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1. RESUMEN

El virus Andes (ANDV) pertenece al género Hantavirus y se encuentra distribuido en
Chile y Argentina. Los hantavirus son virus envueltos que poseen dos glicoproteinas
ancladas en la envoltura lipidica, Gn y Ge. Estas son responsables de promover la
entrada del virus a la célula; primero permitiendo la unién de la particula viral a la célula
bianco y luego fusionando la membrana viral con la membrana celular donde se forma
un poro por donde se libera el material genético del virus al citosol. Este proceso de
fusién de membranas es llevado a cabo por la proteina de fusidn viral y el mecanismo
de fusion propuesto puede resumirse en: (i) acercamiento de ambas membranas dado
por cambios conformacionales de la proteina de fusién, (ii) fusion de las monocapas
externas de ambas membranas generando un intermediario de hemifusion y (iif) fusion
de las monocapas internas forméandose el poro de fusion. En nuestro laboratorio se
determind que la glicoproteina de envoltura Gec de los hantavirus corresponde a la
proteina de fusién y que comparte caracteristicas estructurales con proteinas de fusion
clase Il. Diversos estudios con otras proteinas de fusion han encontrado que el dominio
transmembrana (TM), que ancla la proteina a la membrana viral, cumple un rol
importante en el proceso de fusion, especificamente en la transicion desde el paso de
hemifusién a la formacién y expansién del poro. Ademas, han evidenciado que el
dominio TM de cada proteina posee propiedades especificas que le permiten cumplir
un rol esencial en esta etapa del proceso fusogénico. Por esto, en este seminario de
titulo se planted caracterizar los requerimientos de la secuencia aminoacidica del
dominio TM de la proteina Gc de ANDV que promueven la hemifusion y la fusion de
membranas. Para ello, se construyeron tres mutantes de delecién del largo del dominic

TM, Ge-A1TM, Gc-A2TM y Ge-A3TM, y dos mutantes de sustitucidn de residuos
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alslados, Gc-S470A y Gec-S475A. Se enconfré que todas las mutantes fueron
sintetizadas y se acumularon en la membrana plasmatica de células eucarionies
transfectadas. Sin embargo, utilizando un ensayo de formacion de sincicios, se
encontré que sélo las mutantes Ge-A1TM y Ge-S475A presentaron actividad
fusogénica. Para analizar si las mutantes quedaron detenidas en un estado
intermediario, se desarrolld un ensayo de traspaso de lipidos. Este permitié detectar
que todas las mutantes no fusogénicas quedaron detenidas en el estado intermediario
de hemifusion, Estos resultados indican que el dominio TM de Gc de ANDV cumple un
rol crucial en el proceso de fusion, especificamente en la formacion y expansién del
poro desde el intermediario de hemifusion. Ademas, se demostré que el dominio TM de
Gc de ANDV posee propiedades intrinsecas, tanto en el largo donde se requieren 21
residuos de 22 y en la secuencia siendo el residuo S470 critico para promover la

transicion hemifusién-fusién del proceso fusogénico.
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2. ABSTRACT

The Andes virus (ANDV) belongs to the Hanfavirus genus and is distributed in Chile
and Argentina. These viruses are enveloped by a lipid membrane in which they anchor
two glycoproteins, Gn and Gc. These envelope proteins are responsible for promoting
the entry of the virus into the cell; by binding of the viral particle to the target cell and by
fusing the viral membrane with a ceflular membrane, thereby forming a fusion pore
through which the viral genome is released into the cytosol. This fusion process is
driven by viral fusion proteins and the proposed fusion mechanism can be summarized
as follows: (i) approaching of the opposed membranes through conformational changes
in the fusion protein, bringing the target and viral membrane into closer proximity; (ii)
merging of the proximal leaflets of the two bilayers, generating an intermediate termed
hemifusion and (iil) fusion of the inner leaflets, leading to a fusion pore. In previous
work, our laboratory determined that Ge (.Jf hantaviruses corresponds o the viral fusion
protein that it shares structural features with class Il fusion proteins. Studies with other
fusion proteins showed that the transmembrane domain (TM), which anchors fusion
proteins to the viral membrane, has specific properties that vary among them. Further, it
has been found that this domain plays an important role in the fusion process,
specifically in the transition from the hemifusion state to the pore formation and
expansion. Based on this data, the aim of this thesis was to characterize which features
of the amino acid sequence of the ANDV Gc TM domain are required to support the
hemifusion and fusion of cell membranes. To this end, different Ge-TM mutants were
constructed; three deletion mutants, Gc-A1TM, Ge-A2TM and Ge-A3TM, and two
residue substitution mutants, Ge-S470A and Ge-S475A. The obtained results show that

all the mutants were synthesized and accumulated at the plasma membrane of
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transfected eukaryotic cells. However, using a syncytium formation assay, it was found
that only the Ge-A1TM and Ge-S475A mutants were fusion active. To analyze if the
fusion inactive mutants were arrested in an intermediate state of the fusion mechanism,
a lipld transfer assay was developed. This assay showed that all non-fusogenic mutants
were retained in the hemifusion intermediate. These resuits indicate that the TM domain
of ANDV Ge plays a crucial role in the fusion process, specifically in the transition from
the hemifusion state to the fusion pore formation and expansion. Furthermore, the
results provide evidence that the ANDV Gc TM domain has intrinsic properties; 21 of 22
residues were required in length and the specific residue S470 was critical to support

the transition from the hemifusion of membranes to the fusion pore formation.
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3. INTRODUCCION

3.1 Antecedentes sobre los hantavirus

La familia Bunyaviridae esta compuesta por mas de 300 virus que infectan plantas,
artropodos, animales y humanos (Jonsson y col., 2010). Estos se clasifican en cinco
géneros, Orthobunyavirus, Phlebovirus, Nairovirus, Tospovirus y Hanta‘i/irus, donde los
virus pertenecientes a este dltimo son los Gnicos que no son transmitidos al humano
por insectos, sino por roedores, su reservorio natural (Hussein y col., 2011). Desde
estos pueden ser transmitidos a los seres humanos a través de la inhalacion de

aerosoles de heces, orina y/o saliva de ratones infectados (Hardestam y col., 2008).

De los miembros que componen el género Hantavirus, existen por lo menos 21
especies que causan enfermedades en humanos. En roedores, el virus puede
establecer una infeccién persistente y asintomatica (Jonsson y col., 2010). Las
enfermedades causadas en humanos varian segln la ubicacién geografica de los
roedores que los portan. En Europa y Asia la infeccién por hantavirus causa
principalmente la enfermedad denominada Fiebre Hemorragica con Sindrome Renal
(FHSR), la que tiene tasas de mortalidad de enfre <1% a 12% y se estima que hay
hasta 200.000 casos anuales (Bi y col., 2008). Entre los agentes causantes destacan

los virus Hantaan (HTNV), Dobrava (DOBV) y Puumala (PUUV).

Por ofro lado, los hantavirus ubicados en América causan el Sindrome Pulmonar
asociado a Hantavirus (HPS), enfermedad mucho menos frecuente, pero con una tasa
de mortalidad mas alta que alcanza e! 40% y que se caracteriza por un rapido inicio de
edema pulmonar seguido de insuficiencia respiratoria y shock cardiogénico (Macneil y

col., 2011). Los virus més representativos de esta zona son el virus Sin Nombre (SNV),




que se ubica principalmente en EEUU y en México, y el virus Andes (ANDV), que se

distribuye en Chile y Argentina (Hart & Bennett, 1998).

El virus Andes es portado por el roedor Ofigoryzomys fongicaudatus y es el Unico
miembro del género Hantavirus del cual se han reportado casos de fransmision entre
humanos (Padula y col., 1998; Martinez y col., 2005). Ademas, la infeccidn en
hamsters sirios por este hantavirus produce una enfermedad fatal cuyas
caracteristicas, como los sinfomas clinicos o la histopatologia en los pulmones, son

muy parecidas a la enfermedad que se produce en los humanos (Hooper y col., 2001).

Dado que hasta la fecha no existen vacunas para tratar la enfermedad causada por los
hantavirus (Schmaljohn, 2009), estas caracteristicas del virus Andes lo hacen un
modelo de estudio interesante para investigar la transmisién, la infeccion y un posible

tratamiento.

3.2 Organizacién gendmica y estructura de los hantavirus
A pesar de que los miembros pertenecientes al género Hantavirus presentan
diferencias en su ubicacién geografica y en las enfermedades que pueden producir al

infectar humanos, estos poseen una organizacion gendmica y estructura viral comdn

(Fig. 1).




&P RNP(VRNA+N)

/ RdRp

- Glicoproteinas de
] envoltura (Gn + Ge)

Figura 1. Representacion esquematica de una particula viral de hantavirus. En la figura se
indican los tres segmentos del genoma viral encapsidado con la proteina N y asociado a la
RdRp. La parte externa esta formada por una bicapa lipidica en la cual se encuentran ancladas

las glicoproteinas Gn y Gc. Figura adaptada de (Cifuentes-Mufioz y col., 2014).

Las particulas virales de los hantavirus tienen una forma generalmente esférica, con un
diametro que varia entre los 120 y los 160 nm (Huiskonen y col., 2010). También, se ha

reportado la presencia en menor grado de particulas elongadas.

El genoma viral consta de tres segmentos de ARN de hebra simple con polaridad
negativa. El segmento mas pequefio o S codifica la nucleoproteina (N) que encapsida
el ARN viral. El segmento medio o M codifica un precursor GPC que al ser procesado
mediante digestién proteolitica en el reticulo endoplasmatico genera las glicoproteinas

de envoltura viral Gn y Gc. El segmento mas grande o L codifica la ARN polimerasa




dependiente de ARN (RdRp) responsable de la replicacién y transcripcion viral

(Hussein y col., 2011).

Cada segmento del ARN viral se encuentra recubierto por multiples moléculas de la
proteina N, formando tres estructuras superenrolladas de distinios tamafios y de
apariencia circular denominadas ribonucleoprotefnas (RNP), a las cuales se cree que

se encuentra asociada la RdRp (Obijeski y col., 1976a; Obijeski y col., 1976b).

Estas estructuras estan cubiertas por una bicapa lipidica que es adquirida al momento
de la gemacion, en la cual se encuentran ancladas las glicoproteinas virales Gn y Gc,
ordenadas localmente en forma de fetrameros de heterodimeros simetricos que
aparecen como proyecciones o espicuias (spikes) en la superficie del virion (Huiskonen

y col., 2010).

3.3 Entrada de los hantavirus a la célula

El ciclo infectivo de los hantavirus comienza cuando la particula viral reconoce y se
adhiere a la supetficie de la célula blanco. Estas son principalmente células
endoteliales, aungue también se ha reportado que los hantavirus pueden infectar
células epiteliales, macréfagos y células dendriticas (Yanagihara & Silverman 1990;

Pensiero y col., 1992; Raftery y col., 2002; Jonsson y col., 2010).

El reconocimiento de la particula viral hacia estas células determinadas esta dado por
la presencia de factores de unién especificos ubicados en la superficie celular. Para el
caso de los hantavirus, se han descrito diversas proteinas celulares que podrian actuar
como receptores y que determinan el tropismo del virus. Una de ellas son las integrinas

Bs, proteinas que se encuentran abundantemente en la superficie de células




endoteliales y que estan involucradas en la adhesion entre células, entre ofras
funciones (Loftus y col., 1994; Gavrilovskaya y col., 1998; Gavrilovskaya y col., 1999).
Oftro factor que se ha identificado es DAF/CD55 (decay-accelerating factor) el cual es
un factor regulador del sistema del complemento y que se encuentra ubicado
exclusivamente en la cara apical de células epiteliales polarizadas (Krautkrémer &
Zeier, 2008). Ademas de estas dos moléculas, se ha demostrado que la union e
infeccion de los hantavirus depende in vitro de la expresion de gCigR/p32, una
proteina que estd presente en diversos tipos celulares y que se ha visto que

interacciona con variadas protefnas virales (Choi y col., 2008).

La unién de la particula viral a la superficie de la célula hospedera provoca la
activacion de diversas vias de sefalizacién celulares gue gatillan la internalizacion del
virién a través de la via endocitica (Mercer y col., 2010). Existen varios mecanismos de
endocitosis y se ha evidenciado que distintos miembros del género Hantavirus ocupan
mecanismos diferentes. Por ejemplo, se ha propuesto que la entrada a la célula del
virus Hantaan utiliza la via de endocitosis dependiente de clatrina (Jin y col., 2002),
mienfras que se cree que el virus Andes no usa este tipo de vesiculas recubiertas

(Ramanathan & Jonsson, 2008).

Una vez internalizado, el virus sigue la ruta endocitica hasta que la disminucion del pH
dada por la maduracién de las vesiculas endociticas desencadena entre otros posibles
factores, la activacion de la proteina de fusién viral. El pH al cual ocurre esta activacion
varia entre los distinfos virus, pero se ha determinado que HNTV requiere un pH de 6.3
mienfras que ANDV necesita un pH de 5.8 (Ogino y col., 2004; Cifuentes-Mufioz y col.,
2011),




Finalmente, la proteina de fusion activada induce la fusion de la membrana viral con la
membrana del ensodoma formandose un poro por el cual se libera el material genético

del virus hacla el citoplasma celular (Mercer y col., 2010).

3.4 Mecanismo de fusion de membranas inducido por proteinas de fusién virales

La fusién entre la membrana viral y la membrana del endosoma es el proceso por ei
cual las dos bicapas lipidicas se unen para formar una sola. En este coniexto, es de
crucial importancia mantener la integridad de ambas membranas, por lo que es
necesario que el virus haga frente de alguna manera controlada las fuerzas repulsivas

que impiden que este proceso ocurra espontaneamente (Plemper, 2011).

Esto se logra gracias a las protefnas de fusién virales, las que inducen la fusién de dos
membranas usando la energia libre que se libera producto de una serie de cambios
conformacionales producidos por la interaccién con otras proteinas o por la exposicion

a pH acido, entre otros ( LeDuc & Shin, 2000; Kielian & Rey, 2006).

Pese a que las proteinas de fusién virales muestran una variedad de esfructuras
moleculares distintas, multiples estudios sugieren que todas ellas producen la fusion

entre dos membranas mediante un mecanismo comun (Harrison, 2008).

El mecanismo de fusién propuesto se muestra en la Fig. 2, y se cree que comienza
cuando la proteina de fusion sufre distintos cambios conformacionales que exponen un
dominio llamado péptido de fusion. Este se inserta en la membrana blanco
estableciendo el primer contacto entre ambas membranas (Fig. 2.B). Posteriormente,
se cree que este intermediario extendido trimeriza y colapsa acercando ambas

membranas (Fig. 2.D). En esta etapa, el péptido de fusion que esta inserto en la




membrana blanco comienza a aproximarse a la regién transmembrana (TM) que esta
anclada en la membrana viral, adoptando una conformacién tipo horquilla. Es
altamenie probable que estos cambios conformacionales de la proteina de fusion
deformen ambas membranas, produciendo la fusién de las capas externas de estas
{(Fig. 2.E). Este intermediario denominado hemifusion se caracleriza por presentar
mezcla de los lipidos de las caras externas de las membranas sin que exista mezcla de

los contenidos internos de ambos compartimientos.

Posteriormente se cree que se produce la fusion de las caras internas de las
membranas, formandose un poro de fusion el cual finalmente se expande para dar
paso a las ribonucleocapsides del virus que se liberaran al citosol celular (Fig. ‘2.F). La
disposicién post-fusion que adquiere la proteina de fusion coloca el dominio TM y el
péptido de fusién en la misma membrana de forma yuxtapuesta, conformacioén que es
energéticamente mas estable que la conformacion pre-fusiéon para la mayoria de [as
proteinas de fusion virales caracterizadas ( Kielian & Rey, 2006; Harrison, 2008; White

y col., 2008).
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Figura 2. Mecanismo de fusién de membranas inducido por proteinas de fusion virales.
En A se muestra la conformacion pre-fusion de la proteina de fusion, en donde el péptido de
fusién (de color verde) se encuentra escondido. En B y C se muestra el intermediario extendido
en forma de mondmeros y trimeros, el que se adquiere cuando el péptido de fusion se expone y
se ancla en la membrana blanco. En D se indica el colapso del intermediario extendido y el
comienzo del acercamiento entre ambas membranas. En E, tras la aproximacion de la
membrana viral con la membrana blanco dado por el acercamiento del péptido de fusién y el
dominio TM, se indica la fusién de las caras externas de las membranas (de tono claro),
manteniendo las caras internas (tono oscuro) intactas lo cual evita la mezcla de los contenidos
internos. Este intermediario se denomina estado de hemifusién, el cual posteriormente colapsa,
permitiendo la fusion de las caras internas de las membranas mediante la cual se forma un poro

de fusiéon, mostrado en F. Figura adaptada de (Pierson & Kielian, 2013).




3.5 Proteinas de fusion virales

Las proteinas de fusion virales se han clasificado en tres distintas clases de acuerdo a
sus estructuras (Fig. 3). Las proteinas de fusion clase | estan compuestas
principalmente de a-hélices y se encuentran en forma de frimeros en su conformacion
pre y post-fusién. El péptido de fusion se encuentra ubicado en el extremo N-terminal o
cercano a esta region. Las proteinas de fusion méas caracterizadas clasificadas dentro
de esta categorfa son'la proteina hemagiutinina (HA) del virus influenza y la proteina

gp41 del virus HIV (White y col., 2008).

Las proteinas de fusion clase Il poseen tres dominios globulares, los cuales estan
esencialmente constituidos de sabanas B. En este caso, el péplido de fusién no se
encuentra en la regién N-terminal, sino que corresponde a una horquilla que se ubica
en el dominio Il de la proteina. Las proteinas de fusién E de los flavivirus y E1 de los

alphavirus se catalogan dentro de esta categoria (Kielian & Rey, 2006).

Por ofro lado, las proteinas de fusién clase Hl combinan los dos elementos
estructurales (hélices a y sabanas B) y poseen dos horquillas de fusion, cada una
localizada en el extremo de una sabana 8. Dentro de este grupe se encuentran la
proteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV) v la glicoproteina gH del virus

herpes simple (HSV) (Weissenhomn y col., 2007).




Figura 3. Estructuras representativas de las distintas clases de proteinas de fusién. Se
muestran las conformaciones post-fusion de la proteina gp41 de HIV-1 correspondiente a clase
I (en A), de la proteina E de un Flavivirus correspondiente a clase Il (B) y de la proteina G de
VSV correspondiente a clase Il (C). Con flechas rojas se indica la posicion de la region pre-TM

y con flechas negras la del péptido de fusion. Figura tomada de (Weissenhorn y col., 2007).

Estudios in vitro e in silico realizados en nuestro laboratorio identificaron a la
glicoproteina de envoltura Gc de los hantavirus como la proteina de fusion, la cual
comparte caracteristicas con las proteinas de fusion clase |l (Tischler y col., 2005).
Paralelamente, para el virus la Crosse, otro Bunyavirus (genero Orthobunyavirus)
también se asocio la actividad fusogénica con esta glicoproteina de envoltura y se
relacion6 a proteinas de fusion clase Il (Plassmeyer y col., 2005). Estas evidencias

fueron recientemente corroboradas para el virus RVFV (Rift Valley fever virus), otro
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Bunyavirus (genero Phlebovirus), al obtenerse la estructura cristalografica de la
proteina Gc la cual reveld una arquitectura concordante con las proteinas de fusion

clase Il (Dessau & Modis, 2013).

A pesar de las distintas estructuras que presentan las proteinas de fusion, todas
poseen diferentes dominios funcionales en posiciones equivalentes que son esenciales
en distintas etapas del procesc de fusion. Uno de ellos es el péptido de fusién, dominio
que generalmente es rico en glicinas y residuos hidrofébicos (Earp y col., 2005). Este
es expuesto cuando la proteina de fusion viral es activada y se inserta en la membrana
blanco, en algunos casos gracias a las interacciones hidrofébicas que genera con las
cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos que forman la membrana (Chernomordik
& Kozlov, 2008; Modis, 2013). Estudios han demostrado que al mutar residuos
altamente conservados de este dominio se altera la actividad fusogénica (Horvath &
Lamb, 1992; Qiao y col, 1999; Plassmeyer y col., 2007; Cifuentes-Mufioz y col., 2011).
Ofra regién importante es la region pre-TM o trancal que conecta el ectodominio con el
dominic TM. Se ha visto que esta desestabiliza membranas y que deleciones o
sustituciones de residuos conservados pueden afectar ia actividad fusogénica de la
proteina (Salzwedel y col., 1999; Jeetendra y col., 2002; Lorizate y col., 2008). Ademas
de las dos regiones ya mencionadas, se ha asociado una tercera regidén con un rol
importante en el proceso de fusion, el dominio TM. Esta region ancla el ectodominio de
la proteina de fusién a la membrana. viral y suele ser una hélice a Gnica, ubicada en [a
zona C-terminal de la proteina, aunque existen proteinas de fusién que estan

compuestas por dos de estas hélices (Fritz y col., 2011; Nikolaus & Herrmann 2012).
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3.6 Dominio TM y su rol en la formacion del poro de fusién

Diversos estudios han demostrado que el dominio transmembrana de las proteinas de
fusién virales cumple un rof clave en el proceso de fusién de membranas, posiblemente
en la formacién y expansion del poro desde el intermediaric de hemifusion. Sin
embargo, cada proteina de fusién viral posee aparentemente -caracteristicas

particulares en este dominio que le permiten cumplir este rol (ver abajo).

3.6.1 Dominio TM de gp41 de HIV y SIV

Los primeros indicios de esta relacion fueron los mostrados con mutantes de distintas
proteinas de fusion virales de clase I. El primer acercamiento fue realizado por Helseth
y col. en el afioc 1990 en los estudios realizados con el complejo glicoproteico de
envoltura del virus HIV-1. Para ello se basaron en un ensayo de fusiéon célula-célula
que conlleva a la formacién de células multinucleadas denominadas sincicios a través
del co-cultivo de células que expresan las proteinas gp120/gp41 silvestre con células
humanas que expresan CD4+. Cuando-rgeneraron mutaciones puntuales en ciertos
residuos cargados positivamente o introdujeron 3 residuos extra en el dominio TM de
gp41, no se observaron sincicios, indicando la importancia de este dominio en el

proceso de fusion de membranas (Helseth y col., 1990).

El requerimiento de un anclaje especifico de la gp41 TM de HIV para la actividad
fusogénica fue también evidenciada en experimentos que muestran [a deficiencia en la
formacién de sinclcios de quimeras en donde se reemplazé el TM de esta por el mismo
dominio de la proteina G de VSV o por el de la glicoporina A (Weiss & White 1993;

Owens y col., 1994; Miyauchi y col., 2005) y también cuando se reemplazd por un
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ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Estos glicolipidos estédn embebidos solamente
en la cara externa de la bicapa lipidica y se afiaden post-traduccionalmente a diversas
proteinas celulares que se ubicaran en esa zona de la membrana plasmatica (Paulick

& Bertozzi, 2008).

Experimentos con mutantes de delecion parcial o completa del dominio TM de gp41 de
HIV mostraron. que se requieren por lo menos 18 de 25 residuos para mantener la
actividad fusogénica de la proteina (Dubay y col., 1992; Weiss & White 1993; Owens y
col., 1994; Yue y col., 2009), indicando que hay un requerimiento del largo del dominio

TM para promover la fusion completa.

Conclusiones similares se han obtenido con mutantes de delecidn del segmento TM de
la proteina gp41 del virus de inmunodeficiencia de simios (SIV), en donde se necesitan
como minimo 23 de los 26 residuos totales para que la proteina induzca la fusion de

las caras externas e internas de dos membranas {(West y col.,, 2001; Lin y col., 2003).

Todos estos resultados muestran que el segmento TM de estas proteinas de fusion
estd involucrade directamente en la fusion entre dos membranas y que hay
requerimientos del largo y de la secuencia de este que permiten esta actividad

fusogénica.

3.6.2 Dominio TM de HA del virus influenza’

Kemble y col. en 1994 sugirieron que este dominio de la proteina HA del virus influenza
cumpliria un rol crucial durante el proceso de la formacion del poro de fusion. Para
investigar esto evaluaron la actividad fusogénica de HA acoplado a GP! y encontraron

que esta promovid la transferencia de lipidos entre las caras externas de dos




membranas, pero no medié la mezcla de los contenidos internos, demostrando por
primera vez que el proceso de fusion de membranas llevado a cabo por la proteina
viral HA procede via un intermediario de hemifusion (Kemble y col., 1994). A estos
resultados se stan las investigaciones por mediciones eléciricas que demostraron
gue GPI-HA no induce la formacion de un poro de fusién, revelando que la formacion
de estos ocurre luego de! intermediario de hemifusién y que el dominio TM es un
elemento critico en la formacién y expansion de este (Melikyan y col., 1995; Melikyan y
col., 1997). No obstante, investigaciones posteriores con esta mutante mostraron que
es factible la formacién de un pequefio poro de fusién bajo condiciones especificas de

pH, composicion lipidica de la membrana y temperatura (Markosyan y col., 2000).

El estado intermediario de hemifusidén nunca se ha reportado en investigaciones con
mutantes de la proteina gp41, pese a las deficiencias que se han observado en su

actividad fusogénica (Lin y col., 2003; Miyauchi y col., 2005; Shang & Hunter 2010).

Resultados obtenidos con quimeras de HA en donde se sustituyo el segmento TM por
el correspondiente de la proteina G de VSV, de la glicoproteina C de HSV-1 (Roth y
col., 19886), por el del receptor de poli-inmunoglobulina (pIgR), o por el de la proteina E
del virus Rous sarcoma (Melikyan y cal., 1899) mostraron actividad fusogénica similar a
la de la proteina silvestre, al igual que los resuitados obtenidos con las guimeras en
donde se intercambié el segmento TM por el de la proteina F de! virus Sendai, por el
de CD4 o por péptidos der;ivados de las proteinas citoplasméticas NF1 y Rab8, cuyas
secuencias y largos son distintos de los del endégeno (Kozerski y col., 2000; Schroth-
Diez y col., 2000). Estas evidencias, al contrario de lo observado con [a glicoproteina

de fusion gp41, indican que para que ocurra la fusién completa de dos membranas

promovida por la proteina de fusion viral HA, no se requiere un largo especifico del
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dominio TM, aunque &i debe por lo menos atravesar mas de una sola cara de la bicapa

lipidica.

Posteriormente, Armstrong v col. determinaron que al igual que para el caso de gp4i,
se requiere un largo minimo de! segmento TM de HA para mantener su actividad
fusogénica completa, siendo este de 17 de un total de 27 residuos. Largos del TM
inferiores a este mantienen a HA en el estado de hemifusién. Ademas, establecieron
que se necesitan por lo menos 15 aminoacidos para que la proteina se acumule en la

membrana plasmatica (Armstrong y col., 2000).

Aparte de estos estudios sobre el largo requerido del segmento TM de HA, existen
estudios que muestran que existen residuos especificos en este dominio que soportan

la actividad fusogénica.

Para el caso de HA, la sustitucién de dos residuos glicina yfo serina altamente
conservados entre las distintas cepas generaron distintos efectos en la actividad
fusogénica (Tabla 1). Se encontré que la sustitucion G520L detuvo HA (H2N2) en
estado de hemifusion, no asi la sustitucion G530W que mantuvo su actividad
fusogénica (Melikyan y col., 1999; Melikyan y col., 2000a). No obstante, al introducir
mutaciones similares a HA proveniente de otra cepa (H3N2) en los residuos analogos a
las dos glicinas se mantuvo la actividad de fusion (Armstrong y col., 2000). Esta
evidencia a favor del requisito de residuos especificos en la TM de HA se coniradice
con reportes de la funcionalidad de las HAs quiméricas en donde se puede sustituir por

cuaiquier TM (ver arriba).
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Tabla 1: Actividad fusogénica de distintas proteinas de fusion mutadas en sus residuos glicina

conservados del dominio TM.

Proteina Mutacién Actividad fusogeénica Referencia
HA Influenza | G5208, G520L, | G520S y GEIOW: fusion completa (Melikyan y.col., 1989,
{H2N2) G530W G520L: detenido en hemifusion Melikyan y col., 2000a}
HA Influenza | S194A, S194L, Fusién completa (Armstrong vy col., 2000)
(H3N2) G204A, G204L,
S1941/H204L
gp41 HIV Motivo de Fusion completa, aungue no hay (Miyauchi y col., 2005;
glicinas infectividad Shang y col., 2008;
Shang & Hunter 2010)
p15E GB16A/NV/P Fusion completa (Taylor & Sanders, 1989)
Mo-MuLV

| 1G6,10L; GBA;
i GIOA

T

Garoffi2003.

0‘ o
il

GBA,G10A: fusion completa
. reducida .
G6,10A;G6,10L: detenido en

hemifusion

Véi‘léy & enard.
1998)

{C

&

* Proteinas de fusién separadas por clases. Clase | en el primer recuadro, clase Il en el

segundo y clase lll en el tercero.

3.6.3 Dominios TM de otras proteinas de fusién virales

Analisis de secuencias de segmentos TM de ofras proteinas de fusion virales tambien

han encontrado residuos conservados y sustituciones de estos muestran distintos

efectos dependiendo de la proteina estudiada (Tabla 1).

Al contrario de toda la informacion existente con respecto al segmento TM de la

proteina de fusion HA y gp41 y su relacion con la formacion del poro de fusion, hay

muy pocos trabajos con ofras proteinas de fusion virales.
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Para el caso de ofras proteinas de fusidn clase | se ha encontrado que la delecion de 4
de 25 residuos del TM de la proteina p15E del virus de la leucemia murina de Moloney,
o al reemplazar este segmento de la proteina de fusion del virus Newcastle por el
respectivo dominio del virus Sendai, del sarampi6én y VSV, eliminan por completo la
transferencia lipidica y de contenidos citoplasmaticos (Melikyan y col., 2000b; Gravel y

col., 2011).

En el caso de las proteinas de fusion clase I, solo hay informacién respecto a la
actividad fusogénica de VS8V. Datos con mutantes puntuales de glicinas conservadas
revelaron que al hacer sustitucién de estas por separado se ve reducida la actividad de
fusion, mieniras que la doble sustitucion queda detenida en hemifusibn (Tabla 1)
{Cleverley & Lenard, 1998). Por otro lado, trabajos en donde de sustituyé el TM por
GPl o por el TM de otras proteinas fueron inactivadas o redujeron su actividad de

fusion sin detenerse en el estado de hemifusion (Odell y col., 1997).

Las proteinas de fusion virales de clase Il han sido hasta aqui las menos estudiadas.
Se ha visto que al eliminar los dos dominios TM de la proteina E del virus de la
encefalitis transmitida por garrapatas (TBE) o reemplazar el que esta en la zona C-
terminal por péptidos no relacionados se reduce casi por completo ia fusion de virus
mutantes con liposomas, mientras que si una o ambas se reemplazan por otros TM la
actividad se mantiene igual a la de la proteina silvestre o disminuye levemente,
respectivamente (Fritz y col.,, 2011). Ademés, como se muesira en la Tabla 1, se
determiné gue la glicina conservada del TM de E1 del virus Semliki Forest (SFV) no es
requerida para mantener su actividad fusogénica (Sjdberg & Garoff, 2003; Liao &

Kielian, 2005).
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Ademas del dominio TM, se ha asociado formacion y expansién del poro de fusion con
la cola citoplasmatica o endodominio de las proteinas de fusion virales. Sin embargo, al
igual que con el segmento TM, se han mostrado casos en donde la eliminacion o
modificacién de este disminuye la actividad fusogénica y otros donde no hay efectos en
la fusogenicidad (Roth y col., 1886; Chakrabarti y col., 1989; Gabuzda y col., 1992;
Spies & Compans, 1994; Schroth-diez y col., 1998; Melikyan y col., 1999; Melikyan y

col., 2000; Harman y col., 2002; Shi y col., 2007;).

3.6.4 Dominio TM de G¢ de ANDV

Considerando todos estos antecedentes y la escasa informacion que existe sobre el
segmento TM de las proteinas de fusion clase ll, en nuestro laboratorio se evaluo el rol
del endodominio y del segmento TM de la protelna de fusién Gc de ANDV, los cuales

estan formados por 9 y 22 aminoacidos respectivamente.

Para ello, se realizaron mutantes de delecién en donde se eliminé el endodominio (Ge-
Aendo), el endodominio mas 4 residuos de TM (Gc-A4TM) vy este mas 7 residuos (Ge-
A7TM). Ademés, se generd una mutante en donde se intercambié el dominio TM por
GPI. Se evalud si estas son sintetizadas correctamente en células transfectadas, si se
acumulan en [a membrana plasmatica y si son fusogénicas por medio de un ensayo de
formacion de sincicios. Se enconiré que todas las mutantes, excepto GPl-Gc, se
sintetizan correctamente. De estas, solo la mutante Ge-A7TM no se acumula en la
membrana plasmatica y pese a que la muiante Gc-A4TM si lo hace, carece de
actividad de fusion (Fig. 4). Sin embargo, Gc-Aendo disminuye en un 40%

aproximadamente la formacién de sincicios, revelando que para el caso de Gec de
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ANDV, el endodominio no es crucial, pero si influye en la actividad fusogénica de [a

proteina (Tesis Ana Victoria Sarno, 2011; datos no publicados).

upHO
HpHSS

Fusion Index

At it

AITM Aendo

Figura 4, Actividad de fusién entre células mediada por Ge silvestre y mutantes. (Tesis

Ana Victoria Sarno, 2011; datos no publicados).

Basandose en estos resultados obtenidos previamente en el laboratorio, en el presente
trabajo se caracterizd la actividad fusogénica de nuevas mutantes de delecion del
segmento TM comprendidas entre las mutantes Ge-Aendo y Ge-A4TM y de mutantes
puntuales de dos residuos serina conservados entre los diversos hantavirus, ademas
de determinar si alguna de estas mutantes queda detenida en un intermediario de

hemifusion.

19




4. HIPOTESIS

El dominio TM de la proteina Ge de ANDV posee propiedades intrinsecas que son

requeridas en el proceso de fusion de membranas, especificamente en el paso de

hemifusion a la formacion del poro.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Caracterizar los requerimientos de la secuencia aminoacidica del dominio TM de la

proteina Ge de ANDV que promueven la hemifusién y la fusion de membranas.

5.2 Objetivos especificos

- Clonar en vector de expresién eucarionte mutantes de delecién del largo del dominio

TM de Ge.

- Construir mutantes de sustitucion de residuos aislados del dominio TM de Gc.

- Analizar expresion, localizacion y actividad fusogénica de las mutantes expresadas en

células eucariontes.
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- Desarrollar un ensayo que permita detectar el intermediario de hemifusion.

- Caracterizar las mutantes no-fusogénicas con el ensayo de hemifusién.
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6.1 Clonamiento de 1

ANDV

6. MATERIALES Y METODOS

nutantes de delecion del largo del dominio TM de Gc de

Para expresar mutantes de delecién del segmento TM de Gc de ANDV en células

eucariontes bajo el prg
de expresion eucarion
Biological Standards a
Ge-AZTM y Ge-A3TM g
de clonamienfo pGEM
Chi-7913, NCBI gi: 303
Las mutantes Gcec-AT11
endodominio de Gc de
Gc, respectivamente.

Para ello, los plasmi
pGEMT/Gc-A3TM clor
confirmados por secue
enzimas Xhol y Bglll (it
(SeaKem GTG Agaros
GPC correspondiente &
Gel Extraction kit, Qiag
de expresion eucariof]
restriccion y desfosfo

(Promega).

motor de citomegalovirus, se inicié el clonamiento en el vector
te pl.18 (provisto por Dr. Jim Roberison, National Insf.itute for
vd Control, UK) a partir de los constructos de delecién Ge-A1TM,
reviamente preparados en el laboratorio y clonados en el vector
T. La secuencia de GPC de ANDV usada proviene del aislado
13865 (Tischler y col., 2003).

'M, Gc-A2TM y Gc-A3TM corresponden a la delecion del

9 residuos, ademas de 1, 2 6 3 residuos del segmento TM de

dos pGEMT/Ge-A1TM clon 13, pGEMT/Ge-A2TM clon 7 vy
1 14 fueron utilizados, correspondiendo a clones positivos
nciacion (Macrogen Inc., Korea). Estos fueron digeridos con las
witrogen) a 37°C y fueron cargados en un gel de agarosa al 1%
e, BMA) desde donde se exfrajo la banda correspondiente a
3.600 nt por medio de un kit de extraccion desde ge! (QfAquick
en). El f'ragmento obtenido de cada mutante fue ligado al vector
te pl.18 previamente digerido con las mismas enzimas de

rlado con la enzima SAP siguiendo el protocolo estandar
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La ligacién se transform¢ en bacterias E. cofi HB101 competentes con el metodo de
shock térmico las cuales se sembraron en placas de LB con ampicilina. Se inocularon
varias colonias de cada mutante en medio LB/fampicilina liquido para exiraer ADN
plasmidial con la metodologla de lisis alcalina. El ADN obtenido se digirié usando [as
enzimas Bglll y Xhol y se cargd en un gel de agarosa al 1% desde donde se corroboré
ta ligacion al plasmido de destino mediante analisis del tamafioc de las bandas
obtenidas.

De los clones positivos que se obtuvieron se inoculé una alicuota de bacterias en
nueve medio LB/ampicilina y se exirajo ADN plasmidial por medio de un kit de
extraccidn miniprep (QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen) para confirmar la ligacién
mediante secuenciacion (Macrogen Inc.). Finalmente, para cada mutante de delecidn
obtenida correctamente se obtuvo ADN plasmidial con la calidad necesaria para la
transfecciébn en células eucariontes usando un kit de extraccion Maxiprep

(NucleoBond Xtra Midi/JMaxi, Macherey-Nagel).

6.2 Diseiio y construccion de mutantes de sustitucién de residuos del dominio

TM de Gc de ANDV

6.2.1 Analisis biocinformatico del dominio TM de Gec de hantavirus

Se predijeron In sifico los dominlos TM de los hantavirus Hantaan (ndmero de acceso a
la base de datos de NCBI (gi): 138339), Puumala (gi. 138342), Dobrava-Belgrade (gi:
38505526), Seoul (gi: |38505532), Sin nombre (gi: 442409) y Andes (gi: 30313865)
usando el programa TMpred (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html).

Con las secuencias obtenidas se prepard un alineamiento multiple usando para elflo el
programa ClustalW (http://www.genome.jp/tools/clustalw/) y ademas se generd una

—d
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representacion grafica de conservacién de residuos mediante Weblogo

(http:/iweblogo.berkeley.edu/).

6.2.2 Construccion de mutante de sustitucion Ge-S470A

Para generar la mutacion puntual en el segmento TM donde se intercambi6 el residuo
serina 470 por alanina (Gc-S470A), se disefiaron los partidores SER-FW. 5°- GTT GTG
ATA CTC ATC CTC GCT ATA ATA - 3y SER_RV: 5- GAA CAC TGA ACATTA TTA
TAG CGA GG - 3'. Estos fueron usados para amplificar el plasmido pGEMT-GPC clon
4 usando la enzima polimerasa Pfx AccuPrime (Invitrogen)

Posteriormente, el producto de PCR obtenido se trat6 con la enzima Dpnl (Invitrogen) a
37°C para degradar el ADN molde (metilado) y se uso para transformar bacterias E.
coli HB101, obtener colonias y extraer ADN plasmidial por kit como se indico
anteriormente para las mutantes de delecién. Se enviaron a secuenciar varios clones
para corroborar la mutacién y se siguié trabajando con los clones positivos para la
mutacién puntual tal como se explicd anteriormente para las mutanies de delecion
hasta obtener el segmento GPC con la sustitucibn S470A en el vector pl.18,

confirmado por secuenciacién (Macrogen Inc.).

6.2.3 Construccidon de mutante de sustitucion Ge-S475A

Para obtener la mutante puntual en donde se sustituyé el residuo serina 475 por
alanina (Gc-S475A) se envid a sintetizar un segmento de ADN de 879 pb (secuencia
adjuntada en seccién Anexos 10.1) correspondiente a la zona C-terminal de la
secuencia de GPC con la mutacién en el codén que codifica este residuo (AGT >
GCT), el cual fue generado sintéticamente y clonado con las enzimas de restriccion

Avrll y Xhol en el vector pl.18/GPC clon 4 (DNA 2.0 Inc.).
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6.3 Expresién de Ge silvestre y mutantes de ANDV en células eucariontes

Se sembraron 6,0 x 10° células HEK-293FT (linea celular correspondiente a aislados
de células de rifion de embrion humano, Invitrogen) en placas de 6 pocillos (Nunc) con
medioc DMEM suplementado con un 10% de suero bovino fetal (SBF, Gibco) y 1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco) en condiciones de cultivo estandar (37°C, 5% CO,,
95% humedad relativa). Estas fueron transfectadas con cantidades crecientes (1x, 1,5x
y 2x; donde 1x corresponde a 1,4 pg) de los plésmidos que expresan Ge silvestre y
mutantes usando la metodologia de fosfato de calcio (Graham & van der Eb, 1973} y
16 h después se cambié el medio. Ademas, como confrol negativo, se transfecto el
mismo nimero de células con 1x del plasmido pl.18 vacio (no codifica ningdn gen bajo
el promotor de citomegalovirus).

48 h post-transfeccion las células se desprendieron y se lisaron con buffer de lisis (10
mM HEPES pH 7,5, 3 mM MgCl2, 40 mM KCI; 0,5% NP40 y 5% glicerotl) con inhibidor
de proteasa (Roche). Luego se centfrifugé a 10.000 g por 20 min a 4°C y se
recolectaron los sobrenadantes desde donde se detecid la presencia de Ge y B-actina
mediante western blof como se indica a continuacion.

Se cuantificé la cantidad de proteina presente en los lisados celulares por colorimetria
usando el kit comercial BCA Protein Assay (Plerce, Thermo Scientific) y se cargaren
iguales cantidades de proteina con buiffer de carga calentadas por 10 min a 95°C. Se
separaron las proteinas por electroforesis en un gel de tris-glicina poliacrilamida al
12,5% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de tamafic de poro de 0,2 ug
(BioRad). La membrana se bloquet con leche al 5% en buffer fosfato salino (PBS) y se
incubé con el anticuerpo monoclonal anti-Ge 2H4/F6 (Godoy y col., 2009) a una
dilucion 1:2.500 en leche al 1% en PBS. Se lavo la membrana 3 veces con PBS y se

incubé con el anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado a peroxidasa de
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rébano (HRP, Sigma) a una dilucién 1:5.000 e! cual se detectd usando el sustrato
quimioluminiscente SuperSignal West Pico (Pierce). Ademas, de la misma manera se
detecté la presencia de B-actina como control de carga usando el anticuerpo anti B-

actina (Sigma) a una diluciéon 1:5.000.

6.4 Localizacién de Gc silvestre y mutantes en la membrana plasmatica

3,5 x 10° células HEK-293FT fueron sembradas en placas de 10 cm (Corning) en
medio DMEM suplementado en condiciones de cultivo estandar y 24 h después fueron
iransfectadas con las cantidades determinadas previamente de los plasmidos que
codifican las proteinas Gc silvestre y los mutantes y pl.18 vacio usando el protocolo de
cloruro de calcio (escaladas a este nimero de células). 48 h post-transfeccion se
separaron las proteinas de membrana de las proteinas citoplasmaticas usando el kit
Cell Surface Protein Isolation Kit (Pierce) el cual se basa en la biotinilacion de las
proteinas de superficie y su purificacion del resto de las proteinas usando la resina
neutravidina que posee alta afinidad a la biotina, permitiendo la obtencién de la fraccion
de superficie y la fraccion intracelular por separado.

Se detectd la presencia de la presencia de Gec y S-actina en ambas fracciones

mediante western blof como se indicd anteriormente.

6.5 Ensayo de formacion de sincicios mediado por Gc silvestre y mutantes

La actividad de fusion de las mutantes de Gc fue medida con el ensayo de fusion
célula-célula establecido previamente por Cifuentes-Mufioz y col. (2011). Este- ensayo
esta basado en la formacién de una célula multinucleada denominada sincicio. Esta se

forma mediante la fusion de las membranas plasmaticas entre células vecinas

?
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promovida por la proteina de fusién viral Gc anclada en la superficie celular y activada
por exposicion a bajo pH.

Para ello, se sembraron 2,0 x 10* células Vero E6 (linea celular derivada de aislados
de células epiteliales de higado de mono verde africano, ATCC CRL1586) en
portaobjetos de 16 pocillos (lab-tek chamber slide, NUNC, Thermo Scientific) con
medio DMEM suplementado en condiciones estandar de cultivo estandar., Al dia
siguiente se fransfectaron con los plasmidos que codifican las proteinas Gc silvestre y
mutantes en las proporciones determinadas previamente (en este tipo celulér y con
este nimero de células, el término "1x” equivale a 0,5 ug) usando lipofectamina 2000
{Invitrogen) siguiendo las instrucciones del producto. 48 h post-transfeccion se gatillé 1a
activacién de la proteina de fusién incubando las células con medioc a pH 5,5 por 5 min
a 37°C. 3 hrs. después de la exposicién a bajo pH, se incubé con 1 yM de CMFDA
(Molecular Probes) en DMEM por 1 h a 37°C y se fij6é con PFA al 4%.

Las células fijadas se permeabilizaron con Tritén X-100 al 0,1% y se incubaron con el
anticuerpoe monoclonal anti-Ge 5D11/G7 a una dilucién 1:500 en SBF al 2% por 1,5 h a
temperatura ambiente. Se lavé con PBS y se incubd con el anticuerpo secundario anti-
lgG de ratén conjugado a Alexa Fluor 555 (Molecular Probes) a una dilucién 1:500.
Finalmente se marcaron los nicleos con DAPI (Molecutar Probes) y se montd con
DABCO y un cubreobjetos.

Los sincicics se cuantificaron mediante microscopia de fluorescencia usando un

microscopio de epiffuorescencia (Olympus BMAX51) acoplado a una camara digital

(ProgRes C3). Para cada muestra se conto el ndimero de células que expresan Gc y de.

nlcleos de al menos 3 campos en cada condicidn y se calculd el indice de .fusion

usando la siguiente formula:
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) . n° de células
fndice de fusibn =1 - —————
n® de nicleos

6.6 Deteccién del intermediario de hemifusion mediado por Gc silvestre y
mutantes

Tomando como modelo los experimentos desarrollados por Giraudo y col. (2005), se
estandarizé un ensayo con el cual determinar si alguna de las mutantes de! segmento
TM de Ge queda detenida en el intermediario de hemifusién. Para ello, se evalud la
transferencia lipidica monitoreando el traspaso del gangliésido GM1 al co-cultivar
células que presentan esta molécula en la capa externa de la membrana con ofras que
no lo presentan bajo condiciones fusogénicas (Giraudo y col,, 2005).

Células HEK-293FT, que presenfan GM1 en la capa externa de la membrana
citoplasmatica (Qi y col., 2010), fueron sembradas en placas de 12 pocillos (Nunc) en
medio DMEM suplementado en condiciones de cultivo celular estandar (250.000
células/pocillo). 24 h después fueron fransfectadas con 5 pg de los plasmidos que
codifican las proteinas Gc silvestre y mutantes usando lipofectamina 2000 (Invitrogen).
40 h después estas células (denominadas en adelante “efectoras”) se pasaron a tubos
eppendorf, se centrifugaron a 700 g por 5 min y se resuspendieron en medio nuevo
para contarlas. Por otro lado, se sembraron 600.000 células CHO-K1 (linea celular
derivada de células epiteliales de ovario de hamster chino, ATCC), que no presentan
GM1 en la membrana plasmatica (Rosales Fritz y col., 1897), en placas de 6 pocillos
con medio F-12K (Gibco) suplemeniado con 10% SBF. Dos dias después, y de forma
paralela a las células efectoras, se desprendieron estas células y se incubaron por 40
min a 37°C con el fluoroforo citoplasmatico CMAC {Molecular Probes), se centrifugaron

a 700 g por 5 min y se incubaron con medio nuevo por 30 min para eliminar el exceso
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de fluoroforo. Tras una nueva centrifugacion, estas células llamadas en adelante
“células blanco”, se resuspendieron en medio PMEM y se contaron. Se co-cultivaron
células efectoras junto con células blanco a la razén 1:4 en un portacbjetos de 16
pocillos y se activd la proteina de fusién incubando por & min con medio bajo pH. Se
devolvié a pH neutro con DMEM, tras lo cual se fijé con PFA al 4%. Cada muestra se
incub6 con la subunidad B de la toxina del célera, que se une especificamente al
gangliésido GM1, conjugada a Alexa Fluor 488 (CTX-488, Molecular Probes) por 30
min a 37°C, se lavé con PBS y se monté con DABCO y un cubreobjetos. Las muestras
fueron analizadas por microscopla de fluorescencia confocal (Olympus Fluoview
FV1000). Se realizé el mismo procedimiento a muestras sin expeoner a bajo pH.

Para cada mutante se tomaron fotografias de 10 campos distintos elegidos al azar y se
cuantifico el numero de células blanco que exhibia la marca de color verde
correspondiente a CTX-488 (CMAC'/CTX') vy el numero de células efectoras que
estaban en contacto por lo menos con alguna célula blanco (CTX' en contacta). Con
estos datos, para cada imagen se calculd el porcentaje de transferencia de GM1 de
acuerdo a la siguiente ecuacién y se promediaron los valores obtenidos para

determinar el % de transferencia de GM1 de cada mutante.

CMAC"'/CTX"'
CTX* en contacto

% transferencia GM1 =

La significancia estadistica entre los datos obtenidos de cada mutante fue calculada
mediante la prueba t-student considerando significativo un valor de P < 0,05, usando
para ello el programa GraphPad Prism 5 (hitp://www.graphpad.com/scientific-

software/prism/).
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7. RESULTADOS

7.1 Mutantes del dominio TM de Gc de ANDV

Con el fin de determinar cuéles son los requerimientos de la secuencia aminoacidica
del dominio TM de la glicoproteina Gec de ANDV necesarios para mantener la actividad
fusogénica, se disefiaron mutantes de delecién del largo y dos mutantes de sustitucion

de residuos de este segmento.

7.1.1 Mutantes de delecion_del largo del dominio TM

Para definir cuéal es el largo minimo del dominio TM de Ge requerido para mediar la
fusién entre dos membranas, se continud con la construccién de tres mutantes de
delecién de este dominio, Ge-A1TM, Ge-A2TM v Ge-A3TM, comprendidas entre las
mutantes Gc-AendoTM que de acuerdo a datos previos obtenidos en el laboratorio
conserva la actividad fusogénica y Ge-A4TM que carece de actividad de fusi6;1 (Tesis

Ana Victoria Sarno, 2011; datos no publicados).
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Figura 5. Disefio de mutantes del dominio TM de la proteina Gc de ANDV. En A se muestra
una representacion de la secuencia de GPC de ANDV indicando el sitio de corte WAASA en
color blanco y los TM en color naranja. En B se representa de forma unidimensional la
secuencia de la glicoproteina Gc con sus dominios estructurales. En C se muestran las
secuencias aminoacidicas y la representacion estructural del TM de Gec de ANDV silvestre y de
las diferentes deleciones y sustituciones disefiadas. Esta ultima fue generada en Pymol viewer
(http://www.pymol.org/) basandose en un modelo molecular generado en colaboracién con el
Dr. Tomas Perréz Acle y Fernando Abarca del centro de Gendmica y Bioinformatica, Fundacién
Ciencia & Vida (datos alin no publicados). El dominio TM se muestra en naranja, el

endodominio en verde y los residuos serina sujetos a sustituciones en rojo.

Los mutantes del dominio TM obtenidos se analizaron mediante secuenciacion,
obteniéndose los clones positivos pl.18/G¢c-A1TM clon 13.3, pl.18/Ge-A2TM clon 7.1 y
pl.18/Gc-A3TM clon 14.9 (Fig. 6). Las mutaciones de delecion del dominio TM

generaron largos finales de 21, 20 y 19 aminoacidos respectivamente.
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Gc silvestre: 5’-GTAGTGCTTGTTGTGATACTCATTCTCTCTATCATAATGTTCAGTGTTCTGTGCCCCAGGAGAG-3'

Gc-A1TM: 5/ -GTAGTGCTTGTTGTGATACTCATTCTCTCTATCATAATGTTCAGTGTTCTG— - -TAGCTCGAGG-3'
Ge-A2TM: 5/ -GTAGTGCTTGTTGTGATACTCATTCTCTCTATCATAATGTTCAGTGTT---——~ TAGCTCGAGG-3'
Gc-A3TM: 5/ ~-GTAGTGCTTGTTGTGATACTCATTCTCTCTATCATAATGTTCAGT - -~ ————~ TAGCTCGAGG-3'
GCe-S470A: 5’ -GTAGTGCTTGTTGTGATACTCATCCTCGCTATAATAATGTTCAGTGTTCTGTGCCCCAGGAGAG-3'

Figura 6. Secuencia nucleotidica de clones positivos pl.18/GPC con mutaciones en Gc-
TM. En la figura se muestra parte del alineamiento de secuencias realizado a los resultados
obtenidos de la secuenciacion de los clones positivos para las mutaciones Ge-A1TM, Ge-A2TM,
Gc-A3TM y Ge-S470A comparado con la secuencia que codifica Ge silvestre. En color gris se
resalta el endodominio, en color naranja se sefala el coddn de término introducido para acortar
el segmento TM en las mutantes de delecién precedido por los codones eliminados indicados
con lineas horizontales y en amarillo se destacan las bases que fueron cambiadas para producir
la mutante de sustitucién S470A. El primer nucleétido mostrado en el extremo 5’ corresponde al
3.334 de la secuencia de GPC de ANDV aislado Chi-7913, NCBI gi: 30313865 (Tischler y col.,

2003).

7.1.2 Mutantes de sustitucion Gc-S470A y Gc-S475A del dominio TM

Para analizar si existen residuos especificos del segmento TM de Gc de ANDV que
puedan ser esenciales para su funcionalidad, se analizé el grado de conservacion del
dominio TM de las proteinas Gc de diversos hantavirus, los cuales fueron predichos
con el programa TMPred (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html).
Como se ve en la Fig. 7, los segmentos TM de todos los miembros analizados estan
predominantemente formados por residuos hidrofébicos o apolares como es de
esperarse de una hélice TM (Krishnakumar & London, 2007) y varios de estos,
ubicados principalmente en el extremo amino terminal de la secuencia, se encuentran
conservados entre todas las secuencias analizadas. Sin embargo, se encontraron tres
residuos polares altamente conservados entre los miembros analizados. Uno de estos

es un residuo cisteina ubicado en el extremo carboxilo terminal lo que es explicable ya
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que estaria ubicado en la zona polar de la bicapa lipidica o incluso podria estar en el
espacio interno del virus ya que ademas no en todas las predicciones obienidas fue
considerado parte del segmento TM (ver Fig. 7 A). Los otros dos son residuos serinas
ubicados en la zona centro-carhoxilo de las secuencias (posiciones Gec 470 y 475) y
que podrian ser analogos a las glicinas y/o serinas que son cruciales en la actividad de
fusion de la proteina HA (H2N2) (Melikyan y col., 1999; Melikyan'y col., 2000a) y de la
proteina G de VSV (Cleverley & Lenard, 1998} las que cuando fueron mutadas por

residuos apolares quedaron detenidas en el intermediario de hemifusion.

Basandose en estos antecedentes se construyeron dos mutantes de sustitucion de los
residuos S470 y S475, intercambiéndolos por el residuo apolar alanina, obteniendo las
mutantes Gc-S470A y Ge-S475A La ubicacion de las serinas sustituidas se encuentran
resaltadas con color rojo en la secuencia y en la representacion estructural de la Fig. 5.
Asimismo, en la Fig. 6 se muestra el resultado de la secuenciacion de la mutante Ge-
S470A construida en nuestro laboratorio, verificando la correcta mutacion. En este
caso, ademas de cambiar la primera base del coddn que codifica para la serina (TCT
- GCT), se tuvo que introducir dos mutaciones silentes a las isoleucinas 468 y 471
para evitar la formacion de estructuras secundarias internas y Ia hibridacién inter e intra
partidores usados en la amplificacion, lo cual se muestra destacado con color amarillo.
Para la mutante Gc-S475A se sintetizé y clond un nuevo fragmento de ADN,
incluyendo el codén sustituido, el cual se ligd en el plasmido pl.18-GPC clon 4,

sustituyendo la misma regidn silvestre.
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A Virus Puumala (138342) WMVVAVLVVLLILSILLFTLCC -1136

Virus Sin Nombre (442409) WVVVAVLIVILILSILLFSEFC -1130

Virus Andes (30313865) WIVWVVLVVILILSIIMFSVLC -1129

Virus Hantaan (138339) WIVLIVLCVFLLFSLVLLSILC -1127

Virus Seoul (38505532) WVVLIVLCVLLLFSLILLSILC -1125

Virus Dobrava-Belgrade (38505526) WIVIVVLVEFFILSLILLSLLC -1127
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Figura 7. Alineamiento de los dominios TM de Gc de distintos hantavirus. En A se muestra
el alineamiento realizado con el programa ClustalW. La prediccion in silico del dominio TM
(color naranja) de la proteina Gc de los hantavirus Hantaan, Puumala, Dobrava-Belgrade,
Seoul, Sin Nombre y Andes, se realizé con el programa TMPred. Entre paréntesis se muestra el
nimero de acceso en GenBank (gi) para cada hantavirus. En el extremo carboxilo-terminal de
cada secuencia se indica el nimero del dltimo residuo mostrado. El asterisco (*) indica 100%
conservacion entre residuos, dos puntos (:) indica sustituciones conservadas y un punto (.)
indica sustituciones menos conservadas. En B se observa la representacién en logo del
alineamiento realizado, indicandose en color negro los residuos neutros polares, polares o
hidrofilicos y en color verde los residuos apolares o hidrofébicos. Mientras mayor es el tamario

de la letra, mayor grado de conservacion.

7.2 Sintesis de Gc silvestre y mutantes en células eucariontes
La estrategia experimental para estudiar el rol del dominio TM de ANDV durante la
fusion de la membrana viral con la membrana endosomal, contempla el uso de un

sistema de expresién eucarionte que permite caracterizar la i) expresion, plegamiento,
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transporte a membrana, ii) actividad fusogénica vy iii} deteccién de un intermediario de
hemifusion, tante de la proteina Gc silvestre, como de las mutantes construidas.

Asi, en primer lugar se analizd la expresion de la proteina de fusién para lo cual se
transfectaron células HEK-293FT con los plasmidos codificantes de Gc silvesire y
muiantes, 48 h después se preparé un lisado celular de estas con el fin de analizar la
presencia de Gn y Gc mediante western blot,

Como se observa en la Fig. 8, todas las mutantes de Gc-TM fueron sintetizadas y
expresadas en las células transfectadas, presentando un patrén de migracion similar a
la proteina silvestre en el gel de poliacrilamida, correspondiente a 55 kDa. Sin
embargo, se puede observar una pequefia disminucién en la migracion de las bandas
de las mutantes de delecion Ge-A1TM, Ge-A2TM y Ge-A3TM, que se corresponde con
la eliminacién de 10, 11 y 12 residuos respectivamente.

Ademas, se tirtulé la cantidad de cada plasmido a transfectar para ajustar la expresion
de cantidades similares de las proteinas Gc silvestre y mutantes en lisados celulares
para generar resultados cuantifativamente comparables en los siguientes
experimentos. Al analizar las bandas obtenidas para las distintas cantidades de ADN
plasmidial transfectado, se observa en la mayoria de los casos una tendencia de
aumento de la cantidad de Gc mutante al aumentar la cantidad de ADN transfectado de
cada plasmido (Fig. 8).

Basado en estos resultados, se establecid que es necesario fransfectar 1,4 pg de
plasmido para el caso de pl.18/Gc-A1TM, pl.18/Gc-A2TM, pl.18/Ge-S470A y pl.18/Ge-
S475A y 2,1 ug en el caso de pl.18/Gc-A3TM para obtener cantidades equivalentes de

proteina Gc en lisados celulares, cantidades que se ocuparon en los siguientes

experimentos.
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Figura 8. Sintesis de Gc silvestre y mutantes en células eucariontes. Western blot de
lisados celulares de células HEK-293FT transfectadas con cantidades crecientes de pl.18/GPC
silvestre o mutante del segmento TM de Ge utilizando el anticuerpo 2H4/F6. Como control se
marcé ademas con anti B-actina. 1x corresponde a 1,4 g, 1,5x a'2,1 ug y 2x a 2,8 pg de ADN

plasmidial.

7.3 Acumulacién de Gc silvestre y mutantes en membrana plasmatica

Una vez determinado que las mutantes estudiadas son sintetizadas y expresadas en
las células transfectadas, se procedié a estudiar si estas proteinas son plegadas
correctamente mediante su fransporte y acumulacion en la membrana citoplasmética
(Cifuentes-Mufioz y col., 2011). Para ello, 48 h post-transfeccion se biotinilaron fas
proteinas de superficie celular y se separaron de las proteinas citoplasmaticas usando

una columna con neutravidina, compuesto que posee alta afinidad a la biotina. Luego
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de la separaci6n de ambas fracciones, se verificd mediante western blot la presencia

de Gc y actina en cada fraccién (Fig. 9).

Fraccion Intracelular Fraccion de Superficle
o WT GoAtTM GeAZTM GoA3TH GeS470AGCS475A pLABY  'GoWT GeATTM GeA2TH GeddTM GcS470AG75A pL.18$

i

;
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Figura 9. Acumulacién de Gc en la membrana citoplasmatica de células eucariontes. La
superficie de células HEK-283FT expresando Ge silvestre o mutantes fue biofinilada 48 h post-
transfecciéon y separada de la fraccién intracelular mediante resina de neutravidina. Ambas
fracciones fueron analizadas mediante western biot con anticuerpos anti-Ge 2H4/F6 (arriba),
anti B-actina (abajo).

Se puede observar que todas las mutantes del dominic TM de ANDV fueron
transportadas y acumuladas en la membrana plasmatica de las células transfectadas,
ademas de migrar de forma similar a la proteina silvestre, salvo por una pequena
disminucion del tamafio en las mutantes Ge-A1TM, Ge-A2TM y Gc-ABTM'que se
corresponde con la delecion de 10,11 y 12 residuos, respectivamente. Ademas, para
verificar si solo las proteinas ubicadas en la superficie celular fueron biotiniladas, se
usé como control la inmunodeteccion de B-actina que se ubica en la fraccion
intracelular (Fig. 9). Estos resultados confirman que todas las mutantes del segmento
TM de Gec de ANDV estudiadas son sintetizadas y plegadas de forma correcta en la
célula. Sin embargo, se pueden observar diferencias en los niveles de acumulacién de
las distintas mutantes, lo que puede atribuirse a variaciones experimentales de

diferente naturaleza, como por ejemplo la eficiencia de la transfeccion o la carga de la
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muesira en el gel de poliacrilamida, ya que al analizar las bandas correspondientes a
actina, se pueden observar variaciones de esta. En la seccién Anexos (10.2) se
pueden encontrar diferentes western blots que muestran niveles de acumulacién
similares a la proteina silvestre y de las mutantes Ge-A2TM y Ge-A3TM, que en la Fig.

9 parecieran ser menores.

7.4 Caracterizacién de la actividad fusogénica de Gce silvestre y mutantes

Dado que todas las mutantes de Gc son fransportadas y se acumulan en la superficie
celular, se analizé su funcionalidad, evaluando si estas pueden inducir la fusion de
membranas celulares al ser expuestas a bajo pH.

Para ello, se midié la actividad fusogénica de Gc silvestre y de cada mutante con un
ensayo de fusion célula-célula basado en la formacion de sincicios y en su
identificacién gracias a la utilizacién de tres fluoroforos con los que se marca el
citoplasma celular (CMFDA, verde), el nucleo (DAPI, azul) y Gec (anti Ge-Alexa 455,
rojo) (Cifuentes-Mufioz y col., 2011).

Asl, células Vero E6 fueron transfectadas y 48 h post-transfeccion fueron expuestas a
bajo pH con el fin de activar a la proteina Ge. La identificacién de los sincicios fue

llevada a cabo por microscopia de epifluorescencia, lo cual es mostrado en la Fig. 10.
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Figura 10. Actividad fusogénica de Gc silvestre y mutantes. Células Vero E6 expresando
Ge silvestre o mutantes fueron expuestas a bajo pH y se analizo la formacién de sincicios
(flechas amarillas) mediante microscopia de fluorescencia. Como controi negativo se muesira

Gc silvestre a pH 7,0. Citoplasma, CMFDA (verde); nucleo, DAPI {azul) y Ge, alexa-555 (rojo).

Se puede observar que al transfectar células con el plasmido que codifica la proteiha
silvestre, a pH neutro, se encuentran solo células uninucleadas, aungue
ocasionalmente es posible ver células con dos nticleos que corresponderian a celulas
en estado de mitosis. En cambio, cuando estas células son expuestas a bajo pH es
posible visualizar un gran numero de sincicios de diferentes tamafios (indicados con
flechas amarillas) que se distinguen por un citoplasma mayor al de una celula normal,
con varios ntcleos (entre los 4 y los 20) ubicados generalmente al centro y por una alta
expresion de Ge.

Al expresar las mutantes de delecion Ge-A1TM, Go-A2TM y Ge-A3TM y exponerlas a
bajo pH, se puede ver que solo la mutante Ge-A1TM generd sincicios en el ensayo de
fusion célula-célula. No obstante, las estructuras sinciciales detectadas fueron menos
frecuentes que las encontradas en células que expresan la Gg silvestre y ademas son
de menor tamafio, conteniendo como méximo 7 nicleos por sincicio.

Esto se ve reflejado en la cuantificacién de la actividad de fusién (Fig. 11). Para la
mutante Gc-A1TM, el indice de fusion calculado es cercano al 45% de la actividad
fusogénica generada por la proteina Gc silvesire cuando ambas son expuestas a bajo
pH (barras color gris oscuro). Si se observa la actividad de fusion de las mutantes Ge-
A2TM y Ge-A3TM, se puede ver que es muy similar a la encontrada cuando las
distintas muestras no son expuestas a bajo pH {barras color gris claro), indicando que

estas mutantes de Gc no poseen actividad fusogénica.
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Estos resultados sugieren que el largo del dominio TM de esta proteina de fusion. es
esencial para soportar la actividad de fusion, requiriéndose como minimo 21 de los 22
aminoacidos del largo total. Ademas, este requerimiento en el largo det dominio TM
parece ser alin més estricto que el indicado en la literatura para ofras proteinas de

fusion (Armstrong y col., 2000).

A

Indice de fusion (%)

3

Mutantes TM

Figura 11. Cuantificacién de la actividad de fusion de Ge silvestre y mutantes. Se conté el
numero de células v nucleos en al menos fres campos de microscopla para cada muestra a
cada pH analizado (n = 3). El Indice de fusibn se calculd con la férmula
[1-n° de células/n°® de nicleos] y se graficé como porcentaje, correspondiendo el indice de
fusion de Ge silvestre al 100%. Gris oscuro; células expuestas a pH 5,5; gris claro: células

mantenidas a pH 7,0.
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Por ofra parte, cuando se examin6 la formacién de sincicios de las dos mutantes de
sustitucién, se encontraron estas estructuras en células gue expresaban Gc-S475A,
pero no cuando las células expresaron la mutante Gc-5470A (Fig. 10).

Al calcular el indice de fusion en la condicidn de pH 5,5, la mutante Ge-8475A alcanzo
un valor cercano al 50% de la actividad fusogénica de Gc silvestre, mostrando que la
sustitucién de este residuo soporta la actividad de fusion, pero en un grado menor al de
la proteina silvestre. La mutante de sustitucién Ge-S470A alcanzo valores similares en
el indice de fusion calculado tanto a pH 7,0 como pH 5,5, evidenciando la pérdida de la
actividad de fusién por la sustitucién del residuo S470. Estas diferencias obtenidas en
la actividad de fusion de las dos mutantes de sustitucién son similares a los resultados
obtenidos con mutantes de los residuos glicina conservados de HA (H2N2), donde la
que estad més hacia el C-terminal conserva su actividad fusogénica, mientras que la
que estd ubicada mas al centro de la secuencia no presenta actividad de fusion,
indicando que la posicion, ademas de la caracteristica polar de este residuo, parecen

ser esenciales (Armstrong y col., 2000).

7.5 Caracterizacién del estado intermediario de hemifusién de membranas
mediado por Ge silvestre y mutantes

La fusién entre dos membranas celulares involucra la mezcla tanto de los lipidos de
ambas membranas plasméticas como de los contenidos acuosos dado por la formacion
del poro de fusién. El ensayo de fusion célula-célula realizado previamente nos permite
evaluar la actividad fusogénica de las mutantes del dominic TM de Gc observando si
es que estas forman o no sinciclos. Estas estructuras se producen solo cuando la
proteina induce Ia fusion completa entre membranas citoplasmaticas de las células,

que involucra la formacién de un poro de fusion que se expande para formar una gran
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célula. Sin embargo, este ensayo no permite identificar si es que el dominio TM cumple
un rol especifico en la etapa de expansion del poro de fusion desde el intermediario de
hemifusién, rol que se le ha asociado anteriormente (Kemble y col., 1984; Cleverley &
Lenard, 1998; Melikyan y col., 1995, 1997, 1999; Armstrong y col., 2000).

Por ello, en este seminario de titulo se fuvo como objetivo estudiar si las mutantes que
no forman sincicios, producen la mezcla de los lipidos de las caras externas de las
membranas de las células, alcanzando el intermediario de hemifusion de membranas.
Para analizar este estado intermedio de fusién, se desarrolld un ensayo que permite la
deteccién de la fusion de membranas externas.

Para establecer este ensayo, se utilizd como modelo los experimentos desarrollados
por Giraudo y col. {2005), el cual se aprovecha del hecho de que las células HEK-
293FT exponen en la cara externa de su membrana plasmatica el gangliésido GM1 (Qi
y col., 2010), mientras que las células CHO no lo poseen dado que carecen de [a
enzima que los sintetiza (Rosales Fritz y col., 1987). Este glicolipido sirve como
recepior de la toxina del colera de Vibrio choleras, uniéndose especificamente a la
subunidad B que no es toxica (Merritt y col., 1994) y que se puede adquirir
comercialmente conjugada a distintos fluoréforos. Basado en este principio, se analizo
si hay mezcla entre los lipidos de las caras externas de membranas de células vecinas,
monitoreando la transferencia de GM1 desde células efectoras HEK-293FT hacia
células blanco CHO marcadas con el fluoroforo de citoplasma CMAC bajo condiciones

fusogénicas (ver materiales y métodos).
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Gce-silvestre Ge-A1TM Ge-A2TM Gc-A3TM

Gc-S470A Gc-S475A 1.18

Figura 12. Transferencia lipidica entre células mediada por Gc silvestre 6 mutantes a pH

5,5. Células HEK-293FT que expresan GM1 y Gc silvestre 6 mutantes se co-cultivaron por 3 h
con células CHO marcadas con el fluoroforo CMAC (azul). Se bajé el pH por 5 min y se incubé
a 37°C por 1 h. Las células fueron fijadas, marcadas con CTX-488 (verde) y se evalud la
transferencia de GM1 (flechas rojas). Se tomaron fotografias de microscopia confocal de 10

campos por condicién (n = 3).
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Como se ve en la Fig. 12, todas las mutantes que no forman sincicios generan la
transferencia de GM1 desde las células efectoras (de color verde) hacia las células
blanco (de color azul), indicado en flechas de color rojo. Sin embargo, no tqdas las
células efectoras promueven ‘esta transferencia, lo que puede deberse a que la
eficiencia de transfeccion y la acumulacién en la membrana plasmética de la proteina
de fusién Gc en las células HEK—293FT‘ no es del 100%.

Ademas de las mutantes que no formaron sincicios, se efectud el ensayo de
hemifusion con las mutantes que si los forman (Ge-silvestre, Ge-A1TM y Ge-S475A).
En estos casos también se observd fransferencia de GM1, ademas de que se pudieron
detectar algunos sincicios con las mutantes Ge-A1TM y Ge-8475A (Fig. 12, flechas
amarillas).

Al cuantificar la transferencia de GM1 entre las células efectoras y las células blancos
cuando fueron expuestas a bajo pH, se obtuvieron porcentajes cercanos al 70% con la
mutante Ge-A2TM y al 50% con la proteina Gc silvestre y las mutantes Ge-A3TM y Ge-
S470A (Fig. 13).

Cuando se cuantificd la transferencia de GM1 desde células efectoras transfectadas
con el plasmido pl.18 vacio hacia las células blanco, la transferencia alcanzé un valor
cercano al 20%, lo cual puede atribuirse at traspaso inespecifico del ganglioside GM1
de una célula a otra dado por la alta densidad de células sembradas, por la
manipulacién de las células al momento de cambiar medio varias veces para bajar y
subir el pH o al momentc de marcarlas con los distintos fluorforos. Pese a este
traspaso basal, el aumento observado en la transferencia del glicolipido GM1 incitado
por la proteina Ge silvestre y las mutantes que no son fusogénicas es estadisticamente

significativo con respecto al control con pl.18 vacio, indicando que las mutantes Ge-
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A2TM, Gc-A3TM y Ge-S470A arrestan el proceso de fusién en el intermediario de

hemifusian,

kkk

*kk
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% Transferencia GM1

Mutantes TM

Figura 13. Cuantificacién de la transferencia lipidica entre células mediada por Ge
silvestre & mutantes a pH 5,5. Para cada experimento (10 fotos) se contaron las células
efectoras que estan en contacto con al menos una célula bianco (GM1%) y las células blanco
que presentan marca de GM1 en la membrana (CMAC*/GM1Y). Se calculd el porcentaje de
transferencia de GM1 para cada foto de acuerdo a la férmula [100*(CMAC*/GM1")/(GM1")] y se
graficé el promedio cbtenido -en cada fota en tres experimentos independientes (30 fotos en
total). Una prueba t-student fue usada para evaluar estadisticamente si hay diferencias
significativas entre los resultados obtenidos para la profeina Gc silvestre o mutantes con

respecto a pl, 18 vacio: ***, P < 0,001
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Ademas de medir el fraspaso de GM1 de las células efectoras hacia las células blanco
cuando estas son expuestas a pH &cido, se realizé un nuevo experimento en donde se
cuantificd el fraspaso tanto a pH 5,5 como a pH 7,0, con el fin de tener un control para
cada mutante. Los resultados, mostrados en la figura 14, revelan que todas las
proteinas Ge analizadas a pH 5,5 presentan traspaso de GM1, con un valor que rodea
el 70%. Este porcentaje es un poco mayor que el obtenido anteriormente (Fig.13), lo
que puede explicarse por una mayor tasa de transfeccién de las células 293FT en este
experimento.

Al cuantificar el traspaso para cada proteina a pH 7,0, se obtuvo un valor cercano al
20% en cada una de elias, al igudl que el valor obtenido con pl.18 vacio tanto en este

experimento a los distintos pHs como el mostrado en la figura 13.

120+
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Mutantes TM

Figura 14. Cuantificacion de la fransferencia lipidica entre células mediada por Gc
silvestre 6 mutantes a pH 5,5 y pH 7,0. Para cada experimento (10 folos) se contaron las

células efectaras que estan en contacto con por lo menos una célula blanco (GM1") v las
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células blanco que presentan marca de GM1 en la membrana (CMAC'/GM1”). Se calculé el
porcentaje de ftransferencia de GM1 para cada folo de acuerdo a la férmula
[100%(CMACT/IGM1(GM1M)] v se grafico el promedio obtenide de un experimento. Una prueba
t-student fue usada para evaluar estadisticamente si hay diferencias significativas entre las

muestras a pH 5,5 y pH 7,0: ***, P <0,001; ns = no significativo.

En conjunto, estos resultados sugieren que el dominio TM de la glicoproteina de fusion
Gc de ANDV cumple un rol importante en la formacién y expansién del poro de fusién y
que existen requisitos en el largo y en residuos especificos de la secuencia de este

dominio para soportar la actividad fusogénica.
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8. DISCUSION

Un paso critico dentro del ciclo infectivo de los virus es el ingreso del material genético
al citosol la célula blanco para comenzar con la replicacion y la generacién de progenie
viral (Plemper, 2011). Este traspaso ocurre a través de un poro de fusion que se forma
tras la fusion de la membrana viral con una membrana de la célula infectada, proceso
gue es llevado a cabo por las proteinas de fusion virales (LeDuc & Shin, 2000). Estas
proteinas disminuyen la barrera energética que involucra la fusion de las dos
membranas, deformando y generando esirés elastico en las bicapas que finalmente
tienden a fusionarse para adoptar una conformacién energéticamente mas estable
(Kozlov y col, 2010). Se cree que la energia necesaria para producir estas
deformaciones de membranas provienen de los cambios conformacionales que sufre [a
proteina de fusién viral tras activarse y parte de esta es probablemente transferida a la
membrana viral a través del dominio TM (Nikolaus & Herrmann, 2012).

Numerosas evidencias muestran que el dominio TM cumple un rol impariante en el
proceso fusogénico (ver infroduccion) y algunas de ellas postulan que este dominio
estarfa involucrado especificamente en la formacion y expansion del poro desde el
intermediario de hemifusién (Kemble y col., 1994, Melikyan y col., 1995, 1997, 1999,
2000a; Cleverley & Lenard, 1998; Armstrong y col., 2000). Se ha sugerido que el
dominio TM podria generar estrés elastico en la membrana al cambiar su posicién en
esta durante el proceso de fusion, desestabilizando y facilitando el reordenamiento de
los lipidos de |as bicapas gque conllevarian al colapso del intermediario de hemifusion y
a la formacién del poro de fusion (Chernomordik & Kozlov, 2005).

Se ha visto que distintas proteinas de fusién poseen distintas propiedades especificas

o requerimientos en este dominio que permiten mantener la actividad fusogénica. Por
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ello, en este seminario de titulo se estudi6 qué propiedades de la secuencia
aminoacidica del dominio TM de Gc¢ de ANDV son requeridas para promover la
hemifusion v la fusién de membranas. Para ello, se generaron distintas mutantes de
delecién y de sustitucion de residuos especificos y se evalud su expresion, localizacion

en la membrana y actividad fusogénica.

8.1 Requisito del largo del dominio TM de Gc de ANDV para promover la fusién
de membranas

Diversos estudios con mutanies en donde se ha reemplazado el dominio TM de
distintas proteinas de fusion por GPI, o donde se ha acortado este dominio, han
mostrado que se requiere un largo determinado para permitir la formacion y/o

expansion del poro de fusién.

8.1.1 La mutante Ge-A1TM promueve la fusion de membranas

Anteriormente en nuestro laboratorio, se descubrié que al eliminar el endadominio de la
glicoproteina de fusién Gc de ANDV (Ge-Aendo) se mantiene la actividad fusogénica
medido a través de la formacién de sincicios. Sin embargo, al eliminar el endodominio
mas 4 residuos de! dominio TM (Gc-A4TM) no se formaron estas estructuras, indicando
la pérdida de actividad fusogénica (Tesis Ana Victoria Sarno, 2011; datos no
publicados). Basandose en estos resultados, en este trabajo se quiso establecer el
largo minimo del dominio TM que promueve la hemifusion y la fusion de membranas.
Para ello, se construyeron las mutantes de delecion Ge-A1TM, Ge-A2TM y Ge-A3TM vy
se corroboré su expresion y localizacion en la membrana plasmatica de las células
transfectadas (Fig. 8 y 9). Al evaluar Ia formacién de sincicios de estas mutantes, sélo

Ge-A1TM produjo estas estructuras, revelando que se requieren como minimo 21 de
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los 22 aminoacidos totales para mantener la actividad fusogénica de la proteina Gc.
Este requerimiento es aun mas estricto que en ofras proteinas de fusion hasta aqui
caracterizadas, coma por ejemplo para HA de Influenza en donde se requieren 17 de
27 residuos (Armstrong y col., 2000), para'la proteina gp41 de HIV donde se necesitan
18 de 25 (Yue y col, 2009) o para gp41 de SIV que demanda 23 de los 26
aminoacidos totales que conforman este segmento para promaover la fusion (West y
col., 2001; Lin y col., 2003).

A pesar de gue la mutante Gc-A1TM induce la formacion de sincicios, esios son
muchos menos frecuentes y mas pequefios, lo que se refleja en el indice de fusion que
fue de un 45% aprox. de la actividad obtenida con la proteina silvestre. Este valor es un
15% menor al indice de fusidn obtenido anteriormente con la mutante Ge-Aendo (Tesis
Ana Victoria Sarno, 2011; datos no publicados), indicando que la eliminacién del ultimo
residuo del dominio TM afecta en parte la funcionalidad de la proteina. Esto podria
deberse a que este residuo, que corresponde a una cisteina, podria ser sensible a
modificaciones post-traduccionales, tales como la palmitoilacidn. Este tipo de
madificacion se ha descrito para residuos cisteinas que se encuentran en posiciones
equivalentes de la proteina HA del virus influenza. Cuando este residuo fue sustituido
en el subtipo H2 (C211A) se elimind casi por completo la formacién de sincicios (Naeve
& Williams, 1990), aunque cuando fue sustituido en el subtipo H7 (C511S), la
formacién de estas estructuras solo se vio disminuida en un ~20% (Fischer y col.,
1998). Cuando se sustituyo este residuo en el subtipo H1 (C555S) la formacién de
sincicios se redujo en un ~80%, aungque enconfraron evidencias de la formacién de un
pequeiio poro sin verse afectada la transferencia lipidica,, por lo que esta mutante
seria deficiente en la expansion del poro de fusidén (Sakai y col., 2002). De forma

similar a estos resultados, al analizar la mutante Ge-A1TM con el ensayo de hemifusién
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se obtuvo que, ademéas de generar sincicios, provoco la transferencia de GM1 (Fig. 12,
13 y 14), por lo que la disminucién en la formacién de sincicios podria deberse a una
deficiencia en la expansion del poro de fusién. Cabe sefialar que la desacilacion de
residuos reduce su hidrofobicidad. Si este tipo de modificacion ocurriera en el dominio
TM de Gc, se puede hipotetizar que la desacilacibn de este residuc podria
desfavorecer la inclinacion del dominio TM en la membrana y por lo tanto, interferir en

la desestabilizacion de la bicapa que conlleva a la expansién del poro de fusion.

8.1.2 Las mutantes Gc-A2TM v Gec-A3TM median la hemifusion

El mecanismo propuesto por el cual se fusiona la membrana viral con la membrana
blanco procede a través de un intermediario denominado hemifusion. Este
intermediario se caracteriza por presentar fusion de las caras externas pero no de las
caras internas de las bicapas, restringiéndose la mezcla de los contenidos internos de
ambos compartimientos (Kielian & Rey, 2006; Harrison, 2008).

Analisis de aclividad fusogénica con GPI-HA muestran que esta protelna que esta
anclada solo a la cara externa de la bicapa lipidica no permite la fusion completa de
dos membranas, sino que el proceso fusogénico queda retenido en el intermediario de
hemifusion (Kemble y col., 1994; Melikyan y col., 1995, 1897). Este mismo fenolipo es
encontrado al analizar mutantes de delecién de HA que poseen un largo menor a los
17 residuos (Armsirong y col., 2000).

En este trabajo de tesis, encontramos que las mutantes Ge-A2TM y Ge-A3TM, que no
formaron sincicios en el ensayo de fusion célula-célula, si mediaron la transferencia
lipidica de una célula a otra (Fig. 12, 13 y 14). Sin embargo, para poder afirmar que
estas mutantes quedan detenidas en el estado de hemifusion, es necesario discriminar

entre la deficiencia en la formacién de un poro de fusién y la formacion de un poro
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pequefio que no se dilata. Esto se suele caracterizar mediante el analisis de la
transferencia de pequefios fluoréforos citoplasmaticos de una célula a otra. En nuestro
caso, se pudo comprobar esto al no observar difusion del fluoréforo CMAC de [a célula
blanco a la célula efectora. Este fluoréforo tiene un peso molecular de 209,6 g/mol,
tamafio menor al de los fluoréforos frecuentemente usados para distinguir enfre estos
dos fenotipos (Kemble y col., 1994; Melikyan y col., 1995; Armstrong y col., 2000; Lin y
col., 2003; Miyauchi y col., 2005; Shang & Hunter, 2010; Yue y col., 2009). Pese a esto,
mediante esta metodologia no es posible descartar completamente la formacion de un
pequefio poro de fusion, sino que en el futuro tendria que confirmarse estos resultados
mediante mediciones electrofisioldgicas (Melikyan y col., 1897).

Los antecedentes mostrados tanto en la literatura como en nuestros resultados
sugieren que el dominio TM debe atravesar por compleio la bicapa para soportar la
formacion y expansion del poro de fusion. Armstrong y col. (2000), lograron re-
establecer la actividad fusogénica de HA al agregar un residuo hidrofilico al extremo C-
terminal det dominic TM de una mutante acortado previamente (15 residuos) que solo
promueve la hemifusion. Basandose en esto, propusieron un modelo que postula que
este TM es demasiado corto para abarcar la bicapa completa, quedando ubicado por
completo dentro de esta (Armstrong y col., 2000) y que este residuo hidrofilico forzaria
al dominio TM a airavesar ambas caras de la membrana. La necesidad de gue este
dominio atraviese toda la bicapa lipidica podria explicarse porque si este no se inserta
en ambas capas el dominio seria incapaz de aplicar el estrés necesario a la
membrana, especialmente a la cara interna de la membrana, para alcanzar el colapso
del intermediario de hemifusién hacia la formacién del poro de fusién. Este modelo se
refuerza con los resultados obtenidos al agregar clorpromazina, [a cual rescata la

fusion completa de GPI-HA (Melikyan y col., 1897) y de la de las mutantes de delecién
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de esta misma proteina (Armstrong y col., 2000). Este efecto se logra ya que este
agente permeable entra a la célula y se ubica en la cara interna de la membrana,
desestabilizandola. Por el contrario, al agregar metaclorpromazina, que se ubica
preferentemente en la cara externa de la bicapa, no se recupera el fenotipo de fusién
completa, indicando que la desestabilizacién de la cara interna de la bicapa es

necesaria para formar el poro de fusién (Melikyan y col., 1997).

8.2 Requisito de secuencia del dominio TM de Gec de ANDV

Al igual que los antecedentes que muestran gue el largo del dominio TM es relevanie
en el proceso fusogénico, diversos trabajos han mostrado que la secuencia de este
dominio también lo es. En particular, dos residuos glicinas en el dominio TM de la
proteina G de VSV parecen ser importantes en la transicion desde el intermediario de
hemifusion a la formacién del poro de fusién {Cleverley & Lenard, 1998). De manera
analoga, el dominic TM de HA del virus influenza de la cepa de Japon (H2N2) y X:31
(H3N2) también contiene estos residuos, aunque en estas proteinas pueden ser
residuos glicina o serina, que poseen similares propiedades, como el peso molecular o
el indice hidropatico (Nelson & Cox, 2005). Sin embargo solo la primera de estas cepas
parece requerir el residuo glicina que estd ubicado cercano al medio del dominio
{Armstrong y col., 2000; Melikyan y col., 1999, 2000).

En este seminario, se sustituyeron los residuos S470 y S475 del dominic TM de Gc de
ANDV, los cuales serian equivalentes a los antes mencionados. Se observd que solo la
mutante Ge-S475A produce sincicios en el ensayo de célula-célula, pero en menor
medida que la proteina silvesire (ver Fig. 10 y 11). Ademas, se encontrd que la
mutante Gc-8470A promueve la fransferencia lipidica, revelando que esta mutante

queda detenida en el estado de hemifusion. Estas sustituciones coinciden con los
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resultados reportados para HA de la cepa de Jap6n, donde el residuo apolar ubicado al
medio de la secuencia fue crucial para permitir la transicion hemifusion-fusion. La
propiedad flexible de aminoacidos tales como glicina y serina desestabilizarian la hélice
del dominio TM, permitiendo que adopte distintas conformaciones en la membrana. Se
ha sugerido que esta flexibilidad podria incluso inducir un cambio desde a-hélice a
sabana B, 1o cual se veria apoyado por la gran abundancia de residuos que prdmueven
la formacién de hojas P como isoleucina y valina (Fig. 7) (Nikolaus & Herrmann, 2012).
Sin embargo, parece improbable que ocurra un cambio tan drastico deniro del
ambiente hidrofébico de la membrana, aunque si es posible especular que esta
tendencia a desestabilizar la hélice, facliite la desestabilizacion de los lipidos alrededor
del dominio TM, ayudando de esta manera a colapsar el intermediario de hemifusion.
Por ofro lado, se ha visto que los residuos glicina tienen un rol importante en dominios
TM participando en interacciones hélice-hélice, como por ejemplo en la dimerizacion de
la glicoporina A (Brosig & Langosch, 1998) o en la auto-asociacion de la proteina de
fusion de distintos paramyxovirus (Smith y col., 2013) y de gp41 de HIV-1 (Reuven y
col., 2012). En el caso de Gc de ANDV, los residuos serina podrian generar
interacciones entre los segmentos TM de distintas unidades de Ge o incluso podrian
interactuar con el péptido de fusion una vez que se la proteina ha adoptado la
conformacion tipo horquilla.

Ademés de estos posibles roles que se han indicado para los residuos hidrofilicos que
estan insertos en una hélice TM, se ha encontrado que estos pueden influir en la
posicién de la hélice dentro de la bicapa, produciendo un desplazamiento de esta hacia
la superficie de la membrana (Krishnakumar & London, 2007). Este desplazamiento

impediria al dominio TM abarcar ambas caras de la membrana, requerimiento que,
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como ya se menciond, seria necesario para producir el colapso del intermediario de
hemifusién.

Queda a futuro realizar estudios adicionales para dilucidar el mecanismo por el cual
dominio TM de Gc del hantavirus Andes logra desestabilizar el intermediario de
hemifusién para luego formar y expandir el poro de fusion. Es necesario aln ver la
participacion de este dominio en la desestabilizacion de membranas, evaluar si hay
asociacion de este con el péptido de fusién o entre dominios TM y ver si los residuos
serina serian claves en esta interaccion, usando por ejemplo péptidos derivados de
estos dominios.

Los resuliados obtenidos en este seminario de titulo ayudan a eniender como los
hantavirus fusionan su membrana con la membrana blanco, paso clave en el proceso
infectivo del virus. La comprensiéon de este proceso y el estudio especifico de las
caracteristicas de la glicoproteina de fusion Gc que promueve [a fusién de membranas
es un acercamiento a desarrollar posibles estrategias anti-virales, como por ejemplo la

administracion de inhibidores del proceso de fusion de membranas.
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9. CONCLUSIONES

El largo minimo del dominio TM de Gc de ANDV requerido para mantener la

actividad fusogénica es de 21 residuos de los 22 totales.

Largos del dominioc TM de 19 y 20 residuos retienen el proceso de fusion en el

intermediario de hemifusion.

El residuo S$470, ubicado en la zona media del dominioc TM, cumple un rol
crucial en la actividad fusogeénica de la proteina Gc y su sustitucion por alanina

retiene el proceso fusogénico en el intermediario de hemifusion.

La sustitucion del residuo $745 por un residuo hidrofébico no elimina la
actividad fusogénica de Gc de ANDV.

El dominio TM de la glicoproteina de fusion Ge del hantavirus Andes cumple un
rol crucial en el proceso de fusion, especificamente en la formacion y expansién

del poro desde el intermediario de fusion.
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10. ANEXOS

10.1 Fragmento de ADN sintetizado para generar mutante G¢c-S475A

Se adjunta la secuencia del segmento de ADN que fue sintetizado y clonado en el
vector pl.18-GPC clon 4 para generar la mutante Ge-S475A (DNA 2.0 Inc.). Se destaca
con color gris oscuro el sitio de corte de la enzima de restriccion Avrll y en color gris
claro el sitio de corte de la enzima Xhol. Ademas, en color amarillo se sefialan los

nucleétidos que fueron intercambiados para introducir la sustitucion del residuo S475.

CCTAGGTCCGTTAGAACAAGGGGGGGTCATCCTTAAACAATGGTGCACAACATCA
TGTGCATTTGGGGACCCTGGTGATATCATGTCTACTCCTAGTGGTATGAGGTGTCC
AGAACACACTGGATCATTCAGGAAAATTTGTGGTTTTGCCACTACACCAGTTTGCG
AATACCAAGGTAATACCATTTCTGGATATAAAAGAATGATGGCAACAAAAGATTCAT
TCCAATCATTTAACTTAACAGAACCTCACATCACAGCAAATAAGCTTGAATGGATTG
ACCCAGATGGGAATACAAGAGACCATGTAAACCTTGTCTTAAATAGAGATGTTTCA
TTTCAGGATTTAAGTGATAACCCCTGTAAAGTGGACTTACACACACAAGCAATAGA
AGGGGCATGGGGTTCTGGTGTAGGGTTTACACTTACATGTACTGTCGGATTAACA
GAGTGCCCGAGTTTTATGACATCAATTAAGGCATGTGATCTTGCTATGTGTTATGG
ATCAACAGTAGCAAACCTTGCTAGGGGCTCTAATACAGTAAAAGTGGTTGGTAAGG
GAGGTCATTCAGGGTCTTCATTTAAATGCTGTCATGATACAGATTGCTCCTCTGAG
GGTCTACTTGCATCAGCCCCACACCTTGAGAGAGTGACAGGCTTCAATCAAATCGA
TTCAGATAAGGTTTATGATGATGGTGCACCACCTTGCACATTCAAATGCTGGTTCA
CCAAGTCAGGTGAGTGGCTCCTTGGGATCTTAAACGGGAATTGGATTGTTGTTGTA
GTGCTTGTTGTGATACTCATTCTCTCTATCATAATGTTCGCTGTTCTGTGCCCCAGG
AGAGGACACAAGAAAACTGTCTAAGCGGCCGCCTCGAG
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10.2 Acumulacién de Ge en la membrana citoplasmatica de células eucariontes

Fraccion Intracelular Fraccién de Superficie
GoWT GoATTM GoA2TM GeAITM GeS470A  GoWT GeAITM GoA2TM GoA3TM GoS470A
; s — SR S : ot i P ,. .: 7 sy . oy ._-,. . : b

AT
S e %@f‘&}?’é f-actina
R, SE

Fraccidn intracelular Fraccldn de Superficle
GoWT GoAITM GeA2TM GeA3TM GoS470A pLIBd  GoWT GoATM GeAITM GoA3TM GeS4704 pligh

Fraccion Intracelular Fraccién de Superficie
Go WT GcS475A pl18  Go WT GeS4754 pl.18

65 KD = |

42KD2
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