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RESUMEN

Los hantavirus son virus envuelios, con un genoma fripartito de RNA
monchebra sentido negativo que infectan humanos. En Chile, desde el afio
1995 se ha descrito la presencia de la especie de hantavirus: Andes (ANDV).
En su membrana de envoltura se encuentra anclada la glicoproteina Gc, la cual
es la encargada de fusionar la membrana viral con la membrana celular,
proceso que permite, la entrada de las ribonucleocapsides virales al citoplasma
celular. Gc comparte caracteristicas con proteinas de fusion clase I, las cuales
poseen un gran ectodominio amino-terminal y estan ancladas a la membrana
viral por un segmento transmembrana. La regién troncal corresponde a la
regidn que comunica el ectodominio con el segmento transmembrana. Estudios
previos identificaron que ésta corresponde a una region de 44 residuos
altamente conservada dentro del género Hantavirus. La caracterizacion de la
regién troncal de ANDV-Gc indicié que posee un alto contenido « helicoidal y
que ademas interactua con membranas modelos. Cémo continuacion, en este
trabajo se planted determinar cudles son los lipidos necesarios para la
interaccién de la regién troncal de la proteina Gc del virus Andes con
membranas. También, se analizd mediante mutagénesis, si esta region es
esencial dentro del proceso de fusion de membranas. Usando un ensayo-de
coflotacion de péptidos andlogos de la regidn troncal con liposomas, se

encontro que sélo fosfatidilcolina es requerida para la interaccion de la region
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troncal con membranas. Por ofra parte, diferentes mutantes de la region troncal
de fueron introducidas en la proteina Gc de ANDV, su expresion y transporte a
la membrana plasmética corroborada y su actividad fusogénica analizada en un
ensayo de fusién célula — célula. La mutante que carece de esta region, asi
como la mutante L414E, perdieron dicha actividad, indicando que esta region es
esencial dentro del proceso de fusiéon de membranas. No se logré detectar la
sintesis de la mutante Gec W441E.

Como continuacion de esta tesis se plantea el generar un mayor nuimero de
sustituciones en la regién troncal y determinar en que etapa dentro del proceso
de fusidn de membranas las mutantes pierden la actividad. Estos estudios
permitiran determinar residuos esenciales dentro de esta region y la funcion de

ésta en el proceso de fusién de membranas.
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ABSTRACT

Hantaviruses are enveloped viruses with a tripartite genome consisting of single
strand negative polarity RNA that to infect humans. In Chile, the presence of the
Andes virus (ANDV) has been described since 1995. In their envelope
membrane the Gc glycoprotein is anchored, which promotes.the fusion between
the viral and the cellular membrane, allowing the entry of the viral
ribonucleocapsids into the cellular cytoplasm. Gec share characteristics with
class Il fusion proteins, which have a large N-terminal ectodomain and is
anchored to the viral membrane through a fransmembrane segment. The stem
region connects the ectodomain with the transmembrane segment. Among the
Hantavirus genus, previous studies indicate that the stem region has 44
residues length and is highly conserved. It was further found that the stem
region of ANDV- Gc has a high « -helical content and that analogous peptides
interact with model membranes. As a continuation, this work aimed to determine
which lipids are necessary for the interaction of the stem region of ANDV-Gc
with model membranes. And if this region is essencial in the Gc membrane
fusion process. Using a cofiotation assay of analogous peptides of the stem
region with liposomes it was found, that only phosphatidilcholine is required for
the interaction with membranes. Further, different mutations of the stem region
were generated into ANDV-Gc, and the synthesis of the mutants and transport
to the plasma membrane tested. Their fusogenic activity analyzed through a
cell-cell fusion assay. Whilst it was not possible to detect the synthesis of the

W441E mutant, the deletion mutant and the L414E mutant lost their fusogenic




activity. This results indicate that the stem region is essential in the membrane
fusion process mediated by Gc.

As a continuation of this thesis it is proposed to generate more residue
substitutions within the stem region and to determinate in which step of the
membrane fusion process the mutants lose their activity. These studies will
allow to identify key residues in this region and to characterizate it's function in

the membrane fussion process.
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1. INTRODUCCION

I.1. Hantavirus

I.1.1- Caracteristicas generales

Los hantavirus son patdégenos humanos que pertenecen a la familia Bunyaviridae y se
encuentran distribuidos a nivel global. Virus de este género persisten en roedores de la
familia Muridae, siendo la via de contagio hacia humanos la inhaiacién de aerosoles
provenientes de heces y saliva de animales infectados. Dos grupos de hantavirus han
sido descritos en base a los severos cuadros clinicos que ocasionan en humanos: los
que producen Fiebre Hemorragica con Sindrome Renal (FHSR) y los que causan
Sindrome Pulmonar por Hantavirus (SPHV). La distribucion espacial de estos dos
grupos virales es diferente. En Europa y Asia las infecciones por hantavirus ocasionan
FHSR, mientras que en América, las infecciones por hantavirus ocasionan SPHV. En
Eurasia las infecciones datan desde los arios 50, en medio de la guerra de Corea, con
la deteccién del virus Hantaan (HTNV). En América, recién en 1993 se describio el
primer caso de infeccién humana por un hantavirus (especie Sin nombre virus, en
EE.UU.) y desde la fecha, se han producido casos a lo largo de todo el continente. En
Chile y Argentina se encuentra presente el virus Andes (ANDV), cuyo primer caso de
infeccion se describié en 1995 (Lopez y cols, 1996). Este virus causa una mortalidad
cercana al 40% y es transmitido por el roedor Oligoryzomys longicaudatus (Levis y col,
1998). A diferencia de infecciones mediadas por otros hantavirus, esta descrito que

ANDV puede ser transmitido de persona a persona (Padula y cols, 1998).




1.1.2- Estructura de! viridn

La familia Bunyaviridae se caracteriza por su organizaciéon genémica de ARN simple
hebra tripartito con polaridad negativa, el cual codifica para cuatro proteinas diferentes:
el segmento de mayor tamafio (L) codifica para una ARN polimerasa dependiente de
ARN (ARNpoi ARNdep); el segmento de menor tamafio (S) codifica para una
nucleoproteina; mientras que el segmento mediano (M) codifica para una proteina
precursora glicosilada: GPC (glycoprotein precursor) la cual es cortada en originando
dos proteinas: Gn y Gc (de acuerdo a su posicidn N- o C- terminal en el precursor).
Estas corresponden a proteinas de superficie y se localizan ancladas en la envoltura
lipidica del virus. De forma general, las glicoproteinas virales son responsables del
reconocimiento del receptor celular y posterior entrada del virus a la célula, mediante la
fusién de la membrana viral con la membrana blanco. En el caso de los hantavirus, Ge
corresponde a la proteina que media la fusién de membranas (Cifuentes y col, 2010;

Tischler y col, 2005).

1.1.3.- Ciclo replicativo de los hantavirus

La replicacion de los hantavirus ocurre en células endoteliales y macrofagos dei
pulmén y/o rifién (revisado por Muranyi y col, 2005). La entrada a la célula huésped
ocurre por reconocimiento de los receptores del tipo integrina a.Bs de la superficie
celular (Gavrilovskaya y col, 1998) y posterior endocitosis mediada por clatrina (Jin y

col, 2002). Durante la maduracién del endosoma, su pH disminuye y aqui es cuando se




fusionan Ja membrana viral con la membrana endosomal, liberandose las
ribonucleocapsides al citopiasma. En el caso del virus Andes, se requiere que el pH del
endosoma sea menor a 5.8, puesto que a este pH Gc se activa, ocasionando de esta
forma la fusién de membranas (Cifuentes-Mufioz y col, 2010). La ARNpol ARNdep
dirige la franscripcién de los genes virales y la replicacion de los tres segmentos
genémicos. Los ARN mensajeros de la nucleoproteina y de la ARNpol ARNdep son
traducidos en el citoplasma, mientras que el ARN mensajero de GPC es franslocado al
lumen del reticulo endoplasmético, donde GPC es cortada originando a Gny Ge (Léber
y col, 2001). Estas son posteriormente transportadas al aparato de Golgi para su
glicosilacién final. Los viriones se forman por yemacion en las membranas del aparato
de Golgi, saliendo de la célula mediante exocitosis; alternativamente, se ensamblan y

yeman desde la membrana plasmatica (figura 1).

"Cuitpo de lnclaaisn

[ 5.7

Figura 1. Ciclo replicativo de los hantavirus. Tomado de Fields, 1996.
Se muestran las diferentes etapas dentro del ciclo replicativo de los hantavirus, desde la unién
al receptor e internalizacién via endocitosis hasta salida de particulas infectivas por exocitosis.




1.1.4.- Tratamiento y prevencion

A la fecha no existe ninguna droga antiviral especifica confra infecciones por
hantavirus. El tratamiento de pacientes con HFSR y HPS esté restringido a
procedimientos de soporte que ayudan a controlar los sintomas. El uso de agentes
anti-virales como ribavirina es ineficiente en pacientes con SPHV (Mertz y col, 2004).
Vacunas de ADN que expresan proteinas estructurales virales también han sido
desarrolladas, a pesar de inducir un alto titulo de anticuerpos neutralizantes en
animales modelos (Hooper y col, 1999; Hooper y col, 1999; Custer y col, 2003), ain no

existe ninguna vacuna comercial contra infecciones por hantavirus.

1.2. Fusion de membranas

1.2.1.- Proteinas de fusion virales

La fusién de la membrana viral con la membrana blanco (membrana endosomal en el
caso de los hantavirus) es una etapa esencial dentro de la infeccion por virus
envueltos, siendo mediada por la proteina de fusién viral. Como la bicapa lipidica es
una esfructura altamente estable, la fusién de membranas es un proceso altamente
endergénico. Se cree que la energia requerida para que ocurra la fusién entre
membranas proviene del cambio conformacional de la proteina de fusion (Kielian &
Rey, 2005). El gatillante de este cambio depende del virus en cuestion, por ejemplo,
para los hantavirus uno de los factores de iniciacion es el bajo pH que se encuenira
dentro del endosoma (Arikawa y col, 1985), mientras que para otros virus, por ejemplo

para el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el inicio de la fusion es gatillado




por la interaccién secuencial con el receptor (CD4) y un co-receptor (CCR5/ CXCR4)

(Gallo y col, 2003).

En base a sus caracteristicas estructurales, tres clases de proteinas de fusién han sido
descritas. Dentro de las proteinas de fusién de clase | se encuentran enire otras: gp41
del VIH, hemaglutinina HA2 del virus de la influenza y GP2 del virus Ebola, poseyendo
todas un alto contenido de hélices a (ver figura 2A) (revisado en Harrison, 2010 y
Kielian & Rey, 2005). En su conformacion pre-fusién, éstas estan formando un
homotrimero, el cual se encuentra en un estado metaestable en la superficie del virion.
Cuando la proteina es activada, sufre un cambio conformacional que termina en un
homotrimero altamente estable. El péptido de fusiéon corresponde a un péptido
helicoidal de caracter anfipatico localizado en el extremo N-terminal. Este se inserta en
la membrana blanco e inicia el proceso de fusion, el cual termina con la formacion de
un poro, conectando los dos compartimentos membranosos (revisado en Galio y col,

2003; Jardetzky & Lamb, 2004 y en Kielian & Rey, 2006).

Proteinas de fusion de clase Il y clase Ill también catalizan la formacién de un poro de
fusién mediante un mecanismo esencialmente similar (Zaitseva y col, 2005), pero sus
estructuras son diferentes a la de clase | (figura 2). Respecto a la proteina Gc de los
hantavirus, existe evidencia que indica que comparte caracteristicas estructurales con
proteinas de fusién de clase Il (Tischler y col. 2005). Los miembros clasicos de
proteinas de fusién clase Il son las proteinas de fusion E del virus Dengue (DENV), del
virus de la encefalitis de la garrapata (TBEV), ambos pertenecientes a la familia
Fiaviviridae, y la proteina E1 del alfavirus Semliki Forest (SFV), perteneciente a la

familia Togaviridae. A pesar de su baja similitud a nivel de secuencia aminoacidica, sus




estructuras secundarias y terciarias son altamente similares (Zhang y col, 2003; Modis
y col, 2004; Gibbons y col, 2004). La estructura de las proteinas de fusion clase |lI
consiste tanto en hélices a y hojas B (figura 2C); formando, al igual que la clase |,
homotrimeros antes y después de la fusion. A esta clase pertenecen las proteinas de
fusion gB del virus herpex simple y G del virus de la estomatitis vesicular (VSV) de las
familias Herpesviridae y Rhabdoviridae, respectivamente (revisado en Weissenhorn y

col, 2007).
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. AN A A
BEATA A VAT A T D s a.” O S8%

Figura 2. Clases de proteinas de fusién virales. Diagrama de cintas para tres ectodominios
en su estado trimérico post-fusién. (A) Clase I: proteina gp41 del VIH. (B) Clase II: proteina E
del virus Dengue. (C) Clase llI: proteina G de VSV. Los péptidos de fusion se indican con un
triangulo negro. Sélo existe informacion cristalografica de los ectodominios, es por eso que no
se muestran ni la regién troncal ni el segmento transmembrana. El triangulo rojo muestra donde
comienza la region troncal (de Weissenhorn y col, 2007).




1.2.2.-Proteinas de fusion clase !

Estructuralmente, las proteinas de fusién de clase Il poseen un gran ectodominio
amino terminal, el cual esta formado por tres dominios globulares compuestos
principalmente por hojas B (ver figura 2B). El dominio 1l contiene el péptido de fusion en
su extremo. A diferencia de las proteinas de fusién de clase |, éste corresponde a una
horquilla anfipatica y no a una hélice anfipatica N-terminal. El dominio | contiene el
extremo N-terminal y conecta al doniinio Il con el dominio Ill. El segmento
transmembrana, localizado al C-terminal ancla la proteina a la membrana viral. El
ectodominio es conectado mediante el dominio I al segmento fransmembrana
mediante una region de tamafio variable denominada region troncal o region pre-
ransmembrana (ver figura 3A) (Kielian, 2008).

A diferencia de las proteinas de fusion de clase 1y clase lll, las proteinas de fusién de
clase |l sufren un cambio oligomérico, pasando de un heterodimero metaestable a un
homotrimero estable (en el caso de los Bunyavirus el heterodimero consiste en Gn-Gc¢
(Hepojoki y col, 2009; Huiskonen y col, 2010). Durante la fusion, las proteinas de fusion
clase 1] se disocian del dimero, se reorientan, pasando de estar paralelas a ubicarse
perpendicularmente respecto a la superficie viral (Gibbons y col, 2004). En esta
posicién pueden insertar el péptido de fusion en la membrana blanco y al encontrarse
paralelas entre si, se permite la trimerizacién. En este momento, el ectodominio
comienza a sufrir una reorganizacion, en el cual el dominio (Il con la region troncal
llegan a desplazarse hasta 40 A hacia una cavidad localizada enire los dominios 1y II.
Al término de esta reorganizacién, el segmento transmembrana se localiza junto al
péptido de fusion, y las membranas se han fusionado formando un poro de fusién (ver

figura 3) (Kielian & Rey, 20086).




[.2.3.- Mecanismo de fusién de membranas

La fusién de dos membranas bicldgicas implica al menos tres etapas: el contacto inicial
entre las dos bicapas, la hemifusién de éstas (estado intermediario en el cual solo las
monocapas exteriores de las bicapas se han fusionado, pero las monocapas internas
se mantienen intactas (ver la membrana de la figura 3D), terminando con la formacion
y expansién de un poro de fusion.

El contacto inicial de las dos bicapas depende de la capa de hidratacién y de que la
sona de contacto se encuentre libre de proteinas. Este establecimiento no es suficiente
para que ocurra la hemifusion de membranas, si no que se requiere energia extra, la
cual puede provenir al inducir un estrés elastico en la membrana (Chernomorkik y
Kozlov, 2003). Las proteinas de fusion ocasionan un cambio en la curvatura de la
membrana al insertar el péptido de fusion, generando estrés elastico en ésta y de esta
forma, promoviendo la hemifusion de las membranas viral y blanco (Chernomordik y
col, 2006).

Para completar la fusién, el intermediario de hemifusion debe transformarse en un
poro que conecta los dos compariimientos membranosos. Modelos matematicos
muestran que, el estrés elastico de curvatura y también de la inclinacién de las
cadenas hidrocarbonadas de los lipidos proporcionan la energia para que se separen
las monocapas externas, generandose asi, el poro de fusién (Chernomorkik y Kozlov,

2003).




Figura 3. Modelo para la fusién de membranas mediada por proteinas de fusién clase Il.
(A) En la superficie del virion se encuentran las proteinas de fusién en su estado pre-fusogénico
en forma de heterodimero. (B) Al activarse se disocian, se relocalizan perpendicularmente
respecto a la membrana insertando el péptido de fusién en la membrana blanco. (C) Al
trimerizar comienza el reordenamiento del dominio Ill y la regién troncal. (D) Debido al
reordenamiento, las membranas comienzan a fusionarse pasando por el estado intermediario
de hemifusién. (E) Formacién de un poro de fusién y estado post-fusion de la proteina. El
dominio | se representa en amarillo; el dominio Il, en rojo; el dominio Ill, en azul; la region
troncal se encuentra trazada verde; el segmento transmembrana es indicado en blanco y el
péptido de fusion es representado por una estrella roja (Tomado de Kielian & Rey, 2006).

1.3. Regiones funcionales dentro de las proteinas de fusion

1.3.1.- Péptido de fusion, segmento transmembrana y region pre-TM/troncal

El mecanismo mediante el cual las proteinas de fusion permiten la formacion de un
poro de fusién es un proceso que involucra diferentes regiones dentro de la misma
proteina. Asi, se ha demostrado, para las proteinas de fusién de retrovirus y

coronavirus (ambas de clase 1), que existen diferentes regiones dentro de ésta que




interactuan con membranas, indicando que podrian tener un roi en el proceso de fusién
viral (Guillén y col, 2005; Moreno y col, 2008). Regiones que generen estrés elastico en
la membrana, tanto viral como blanco, favoreceran la fusion de membranas, por lo que
tanto el péptido de fusion como la region transmembrana son fundamentales para este
proceso (Peisajovich y Shai, 2003). El péptido de fusion, en general, no acepta
mutaciones (revisado por Epand, 2003), y el segmento transmembrana no puede ser
reemplazado por una regién de anclaje periférico a membrana (anclaje de
glicofosfatidilinositol), sino que debe estar presente la secuencia aminoacidica
hidréfoba que atraviesa la membrana (Odell y col, 1997), ademds se requiere que este
segmento posea un largo minimo (Armstrong y col, 2000).

Por otra parte, al analizar las regiones pre-transmembranas (preTM)* de diferentes
familias virales con proteinas de fusién clase | (Retroviridae, Coronaviridae, Filoviridae,
Orthomyxoviridae, Rhabdoviridae) se ha visto que poseen un alto contenido de
aminoacidos aromaticos, en especial, de triptéfanos (Sudrez y col, 2000). Ademas
muesfran una alta tendencia a localizar en interfase membrana/agua y un alto

contenido helicoidal (revisado en Lorizate y col, 2008).

Multiples estudios se han centrado en el segmento preTM de la proteina gp41 del VIH.
Usando péptidos sintéticos anélogos, mediante Resonancia Magnética Nuclear (NMR),
Schilibi y cols (2003) encontraron que esta region forma una hélice o en micelas de
dodecilfosfocolina, donde los residuos aromaticos se localizan en una de las caras de

las hélices. Dada las mediciones de los Efecios Nucleares de Overhauser, postulan

¥ El término pre-transmembrana es aplicado a protelnas de fusién de clase | y troncal, a las de
clase Il y Ill. Ambas hacen referencia a la regién que comunica el ectodominio con el
segmento transmembrana
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que la hélice completa localiza en la interfase de membrana/agua (Schilibi y col, 2001).
Otros estudios han demostrado la capacidad de este péptido analogo de fusionar y
permeabilizar membranas modelos (Suarez y cols, 2000; Saez-Cirion y cols, 2003).
Ensayos similares realizados con segmentros preTM de otras proteinas virales, han
encontrado resultados similares a los de gp41, segmentos pre-transmembrana de GP2
de Ebola virus (Saez-Cirion, 2001), gH del virus Herpes simplex (Galdiero y col, 2007)
también interactian con membranas, induciendo la fusién de liposomas y formacion de
poros en éstos. De ésta forma, el segmento preTM jugaria un rol en la fusién de

membranas, al desestabilizarlas.

Mutaciones del segmento preTM de la proteina gp41 también se han realizado.
Salzwedel y col (1999) aportaron evidencia de que este segmento esta involucrado en
la fusién de membranas, ya que proteinas recombinantes que carecen de esta region
pierden la actividad fusogénica de la proteina sin afectar su maduracién ni transporte.
El mismo fenotipo se observé al sustituir los cinco triptéfanos conservados por alaninas
(W1-5A). Por el contrario, al mutar un friptéfano central por prolina (W672P) no hubo
efecto en la actividad fusogénica (Salzwedel y col, 1999). En resumen, se requiere que
la region preTM de gp41 posea un largo minimo y que los triptdfanos juegan un rol
esencial, posiblemente debido a su alta tendencia a localizar en la interfase
membranal/agua, pero la estructura helicoidal, aparentemente, no es necesaria. Por
ofra parte, también se observé que esta regién se requiere para la incorporacion de la
proteina en los viriones, por lo que podria participar también en la fision de membranas

(Salzwedel y col, 1999).
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Otros estudios mutacionales se han realizado para gp36 del virus de ta
inmunodeficiencia felina (FIV) (clase ) y la proteina G de VSV (clase Ill). Diferentes
particulas virales recombinantes de gp36 con mdltiples mutaciones a los tripiéfanos
conservados de preTM fueron producidas. Todas estas particulas fueron no
replicativas debido a la perdida de la actividad fusogénica (Giannecchini y col, 2004).
En el caso de proteina VSV-G, mutantes que carécen de ésta regiéon también pierden
la actividad fusogénica, sin embargo, la mutacion de residuos aromaticos conservados
no mostré ningun efecto (Jeetendra y cols, 2003). Ademas, al co-expresar la regién
troncal mas el segmento fransmembrana junto con la glicoproteina completa, la
actividad fusogénica de esta ultima era potenciada en hasta 40 veces (Robinson &
Whitt, 2000; Jeetendra y col, 2002). Estos datos indican que, la regién troncal de VSV-
G contribuye a la fusién de membranas y funcionaria como una unidad fusogénica
independiente, sin embargo, los residuos aromaticos conservados no son esenciales

para la fusion de membranas.

En resumen, estudio sobre la region preTM de diferentes virus con proteinas de fusion
de clase | y lll indican que ésta juega un rol en el proceso de fusion de membranas,
mientras que los residuos aromaticos pueden o no ser esenciales dependiendo de la

proteina en cuestion.

1.3.2.- Regién troncal de proteinas de fusion clase

Para proteinas de fusién clase Il existen aun pocos estudios sobre la region froncal, los

cudles se han centrado en flavivirus y alfavirus. Dentro de la familia de los flavivirus, la
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region troncal de la proteina E del virus Dengue, mediante reconstruccién de una crio
microscopia electronica de una particula viral, se encontré que esta formada
probablemente por dos hélices a localizadas en la cara externa de la membrana viral
(Zhang y col, 2003). Mediante analisis mutacionales de la proteina E de TBEV, se ha
visto que la region troncal juega un rol fundamental en la formacién del homotrimero
durante la fusion de membranas (Allison y col, 1999). Un estudio reciente ha
demostrado que la region troncal de la proteina E del virus de la hepatitis C posee una
hélice anfipatica y que mutaciones puntuales dentro de esta region no afectan la
actividad fusogénica de la proteina, si no que existiria una cooperatividad dentro de los

residuos en la fusién de membranas (Albecka y cols, 2011).

E| tnico estudio hasta la fecha que utilizé péptidos analogos para estudiar ei efecto de
esta regién sobre membranas modelos, esta centrado en la proteina E1 del virus de la
hepatitis C, encontrando que también forma una hélice anfipatica, la cual interactia con

membranas, desestabilizandolas (Pérez-Berna, 2008).

Por otra parte, estudios con la proteina E1 de SFV, encontrd gue la secuencia de la
regién troncal no es importante para la actividad fusogénica, puesto que todas las
mutantes sitio dirigidas realizadas mantuvieron la actividad, requiriendo sélo un largo
minimo, independiente de su secuencia (Liac & Kielian, 2006). Hasta la fecha, no se

han realizado estudios con péptidos anélogos de la regién troncal de alfavirus.

Como conclusidn, no existe un consenso general sobre el rol de la regién troncal en

proteinas de fusién de clase Il. Ademas, deniro de las proteinas de fusién de clase Il

esta region muestra gran variacion. Por ejemplo, la de los flavivirus es mucho mas
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estructurada que la de los alphavirus y también de un largo mayor (50 residuos versus
30 residuos aproximadamente). Mayores estudios para determinar la funcion en el

proceso de fusién de membranas de la regién troncal son necesarios.

1.3.3.- Region troncal de la proteina Ge del hantavirus Andes (ANDV-GcSt)

En estudios previos, la region troncal de ANDV-G¢ fue caracterizada (Seminario de
Titulo, Ignacio Mufioz-Ledn, 2008). Tomando un modelo homdlogo para Ge (Tischler y
col, 2005), se identifico ésta como la region que comunica e! dominio I con el
segmento transmembrana. Basado en este andlisis se encontré que corresponde a una
regién de 44 residuos, que ademas se encuentra altamente conservada a lo largo del
género Hantavirus (figura 4A). Modelamiento molecular y dicroismo circular de
péptidos sintéticos demostro que esta region esta probablemente conformada por dos
helices « conectadas: H1 y H2, prediciéndose H2 como una hélice anfipatica (figura
4B). Ademas, se encontré que tanto H1 como H2 interactuan con membranas

artificiales en ensayos de coflotacién de péptidos con liposomas.

Con los antecedentes previamente mencionados, en este trabajo se busca: 1)
determinar cual composicién lipidica permite la interaccion de ANDV-GcSt con
membranas modelos y 2) determinar si esta regiéon es esencial para Ia actividad

fusogénica de Gc.
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Andes virus
Puumala virus
Tula virus
Laguna Negra virus
Choclo virus
Bavou virus

Sin Nombre virus
New York virus
Seoul virus
Thailand virus

Figura 4. Secuencia y Estructura 2D de ANDV-GcSt. (A) Alineamiento mdltiple de regiones
troncales de diferentes proteinas del género Hantavirus. La conservacion se muestra debajo del
alineamiento. Siendo * un residuo idéntico en todas las secuencias analizadas. De color amarillo
se muestran los residuos mas conservados mientras que los menos conservados de color cafe.
(B) Representacién de rueda de H1 (izquierda) y H2 (derecha) de ANDV-GcSt. Residuos se
muestran en su representacién de una letra con un tamafio proporcional a su volumen.
Residuos amarillos = apolares. Residuos azules = cargados positivamente. Residuos rojos =
cargados negativamente. Residuos purpuras = polares sin carga. Alaninas y glicinas se
representan de color gris. Se muestran destacados con * los residuos L414 y W441.
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HIPOTESIS

“La region troncal de la proteina de fusion Ge del virus Andes es esencial para
el proceso de fusidn de membranas virus-célula. Ademas, la interaccidn con

membranas de esta region depende de la naturaleza de los lipidos”

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la region troncal de Gc de ANDV es esencial para el proceso de
fusion de membranas y que lipidos se requieren para la interaccion de esta

regién con membranas modelos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Analizar si péptidos analogos a la regidn troncal se unen a membranas
modelos de diferente composicion

2. Generar diferentes mutaciones en la regién troncal de ANDV-Gc y
comparar la actividad fusogénica de las proteinas Gc mutantes con la

proteina Gc silvestre.
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Il. MATERIALES Y METODOS

I.1.- Interaccién de péptidos andlogos de ANDV-GcSt con membranas
modelos

11.1.1.- Sintesis y marcaje de péptidos

Tres péptidos fueron sintetizados (New England Peptides, pureza >85%). GcSt H1
(413- HLERVTGFNQIDSDKVY-429) correspondiente a la region denominada helice
uno de ANDV-Gc. GeSt H2 (437-TFKCWFTKSGEWLLGILNGN- 456) correspondiente
a la region denominada hélice dos de ANDV-Gc vy GeSt (413
HLERVTGFNQIDSDKVYDDGAPPCTFKCWF TKSGEWLLGILNGN-456)

correspondiente a regién troncal completa de ANDV Gc. Para detectar los péptidos,
estos se marcaron con biotina (Sulfo-NHS-Biotin, Pierce). Se utilizé una relacién molar
péptido/biotina de 25 veces. La reaccion de marcaje transcurrié durante dos horas en
hielo en amortiguador fosfato 10 mM pH 7,0 para GeSt H1y GcSt y en fosfato disodio
dibasico (Na;HPO4) 10 mM pH 8,8 para GcSt H2 por razones de solubilidad del
péptido. El exceso de biotina libre se elimind mediante dialisis contra el mismo
amortiguador usado en el marcaje, para lo cual se utilizé una membrana de dialisis con
corte de 1.000 Da (Spectra/Por 6 Membrane). Para GcSt H2 se dializé contra

amortiguador borato 10 mM pH 9,0.
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ll.1.2.-Preparacion de liposomas

Se prepararon vesiculas grandes unilaminares (LUV’'s) mediante el método de
extrusion (Hope y col, 1985). Liposomas con diferentes composiciones lipidicas fueron
preparados. La mezcla completa de lipidos (la misma que fue utilizada previamente)
consistid en: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, esfingomielina y colesterol (Avanti
Lipids) en una razén de 2:2:2:3 moles. Ademas, fueron preparados liposomas s6lo con
fosfatidilcolina, con fosfatidilcolina y colesterol (razén 2:1 moles) y con fosfatidilcolina,
esfingomielina y colesterol (razén 4:2:3 moles). Debido a la oxidacion rapida que sufren
los lipidos, todo el proceso se hizo bajo un ambiente de nitrogeno. Para marcar los
liposomas se utilizé el fluordforo 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) (Molecular Probes,
Invitrogen) en una relacion de 1: 300 = sonda: lipidos. DPH se solubilizo en cloroformo
y se agregé la cantidad necesaria a la mezcla de lipidos. DPH localiza en la zona
correspondiente a las cadenas hidrocarbonadas y sélo fluorece cuando se encuentra
en un ambiente apolar. Dado que los lipidos se mezclaron en una solucién de
cloroformo, ésta se evapord bajo un ambiente de nitrégeno. Para asegurarse de que la
evaporacion fuera completa, se dejé la mezcla al vacid durante 15 minutos.
Posteriormente se hidrataron los lipidos con tampén HNE (5 mM HEPES, 150 mM
NaCl, 0,1 M EDTA, pH 7,4) y se dejaron reposar durante 30 min. Para formar vesiculas
multilamelares se agitaron durante un minuto. Luego se congelaron/descongelaron
cinco veces. Finalmente, para formar las vesiculas unilaminares de tamafio
homogéneo, se pasaron a través de una membrana de nitrocelulosa de 100 nm

utilizando un extrusor (Avanti Lipids). Este proceso se realizé a 55° C, temperatura

18




superior a la temperatura de cambio de fase de la mezcla de lipidos (Mountcastle y col,

1979).

II.1.3.- Coflotacién de péptidos con liposomas

Para determinar que lipidos son requeridos para que ocurra la interaccion entre
péptidos de la regidén troncal y membranas modelos, se realizaron experimentos de
coflotacion de los péptidos sintéticos antes descritos con liposomas de diferente
composicién. Para esto, se incubd 1 mM de liposomas con 0,1 mM de péptido durante
30 min a 37° C en 360 mL. La muestra se mezclé posteriormente con sacarosa de
forma que tuviese una concentracién final de 40 % p/v en un volumen final de 600 pl.
Sobre ésta, se montd una capa de sacarosa al 25% (3200 ) y sobre ésta, una tercera
capa de sacarosa al 5% (600 pl). Se centrifugd a 237.020 g (Rotor SW 55 Ti swinging
bucket, Beckman) durante 3 h a 4° C. Después de la ultracentrifugacién, los
componentes se localizan en una fase correspondiente a su densidad. Se espera que
los liposomas al ser livianos floten hacia la parte superior del gradiente, mientras que
los péptidos se localicen en la parte inferior. Si los péptidos interactian con liposomas
se espera que estos cofloten a fracciones superiores de menor densidad. Una vez
finalizada la centrifugacién se tomaron multiples fracciones del gradiente desde la parte
superior (menor densidad) hasta la parte inferior (mayor densidad) las cuales fueron

posteriormente analizadas.
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I1.1.4.- Deteccidn de liposomas y péptidos

I.1.4.1.- Fluorescencia de 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH)

Para determinar donde localizan los liposomas dentro del gradiente se midio la
fluorescencia de DPH para cada una de las fracciones colectadas. Se usd un
flucrimetro Perkin-Elmer LS50. Los parametros de medicion utilizados fueron: longitud
de onda de excitacién = 350 nm, abertura de excitacién = 5 nm, abertura de emisién 5
nm, tiempo de integracion = 2 s. Se registré la intensidad de fluorescencia a 427 nm,

que corresponde al maximo de emision de DPH.

I.1.4.2.- Slot blot

Los diferentes péptidos fueron detectados mediante Slot blot. Las diferentes fracciones
del gradiente fueron cargadas en una membrana de nitrocelulosa de 0,2 pm (BioRad)
usando un sistema de Slot blof (Hybri-Slot Manifold, Bethesda Research Laboratories)
aplicando vacio. Las membranas fueron posteriormente bloqueadas con leche al 5 %
en tampdn PBS y luego incubadas con NeutrAvidina acoplada a peroxidasa de rabano
(Pierce) (1:1000 en leche al 5 % en tampén PBS) durante dos horas a temperatura
ambiente con agitaciéon. La NeutrAvidina se une especificamente a la biotina y de ésta
manera se pueden detectar los péptidos biotinilados. Se reveldé mediante
quimioluminicencia usando el susirato SuperSignal West Pico (Pierce) de acuerdo a las

indicaciones del fabricante,
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I.2. Mutagénesis de ANDV-GcSt

i.2.1.- Lineas celulares de mamifero

Células Vero E6 y 293 FT fueron utilizadas en este trabajo. La linea celular Vero E6
(ATCC, CRL 1586) es derivada del epitelio renal del mono verde de Africa y fue
utilizada en el ensayo de fusién célula — célula con un pasaje no mayor a 12. Estas
células fueron mantenidas en Medio Esencial Minimo de Eagle (E-MEM, Gibco)
suplementado con un 10% vfv de suero fetal bovino (Gibco), 0,1 mM de aminoécidos
no esenciales (Gibco) y 1 % viv de penicilina-estreptomicina. Por otra parte, células
293 FT (Invitrogen) fueron utilizadas para analizar la expresion y distribucién celular de
las diferentes protefnas mutantes. Esta linea es derivada del epitelio fetal humano y fue
mantenida en Medio Dulbecco de Eagle modificado (D-MEM, Gibco) suplementado

con 10% viv de suero fetal bovino (Gibco) y 1 % viv de penicilina-estreptomicina.

l.2.2.- Obtencién de mutantes sitio dirigidas de la regién troncal de

ANDV-Gc

I1.2.2.1.- Obtencién de mutantes mediante reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR)

La regién codificante para la poliproteina GPC del virus Andes se encuentra clonada

dentro del vector pGEM-T (Invitrogen) con los sitios de restriccion Bglll y Xhol en sus
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extremos 5 y 3, respectivamente. Las diferentes mutantes sitio dirigidas fueron
obtenidas mediante PCR circular. Brevemente, se usaron partidores sobrelapantes que
en el centro de su secuencia coniienen los nucledtidos a mutar (ver tabla 1). El PCR
ocurre de tal manera que se amplifica por completo el vector. Para esta reaccién se
utilizé la polimerasa altamente procesiva y fidedigna AccuPrime Pfx (Invitrogen) (ver
tablas 3 y 6). Posteriormente, el amplicon fue incubado con 2.5 U Dpnl (Invitrogen) a
37°C por 30 min para degradar el ADN metfilado, es decir, el ADN templado no mutado.
Luego, este producto fue utilizado para transformar células E. coli NovaBlue
(Novagene) mediante el método de golpe de calor (Sambrook y col, 1989). Se extrajo
ADN plasmidial de diferentes clones utilizando el kit Q/Aprep Spin Miniprep (Qiagen) de
acuerdo a las indicaciones del productor y la mutacién deseada fue confirmada

mediante analisis de secuencia (Macrogen).

11.2.2.2.- Clonamiento al vector de expresion pl.18

Una vez confirmada la substitucién sin encontrarse con otras mutaciones no deseadas,
las diferentes mutantes de GPC fueron clonadas desde pGEM-T al vector de expresién
para mamiferos pl.18 (el cual posee el inserto bajo la direccion del promotor
constitutivo del citomegalovirus, donado por el Dr. Jim Robertson del National [nstitute
for Biological Standards and Control Hertfordshire, UK) utilizando las enzimas de

restriccion Bglll y Xhol. Brevemente, 6 pg de ADN plasmidial de pGEM-T con las

diferentes mutantes de GPC fue tratado con 30 U de Bglll y 30 U de Xhol (Invitrogen)
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por 3 h a 37°C. Se realizé lo mismo con 6 pug de ADN plasmidial de pl.18, pero en este
caso, para su desfosforilacién ademas se incubé con 2.5 U de SAP (Shrimp Alkaline
Phosphatase, Promega) de acuerdo a las indicaciones del productor. La enzima fue
inactivada a 65° C durante 20 min. El fragmento liberade de GPC fue purificado
mediante extraccién desde ge! de agarosa al 1 % usando el kit Q/Aquick gel exiraction
(Qiagen), mientras que el vector fue purificado usando una columna de purificacién de
producto de PCR con el kit QlAquick PCR purification (Qiagen), ambos de acuerdo a
las indicaciones del productor. Finalmente, se ligaron 50 ng de inserio con 10 ng de
vector pl.18 con 3 U de T4 DNA ligasa {Promega) durante 16 h a 4° C y este producto
fue usado para transformar células de E. coli NovaBlue. Los ADN plasmidiales de las
diferentes transformantes fueron analizados mediante digestiéon con Bglll y Xhol. Se

selecciond un clon por mutante para realizar todos los futuros ensayos.

11.2.3.- Obtencién de mutante que carece de la region troncal de ANDV-Gc

Se produjo una protefna recombinante de ANDV-G¢ que carece de la region troncal
desde el residuo H413 al residuo N456. Para ello se amplificé tanto la regidn rio arriba
a la regidn codificante para ANDV-GcSt (3212 pb) como la regidn rio abajo (125 pb),
las cuales fueron posteriormente ligadas. Asi, se amplificé mediante PCR el fragmento
rio arriba desde el exiremo 5 de GPC (N-ter de Gn) hasta el dltimo nucledtido
correspondiente a P412 de Gc (ver tablas 1, 2 y 4). Este amplicén fue ligado en pGEM-
T (pGEM-T/3212) de acuerdo a las indicaciones del productor. Las transformantes
fueron analizadas mediante digestién con Bglll y Notl y la secuencia confirmada

mediante el método de Sanger. Posteriormente, este fragmento fue clonado dentro del
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vector pl.18 (pl.18/3212) utilizando las enzimas Bglll y Notl de acuerdo a lo descrito
anteriormente. Los ADN plasmidiales de los transformantes fueron analizados

mediante digestién doble con Bglll y Notl.

La region rio abajo a la codificante para ANDV-GcSt fue amplificada desde el primer
nucleétido que codifica para W457 de G¢ hasta el extremo terminal 3' (C-ter de Go)
(ver tablas 1, 2 y 5). Este producto de PCR fue insertado direccionalmente dentro de
pl.18/3212 usando los sitios de restriccion Notl y Xhol. Asi, 6 mg aproximadamente de
producto de PCR fueron digeridos con estas enzimas y posteriormente purificado
mediante exfracciéon por gel de agarosa al 2 %. El fragmento de 125 pb fue ligado
dentro de pl.18/3212. 50 ng de inserto fueron ligados con 10 ng de pl.18/3212
(previamente tratado con Nofl y Xhol y defosforilado con SAP de acuerdo a lo descrito
anteriormente). Para analizar los diferentes transformantes, se tomé ADN plasmidial de
distintos clones y se realizo un PCR con los partidores GeStAH2-F y GPCASt 3'-R. Los
partidores logran amplificar sélo si el fragmento de 125 pb fue insertado dentro de
pl.18/3212, esperando un producto de alrededor de 150 pb. El constructo obtenido de
esta forma carece de la region codificante para ANDV-GcSt (GeASt). Al traducirse éste,
se habran reemplazado los 44 residuos de la regidn troncal por sélo 3 residuos de

alanina (traduccion del sitio Notl en marco de lectura, ver tabla 2 de partidores).

I.2.4.- Expresidon de Gc silvestre y mutantes

I1.2.4.1.- Transfeccion de células 293 FT
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Inicialmente, se realizé un ensayo de transfeccién con células 293 FT para determinar
si las diferentes mutantes se expresan en células de mamifero. Para esto, 6,4 x 10°
células 293 FT crecidas en una placa de 6 pocillos (Corning) fueron transfectadas con
1,35 ng de ADN silvestre y mutante de acuerdo a lo antes establecido (Cifuentes-
Mufioz y col, 2011). La transfeccion fue realizada utilizando el método de fosfato de
calcio (Graham & van der Eb, 1973). Brevemente, se realiza una mezcla en 120 mL de
CaCl; (0.25 M) con 120 mL de tampén salino de HEPES (HeBS: 20 mM HEPES, 137
mM NaCl, 5 mM KCI, dextrosa 5 mM, Na,HPO,4 0.7 mM, pH 7.5) mas la cantidad
correspondiente de ADN a transfectar. Esta mezcla se deja reposar durante 20 min a
temperatura ambiente para luego ser agregada a la placa a transfectar. 16 h después
de realizada la transfeccién el medio se cambia por D-MEM fresco. 48 h después, las
células fueron lavadas con tampoén fosfato salino (PBS) 1 X (137 mM NaCl; 2.7 mM
KCI; 4.3 mM Na,HPO,; 1.47 mM KH,PO,, pH 7.4) y posteriormente lisadas con tampén
de lisis para células 293 FT: 10 mM HEPES pH 7.5, 3mM MgCl,, 40 mM KCI, 5 %
Glicerol y 0.5 % NP40 (Pierce). De ésta forma, las células cosechadas fueron
incubadas con 100 mL de este tampodn durante 15 min a 4° C, para luego ser
centrifugadas a 10.000 g por 10 min, recolectandose el lisado, el cual fue

posteriormente analizado mediante Western biot.
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11.2.4.2 .- Deteccién de Gc

Los diferentes lisados obtenidos de células transfectadas fueron cargados y resueltos
en un gel denaturante de poliacrilamida Tris-Glicina al 12.5 % vy transferidos
subsecuentemente a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 mm de tamafio de poro
bajo condiciones denaturantes. Gc fue detectada usando el anticuerpo monoclonal
5D11/G7 (Cifuentes-Mufioz y col, 2010) a una dilucién de 1: 1.000 en una solucién de
leche al 1 %. El anticuerpo primario fue detectado usando un anticuerpo monoclonal
anti-ratén IgG conjugado a peréxidasa de rabano (HRP, Sigma) a una dilucion de 1 :
5.000. La deteccién de la reaccién de la peroxidasa fue realizada usando el substrato
quimioluminicente Super Signal West Pico. Para comparar la cantidad de proteinas

totales cargadas, la proteina p-actina fue detectada como control (anticuerpo

monoclonal anti b-actina, a una dilucion de 1: 5.000, Sigma).

I.2.5.- Deteccidn de Gc silvestre y mutante en la superficie celular

Para detectar si las diferentes proteinas mutantes de Gc llegan a la superficie
celular se realizd un ensayo de biotinilizacién de proteinas de membrana
plasmatica. Para ello, se transfectaron 3 X 10° células 293 FT crecidas en una
placa de 100 mm (Corning) con 8 mg de ADN correspondiente de acuerdo a lo
antes establecido (Cifuentes-Mufioz y col, 2011). La biotinilizacién de proteinas de
la superficie celular fue realizada 48 h después de transfectar utilizando el kit Cell

Surface Protein Isolation (Pierce) de acuerdo a las indicaciones del productor. Con
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este ensayo, las proteinas con un residuo de lisina asequible y una exposicion
extracelular suficiente son marcadas con biotina. Esta técnica usa un agente
impermeable a la célula que contiene una molécula de biotina (Sulfo-NHS-SS-
Biotina), la cual se une covalentemente a las aminas primarias de proteinas de la
superficie celular. Posteriormente, las proteinas que fueron biotiniladas son
purificadas usando una resina que contiene estreptavidina. Producto de este
ensayo se obtienen dos fracciones: la biotinilada y la no biotinilada. La primera
debiese contener solamente proteinas de membrana plasmética, mientras que la
segunda, proteinas intracelulares. Es importante que las células se encuentren
adherentes, en buenas condiciones y que no haya muerte celular, puesto que si
existen proteinas intracelulares en el medio extracelular (producto de lisis) éstas
también seran marcadas, produciéndose un resultado falso positivo. Por ello, se
incluyé como control interno del ensayo, la deteccién de b-actina. Cémo ésta es
una proteina intracelular, sélo debe estar presente en la fraccion de proteinas no
biotiniladas y no en la fraccién de proteinas biotiniladas. La presencia de Gc¢ fue

detectada en ambas fracciones mediante Western biof como previamente descrito.

l.2.6.- Ensayo de fusion entre células

11.2.6.1.- Transfeccion de células Vero E6
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Para cuantificar la actividad fusogénica de las diferentes mutantes se realizd un
ensayo de fusion entre células de acuerdo a lo antes establecido (Cifuentes-Mufioz
y col, 2011). 2,6 x 10* células Vero E6 sembradas el dia anterior un portaobjeto con
16 pocillos (LabTek) fueron transfectadas con 0,5 mg de ADN correspondiente
usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen), de acuerdo a lo indicado por el productor.
48 h después de transfectar las células, éstas fueron lavadas con PBS 1 X e
incubadas con E-MEM a pH 5.5 (37° C). A este pH la glicoproteina de fusion Gc se
activa (Arikawa y col, 1985). Luego de 5 min, el medio fue removido, las células
fueron vueltas a incubar con E-MEM pH 7.2. Para marcar los citoplasmas celulares,
tres horas después de la bajada de pH, las células fueron incubadas con el
fluoréforo diacetato de 5-clorometilfluoresceina (CMFDA, Invitrogen) a 1 mM en E-
MEM (pH 7.2) durante 1 h a 37° C. Finalmente, las células fueron lavadas con PBS

1 X y fijadas con paraformaldehido al 4% por 20 min a temperatura ambiente.

[.2.6.2.- Microscopia de Inmunofiuorescencia indirecta

Células previamente fijadas fueron permeabilizadas con 0.1 % de Triton X-100 en
PBS 1 X durante 15 min. Para detectar Gc, las células fueron incubadas con el
anticuerpo monoclonal anti-Gc 2H4/F6 en una dilucién de 1:500 por 1:30 h. Se lavd
tres veces con PBS 1 X y se incubd con el anticuerpo secundario anti-raton
acoplado a Alexa Fluor® 555 (Invitrogen) en una dilucidon de 1: 500 durante 1 h.

Para eliminar el exceso de anticuerpo, se realizaron tres lavados con PBS 1 X.
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Ambas incubaciones fueron realizadas en caseina-sacarosa al 2 % y a temperatura
ambiente. Los ntcleos fueron tefiidos incubando con 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI, Invitrogen) a 1 ng/ml en PBS durante 5 min. Las muestras fueron montadas
en 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO, Sigma) 20% y posteriormente
observadas bajo un microscopio de fluorescencia (BX51, Olympus) acoplado a una
camara ProgResC3. Diferentes fotografias fueron tomadas para su cuantificacion
posterior. El indice de fusién de las diferentes mutantes fue calculado de acuerdo a
la formula; 1 — {nimero de células/ numero de nlcleos] a partir de 3 campos
contados con un promedio de 200 ntcleos por campo. El ensayo fue realizado en

duplicado.
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ill. RESULTADOS

lI.1. Interaccion de péptidos anadlogos de ANDV-GcSt con membranas
modelos

Previamente (Seminario de Titulo, Ignacio Murioz-Leén, 2009) se analizé si péptidos de
la region troncal de ANDV-GcSt interactuan con membranas modelos compuestas por
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, esfingomielina y colesterol mediante un ensayo
de coflotacién de peptidos con liposomas. En este trabajo, utilizando la misma
estrategia, se buscd determinar cual de estos lipidos es requerido para que ocurra

dicha interaccion, en especial, si colesterol y esfingomielina son necesarios.

Para este fin, se repitieron los ensayos de coflotacion de péptidos, ahora con
liposomas de diferente composicién lipidica. Las diferentes fracciones obtenidas de los
ensayos de coflotacién fueron analizadas para detectar la presencia de liposomas
(mediante fluorescencia de DPH) y de los péptidos (mediante la deteccién de biotina).
Al igual a lo encontrado en los ensayos previamente realizados con liposomas
compuestos por los cuatro lipidos diferentes (Seminario de Titulo, Ignacio Mufioz-l.eén,
2009), los liposomas de diferente composicion, la fluorescencia de DPH se encc')ntré
mayoritariamente en las fracciones superiores, indicando que efectivamente los
liposomas flotaron a fracciones de menor densidad {ver figura anexo 1). Los tres
péptidos correspondientes a la regién troncal de ANDV-GcSt: GeSt H1, GecSt H2 y
GeSt, en ausencia de liposomas, localizaron en las fracciones inferiores de mayor
densidad (ver figuras 5A, A y 7A). Cuando se incubaron con liposomas que poseen

los cuatro lipidos antes mencionados, los péptidos interactuaron con éstos, coflotando
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a fracciones de menor densidad (ver figuras 5B, 6B y 7B). Cuando se incubaron los
péptidos con liposomas formados tnicamente por fosfatidilcolina, fosfatidilcolina y
colesterol o fosfatidilcolina, colesterol y esfingomielina, se obtuvieron resultados
similares a los obtenidos con la mezcla que contiene todos los diferentes lipidos,
encontrando en todos los casos los péptidos en fracciones de menor densidad,
indicando que coflotaron junto con los liposomas de diferente composicion (ver figuras
5C-E, 6C-E y 7C-E). Estos resultados indican que bajo las condiciones experimentales
probadas, sélo fosfatidilcolina es requerida para la interaccion de los péptidos analogos
de la regién troncal de ANDV-Gc con membranas modelos, no siendo esencial ni

colesterol ni esfingomielina para que ésta ocurra.
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Figura 5. Coflotaciéon de GcSt con liposomas. (A) GcSt solo. (B) GeSt mas liposomas
compuestos de fosfatidilcolina : fosfatiletanolamina : esfingomielina : colesterol =2 :2:2:3
mol. (C) GcSt mas liposomas compuestos sblo por fosfatidilcolina. (D) GeSt mas liposomas
compuestos por fosfatidilcolina : esfingomielina : colesterol = 4 2 : 3. (E) GcSt mas liposomas
compuestos por fosfatidilcolina : colesterol = 6 : 3. La primera (menor densidad) y tltima
fraccion (mayor densidad) del gradiente se muestran marcadas en cada blot. El tiempo de
exposicion de revelado varia entre las diferentes peliculas Los numeros a la derecha de cada
blot indican las diferentes fracciones que corresponden a las muestras cargadas usando el
sistema de Slot blot. Se resaltan la primera (menos densa) y ultima fraccion (mas densa).
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Figura 6. Coflotaciéon de GcSt H1 con liposomas. (A) GeSt H1 solo. (B) GeSt H1 mas
liposomas compuestos de fosfatidilcolina : fosfatiletanolamina : esfingomielina : colesterol =2: 2
-2 : 3 mol. (C) GeSt H1 mas liposomas compuestos sélo por fosfatidilcolina. (D) GeSt H1 mas
liposomas compuestos por fosfatidilcolina : esfingomielina : colesterol = 4 : 2 : 3. (E) GeSt H1
mas liposomas compuestos por fosfatidilcolina : colesterol = 6 : 3. La primera (menor densidad)
y Ultima fraccién (mayor densidad) del gradiente se muestran marcadas en cada blot. El tiempo
de exposicién de revelado varia entre las diferentes peliculas. Los numeros a la derecha de
cada blot indican las diferentes fracciones que corresponden a las muestras cargadas usando
el sistema de Slot blot. Se resaltan la primera (menos densa) y ultima fraccion (méas densa).
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Ultima Ultima

Figura 7. Coflotacién de GcSt H2 con liposomas. (A) GceSt H2 sélo. (B) GeSt H2 mas
liposomas compuestos de fosfatidilcolina : fosfatiletanolamina : esfingomielina : colesterol =2 : 2
: 2 3 mol. (C) GeSt H2 mas liposomas compuestos sélo por fosfatidilcolina. (D) GeSt H2 mas
liposomas compuestos por fosfatidilcolina : esfingomielina : colesterol = 4 : 2 : 3. (E) GeSt H2
mas liposomas compuestos por fosfatidilcolina : colesterol = 6 : 3. La primera (menor densidad)
y Ultima fraccién (mayor densidad) del gradiente se muestran marcadas en cada blot. El tiempo
de exposicion de revelado varia entre las diferentes peliculas. Los numeros a la derecha de
cada blot indican las diferentes fracciones que corresponden a las muestras cargadas usando
el sistema de Slot blot. Se resaltan la primera (menos densa) y tltima fraccion (mas densa).
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fll.2. Mutagenesis de ANDV-GcSt

111.2.1.- Disefio y obtencién de mutantes de la regién troncal de ANDV-Gc

Para determinar si la region troncal de ANDV-Gc es esencial dentro del proceso de
fusién de membranas, se disefid una mutante que carece de la regidn troncal (GcASt),
eliminandose desde el residuo H413 al N456 de Ge (ver Materiales y Métodos). Para
obtener esta mutante, las regiones codificantes rio arriba (3212 pb) y rio abajo (125 pb)
de la regién troncal de ANDV-Gc fueron amplificadas mediante PCR (figura 8A). El
fragmento de 3212 pb fue ligado al vector de clonamiento pGEM-T y luego subclonado
dentro del vector pl.18 (figura 8B). Ei producto de PCR del fragmento de 125 pb (figura
8C) fue digerido e insertado dentro de pl.18/3212. Las firansformantes fueron
seleccionadas mediante un PCR interno usando el ADN plasmidial de éstas (figura 8D)
y la secuencia confirmada mediante la secuenciacion de ésta. Se obtuvo de esta forma

un constructo que codifica GPC que no posee la region troncal de Ge (GCASH),
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Figura 8. Obtencién del constructo que codifica para la mutante que carece de Ia regién

troncal de Ge (GeASt). (A) PCR para obtener el fragmento rio arriba de 3212 pb. (B) Seleccién
de transformantes con el inserto de 3212 pb en pl.18. Se realizé una doble digestién con Bglll y
Notl. Se observa la banda correspondiente a pl.18 {cercano z los 4 Kb) y una segunda banda
de menor tamario correspondiente al fragmento de 3212 pb en los cuatro clones analizados. (C})
PCR para obtener el fragmento de 125 pb. Se observa la banda correspondiente del tamafio
esperado. (D) Seleccion de transformantes de pl.18/3212 con el inserto de 125 pb. Se realizo
un PCR sobre los ADN plasmidiales de ocho clones usando l[os partidores (GeStAH2-F y
GPCASt 3—R). En los clones 1, 7 y 8 se observa el amplicén del tamafio esperado {(cercano a
los 150 pb). En A y B las muestras fueron cargadas en un gel de agarosa al 1 %, utilizando el
estandar de peso molecular: 1 Kb. Debido al menor tamafio esperado de los productos en C
como en D, las muestras fueron cargadas en un gel de agarosa al 2 % y se utilizd el estandar
de pesc molecular 100 pb.

Ademads, como una estrategia complementaria e inicial, un residuc de cada hélice
putativa de GcSt fue seleccionado para estudiar su funcion particular dentro de la
region troncal. La seleccion de estos residuos de Gc a mutar fue realizada en base a la

conservacion y caracteristicas fisicoquimicas.
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Dado que H2 forma probablemente una hélice anfipatica (ver figura 4B), un residuo
conservado fue seleccionado dentro de la predicha cara apolar de la hélice. Debido a
que el triptéfano es el aminoacido con mayor potencial de transferirse desde agua a
interfase de membrana/agua (Wimley-White, 1996), el residuo W441, que se encuentra
conservado dentro del género Hantavirus (ver figura 4), fue seleccionado para ser
sustituido. Para analizar si la predicha anfipaticidad de H2 es requerida para la
actividad fusogénica de Gc. Se introdujo una carga negativa en la cara apolar de la
hélice a través de la sustitucion de W441 a acido glutdmico, disrumpiendo la

anfipaticidad predicha.

A pesar de que H1 no es predicha cdmo una hélice anfipatica, pero si interactia con
membranas en ensayos in vitro; de forma analoga, el residuo apolar y conservado
dentro del género Hantavirus L414 (ver figura 4) también fue seleccionado para ser

sustituido por acido glutamico.

Basado en estos criterios, ambas mutantes sitio dirigidas fueron producidas mediante
PCR (figura 9A). Las mutaciones deseadas fueron insertadas a través de partidores
que contenian dentro de sus secuencias las mutaciones de las bases correspondientes
(ver Materiales y Métfodos). Una vez realizada las mutaciones y confirmadas mediante
analisis de secuencia, se subclond las regiones que codifican para GPC mutada desde
pGEM-T al vector de expresién p!l.18. Para confirmar el clonamiento, el ADN plasmidial
de diferentes transformantes fue analizado por doble digestion (ver figuras 9B-C). De

esta manera, se obtuvieron los constructos pl.18/Ge L414E y pl.18/Gc W441E.
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Figura 9. Obtencién de los constructos que codifican para las mutantes sitio dirigidas de
la regién troncal de Ge. (A) Fragmentos de ADN purificados que codifican para GPC mutantes
L414E y W441E obtenidos a partir de pGEM-T/L414E y pGEM-T/W441E digeridos con Bglll y
Xhol. Se observa la banda correspondiente al tamafio de GPC (cercano a los 3,4 Kb). Nota: El
PCR que genera la mutacion no es cargado en gel debido al bajo rendimiento. Este es utilizado
directamente para transformar células de E. coli. (B y C) Analisis de diferentes transformantes
en pl.18 mediante doble digestion con Bglll y Xhol. En B se muesiran los clones
correspondientes a L414E, mientras que en C, a W441E. Los clones 1, 2, 3, 5y 6 para L414E,
mientras que los clones 1, 3, 4 y 5 para W441E muestran el patrén esperado: banda
correspondiente al tamafio de pl.18 (cercano a los 4 kb) y banda correspondiente al tamaiio de
GPC (cercano a [os 3,4 Kb). Todas las muestras fueron cargadas en un gel de agarosa al 1 %,
utilizando el estandar de peso molecular: 1 Kb.
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[l.2.2.- Expresion y localizaciéon en membrana plasmatica de las diferentes
mutantes de ANDV-GcSt

Para analizar si las diferentes mutantes son sintetizadas y correctamente plegadas, su
localizacién en membrana plasmatica fue analizada. Cémo Gc es una proteina anclada
a membrana plasmatica, si se encuentra mal plegada, queda retenida en el reticulo
endoplasmatico o es degradada intracelularmente, no pudiendo acumularse en la
superficie de células transfectadas. Para analizar si las mutantes de Gc fueron
correctamente plegadas, se caracterizé la distribucion intracelular y de superficie de
cada una de las proteinas mutantes usando un ensayo de biotinilizacién de proteinas
de superficie (ver Materiales y Métodos). De esta forma, en una placa de 100 mm, 3.6
x 108 células 293 FT fueron transfectadas con 8 pg de ADN correspondiente y 48 h
después sometidas a biotinilizacién de proteinas de superficie. Como producto de este
ensayo, se obtuvo una fraccion correspondiente a proteinas intracelulares (no
biotiniladas) como de superficie (biotiniladas), las cuales fueron analizadas mediante

Western biot.

Al analizar las fracciones no biotinilidas de células transfectadas con un constructo que
codifica para Gc silvestre, ésta fue detectada de forma monomérica y con un tamafio
esperado cercano a los 55 kDa (figura 10A). Cuando se transfect6 con los constructos
que codifican para GeDSt y Ge L414E, también se detecto en cantidades similares una
banda con una masa correspondiente al monémero (figura 10A). En ambos casos, [0s
tamafios moleculares son diferentes al de la proteina siivestre. Para GcASt, se observo
a un menor tamafio que la proteina silvestre, debido a que carece de los residuos

correspondientes a la regién troncal (se espera una masa molecular cercana a los 51
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kDa). Por otro lado, en el caso de Gc L414E se observd un leve aumento en la masa
molecular de forma reproducible en diferentes ensayos realizados (figura 10A). Esto no
era esperado y podria deberse a alguna modificacion postraduccional que sufrié la
proteina al realizar esta sustitucion (ver Discusion). En ninguno de los ensayos
realizados fue posible detectar a la mutante Ge W441E ni en la fraccion intracelular ni

en la de superficie.

Como control interno del experimento, se detecté la proteina B-actina. Al ser ésta una
proteina intracelular, sélo debiese estar presente en la fraccién no biotinilada, es decir,
la intracelular, si es que no ocurrid lisis y subsecuente exposicion de proteinas
intracelulares al agente de biotinilizacién. En todos los casos, p-actina sélo se detectd

en esta fraccion y no en la fraccién biotinilada, corroborando el ensayo (ver figura 10A).

Estos resultados indican que las muiantes GcASt y Ge L414E se acumulan en

membrana plasmatica, en cantidades similares a la proteina silvestre, por lo que la

mutaciones no afectaron su plegamiento ni trafico. No asi para la mutante Gec W441E.

Para analizar si la mutante W441E es detectada mediante la transfeccion en
cantidades de ADN crecientes, se transfectaron en una placa de 6 pocillos, 6.2 X 10°
células 293 FT fueron transfectadas con 1,35 pg, 2 ng y 2.7 ng de ADN (cantidades
que son equivalentes a 3,6 X 10° células y 8 pg, 12 pg y 16 ug de ADN
respectivamente cuando se utiliza una placa de 100 mm). 48 h post transfeccion las
células fueron lisadas y analizadas mediante Western blof. Cémo control, se realizd el

mismo procedimiento con el constructo que codifica para Gc silvestre.
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Para la proteina silvestre, se encontré que ésta es sintetizada bajo las tres condiciones
probadas, en todos los casos con una masa molecular esperada cercana a los 55 kDa
(figura 10B). Una menor expresién se observa al transfectar con 1,35 pg de ADN
(cantidad equivalente a los 8 pg utilizados en ensayo de biotinilizacion de proteinas de
superficie), mientras con 2 pg se observa una mayor expresion. Esta mayor expresion
no se traduce como una mayor actividad fusogénica de la proteina (Cifuentes- Mufioz y
col, 2011). No se observé un aumento en la expresién al incrementar la cantidad de
ADN a 2.7 pg. Por otra parte, al analizar los lisados de células transfectadas con la
mutante Gc WA441E, en ninguno de los casos se logré detectar la presencia de la
proteina (figura 10B). Este resultado indica que la mutante W441E no se produce en

forma estable en células de mamifero, por lo cual fue descartada de futuros ensayos.
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Figura 10. Sintesis y localizacién de Gc silvestre y mutantes. (A) Células 203 FT
transfectadas con constructos pl.18 que codifican para Ge silvestre o mutantes fueron
sometidas a biotinilizacién de proteinas de superficie 48 h post-transfeccién y analizadas
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posteriormente mediante Westem blot con anticuerpos anti-Gc 5D11/G7 y anti-B-actina.
Tamafios esperados: Gc = 55 kDa, B-actina = 42 kDa. La banda para GcASt se observa a un
menor peso rmolecular debido a [a delecién de los residuos correspondientes a la region troncal.
(B) Células 293 FT fueron transfectadas con concentraciones crecientes de ADN que codifica
para Gc silvestre o Gc W441E. 48 h post-transfeccion fueron lisadas y 60 mg total de protelnas
analizadas mediante Wesfern blot con anticuerpos anti-Gc y anti-g-actina.

lI.2.3.- Actividad fusogénica de las diferentes mutantes de ANDV-GcSt

Cémo las mutantes GcASt y Ge L414E se localizaron en membrana plasmatica de
células transfectadas, éstas fueron analizadas respecto a su actividad fusogénica
mediante un ensayo de fusién célula - célula. Para esto, células Vero E6 fueron
transfectadas con los diferentes constructos y 48 h después sometidas a una bajada de
pH (5.5) lo cual activa a las proteinas Gc previamente acumuladas en la superficie
celular. Las células fueron posteriormente tefiidas usando 3 diferentes fluoréforos que
marcan citoplasma, nticleo y Ge (ver Materiales y Métodos). Cuando se transfecto con
ADN que codifica para GPC silvestre, miiltiples sincicios fueron observados mediante
microscopia de fluorescencia. Estos sincicios contienen entre 3-10 nacleos por
citoplasma, con un promedio de 4 nlcleos en su interior (ver figura 11D). La formacion
de estas estructuras sélo ocurrié cuando se bajé el pH de las células, no hay formacién
de sincicios a pH 7.2 (ver figura 10C), indicando el requerimiento de pH acido para que

se gatille la actividad fusogénica de la glicoproteina Gc.

Cuando se fransfecté con los constructos que codifican para GcASt y L414E

manteniendo el pH del medio a 7.2, al igual que para la proteina silvestre, no hubo
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presencia de sincicios (ver figuras 11E y 11G). Cuando se bajé el pH de las células a
5.5, a diferencia de lo que ocurre con |a proteina silvestre, no se encontraron sincicios

en ninguno de los casos (ver figura 11F y 11H).

Para comparar la actividad fusogénica entre Gc silvestre y las proteinas mutantes se
calculé un indice de fusién, el cual es una representacién numérica de la actividad
fusogénica (ver Materiales y Métodos, figura 12). La proteina silvestre alcanzé un
fndice cercano a 0.6, lo cual indica que un 60 % de las células transfectadas estan
formando parte de un sincicio. Mientras que para ambas mutantes el indice de fusion
es cercano a 0. Estos resultados indican gue las mutaciones GcASt, L414E produjeron
la perdida de la actividad fusogénica de Gc. De esta forma, podemos concluir que la
regién troncal de Gc es esencial denfro del proceso de fusion de membranas, puesto
que [a proteina mutante que carece de esta region pierde la actividad fusogénica. De
forma similar, el residuo apolar L414 dentro de esta regidn podria jugar un rol esencial,

puesto que al mutarlo a acido glutdmico también se pierde la actividad de la proteina.
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pH 5.5

Gc
silvestre

Figura 11. Actividad de fusion entre células mediada por Gc silvestre y mutantes.
Inmunofluorescencia Indirecta. Células Vero E6 que expresan Gc silvestre o mutantes fueron o
no sometidas a un pH de 5.5 por 5 min y fijadas 4 h después. Se tifi¢ el citoplasma celular con
el fluoréforo CMFDA (fluorescencia verde) y los nucleos con DAPI (fluorescencia azul). Ge fue
detectada con el anticuerpo anti-Gc 5D11/G7 y subsecuentemente con un anticuerpo
secundario anti IgG de ratén acoplado a ALEXAS555 (fluorescencia roja). La formacién de
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sincicios fue detectada mediante microscopfa de fluorescencla (magnificacion 200X). (A) vector
pl.18 sélo, pH 7.2. (B) vector pl.18 sdlo, pH 5.5. (C) pl.18/GPC silvestre, pH 7.2. (D) pl.18/GPC
siivestre, pH 5.5. (E) pi.18/GeDSt, pH 7.2. (F) pl.18/GcDSt, pH 5.5. (G) pl.18/Gc L414E, pH 7.2
(H) pl.18/Gc L414E, pH 5.5. Las flechas indican a los sincicios

fndice de Fusién

= Cd
1

Gc silvestre Gc AStem Gc L414E

Figura 12. Indice de fusién. En base al numero de sincicios formados por células que
expresan Ge fue calculado mediante la férmula: 1 — [nimero de células/ nimero de nucleos]
tanto para la proteina silvestre como las mutantes.
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IV. DISCUSION

El hantavirus Andes ocasiona infecciones en humanos que pueden terminar en un
sindrome pulmonar con tasas de mortalidad de hasta un 40 %. Al igual que los otros
miembros de la familia Bunyaviridae, éste es un virus envuelto, que posee en su
membrana las glicoproteinas Gn y Gc. El proceso de fusién de la membrana viral con
la membrana celular es una etapa fundamental durante la infeccién mediada por virus
envueltos. Estudios previos por nuestro laboratorio han demostrado que la actividad
fusogénica de los Hantavirus esta asociada a la proteina Ge (Tischler y col, 2005), en
particular, a la secuencia correspondiente entre W115 y D121, correspondiene al
putativo péptido de fusion (Cifuentes y col, 2011), el cual seria el responsable del

contacto inicial con la membran blanco (revisado por Epand, 2003)

En el presente trabajo se caracterizé una posible segunda regién funcional dentro de
Gc, comprendida entre los residuos H413 y N456, denominada region troncal.
Previamente, se describié la estructura 2D de esta regidn del virus Andes
encontrandose que posiblemente estd formada por 2 hélices a, las cuales interacturan
con membranas modelos en ensayos in vitro (Mufioz-Leén, I. Seminario de Titulo,
2009). Como continuacion de este trabajo previo, se planteé como objetivos en esta
tesis, determinar que composicién lipidica es requerida para la interaccién de la region
troncal con membranas modelos y determinar si esta region es esencial dentro del

proceso de fusién de membranas mediado por Ge.
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Utilizando un ensayo de coflotacion de péptidos andlogos de la region troncal de Ge de
ANDV con liposomas, se encontré que sélo fosfatidilcolina es requerida para que los
péptidos GeSt H1, GeSt H2 y GeSt correspondientes a la putativa hélice 1 de ANDV-
GcSt, hélice 2 de ANDV-GeSt y regién troncal completa de ANDV-Ge interactien con
membranas modelos (ver figuras 5-7). Puesto que al incubar los péptidos con
liposomas formados so6lo con este lipido, éstos coflotaron a fracciones de menor
densidad. Resultados similares fueron obtenidos cuando se incubaron los péptidos con
liposomas que ademas poseen colesterol y esfingomielina, lo cual indica, que al
parecer, estos lipidos no son esenciales para que dicha inferaccién ocurra. Este
ensayo no permitié determinar la constante de disociacién (Kp) de cada interaccion, por
lo que no se puede descartar si dicha interaccién se veria favorecida en presencia de

alguno de los lipidos antes mencionados.

Las balsas lipidicas son microdominios de la membrana plasmatica enriquecidos en
colesterol y esfingomielina (Pike, 2006). Estas son regiones que poseen una menor
fluidez deniro de la membrana y se ha descrito que estan involucradas en Ia
sefializacién celular y endocitosis, puesto que agrupan una gran cantidad de proteinas
de membrana (revisado por Brown & London, 2000). Asimismo, muchos virus entran a
la célula usando estos microdominios, ya que aqui se pueden concentrarse los
receptores celulares necesarios para la interaccién y endocitosis del virus (revisado por
Marsh y col, 2006). Ademas, muchos virus requieren la presencia de colesterol para la
fusion de la membrana viral con la blanco (Pietliainen y col, 2005). En el caso de los
hantavirus, se describié, que existe una dependencia de colesterol en la infectividad de
particulas lentivirales pseudotipificadas con las glicoproteinas de ANDV (Cifuentes-

Mufioz y col, 2010) y ademas, que existe una mayor afinidad de péptidos analogos a la
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region que comprende el putativa péptido de fusiéon de ANDV-Gc con membranas
modelos que que ademas de fosfatidilcolina poseen colesterol, esfingomielina y
fosfatidiletanolamina (Tischler y col, 2005). Estos resuitados podrian implicar que el
mecanismo mediante el cual el péptido de fusion gatilla [a fusién de la membrana viral
con la membrana blanco requiere la presencia de colesterol en ésta ultima y que, este
proceso se podria ver favorecido en balsas lipidicas de membrana. Para otros virus
envueltos también se ha descrito una dependencia de colesterol, por ejemplo, con €l
péptido de fusién de la proteina E1 de SFV (Ahn y col, 2002). Sin embargo, no todos
los virus que poseen proteinas de fusion clase Il requieren de este lipido.(Umashankar
y col, 2008). A futuro se deberia analizar si la afinidad de la regién troncal por estas

diferentes composiciones lipidicas la diferencia de las afinidades del péptido de fusion.

Fosfatidilcolina es el fosfolipido mas abundante en las membranas de células animales.
Posee una carga neta igual a cero, pero tiene dos cargas locales: el grupo colina posee
una carga local positiva, la cual es contrarestada por la carga local negativa dei fosfato.
De esta forma, una bicapa formada Unicamente por este fosfolipido, posee una
distribucion diferencial de cargas, donde ia regién mas externa tendra una carga parcial
positiva (d(+), cabezas de colina), mientras que la regién contigia mas interna tendra
una carga parcial negativa (d(-), grupos fosfato), siendo la region interna neutra (colas
hidrocarbonadas). Al analizar la distribucién de cargas del modelo de la hélice
anfipatica GcSt H2 (ver figura 5), se observa que ésta posee una carga negativa en el
centro de la cara polar (E447), dos cargas positivas en la interfase polar-apolar (K439 y
K444) y carga neutra en la cara apolar de la hélice. Esta distribucién de cargas es
opuesta a la que posee una membrana de fosfatidilcolina, pudiendo generarse

multiples intereacciones electrostaticas. Asi, la cara polar de GcSt H2, de carga
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negativa, podria interactuar con las cabezas de colina, de carga positiva. Por otro lado,
las lisinas de carga positiva, podrian interactuar con las cargas negativas de los grupos
fosfato. Ademds, podrian exisistir interacciones hidrofébicas de las colas

hidrocarbonadas de la membrana con la cara apolar de GeSt H2.

Estas mismas caracteristicas han sido descritas para regiones dentro de
apolipoproteinas, las cuales transportan lipidos y moléculas liposolubles dentro del
torrente sanguineo. Mdltiples estudios biofisicos se han realizado con el péptido
denominado 18A, el cual se estructura como una hélice anfipatica con la misma
distribucion espacial de cargas que GeSt H2 (Mishra y col, 1994). Se ha demostrado la
eficacia de éste para unirse a membranas, su localizacion paralela inserta dentro de la
bicapa lipidica (a 17 A del centro de la bicapa) y multiples interacciones que ocurren
enire las cadenas laterales de los aminodcidos hidrofobicos con las cadenas
hidrocarbonadas de los lipidos (Gazzara y col, 1987, Hristova y col, 1999). Ademas, se
ha visto que las lisinas localizadas en la interfase polar-apolar de la hélice estarian
involucradas tanto en interacciones del tipo Coulémbicas (grupo e-amino con grupo
fosfato de los fosfolipidos), cémo también, en interacciones del tipo Van der Waals, ya
que extenderian su cadena lateral permitiendo que los grupos CH2 de ésta interactuen
con las colas hidrocarbonadas (denominado teoria del snorkel, Segrest y col, 1990).
Este modelo explicaria coémo GeSt H2 podria de interactuar con fosfatidilcolina no
requeriendo de otros lipidos, sino basado solo en las caracteristicas electrostaticas de
ambos componentes. En base a esto, GcSt H2 se podria extender de forma paralela e
inserto sobre la membrana viral estabilizado por interacciones electrostaticas y de Van
der Waals. Este tipo de interaccion, no puede ser aplicado para GeSt H1, por lo que

otros factores deben estar involucrados en la interaccién de esta regiébn con
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membranas. Ensayos que apunten a determinar si existe o no una contribucion
electrostatica en la interaccién de ANDV-GcSt con membranas se proponen como

continuacion de este frabajo.

Por ofra parte, para analizar si la regién troncal es necesaria para la actividad
fusogénica de Gec, diferentes mulaciones de esta regidn se generaron dentro de Ia
proteina completa. Como una aproximacién inicial, se produjeron dos mutantes sitio
dirigidas. Asi, se mutd el residuo apolar conservado L414 a acido glutamico y el
residuo aromatico conservado W441 también a acido glutamico. Gc L414E se expresé
y acumuld en membrana plasmatica de células transfectadas al igual que la proteina
silvestre, sin embargo se observé una masa molecular ligeramenie mayor a la
esperada. Este cambio podria deberse a que la proteina sufrié una modificacion post-
fraduccional al introducir esta sustitucién. Se han descrito dentro de las glicoproteinas
de fusion viral otras modificaciones a parte de Ias glicosilaciones, cémo
palmitolizaciones (conjugacién con una molécula de acido palmitico). Se ha descrito
para la proteina de envoltura gp160 del VIH la presencia de dos moléculas de acido
palmitico en su dominio citoplasmatico, las cuales son criticas para la infectividad viral
{Rousso y col, 2000). También se han descrito palmitolizaciones en el segmento
fransmembrana (Caballero y col, 1998), no se han descrito conjugaciones con acido
palmitico en ectodominios de proteinas de fusién. Sin embarge, se ha demostrado que
esta reaccién es posible que ocurra dentro del lumen del reticulo endoplasmatico (Vilas
y Berthiaume, 2004). Si bien, al analizar el contexto de la susiitucién L414E no se
predice ninguna modificacién post-traduccional, no se descarta una posible alquilacién
o modificacién de las glicosilaciones, lo cual explicaria el leve aumento en la masa

molecular (ver figura 10). De cualquier forma, la mutante Gc L414E logré acumularse
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en membrana plasmatica, o cual confirma que si ocurrié una posible modificacion y
que ésta no afectd su frafico hacia la membrana plasmatica por la via secretoria. Sin
embargo, la mutante perdié la actividad fusogénica, indicande que éste seria un
residuo esencial para la actividad de la proteina. Para confirmar esto, una sustitucion

por otro residuo apolar deberia ser realizada.

En el caso de la mutante Gc W441E no fue posible detectar su expresion en células
transfectadas, por lo que no se puede concluir nada sobre la funcién de este residuo en
particular. Esto puede haberse debido a que la mutacién de triptofano a acido
glutdmico fue muy radical para la proteina, no pudiendo plegarse de forma correcta,
siendo degradada intracelularmente. Mas adn, al analizar el contexto en que se
encuentra la mutacion se detecto la presencia de un sitio de SUMOilacion que antes no
existia en la proteina. La SUMOilacion corresponde a una modificacion post-
traduccional que conjuga una proteina con la proteina SUMO (Small Ubiquitin-like
Modifier) (revisado por Verger y col, 2002). SUMQilacién de proteinas se ha visto que
(a diferencia de lo que ocurre con ubiquitinacién de proteinas) no lleva directamente a
una degradacidn, si no a cambios en la funcién (activacién/represion). La secuencia
aminoacidica concenso para SUMOilacion es yKxE, donde y corresponde a un
aminoacido hidrofébico de gran tamario y x es cualquier residuo. La conjugacion con la
proteina SUMO ocurre en la lisina dentro de la secuencia concenso (Verger y col,
2002). Al introducir la susfitucion W441E en Gc, se generé la secuencia 438-FKCE-
442, la cual podria ser sujeta a una modificacién por conjugacion con proteina SUMO.
Como se menciond anteriormente, la SUMQilacion de proteinas in vivo no lleva a su

degradacién, pero en este caso, la SUMDOitacion de Gc pudo haber afectado al
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plegamiento y/o tréfico de ésta, siendo destinada a degradacién, no pudiendo

detectarse la expresién de Gc W441E.

Por su parte, la mutante GeDSHt, la cual carece de la region troncal, se acumulé en
membrana plasmatica de células transfectadas, al igual que la proteina silvestre,
indicando que no se vio afectado el plegamiento ni tréfico de ésta. Sin embargo, perdio
la actividad de fusionar células, indicando que la regién troncal es esencial dentro del

proceso de fusién de membranas, confirmandose la hipdtesis planteada.

Estos resultados en conjunto corresponden a la primera informacién funcional sobre
esta regién en el género Hantavirus y es congruente con lo descrito para otras
proteinas de fusién clase Il (Liao & Kielian, 2006) y también para segmentos pre-TM de

otras proteinas de fusién (Salzwede! y col, 1999; Jeetendra y col, 2003).

Un mecanismo mediante el cual la regién froncal de la proteina de fusién podria ayudar
al proceso de fusién de membranas desestabilizando la membrana viral. De esta
forma, la membrana viral, al encontrarse bajo condiciones de estrés, el costo
energético para fusionarse con la membrana blanco seria menor (Chermnomorkik y

Kozlov, 2003). Esto no es posible determinarlo con los resultados aca presentados.

Como continuacion de esta tesis, se propone generar una serie de sustituciones dentro
de la regién troncal que cambien los residuos conservados, de manera de estudiar si
estos son 0 no esenciales para la actividad de la proteina. Finalmente, cémo la fusion

de membranas es un proceso que ocurre en multiples etapas (ver 1.2.3), queda por
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dilucidar en que etapa del proceso las mutantes perdieron la actividad. Estudios en

conjunto ayudarén a caracterizar la funcioén de la region troncal en este proceso.




CONCLUSIONES

Solo fosfatidilcolina se requiere para la interaccién de la region troncal de
ANDV-Gc con membranas modelos. Ni esfingomielina ni colesterol ni

fosfatidiletanolamina son requeridos para que ésta ocurra.

La region troncal de ANDV-Gc es esencial para el proceso de fusion de
membranas. La mutante que carece de ésta, se acumula en la
membrana plasmatica de células transfectadas al igual que la proteina
silvestre, pero no produce la fusidn entre células. Lo mismo acurre con la

sustitucion del residuo apolar conservado L414 a acido glutamico.
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PROYECCIONES

« Determinar si existe o no una contribucién electrostatica en la interaccion
de ANDV-GcSt con membranas modelos para validar el modelo

propuesto.

. Aumentar el nimero de sustituciones de residuos dentro de la regidn
troncal para determinar que residuos son claves dentro del proceso de

fusidn de membranas.

« Analizar en que etapa del proceso de fusion de membranas las mutantes
pierden la actividad. Esto permitir4 determinar la funcién de ésta region

dentro del proceso de fusion.
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ANEXO
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Figura Anexo 1. Fluorescencia de DPH en las diferentes fracciones del gradiente de
flotacion de liposomas de diferente composicién. Se muestran las intensidades de
fluorescencia para tres gradientes diferentes realizados independientemente. Triangulos:
liposomas compuestos de fosfatidilcolina y colesterol. Cuadrados: liposomas compuestos de
fosfatidilcolina, colesterol y esfingomielina. Rombos: liposomas compuestos de fosfatidilcolina,
colesterol, esfingomielina y fosfatidiletanolamina.

Nombre del partidor | Secuencia Descripcion
Gc L414E-F 5' gcatcagccccacac gaa Mutante Gc L414E. En negrita, codén modificado.
gagagagtgacaggc 3’ Subrayado, bases modificadas.
Gc L414E-R 5' geetgteactcetetc tte gtgtggggetgatge | Mutante Ge L414E. En negrita, codon modificado.
ar Subrayado, bases modificadas.
Gc W441E-F 5' gcacattcaaatgc gag ttcaccaagtcagg | Mutante Ge W441E. En negrita, codon modificado.
3 Subrayado, bases modificadas.
Gc W441E-R 5' cctgacttggtgaa cte gcatttgaatgtge 3' | Mutante Gc W441E. En negrita, codon modificado.
Subrayado, bases modificadas.
GPCDSt 5 —F 5' tagatct attatggaagggtggtatctggttgc | Clonamiento del fragmento rio arriba de la region
3’ troncal de ANDV-Gc de 3212 pb. En cursiva, sitio
Bglll. En negrita, secuencia Kozak para expresion
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GPCASt S -R 5' gicgac geggeege Clonamiento de! fragmento rio arriba de la region
tggggctgaageaagtagacee 3' troncal de ANDV-Gec de 3212 pb. En cursiva, sitio
Notl en marco de lectura.
GPCASt 3 ~F 5’ gtcgac geggeecge Clonamiento del fragmento rio abajo de la regién
tggattgitgtigtagtgctigttg 3' troncal de ANDV-Ge de 125 pb. En cursiva, sitio
Notl en marco de lectura.
GPCAStZ -R 5' t ctegag ttagacagttttctigigece 3° Clonamiento del fragmento rio abajo de {a regidn
troncal de ANDV-Gc de 125 pb. En cursiva, sitio
Xhol. En negrita, codén de términe.,
GeStaH2-F 5' ctgtcatgatacagattcgetcgeggeege 3 Seleccién de transformantes para obtener GeDSt.

Tabla 1. Partidores utilizados. La lista contiene todos los partidores utilizados en esta tesis para
las diferentes reacciones de PCR.

Componente Concentracion final
DNA {GPC/pGEM-T) 1 ngful
Partidor -F 0,25 mM
Partidor - R 0,25 mM
Tampén 10 X 1X
Mezcla de dNTP 0.2mM
(Invitrogen) (c/dNTP)
PfuUitrall (Invitrogen) 0.02 U/mL

Tabla 2. Mezcla de reaccién de PCR para amplificacion de los fragmentos rio arriba y rio abajo
de ANDV-GcSt. Volumen total de reaccién = 50 mL.

Componente Concentracion
Utilizada
DNA (GPC/pGEM-T) 1 ng/ ml
Partidor -F 0,25 mM
Partidor- R 0,25 mM
Tampédn 10X 1X
{Invitrogen)
Mezcla de dNTP 0.2 mM
{Invitrogen) {c/ANTP)
AccuPrime polimerasa
{Invilrogen)

Tabla 3. Mezcla de reaccién de PCR para obtencién de las mutantes sitio dirigidas. Volumen
total de reaccion = 50 mL.
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Etapa Temperatura {* C) Tiempo (s) Niamero de ciclos
Denaturacion 85 180 1
inicial
Denaturacion 95 15 30
Alineamiento 56 30
Extension 72 210
Extension final 72 10 1

Tabla 4. Protocolo de PCR utilizado para amplificar el fragmento rfo arriba de la region
codificante de ANDV-GcSt de 3212 pb.

Etapa Temperatura (° C) Tiempo (s) Ndmero de ciclos
Denaturacién 95 180 1
inicial
Denaturacién 95 10 30
Alineamiento 56 30
Extensién 72 30
Extension final 72 5 1

Tabla 5. Protocolo de PCR para amplificar el fragmento rio abajo de la region codificante de
ANDV-GcSt de 125 pb.

Etapa Temperatura (° C) Tiempo (s) Nimero de ciclos
Denaturacion 95 180 1
inicial
Denaturacion 85 15 18
Alineamiento 56 30
Extension 72 480
Extension final 72 5 1

Tabla 6. Protocolo de PCR utilizado para obtener las mutantes sitio dirigidas de la regién troncal

de ANDV-Gc.
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