UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS
ESCUELA DE CIENCIAS VETERINARIAS

PRODUCCION RECOMBINANTE DEL ANTIGENO HE
(HEMAGLUTININA-ESTERASA) DEL VIRUS DE LA ANEMIA
INFECCIOSA DEL SALMON (ISA) EN LEVADURAS DE LA
ESPECIE Pichia pastoris

Daniela Paz Alejandra Avaria Piccardo

Memoria para optar al Titulo
Profesional de Médico
Veterinatio

Departamento de Ciencias
Biolégicas Animales

PROFESOR GUIA: DR. SERGIO BUCAREY VIVANCO

SANTIAGO - CHILE
2010



Agradecimientos

Quisiera expresar mi profundo agradecimiento a mi profesor guia el Dr. Sergio Bucarey
Vivanco, por brindarme su apoyo, sus siempre Utiles consejos y su incondicional guia
durante todo este proceso, puesto que sin estos elementos, nada hubiese sido posible.
Quiero ademas agradecerle su fe en mi, por darme la oportunidad de realizar tan desafiante
e interesante proyecto. También, quiero expresar mi gratitud hacia el Dr. Leonardo Séenz,
por su colaboracion y guia desinteresada cuando se la solicitaba. Ademas, quiero agradecer
a al equipo que trabajan en el laboratorio Biovetec por toda su colaboracion, especialmente
a Sonia Vidal, por su gran disposicién a ayudar cada vez que era necesario. Se agradece a la
Unidad de Investigacion y Desarrollo de Bioldgicos del Laboratorio Centrovet Ltda, por la
facilitacion de reactivos y material indispensables para el desarrollo de esta memoria.
Deseo agradecer igualmente a mi madre, Cristina Piccardo y a mi padre, Fernando Avaria,
por su incondicional apoyo durante toda esta travesia, por haber compartido conmigo las
alegrias y frustraciones que ello conlleva.

Muchas Gracias.

FINANCIAMIENTO:

Esta memoria conté con el financiamiento del Proyecto Bicentenario PSD 23 de
CONICYT; y Proyecto de Iniciacion en Investigacion VID 1/07, de la Vicerrectoria de
Investigacion y Desarrollo de la Universidad de Chile.



indice

o [ (o [=Tod T 1 1] ] (0L PSPPSR 1
13T [T 2
[ oo (U 1o ol To ] o SRS 5
AV R To T =11 o] [T o U o= SR 6
L 1T 101 (] 1 OSSR 12
ODBJELIVO GENEIAL ... .c.eiiiieie ettt e st e st e esaeeteerbesraenteaneenreas 12
ODjJEtiVOS ESPECITICOS: ...vviviiiieiieie ittt et bbb 12
MaLErialeS Y IMELOUOS: .....vvivierierieieie ettt ettt et sre st e srenbeeraeneeneeneens 13
1- Manipulacion d8 ADN .......cuiiieece e 13
Clonamiento del gen HE del VIFUS ISA. .......ooiiiiiiice e s 13
2- Trasformacion de P. pastoris e induccion de sintesis proteica. ........c.cceevevevvvervenenne 15
3- Analisis de Proteinas ReCOMDINANTES. .........cccvveriiiiiiiiiece e 15
3.1 Determinacion de la concentracion de la proteina total en el sobrenadante de
CUITIVO 1.ttt st e et e e s e e be et eeneesaeeaeeneesreense e 15
3.2 Visualizacion mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y SDS (SDS-
PAGE). ...ttt 16
3.3 Analisis Western blot de los sobrenadantes de cultivos utilizando un anticuerpo
ESPECITICO ANLISHE ... e 16
3.4 ELISA indirecto de sueros de salmones infectados naturalmente. ...............cce.... 17
3.5. Fuente, obtencidn y manipulacion de 10S SUEIOS ..........ccccververierieieieseceeeeieienes 18
4. ANALISIS 08 RESUITAUOS ..ottt 19
Esquema Resumen de ProCediMmiENTOS .........ccvcveieeieiieiie e seeste e sre e sre e eesnes 20
RESUITATOS ...ttt bbb b bbbttt et e b ettt beebeaneeneeneas 22
1- ManipulaCion d& ADN ..ottt 22
Clonamiento del gen HE del VIrUS ISA. ........cveiiiii e 22
2- Transformacion de P. pastoris e induccion de sintesis proteica. ...........ccoceevvvrereeeene. 27
3- Analisis de Proteinas ReCOMDINANTES. .........ccvoiriiiiiiiesesee e 29
3.1 Determinacion de la concentracion de la proteina total en el sobrenadante de
(010 ] LYo SRS P PSRRI 29
3.2 Andlisis mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y SDS-PAGE ........... 30
3.3 Analisis Western blot de los sobrenadantes de cultivos utilizando un anticuerpo
ESPECITICO ANLISHE ... 32
3.4 ELISA indirecto con suero de salmones del Atlantico infectados naturalmente....33
Dol U] (o] SRR 35
(O0] 101 [V TSy To] 1= R 41
BIDHOGIATTA ..o 42
ANBXO Lo 46
AANEXO 2.ttt Rt bt Rt bt e R et et e e R et be e Rt e et e e reeenbe e reeente e 47
F AN 1) o TS T 48
AANBXO 4.t h e b e Rttt e eh et bt e Re e bt e nae e e ne e te e nee e 51



Resumen

La anemia infecciosa del salmoén es una enfermedad que afecta principalmente a los
salmones del Atlantico (Salmo salar) y es causada por el virus ISA (infectious salmon
anemia), el cual pertenece al género Isavirus de la familia Orthomyxoviridae. En Chile fue
detectado por primera vez en salmones del Atlantico en el afio 2007, causando
innumerables pérdidas a la industria salmonera. El virus posee variadas proteinas de
superficie, siendo las més estudiadas la neuroaminidasa, y la hemaglutinina-esterasa (HE).
El gen que codifica para la proteina HE, posee una “region altamente polimoérfica”, la cual
le confiere gran variabilidad entre diferentes aislados del virus ISA. En el presente estudio
se utilizo el gen HE del genotipo viral aislado con mayor frecuencia en Chile (genotipo
EU), el cual fue sintetizado quimicamente y optimizado para ser expresados por levaduras.
El gen HEopt fue subclonado dentro del vector de expresion pPICZa junto a un péptido
sefial de secrecion extracelular, el cual fue integrado al genoma de la levadura Pichia
pastoris por recombinacion homologa. La cepa de la levadura que se obtuvo como
resultado, fue sometida a fermentacion y la cantidad de proteina HE secretada al medio de
cultivo fue medida a través de la técnica de Bradford. Con el fin de corroborar la
especificidad de la inmunorreaccion de las proteinas recombinantes secretadas se realizaron
ensayos Western blot y ELISA, utilizando un anticuerpo especifico anti-ISA y sueros de
salmones infectados naturalmente con el virus, respectivamente. De estos analisis se
concluyd que la proteina recombinante producida y secretada por la cepa de levadura es
especifica y presenta inmunorreactividad positiva. De lo anterior puede inferirse que la
plataforma montada y las proteinas recombinantes producidas en esta memoria serian de
gran utilidad para la futura generacion de técnicas tanto de diagndstico como de control del

virus de la anemia infecciosa del salmén en Chile.



Abstract

Infectious salmon anemia (ISA) is a viral disease that mainly affects farmed
Atlantic salmon (Salmo salar). This disease is caused by the ISA virus, which belongs to
the genus Isavirus, Orthomyxoviridae family. It was first detected in 2007 in farmed
Atlantic salmon of the coast of Chile, causing significant loss to the salmon industry. The
ISA virus possesses many known surface projections; however the neuraminidase and
hemagglutinin-esterase (HE) are the most widely studied. The encoding gene for the HE
protein possesses a "highly polymorphic region”, which confers it great variability among
ISA virus isolates. In this study, the HE gene was used as it is the most frequently isolated
genotype in Chile. The HE gene with a yeast-optimized codon usage was chemically
synthesized. The full length HE-optimized encoding gene of ISA virus was cloned into a
secretory pPICZa vector and then inserted by homologous recombination into Pichia
pastoris genome. The recombinant yeast strain was submitted to a fermentation process and
the amount of secreted protein to the supernatant was measured by the Bradford technique.
To test whether yeast-secreting HE protein possesses the same antigenic properties as the
natural ISA virus HE protein, Western blot and ELISA immunoassays were conducted
using a specific anti-ISA antibody and a natural infected salmon serum, respectively. Both
immunoassays showed a positive result. Consequently, these results suggest that the yeast-
expression system set up in this study and that the recombinant proteins thus produced,
could aid the development of both diagnosis and control techniques for the infectious

salmon anemia disease thus preventing the loss caused by this disease.



Introduccion

El virus de la anemia infecciosa del salmén (ISA, del inglés infectious salmon
anemia), pertenece a la familia Orthomyxoviridae, del género Isavirus. Afecta
principalmente al salmén del Atlantico (Salmo salar) (Vike et al., 2008), pudiendo infectar
a otros miembros de la familia Salmonidae. Sin embargo, se considera altamente
hospedero-especifico, por lo que no representa un riesgo ni para otras especies, ni para la

salud humana.

El virus ISA esta presente en la mayoria de los paises productores de salmon del
Atlantico, tales como Noruega, Canada, Irlanda, Islas Faroe y EUA (Vike et al., 2008). En
Chile se identifico por primera vez en el afio 1999 en el salmon coho (Oncorhynchus
kisutch), sin que los peces presentaran la sintomatologia clésica, sino que una condicion
clinica llamada “Sindrome Icterus” (Godoy et al., 2008). Sin embargo, en el afio 2007 en
un criadero de salmones del Atlantico en Chiloé, se presentd un brote con signologia

concordante con la forma clasica de la enfermedad asociada al virus (Godoy et al., 2008).

Uno de los principales factores de virulencia del virus ISA es la proteina HE
(hemoaglutinina-esterasa), la cual ademas de poseer actividad hemoaglutinina, posee una
actividad acetilesterasa, por lo que se le ha denominado antigeno HE. Esta proteina de
superficie es esencial para la unién del virus a las células del hospedero. El gen que
codifica para ella posee una “region altamente polimorfica” HPR (highly polimorfic
region), dando origen a distintos genotipos virales, los cuales poseen diferentes niveles de

efectos citopaticos (virulencia) (Markussen et al., 2008).

Con la realizaciéon de esta memoria se espera obtener informacion de relevancia
para utilizar esta proteina en el desarrollo de métodos de diagndsticos y control del virus de

la anemia infecciosa del salmé6n en Chile.
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El virus ISA (la sigla que da origen al nombre proviene del inglés infectious salmon
anemia), causa la enfermedad llamada anemia infecciosa del salmén, la cual afecta
principalmente al salmén del Atlantico (Vike et al., 2008), pudiendo infectar a otros
miembros de la familia Salmonidae. Sin embargo, es en los salmones del Atlantico en
quienes se produce la forma clésica de la enfermedad, la cual se manifiesta a traves de
signos tanto externos como internos. Entre los primeros destacan: aumento de mortalidad,
peces letargicos, palidez de branquias (debido a la anemia), hemorragia de la camara
anterior del ojo y exoftalmia. Dentro de los signos internos con mayor relevancia se
describen: congestion intestinal y hepatica, ascitis, petequias en ciegos piléricos y en grasa

visceral.

La produccién de salmones, y en general la mayoria de las producciones, se
caracterizan por tener altas densidades de individuos en poco espacio, si a esto le
adicionamos que la anemia infecciosa del salmon es una enfermedad altamente contagiosa,
se traduce en una situacion ideal para la diseminacion de la enfermedad. Es por esta causa,
mas el gran impacto econdmico que genera la enfermedad, que fue listada como una
enfermedad de notificacion obligatoria por la OIE (Organizacion Mundial de Sanidad
Animal) (Mardones, et al., 2009).

Una vez establecido el virus en una piscicultura, este puede propagarse de jaula en
jaula por varios meses, observandose rangos de mortalidad variable, asi como distintos
grados de afeccion a los peces infectados (Mardones, et al., 2009). En general, se inicia con
expresiones bajas de mortalidad pudiendo aumentar en relacion a las temperaturas del agua
a niveles mas significativos (entre 0,5 a 1%), llegando a mayores tasas de mortalidad

acumuladas en aquellas jaulas infectadas al cabo de algunos meses (Sernapesca, 2008).


http://es.wikipedia.org/wiki/Salmonidae

La transmision del virus ocurre principalmente de forma pasiva por medio del agua
de mar, o bien, por contacto directo entre salmones infectados y sanos en una misma jaula
(Nylund et al., 2006). El virus se propaga esencialmente a través de sangre, mucus,
contenido intestinal y orina de animales infectados, los cuales pueden transmitir el virus
semanas antes de la aparicién de los signos clinicos (Cipriano, 2002). Ademas, el agente
puede sobrevivir y replicarse en peces silvestres, los que actlan como reservorios y
diseminadores del virus. Entre estos se encuentran los arenques del Atlantico (Clupea
harengus), la trucha arco iris (Oncorhyncus mykiss), la trucha café y trucha de mar (Salmo
trutta) (OIE, 2000; Sernapesca, 2008). Adicionalmente se ha observado que la presencia
del vector Caligus sp., denominado comunmente como “piojo de mar”, juega un rol

importante en la diseminacion del virus (Sernapesca, 2008).

El diagnostico se puede realizar en base a los signos clinicos, evidencias
histopatologicas y pruebas moleculares tales como RT- PCR (reverse transcriptase -
polymerase chain reaction) e IFAT (immunofluorescence antibody test) (Godoy et al.,
2008). Actualmente, los métodos de diagnostico para el ISA estan especialmente detallados
y estandarizados internacionalmente para cada condicion de la enfermedad en el “Manual
de pruebas diagnoésticas para animales acuaticos” de la OIE (Manual of diagnostic test for
aquatic animal) (OIE, 2006).



Hasta el dia de hoy, no existe tratamiento médico contra la enfermedad por lo que es
necesario tomar estrictas medidas de profilaxis con el fin evitar la entrada del virus a una
determinada zona. Para enfrentar esta situacion el Servicio Nacional de Pesca (Sernapesca)

ha dispuesto diversas medidas entre las cuales se destacan:

e Eliminacion o cosecha de las jaulas con animales afectados por ISA.

e Delimitacion de zonas de cuarentena y vigilancia.

e Restriccion de movimientos de la zona afectada.

e Estrictas medidas de bioseguridad.

e Condiciones de cosecha y proceso especiales para centros ubicados en las zonas
bajo cuarentena y vigilancia.

e Chequeo de smolt y reproductores.

e Sistemas de desinfeccion de RILES en plantas de proceso.

e Establecimiento de monitoreo y vigilancia permanente de los centros de las zonas
afectadas y otros relacionados con el brote.

e Reporte semanal de mortalidades por parte de los centros de cultivo como elemento
de alerta temprana.

e Adicionalmente los laboratorios de diagndstico y empresas de cultivo deben
reportar de manera inmediata los resultados y cambios clinicos sugerentes de la
enfermedad.

e Realizar una cosecha temprana de los peces, lo que se traduce en una disminucion
de la carga viral.

e Eliminacion de los peces de las balsas-jaula con mortalidad por ISA.

e Los salmones infectados con ISA deben ser procesados en plantas de proceso
autorizadas para ello, puesto que deben contar con sistemas de tratamiento de los
efluentes que sea capaz de eliminar el riesgo de diseminar el virus a otras areas.
Conjuntamente con esto, el Sernapesca y la autoridad maritima, deben ser

previamente informados.



La anemia infecciosa del salmon se ha convertido en una de las enfermedades mas
importantes para la industria del salmon (Mardones et al., 2009). Luego que se detectara
por primera vez en Noruega en el afio 1984 (Vike et al., 2008), el virus se disemind
rapidamente hacia otras partes del mundo, reportandose brotes en Canada en el afio 1996,
Escocia en 1998, Islas Faroe en 1999, Estados Unidos en el afio 2000 y en Chile afectando
por primera vez a los salmones del Atlantico, en el afio 2007 (Godoy et al., 2008). La
enfermedad permanece como endémica en la gran mayoria de estos paises. Sin embargo,
Escocia, es el Unico pais donde se ha logrado su erradicacion (Vike et al., 2008). De
acuerdo al anlisis del genoma viral, se han diferenciado dos genotipos designados segun el
area geogréafica de aislamiento: el genotipo europeo (EU) y el norteamericano (N), (Godoy
et al., 2008; Bouchard et al., 2001).

Chile ocupa el segundo lugar como pais productor de salmones del Atlantico, luego
de Noruega (Mardones et al., 2009) y la presencia del virus ISA ha causado grandes
estragos sobre la industria salmonera del pais. En Chile se detect6 por primera vez en el afio
1999, en el salmon coho, sin que los peces presentaran la sintomatologia clasica, sino que
una condicion clinica llamada “Sindrome Icterus”. Luego de aislar el virus, se demostrd
que pertenecia al genotipo N (Godoy et al., 2008). Por otra parte, en el afio 2007 en un
criadero de salmones del Atlantico en Chiloé, se registraron aumentos repentinos en la
mortalidad de peces que se estaban recuperando de piscirickettsiosis. Basandose en los
signos clinicos, lesiones presentes y pruebas inmunohistoldgicas, se logré confirmar el
diagnostico de ISA virus. Posteriormente, a través de la realizacion de un andlisis genético
mediante PCR y secuenciacion, se determind que correspondia al genotipo EU (Godoy et
al., 2008).

Puesto que la cepa que afecta a los salmones de nuestro pais tiene una estrecha
relacion filogenética con la cepa proveniente de Noruega, adicionado a que en Chile no
existen hospederos naturales, ya que el salmén del Atlantico ha sido introducido desde
diversos paises, entre ellos Noruega; se postula que la propagacién del virus pudo haberse
ocasionado via transmision vertical por medio de embriones infectados provenientes de este

pais, ya que anualmente grandes cantidades son importadas a Chile (Vike et al., 2008).



El virus ISA pertenece a la familia Orthomyxoviridae, del género Isavirus (Godoy
et al., 2008), es un virus ARN envuelto de 45 a 140 nm de didmetro (Cipriano, 2002) con
proyecciones de superficie, las cuales corresponden a una glicoproteina hemoaglutinina-
esterasa (HE), una proteina neuroaminidasa (NA) y una proteina de fusion (F); codificadas

en el segmento 6, 4 y 5 respectivamente (Godoy et al., 2008).

El genoma del virus ISA consiste en 8 fragmentos de ARN negativo de hebra
simple de 1 a 2,4 kb, con un peso molecular total de aproximadamente 14 kb. De todo el
genoma, los marcos de lectura abiertos més estudiados corresponden a ORF6, el cual
codifica para la proteina HE; ORF5, que codifica para la proteina de fusion; ORF4 que

codifica para la NA y ORF2 que codifica para la ARN polimerasa (Clouthier et al., 2002).

La HE es esencial para la union del virus a la célula hospedero. El gen que codifica
para esta proteina posee en una de sus regiones una serie de 35 aminoacidos que varia entre
los distintos aislados del virus, a esta secuencia se le llama “region altamente polimoérfica”
o “HPR” (highly polimorfic region) dando origen a distintos grupos de HPR, los cuales

tienes diferentes niveles de efectos citopaticos. (Devold et al., 2001; Mikalsen et al., 2005).

La produccion de proteinas recombinantes, es decir, que son producidas a partir de
material genético proveniente de distinto origen, permite la modificacion o mantencion de
rasgos conformacionales presentes en la proteina original. Para la produccién de antigenos
virales con fines biotecnoldgicos, es esencial que las proteinas recombinantes resultantes
tengan caracteristicas conformacionales similares a las del virus de campo. Para esto deben
ser producidas, preferentemente, por organismos eucariontes los cuales le otorgaran un

plegamiento y modificaciones postraduccionales adecuadas (Allnutt et al., 2007).
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Ultimamente, las levaduras de la especie Pichia pastoris (P. pastoris) han ofrecido
una plataforma ideal para la expresion de proteinas virales; combinando un alto
rendimiento con la mantencion de las conformaciones y modificaciones quimicas de las
proteinas nativas. Adicionalmente, este sistema posee la capacidad de secretar las proteinas
producidas al medio de cultivo, lo que facilita en gran medida su posterior purificacion

(Sevastsyanovich et al., 2009).

Por esta razon, en esta memoria, fueron utilizadas las levaduras de la especie P.
pastoris como células receptoras, para expresar una version sintética y optimizada del gen
HE proveniente de un aislado nacional del virus ISA, para luego purificar el antigeno
recombinante como proteina de secrecion. Con esto se espera obtener antigenos con
caracteristicas inmunogenicas similares a las presentes en el virus nativo, las cuales podran

ser utilizadas tanto en métodos de diagnostico como de control.

11



Hipdtesis

La expresion del gen HE optimizado del virus ISA en levaduras de la especie P.
pastoris, permitira producir antigeno recombinante como proteina de secrecion, la cual
presentara reactividad frente a un anticuerpo especifico anti-HE y a sueros de salmones

naturalmente infectados.

Objetivo General:

Expresar una versién sintética y optimizada del gen que codifica para el antigeno
HE del virus ISA proveniente del genotipo viral mas cominmente aislado en Chile (EU),
utilizando como ceélula receptora la levadura P. pastoris y posteriormente evaluar la
reactividad del antigeno producido como proteina de secrecién, frente a un anticuerpo

especifico anti-HE y a sueros de animales naturalmente infectados.

Objetivos Especificos:

e Subclonar la version optimizada del gen HE del virus ISA genotipo EU, en el

vector de expresion pPICZa, a partir de un clon ya secuenciado, 16SY.

e Transformar la levadura P. pastoris con la construccion pPICZa::HE vy
optimizar la produccién del antigeno HE en condiciones nativas, como proteina

de secrecion.
e Evaluar la inmunorreactividad de la antigeno HE a través de Western blot y

ELISA indirecto, utilizando un anticuerpo especifico anti-HE y sueros de

salmones naturalmente infectados por ISA virus.

12



Materiales y Métodos:

1- Manipulacion de ADN

Clonamiento del gen HE del virus ISA.

Una version sintética del gen HE cuya secuencia nucleotidica proviene de un
aislado nacional del virus ISA (Base de datos GenBank, nimero de acceso: FJ594332.1),
ha sido optimizado para ser traducido en levaduras. Este gen se encuentra clonado en el
vector pYES2, bajo la denominacion de plasmidio 16SY, el cual esta disponible en el
laboratorio Biovetec. Sin embargo, la plataforma de expresion escogida para esta memoria,
las levaduras de la especie P. pastoris, utilizan como vectores de expresion plasmidios
especificos que posean caracteristicas necesarias para ser expresados eficientemente. Es por
esta razon que el gen HE debi6 ser subclonado en el plasmidio pPICZa. (anexo 1), dado que
posee una serie de propiedades que lo hacen adecuado para ser traducido en esta plataforma

de expresion. Entre estas propiedades se encuentran:

e Poseer un factor a, péptido de sefial que indica a la célula que la proteina producida
debe ser secretada.

e La utilizaciéon del promotor del gen AOX1 (alcohol oxidasa). Este promotor es
sensible a metanol, el cual es utilizado al mismo tiempo por P. pastoris como fuente
de carbono, por ende la presencia de metanol en el medio de cultivo se traduce en
una alta actividad transcripcional desde el promotor del vector y por lo tanto en una
alta expresion de la proteina en estudio.

e Poseer un gen marcador de resistencia a zeocina, lo cual permite una seleccion de

transformacion eficiente.

El plasmidio 16SY fue purificado por medio de lisis alcalina utilizando el “kit Axy
prep plasmid miniprep” (Axygen Bioscience, Union City, CA, EUA) desde la cepa
bacteriana E. coli DH5a, de acuerdo a manual de usuario descrito por el proveedor.

Para subclonar el gen HE en el vector pPICZa (EasySelect™ Pichia Expression Kit,
Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), se procedi6 a liberar el gen HE desde el plasmidio 16SY,
para esto el plasmidio purificado fue digerido utilizando las enzimas de restriccion Xba | y

13



Pst I, bajo los protocolos descritos por los proveedores (New England Biolab, Ipswich,
MA, EUA). Posteriormente, los insertos de alrededor 1kb obtenidos en la seccién anterior,
fueron purificados utilizando el “kit Axy prep DNA gel extraction” (Axygen Bioscience,
Union City, CA, EUA) y posteriormente ligados al vector pPICZa, el cual fue previamente
digerido con las enzimas Xba | y Pst I. A continuacion se realizé la ligacion usando la
enzima T4 ligasa (Fermentas, Burlington, ON, Canadda), de acuerdo al protocolo que se
describe a continuacion. Se adicion6 4 uL de ADN inserto, junto a 3 uLL de ADN plasmidial
completando un volumen final de 10 uL con agua libre de DNAsa. A esta mezcla se le
adicion6 1 pL de T4 ligasa y se incubd a 16 °C por 24 hrs. Con la ligacion ya efectuada, se
procedié a transformar la cepa E. coli DH5a; los clones transformados fueron
seleccionados en medio agar-luria zeocina 25 pg/mL. Posteriormente, para la amplificacion
de las construcciones generadas, las bacterias fueron cultivadas en caldo luria zeocina 25
pg/mL a 37°C durante 20 hrs. La identificacion de los clones especificos se realizo
mediante screening utilizando un método répido de extraccion plasmidial (Beuken et al.,
2005), el cual consistié en sedimentar 50 mL de cultivo bacteriano de cada clon, para
posteriormente lisarlo directamente con 12 ul de una solucién 10% sacarosa 1mM azul de
bromofenol. Posteriormente, el lisado se homogenizé con 12 ul de fenol —cloroformo, y
posteriormente se centrifugé por 10 minutos a 15.000 g, el sobrenadante se sometio a
electroforesis en geles de 1% agarosa TAE. A través del andlisis de la electroforesis fue
posible diferenciar los clones recombinantes de los plasmidios re-ligados, por medio de la

comparacion de sus movilidades electroforéticas con respecto a un plasmidio control.

Subsiguientemente, como prueba confirmatoria, los clones escogidos fueron
digeridos con las enzimas de restriccion correspondientes para la liberacion del inserto de
un peso molecular especifico (1 kb). La electroforesis se Ilevd a cabo en gel agarosa TAE al
1% segun protocolo de rutina (Maniatis, 1982). Se utilizd como estandar la escala de peso
molecular 1 kb “Axygen” (Bioscience, Union City, CA, EUA). La electroforesis se realizé
en una camara horizontal (Bioaxis, Santiago, Chile) a 80 V por 1 hr. Posteriormente, el gel
fue tefiido sumergiéndolo en una solucion de bromuro de etidio por 10 minutos. EI ADN se
visualizo en un transiluminador UV y se fotografié con la camara digital “Canon Power
Shot A650I1S”.
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2- Trasformacion de P. pastoris e induccién de sintesis proteica.

Las levaduras de la especie P. pastoris fueron transformadas con el clon del vector
de expresion que resultd contener el gen HE (pPICZa::HE) usando el método “LiAc/SS
carrier DNA” (Gietz and Woods, 2006). Las colonias transformadas fueron cultivadas en
medio selectivo YPD zeocina (extracto de levadura 10 g/L, peptona bacteriologica 20 g/L,
glucosa 20 g/L y zeocina 25 pg/mL) durante 48 hrs a 30°C. Las colonias recombinantes
fueron transferidas a 10 mL del medio de cultivo YPD vy cultivadas durante toda la noche a
30°C, hasta una densidad oOptica de 0,2 (Densidad optica: DO, absorbancia a 600nm).
Posteriormente, las celulas fueron cosechadas y, luego de ser lavadas dos veces con tampdn
PBS ajustado a pH 7,2, fueron inoculadas en 50 mL de medio de induccion (YPD mas
metanol 20%) y cultivadas a 30°C con agitacion constante hasta una DO final de 0,6. Las
células fueron inducidas durante 72 hrs y luego cosechadas por centrifugacién a 15000 g
durante 15 minutos a 4°C. A continuacién se midié la concentracién proteica del

sobrenadante del cultivo.

3- Analisis de Proteinas Recombinantes

3.1 Determinacion de la concentracion de la proteina total en el sobrenadante de cultivo

Las proteinas recombinantes fueron obtenidas como proteinas de secrecion desde el
sobrenadante del cultivo tal como se describié anteriormente, el cual se dializé contra PBS
y posteriormente se procedié a concentrar por liofilizacion. La concentracion de proteinas
obtenidas fue medida mediante la técnica de Bradford, la cual se basa en la unién
proporcional de la tincion azul de Coomassie G-250 a la proteina total. Se midi6 su
absorbancia a 595 nm y se extrapolé el resultado con muestras estandares de concentracion
conocida con correlacion lineal. En este caso fue utilizado como estandar concentraciones

conocidas de la proteina BSA (bovine serum albumin).
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3.2 Visualizacién mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y SDS (SDS-PAGE).

La proteina recombinante resultante de los pasos anteriores fue separada para su
visualizacion por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) al 12% en condiciones denaturantes siguiendo un protocolo de rutina
(Maniatis et al., 1982). Dicha electroforesis se realiz6 en una camara vertical (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA) a temperatura ambiente a 100 V' y luego a 120 V una vez pasado el gel
concentrador. Se utiliz6 como estandar de peso molecular “Prestained protein marker broad
range” (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). El gel fue tefiido con azul de
Coomassie por 2 hrs con agitacion constante y luego destefiidos con acido acético al 10%.
El gel fue fotografiado en un negatoscopio con una camara digital “Canon Power Shot
A6501S”.

3.3 Anélisis Western blot de los sobrenadantes de cultivos utilizando un anticuerpo

especifico anti-HE

Las proteinas recombinantes HE, fueron sometidas a electroforesis bajo las mismas
condiciones mencionadas anteriormente. A continuacion, fueron transferidas desde el gel a
membranas de nitrocelulosa, bajo un protocolo de rutina durante 120 minutos a 350 mA.
Una vez finalizada la transferencia se bloquearon los sitios de unién inespecificos de la
membrana con una solucion PBT de bloqueo (PBS, Triton 0,05% y leche descremada al
5%) por toda la noche a 4°C. Luego, se incubaron durante toda la noche a 4°C con un
anticuerpo comercial monoclonal (isotipo 1gG2B) anti-HE del virus ISA, producido en
raton (ISA Hemagglutinin-Esterease protein. IgG fraction monoclonal antibody, Austral
Biologicals Inc., California, EUA). La fraccién IgG del anticuerpo monoclonal (clone
8D2/E9), fue obtenida mediante la inmunizacion de ratones con el fragmento N-terminal
purificado de una version recombinante de la HE del virus ISA. La fraccion IgG fue

purificada usando proteina G-Sefarosa

Las membranas fueron lavadas 3 veces con PBT durante 5 minutos y
posteriormente incubadas por 2 hrs a 37°C con anticuerpo secundario anti-lgG de raton
acoplado a inmunoperoxidasa (Jackson Immuno Research Laboratories Inc, West Grove,

PA, EUA) en una dilucion 1:1000 en solucién de bloqueo. Luego se lavo 3 veces durante 5
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min con PBT. En forma paralela, 6 mg de 4-cloro-1-naftol (Pierce, Rockford, IL, EUA)
fueron diluidas en 10 mL de metanol, se toman 5 mL de esta solucion y se le adiciona 45
mL de PBS y 1 mL de H,0, al 3%. En esta solucion fue incubada la membrana durante 15
minutos a temperatura ambiente. Una vez aparecida la coloracién, se lavd con agua
destilada dejando secar sobre un papel filtro. Se fotografié con la cAmara digital “Canon
Power Shot A6501S”.

3.4 ELISA indirecto de sueros de salmones infectados naturalmente.

La proteina recombinante HE producida en levaduras, se diluyd en buffer de
activacion hasta una concentracion final de 100pg/mL. Luego se agregd 100 pL de dilucion
en cada pocillo de una placa de 96 pocillos (MaxiSorp, Nunc, Dinamarca), la cual fue
posteriormente cubierta con parafilm e incubada durante 1 hr a 37°C. A continuacion
fueron blogueados los sitios inespecificos adicionando 200 uL de PBS-Leche descremada
2% durante 2 hrs a 25°C. Posteriormente, se lavé una vez con 200 uL de PBS por pocillo.
A continuacion se realizan diluciones en PBS-Leche descremada 2% de 1/50 y 1/100 de 3
sueros de salmones infectados naturalmente (provistos por Centrovet Ltda.), ajustando a un
volumen final de 100 pL por pocillo. Se agregaron como controles negativos tanto una
dilucion sin suero (PBS-leche descremada 2%), como una dilucion 1:100 con el suero de un
pez que no ha sido enfrentado al virus. Como control positivo se agregé una dilucién 1:100
de un suero de salmon desafiado con el virus ISA (Centrovet Ltda.). Las diluciones se
incubaron durante la noche a 4°C, posteriormente se realizaron dos lavados con 200 uL por
pocillo de PBS-Tween 0,1% y uno con 200 uL por pocillo de PBS 1X. Luego, se incubaron
con 100 pL de dilucién 1/1000 de un anticuerpo anti-lgM de salmoén producido en raton
(mouse anti-salmon IgM; Jackson Immuno Research Laboratories Inc, West Grove, PA,
EUA) en PBS-Leche descremada 2% a 25°C por una hr y seguidamente se realizan dos
lavados con 200 pL por pocillo de PBS-Tween 0,1% y uno con 200 uL 1 por pocillo de PBS
1X. A continuacion los pocillos fueron incubados con 100 pL de dilucion 1/5000 de
anticuerpo anti-IgG de raton acoplado a inmunoperoxidasa en PBS-Leche descremada 2% a
25°C durante una hr, para luego ser lavados dos veces con 200 uL por pocillo de PBS-

Tween 0,1% y una vez con 200 pL por pocillo de PBS 1X.
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Para el revelado se disolvio TMB en DMSO a una concentracion de 1 mg/mL. Se
prepard para cada placa 1 mL de esta solucion con 9 mL de tampdn de revelado y 3 pL
H.0,. El revelado se realizo agregando 100 pL de solucion por pocillo y posteriormente se
espero entre 10 a 20 minutos o hasta observar coloracion amarilla. La reaccion fue detenida
agregando 100 puL de H,SO4 2 M.

Los valores de la DO 450nm fueron medidos usando el equipo “microplate reader”
modelo 680 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).

3.5. Fuente, obtencién y manipulacion de los sueros

Para la obtencion de los tres sueros de salmones infectados naturalmente con el
virus ISA, se utilizaron peces que presentaban signologia clinica concordante con la
enfermedad y positividad de la sangre a través de RT-PCR para el virus ISA (Centrovet
Ltda). El diagnostico definitivo se realiz6 mediante el analisis histopatoldgico de las
lesiones. Como control positivo se utilizé el suero de un salmén desafiado con el virus ISA
(Centrovet Ltda) y como control negativo se utilizd el suero de un pez sin signologia
clinica, el cual fue negativo mediante analisis de RT-PCR para ISA virus (Centrovet Ltda).

Los especimenes utilizados tuvieron un peso de 300 g al momento de la toma de
muestra. La sangre fue sacada de la vena caudal utilizando una jeringa de 1mL, fue
almacenada a 4°C durante 24 hrs y posteriormente centrifugada por 10 minutos a 6000 g. El
sobrenadante que contiene las muestras de suero fue recuperado, decantado y almacenado a
-20°C hasta su uso.

Tanto la manipulacién y mantencion de los peces como la toma de muestra y
analisis molecular e histopatol6gico de éstas, fueros realizados por personal de Centrovet
Ltda, (Santiago Chile).
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4. Analisis de Resultados

Para los ensayos ELISA, los resultados fueron analizados tomando en consideracion
la DO medida a 450 nm de ambos controles negativos y la del control positivo. La prueba
se considerd valida cuando la DO de ambos controles negativos fue menor o igual a 0,2 y la
DO del control positivo fue mayor que 0,25. Los datos se analizaron tomando como valor
la media aritmética de las mediciones +/- las desviaciones estandar obtenidas desde cada

experimento realizado en triplicado.

Los puntos de corte se calcularon como se sefiala a continuacion:
Punto de corte negativo = DO del control negativo < 0,2

Punto de corte positivo = DO del control positivo >0,25

Muestras con DO superiores al punto de corte positivo fueron consideradas con
reactividad positiva contra el antigeno HE. Muestras con DO menores que el punto de corte
negativo fueron consideradas con reactividad negativa y las muestras con DO entre ambos

puntos de corte se consideraron dudosas.

Para el ensayo Western blot, el resultado fue analizado basandose en la presencia
(reactividad positiva) o ausencia (reactividad negativa) de precipitacion del sustrato
cromogénico en la membrana de nitrocelulosa como una banda especifica o bandeo

mdaltiple.
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Esquema Resumen de Procedimientos

1-Manipulaciéon ADN

Clonamiento del gen HE del virus ISA

Purificacion:
Purificacion del clon
pl6SY desde la cepa
E.coli DH5a

Digestion: Digestion:

»| Liberacion de gen HE Linearizacion del
desde plasmidio 16SY plasmidio receptor
utilizando enzimas de PICZo, el cual posee gen
restriccion. de_ _ Tesistencia al

antibiotico zeocina.

Ligacion:
Union covalente entre el gen HE
y plasmidio PICZa.(pPICZa::HE)

A

A 4

Transformacion:
Introduccion de la construccion pPICZa::HE en la cepa bacteriana
E.coli DHSa .

A 4

Seleccién de clones transformados:
Utilizando medio con zeocina, se seleccionaron clones
transformantes.

A 4

Amplificacion Clones transformados:
Aquellas colonias bacterianas que presentaron resistencia a zeocina se
propagaron en caldo Luria con zeocina.

A 4

Identificacién de los clones reales recombinantes
Realizacion de electroforesis para identificar clones positivos.

2-Transformacién P. pastoris e induccion de sintesis proteica

Transformacién Levaduras Cultivo Levaduras Induccion Proteica:
Introduccién vector de expresién
pPICZa::HE en P. pastoris

Cultivo en medio Levaduras son inoculadas
selectivo YPD zeocina. en un medio con metanol.

\ 4
\ 4

\4
Analisis de Proteinas

v v y v
Técnica SDS-PAGE Western ELISA
Bradford blot
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La secuencia nucleotidica del gen HE del genotipo viral de virus ISA aislado con mayor

frecuencia en Chile, fue “codon optimizada” para ser expresada en levaduras de la especie

P. pastoris.
Original 1 ATGCGCTTTCCGAGCATTTTTACCGCGGTGCTGTTTGCGGCGAGCAGCGCGCTGGCGCGC
Optimizada 1 ATGAGATTTCCATCTATTTTTACTGCTGTTTTGTTTGCTGCTTCTTCTGCTTTGGCTAGA

Original 61 CTATGTCTTAGAAACTACCCTGACACCACCTGGTTAGGTGACTCTCGAAGCGATCAGTCC
Optimizada 61 TTGTGTTTGAGAAATTATCCAGATACTACTTGGTTGGGTGACTCCAGATCAGATCAATCA

Original 121 AGAGTGAATCCACAGTCTTTGGATCTGGTGACTGAGTTCAAGGGGGTGCTGCAGGCCAAA
Optimizada 121 AGAGTTAATCCACAATCTTTGGATTTGGTTACTGAGTTCAAGGGTGTTTTGCAAGCTAAA

Original 181 AACGGAAATGGACTTTTGAAGCAGATGAGTGGAAGGTTTCCAAGTGACTGGTACACACCT
Optimizada 181 AATGGTAATGGTTTGTTGAAACAAATGTCTGGTAGATTCCCATCTGATTGGTACACTCCA

Original 241 ACTACAAAGTACCGGATCCTGTACTTGGGAACCAATGACTGCACTGACGGACCTACTGAC
Optimizada 241 ACTACTAAGTACAGAATTTTGTATTTGGGTACTAACGATTGTACTGATGGTCCAACTGAT

Original 301 ATGATCATCCCAACTTCGATGACACTGGACGACGCGGCAAGGGAGCTGTACCTGGGAGCA
Optimizada 301 ATGATTATTCCAACTTCTATGACTTTGGATAATGCTGCTAGAGAATTGTATTTGGGTGCT

Original 361 TGCAGGGGAGACGTGAGAGTGACGCCTACATTTGTGGGAGCAGCAATTGTTGGACTTGTT
Optimizada 361 TGTAGAGGTGACGTTAGAGTTACTCCAACTTTTGTTGGTGCTGCTATTGTTGGTTTGGTT

Original 421 GGACGAACAGACGCAATTACCGGTTTTTCGGTGAAGGTGTTGACTTTCAACAGCTCTACA
Optimizada 421 GGTAGAACTGATGCTATCACTGGTTTTTCTGTTAAGGTTTTGACTTTTAATTCTCCAACT

Original 481 ATTGTGGTGGTGGGCCTGAACGGCATGAGCGGCATTTATAAAGTGTGCATTGCGGCGACC
Optimizada 481 ATCGTTGTTGTTGGTTTGAATGGCATGTCTGGTATCTACAAAGTTTGTATTGCTGCTACT

Original 541 TCTGGGAATGTGGGAGGAGTGACACTTATCAACGGATGCGGATATCTCAACACACCTTTG
Optimizada 541 TCTGGTAATGTTGGTGGTGTTACTTTGATTAATGGTTGTGGTTACTTCAACACTCCATTG

Original 601 AGGTTTGACAATTTCCAAGGACAAATCTACGTGTCAGACACCTTTGAAGTGAGGGGAACC
Optimizada 601 AGATTCGATAACTTCCAAGGTCAAATCTACGTTTCTGATACTTTCGAAGTTAGAGGTACT

Original 661 AAAAACAAGTGTGTTCTGCTAAGATCTTCTAGTGATACGCCTTTGTGTTCACACATCATG
Optimizada 661 AAGAACAAATGTGTITTTGTTGAGATCCTCAAGTGATACTCCATTGTGTTCTCATATCATG

Original 721 AGGAACGTTGAGTTAGATGAGTATGTAGACACACCAAATACAGGGGGTGTTTATCCTTCT
Optimizada 721 AGAAACGTTGAATTGGATGAATACGTTGATACTCCAAACACTGGTGGTGTTTATCCATCT

Original 781 GATGGTTTTGATTCACTACATGGTTCAGCTTCCGTTAGAACGTTCCTCACTGATGCATTG
Optimizada 781 GATGGTTTTGATTCTTTGCATGGTTCTGCTTCTGTTAGAACTTTCTTGACTGATGCTTTG

Original 841 ACATGCCCAGACATTGACTGGAGTAGAATTGATGCTGCTTCGTGTGAATATGACAGCTGC
Optimizada 841 ACTTGTCCAGATATTGATTGGTCAAGAATTGATGCTGCTTCTTGTGAATACGATTCTTGT

Original 901 CCTAAGATGGTTAAAGATTTTGACCAGACAAGCTTAGGTAACACAGACACACTTATCATG
Optimizada 901 CCAAAGATGGTTAAGGATTTCGATCAAACTTCTTTGGGTAACACTGATACTTTGATCATG

Original 961 AGGGAGGTAGCATTGCACAAGGAGATGATCAGTAAACTTCAGAGGAACATCACAGATGTA
Optimizada 961 AGAGAAGTTGCTTTGCATAAAGAAATGATTTCTAAATTGCAAAGAAATATTACTGATGTT

Original 1021 AAAACATCTGTGTTGAGCAACATCTTCATTTCTTAA
Optimizada 1021 AAAACTTCTGTITTTGTCTAATATTTTCATCTCTTAA

Fig. 1 Alineamiento del gen HE original del virus ISA genotipo EU y la version
sintética “codon optimizado” para levaduras. Los codones modificados estan indicados
con color rojo. El gen HE se encuentra clonado dentro del plasmidio pYES2, el cual ha sido
denominado como p16SY
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Resultados
1- Manipulacion de ADN

Clonamiento del gen HE del virus ISA.

Dado que el plasmidio 16SY contiene clonado el gen HE optimizado del virus ISA,
éste debid ser amplificado y purificado desde la cepa bacteriana E. coli DH5a. En forma
paralela se realiz6 la amplificacion y purificacion del plasmidio receptor pPICZa tanto en
sus versiones A como B, desde la misma cepa. La purificacion de ambas moléculas se
verificd por medio de electroforesis en gel de agarosa TAE 1%, la cual revel6 bandas de
distintos tamafos, correspondientes a diferentes grados de enrollamiento plasmidial o
topoisomeros. (Fig.2).

pPICZcx A pPICZaB
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Fig.2 Purificacién y analisis mediante electroforesis en gel agarosa-TAE de los
plasmidios PICZaA, PICZoB y 16SY. Se visualizan bandas de diferente tamafio para
cada una de las muestras, correspondientes a distintos grados de enrollamiento plasmidial.

Posteriormente, se procedié a la digestion del plasmidio 16SY con las enzimas de
restriccion Xba | y Pst | para generar la liberacion del gen HE con extremos cohesivos. Con

la finalidad de obtener el plasmidio en estado lineal con extremos compatibles al gen

22



liberado, el vector pPICZa en su version A fue digerido con las enzimas Xba | y Pst | en
forma paralela. Las enzimas fueron seleccionadas segun su sitio de maltiple clonamiento de

ambos plasmidios de acuerdo a los proveedores (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

Los resultados de la digestion fueron analizados por medio de electroforesis en
geles de agarosa. En el segundo y tercer carril de la figura 3, se observa la digestion del
plasmidio 16SY, exhibiendo una banda en los 6000 pb, concordante con la longitud de
PYES2 linearizado y otra de 1000 pb coincidente el gen HE. En paralelo se analizo la
digestion del plasmidio pPICZa en su version A, donde se observa una banda entre los
3000 y los 4000 pb, concordante con la longitud tedrica de 3600 pb del plasmidio. (Fig.3).
En forma simultanea se realiz6 la digestion del plasmidio pPICZa., en su version B, con las
enzimas EcoR |y Xba | de modo de tener una estrategia de clonamiento alternativa del gen
HE (Dato no mostrado).

ph 1kh L68Y 165Y pPICZa

Fig. 3 Andlisis mediante electroforesis de la digestion del plasmidio 16SY y del
plasmidio PICZa En el segundo y tercer carril se observa el resultado de la digestion del
plasmidio p16SY, realizada con las endonucleasas de restriccion Xba | y Pst I. Las bandas
observadas se encuentran a nivel de los 6000 pb, longitud equivalente al vector pYES2 y
otra banda de aproximadamente 1000 pb, concordante con la longitud del gen HE.

En el tercer carril se observa el resultado de la digestion del plasmidio PICZo en su version
A, en la cual se aprecia una banda entre los 3000 y 4000 pb, longitud concordante con el
peso molecular tedrico de dicho plasmidio. En la primera columna se observa como
estandar, la escala de peso molecular 1kb “New England” (Biolab, Ipswich, MA, EUA).
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A continuacion, se purifico desde el gel la banda correspondiente al gen HE
liberado, y se ligd con el plasmidio pPICZa digerido, utilizando la enzima T4 ligasa. Una
vez obtenido el producto de la ligacién, se procedié a transformar con éste la cepa
bacteriana E. coli DH5a. Este mismo procedimiento se llevo a cabo para la version B del
plasmidio pPICZa, con la salvedad que se utilizaron las enzimas EcoR | y Xba | para

liberar el fragmento y dejar el vector en forma lineal.

Las colonias transformadas fueron seleccionadas en medio agar luria-zeocina dado
que el plasmidio pPICZo contiene un gen de resistencia a este antibidtico. Este
procedimiento hizo posible seleccionar las colonias bacterianas que efectivamente fueron

transformadas por este plasmidio.

Los clones que efectivamente ligaron el gen HE en forma especifica fueron
diferenciados de los clones no recombinantes, mediante su movilidad electroforética en
geles de agarosa. En esta etapa de bldsqueda o screening, se observaron distintos clones
tanto para la versiones A como B del vector pPICZa (Fig.4). Los probables clones
positivos, es decir, que contendrian el gen HE, se encuentran demarcados con amarillo y
presentaron una movilidad electroforética menor a la del plasmidio pPICZa, utilizado como

control negativo (Fig. 4).
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B3 BY B8 B9 BI0BIZE13 Bl4 B15 Bl6 B17 BI8 B19 B20 B21

kb B25 B27 B31 B35 Alé A20 pPIGZa

Fig. 4 Busqueda o screening mediante electroforesis de las distintas colonias
bacterianas transformadas con el fin de seleccionar los clones recombinantes
positivos. . Las muestras rotuladas con amarillo son probablemente positivas y muestran
una banda de alrededor de 1000 pb mas que pPICZa, plasmidio utilizado como control
negativo. La letra mayuscula indica si es PICZa A o B y el nimero indica la colonia
bacteriana. En la primera columna se observa la escala de estandar de peso molecular 1kb
“Axygen” (Bioscience, Union City, CA, EUA).
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Posteriormente, con el propdsito de corroborar los resultados de la electroforesis
realizada para seleccionar los clones (Fig. 4), se digiri6 una muestra, aparentemente,
positiva proveniente de la version A del vector y de la version B, en forma paralela junto a
una muestra, aparentemente, negativa con las mismas enzimas de restriccion utilizadas en
sus respectivos clonamientos. Como resultado (Fig. 5), en las muestras A16 y B3 se puede
observar la liberacion de una banda de una longitud de alrededor 1000 pb consistente con la

longitud del gen HE, lo cual no se observa en la muestra negativa (B9).

lkb Al6 B3 B9

Fig. 5 Andlisis mediante electroforesis de dos muestras positivas y una muestra
negativa en la seleccion de clones. Las muestras son digeridas para corroborar la presencia
del gen HE en el plasmidio PICZa. En la columna donde se encuentran las muestras
aparentemente positivas A16 y B3, de las versiones A y B del vector respectivamente, se
observa una banda de alrededor de los 1000 pb, lo cual no se visualiza en la muestra
negativa, situacion que ratifica los resultados del analisis de clones (Fig. 4). En la primera
columna se observa la escala estdndar de peso estandar 1kb “Axygen” (Bioscience, Union
City, CA, EUA).

Posteriormente, los clones Al6 y B3 fueron escogidos para realizar la

transformacion de la cepa X-33 de las levaduras de la especie P. pastoris.
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2- Transformacion de P. pastoris e induccion de sintesis proteica.
La cepa X-33 de levaduras de la especie P. pastoris, fue transformada exitosamente

con los vectores de expresion que contienen el gen HE, provenientes de los clones A16 y

B3; obteniéndose un gran numero de colonias de levaduras para cada clon (Fig.6).

A16 (1)
Fig. 6 Foto de las colonias de las levaduras transformadas con los clones A16 y B3. Se

observan 3 aislamientos de colonias para la cepa de levadura X-33 transformada con el clon
A16 y un aislamiento de colonias producto de la transformacién de la misma cepa con el

clon B3.
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De la misma manera, la cepa GS115/Albumina de levaduras de la especie P.
pastoris fue aislada, ya que contiene clonado el gen que codifica para un fragmento de la
proteina albumina de bovino (BSA) bajo un vector de expresion. Existen antecedentes que
esta cepa posee la capacidad de secretar altos niveles de BSA al medio, por lo que fue

utilizada como control positivo de secrecion (Fig. 7).

Fig. 7 Foto de un aislamiento de colonias de las levaduras de la cepa GS115/Albumina.
Esta cepa ha sido transformada con el vector de expresién en el cual se encuentra clonado
un fragmento del gen de la albimina bovina (BSA). Esta cepa fue utilizada como control
positivo de secrecidn, por su propiedad de secretar la albimina al medio de cultivo.
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La informacién contenida en los genes del plasmidio pPICZa fue introducida en el
genoma de la levadura por medio de recombinacion homologa, esto fue posible puesto que
tanto el plasmidio como el genoma de la levadura poseen el extremo 5" del gen AOX

(alcohol oxidasa), sitio entre los cuales ocurrio la recombinacién (Fig. 8).

Zoocina

l 5 AOX1or aoxl:: ARG4 TT 3 | [ Genoma Piclia |
S Paox1l Gen HE |TT|—| Zeocina |—| SAOX] aoxl::ARG4 TT 3 |'

Cassette de expresion

Fig. 8 Esquema de recombinacion entre genoma de plasmidio pPICZa. y genoma de la
levadura de la especie P. pastoris. La insercion del plasmidio en el genoma de la levadura
se produce por recombinacién homologa entre los extremos 5 del gen AOX.

3- Analisis de Proteinas Recombinantes

3.1 Determinacion de la concentracidn de la proteina total en el sobrenadante de cultivo

Como resultado de la transformacion de la cepa de levadura P. pastoris X-33 con la
construccion pPICZa::HE se obtuvo un producto de secrecion con una expresion maxima a
las 48 hrs de inducciodn, y un rendimiento de 10,4 gramos de proteina por litro de cultivo
(gr/L). En paralelo fue inducida la cepa GS115/Albdmina con la construccion

pPICZa::BSA, generando 50,6 gr/L.
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3.2 Anélisis mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y SDS-PAGE

Se realiz6 un andlisis SDS-PAGE de los sobrenadantes de cultivos de las cepas de
levaduras transformadas con los clones Al6, B3 y BSA tras 24 y 72 hrs de induccion.
Como resultado se observa que a la hora 24 de induccion existe escaso 0 nulo producto
proteico secretado al medio de cultivo, en los tres clones analizados. Sin embargo, a las 72
hrs de induccidn, el sobrenadante de la cepa GS115/Albdmina presenta una banda de
aproximadamente 33 kDa de gran intensidad, mientras que el sobrenadante de la cepa
transformada con el clon A16 exhibe una banda de aproximadamente 35 kDa de menor
intensidad; pero que es consistente con el peso molecular esperado para la proteina HE del
virus ISA. Por otra parte, en el sobrenadante de la cepa de levadura transformada con el

clon B3 no se observa producto de secrecion (Fig.9).

2O
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Fig. 9 Analisis SDS-PAGE de las proteinas secretadas al medio de cultivo tras 24 y 72
hrs de induccion. En la figura se aprecian los productos de secrecion de las colonias de
levaduras transformadas con los clones BSA, Al6 y B3 respectivamente, a las 24 y 72 hrs
de induccidn. La flecha negra indica un producto de aproximadamente 35 kDa a las 72 hrs
de induccién en el sobrenadante del clon A16. La fecha roja muestra el producto de
secrecion obtenido por la cepa GS115/Albumina, utilizada como control positivo de
secrecion. En la columna donde se encuentra el clon B3 no se exhibe ningun producto de
secrecion.

30



Dado que el clon A16 revel6 resultados consistentes con el peso molecular esperado
para la proteina HE del virus ISA, se realizo un anélisis SDS-PAGE del sobrenadante de
cultivo a las 0, 24, 48 y 72 hrs de induccion con el fin de caracterizar su cinética de
secrecion. Se observa que la secrecion del clon Al6 alcanza un maximo a las 48 hrs,
situacion que se evidencia a través de una banda de mayor intensidad que a las 24 y 72 hrs.
La banda se presenta a nivel de los 35 kDa de peso molecular, consistente con el peso de la
proteina HE. Se incorporo, ademas, el sobrenadante del clon GS115/Albumina a las 72 hrs
de induccion, a modo de control positivo de secrecidn, en la cual se evidencia una banda de

gran intensidad con un peso molecular de aproximadamente 28 kDa (Fig.10).

Fig. 10 Andlisis SDS-PAGE de la cinética de secrecion de la cepa X-33/pPICZa::HE
clon Al16 En la figura se observa el producto de secreciéon a las 0, 24, 48 y 72 hrs de
induccién de las levaduras transformadas con el vector de expresion pPICZa::HE
denominado clon A16. A modo de control positivo de secrecion se incluye el producto de
secrecion de la cepa GS115/Albdmina a las 72 hrs de induccion. Se observa que el méximo
nivel de expresion se alcanza a las 48 hrs, situacion evidenciada por la mayor intensidad de
la banda en relacion a las 24 y 72 hrs.
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3.3 Andlisis Western blot de los sobrenadantes de cultivos utilizando un anticuerpo

especifico anti-HE

Posteriormente, con el fin de determinar la inmunorreactividad de la proteina
presente en el sobrenadante del cultivo de la cepa X-33/pPICZa.::HE clon A16, se procedid
a realizar un ensayo Western blot utilizando un anticuerpo comercial anti-HE del virus ISA
(ISA  Hemagglutinin-Esterease protein. IgG fraction monoclonal antibody, Austral
Biologicals Inc., California, EUA). Para esto se prepararon 2 geles de poliacrilamida SDS-
PAGE con el fin de realizar dos electroforesis simultdneamente. Cada gel fue cargado con
los sobrenadantes precipitados de los cultivos de las cepas X-33/pPICZa::HE, clones A16 y
B3, a las 72 hrs de induccién, ademas a modo de control negativo, se incorporo el
sobrenadante de cultivo de la cepa GS115/Albimina a las 72 hrs de induccion. El primer
gel se tifid directamente con azul de Coomassie, mientras que el segundo gel fue transferido

a una membrana de nitrocelulosa para realizar el inmunoensayo (Fig. 11).

El anticuerpo comercial anti-HE reaccion6 en forma manifiesta sélo en la columna
donde se cargaron las proteinas secretadas por el clon A16. De este resultado se puede
concluir que, la reaccion es especifica para la proteina secretada por el clon Al6, puesto
que en la columna donde se encuentra el clon GS115/Albumina no existe ningun tipo de
reaccion. Ademas, dado que el clon B3 no originé reaccién ni tampoco producto de
secrecién, no existe reaccion al ser enfrentado a los anticuerpos. De este andlisis se
concluyd que el clon Al6, secreta al medio de cultivo el antigeno HE del virus ISA (Fig.
11)
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Fig. 11 Andlisis SDS-PAGE (izquierda) y analisis Western blot (derecha) de
sobrenadantes de cultivos de P. pastoris. Para realizar el ensayo Western blot, el gel SDS-
PAGE fue transferido a una membrana de nitrocelulosa y posteriormente enfrentado a un
anticuerpo comercial anti-HE para ser finalmente detectados mediante un anticuerpo
secundario anti-lgG de raton acoplado a inmunoperoxidasa. Se observa una reaccién
especifica en el carril donde se encuentra la proteina HE producida por el clon Al16, no asi
donde se encuentra el control negativo ni en el carril donde se encuentra B3.

3.4 ELISA indirecto con suero de salmones del Atlantico infectados naturalmente

La prueba de ELISA se realiz6 con sueros de 3 salmones infectados en forma
natural con el virus ISA (Fig. 12). Se muestra como control negativo el suero de un pez que
no ha sido enfrentado al virus y por lo tanto no posee anticuerpos anti-ISA, el cual mostro
equivalencia con la reaccion sin anticuerpo primario (dato no mostrado). La absorbancia
leida a 450 nm del control negativo arroj6 un valor menor a 0,2. Como control positivo se
utilizé un suero de un salmén desafiado con el virus ISA. La DO del control positivo

muestra un resultado mayor a 0, 25.
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En el analisis de ELISA con el suero del primer y segundo pez se observa que
ambas diluciones tienen una DO mayor a 0,25 por lo tanto son consideradas como
positivas. En el caso del tercer pez ambas diluciones tienen una DO mayor que el control
negativo, pero, menor que el control positivo, razén por la cual se considera muestra

dudosa.

Siempre se observo consistencia entre las diluciones utilizadas y el titulo observado,
puesto que la dilucion menor (1:50) posee valores mayores de DO para los tres sueros y la
dilucion mayor (1:100) arroja valores menores de DO para los tres sueros, por lo que

asumimos que la reaccion antigeno-anticuerpo es especifica.
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Fig. 12 Grafico que representa el resultado de la prueba ELISA realizada con el suero
de 3 salmones infectados naturalmente. Los datos corresponden al promedio +/- las
desviaciones estandar de las absorbancias medidas a 450nm obtenidas desde un
experimento representativo realizado en triplicado. Resultados similares fueron obtenidos
desde dos experimentos adicionales.
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Discusién

Eleccién de levadura de la especie P. pastoris

Para la produccion de antigenos virales con fines biotecnologicos, es fundamental
que las proteinas recombinantes resultantes posean caracteristicas conformacionales
similares a las del virus de campo. La expresion de antigenos virales en levaduras es una
técnica frecuentemente utilizada para este proposito (Allnutt et al., 2007; Chen et al.,
2005).

En esta memoria, las levaduras de la especie P. pastoris fueron utilizadas puesto que
poseen grandes ventajas en relacion a otras plataformas de expresién proteica (Cregg et al.,
1993). Por ser organismos eucariontes, son capaces de procesar las proteinas expresadas,
obtener un correcto plegamiento y otorgarle modificaciones postraduccionales; logrando
potencialmente, de esta manera, una mayor semejanza a las proteinas que conforman el
virus en forma natural. Se describe ademas, que pueden ser manipuladas con mayor
facilidad que otras plataformas similares, tales como Saccharomyces cerevisiae. Su cultivo
posee también un menor costo asociado en relacion a otros organismos eucariontes y
habitualmente generan niveles superiores de expresion proteica (Allnutt et al., 2007; Daly y
Hearn, 2005). Otra caracteristica de relevancia es el eficiente reconocimiento, por parte del
sistema de transporte intracelular, de la sefial de secrecion a presente en el vector pPICZa,
en comparacion con otras sefiales de secrecion. De esta manera, esta plataforma permite
que la proteina expresada pueda ser secretada directamente al medio de cultivo, facilitando
en gran medida su posterior purificacion (Sevastsyanovich et al., 2009). Todas estas
caracteristicas hacen de P. pastoris una atractiva plataforma de expresion de proteinas

virales (Cereghino y Cregg, 2000).
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Utilizacion de un gen optimizado

Dado que cada aminoacido puede ser codificado por diferentes codones, los
distintos organismos han desarrollado preferencias en el uso de determinado codon, frente a
otro que codifique para el mismo aminoacido, a esto se le llama “usaje de codones”. Esta
situacion se ve reflejada en una mayor eficiencia en la produccién proteica (Bahir et al.,
2009). En esta memoria se utilizé el gen que codifica para la proteina HE del genotipo viral
aislado con mayor frecuencia en Chile. Con el propdésito de lograr mejores resultados, la
secuencia genética del gen HE fue optimizada para ser expresada por las levaduras. El
marco de lectura abierto del gen HE del virus ISA genotipo EU, fue sintetizado
artificialmente de acuerdo a un usaje de codones optimizado. Para esto, la secuencia
nucleotidica original que codifica para la proteina HE del virus se obtuvo de la base de
datos GenBank (Numero de acceso FJ594332.1) (Godoy et al., 2008), la cual fue retro-
traducida hacia una nueva secuencia nucleotidica, utilizando los codones de preferencia de

las levaduras (Bucarey et al., 2009).

Clonamiento y expresion del gen HE optimizado.

Fue posible clonar el gen optimizado del antigeno HE en los vectores pPICZaA y
pPICZaB, a partir del plasmidio denominado 16SY el cual, ya poseia el gen clonado y
secuenciado. Con el fin de seleccionar los clones derivados de los plasmidios pPICZoA y
pPICZaB, que efectivamente poseian el inserto, se realizd un andlisis utilizando un método
rapido de extraccion plasmidial (Beuken et al., 2005), el cual consiste en lisar el clon
bacteriano directamente con sacarosa-fenol —cloroformo y someter la mezcla digestion a
electroforesis en geles de agarosa. A través del andlisis de la electroforesis (Fig. 4) se
observd que los dos clones analizados derivados del plasmidio pPICZoA y 13 de los 19
clones analizados derivados del plasmidio pPICZaB eran aparentemente positivos, es decir
habian incorporado el gen HE optimizado, situacién evidenciada por una movilidad
electroforética distinta al plasmidio pPICZa vacio, utilizado como control negativo.
Posteriormente, como prueba confirmatoria, fueron digeridos con las enzimas de restriccion
correspondientes, el clon A16 y el clon B3, los cuales representaban a las versiones A 'y B
respectivamente de los plasmidios de expresion utilizados (Fig. 5). Como resultado ambos

clones liberaron un fragmento especifico, consistente con el tamafio esperado del gen HE.

36



Posteriormente, se realiz6 una transformacion de la cepa X-33 de P. pastoris tanto con el
clon A16 como con el clon B3. Esta transformacion fue exitosa, obteniéndose un

importante nimero de colonias para cada clon.

Posterior a la transformacion, la expresion del gen desde el plasmidio, se realiz6
como una proteina de fusion entre el marco de lectura abierto del gen HE y la secuencia o
de secrecion de P. pastoris, lo cual permitiria potencialmente, tanto destinar como purificar

de forma eficiente la proteina recombinante desde el medio de cultivo.

El analisis SDS-PAGE de los sobrenadantes inducidos mostré una proteina de 35
kDa, consistente con el tamafio esperado del antigeno HE del virus ISA, la cual alcanz6 un
maximo de expresion a las 48 hrs de induccién (Fig. 10). Este resultado fue observado
unicamente con la cepa transformada con el plasmidio pPICZa en su version A (clon Al6),
no asi en la cepa generada con la versién B de dicho vector (clon B3). Los distintos
resultados de secrecién obtenidos con los plasmidios pPICZa en sus versiones A o B
podrian ser explicados por qué la construccion genética, realizada en esta memoria, logré
un correcto marco de lectura abierto, en fase, con la sefial de secrecion a, s6lo en plasmidio
pPICZaA, no asi en el pPICZaB. Esta situacion pudo haberse debido a una reaccion de
digestion errénea por parte de las endonucleasas de restriccion utilizadas en el caso del
clonamiento con el plasmidio B, Xba I y EcoR I, pese a que “in silico” estas enzimas logran
una correcta ligacion y posterior lectura del gen HE desde el plasmidio B, esta situacion
pudo no haberse producido en forma experimental. A modo de control positivo de
secrecion, se realiz en paralelo, la induccidon de la cepa de P. pastoris GS115/Albumina, la
cual ha sido transformada con el gen que codifica para un fragmento de la proteina BSA.
Dentro de las propiedades de esta cepa, ese encuentra la de secretar altos niveles de BSA al

medio de cultivo
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El andlisis Western blot, consistente con el resultado anterior, revel6 que al
enfrentar un anticuerpo comercial anti-HE del virus ISA, con los sobrenadantes resueltos en
geles de acrilamida de los cultivos de los clones A16 y B3, se obtenia una reaccion positiva
solo con el clon A16. Este resultado confirma lo observado en anélisis SDS-PAGE y
ratifica que las proteinas recombinantes secretadas por el clon A16 son reconocidas en
forma especifica por el anticuerpo comercial. Esta reaccion fue considerada especifica,
puesto que no se manifiesta al enfrentar el anticuerpo con el producto de secrecion del clon
GS115/Albumina, utilizado esta vez como control negativo. Este clon fue utilizado como
control negativo de inmunorreaccion en el ensayo Western blot, debido a que secreta altos
niveles de una proteina inespecifica (BSA) y posee el mismo fondo genético que la cepas
analizadas, por lo tanto, si los productos de secrecion estudiados son especificos y son
derivacion de la manipulacion genética realizada, los anticuerpos utilizados para el
inmunoensayo deberian reaccionar diferencialmente frente a las proteinas secretadas por

ambas cepas.

Si bien el sobrenadante resuelto de la cepa A16 produjo una inmunomarcacion, ésta
no se revel6 como una banda simple de 35kDa, sino como un bandeo multiple. Este
resultado se podria explicar, ya que, la resolucion alcanzada de esta proteina por medio de
SDS-PAGE fue deficiente, producto probablemente de poseer una estructura terciaria o
cuaternaria compleja, dada por una serie de residuos de cisteina a lo largo de su secuencia
primaria (anexo 2). Puesto que los residuos de cisteina poseen en su estructura un grupo
funcional “tiol” que tiene la propiedad de formar enlaces disulfuro, incrementando su
rigidez y confiriéndoles gran resistencia a la denaturacion. Con el fin de lograr una
resolucion Optima de la proteina, se podria en el futuro, realizar la denaturacion proteica
con mayor concentracion de f—mercaptoetanol, agente reductor de puentes disulfuros, y asi

generar una disminucion de la complejidad molecular (Laemmli, 1970).
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En segundo lugar, lo que probablemente no permitié conseguir una éptima
resolucion de la proteina por medio de SDS-PAGE, fue que la proteina al ser producida por
un organismo eucarionte, puede poseer modificaciones post-traduccionales alternativas.
Frente a esta hipdtesis, se realizé un analisis bioinformatico de su secuencia primaria, la
cual reveld la presencia de dos potenciales sitios de glicosilacién (anexo 3) y veinticuatro
potenciales sitios de fosforilacion (anexo 4). Lo que sugiere que posee gran cantidad de
sitios potenciales a sufrir cambios post-traduccionales, los cuales le otorgarian movilidades
electroforéticas diferenciales. Este resultado es novedoso, ya que, si bien la expresion de
proteinas con actividad hemaglutinina (HA) ha sido probada en levaduras (Wang et al.,
2007), esta memoria plantea por primera vez la expresion de una proteina con actividad

hemaglutinina-esterasa en este tipo de organismos.

Por otra parte, la prueba de ELISA se realizé utilizando suero de tres salmones
infectados con el virus en forma natural. Dos de los tres sueros revelaron un resultado
positivo puesto que su DO fue mayor a 0,25 para ambas diluciones. El tercer suero reveld
un resultado dudoso, puesto que su DO no supera los 0,25, situacion que puede ser
explicada por numerosas razones, una de ellas es un bajo titulo de anticuerpos anti- ISA
producido por mal manejo del suero o bien por causa de alteraciones en el sistema inmune
del pez. Siempre se observé consistencia entre las diluciones utilizadas y el titulo
observado para los tres sueros, por lo que asumimos que la reaccion antigeno-anticuerpo
fue especifica. Por motivos de disponibilidad de muestras, solamente se realiz6 el analisis
del suero de tres peces, sin embargo, mayor nimero de sueros se analizaron con

posterioridad a la realizacion de esta memoria de titulo.
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El resultado positivo obtenido tanto por el analisis Western blot como por la prueba
de ELISA realizada con las proteinas secretadas por la cepa generada, muestran que las
proteinas recombinantes producidas en esta memoria a partir de un gen optimizado
sintetizado quimicamente, son reconocidas por los anticuerpos que han sido generados
tanto en forma artificial en raton, como en forma natural en salmoén enfrentado al virus de
campo. Consecuentemente se puede inferir que, las proteinas originadas en esta memoria,
poseen una secuencia primaria y una conformacion similar a las del virus de campo, siendo

ésta la razén por la que ambos anticuerpos son capaces de reconocerlas.

Utilizacidn de la proteina HE en métodos de prevencién y diagnostico.

En todo sistema de cultivo, especialmente en los sistemas de cultivo intensivos, las
enfermedades infecciosas representan una seria amenaza que requiere la toma de medidas
serias y eficaces. En esta memoria se propone que la expresion y purificacion en la levadura
P. pastoris de la proteina HE, proveniente del genotipo viral aislado con mayor frecuencia
en Chile, puede ser utilizada tanto en estudios seroldgicos de prevalencia en peces sanos
como en el diagnostico de animales que estén cursando con una sintomatologia
concordante con la enfermedad. Ademas, puede ser utilizada en el futuro desarrollo de una
vacuna, la cual seria capaz de generar inmunidad frente al virus que afecta a los salmones
nuestro pais, ayudando asi a prevenir o bien atenuar los efectos que la enfermedad produce
en las plantas de produccién, disminuyendo de esta forma las grandes pérdidas ocasionadas

por el virus de la anemia infecciosa del salmon.

En la presente memoria, se exhiben los resultados obtenidos desde la levadura de la
especie P. pastoris que expresa y secreta el antigeno HE del virus ISA lo cual constituiria
un producto inmunolégico para ser utilizado tanto en métodos diagnodsticos como

profilacticos en una vacuna oral contra el virus ISA.
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Conclusiones

Fue posible subclonar el gen optimizado que codifica para el antigeno HE del
virus ISA en el vector pPICZa A y B. Sin embargo, unicamente el plasmidio

pPICZaA logré el producto de secrecion esperado.

Al transformar la levadura P. pastoris con la construccion pPICZao::HE se
obtuvo una proteina HE recombinante como producto de secrecion, con un
maximo de expresion a las 48 hrs de induccion, y con un rendimiento de

aproximadamente 10,4 gr/L.

En las pruebas Western blot y ELISA se observa que las proteinas
recombinantes HE son inmunorreactivas, puesto que al ser enfrentados tanto a
sueros de salmones infectados en forma natural como con un anticuerpo

monoclonal anti-ISA, producen una reaccion positiva.
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Anexo 1

Esquema de Plasmidio PICZa utilizado como vector de expresion para la
transformacion de las levaduras de la especie P. pastoris.

_pPICZo.

o ocio g TR ey opitopel Gxtis] %)
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Anexo 2

Secuencia aminoacidica predicha del gen HE del virus ISA.
En color rojo se destacan los residuos de cisteina de la proteina (10 residuos) que podrian
potencialmente formar puentes disulfuro.

MREFPSIFTAVLFAASSALARLCLRNYPDTTWLGDSRSDOSRVNPOSLDLVTEFKGVLQAKN
GNGLLKOMSGRFPSDWYTPTTKYRILYLGTNDCTDGPTDMITIPTSMTLDNAARELYLGACR
GDVRVTPTEFVGAAIVGLVGRTDAITGEFSVKVLTENSPTIVVVGLNGMSGIYRKVCIAATSGN
VGGVTLINGCGYEFNTPLREDNEFQGQIYVSDTFEVRGTKNKCVLLRSSSDTPLCSHIMRNVE
LDEYVDTPNTGGVYPSDGFDSLHGSASVRTFLTDALTCPDIDWSRIDAASCEYDSCPKMVK
DFDQTSLGNTDTLIMREVALHKEMISKLORNITDVKTSVLSNIFIS
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Anexo 3

CENTERFOQ

reiococ . NetOGlye 3.1 Server - prediction results

CALSEGQU
ENCEANA . . .
Lv=1=cgs Tlechnical University of Denmark

Hame: Sequence Length: 351

MRFPSIFTAVLFARSSALARLCLENYPOT TWLGDSESDOSRVNPOSLDLVIEFEGVLOAKNGHNGLLEOMSGRFPSDWY TR
TTEYRILYLGTNDCTDGPTDMIIPTSMTLONARRELY LGACRGDVEVTPTEVGAAIVELVERTDAITGE SVEVLTFHSPT
IVVWELNGMSGIYKVC I AATSGNVGGVTL INGCGYFNTPLRFDNEF QG0 IYVEDTFEVRGTENKCVLLESS50TPLCSHIM
BFHVELDEYVDTPNTGGWYPSDGFDSLHGSASVRTFLTDALTCPDIDWSRIDAASCEYDSCPEMVEDFDOTSLGNTOTLIM
FEVALHEEMI SELOENITOVETSVLSNIFIS

............................................... T i it i ais s ass s s anaan
HName S/T Pos G-score I-score ¥/N Comment
Sequence 3 5 0.337 0.033 . -
Segquence T ] 0.320 0.078 . -
Sequence 3 15 0.171 0.035 . -
Sequence 3 1a 0.173 0.029 . -
Sequence T 29 0.326 0.037 . -
Segquence T 30 0.311 0.111 . -
Sequence 3 35 0.203 0.020 . -
Sequence 3 37 0.243 0.027 . -
Seguence 3 40 0.242 0.023 . -
Sequence 3 g 0.173 0.043 . -
Seguence T 51 0.225 0.059 . -
Sequence 3 70 0.179 0.068 . -
Seguence 3 75 0.136 0.03% . -
Sequence T 9 0.218 0.075% . -
Seguence T Bl 0.236 0.029 . -
Sequence T B2 0.251 0.057 . -
Sequence T 91 0.342 0.057 . -
Sequence T a5 0.333 0.070 . -
Seguence T 99 0.279 0.301 . -
Sequence T 105 0.327 0.419 . -
Seguence 3 10 0.203 0.067 . -
Sequence T 108 0.281 0.170 . -
Seguence T 128 0.257 0.68% T -
Sequence T 130 0.264 0.351 . -
Seguence T 143 0.316 0.063 . -
Sequence T 147 0.337 0.052 . -
Sequence 3 150 0.248 0.057 . -
Sequence T 155% 0.309 0.078 . -
Seguence 3 158 0.196 0.055 . -
Sequence T 160 0.261 0.050 . -
Seguence 3 170 0.187 0.032 . -
Sequence T 180 0.1%3 0.242 . -
Segquence 3 181 0.120 0. 081 . -
Sequence T 188 0.1%0 0.037 . -
Segquence T 198 0.158 0.025% . -
Sequence 3 212 0.116 0.110 . -
Sequence T 214 0.173 0.044 . -
Sequence T 220 0.261 0.234 . -
Segquence 3 229 0.183 0.025% . -
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CENTERFQ . s
RBIOLOGI NetNGlyc 1.0 Server - prediction results
hbclécré; Technical University of Denmark

Rsn-Xaa-Ser/Thr seguons in the sequence output below are highlighted in blue.
Bsparagines predicted to be W-glycosylated are highlighted in red.

Output for 'Sequence’

Hame : Seguence Length: 351
MRFPSIFTAVLFAASSALARLCLANYPITTW LGDSRSDOSRVHEFQS LD LV TEF KGVLOAKNGNG LLEQMS GRFP SDW Y TR
TTEYRILYLETHDC TDGE TOMI IPTSMTLDNARRELY LGACRGOVEN TP TFVEAATVGLVGRTDAITEF SVEVLTFHSET
IVVVGLNGMSGIYEVC IAAT SCHVGEGY TLINGCGYFNTP LRFDNF QGO T YV SDTFEVRGTENECVLLESSSDTPLCSHIM
BRVELDEYVDTPRTGGVYESDGFDSLAGSASVRETFLTOALTCPDIDW SRIDAASCEYDSCEFMVEDFDOTSLENTDTLIM
BEVALHEEMISKLORNITIVETSVLSNIFIS

(Threshold=0.5)

SegName Position Potential Jury B-Glyc
agreement result

Sequence 336 WITD  0.6227 {749} +
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Anexo 4

CEMTERFD -
RBIOLOGI NetPhos 2.0 Server - prediction results
IEEARST Technical University of Denmark

351 Sequence

MRFPSIFTAVLEARESALARLCLRNYPDTTWLGDSREDSEVNPQE LOLVIEFEGVLOAKNGNG LLEQOMSGRFPSDWY TR an
TIRYRILYLGTHDCTDGPTOMI IPTEMI LONARREL Y LGACRGIVEVTE TFVEAAIVGELVERTDAI TGF SVEVLTFNSPT 160
I G LHCME G T YRV IAAT SCNVGEVT LINGCEY FNTPLEFDNF OG0 I YVESDTFEVRG TENKCVLLRESEDTPLCSHIM 240
RNVELDEYVDTPNTGEVYPSDGFDELHGEASVRTFLTDALTCPDI DWER IDAAS CEY DS CPEMVEDF DOTSLGNTDTL IM izn
REVALHEEMI SKLOBNITOVKTEVLENIFIS 400
an

160

240

azn

400

Phosphorylation sites predicted: Ser: 11 Thr: 7 Tyr: &

Serine predictions

Hame Pos Context Score Pred
v
Sequence 5 MAFPEIFTA D.042 -
Sequence 15 LEAASSALA D.0D% -
Sequence 16 FARASSALAR 0D.0D4 .
Sequence 35 WLGDERSDD 0.085 *5+
Sequence 37 GCOSRSDQSRE  0.020 -
Sequence 4D REDQSAVME D.A30 *5=*
Sequence 4E VNPQSLDLY D.011 -
Sequence 70 LEQMSGRFE D.77% *5=
Sequence 75 GRFPSDWYT D.277 s
Sequence 10& ITPTSMILD O.048 -
Sequence 150 ITGFSVEVL 0. 754 *5=*
Sequence 158 LTFNSETIV 0.0D& -
Sequence 170 LHCMEGIYK D0.025 -
Sequence lgl IAATSGNVE D.01% s
Sequence 212 QIYVEDIFE D.55% *5¢*
Sequence 225 WLLRSSEDT D.oBD #5+
Sequence 230 LLRSSSDTP D.422 s
Sequence 231 LASESDTPL D.Ad44 *5=*
Sequence 237 TELCSHIME 0.0D& -
Sequence 260 GVYPSDGFD D.19% s
Sequence 265 DEFOSLHGE  D. 430 -
Sequence 269 SLHGSASVRE 0.014 -
Sequence 271 HGSASVRTF D.225 s
Sequence 2pe DIDWSRIDA D.0T70 *5e
Sequence 204 IDARSCEYD D.040 *5=
Sequence 295 CEYDSCP¥EM D.077 s
Sequence 311 FOQTSLGHMT D.0£5 *5e
Sequence 331 KEMISKLQR ©0.0D3 -
Sequence 343 DVETSVLEN D.RS%8 *5=*
Sequence 346 TEVLENIFI 0.30% -
Sequence 351 MIFIS——- OD.00B s
-

Threonine predictions

Hame Pos Context Score Pred
W

Sequence B PEIFTAVLE D.1%91 .

Sequence 29 NYPDTTWLGE O.205 .

Sequence 30 YPOTTWLGD O.55%7 *T*
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Sequence 51 LOLVTEFKEG 0.016
Sequence TS SDWYTPTTE 0.071
Sequence a1 WYTPTTEYR 0. 448 .
Sequence a2 YTPTTHYRI 0. 720 +T*
Sequence 91 LYLGTHMDCT 0. 047
Sequence 495 THNDCTDGEPT 0. 027
Sequence 99 TDGPFTDMII 0. 004
Sequence 105 MIIFTSMTL O.035 .
Sequence 108 PTSMTLDNAR 0O.516 *T+
Sequence 128 DVEVIPTEV 0. 726 *T*
Sequence 130 BVTFTEFVGERE 0.276
Sequence 143 LVGRTDAIT O.012
Sequence 147 TODAITGFSV  0.031
Sequence 155 VEVLTFHSF 0.043
Sequence 160 FHSPTIVVV 0.075
Sequence 180 CIAATSENV 0.103
Sequence 188 VEEVTILING 0. 028 .
Sequence 198 GYFNTPLRF 0.649 *T*
Sequence 214 YVSDTFEVE 0.216 .
Sequence 220 EVRGTHENKC 0.578 +*T*
Sequence 233 S5SSDTPLCS 0. 365
Sequence 251 EYVDTPHNTGE 0. 4%8
Sequence 254 DTPHNTGGVY 0.475
Sequence 274 ASVRTFLTD 0O.011
Sequence 277 ETFLTDALT 0. 186
Sequence 281 TDALTCPDI 0.017 .
Sequence 310 DFDQTSLGN 0.568 *T+
Sequence 315 SLGNTDTLI 0.010
Sequence 317 GHNTDTLIME 0. 089
Sequence 338 QRNITDVET 0. 321
Sequence 342 TOVETSVLS 0. 098
Tyrosine predictions
Name Fos Context Score  Fred
v
Sequence 28 CLENYPDTT 0.077 .
Segquence T8 PSDWYTPTT 0.6819 *y+
SeJquence a4 PTTEYRILY 0.518 *y+
Seguence a8 YRILYLGTH 0. 058
Sequence 117 ARELYLGAC 0.237
Seguence 173 MSGIYKEVCI 0. 044 .
SeJquence 195 HECGYFNTP 0.684 *~yv
Seguence 210 QEQIYVSDT O.587 *y+
Sequence 248 ELDEYVDTE 0.990 +*y«
Seguence 258 TEEVYPSDE 0.142 .
SeJquence 297 ASCEYDSCP 0.569 +~yw
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