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ABSTRACT 

 

Viral structural proteins are important therapeutic targets and are being used extensively for designing 

antivirals and vaccines against pathogenic viruses. Engineering of virus-like particles (VLPs), from one 

or more structural proteins from pathogenic viruses is a viable strategy for development of vaccines and 

for studies of the viral life cycle without using live virus. The present work is primarily focused on the 

generation and characterization of quadruple-antigen SARS-CoV-2 VLPs, which can serve as virus 

surrogates for multiple biomedical purposes. VLPs were generated by transient transfection of two 

expression cassettes in adherent HEK293T cells – one cassette containing Mpro for processing of three 

structural proteins (M, E and N), and the second cassette expressing the Spike protein. Further 

characterization revealed that the VLPs retain close morphological and antigenic similarity with the 

native virus, and also bind strongly to the SARS-CoV-2 receptor hACE-2 in an in vitro binding assay. 

Interestingly, the VLPs was found to internalize into U87-MG cells through cholesterol rich domains 

in a dynamin dependent process. Finally, our results showed that mice immunized with VLPs induce 

robust humoral and cellular immune response mediated by enhanced levels of IL-4, IL-17 and IFNγ. 

Taken together, our results demonstrate that VLPs mimic the native virus and induce strong immune 

response indicating possible use of these particles as an alternative vaccine candidate against SARS-

CoV-2. VLPs can also be effective in mapping the initial stages of virus entry and screening of 

inhibitors. In the second part of this work, we have made an effort to structurally analyze the ion-channel 

forming 6K peptide from Chikungunya Virus, which is known to play a major role in viral egress. We 

found that recombinant CHIKV 6K peptide, expressed with a MBP fusion tag, exists primarily as an 

octamer and exhibits membrane interaction activity. The preliminary structural analysis of the in silico 

generated 3D octamer shows similarities with reference free 2D classes of MBP-6K generated from 

cryoEM studies. This presents an opportunity to solve a high-resolution structure that can be utilized to 

design inhibitors specific to Chikungunya Virus 6K, which will inhibit virus assembly and propagation 
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साराांश 
वायरल संरचनात्मक प्रोटीन महत्वपूर्ण चचककत्सीय लक्ष्य हैं और रोगजनक वायरस के खिलाफ एंटीवायरल और 

टीके डिजाइन करने के ललए व्यापक रूप से उपयोग ककए जा रहे हैं। रोगजनक वायरस से एक या एक से अचिक 

संरचनात्मक प्रोटीन स ेवायरस जैसे कर्ों (वीएलपी) की इंजीननयररगं टीकों के ववकास और जीववत वायरस का 

उपयोग ककए बिना वायरल जीवन चक्र के अध्ययन के ललए एक व्यवहायण रर्नीनत है। वतणमान कायण मुख्य रूप 

से चौगुनी-एंटीजन सासण-कोरोना-वायरस-2 वीएलपी के ननमाणर् और ननस्र्पर् पर कें द्रित है, जो कई िायोमेडिकल 

उद्देश्यों के ललए वायरस सरोगेट के रूप में काम कर सकता है। VLPs अनुयाई HEK293T कोलिकाओं में दो 

अलिव्यक्तत कैसेट के क्षखर्क अलिकमणक द्वारा उत्पन्न ककए गए थे - एक कैसेट क्जसमें तीन संरचनात्मक प्रोटीन 

(M, E और N) के प्रसंस्करर् के ललए Mpro होता है, और दसूरा कैसेट स्पाइक प्रोटीन को व्यतत करता है। 

आगे के लक्षर् वर्णन से पता चला कक वीएलपी देिी वायरस के साथ ननकट रूपात्मक और एंटीजेननक समानता 

िनाए रिते हैं, और इन ववट्रो िाइंडिगं परि में SARS-CoV-2 ररसेप्टर hACE-2 से मजिूती से जुड़ते हैं। 

द्रदलचस्प िात यह है कक वीएलपी को िायनालमन पर ननिणर प्रकक्रया में कोलेस्ट्रॉल समदृ्ि िोमेन के माध्यम से 

यू87-एमजी कोलिकाओं में आंतररक रूप से पाया गया था। अंत में, हमारे पररर्ामों से पता चला कक वीएलपी के 

साथ प्रनतरक्षक्षत चूहों न ेआईएल -4, आईएल -17 और आईएफएनγ के िढे हुए स्तरों द्वारा मध्यस्थता से मजिूत 

त्रिदोषन और सलेुलर प्रनतरक्षा प्रनतकक्रया को प्रेररत ककया। एक साथ ललया गया, हमारे पररर्ाम प्रदलिणत करते हैं 

कक वीएलपी देिी वायरस की नकल करते हैं और मजिूत प्रनतरक्षा प्रनतकक्रया को प्रेररत करते हैं जो इन कर्ों के 

संिाववत उपयोग को SARS-CoV-2 के खिलाफ वैकक्पपक वैतसीन उम्मीदवार के रूप में दिाणता है। वीएलपी 

वायरस के प्रवेि के प्रारंलिक चरर्ों और अवरोिकों की जांच के मानचचत्रर् में िी प्रिावी हो सकते हैं। इस काम 

के दसूरे िाग में, हमने चचकनगुननया वायरस से 6K पेप्टाइि िनाने वाले आयन-चैनल का संरचनात्मक रूप स े

ववश्लेषर् करने का प्रयास ककया है, क्जसे वायरल ननकास में एक प्रमुि िलूमका ननिाने के ललए जाना जाता है। 

हमने पाया कक पनुः संयोजक CHIKV 6K पेप्टाइि, क्जसे MBP फ्यूजन टैग के साथ व्यतत ककया गया है, मुख्य 

रूप से एक ऑतटेमर के रूप में मौजूद है और खिपली संपकण  गनतववचि प्रदलिणत करता है। इन लसललको जननत 

3िी ऑतटेमर का प्रारंलिक संरचनात्मक ववश्लेषर् क्रायोईएम अध्ययनों स ेउत्पन्न एमिीपी-6के के संदिण मुतत 

2िी वगों के साथ समानताएं दिाणता है। यह एक उच्च-ररजॉपयूिन संरचना को हल करने का अवसर प्रस्तुत करता 

है क्जसका उपयोग चचकनगनुनया वायरस 6K के ललए ववलिष्ट अवरोिकों को डिजाइन करने के ललए ककया जा 

सकता है, जो वायरस असेंिली और प्रसार को रोक देगा। 
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