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RESUMEN

El sindrome cardiopulmonar por virus Hanta, descubierto en 1995 en Chile, es
producido por el virus Andes el cual pertenece al género Hantavirus de la familia
Bunyaviridae. Este virus se caracteriza por ser €l més virulento dentro de este género,
con un indice de mortalidad en humanos infectados de alrededor de un 30%. La
principal via de transmisi6n a los humanos ocurre por inhalacion de aerosoles de heces,
orina o saliva de roedores portadores del virus.

El genoma del virus Andes estd formado por tres hebras independientes de ARN de
sentido negativo denominadas de acuerdo a su tamafio L, M, S por grande, medio y
pequefio, respectivamente. Los estudios de esta memoria se enfocaron en el segmento M
del genoma viral, el cual codifica para la proteina precursora de las glicoproteinas 1y 2.
Estas protefnas estdn insertas en la envoltura lipidica del virus e interactan con los
receptores celulares permitiendo la union del virus a la célula hospedera.

Se ha reportados que los virus Hanta que causan el sindrome cardiopulmonar
interaccionan Ezon las integrinas f1 y B3. De la interaccion entre las glicoproteinas y
estos receptores se ha sugerido que depende el desarrollo o no de la enfermedad.

En este trabajo, segmentos de proteinas G1 y G2 del virus Andes aislado CHI-7913 se
expresaron en E. coli como proteinas de fusién a tioredoxina de E. coli. La proteina G1

fue expresada como proteina de fusién en dos segmentos, uno de la region amino

denominado Gla de aproximadamente 62 kDa y otro de la regién carboxilo denominado

G1p de aproximadamente 58 kDa. Ambas proteinas estin superpuestas en 15

aminoacidos.
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Se intentd producir la protefna G1 completa in vitro, obteniéndose una proteina de
tamafio parcial de 30 kDa, la cual es reconocida por anticuerpos monoclonales contra la
proteina G1.

La proteina G2 se expreso también en dos mitades, una regién amino de 45 kDa y una
regién carboxilo de 58 kDa respectivamente. Estas proteinas estdn superpuestas en 37
aminoacidos. ,

Las proteinas recombinantes obtenidas fueron utilizadas para desarrollar anticuerpos
monoclonales, los cuales reaccionaron especificamente con las proteinas recombinantes
en ensayos de Inmunoblot,

Los anticuerpos obtenidos contra G2 fueron analizados por su unién al virus en células
Vero E6 infectadas con el virus Andes. Se identificaron 13 anticuerpos que se unen al
virus, 11 contra G2a. y 2 contra G2f. Estos anticuerpos son herramientas poderosas que
podréan ser usadas en el futuro para estudiar los mecanismos de infeccion viral y para

fines diagnésticos y terapéuticos.
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SUMMARY

The hantaviral cardiopulmonary syndrome, discovered in 1995 in Chile, is produced by
the Andes virus, which belongs to the Hantavirus genus of the Bumyaviridae family,
This virus is known to be the most virulent of this genus, with a human mortality rate of
around 30%. Transmission of this pathogen in humans is mainly through inhalation of
aerosols from feces, urine and saliva of rodents bearing the virus.

The Andes virus genome is composed of three independent negative-polarity single-
strand RNA molecules, termed L (large), M (medium) and S (small). The studies carried
out in this thesis focus on the M segment, which codifies for the precursor of
glycoproteins 1 and 2. These membrane proteins are inserted in the viral envelope and
interact with cellular receptors, allowing the attachment of the virus to the host cells.

It has been reported that Hantaviruses causing the puimonary syndrome interact with B1
and B3 integrin receptors depending on the development or not of the discase,
respectively. |

Tn this work, segments of the G1 and G2 proteins from the Andes virus isolate CHI-7913
were expressed in . coli as fusions proteins with . coli thioredoxin. G1 was expressed
in two separate segments fused to thioredoxin, one from the amino, termed Gla, of
approximately 62 kDa and the other one from the carboxy, termed GIB, of
approximately 58 kDa. These proteins overlap by 15 amino acids.

Wheri expresing the complete G1 protein iz vitro, only a partial fragment of 30 kDa was

obtained, this was recognized by monoclonal antibodies against G1.



The G2 protein was also expressed in two halves, an amino-terminal region of
approximately 45 kDa and a carboxy region of 58 kDa. These proteins overlap by 37
amino acids.

The recombinant proteins obtained were used for the development of monoclonal
antibodies, which reacted specifically with the recombinant proteins by Inmunoblot
analyses. The antibodies obtained against G2 were assayed by their binding to the virus
in Andes virus-infected Vero E6 cells. Thirteen antibodies were identified that interacted
with the virus, 11 against G2a and 2 against G2pB. These antibodies are powerful tools
for future studies on the mechanism of viral infection and furthermore may be useful for

diagnostic and therapeutic applications.
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1. INTRODUCCION

Historia

La enfermedad p(;r Hantavirus fue descrita como fiebre hemorragica durante la guerra
de Corea en la década de los 50, sin embargo el agente causal fue descubierto en 1976 y
denominado virus Hantaan, por el nombre de un rio de Corea del Sur donde se capturé el
roedor portador del virus (Bar6 y cols., 1999). Posteriormente, en Asia y Europa fueron
identificados virus similares causantes de¢ cuadros febriles acompafiados de
manifestaciones hemorragicas y compromiso renal, lo que en la actualidad se engloba
bajo el término de fiebre hemorragica con sindrome renal. Una infeccion viral diferente
fue cie.tectada en Norteamérica en el afio 1993, donde ocurrieron una serie de muertes
inexplicables en la poblacién indigena producidas por una neumopatia fulminante
denominada como sindrome pulmonar por Hantavirus (Schmaljohn y Hjelle, 1997). La
investigacion del z;gente etiolégico fue rapida debido a un seguimiento epidemiologico y
de laboratorio, lo que resulté en la identificacion de una especie de virus Hanta
desconocida hastf;. entonces denomina_da virus Sin Nombre.

E! Hantavirus fue reconocido en Chile como enfermedad emergente en 1995, con la
identificacién del primer caso de Sindrome Pulmonar en una mujer residente en

Cochamd, X Region. Sin embargo, investigaciones muestran casos retrospectivos desde

1975 (Bar6 y cols., 1999).
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Agente infeccioso y ciclo viral

El virus Hanta identificado como principal agente causal de esta enfermedad en Chile y
Argentina se denomina virus Andes. Este virus se clasifica dentro de la familia
Bunyaviridae, género Hantavirus. A diferencia de los demdas géneros dentro de esta
familia (Orthobunyavirus, Phlebovirus, Nairovirus y Tospovirus) que son transmitidos
por artropodos, el virus Andes es transmitido por roedores, con los cuales se cree que ha
coevolucionado (Plyusnin y cols., 1996).

El virus Andes se aisld al inocular células Vero E6 con el suero de un nifio de 10 afios
infectado asintomético antes de que generara IgM e IgG, lo cual facilité el proceso al no
encontrarse neutralizado el virus. Este fue el primer aislamiento realizado a partir de un
humano antes de la aparicién de los sintomas (Galeno y cols., 2002). El genoma de este
aislado ha sido recientemente secuenciado en su totalidad (Tischler y cols., 2003).

El virus es esférico y envuelto, de 80 a 140 nm de didmetro, con proyecciones
glicoproteicas embebidas en la bicapa lipidica de la envoltura. Su genoma esta
compuesto por tres hebras independientes de ARN de sentido negativo asociadas a
nucleoproteina y ciue se encuentran cerradas en forma no covalente a través de extremos
5°-3’ complementarios. Estas hebras son denominadas del inglés L, M, S (grande, medio
y peﬁueﬁo) que codifican respectivamente una proteina L que da origen a la polimerasa
dependiente de ARN que replica en el citoplasma el material nuclear, M un precursor de
glicoproteina y S la proteina de la nucleocépside o nucleoproteina (Elliot y cols, 1990).
El prf.;:'cursor de las glicoproteinas es procesado cotraduccionalmente por una peptidasa
en dos proteinas de superficie G1 y G2, por corte en un pentapeptido conservado

WAASA (Lober y cols., 2001).
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Los principales antigenos presentes en humanos son la nucleoproteina y las
glicoproteinas G1 y G2. La inmunofluorescencia de células infectadas uvsando
anticuerpos contra nucleoproteina muestra un patrén punteado por todo el citoplasma.
Anticuerpos contra glicoproteinas muestran un patron de punteado perinuclear tipico de
proteinas que se acumulan en el Aparato de Golgi (Spiropoulou, 2000).

Las proteinas G1 y G2, forman parte de la envoltura del virus ¢ interactian con los
receptores celulares permitiendo la entrada a la célula hospedera. Esta interaccion ha
sido relacionada at desarrollo de [a enfermedad.

Para la entrada del virus a la célula, se ha postulado que Prospect Hill y Tula usan (1
integrina para entrar a la célula pero no desarrollan la enfermedad. Por otro lado, las
especies Sin Nombre, Hantaan, Seoul y Puumala usan las 33 integrina como receptor
celular para entrar a la célula desarrollando la enfermedad (Gavrilovskaya y cols., 1998).
Ademds, mediante ensayos de competicidn se iaostulé que una proteina de superficie de
30 kDa actuaria también como receptor para el virus Hantaan (Kim y cols., 2002}.

La entrada a la célula de este virus ocurre a través de la endocitosis dependiente de
clatrina. Dentro del endosoma se produce la fusién de la envoltura viral con la
membrana vesicular a un pH intracelular bajo (Jin y cols., 2001), lo que posibilita la
internalizacién de’la nucleocapside del virus. El virus se multiplica en el citoplasma de
las células infectadas. El ARN viral se puede replicar en un ARN de polaridad positiva
que sirve de templado para producir mas ARN viral. Una vez que ocurre la transcripcion
del ARN viral al ARN mensajero se produce la traduccién de éste. Las glicoproteinas

son dirigidas al reticulo endoplasmico rugoso y posteriormente al Aparato de Golgi. Se
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cree que los viriones se forman a través de la asociacién de la nucleocapside con
glicoproteinas embebidas en estas membranas. Los viriones nacientes entonces son
transportados en vesiculas secretorias a la membrana”plasmética y son liberados por
exocitosis.

Este mecanismo de infeccion se desconoce como el posible receptor celular, para el caso

del virus Andes.

Patogénesis y patologia

El Hantavirus infecta a animales de laboratorio como ratén y primate, pero el mejor
modelo de estudio para el virus Andes es el hamster Sirio adulto ya que este desarrolla la
enfermedad de una manera muy similar al hombre (Hooper y cols., 2001).

Los mecanismos de la patologia por el sindrome pulmonar por Hantavirus son
pobremente conocidos. Tanto in vivo (Zaki y cols., 1995) como in vitro (Sundstrom y
cols., 2001) no se observa directamente un dafio citopético en las células infectadas.

Ha sido sugerido que el mecanismo inmunopatolégico envuelve a los linfocitos
citotoxicos (Emnis y cols., 1997). Tejidos de pulmén obtenidos por necropsia desde
pacientes con sindrome pulmonar por Hantavirus contienen abundantes cantid%ides de
células CD4+ y CD8+ y un alto numero de células productoras de citoquinas (Zaki y
cols., 1995). Varias de las citoqu.inas detectadas en el tejido pulmonar, incluyendo TNF-
a, IL-2 y IFN-y, son producidas por las células T y pueden mediar el dafio capilar.
Ademds, evidencias preliminares sugieren que la infeccién por el virus Sin nomibre

HLA-B*3501 estaria asociado con el desarrollo severo del sindrome pulmonar,



A e o e e B i il e e e . e e e, M el sl e el e i e i S

implicando las células T CD8+ (Koster y cols., 2001). Estas observaciones llevan a
plantear que aspectos cuantitativos y/o cualitativos de la respuesta especifica de las

células T contra Hantavirus contribuyen a la patologia del sindrome pulmonar.

Reservorio

Se ha demostrado que el raton colilargo (Oligoryzomys longicaudatus), es el principal
reservorio del virus Andes y se ubica entre la 11T a XII region. Este virus ha sido
detectado en otras especies en Chile como son Abrothrix longipilis, Abrothrix olivaceus,
P.Darwini y Rattus Rattus. (Eduardo Palma comunicacion personal, Sportorno y cols.,
2000). En este roedor el virus ocasiona una infeccion cronica persistente y asintomatica

(Lopez, 1996).

Figura 1. Fotografia del roedor Oligoryzomys longicaudatus, reservorio del virus Andes.



Infeccion en humanos

A. Modo de transmision a humanos

La via de infeccién mas importante es la inhalacion de aerosoles provenientes de las
heces, orina vy saliva de roedores portadores. La transmision de persona a persona se
documenté epidemioldgicamente y con técnicas de virologia molecular en un brote de
sindrome pulmonar por Hantavirus en Argentina en 1996 (Padula y cols., 1998; Wells y
cols., 1997).

B. Periodo de incubacién y transmisibilidad.

De acuerdo a estudios nacionales, el periodo de incubacién por virus Andes es en
promedio de 18 dias, con un rango de 8 a 34 dias. El periodo de transmisibilidad es
desconocido. Por estudios recientes realizados en el Instituto de Salud Publica
permitieron determinar que los dias de mayor viremia serian los dias previos al inicio de
los sintomas.

C. Epidemiologia

En Chile la enfermedad es endémica, con una presentacién del tipo estacional
(primavera-verano), concentrando el 70% de los casos entre noviembre y abril. La
magnitud de los brotes es variable a-Icanzéndose las tasas mas altas de incidencia hasta el
momento en los afios 2001 y 2002. Al 9 de noviembre del 2006, el total de casos
reportados era de 493.

Se han registrado casos de infeccion desde la V a la IX region, los que frecuentemente
se pre:'sentan com-o brotes regionales. La mayor frecuencia de los casos se ha presentado
‘en la VII, VI, X y XI regién. Sin embargo, el riesgo de enfermar existe en toda el .drea

de distribucién del reservorio.




La letalidad hasta noviembre del 2006 alcanzo el 37%.

Diagnéstico y tratamiento

En la actualidad los métodos de diagnostico utilizados en Chile y realizados en el
Instituto de Salud Publica en conjunto con laboratorios de la Universidad Austral y la
Pontificia Universidad Catélica de Chile, se basan en ensayos serologicos tipo ELISA de
IgG e IgM, usando antigenos derivados de virus Sin Nombre, Laguna Negra y Andes.
Los dos primeros fueron donados por el Centro de Control de enfermedades (CDC) en
los Estados Unidos y en el caso de Andes, por el Instituto Malbran en Argentina.
(Galeno, 2000; Ministerio de Salud, 2001; Szot, 2002).

La unién del anticuerpo del paciente y la proteina del virus también puede visualizarse
en otros formatos como son Inmunoblot o inmunofluorescencia. El uso de las técnicas
de biologia molecular para el diagndstico tiene actualmente un uso en investigacién. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion de ARN viral no ha sido
validada para su uso clinico por lo que no reemplaza al diagndstico serologico pero es de
utilidad cuando no se dispone de una muestra de sangre y debe realizarse en muestras de
tejidos.

En el ambito del tratamiento no existe uno efectivo para superar el sindrome pulmonar
por virus Hanta. Los tratamientos son de apoyo tales como la sedacién para disminuir el
trabajo respiratorio, la administracion de drogas vasoactivas, ventilacion etc., mientras

se deéarrolla Ia respuesta inmune del paciente. En cuanto a tratamientos ox.ientados a

controlar los efectos patogénicos del virus o la respuesta inmunoldgica se proponen el

uso de metilprednisolona durante la fase aguda y del antiviral ribavirina.
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Ya que los virus Hanta y Puumala son los mayores agentes etioldgicos de la fiebre
hemorragica con sindrome renal en el continente Euro-Asidtico, se ha disefiado una
vacuna inactivada con formalina contra el virus Hanta que se denomina Hantavax®, y
esta disponible en Corea desde 1990 (Cho y cols, 1997). Por otra parte, en China se han
desarrollado vacunas para virus Hantaan y Seoul.

En el caso del virus Andes, estudios realizados en el Instituto de Investigacién de
Enfermedades Infecciosas de la Armada de los Estados Unidos han probado con éxito el
uso de una vacuna experimental para el tratamiento contra el virus Hanta. En sus
ensayos, se vacunaron monos {Macacus rhesus) con un plasmidio con el segmento M
del virus Andes y Hantaan. Los anticuerpos generados por la vacuna fueron capaces de

neutralizar a ambos virus y el refuerzo de la vacuna aplicado después de un afio aumento

la respuesta y la reactividad cruzada entre estos virus. (Hooper y cols., 2006).

Importancia de la sintesis de las glicoproteinas

La alta mortglidad de la enfermedad producida por el virus Hanta, su modo de
transmision y el ;:reciente aumento de contagio en actividades recreacionales, hace que
en un pafs que pretende incentivar el turismo, el estudio del virus adquiera relevancia.
Las caracteristicas anteriormente mencionadas, ademas de su amplia distribucién
mundial y su potencial uso como arma bioterrorista, hacen del estudio del virus Hanta,
una necesidad.

’

Los prodﬁctos génicos del segmento M que son las proteinas G1 y G2 han sido

.implicadas en muchas de las propiedades biologicas importantes de los virus incluyendo




la virulencia, la neutralizacién, la hemoaglutinacion y la fusién celular, las que |
constituyen un interesante y poderoso blanco de trabajo.

Las glicoproteinas al formar parte de la envoltura cofno proteinas de transmembrana
interaccionan con réceptores celulares para su entrada. Se postula que la patogenicidad
del virus Hanta estaria asociada a la interacciéon de estas glicoproteinas con integrinas
B33 receptores celulares del virus (Gavrilovskaya y cols., 1998).

Estas glicoproteinas, son las més variables del virus y es por ello que permiten la
tipificacion de distintas cepas del virus Hanta, ya que al tener mayor homologia
antigénica con las variantes de una determinada éarea geografica, mayor sera la
sensibilidad del test para esa zona geografica.

A vpartir de la producciéon de glicoproteinas recombinantes se pueden producir
anticuerpos monoclonales, herramientas para estudiar el ciclo replicativo o para el

desarrollo de inmunoterapias, corno puede ser por ejemplo un suero neutralizante, la

deteccion de proteinas virales o del virus propiamente tal.




II OBJETIVOS
Objetivo general
Disefio y obtencion de glicoproteinas recombinantes y anticuerpos monoclonales contra

el virus Andes que podran servir para fines diagnosticos y terapéuticos.

Objetivos especificos

El aislamiento, clonacién y expresion en E. coli de los genes que codifican para las

glicoproteinas del virus Andes CHI-7913 o dominios particulares de estas proteinas.

La purificacion de las proteinas recombinantes obtenidas en E .coli.

La preparacion de anticuerpos monoclonales contra las proteinas recombinantes.

Fl estudio de fa unién de los anticuerpos monoclonales a las particulas virales.



III. MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Los ratones Balb/c utilizados en este trabajo fueron obtenidos del vivero de BiosChile.

2. Células

Las cepas bacterianas utilizadas que se describen brevemente a continuacion fueron

adquiridas comercialmente de Novagen.

Tabla I: cepas bacterianas usadas con sus respectivas caracteristicas.

#

Cepa

Caracteristicas

Resultado

AD494(DE3)pLysS

La cepa es una mutante para el gen
de la tioredoxina reductasa (trxB).

Esta cepa porta el gen para la ARN
polimerasa del bacteriéfago T7
bajo el promotor lac UVS5 por lo
que es denominada DE3

pLysS contiene la lisozima del
fago T7

Condicién que facilita el
correcto plegamiento de las
proteinas porque aumenta la
formaciéon de puentes de
disulfuro en el citoplasma

Reduce la expresion basal
de genes blanco y por lo
tanto estabiliza plasmidos
que expresan  proteinas
toxicas en E. coli.

BL21(DE3)

-

Cepa ampliamente usada por su
deficiencia en las proteasas lon y
ompT.

Porta el gen para la ARN
polimerasa de T7 bajo el promotor
lac UVS.

NovaBlue (DE3)

Cepa usada por su alta eficiencia
de transformacion.

1




Capacidad de seleccion con el
plasmido adecuado en colonias
azules y blancas.

Mutaciones en rec A y endA

Resultan en un alto
rendimiento y calidad en la

Porta el gen para la ARN | purificacién de plasmidos.
polimerasa del fago T7 bajo el
promotor lac UVS5.

Rosetta(DE3)pLysS | Cepa que posee un plasmido | Aumenta la expresiéon de
resistente a cloranfenicol que lleva | proteinas que de otra
genes para la lisozima del fago T7 | manera estaria limitada por
que y codifica tRNAs para | el usé de codones
codones poco utilizados en E. coli
(AGG, AGA, AUA, CUA, CCC,

GGA).

Porta el gen para la RNA

polimerasa del fago T7 bajo el.
" | promotor lac UV5.

Tuner (DE3)pLysS | Cepa tiene una mutacién en la|Produce un nivel de
permeasa {lacY) que permite la | induccion homogéneo
entrada uniforme de IPTG en la | dependiente de la

poblacién celular.

Porta el gen para la RNA
polimerasa del fago T7 bajo el
promotor lac UV5 y la lisozima
del fago T7.

concentracion de IPTG.

Las muestras

inmunofluorescencias fueron provistas por el Instituto de Salud Piblica. Estas muestras

con células

infectadas con virus

Andes para realizar las

consisten en portabbjetos con células Vero E6 (fibroblastos normales de rifién de mono '




verde de Africa) infectadas con virus Andes CHI-7913, fijadas y permeabilizadas en una

solucién 10% acetona, 90% metanol.

3. Reactivos

Las sales, 4cidos, bases, detergentes, antibidticos, glucosa, bromuro de etidio y solventes
utilizados de grado analitico o de biologia molecular, se obtuvieron en Merck y Sigma.
Las enzimas de restriccién, Taqg ADN polimerasa, T4 ADN ligasa, fosfatasa alcalina de
ternero, X-GAL, IPTG, ADN estindar, dATP, dGTP, dCTP, dTTP se obtuvieron de
Invitrogen, New England Biolabs y Promega, respectivamente. Los sistemas de
purificacién de productos de PCR, de purificacién de ADN plasmidial y de extraccion
de ADN desde geles se obtuvieron de Qiagen. La triptona, extracto de levadura y agar se
adquirieron en Difco Laboratorios. La agarosa se obtuvo de GibcoBRL y FMC
Corpordtion. El sistema de expresion in vitro RTS 500 se obtuvo de Roche. El reactivo
Micro BCA para cuantificar proteinas y sustrato para quimioluminiscencia se obtuvo en
Pierce. Las peliculas fotograficas de radiografia se obtuvieron de Kodak. El anticuerpo

anti IgG de ratén hecho en cabra se obtuvo en Kirkeggard & Perry Laboratorios (KPL).

4. Oligonucleétidos
Los oligonucledtidos usados para amplificar las glicoproteinas G1 y G2 como también

sus regiones superpuestas amino () y carboxilo (B) se disefiaron en base a la secuencia
a* 4

genémica conocida del virus Andes CHI-7913 (Tischler y cols., 2003).




Los oligonucledtidos utilizados para las reacciones de PCR varian entre 33 y 42 bases y
su temperatura de hibridacion se calculd de acuerdo a la formula Tm = 2(A+T) +
4(C+G). Las secuencias de los partidores y el valor de la Tm se muestran en la Tabla 2.

La notacién forw indica que es un partidor en el sentido directo y rev indica que es un
partidor en el sentido inverso. En azul se destacan los sitios de restriccion Sal/ de los
partidores en el sentido directo, y en rojo se destacan los sitios de restriccién Notl y Xhol

de los partidores para el sentido inverso.

Tabla 2. Secuencias de los partidores para amplificar las glicoproteinas completas y
fragmentadas con los sitios de restriccién para ser clonados en los vectores de expresion.

e . Sitiode | Producto | Vector de
Secuencia oligonucledtido
restriccion | PCR | expresion
Gl Forw: 5-CAAAGTCGACGOGGCCGCAGTTTAAAATGGAAGGGTGGT-3” forw. Tm:90°C Sall
Gl Rev:5“ACTCCTCGAGTCTAGATTATGCACTTGOGGCOCAAATAACAAT-3 rev. Tm:92°C Yhol Gl PIVEX2.4c
Gla Forw: 5'-CAGAGTCGACAAATGGAAGGGTGGTATCTGGTT-3" Tm:66°C Sall
; S . Gla | pET32a(+)
Gla Rev: 5*-CAAGGTCGACTCATACACTGTGATTAGATTCAGG-3" Tm:66°C Notl
G1P Forw:5-GACGGTCGACTAATGTTTGTGTTITCCCCAGGTATA-S' Tm:68°C Sall
= . GI1p | pET32a(+)
G1P Rev:$"-ACTCCTCGAGTCTAGATTATGCACTTGCOGCCCAAATAACAAT-3 Tm92°C Notl
G20 Forw: §'-GAAGGTCGACAAMTGGOCGCAAGTGCAGAGACTCCA-3" Tm:80°C Sall
i =l ; G2o | pET32a(+)
G2a Rev: 5-CAGTCTCGACCTAGCACCATIGTTTAAGGATGAC-3" Tm:68°C Notl
G2p Forw: 5-ATCCGTCGACTAATGCCATCTGTGAAGGTTTGTATA-3" Tm:70°C Sall
y ; G2 | pET32a(+)
G2B Rev: 5™-AGGACTCGAGGCGGCCGCTTAGACAGTTTTCTTGTGCCC-3' Tm:56°C Notl

El vector pGEM-T, especialmente disefiado para clonar productos de PCR se obtuvo de
Promega. Este plasmidio posee una timidina en el extremo 5° de cada una de las hebras
en el sitio de insercién lo que facilita la ligacién a segmentos de ADN obtenidos por
PCR con Taq polimerasa, la cual agrega una adenina en el extremo 3" de cada hebra.
Ademas se utilizé el vector pET32a (+), obtenido de Novagen, para expresar las

proteinas recombinantes en £. coli Este vector produce proteinas recombinantes
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fusionadas a la tioredoxina de E. coli y a un péptido de polihistidinas que facilita su
posterior purificacion e identificacion. Finalmente se utilizé el vector pIVEX 2.4¢ para

la expresion in vitro, obtenido de Roche. Los esquemas de estos plasmidos se presentan

en la Figura 2.

5. Vectores de expresion

resistencis

TN

Amp
P4
R
Ay
PET-32a{+)
5900 bp
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Figura 2. Vectores de expresion: A: pGEM-T, B: pET-32a (+), C: pIVEX 2.4c.

Tabla 3: Vectores con sus respectivas caracteristicas.

Vector

Caracteristicas

pGEM-T

Posee un sitio multiple de clonamiento para productos de
PCR; Amp, gen de resistencia a ampicilina; f7 ori, origen de
replicacion del fago f1 para producir ADN de hebra simple;
ori, origen de replicacion y /acZ, region codificante para la
f-galactosidasa interrumpida por el sitio de clonamiento.

pET32a(+)

Contiene un ori, origen de replicacion bacteriano derivado
de pBR322; Amp, resistencia a ampicilina; f1, origin origen
de replicacion del fago fl; lac 1 represor del operon lac;
promotor de T7, Trx A, gen de tioredoxina A de E. coli;
sitio de corte con enteroquinasa y un péptido de
polihistidinas.

pIVEX2.4¢

Contiene un gen de resistencia a ampicilina (Amp"), sitio de
clonamiento, origen de replicacion, sitio de union al
ribosoma, promotor del fago T7 y una cola de histidina
fusionado en el N-terminal.
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6. Amplificacion del ADN por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
Las regiones codificantes de las glicoproteinas virales ocupadas como templado fueron
obtenidas mediante RT-PCR a partir de clones del aislado ANDV CHI-7913 (Tischler y
cols., 2003).
La reaccion de PCR se llevd a cabo en tubos Eppendorf autoclavados de 500 pi en los
que se agregaron los siguientes componentes: 5 pl de tampon PCR 10X sin Mg, 1,5l
de MgCl12 50 mM, 4 pl de mezcla de dNTP 2,5 mM, 1 pl de una solucion 30 pM de
cada uno de los oligonucledtidos partidores, 50-200 ng de ADN templado, 0,5 pl de Taq
ADN polimerasa 5 U/ul y se complet6 a un volumen final de 50 pl con agua desionizada
estéril.
La mezcla de reaécion se incubd en un termociclador (modelo PTC-200 MJ Research)
con el siguiente programa: una etapa inicial de desnaturacion de 5 min a 95°C; 30 ciclos
de denatoracion de 1 min a 94°C, 1 min a 58°C para apareamiento y 1 min a 72°C para
elongacion. Finalmente ;e realizd una etapa de extensién durante 10 min a 72°C e
incubacién permanente a 4°C hasta la purificacién. La purificacién de los productos de
PCR se realizé6” mediante el kit Qiaquick de Qiagen de acuerdo al protocolo
recomendado por el fabricante, el cual usa una membrana de silica que adsorbe el DNA
en un tampén de unién especializado; el protocolo separa oligonficieotidos de hasta 40
bases de productos de DNA de mayor tamaiio lo cual lo convierte en un sistema util para
remover los partidores y los nucledtidos empleados en la reaccion.
En los casos en qlfe el DNA amplificado no se ocupé a la brevedad para evitar la posible
‘degradaci(’)n de 1a adenina de sus extremos se procedié a unir desoxiadeninatrifosfato en

estos éxtremos mediante una reaccién con 0,5 U finales de Taq ADN polimerasa, 0,2
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mM dATP, 2 mM de Mg™, tamp6n PCR 10X y 10 pg aproximadamente de producto de

PCR incubéndose todo esto por 30 min a 70°C.

7. Clonamiento de fragmentos amplificados por PCR en los vectores pGEM-T,
pET 32a (+) y pIVEX 2.4c

A. Digestién de los plasmidog pET32a(+) y pIVEX 2 4¢ con enzimas de restriccién

Para linearizar el plasmido aproximadamente 500 ng del vector fueron sometidos a
digestion con endonucleasas que en ¢l caso del pGEM-T y pET32a(+) fueron Not 1y Sal
1y en el caso de pIVEX 2.4c fueron Xko Iy Sal 1. Como la secuencia de corte de Xho 'y
Sal 1 es muy parecida para ligar en la orientacién adecuada se eligi6 en la mayoria de los
casos cortar con Not I en vez de con Xho 1. Se incub6 90 min por cada enzima partiendo
por la que necesita menor fuerza ionica. Una vez completado el tiempo de digestion se
traté con fosfatasa alcalina CIAP para remover los fosfatos 5' evitando asi la religacion
de los plésmidos.'Para esto, a los 120 pl de mezcla se le agregaron 2 pl de fosfatasa
alcalina (1U/ul), 30 pl de tamp6n 10X CIAP (0.5 M Tris HCI, 1 mM EDTA pH 8.5) y
148 pl de agua mili Q y se incubd 1 hora a 37°C. Luego de este tiempo la fosfatasa
alcalina se inactiva agregando EDTA a una concentracion final de 10 mM y se incuba a
75°C por 15 min. E! producto de esta reaccion se purific mediante el kit Quiaquick
Qiagen con lo que se logra remover el fragmento contenido entre las dos enzimas de
restriccion. El ADN se extrajo con 1 volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1) y luego con 1 volumen de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). El ADN se

precipité con 2 volimenes de efanol absoluto frio con acetato de sodio (1:10) y se
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guardd a -20°C durante la noche. Al dia siguiente, se centrifugd 10 min a velocidad
méxima y se descarté el sobrenadante. Una vez evaporado el exceso de etanol, el
precipitado se disolvié en 30 pl de tampén TE. La concentracion de ADN se estimé
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

B._Ligacion de fragmentos de ADN a vectores

Los fragmentos dg ADN obtenidos por PCR o los fragmentos obtenidos por digestion
con enzimas de restriccién se ligaron a los distintos vectores de clonamiento o
expresion. La reaccién de ligacion se realizoé en 10 pl con 1 U de ligasa T4 Gibco en el
tampén de ligacién correspondiente, manteniendo una relacién molar de al menos 1:10
de vector/inserto y dentro del rango de 1:3 a 3:1 (vector: inserto) para el vector pGEM-
T. La mezcla de reaccion se incubd por 16 h a 14°C.

C. Preparacion de células E. coli competentes

Se inocularon 3 mi de medio Luria Bertani 1X (1 g de Triptona, 500 mg de extracto de
levadura, 500 mg de NaCl autoclavado sin antibiético) con 250 pl de suspension de
bacterias. Luego se incubé a 37°C con agitacion de 250 rpm  hasta que el cultivo alcanzoé
la fase estacionaria. Posteriormente 50 ml de medio LB 1X se inocularon con 1,5 mi de
este cultivo. La mezcla se incubd a 37°C con agitacién a 250 rpm hasta obtener una
densidad 6ptica a 600 nm (DO 400) de 0,6-0,8, lo que demora aproximadamente de 2 a 3
horas dependiendo de la cepa. Una vez alcanzada la densidad 6ptica indicada, el cultivo
se transfirié a dos tubos conicos de 50 ml y se centrifugé a 3500 por 10 min a 4°C para

sedimentar las bacterias y eliminar el sobrenadante.
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Las células se resuspendieron en 25 ml de solucién NaCl 10 mM frio, se centrifugaron
en las mismas condiciones anteriores y el precipitado se resuspendié en 25 ml de CaClp
75 mM frio. Las células se dejaron reposar en hielo durante 30 min, se volvieron a
centrifugar y luego a resuspender en 3 ml de CaCly 75 mM frio. A partir de este instante,
las células se consideran competentes, sin embargo, el grado de competencia aumenta si
se incuban durante 3 horas adicionales en hielo. Las células competentes fueron
alicuotadas en tubos Eppendorf de 1,5 mi en presencia de 14 % de glicerol y se
congelaron en una mezcla de etanol hielo seco para ser posteriormente guardadas a
-80°C.

D. Transformacién de células competentes y seleccion de colonias

Un volumen de 100 pL (1 x 10% células competentes/ml) (Novablue o BL21) y 10 pl del
producto de ligacién o 10 ng del ADN plasmidial purificado se incubaron a 4°C por 30
min, Luego se sometié a las bacterias a un shock térmico de 1 min a 42 °C y se dejo
reposar 3 min en hielo. Se agregaron 800 pl de medio SOC (20 g de triptona, 5 g de
extracto de levadura, 0,5 g de NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl, 20 mM de glucosa en
un litro) estéril y se incubé con agitacion durante 1 h a 37 °C. Posteriormente el cultivo
se centrifugd a 900 x g por 2 min y las bacterias se resuspendieron en aproximadamente
100 p! del mismo medio de cultivo. Esta suspension se sembré en placas de agar al 1%
con ampicilina 100 pg/ml) y se incubaron a 37 SC durante la noche. Al dia siguiente se
selecc;ionaron colonias de cada placa y se dejaron crecer en 5 ml de medio LB con

ampicilina 100 pg/m! durante la noche con agitacién a 37°C. Se picaron colonias por o-

complementacién cuando la transformacion se realizé con el vector pGEM-T, picando
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en este caso las colonias blancas que se dejaron creciendo en 4 ml de LB 1X ampicilina
100 pg/ml durante la noche con agitacién a 37°C. Para esto, las placas se prepararon
agregando sobre su superficie 100 pl de IPTG 100 mM y 20 ul de X-gal 50 mg/ml.

Para la seleccidn de las colonias positivas también se utilizé PCR de extractos directos
de colonias. Para esto las colonias se pican y se dejan crecer en LB 1X ampicilina 100
ug/ml. Luego del cultivo en fase estacionaria se sacé una pequefia alicuota, la que se
calent6é a 100°C por 10 min en el termociclader (modelo PTC-200 MJ Research), se le
agregd la misma mezcla de PCR y se ocupé el mismo programa citado anteriormente.
E._Purificacién de ADN plasmidial

El ADN plasmidial se purificé mediante el kit Qiaprep de Qiagen, utilizando el
protocolo recomendado por el fabricante. Este se basa en la lisis alcalina de las bacterias
que son posterion;lente neutralizadas y ajustadas con una alta concentracion salina que
permite la adsorcién selectiva de ADN en silica y su elusién en baja concentracién de
sal.

F._Andlisis de. ADN por electroforesis en geles de agarosa

El anilisis de los productos de ADN derivados ya sea de la amplificacién por PCR, de
las digestiones con enzimas de restriccion, de las purificaciones de ADN plasmidial, de
las preparaciones de ADN gendmico y de plasmidios linearizados, se realizaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 % en TAE (Tris 40 mM, EDTA 2 mM,
NaCP;;C(?OH 20 mM pH 8) y BrEt [0,3 pg/mL]. Para csto, las muestras se prepararon
con 1:10 del volumen de una solucion de carga que contiene azul de bromofenol 0,42 %

y glicerol 50%. Como patrén de tamafio de ADN se utilizé 1 pg de una mezcla de
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estandar de fago A y @ digeridos con Hind III y Hae III, que contiene fragmentos desde
23.130 pb hasta 72 pb. Las bandas de ADN en el gel se visualizaron con luz ultravioleta
y se fotografiaron con una cdmara.digital. En los casos de digestiones preparativas, para
purificar un fragmento a partir de su extraccion del gel se utilizo una agarosa preparativa
de mayor pureza Seakem GTC agarose (Biowhittaker Molecular Applications).
G._Digestion con endonucleasas de restriccion

Para comprobar la presencia de los genes clonados en los respectivos plasmidios, el
ADN plasmidial se sometio a digestién con las enzimas de restricci(')h especificas para
las secuencias que bordean los genes en cada vector y el producto se analizé por
electroforesis en geles de agarosa. En este caso las enzimas utilizadas fueron Not 1, Sal I
y Xho 1. La digestion se realizo en 20 pl totales y se agregaron aproximadamente 100 ng
de ADN plasmidial y 5 U/ul de la enzima de restriccion en su correspondiente tampon
de reaccién. La mezcla se incubé 1 h a 37°C para cada enzima. Para la digestién
preparativa se utilizé 3 pg de ADN plasmidial en un volumen final de 100 pL. Las
digestiones se incubaron por 3 horas a 37°C.

H._Purificacion de los fragmentos de ADN desde geles de agarosa

Los fragmentos de ADN resultantes de las digestiones con enzimas de restriccion se
analizaron por electroforesis en geles de agarosa preparativa al 1%. El segmento del gel,
correspondiente al fragmento de ADN de interés, se cortd y separd del resto del gel y
luego se purificd mediante el kit Quiaquick Gel Extraction (Qiagen) de acuerdo al

protocblo recomendado por el fabricante.
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I. Secuenciacién del ADN

Las muestras purificadas de ADN se secuenciaron utilizando el Kit comercial Bigdye
2.0 fabricado por Perkin Elmer y un secuenciador automitico ABI PRISM 310 Genetic
Analizer (Applied Biosystems). Para esto se utilizaron partidores especificos para las
secuencias que bordean el inserto como los partidores pUC/M13 Fw y pUC/M13 Rv
propios del vector pGEM-T. En algunas ocasiones se utilizaron también los partidores

propios de cada gen.

8. Produccién in vitro de proteinas recombinantes

Este procedimiento se desarrollé siguiendo las instrucciones del fabricante y se utiliz6 el
sistema de expresion in vitro RTS 500 de Roche. Para esto se ocuparon 1 ml de solucion
de reaccién y aproximadamente 30 pg de DNA del pIVEX 2.4c con el inserto de la
glicoproteina G1 completa.

La reaccién in vitro es acoplada, el DNA es primero transcrito desde el vector templado
pIVEX 2.4¢/Gic en ARNm por la RNA polimerasa del fago T7 seguido por la
traduccién del ARNm por la maquinaria ribosomal presente en el lisado de E. coli. Se
tomaron alicuotas, de la solucion de reaccién a los tiempos 0, 5, 20 y 24 horas. Las
muestras fueron posteriormente analizadas por electroforesis en geles de acrilamida e

Inmunoblot.
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9. Preparacion de Ias proteinas recombinantes en E. coli

A. Induccién de la sintesis de proteinas y preparacion de muestras

La expresién de las proteinas recombinantes se realizd en celulas de E. coli BL21,
transformadas con pET32a/G2a. y pET32a/G2B. En el caso del estudio de induccion de
Gla y GIf se utilizaron las cepas bacterianas de E. coli AD494(DE3)pLysS,
BL21(DE3), Tuner(DE3)pLysS, Rosetta(DE3)pLysS, previamente transformadas con
pET324/Gla y pET32a/G18.

Para inducir la expresion de las proteinas, se inoculé el medio LB-Amp (ampicilina 100
pg/mL) con cultivo fresco de la cepa de E. coli BL21 crecida durante la noche, y se
incubaron a 37°C’con agitacién hasta alcanzar una densidad éptica de 0,5 a 0,6 a una
longitud de onda de 600 nm. Luego se tomé 1 ml correspondiente al tiempo 0 de
inducci6n y al resto del cultivo se le agregé IPTG a una concentracion final de 1 mM.
Posteriormente, se tomaron alicuotas a las 3 h. Las alicuotas se centrifugaron y el
precipitado se resuspendi6 en TBS (50m M Tris, 1M NaCl pH 8) con I mM de PMSF,
Esta mezcla se sonicé en frio tres veces durante 15 seg a intensidad media hasta disolver
el precipitado. Luego de sonicar, la suspensién se centrifugé a 13.000 g durante 10 min
separandose la fraccidn proteica soluble (sobrenadante) de las proteinas insolubles y
restos celulares (pella). Estas fracciones fueron analizadas por electroforesis en geles de
i)oliacﬁlamida en condiciones desnaturantes. El volumen de muestra que se cargo se
determiné en basé a la densidad optica y en el caso del estudio de induccién de los
fragmentos Gla y G1B se cargé la misma cantidad de proteina total para cada una de las

cepas.
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B._Determinacién de la concentracién de proteinas

La concentracion de proteinas se determind con el kit Micro BCA protein assay
(Pierce). La deteccion se hizo en placas de ELISA utilizando 200 pl de reactivos del kit
y 10 pl de muest}a, agregando también muestras de BSA de concentracion conocida
para obtener una curva de calibracion desde 0,05 a 0,8 mg/ml. La placa se incubod a 37°C
por 30 min y luego se leyd en un lector de ELISA ELX 800 (Biotek Instruments Inc) a
490 nm.

C. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes

Las muestras a analizar se prepararon mezcldndolas con 1 volumen de tampon de corrida
2X que contiene 62,5 mM Tris (pH 6,8), 2% SDS, 10% glicerol, 0,02% azul de
bromofenol y 50 mM B-mercaptoetanol. En el caso de las fracciones proteicas
insolubles, éstas se resuspendieron directamente en el tampon de corrida. Las muestras
se calentaron a 100°C durante 5 min antes de cargar los geles. Los geles de
poliacrilamida se Iprepararon de acuerdo a Laemmli (1970). El gel concentrador es al
4 5% de acrilamida: bisacrilamida (30:1) en Tris 0,125 mM (pH 6,8), SDS 0,1%,
TEMED 0,1% y pgrsulfato de amonio al 0,13%. El gel separador se prepar6 al 12,5% de
acrilamida: bisacrilamida (30:1), en Tris 0,375 mM (pH 8,8), SDS 0,1%, TEMED 0,25%
y persulfato de amonio. al 0,037 %. El tampén de corrida corresponde a Tris-glicina
(Tris-base 25 mM; glicina 190 mM; SDS 0,1%, pH 8,3). La electroforesis se realiz6 a un
voltaje constante de 100 a 110V hasta que el frente de corrida cay6 del gel.

Posteriormente el gel se tifid con una solucién que contiene azul de Coomassie 0,5%,

metanol 45% v 4cido acético 10%, durante aproximadamente 30 min con agitacién, y se
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destifié con la misma solucidn sin colorante. Los geles se secaron en un secador modelo
543 Gel Dryer (Bio-Rad) a 85°C durante 45min en condiciones de vacio. Como patron
de tamafios moleculares se utilizé el estandar de proteinas Invitrogen BenchMark
Prestained Protein Ladder que incluye tamafios de proteinas de 8,4 kDa hasta 176,5 kDa.
D._Purificacion de las proteinas recombinantes

El cultivo proveniente de las tres horas de induccion con IPTG se centrifugo a 14.000
rpm a 4°C durante 10 min y se elimino el sobrenadante. Posteriormente el precipitado
fue resuspendido én tampén TBS (50m M Tris, IM NaCl, pH 8) con 1 mM de PMSF.
Esta mezcla se sonicd en tubos sobre hielo como minimo 3 veces durante 15 s hasta
homogeneizar la solucién manteniendo los tubos en hielo y luego se centrifugd
nuevamente. Sila Ig;roteina de interés queda en el sobrenadante se considera soluble, en
cambio si queda en el precipitado se considera insoluble. Las proteinas recombinantes
purificadas resultaron ser insolubles por lo que se sometieron a dos lavados con tampon
TBS 0,5% Tritén X100 y luego enureade 1 a6 M.

Para purificar las proteinas de interés de la mezcla de expresion in vitro, tanto la
proteina de 30 kDa de G1 como la esperada de 72 kDa correspondiente a la proteina
completa codificada por G1, se utilizé 1 ml proveniente de la solucion de reaccién y 500
ul de suspension que se recolecté al lavar el compartimiento de reacciéon. Se
centrifugaron por 10 min a 14.000 rpm, luegoe la suspension de ! ml se lavo 2 veces con
1 ml de cada tampén y la suspension de 500 pl con 500 pl de cada tampdn. Los
tampones en orden de utilizacion fueroh tamp6n Tris, urea 2M, urea 4M, urea 6M en

tampén Tris y tampén Tris. En el caso de las proteinas insolubles en urea después del
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tiltimo lavado con Tris, los precipitados fueron resuspendidos en 50 y 200 pl de SDS al
0,3% respectivamente y luego calentados por 10 min las muestras a 70°C. La suspension
se agitd manualmente y se centrifugd a 14.000 rpm por 10 min. El sobrenadante se

guardé a -20°C. A el precipitado residual se le aplicé el mismo procedimiento con 2,3%

de SDS y el sobrenadante se guardo a -20°C.

10. Inmunizacién de ratones con las proteinas recombinantes y obtencién de
anticuerpos monoclonales

Se inmunizaron 3 ratones Balb/c con cada proteina inyectandolos intraperitonealmente
con aproximadamente 50 pg a 80 pg de proteina obtenida a partir de los segmentos
amino y carboxilo de G1 y G2 en 200 pl de una emulsion con el adyuvante de Freund
completo para aumentar la respuesta en la primera inyeccién y en las inyecciones
posteriores a los dias 14 y 28 con el adyuvante de Freund incompleto. Diez dias después
de la ultima inyeccién se hizo una sangria para determinar el titulo de los anticuerpos
mediante ELISA. De esta manera se determind cuales de los ratones presenta la mejor
respuesta inmune humoral. Para realizar la fusidn y producir los anticuerpos
monoclonales se utilizo el protocolo de K&hler y Milstein, (1975).

Estos ratones se sacrificaron y el bazo extraido y puesto en una solucion GKN (8g NaCl,
0.4g KCl, 1.77g Na;HPO4 x 2 H0, 0.69g NaH;PO4 x H,0, 2g glucosa, 0.01g rojo
fenol; pH 7.1 por litro, esterilizada por filtracidn) para extraer los linfocitos. En una
proporcién 10° a 5x1 0’ se mezclaron posteriormente los linfocitos esplénicos con células

+

mieloides de la lnea no secretora NSO/2. Para la fusion se usé PEG 4000 al 50% en
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GKN Erhlich ¥ cc;ls, (1982). Finalmente los hibridomas obtenidos fueron puestos en
medio HAT (hipoxantina 10, aminopterina 4x107° y timidina 6x10) y distribuidos en
placas de poliestireno de a 100 pl.

El procedimiento se realizo en colaboracién con Adolfo Jamett y Juanita Bustamante de

BiosChile IGSA.

11. Analisis de la respuesta inmune mediante ELISA

1a reaccion se realizé en placas de 96 pocillos con fondo plano recubiertos con pegotina.
Para esto a cada pozo se agregd una solucion 3 pg/ml de pegotina en acido acetico 0,1%,
se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente, se descartd el contenido de los pozos
dejando secar 1 hora a 37°C. Las placas se cubrieron y guardaron a 4°C para
posteriormente ser activadas con 50 pl por pozo de una solucién de la proteinas
recombinantes producidas en esta tesis 10 pg/ml diluida en PBS y mantenidas por 1 hora
a temperatura ambiente. Luego de este tiempo el contenido fue eliminado de los pozos ¥
la placa secadd para ser luego bloqueada con 50 pl de caseina-sacarosa al 2% diluida en
PBS e incubada por una hora a temperatura ambiente. Los sueros ensayados fueron
diluidos seriadamente en la mitad en caseina sacarosa partiendo en la primera columna
con una relacién de 1:4 (25 pl de anticuerpo con 75 pl de caseina-sacarosa al 2%). La
placa se incub6 1 hora a 37°C y se lavo 3 veces con 350 pl de una solucién de PBS con

Tween 20 0,02% durante 5 min. Como segundo anticuerpo se utilizaron 50 pl por pozo

de anti IgG de ratén conjugado con fosfatasa alcalina desarrollado en cabra (XPL)

diluido 1:1000 en la solucién de bloqueo caseina-sacarosa 2% y se incubd por 30 min.




Luego se realizaron 4 lavados de 5 ﬁin con PBS con Tween 20 al 0,02% a temperatura
ambiente. Para revelar se agregaron 50 pl de una solucion de parafenilfosfato 1 mg/ml
diluido en tampén FAL (100 mM NaCl,100 mM Tris, 5 mM MgCly; pH 9.5) y se incubé
30 min. Para detener la reaccién, se utilizaron 50 pul de NaOH 3N por pozo. Una vez

detenida la reaccién la placa se leyé en el lector de ELISA ELX 800 de Biotek

Instruments Inc a 405nm.

12. Analisis de proteinas por la técnica de Inmunoblot

Para la deteccidn de las proteinas recombinantes purificadas o de las proteinas presentes
en los extractos ‘celulares se utilizaron los sueros policlonales y los anticuerpos
monoclonales obtenidos contra las glicoproteinas recombinantes. Las proteinas se
sometieron a una electroforesis en condiciones desnaturantes en un gel de poliacrilamida
al 12,5% y luego se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 pm,
durante 1 h a 100 V en tampén de transferencia (Tris-base 25 mM; glicina 190 mM;
SDS 0,1%, metanol al 20%, pH 8). La merbrana se bloque6 con leche descremada al
5% en TBS-Tween 20 al 0,02% durante 1 hora, Luego se incubd con el primer
anticuerpo. Si éste es policlonal de congjo se utilizé a una dilucién de 1:100. Si se trata
de un anticuerpo monoclonal se utilizé a una dilucién de 1:1.000, en el caso de los
sueros humanos éstos fueron utilizados a una diluciéon 1:200. En ambos casos se
diluyeron en leche descremada al 5% en TBS-Tween 20 al 0,02% y la mezcla se incubd

durante 1 h a temperatura ambiente con agitacién. Antes de agregar el segundo

anticuerpo, la membrana fue lavada 3 veces por 10 min con TBS Tween 20 al 0,02%.




Como segundo anticuerpo se utilizé respectivamente anti-inmunoglobulina humana
conjugada a peroxidasa desarrollada en conejo, a una dilucion de 1:2.000 o anti IgG de
ratén conjugado a peroxidasa desarrollada en cabra, a una dilucién de 1:5.000. Las
diluciones se realizaron en leche descremada al 2,5% en TBS-Tween 0,01%. La
incubacién se realizé por 1 hora a temperatura ambiente con agitacion. Luego la
membrana se lavé 3 veces por 10 min con TBS-Tween al 0,02%.

Para el revelado se usaron 2 sustratos, el primero con una mayor sensibilidad fue el
sustrato de peroxidasa para quimioluminiscencia del kit Super signal® West Pico
chemiluminiscent de Pierce segin las indicaciones recomendadas por el fabricante. En
un cuarto oscuro se incub6 la membrana con sustrato durante 5 min y luego se expuso a
la placa autoradiografica durante 1 a 10 min segin fue necesario. Posteriormente la
placa se reveld utilizando revelador fotografico Kodak, se lavd con agua y luego se fijo
con solucién fijadora Kodak. El segundo sustrato fue el precipitante 4-cloro-1-naftol,
donde se agregd 30 ml de TBS 1X en H,O; por cada 18 mg del sustrato diluido en 6 ml
de metanol y se incub6 con agitacién a temperatura ambiente hasta la aparicién de

bandas.

13. Inmunofluorescencia

Se utilizaron portaobjetos con células Vero E6 infectadas y no infectadas. Estos se
incubaron 1 hora con anticuerpos monoclonales anti G2a. y G2, en una dilucion 1:100
en casefna sacarosa al 2% (caseina 2%, sacarosa 2% en PBS) y los sobrenadantes de

hibridomas sin dilucién, ambos a temperatura ambiente. Después, se lavé 3 veces con
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PBS y se incubé con anti IgG de ratén Fe especifico conjugado con FITC en caseina

sacarosa al 2% por 20 min a 37°C. Posteriormente, se lav6 2 veces con PBS vy luego con

H,O y finalmente se agregd DABCO (2.5% DABCO en glicerol 90%).
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RESULTADOS
1. Disefio y construccién de plasmidios que cedifican las protefnas G1 y G2

fusionadas a Trx.

La secuencia de las zonas codificadoras de G1 y G2, incluyendo sus extremos amino (o)
y carboxilo (B), fueron obtenidos de la secuencia de cDNA del segmento M del aislado

ANDV CHI-7913 que ha sido previamente aislado y clonado en este Iaboratorio

(Tischler y cols., 2003).

Mediante el uso de PCR y partidores especificos incluyendo sitios de restriccion (ver
Tabla 1) se obtuvo la amplificacién de las regiones codificadoras de las glicoproteinas

completas y también de cada una en dos fragmentos.

1053 pb—»
239 gg—b

FIGURA 3. Electroforesis en geles de agarosa de los fragmentos correspondientes a los
dominios amino (Glo y G2a) y carboxilo (GI1f y G2 ) obtenidos por PCR a partir de los
clones de Gl y G2.

Donde Glc posee 1924 pb, Gla posee 1059 pb, G1B 939 pb, G2c 1479 pb, G2a 660 pb y G2
945 pb.

31




Los productos de PCR (Gla, G1B, Glc, G20, G2p y G2c¢) fueron ligados en el vector
pGEM-T, dando origen a los pladsmidos pGEM-T/Glc, pGEM-T/Gla, pGEM-T/G1p,
pGEM-T/G2¢, pGEM-T/G2a. y pGEM-T/G2B. El clonamiento fue analizado por
electroforesis en geles luego de digestion con nucleasas de resiriccion. Los resultados se

muestran en la Figura 4.
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FIGURA 4. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de la digestion de los
plasmidios derivados del vector pGEM-T con las enzimas de restriccion No#l y Sall.

Donde Gla posee 1059 pb, G1B 939 pb, Glc 1924 pb, G2a 660 pb, G2B 945 pb y G2¢ 1479
pb.

La secuencia de cada una de las regiones codificadoras de las glicoproteinas obtenida
fue verificada por secuenciacion automatica con los partidores M13. Al compararla con

la secuencia publicada en la base de datos de NCBI Gerne Bank del ANDV CHI-7913
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(n°AY 228238) se concluyd que no habian cambios nucleotidicos. Posteriormente, se
prosiguio a ligar los fragmentos digeridos con Not I v Sal I en el vector de expresion
PET32a(+) digerido con las mismas enzimas para Glo (1059 pb), GI8 (939 pb), G2a
(660 pb), G2B (945 pb) y G2c (1479 pb) . Los resuitados del andlisis de los plasmidios

resuitantes lnego de la transformacion de E.coli se muestran en la Figura 5.

En el caso de Glc Ia digestién preparativa se hizo con Nor I y Xho 1 para obtener el
inserto y clonarlo en el vector de expresion in vitro pIVEX 2.4c digerido con estas

mismas enzimas. El constructo digerido se muestra en la Figura 5.

Bib
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FIGURA. 5. Analisis por electroforesis en geles de agarosa de los fragmentos resultantes de la
digestion de las construcciones pET-32a (+)/Gla, pET-32a (+)/G1f, pET-32a (+)/G2a, pET-
32a (+)/G2B, pET-32a (+)/G2c digeridos con las enzimas de restriccion Nof 1y Sal 1y pIVEX
2.4c/Glc con las enzimas X0 Iy Not 1.

El tamafio de los vectores de expresion son 5900 nt para pET-32a (+) y 3558 at para pIVEX
2.4c¢. El tamafio de los fragmentos liberados por digestién es Glc 1924 nt, Gla 1059 nt, GI1j
939 at, G2¢ 1479 nt, G2c 660 nt y G2 945 nt,
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2. Sintesis de las proteinas G1 y G2 recombinantes y deteccién por anticuerpos

anti-Trx.

Para la expresion,de Gl se utilizaron los fragmentos N-terminal de 1059 pb (Metl-
Val353) llamado Gla. y C-terminal de 939 pb (Phe338-Val651) llamado G103, ambos
superpuestos en 45 pares de bases. Estos fragmentos clonados en pET-32a(+) dieron
origen a los constructos pET-32a(+)/Gla y pET-32a(+)/G1p los cuales se utilizaron
para transformar la cepa bacteriana BL21 (DE3). La expresion de estos genes se indujo
por 3 horas con IPTG. No se visualizo un aumento de sintesis de un producto proteico en

un gel de acrilamida al 12,5%, tefiido con azul de Coomassie (Figura 6).

Anticuerpos monoclonales dirigidos contra péptidos sintetizados previamente en el
laboratorio contenidos dentro de la secuencia de G1 y contra la proteina dp fusidén Trx no
fueron capaces de detectar expresion de proteinas en ensayos de Inmunoblot. Debido a
esto se estudié la sintesis de estos constructos en otras cepas de E. coli tales como
AD494 (DE3)pLysS, Tuner (DE3)pLysS y Rosetta (DE3)pLysS.

Transfo;lnantes obtenidos a partir de estas cepas fueron crecidas e inducidas por 3 horas
con medio fresco con los antibidticos correspondientes. Mediante electroforesis en geles
tefiidos con azul de Coomassie y Inmunoblot revelado con anticuerpo anti-Trx se detectd
la expresi6n de las proteinas Glo y G1B de 62 kDa y 58 kDa en las cepas Rosetta, BL21
realizando la induccidn con €l medio Terrific y en la cepa AD494 (Figura 6). Para el
estudio de Gla y B se transfiriefon a las membranas replicas de los geles teflidos con
azul de Coomassie de las inducciones en las distintas cepas bacterianas de las cuales se

cargd 25 pg de proteina total y se usé anticuerpo contra la proteina de fusion Trx,

’
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apreciandose que con la cepa AD494 la expresion es mas eficiente (Figura 6) (Lisbona,

F y cols., 2003).
BL21 TUNER ROSETTA BL21 temrific AD4%4
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Figura 6. Expresion de Glo y G1p, utilizando distintas cepas de E. coli.

El estudio se realiz6 con 25 pg de proteina total. A. Electroforesis en geles de acrilamida de las
inducciones de las distintas cepas de . coli tefiidos con azul de Coomassie. B. Inmunoblot con
anticuerpo anti-Trx de las inducciones de las distintas cepas de E. coli transformadas.

Para la obtencion de G1 completo se empleé el sistema de expresion in vitro RTS 500

de Roche. Para esto se utilizé el fragmento G1 completo, clonado en el vector pIVEX

2.4¢ (Figura 7A) como se describe en Materiales y Métodos. El sistema se incuba por 24

horas a 30°C. Se tomaron alicuotas a los tiempos 0, 5, 20 y 24 horas para

observar el

progreso de la reaccion y se cargaron alicuotas en un gel de poliacrilamida. Los

resultados se muestran en la Figura 7B. Desde ¢l tiempo 5 horas existe un aumento de la
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expresion de un péptido de 30 kDa correspondiente a 253 aminoacidos de la parte N-
terminal en lugar de la proteina esperada de 72 kDa. Para comprobar que durante la
expresion in vitro que el péptido de 30 kDa (Gp30) corresponde a un trozo de la
glicoproteina 1 se realizé un inmunoblot con anticuerpos monoclonales contra péptidos
de Gl1, dando positivo con el anticuerpo monoclonal 1C12 que esta dirigido contra

aminodcidos del 11-30 de G1.

Para la expresién de G2 se utilizaron los fragmentos N-terminal de 660 pb (Ala'-Cys?")
denominado G2¢. y C-terminal de 945pb llamado G2B (Pro'®-val*'), ambos
superpuestos en 111 pb. Estos fragmentos clonados en pET-32a (+) dieron origen a los
constructos pET-32a (+)/G2a y pET-32a (+)/G2P (Figura 8A). Los cuales se utilizaron
para transformar la cepa E. coli BL21(DE3). Las bacterias transformadas resultantes se
indujeron por 3h y se obtuvo una alta expresién de productos de tamafios esperados de
45kDa y 58 kDa respectivamente, como se puede observar en los geles de Coomassie

(Figura 8B). Estas proteinas fueron reconocidas por anticuerpos anti Trx en Jnmunoblot

(Figura 8C).
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FIGURA 7. Expresion de la proteina G1 in vitro: vector, purificacion y Inmunobliot.

A vector de expresion in vitro pIVEX 2.4c, B distribucion de Gp30 en el sobrenadante y
precipitado a los tiempos 0, 5, 20 y 24 horas, C purificado Gp30, D inmunoblot con anticuerpos
monoclonales anti péptidos de G1: 1) anti péptido G1.11 (aa 194-223) 4F8/D6, 2) anti péptido
G1.12 (aa 285-314) 1D6/D3 3) anti péptido G1.13 (aa 311-340) 5F2/F5, 4) anti péptido G1.8

(aa 11-30) 1C2/C3.

37




4 L1 Glo
62kDs W

PET-Qafsy Gl
€953 bp

trx Ctrl
Amp
™ Pp— Gla
- -._%
Nt (1441) #iDs
G e
S¥ U
A
e A 8 c D
MAb contra
tioredoxina {trx),
Oh 3h P trx Cul wr <m
184 75 M
g *
- : (ide
ﬂ* -
W% L
it
c E

FIGURA 8. Clonamiento, expresion y purificacion de las proteinas Gla, G1B, G2a y G28.

A. Esquema de los fragmentos o y B de las glicoproteinas 1 y 2 del virus AND CHI-7913 en el
vector de expresion pET 32a (+). B. Esquema de la expresion en FE. coli (3h), purificacion
parcial (P). C. Reactividad de Inmmunoblot con anticuerpo anti-Trx de las glicoproteinas
recombinantes Gla, G1B, G2a y G2B. D. Esquema de la expresion de G2¢ en E. coli a tiempo
0 h y 3h, E. Reactividad de /nmunoblot con anticuerpo anti-Trx de las glicoproteinas
recombinantes G2c.
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3. Parificacion de las proteinas G1 y G2

Con la finalidad de purificar las proteinas expresadas, se determind si las proteinas se
encontraban en la fraccion celular insoluble (pella) o en la fraccién soluble
(sobrenadante). Este andlisis se muestra ejemplificado en la Figura 9. Los resultados

indican que las proteinas se encuentran mayormente insolubles.
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FIGURA 9. Electroforesis en geles de proteinas de extractos bacterianos en distintas etapas de
purificacion.

A) Distribucion de Ia proteina en pella y sobrenadante (carril de 1 a 4 distribucién de 0 a 3 horas
en el sobrenadante, 6 a 9: distribucién de 0 a 3 horas en el precipitado), B) Estadio de
solubilidad (1: Standard, 2: extracto crudo, 3 a 9: disolucion en urea de 0 a 6M) C) Estudio de
prelavado (2: CHAPS 1° sobrenadante, 3: Tween 20 1° sobrenadante, 4: Triton-X100 al 0,5% 1°
sobrenadante, 5: sin detergente 1° sobrenadante 6: 2° sobrenadante en urea 6M luego de lavar
con CHAPS, 7: 2° sobrenadante en urea 6M luego de lavar con Tween 20, 8: 2° sobrenadante en
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urea 6M luego de lavar con Tritén-X100 al 0,5%, 9: sin detergente 2° sobrenadante), D)
Purificacion de G2P (2 y 3: extracto crudo, 4 y 5: 1° lavado con Trit6n-X100 al 0.5%, 6y 7: 2°
lavado con Tritén-X100 al 0.5%, 8 y 9: 3° lavado con Tritén-X100 al 0,5%). E) Ejemplo de
purificacién de G1B (1: 0 horas de induccién con IPTG y 2: 3 horas de induccién con IPTG, 4:
IM NaCl, 5 y 6 Tritén-X100 0.5%, 7 y 8: 2M urea, 9 y 10: 4M urea, 11 y 12: 6M urea F
purificacién de Gp30 (1: pella expresion in vitro, 2 y 3: lavado con Tris, 4 y 5t lavado 2M urea,
6 v 7: lavado 4M urea, 8 y 9: lavado M urea, 10 y 11: lavado con Tris, 12: resuspension 0,3 %
SDS, 13: resuspension 2,3 % SDS).

Como paso siguiente se procedié a estudiar métodos de solubilizacién. El precipitado se
resuspendid en concentraciones crecientes desde 0 a 6M de urea. Los resultados se
muestran en la Figura 9B. Las cuatro proteinas se disuelven en una mayor concentracion
de urea que en este caso corresponde a urea 6M. También se realiz6 un estudio del
efecto de un prel::wado de los precipitados con los detergentes CHAPS, Tween-20 y
Tritén-X100 a una concentracién del 0,5%, con el objeto de limpiar la proteina de
interés de otras proteinas que son mas solubles en el detergente como aquellas unidas a
restos de membrana. Una vez lavadas los precipitados fueron resuspendidas en urea 6M.

El mejor prelavado se obtuvo con detergente Tritén-X100 (Figura 9C).

Para el protocolo se establecieron como minimo 2 lavados con Triton-X100 antes de la

resuspensién en urea 6M (Figura 5D).

A modo de ejemplo, en la Figura 9E se presenta un gel de acrilamida al 12.5%, tefiido

con azul de Coomassie de los distintos pasos utiliza dos en la purificacién de G1j.

En el caso de la expresion in vitro, la proteina de 30 kDa correspondiente a Gl se
solubiliz6 en 2,3‘%; SDS en PBS y se separo por electroforesis en un gel de acrilamida al

12,5%, det cual se cortaron las bandas de interés. Estas bandas recortadas de la proteina
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obtenida de 30 kDa junto con la proteina esperada cortando en el rango de (50-72 kDa)

se utilizaron en la preparacion de anticuerpos monoclonales.

4. Caracterizacién de las proteinas G1 y G2 recombinantes.

A) Con sueros de pacientes.

La primera proteina recombinante en producirse fue G2B y solamente se realizd
inmunoblot con sueros de pacientes para esta proteina, siendo reactivo solo en el suero
de un paciente (Figura 10). Paralelamente, en el laboratorio se realizo ELISA contra las
glicoproteinas producidas en esta tesis con sueros humanos y de ratones infectados, para
ver su reactividad. Reaccionaron solo algunos con las mitades amino G2« y carboxilo
G2P de la glicoproteina 2 y ninguno con la mitades amino Gla y carboxilo G1p de la

glicoproteina 1 (Tischler y cols., 2003).

1 2 3 4 5 6

58 kDa

FIGURA 10. Analisis por Inmunoblot de G2B con sueros de 6 diferentes pacientes infectados
con Hanta.
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B) Con anticuerpos monoclonales y anticuerpos policlonales anti péptidos

Para G2a se realizé un Inmunoblot con anticuerpos anti-Trx y con suero policlonal de
conejo anti péptido (aa25-51) llamado G2.6. Se ocuparon también anticuerpos contra
péptidos de G1, dando 2 (16,7%) positivos de 12 para Gl : anti péptido G1 (aa 58-87)
llamado 3C7/B10, anti péptido G1 (aa 58-87) llamado 3G3/D11 y 1 (14,7%) positivo de

7 para G1p: anti péptido G1.6 (aa 411-424) llamado 4ES5/H10 (Figura 12A y B).

| 82 kDa
a2 a 64 kDa
ASkDa —» % 49kis
37 kDa
26 kDa
19 kDa
15 kDa
6 kDa

FIGURA 11. /nmunoblot de G2a con suero policlonal de conejo anti G2a.
(1:suero policlonal de conejo, 2: Trx, 3: irrelevante no reconoce el epitope).
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FIGURA 12. Inmunoblot de Gl y G1B Con anticuerpos monoclonales contra péptidos de G1.
A) Inmunoblot de Glo. con anticuerpos monoclonales contra péptidos de G1, 1: purificado de
Gla tincién Coomasie, 2: anti Gl(aa 58-87)3C7/B10, 3: anti G1 (aa 58-87) 3G3/D11, 4: anti
G1(aa 58-87) 3F3/H2, 5: anti G1.8 (aa 11-30) 1C12/C3, 6: anti G1.9 (aa 127-146) 2B12/D6, 7:
anti G1.11 (aa 194-223) 4F8/D6, 8: anti G1.12 (aa 285-314) 1D6/C3, 9: anti G1.12 (aa 285-314)
2F12/B2, 10: anti G1.13 (aa 311-340) 9B2/G10, 11: anti G1.13 (aa 311-340) 9B2/B11, 12: anti
G1.13(aa 311-340) S5F2/F5, 13:G1p30 E5/B9. B) Immunoblot de G1B con anticuerpos
monoclonales contra péptidos de G1, 1: purificado de G1 tincion Coomassie, 2: anti G1.6 (aa
411-424) 1D10/F12, 3: anti G1.6 (aa 411-424) 4E5/H10, 4: anti G1.7 (aa 603-223) 5D8/D3, 5:
irrelevante, 6: anti G1.7 (aa 603-615) 6B10, 7: anti G1.7 (aa 603-615) 3C6, 8: anti G1.7 (aa
603-615) 4D12, 9: anti G1.7 (aa 603-615) D11.

5. Preparacion de anticuerpos monoclonales contra las proteinas G1 y G2.
Con el proposito de generar anticuerpos monoclonales se inmunizaron 3 ratones Balb/c
por cada proteina recombinante con 3 dosis de antigeno de aproximadamente 50 pg de

proteina Gla, GIpB, G2 o y 80 ug de G2P cada 15 dias. Para Glc se realizo la

inmunizacién con 400 pg en 4 trozos de gel para el polipéptido G1p30, también se
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inmunizd con 200 pg de las proteinas que abarcan de 50-72 kDa en cuatro trozos de gel
de acrilamida al 12,5% de un espesor de 1,5 mm al igual que para el péptido de 30 kDa.
Pasados 10 dias de la tercera inmunizacién, el suero de los ratones inmunizados se
analizé por Elisa con el fin de determinar con cual de los ratones seguir para la fusion.
En el caso de las varias proteinas de Glc obtenidas de la expresion in vitro se observé en
la respuesta terciaria que las proteinas entre 50-72 kDa no producen respuesta
pareciéndose al suero preinmune por lo que se contintio con el proceso solo ¢on los
ratones que fueron inmunizados con la proteina de 30 kDa (Anexo).
6. Caracterizacion de los anticuerpos monoclonales contra las proteinas G1 y G2.
A. Inmunoblot
Se realizé6 un In;nunoblot de G2« con 11 liquidos asciticos dando todos positivos
(100%) (Figura 13A).
Para el caso de G2 recombinante sin digerir con sobrenadantes de asciticos y esto fue
revelado por €l método colorimétrico con 10 anticuerpos monoclonales positivos de 15
(66,7%): 1) 3A8/G3, 4) 3H5/F9, 5) 5A8/H7, 6)SA10/ES, 8) SD8/HII, 9) SG4/F9, 10)
6C5/D12, 11) 6D6/H3, 12) 6H1/HY, 15) 7H4/A6 (Figura 13B).
Para la caracterizacion de los anticuerpos parentales contra G23, la glicoproteina G2
recombinante fue digerida con enteroquinasa para separar la proteina de fusion Trx y de
esta manera verificar si los sobrenadantes de hibridomas reaccionan con el fragmento
glic‘op;'oteico de interés o con Trx, aunque durante el proceso de produccion de los

anticuerpos monoclonales ya se habia descontado los anticuerpos reactivos con Trx
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pero solo en ELISA. La visualizacion de las bandas proteicas se realizo por
quimioluminiscen¢ia ya que este método es mas sensible que el método de revelado
colorimétrico.

Como se puede observar en la Figura 14, 12 de 18 (66,7%) sobrenadantes de hibridomas
contra G2 reaccionaron con una banda de 58 kDa correspondiente a la proteina G2[3 sin
el segmento de fusion, 10 (55,5%) de ellos con mayor intensidad y 2 (11,1%) de ellos
con menor intensidad. Esto pudo observarse en la pelicula de revelado del inmunoblot
de G2 digerido donde se ve una banda de aproximadamente 80 kDa que corresponde a
G2B mas la proteina de fusion de 22 kDa y otra més abajo de 58 kDa que es la proteina
G2p sin la proteina de fusion. Uno de los sobrenadantes mostré una banda solo a los 80
kDa lo que nos podria indicar que esta reconociendo un sector de la proteina
comprendido en 1:; unién de la proteina y el Trx, ya que no reacciona con G23 y Trx
solos. En los cinco (27,8%) sobrenadantes de hibridomas restantes no se observo

reactividad con bandas, con lo que no se puede descartar que reconocen G2f sin el

segmento de fusion. (Figura 14).
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FIGURA 13. Inmunoblot de G2a y G2B con anticuerpos monoclonales.

A Inmunoblot de G20 con anficuerpos monoclonales contra G2a (1: 1B5/E9, 2: 2H4/F6, 3:
3H4/GS, 4: 5D11/G7, 5: 6B2/B12, 6: 6C6/DS5, T: 6C9/F6, 8: 6H7/E4, 9: 8A2/E10, 10: 8E1/G3,
11: 9A/6C11). B Inmunoblot de G2 con anticuerpos monoclonales contra G2p.(1: 3A8/G3, 2:
3D3/H1, 3: 3F10/HS, 4: 3H5/F9, 5: 5A8/H7, 6:5A10/E5, 7: 5B5/H4, 8: 5D8/H11, 9: 5G4/F9,

10: 6C5/D12, 11: 6D6/H3 , 12: 6HI/HD, 13: TA9/H4 , 14: 7TD7/F4 ,15: THA/AG) .
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Wigura 14, Caracterizacion anticuerpos parentales contra G2,

Inmunoblot de G2f digerido con enteroquinasa con sobrenadantes de hibridoma (arriba
anticuerpos: 1: 3A8, 2: 3D3, 3: 3F10, 4: 3H5, 5: 4C3, 6: 5A8, 7: 5A10, 8: 5B5, 9: 5D8; abajo:
1: 5G4, 2: 6CS5, 3: 616, 4: 6H1, §: TA9, 6: TAL1, 7: 7D7, 8: TH4, 9: 8B12). 80kDa corresponde
a la proteina de fusion de G2B-Trx y 58kDa corresponde a la proteina G23.

B. Unién al virus

Con la finalidad de seleccionar los hibridomas a reclonar se realizé un estudio de la
capacidad de los anticuerpos a unirse al virus. Para ello, se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia en portaobjetos con las células Vero E6 infectadas con AND CHI-
7913 y las células no infectadas mediante microscopia de fluorescencia.

De 21 hibridomas contra G2a fusionado con Trx, {5 mostraron reactividad con el virus.
Estos 15 fueron reclonados obteniéndose finalmente 11 anticuerpos monoclenales que se
unen al virus: 1B5/E9, 2H4/F6, 3H4/G8, 5D11/G7, 6B2/B12, 6C6/DS, 6C9/F6, 6H7/E4,
8A2/E10, 8E1/G3 y 9A6/C11 (Figura 15).

En el caso de los 18 hibridomas contra G2 todos fueron reclonades aun cuando por

inmunofluorecencia se determind que solo 2 (11,1%) de ellos se unen al virus. Estos
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anticuerpos

(Figura 15).

monoclonales obtenidos que se unen al virus son: SD8/H11 y 6C5/D12

IH4GR EDILGT

6B1/B12

EALELD 9A6/C11 CONTROL NECATIVO

Anticuerpos monoclonales contra G2o. (11 de 21)

SD8/HI11 6CEDI2

Anticuerpos monoclonales contra G2f3 (2 de 18)

FIGURA 15. Inmunofluorescencias de células Vero E6 infectadas con el virus ANDV CHI-
7913 con anticuerpos monoclonales contra G2a y G23.

De la letra A a la K inmunofluorescencia realizada con anticuerpos monoclonales contra G2a, L
control negativo de células Vero E6 no infectadas, letras M y N inmunofluorescencia realizadas
con anticuerpos monoclonales contra G2B A) 1B5/E9, B) 2H4/F6, C) 3H4/G8, D) 5D11/G7, E)

6B2/B12, F)

6C6/D5, G) 6C9/Fo, H) 6H7/E4, T) 8A2/E10, J) 8E1/G3, K) 9A6/C11, L) control

negativo, M) 5D8/H11 y N) 6C5/D12.
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DISCUSION

El virus Andes es considerado uno de los virus Hanta més patogénicos, no solo por su
indice de mortalidad, sino también por sus posibles vias de transmisién. Padula y cols.,
(1998) han presentado evidencia molecular de un caso de transmisién persona a persona
del virus Andes en Argentina, siendo éste el primer caso en el mundo. La severidad de la
enfermedad producida por el virus Andes, la rapidez con que evoluciona, la insuficiencia
respiratoria y su alta letalidad, hacen ver la necesidad urgente de estudiar este virus en
vias de desarrollar tratamientos y deteccidn rapida ya que hasta la fecha no se cuenta con
medicamentos eficaces ni tampoco con un método de deteccién rapido.

Las glicoproteinas del virus Hanta son importantes debido a la funcién que cumplen
durante los procesos de reconocimiento del receptor celular y por su funcién en la
entrada a la célula luego de la fusién con membranas celulares Ogino y cols., (2004). Se
ha sugerido que su unién a los receptores especificos determina el tipo de tejido a ser
infectado. Es asi como las beta 3 integrinas han sido postuladas como receptores para las
glicoproteinas de los virus Hanta patogénicos expresadas principalmente en células
endoteliales Gavrilovskaya y cols., {1999).

Es por ello que ha sido de nuestro interés generar glicoproteinas mediante el sistema de
de expresién en E. coli. Este es un método economico, ampliamente conocido v eficaz,
El hecho que esta bacteria no produce modificaciones postraduccionales, en este caso
glicosi_laciones, no es de fundamental importancia puesto que se penso en trabajar en
base a epitopos lineales sobre los cuales se generarfa anticuerpos monoclonales.
Ademas, las glicosilaciones que pueden ser producidas en levaduras u otro organismo

son distintas a la producida en mamiferos. Paralelamente en el laboratorio se trabaj6 en
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la sintesis de glicoproteinas en levadura y en células de insecto mediante baculovirus

’

recombinantes.

En este trabajo, uno de los objetivos fue aislar, clonar y expresar los genes que codifican
para las glicoproteinas del virus Andes CHI-7913 en E. coli. Este objetivo se logrd
plenamente al expresar los fragmentos amino y carboxilo de GI y G2, los cuales
representan la secuencia completa de ambos genes. Una vez sintetizadas las proteinas
recombinantes, estas fueron purificadas y se generaron anticuerpos monoclonales contra
ellas, cumpliéndose con esto el segundo objetivo. Finalmente los anticuerpos
monoclonales fueron caracterizados por inmunoblot y como 1ltimo objetivo los
anticuerpos contra G2a y G2p también fueron analizados por su capacidad de unién al
virus, obteniéndose resultados positivos (Figura 15).

Para cumplir los objetivos propuestos se seleccionaron las regiones gendmicas que
codifican para las glicoproteinas G1 y G2 de la envoltura del virus Hanta con el objeto
de ser utilizados para la sintesis de las proteinas recombinantes correspondientes.
Antecedentes previos sugerian que la sobreproduccion de las glicoproteinas G1 y G2
completas es ineficiente en bacterias, experiencia también descrita por otros Hjelle y
cols. {1997); (Sergio Pichuantes Chiron Corp., comunicacién personal). Basado en esta
informacion, ambas glicoproteinas fueron sintetizadas en los segmentos amino y
carboxilo con regiones superpuestas para abarcar los posibles epitopos contenidos en la
zona de unién de las proteinas. En el caso de G1 estas dos regiones se trataron de
expresar en la cepa de E. coli BL21 (DE3) induciendo incluso en el medio més nutritivo

Terrific, logrando una baja sintesis (Figura 6). Consecuentemente, se realizé un estudio
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de induccién utilizando distintas cepas de E. coli. En este estudio fue posible por
Inmunoblot determinar la eficiencia de las distintas cepas utilizadas ya que se
compararon cantidades iguales de proteina total (25 pg).

Esto significa que‘en la cepa con la cual se detecta la mayor cantidad de sintesis de G1 o
y G1PB correspondientes a las bandas de 62 kDa y a 58 kDa, respectivamente. Tiene
mayor cantidad de la proteina recombinante por cantidad de proteina total (Figura 6).
Los resultados de este estudio indicaron que la mejor expresion se logro al expresar Glo
vy G1P en la cepa AD494, deficiente en la enzima tioredoxina reductasa. El ambiente en
este medio de cultivo es més oxidante lo que facilita la formacién de puentes disulfuro
entre las proteinas que se acumulan en el citoplasma. Las glicoproteinas de virus Hanta
poseen un alto contenido (5,2%) de cisteinas conservadas Antic y cols., (1992) y la
formacion de puentes disulfuro estabilizan las proteinas recombinantes producidas.
Debido a las dificultades presentadas al expresar los dominios amino y carboxilo de Gl
en E. coli se realizd la expresion de G1 completo in vitro. Al tomar alicuotas para
observar el progreso de la sintesis de G1 se aprecié desde el tiempo 5 horas el aumento
de una proteina de 30 kDa, en lugar de la proteina esperada de 72 kDa (Figura 7). Este
menor tamafio puede deberse a la terminacién prematura de’la traduccién posiblemente
por la formacion de una estructura terciaria del ARNm. Se descartan ofras posibilidades
tales como degradacion proteolitica por la presencia de proteasas en el medio de
expresion o sitios de terminacion internos por la revision exhaustiva de la secuencia.

Se considera que €l péptido de 30 kDa corresponde a un segmento amino de G1 debido a

la reactividad de anticuerpos monoclonales contra un péptido contenido en Gl1, dando
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positivo con el anticuerpo monoclonal 1C12/C3 que reconoce los aminodcidos
comprendidos entre residuos 11 y 30 de G1 (Figura 7 D).

Para la glicoproteina 2 las regiones amino y carboxilo fueron expresadas en mayor
cantidad y con mayor facilidad que para la glicoproteina 1, lo que puede atribuirse a la
menor cantidad de glicosilaciones putativas en comparacion con G1 Tischler y cols.,
(2003). Las glicoproteinas de virus Andes se producen normalmente en eucariontes. El
hecho de expresar’ glicoproteinas en E. coli donde no se produce glicosilacién resultaria
en la inestabilidad de Gla y G1f recombinantes ya que las glicosilaciones influyen en el
plegamiento y solubilidad de las glicoproteinas Koseki, T y cols.,(2006).

La purificacién de las proteinas recombinantes se realizé en base a lavados con
detergente y resuspension en urea sin necesidad de someterlas a otros procedimientos de
purificacion, ya que a este nivel las proteinas presentaron un grado de pureza apto para
generar 3} seleccionar los anticuerpos monoclonales. Para la expresion in vitro, el
protocolo seguido fue distinto porque la solubilizacion fue realizada con SDS. Debido a
las pequefias cantidades obtenidas, se inyectaron las proteinas a los ratones luego de ser
cortadas desde un gel de acrilamida (Figura 8).

En la caracterizacion de las glicoproteinas recombinantes purificadas se realizaron en
todos los casos fnmunoblot con un anticuerpo contra la proteina de fusion Trx. Como
resultado dié una banda correspondiente a la proteina en cuestion mas los 22 kDa de la

proteina de fusion, verificAndose que el tamafio correspondia a la proteina de interés

(Figuras 7 y 8).
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En el caso de Gl para sus regiones amino y carboxilo estos ademas fueron
caracterizados por su reactividad en Inmunoblot con anticuerpos dirigidos contra 8
distintos péptidos contenidos en G1 anteriormente preparados en el laboratorio. Como
resultado, solo los anticuerpos dirigidos contra uno de los 6 péptidos (G1 aa 58-87)
contenidos en la region amino de Gl y solo anticuerpos dirigidos contra 1 de los 2
péptidos (G1.6 aa 411-424) contenidos en la region carboxilo de G1 reconocieron G1J
recombinante (Figura 12). Los anticuerpos contra péptidos de Gl utilizados fueron
independientemente analizados en el laboratorio por su capacidad de unién al virus no
dando buenos resultados Esto puede deberse a que no existen estos epitopos en forma
lineal en la superficie de la envoltura viral y por lo tanto los anticuerpos generados a
partir de ellos no se unen al virus.

Para caracterizar la proteina recombinante G2o se realizé inmunoblot con un suero
policlonal de conejo contra el péptido G2.6 (aa 25-51) y se detecté una banda del
tamafio esperado.

Para la regién carboxilo de G2 (G2P) se realizd inmunoblot con sueros de paciente
infectados con el virus Andes siendo reactivo sélo uno de los seis sueros examinados.
Esto puede atribuirse a que los anticuerpos contenidos en el suero son dirigidos contra
las proteinas nativas 'y por lo tanto no reconocen las proteinas recombinantes en el
Inmunoblot. ’

El objetivo de generar anticuerpos monoclonales contra las glicoproteinas recombinantes

se cumpli6. Tanto para las regiones amino y carboxilo de G1 y G2 como para Gp30 de

G1 obtenido en la expresion in vitro. Se generaron anticuerpos monoclonales que fueron
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seleccionados por‘ELISA contra el inmunégeno correspondiente. En todos los casos, la
reaccion contra Trx fue descartada.

Los péptidos contenidos entre 50 kDa y 72 kDa obtenidos en la expresion in vitro de Gl

completo no produjeron respuesta inmune en los ratones lo que puede deberse a que la
proteina esperada dentro de ese rango no existia o bien estaba en cantidades muy bajas

para causar una respuesta inmune.

Para analizar la-capacidad de los anticuerpos monoclonales en reconocer los respectivos

inmunégenos en forma desnaturada se realizaron ensayos de Immunoblot. De los 11

anticuerpos monoclonales obtenidos contra la region amino de G2 todos reconocieron el

antigeno desnaturado. No asi para G2, donde 5 anticuerpos negativos (3D3/HI,

3F10/HS, SBSIH";, 7A9/H4, 7D7/F4) de 15 que no reaccionaron en Inmunoblot-
sugiriendo que podria reconocer una estructura conformacional de la proteina y no una
estructura lineal.

Para discriminar si los anticuerpos sintetizados contra G2 reaccionan con el fragmento

de interés y no contra la proteina de fusién se realizaron Inmunoblots de la proteina G23
digerida con enteroquinasa. Doce de 18 sobrenadantes (parentales) (66,7%)
reconocieron a Ia proteina de 58 kDa sin el segmento de fusién mas la banda de-80 kDa
que corresponde a G2B mas la proteina de fusién de 22 kDa. Uno (5,6%) de los
sobrenadantes (7A9) mostrd una banda solo a los 80 kDa lo que podria indicar que esta
reconociendo un segmento de la proteina comprendido en la unién de la proteina y el
Trx, ya que tampoco reacciona conira Trx solo. Cinco (27,8%) de los sobrenadantes no

reaccionaron con ninguna banda (3AS8, 3D3, 4C3, 7All, 7D7). En base a estos
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reconociendo un segmento de la proteina comprendido en la unién de la proteina y el
Tix, ya que tampoco reacciona contra Trx solo. Cinco (27,8%) de los sobrenadantes no
reaccionaron con ninguna banda (3A8, 3D3, 4C3, 7All, 7D7).En base a estos
resultados se concluye que estos anticuerpos no reconocen el antigeno desnaturado, Esta
idea se vefuerza con los resuitados del Inmunoblot de 1a proteina sin digerir realizada
con los liquidos asciticos dando 5 (33,3%) negativos (3D3/H1, 3F10/HS, 5B5/H4,
TA9/H4, TD7/F4) de un total de 15. En ¢l caso de los anticuerpos monoclonales 3D3/H1
y TD7/F4 el resultado del Inmunoblot de la proteina sin digerir concuerda con el
Inmunoblot de la proteina digerida realizado con los sobrenadantes de los hibridomas
parentales ya que estos también fueron negativos. Los demés hibridomas reclonados
que no reconocen el inmunégeno en Jfmmumoblot (3F10/H8, 5B5/H4, 7TA9/H4)
provienen de hibridomas policlonales parentales que fueron reactivos con el
inmundgeno en Immunoblot. Esto se puede explicar con la posibilidad que al ser
reclonadas se selecciond hibridomas sin esta caracteristicaza partir de las hibridomas
policionales. (Figura 13). En el caso del anticuerpo monoclonal 3A8/G3 este reacciona
con ¢l inmundégeno en Inmunoblof aungue el hibridoma parental no mostrd reactividad
alguna (Figura 13 y 14). Esto podria explicarse en base a que probablemente hubo poco
anticuerpo secretado en el sobrepadante del hibridoma parental, insuficientes para
detectar su reactividad por Jumunoblot.

Finalmente, se determindé la capacidad de unién al virus de los anticuerpos
monoclonales contra ambas regiones de G2 en ensayos de inmunofluorescencia
indirecta de células Vero E6 infectadas. Como resultado se enconiré que 11 de 21
(52,4%) anticuerpos contra G2a y 2 (11,1%) de los 18 anticuerpos contra G2 fueron

capaces de reconocer el virus. Este hecho comprueba que existen zonas lineales dentro
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de las glicoproteinas nativas del virus y valida el uso de E. coli para la sintesis de estas
proteinas y generacion de antigenos.

Como proyecciones de este trabajo estd la posibilidad de utilizar los anticuerpos
monoclonales con fines terapéuticos y de diagnéstico. Se puede destacar la posibilidad
de que estos anticuerpos generados con capacidad de unirse al virus, puedan
nentralizarlo. Otras aplicaciones de estos anticuerpos monoclonales preden consistir en
ensayos de captura, estudios epitdpicos que permitirfan determinar las regiones

inmuenodominantes de las glicoproteinas.
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VII. ANEXO
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Dilucién de liquidos asciticos en base 2.
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FIGURA A: Titulacion de liquidos asciticos anti ANDV G1-p30 mediante ELISA.
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FIGURA B: Titulacién de los liquidos asciticos contra G2a y G2 mediante ELISA.

Ay B: Titulacién de liquidos asciticos por ELISA de anti ANDV G2a, C, D, E y F: Titulacién

de liquidos asciticos por ELISA de anti ANDV G28.
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FIGURA B: Titulacion de los liquidos asciticos de G2a y G2 mediante ELISA.

de liquidos asciticos por ELISA de anti ANDV G2B.

Ay B: Titulacién de liquidos asciticos por ELISA de anti ANDV G2a, C, D, E y F; Titulacion
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