged between 900 and 2500 nm (Fig. 3E).
In comparison with TMV and M13 bacteriophage, which are viral

assemblies commonly used as biotemplates, VP6 nanotubes were
over four- and two-fold longer, respectively [25,26].

The purification scheme designed in this work is summarized
in Table 1 and Fig. 1. The overall yield of the purification pro-
cess was 20.5%, which is low compared with purification schemes
designed for individual proteins. It must be considered that only
assembled VP6 was recovered. In comparison with traditional
purification schemes for viral assemblies, the obtained recovery
yield was 4.7 times higher than the best yields reported for ultra-
centrifugation schemes (1.6-4.4%)[11,13]. Furthermore, purity was
increased from 9% in ultracentrifugation schemes to over 95%
obtained in this work. The scheme presented here is suitable for
scale-up and useful for reproducible purification at large-scale
of viral multimeric structures, with a low cost and in a short
process time. Moreover, the same purification scheme can be
implemented to purify other viral multimeric structures produced
in the IC-BEVS with minor adjustments. For example, double-
layered rotavirus-like particles with 75 nm in diameter have been
purified in our laboratory following the same scheme, obtaining as
a product only the desired particles. The obtained VP6 nanotubes
were suitable for functionalization with metals and the produc-
tion of hybrid nanomaterials, as described in Plascencia-Villa et al.
[10].

Fig. 5. Characterization by TEM of purified VP6 nanotubes: (A) 30,000x; (B) 100,000 x. The samples were negatively stained with uranyl acetate.
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4. Conclusions

The development of downstream bioprocesses to obtain viral
macrostructures with high compositional and structural unifor-
mity, with high yields, in short time and with reduced cost is
a challenge that must be solved for the efficient use of viral
macrostructures in several fields. The IC-BEVS offers the advantage
of producing correctly assembled viral multimeric proteins with
high yields. However, it has the disadvantage of the presence of
the baculovirus vector as byproduct. The downstream purification
strategy implemented here was able to process large volumes with
high yields (20.5%), in comparison with traditional time-consuming
schemes. The process has a low cost and can be easily scaled-up, in
contrast to traditional ultracentrifugation schemes. The final qual-
ity and purity was >98% of only correctly assembled VP6 nanotubes.
The structure of the viral multimeric protein was preserved, as con-
firmed by SE-HPLC and DLS analysis during the purification steps
and by TEM of the final product. SE-HPLC and DLS provided com-
plementary information that aided in down-stream process design,
monitoring and quantification. SE-HPLC allowed the detection of
small size structures, while DLS provided information about the
size distribution of macrostructures present in samples. DLS pro-
vides information of size distributions in heterogeneous samples in
short time, which allows immediate process monitoring necessary
for taking opportune decisions.

The purification scheme presented here produced high quality
nanotubes suitable for functionalization with metals, as described
previously [10]. Viral multimeric assemblies formed by rotavirus
VP6 are multifunctional versatile scaffolds for the in situ synthe-
sis of noble metal, magnetic and semiconductor nanoparticles that
remain conjugated over the reactive amino acid residues to produce
integral hybrid nanobiomaterials with high morphological consis-
tency and multiple applications in material sciences and potential
uses in nanomedicine.
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Abstract  Rotavirus VP6 nanotubes are an attractive
option for a recombinant vaccine against rotavirus disease.
Protection against rotavirus infection and an adjuvant
effect have been observed upon immunization with VP6
nanotubes. However, little information exists on how VP6
nanotubes interact with cells and trigger an immune
response. In this work, the interaction between VP6
nanotubes and different cell lines was characterized. VP6
nanotubes were not cytotoxic to any of the animal or
human cell lines tested. Uptake of nanotubes into cells was
cell-line-dependent, as only THP1 and J774 macrophage
cells internalized them. Moreover, the size and spatial
arrangement of VP6 assembled into nanotubes allowed
their uptake by macrophages, as double-layered rotavirus-
like particles also displaying VP6 in their surface were not
taken up. The internalization of VP6 nanotubes was
inhibited by methyl-B-cyclodextrin, but not by genistein,
indicating that nanotube entry is specific, depends on the
presence of cholesterol in the plasma membrane, and does
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not require the activity of tyrosine kinases. The information
generated here expands our understanding of the interac-
tion of protein nanotubes with cells, which is useful for the
application of VP6 nanotubes as a vaccine.

Introduction

Rotavirus causes severe diarrhea in young children and is
responsible for about 40 percent of hospitalizations of
children under the age of five [1]. Efficient live vaccines
against rotavirus are now on the market [2]. However, there
is still a need for recombinant vaccines that are safer and
faster to produce and develop [3]. An excellent alternative
for such a recombinant vaccine is rotavirus VP6, which has
been shown to induce a strong immune response and pro-
vide protection against rotavirus infection [4-6]. VP6
forms the intermediate layer of the rotavirus capsid,
assembling over the nucleocapsid formed by VP2. Even
when VP6 does not induce neutralizing antibodies, it has
been shown that mice immunized with VP6 are protected
against rotavirus infection, as measured by a decrease in
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rotavirus shedding [7, 8]. Protection is conferred by
transcytosis of immunoglobulins through epithelial cells,
where they inhibit viral replication. VP6 also induces a
strong CD4" T-cell response that reduces viral shedding by
the secretion of immune-modulating cytokines such as
IFN-y and IL-17 [9, 10].

When only VP6 is recombinantly expressed, it
assembles into nanotubes, spheres or trimers, depending
on the pH and ionic strength. VP6 nanotubes of several
micrometers in length and 75 nm or 45 nm in diameter
are obtained at pH values between 5.5 and 7 and above
pH 7, respectively. Additionally, icosahedral particles are
observed under acidic pH (3.5-5.5) conditions [11, 12].
Recently, it was observed that VP6 nanotubes have an
adjuvant effect when they are coadministered to mice
with norovirus-like particles, increasing the neutralizing
antibody response against noroviruses [13]. Moreover,
immunization of mice with VP6 nanotubes elicits an
antibody response that correlates with protection against
challenge with rotavirus and confers a higher degree of
protection than immunization with double-layered rota-
virus particles (dIRLP; containing VP2) or VP6 trimers
[14].

The potential of protein nanotubes to induce strong
immune responses has been demonstrated by others. Ghosh
et al. [15] obtained strong humoral responses towards
peptides when they were displayed in the nonstructural
NS1 protein of bluetongue virus, which assembles into
nanotubes. However, no information exists about the
properties of protein nanotubes that make them better
immunogens than other assemblies. Tubular structures
have unique characteristics that can determine their
immunogenicity. The distance between epitopes is differ-
ent than in spherical particles [16], and they have a high
aspect ratio. It has been shown that epitope density affects
IgG responses. When administered to mice, tubular struc-
tures have longer circulation times than spherical particles
[17].

The aim of this study is to understand the interaction of
VP6 nanotubes with cells in vitro in order to obtain
information that explains their high immunogenicity and
adjuvant effect. The study is focused on macrophages,
which are immune modulator cells [18]. It was shown that
VP6 nanotubes selectively enter macrophages. In contrast,
double-layered spherical particles or denatured VP6 did
not enter macrophages. Nanotube internalization was
inhibited by methyl-B-cyclodextrin (MBCD) but not by
genistein, indicating that a high cholesterol concentration
in the cell membrane is needed and that entry does not
require the activity of tyrosine kinases. This work con-
tributes to our understanding of the mechanisms involved
in the high efficiency of VP6 nanotubes as a potential
vaccine.

@ Springer

Materials and methods

Production and purification of VP6 nanotubes
and dIRLP

VP6 nanotubes and dIRLP were produced in an insect cell-
baculovirus expression vector system using High Five®
cells cultured in shake flasks (500 mL). For the production
of nanotubes, cultures at a cell concentration of
0.5 x 10° cells/mL. were infected at a multiplicity of
infection (MOI) of 0.1 plaque forming units (pfu)/cell with
a recombinant baculovirus (bacVP6) that contains the gene
of rotavirus VP6 (strain SA11) under the polh promoter
(kindly provided by Dr. S. Lépez, UNAM). Cultures were
harvested 96 h later and centrifuged at 10,000 rpm for
10 min. Culture supernatants were concentrated three times
using a stirred ultrafiltration cell (Amicon, Millipore, USA)
with a cellulose membrane with 30 kDa molecular weight
cutoff (Millipore, USA). The purification process consisted
of anion exchange and gel permeation chromatography in
an AKTA Prime chromatography system (GE Healthcare,
USA) as described previously [19]. The presence and
purity of VP6 were confirmed by SDS-PAGE and western
blotting. The average size of nanotubes was determined by
dynamic light scattering using a Zeta Sizer Nano (Malvern
Instruments, USA) and by electron microscopy. VP6
nanotubes were deposited on a 200-mesh Formvar carbon-
coated copper grid (Electron Microscopy Sciences,
Washington, PA), stained with 1 % uranyl acetate, and
observed in an EM900 Zeiss transmission electron micro-
scope (TEM) operated at 80 kV. Spherical dIRLP com-
posed of VP2 and VP6 rotavirus proteins were produced
using a similar protocol. In this case, culture flasks were
coinfected with recombinant baculoviruses containing the
genes of the rotavirus proteins VP6 and the fusion protein
GFPVP2 (RF, bacGFPVP2, kindly donated by Professor
Cohen, INRA, France), at an MOI of 1 pfu/cell [20].
Purified VP6 nanotubes and dIRLP were quantified using a
Bradford protein assay (Bio-Rad).

Cell culture

CaCo-2, HEK-293 and COS-7 cell lines were grown in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Sigma)
supplemented with 10 % (v/v) fetal bovine serum (FBS,
Invitrogen, USA). The monocyte cell line THP1 and the
macrophage cell line J774 were cultured in Advanced
RPMI Reduced Serum Medium (Gibco, Invitrogen) sup-
plemented with 10 % (v/v) FBS, 2 mM glutamine (Sigma)
and 0.05 mM [B-mercaptoethanol (Sigma). In order to dif-
ferentiate THP1 cells from monocytes to macrophages,
50 ng/mL.  of phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)
(Calbiochem, Merck) was added to the cells 96 h before
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performing the cytotoxicity and internalization experi-
ments. In the case of J774 cells, the same amount of PMA
was added to cells for 48 h to increase their phagocytic
capacity. Cells were cultured at 37 °C in a humidified 5 %
CO, atmosphere. Viability and total cell concentrations
were determined using a hemacytometer (Fullerton, CA,
USA).

Cytotoxicity assays

CaCo-2, HEK-293 and COS-7 cells were seeded in 96-well
plates at a cell concentration of 10* cells/well in DMEM
supplemented with 10 % (v/v) FBS. The following day, the
culture medium was removed and cells were washed with
PBS. Fifty microliters of medium containing different
concentrations of VP6 nanotubes was added to cells and
incubated for 2 h. Viability was measured using an MTT
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl1]-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide, Sigma-Aldrich) assay [21]. Briefly, 10 pL of an
MTT stock solution diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO)
(5 mg/mL) was added to each well. After incubation for
two additional hours at 37 °C, the plates were centrifuged
at 2000g for 10 min. The culture supernatant was removed,
and 50 pL of DMSO was added to the cell pellets. Once the
formazan crystals were dissolved, absorbance at 595 nm
was measured in a plate spectrophotometer (ELx800, Bio-
Tek Instruments Inc.). Cell viability was calculated by
comparing the absorbance of untreated cells (100 % via-
bility) with the absorbance of treated cells.

THP1 and J774 cells were seeded in 96-well plates at a
cell concentration of 2 x 10* cells/well in RPMI supple-
mented with 10 % (v/v) FBS and 50 ng/mL PMA. Ninety-
six hours later for THP1 cells or 48 h later for J774 cells,
the medium was removed and cells were washed twice
with PBS. Different concentrations of VP6 nanotubes in
RPMI were added to cells and incubated for 2 h at 37°C,
and viability was measured as described previously. To
evaluate the cytotoxicity of the endocytosis inhibitors
MBCD (Sigma) and genistein (Sigma) to THP1 and J774
cells, a similar experiment was performed where the
inhibitors, diluted in RPMI, were added to cells and incu-
bated for 2 h.

In vitro uptake of VP6 nanotubes

CaCo-2, HEK-293 and COS-7 cells were seeded at
5 x 10 cells/well in 8-well chamber slides (Lab-Tek® II
CC2TM Chamber Slide, Nunc) and cultured for 24 h in
DMEM containing 10 % FBS (v/v). THPI cells 10° per
well were seeded in 8-well chamber slides in RPMI
containing 10 % FBS (v/v), and 50 ng/mL PMA was
added to induce cell differentiation for 96 h.

Differentiation of J774 cells was induced by treatment
with PMA for 48 h. Cells were washed twice with PBS,
VP6 nanotubes resuspended in serum-free medium at a
concentration of 150 pg/mL were added, and cells were
incubated at 37 °C. As controls, uptake of denatured VP6
or dIRLP was also tested. VP6 was denatured by heating
at 90 °C for 20 min in the presence of 0.5 % SDS and
then diafiltered in RPMI culture medium. After 4 h,
medium was removed and cells were washed twice with
cold PBS, fixed with 4 % formaldehyde in PBS (v/v) for
20 min and permeabilized with 0.2 % sodium deoxycho-
late and 2 % bovine serum albumin (BSA) (m/v) in PBS.
After washing with PBS, cells were incubated with the
monoclonal antibody (MAb) 255/60, which is specific for
a conformational epitope in VP6 trimers [22], followed by
a secondary antibody, a goat anti-mouse polyclonal anti-
body coupled to Alexa Fluor 594 (Invitrogen). The actin
cytoskeleton was stained with phalloidin coupled to Alexa
Fluor 488 (Invitrogen), and the cell nuclei were stained
with SlowFade® Gold antifade reagent with DAPI
(Invitrogen). To assess the uptake of dIRLP, no staining
was used, as VP2 is fused to GFP and can be visualized
directly due to its green fluorescence [23]. Samples were
observed using a Zeiss Axio Observer microscope fitted
with an ApoTome module for generation of optical slice
images (Carl Zeiss, Jena, Germany) using 20x Plan-
Neofluar and 40x Plan-Neofluar objectives. All images
were captured using the same exposure time for each
fluorophore. Image processing was performed using the
Axio Vision Rel 4.8 software (Carl Zeiss). Alternatively, a
confocal Olympus FV1000 microscope was used to visu-
alize cells, and image processing was performed with the
Fiji software [24].

Inhibition of VP6 nanotube uptake by the endocytosis
inhibitors MBCD and genistein

THP1 and J774 cells were seeded in 8-well chamber slides
and treated with PMA as described above. After washing
with PBS, different concentrations of MBCD or genistein
were added to cells, which were then incubated in serum-
free RPMI at 37 °C. Two hours later, the medium was
removed, the cells were washed twice with PBS, and
200 pL of VP6 nanotubes in serum-free RPMI at a con-
centration of 150 pg/mL was added to the wells. After 4 h
at 37 °C, the medium was removed; cells were washed
three times with cold PBS and treated for immunostaining
with the anti-VP6 monoclonal antibody as described
before. The actin cytoskeleton was stained with phalloidin
coupled to Alexa Fluor 488 (Invitrogen), and the cell nuclei
were visualized with SlowFade® Gold antifade reagent
with DAPI (Invitrogen).
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Results
Production and characterization of VP6 nanotubes

VP6 nanotubes were purified as described previously [19].
SDS-PAGE, dynamic light scattering (DLS) and trans-
mission electron microscopy (TEM) were used to deter-
mine the size and characteristics of purified nanotubes.
Purified VP6 had purity greater than 95 % (gel not
shown). TEM images showed that VP6 nanotubes had a
diameter of 75 nm, with lengths ranging from 500 nm to
2 um (Fig. 1). Analysis by DLS showed that 87.3 % of
the nanotube population had an average hydrodynamic
diameter of 1073 nm, corresponding to an equivalent
sphere (Fig. 2, peak 1). Two smaller populations with
hydrodynamic diameters above 80 nm were also observed
(peaks 2 and 3). The diameter of the VP6 trimer is 8§ nm
(calculated based on the structure reported in ref. 15).
Therefore, the smaller populations correspond to macro-
molecular assemblies of VP6, and not trimers or mono-
mers. These results are in agreement with previous reports
from our group [19, 25].

Evaluation of the cytotoxicity of VP6 nanotubes

To assess the cytotoxicity of nanotubes in a wide range of
tissues, cell lines of different origin were used. CaCo-2
cells were derived from colon carcinoma, HEK-293 cells
were obtained from human embryonic kidney, COS-7 cells
were derived from the kidney of an African green monkey,
J774 is a macrophage cell line established from a sarcoma
that arose in a BALB/c mouse, and THP1 cells were
derived from peripheral blood of a human male with
monocytic leukemia (http://www.atcc.org). The in vitro
toxicity of VP6 nanotubes was evaluated by incubating
them with the various cell lines for 4 h at 37 °C. Viability
remained above 80 % in all the cell lines tested, even at the
highest nanotube concentration (150 pg/mL, Fig. 3).

Therefore, VP6 nanotubes were not toxic to any of the cell
lines tested here.

VP6 nanotubes are internalized only by macrophages

The internalization of VP6 nanotubes by the cell lines
listed above was assessed using fluorescent immunolabel-
ing and microscopy. VP6 nanotubes were observed
attached to the exterior surface of CaCo-2 and HEK-293
cells, but not of COS-7 cells (Fig. 4, upper panels). How-
ever, no evidence of the intracellular presence of VP6 was
observed when various z planes were examined, indicating
that VP6 was not internalized by these cells. In contrast,
when THP1 or J774 cells were incubated with VP6 nano-
tubes for 4 h, the intracellular presence of VP6 was im-
munodetected in both cell lines (Fig. 4D, F). No red
fluorescence (anti-VP6 antibody) was observed in control
cells incubated with medium without VP6 (Fig. 4E, G).
VP6 was distributed in the cytoplasm of J774 cells mainly
near the plasma membrane (Fig. 4F). In THP1 cells, VP6
was preferentially located in discrete spots in the perinu-
clear region. For comparison, THP1 and J774 cells were
incubated with denatured VP6 (Fig. 5A, B) or with dIRLP
(Fig. 5C, D) for 4 h. dIRLP are icosahedral, have a mean
diameter of 70 nm, and are formed by GFP-VP2 and VP6.
Denatured VP6 was only detected in the outer membrane
of both macrophage cell lines. No intracellular VP6 or
dIRLP was detected, indicating that neither denatured VP6
nor dIRLP was taken up by cells.

The internalization of VP6 nanotubes depends
on the presence of cholesterol in the plasma membrane
and is not influenced by the activity of tyrosine kinases

To investigate the entry route of VP6 nanotubes, two
specific endocytosis inhibitors were used: MBCD and
genistein. The concentration of both inhibitors was deter-
mined based on cytotoxicity studies and was set to

Fig. 1 Transmission electron microscopy of purified VP6 nanotubes. The sample was stained with uranyl acetate. A: Magnification of 7000x.

B: Magnification of 100,000x. Scales are as indicated
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Fig. 2 Size distribution by volume of purified VP6 nanotubes as
measured by dynamic light scattering. The graph shows the volume
percent of each population versus their corresponding size in
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Fig. 3 Viability of CaCo-2, HEK-293, COS-7, THPI and J774 cells
incubated for 4 h with different concentrations of VP6 nanotubes
diluted in serum-free medium. The percentage of cells that were
viable was calculated with respect to the number of cells that were
viable without treatment, defined as 100 %. Error bars indicate the
standard deviation from eight replicate cultures

concentrations that did not affect the viability of THP1 or
J774 cells. While no cytotoxicity was observed at the
MBCD concentrations tested (0.3 to 5 mM), addition of
genistein at concentrations above 200 pM caused a sig-
nificant decrease in viability of THP1 cells (data not
shown). Therefore, MBCD concentrations between 0.3 and
5 mM and genistein at concentrations below 200 ptM were
used for the endocytosis inhibition experiments in both cell
lines.

MPBCD reversibly extracts cholesterol from the plasma
membrane [21]. THP1 cells were incubated for 2 h at
37 °C with a range of concentrations of MBCD (5, 2.5,
1.25, 0.625 and 0.312 mM) diluted in RPMI. VP6

nanometers, assuming a spherical particle shape. The table lists the
average diameter of each population (nm)

nanotubes were then added to the cells and were incu-
bated for an additional 4 h. VP6 was observed inside cells
without MBCD, as well as in cells preincubated with
0.312 and 0.625 mM MBCD (Fig. 6A, B and C, respec-
tively; Online Resource Fig. 1), whereas in cells treated
with 1.25 mM to 5 mM MBCD, the VP6 signal detected
inside THP1 cells decreased as the MBCD concentration
increased. At the highest MBCD concentrations, VP6 was
only observed outside the cells (Fig. 6E, F). Similar to
this observation in THP1 cells, when J774 cells were
preincubated with MBCD, the amount of VP6 inside the
cells decreased as the concentration of MBCD increased
(Fig. 7A to E). The addition of 5 mM MBCD to J774
cells almost completely abolished the red signal corre-
sponding to VP6 (Fig. 7E). The green signal of the actin
cytoskeleton co-localized with the red signal; therefore,
the green signal of the phalloidin-Alexa 488 is shown in
Online Resource Fig. 2.

When THP1 cells were incubated with 50 uM and
100 uM genistein (Fig. 8B and C), no reduction of the
internalization of VP6 nanotubes was observed when
compared with cells without the inhibitor (Fig. 8A).
Nevertheless, the distribution of the actin filaments
(green) changed upon treatment with genistein. They were
dispersed in the cytoplasm, while in untreated THP1 cells,
actin filaments were mainly located near the cell mem-
brane. There was no reduction in the signal derived from
the internalization of VP6 nanotubes when J774 cells
were pretreated with 50, 100 or 200 pM genistein
(Fig. 8E, F and G). The VP6 signal was similar to that
observed in mock-treated cells (Fig. 8D). For J774 cells,
the distribution pattern of the actin filaments remained the
same whether or not the cells were preincubated with
genistein.
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CaCo-2

HEK-293

COos-7

Fig. 4 Internalization of VP6 nanotubes by cells. Panels A, B and C
show CaCo-2, HEK-293 and COS-7 cells, respectively. Panels D to G
show THP1 or J774 macrophages. Cells in panels A, B, C, D and F
were incubated for 4 h with 200 pL of a 150 pg/mL VP6 nanotube
solution in serum-free medium. Cells from panels E and G were

Discussion

VP6 nanotubes have been demonstrated to be excellent
immunogens and more efficient at providing protection
from rotavirus challenge than dIRLP or trimers [14]. In
order to understand this property, the interaction of VP6
nanotubes with cells of different lineages (myeloid, epi-
thelial and fibroblasts-like) was evaluated in in vitro
cultures. First, the cytotoxicity of nanotubes to cells of
various lineages was analyzed. This is of interest, as
tubular structures have been reported to be toxic to cells

@ Springer

incubated with serum-free medium. The presence of VP6 was
detected with an anti-VP6 mouse monoclonal antibody and a goat
polyclonal anti-mouse antibody coupled to Alexa 594 (red). Nuclei
were stained with DAPI (blue). The actin cytoskeleton of macrophage
cells (lower panels) was stained with phalloidin-Alexa 488 (green)

[26-28]. VP6 nanotubes were not toxic to any of the cell
lines tested here, even when it was shown that they
interact with cells.

Further experiments evaluated the ability of cells to
internalize VP6 nanotubes. The mechanism involved in the
specificity of the cellular uptake of polymeric particles is
not well defined, but it is known to depend on the shape
and surface properties of the particles. VP6 nanotubes were
only internalized by cell lines of myeloid origin, indicating
that nanotube uptake was specific. Control experiments
with dIRLP and denatured VP6 showed that uptake was
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Fig. 5 Interaction of denatured VP6 or dIRLP with THPI or J774
cells. A and B: THP1 and J774 cells, respectively, incubated with
200 pL of a 150 pg/mL solution of denatured VP6 for 4 h. The
presence of VP6 was detected with an anti-VP6 mouse monoclonal
antibody and a goat polyclonal anti-mouse antibody coupled to Alexa

specific to nanotubes, as neither of the other forms of VP6
was internalized by macrophage cells. This indicates that
the size and shape of VP6 nanotubes are essential features
that determine their specific uptake by THP1 and J774

594 (red), and the actin cytoskeleton was stained with phalloidin-
Alexa 488 (green). C and D: THPI and J774 cells, respectively,
incubated with 150 pg/mL of dIRLP for 4 h. dIRLP was visualized
using the GFP label in VP2 (green). E and F: THP1 and J774 cells
incubated with RPMI medium. Nuclei were stained with DAPI (blue)

cells. Similar results have been reported for OVA-conju-
gated beads of sizes ranging from 40 nm to 2 pm [29]. It
was shown that larger beads are taken up preferentially by
a macrophage-like subset of antigen-presenting cells. As
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Fig. 6 Influence of MBCD on the internalization of VP6 nanotubes
by THP1 cells. Cells were incubated for 2 hours with different
concentrations of MBCD (A, 0; B, 0.312 mM; C, 0.625 mM; D,
1.25 mM; E, 2.5 mM; F, 5 mM) and then 200 pL of a 150 pg/mL
solution of VP6 nanotubes was added to all wells and incubated for

1oy

another 4 h. The presence of VP6 inside cells was detected using an
anti-VP6 mouse monoclonal antibody and a goat anti-mouse poly-
clonal antibody coupled to Alexa-594 (red). Nuclei were stained with
DAPI (blue), and the actin cytoskeleton was stained with phalloidin-
Alexa 488 (green)

Fig. 7 Influence of MBCD on the internalization of VP6 nanotubes
by J774 cells. Cells were preincubated for 2 h with different
concentrations of MBCD (A, 0; B, 0.625 mM; C, 1.25 mM; D,
2.5 mM; E, 5 mM) and then 200 pL of a 150 pg/mL solution of VP6
nanotubes was added and incubated for another 4 h. VP6 internalized
by cells was detected using fluorescence microscopy with an anti-VP6
mouse monoclonal antibody and a goat anti-mouse polyclonal

macrophages are important immune effector and regulator
cells, our results can explain why the level of serum IgG
raised against VP6 is higher in CD1 mice immunized with

@ Springer

antibody coupled to Alexa-594 (red). Nuclei were stained with DAPI
(blue), and the actin cytoskeleton was stained with phalloidin-Alexa
488 (green). The green signal of the actin cytoskeleton is not shown
because most of the VP6 signal co-localized with it. Images of the
actin cytoskeleton signal are presented in Figure 2 of the online
resources file

VP6 nanotubes than in mice immunized with dIRLP, as
well as the higher protection generated against rotavirus
infection measured as a reduction of viral shedding [14].
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Fig. 8 Influence of genistein on the internalization of VP6 nanotubes
in THP1 (panels A, B and C) and J774 (panels D, E, F and G) cells.
Cells were incubated for 2 h with different concentrations of genistein
(Aand D, 0; B and E, 50 pM; C and F, 100 puM; G, 200 puM) and then
200 pL of a 150 pg/mL VP6 nanotube solution was added and
incubated for another 4 h. The presence of the nanotubes inside the

Macrophages, the only cell type that internalized VP6
nanotubes, are capable of phagocytosing large particles and
cells, but the size of VP6 nanotubes may not be the only
factor that controls their specific internalization by mac-
rophages. The specificity of the cellular uptake of VP6
nanotubes into macrophages is possibly determined by
their interaction with receptors located in the plasma
membrane of the cell. The entry of particles into cells is
mediated by endocytic mechanisms, and a single entity
may use various uptake routes to enter cells [30]. Given the
size of VP6 nanotubes, phagocytosis is probably the route
for their internalization by macrophages. Gualtero et al.
[31] proposed that VP6 interacts with the heat shock

cells was detected using fluorescence microscopy with an anti-VP6
mouse monoclonal antibody and a goat anti-mouse polyclonal
antibody coupled to Alexa-594 (red). The nuclei were stained with
DAPI (blue), and the actin cytoskeleton was stained with phalloidin-
Alexa 488 (green)

cognate protein HSC70, which is involved in rotavirus
entry into cells. HSC70 belongs to the HSP70 family,
which plays key roles in the stimulation of the immune
system. Triantafilou et al. [32] identified HSC70 and
HSC90 as part of a multimeric receptor complex for bac-
terial lipopolysaccharides in innate immune cells. Also,
HSC70 binds specifically to the surface of antigen-pre-
senting cells and is spontaneously internalized by receptor-
mediated endocytosis, allowing the cross-presentation of
peptide antigens [33]. Members of the HSP70 family are
located within lipid rafts in the plasma membrane of cells
[34], and interaction with them may be disrupted by a
decrease of cholesterol in the membrane, as observed here
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when MPBCD was used. Whether HSC70 protein is
involved in the interaction of VP6 nanotubes with macro-
phages remains to be determined.

The two specific inhibitors tested here interfere with two
different endocytic mechanisms. Cholesterol, extracted by
MBCD, has pivotal roles in phagocytosis along with other
components of the cellular membrane [35-37]. That
MBCD inhibited entry of VP6 nanotubes into macrophages
indicates that the presence of cholesterol in the plasma
membrane of THP1 and J774 macrophages, and probably
the grouping of certain receptors within lipid rafts, is
required. In agreement with our results, Nagao and
coworkers [38] reported that the addition of MPBCD
impaired the incorporation of polystyrene latex micro-
spheres (3 um diameter) into J774 cells, indicating that
microspheres were incorporated via lipid-raft-dependent
phagocytosis. The influence of membrane cholesterol on
the phagocytic capacity of J774 macrophages was also
demonstrated by Gatfield and Peters [39]. Depletion of
plasma membrane cholesterol resulted in a 85 to 90 %
reduction of the uptake of Mycobacterium bovis BCG by
J774 cells.

Although the inhibitory activity of the tyrosine kinase
inhibitor genistein on endocytosis has not been fully
characterized, it is proposed that it impairs the recruitment
of dynamin II to the endocytosis site, which participates in
the scission of the endocytic vesicles in clathrin-dependent
and caveolae-dependent endocytosis [21]. It is possible that
the size of VP6 nanotubes impaired their internalization by
clathrin-coated vesicles (200 nm in size) or by caveolae
(50-80 nm). Moreover, J774 cells do not express caveolin
[40]. Therefore, it is not surprising that genistein did not
affect VP6 nanotube uptake. The disperse state of the actin
filaments observed in the cytoplasm of genistein-treated
THP1 cells was probably due to a local disruption of the
actin cytoskeleton. The addition of genistein disrupted the
actin cytoskeleton in THP1 but not in J774 macrophages.
The observation that VP6 nanotubes only entered macro-
phages and that the entry did not occur through clathrin-
coated vesicles or through caveolae suggest that the tubular
form of VP6 was taken up by macrophages.

This work contributes to our understanding of the high
immunogenicity of VP6 nanotubes by providing informa-
tion about their interaction with cells in culture. Our results
suggest that the size of the immunogen and the spatial
distribution of epitopes are relevant for the stimulation of
antigen-presenting cells, as only VP6 nanotubes, and not
dIRLP or denatured VP6, were taken up by macrophages.
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