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INTRODUZIONE

I papillomavirus bovini (BPV) sono un gruppo di virus epiteliotropi di notevole importanza in quanto, oltre a
rappresentare gli agenti eziologici di patologie veterinarie, costituiscono dei validi modelli applicabili allo studio dei
papillomavirus umani e non [1]. Le malattie causate dai BPV hanno un forte impatto economico, poiché gli animali
vengono abbattuti prematuramente a causa del loro deterioramento fisico-funzionale e soprattutto per prevenire la
diffusione della malattia stessa [2]. Per contrastare le problematiche associate a questi agenti biologici, almeno in
ambito umano, ¢ stato allestito e consolidato I’impiego di un vaccino ricombinante basato sulle Virus-Like Particles
(VLPs). Queste strutture simil-virali, prodotte sinteticamente, presentano struttura, morfologia e potere immunogeno
molto simili a quelli del virus parentale [3-5]. L’allestimento di un presidio immunizzante ricombinante per la
papillomatosi bovina, basato sulle capacita autoassemblanti della proteina L1 a formare le VLPs, puo rappresentare una
valida alternativa ai vaccini autogeni, impiegati attualmente per la profilassi.

MATERIALI E METODI

Sono stati progettati due costrutti, in vettore pBACI, contenenti il gene codificante una forma deleta della proteina L1
del BPV1 in fusione con lo Strep-tag II: il primo recante la sequenza nucleotidica della L1 wild-type, il secondo con
sequenza ottimizzata per ’espressione in baculovirus. I baculovirus ricombinanti sono stati ottenuti utilizzando il
FlashBAC™ Baculovirus Expression System (Mirus Bio), seguendo le istruzioni della ditta fornitrice. L espressione
della L1 deleta ricombinante in cellule d’insetto Sf21 & stata verificata in Western blot.

RISULTATI

L’amplificazione plasmidica sui ceppi di E. coli TOP10 ha mostrato una differenza nella resa in termini quantitativi tra i
due costrutti. Infatti, il costrutto recante il gene della L1 ottimizzato per il sistema baculovirus & stato prodotto in
quantita superiori rispetto a quello contenente il gene L1 wild-type. Differenze significative sono state osservate anche
in fase di espressione della proteina ricombinate nelle cellule d’insetto. In effetti, il baculovirus ricombinante recante il
gene con i codoni ottimizzati ha prodotto livelli quantitativi della L1 ricombinante decisamente superiori rispetto al
medesimo con il gene wild-type. Infine, le prime indagini sperimentali hanno evidenziato che I’anticorpo policlonale
anti-AU1 tag, specifico per la sequenza amino-acidica DTYRYI della L1 del BPV1 (Figura 1A) e il Mab anti-StrepTag
II (Figura 1B) riconoscono una banda proteica di circa 55-60 kDa, in accordo con quanto atteso.

A B
kDa M 1 2 3 1 M 2 3 4
T
250 = . " —
130= -
- Figure 1. Analisi in Western blot della proteina L1 di BPV1 deleta
‘ espressa da baculovirus recante il gene della L1 con sequenza wild-

type (linee 1A e 1B) e del gene con i codoni ottimizzati (linee 2A e
~-- 2B); estratto cellulare di cellule Sf21 non infette (controllo negativo,
- linee 3A e 3 B); proteina LipL32-StrepTag II (controllo positivo del
Mab anti-StrepTag 1I, linea 4); Prestained Protein Ladder marker
(linee M)
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DISCUSSIONI

I risultati ottenuti in merito all’espressione della proteina L1 deleta ricombinante sono stati molto soddisfacenti.
Tuttavia, ulteriori studi sono necessari al fine di valutare le capacita della L1 deleta ricombinante a formare le VLPs e
soprattutto la messa a punto di un protocollo di purificazione capace di preservare le caratteristiche antigenico-
strutturali della L1 prodotta in sistema baculovirus.
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