FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE PREGRADO

Rol del ectodominio de glicoproteina Gn del virus
Andes (Hantavirus) en la localizacion y funcionalidad
de Glicoproteina Gc.

Seminario de Titulo entregado a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial
de los requisitos para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular

Vicente Mufioz Walther
Diciembre - 2016
Santiago — Chile

Dra. Nicole Tischler
Directora del Seminario de Titulo

Dra. Maria Rosa Bono
Patrocinante del Seminario de Titulo




ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS - UNIVERSIDAD DE CHILE

S
SZAE-

\

INFORME DE APROBACION SEMINARIO DE TiTULO

Se informa a la Escuela de Pregrado de la Facultad de Ciencias, que el Seminario de Titulo
presentado por el candidato:

VIECENTE MUNOZ WALTHER

“Rol del ectodominio de glicoproteina Gn del virus Andes (Hantavirus)
en la localizacion y funcionalidad de proteina Ge”

Ha sido aprobado por la Comision evaluadora y revisora, como requisito parcial, para optar
al titulo profesional de ingeniero en Biotecnologia Molecular.

> Lo
Dra. Nicole Tischler A ,? ’ AS d/(‘\_sJ_//'

Directora Seminario de Titulo

Dra. Maria Rosa Nono Merino - “ G ?{) EO (\:}\

Profesora Patrocinante Seminario de Titulo U \ J J Y

BIBLIOTECA 9\

CENTRAL &,
Comision Revisora y Evaluadora

Dr. Christian Gonzalez Billault

Presidente \ S L

Dr. Ricardo Soto Riffo
Integrante

Santiago de Chile, junio de 2016




Este seminario de titulo fue financiado por proyecto FONDECYT 1140050.




Agradecimientos

Primero que nada, quiero agradecer a mi familia. A mis padres por traerme a este
mundo, por darme todo el carifio que me han dado, por darme casa, comida, educacion
y todo lo que he necesitado durante mi vida. A mis hermanos por las risas y los buenos
momentos del dia a dia que hacen que llegar a la casa después de cada dia de trabajo
sea algo entretenido y ameno. Muchas gracias familia, gracias por aguantarme mis

mafias y mal humores producto del cansancio durante este periado.

Quiero agradecer también a todos los amigos, del colegio y la universidad, que
han estado conmigo durante mi vida. Gracias al Picho, al Tata, el Aperrao, el Pol, el Astu,
la Aranza, el Toto, el Camilo y muchos mas. Gracias por estar siempre ahi por mi y por

siempre apanar a una chela cuando fue necesario.

Quiero agradecer también a la Consuelo, mi polola y compariera, por apoyarme
tanto en las etapas finales del desarrollo de mi tésis y también por quererme y dejarse
guerer. Has estado conmigo en las buenas y en las malas y me has aguantado cuando
he tenido que desaparecer para trabajar. Me has alegrado la vida de una forma que no

me imaginaba posible, y por eso te agradezco muchisimo.

Por Gltimo, quiero agradecer a la gente de Hanta lab, Tados y cada uno de ellos
han aportado y me han ayudado mucho de alguna forma u otra, y les estaré agradecido
por siempre, pero fengo que recalcar en especial a algunas personas. A Nicole, mi tutora
del seminario de titulo, por abrirme [as puertas de su laboratorio, por corregir y ayudarme

en mi trabajo hasta las tltimas horas de la noche, por apoyarme y guiarme en momentos




en que no estuve muy firme o seguro de [o que hacia, y por ensefiarme practicamente
todo lo que sé de virclogia, tanto dentro del laboratorio cémo en una sala de clases. A la
Nati, por ser la primera en ensefiarme sobre el frabajo de laboratorio y cultivo celular,
pOr ser una gran amiga y una compafiera de fiofierias en el laboratorio. Al Nico, por estar
siempre dispuesto a ayudar en lo que fuera, aunque estuviera ocupado con su trabajo,
y por siempre estar ahf para escuchar y conversar sobre lo que sea, algun protocolo
experimental, la dltima novedad de algo fiofio o la vida misma. Y a Eduardo, por
ayudarme en algunos de los experimentos presentados en esta tésis y por siempre ser
un buen amigo y alguien que inspira amor en la ciencia. Gracias también a Putd, Chanti,
Meli, Barri, Rodri, Pia, Rall y Diego por estar ahi cuando los necesité y por hacer la vida

que pasé dentro del l[aboratoric mas amena. Infinitas gracias.

iii




indice de contenidos

AGradeCiMIBNIOS...ciuuiirerereerrisrssriiiiesiesissnsai s ssssierasasstsrsststesesrssenesssessasasessssssssenssessnsssasas [
L TRGICE 8 FIGUIAS ...ttt esssssasss s rss st sr st s srasa s cessssssessssecans vi
1. Lista de abrevialuras.. ... cnieerscsiirsssssirerss s sssssssssasasssssassassasssassarssstanssssassessiss vii
L RESUMIBN ccveirririrsinirientarinonerirsrsssssasssssiesss sesssesasssasessonmssssseseosssnesassssasssssesseessssessassensasnsneren viii
IV, ADSITACE ...t an e n e st e ae st sr st b b a bR s X
1. INEEOAUCCION ..ttt scnensen et s a s sbs st e ea b e bbb s b b st sas et saa e bansaranasasaasnssnate 1
1.1 Aspectos generales de 108 RantavirUs.........c.cvveecvernrersrnnnnecc s s e s esssassesesasseens 1
1.2 Glicoproteinas Gn y Gc de 105 hantavifuS ... ssnens 3
1.2.1 Roles de Gn y Gc en la enfrada de hantavirus a células........c.covuvieiineninn. 7
1.2.2 Rol de Gn en el trafico celular de GC ... iimiiiieseesseessssseressssses 9
1.2.3 Roles de Gn y Gc en la yemacion de los hantavirus........cccovencvencerismcncnenans 10
1.2.4 Gn cémo posible protector de la protonacion de GG .....veovicririrercnerennen 12
HIDOIESIS 1 veeererreireerren e cr et s ens s sre st et s aen s s e b st ebesessbs s ot sesrtseasneenens et e anas s naanterans 14

El ectodominio de la glicoproteina Gn del virus Andes tiene diferentes roles en la
entrada y el egreso celular del virus, entre estos la localizacién de Ge a membrana
plasmatica, el ensamblaje viral y proteccion de la activacién de la fusion de membranas

POE (GO . ctieeeirtrnccesese et s e eesas e eressesesen st snsasse e et sesenssesmabessassnssassssasnsensnssnanss Lrrerbvarsennerresaeasreens 14
ODJBHVOS ...ttt ien st sssn e bbbt st ae e as e aranas l ............................ 14
ODbjBtiVO GENETEL vt vttt eaessn s essens s essassesases 1‘ ............................ 14
Objetivos ESPECIICOS......cciveiecere e eas s sasee errares Lreererernerearnenesasnsrenes 14
2. Materiales y Metodologia ...coceeiereeireneerecre s seenstnnes ! ............................ 15
2.1 CElulas Y antiCUBIPOS........cccouvrernienices e snasessssisessssessevs v sessresaesssessessessesssssssssessos 15
2.2 DiSefio d& MUIAMEES ...c.cceeercrrereererneresssereerseresms s ssseseness st snsssesssssassssessasssnsassonssasesess i5
2.3 PlASIMIAOS ettt et se s s s s bR e a st b s n e e n s e enna 16
2.4 Expresion y localizacion a membrana plasmética de Ge y Gn silvestre y mutante
................................................................................................................................................. i7
2.4.1 Deteccion mediante inmunfluOresCencia..........uucviceecrensicrercsee e siesas 17




2.4,2 Separacion de fracciones intracelular y de superficie mediante biotinilacién 18

2.4.3 Analisis de fracciones intracelular y de superficie. ... eeecrvencrrrrenencnncerncenas 18
2.5 Produccion de IVLPs, usando GPC silvestre ¥ NatiVO ... crcsnrenencne 19
2.6 Anélisis de actividad fusogénica mediada por Gc en presencia de Gn silvestre o
ITIUEEAINIEE. cuoireiieeieeneiieenerrerreserersersesteresassaeresnesomssnesesmesme e e s s s et st e e sba b bR s oa be s e S e b s b s nsn RO s 19
3. RESUIAAOS ..o esse b baa s sba e sr e bbb s s sh s s bR s se s b 21
3.1 Disefio de mutantes de ectodominio de Gn de ANDV........cvviinincccninincniienns 21
3.2 Expresion y localizacion de Gn silvestre y mutante........cvnincncnecncnnen, 22
3.3 Expresion y localizacion de Gc, en presencia de Gn silvestre y mutante ............. 27
3.4 Ensamblaje de Gc y Gn silvestre y mutante en VLPS ... 28
3.5 ActivVidad fUSOPENICA ....coce ettt st st aas st sa s s s e be s s s b s an a0 30
A DISOUSIOM . uerreneeeeriisreisisasssanienssesssrssssesrasnssssesessmesssrnsassssassraseassas smesransambens shebtsbastans rinssusssanssesns 33
4.1 Expresion y localizacion de Gn MUANt ... ..., 33
4.2 Expresion y localizacién de Gce al co-expresar con Gn mutante..........coeeninnenns 35
4.3 Formacion de particulas virales con Gn silvesire y mutante ... 36
4 4 Actividad fusogénica de Gc al expresarla con Gn silvestre y mutante ... 38
B, CONCIUSIONES ..vvcvtiererersersrnesirsnssersssasrassresesscesesmeraeseese s rmesre et san e assaesassesResabea e ba b b sba b ansn s 40
B. BiDHOGIAiTa ...vecveeiiee et e cete e res o resses e nen e nee e s anesnanass s mne s se e srmerna s maesmenensenaenen 41
v




. indice de figuras

Figura 1: Esquema de la estructura de los hantavirus y precursor proteico GPC................ 3
Figura 2: Estructura tetramérica de glicoproteinas de tulavirus ... 4
Figura 3: Vista lateral de proyeccion de hantavirus ... 5
Figura 4: (A) Estructura parcial de ectodominio de Gn de PUUV ... ]
Figura 5: Esquema de la entrada de los hantavirus a celulas. ... ]
Figura 6: Comparacién entre hantavirus y particulas semejantes a (hanta)virus {VLP)....11
Figura 7: Esquema de GPC, representando la secuencia de Gn silvestre y mutantes junto
€1+ 3OO PO S U PRI PTO TP PR RIS T TSR R 22
Figura 8: Expresion de Gc y Gn silvestre y mutantes ... 23
Figura 9: Deteccién de Gn mutante en membrana plasmatica mediante ensayo de
inmunofiuorescencia MIrECLO ... s s e s s 26
Figura 10: Expresién de Gc en presencia de Gn silvestre o mutante y deteccion de Gc en
12 Membrana PIASIIALICA ...t s s s s es 27
Figura 11: Formacién de VLPs en células transfectadas con GPC silvestre y mutantes de
EIECION 8 BN (A) cceecereeeereer v ssiiisesisa sttt AR s et b st 28
Figura 12 Actividad de fusién por Gc y Gn silvestre y mutante ... 31
Figura 13: Cuantificacién de fusion mediada por Gc y Gn silvestre y mutante .................. 32
Figura 14: Representacion esquematica bidimensional de las posibles estructuras de los
AISHINLOS MILLBNEES ... ccieeee e erssseesrariearasrmraes b b sr s bbb s L sb e s che s e as e e r a4 AR SRS SRR AR R bR a0 S 35

vi




[l. Lista de abreviaturas

ANDV Virus Andes

ARN Acido Ribonucleico

ARNhs ARN de hebra simple

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

GPC Precursor proteico de Gey Gn

HA Hemaglutinina

HFRS Fiebre Hemorragica con Sindrome Renal

HPS Sindrome Cardiopulmonar asociada a Hantavirus
HTNV Virus Hantaan

MEM Minimum Essential Medium

MINSAL Ministerio de Salud

ORF Marco de lectura abierto (Open Reading frame)
PUUV Virus Puumala

RdRp Polimerasa de ARN dependiente de ARN

RNC Ribonucleocapsides

SNV Virus Sin Nombre

TULV Virus Tula

VLP Particulas semejantes a Virus

vii




I1l. Resumen

Ei virus Andes (ANDV) pertenece al género Hantavirus (familia Bunyaviridae),
que se caractetiza por poseer una envoltura lipidica y un genoma tripartido de ARN de
hebra simple de polaridad negativa. Este virus es patogénico para humanos, y es

endémico en Chile y otros paises de América del Sur.

En la envoltura de este virus se encuentran proyectadas dos glicoproteinas Gn y
Gc, que son expresadas como glicoproteina precursora denominada GPC que es
procesada proteolitcamente. En general, proteinas de envoltura viral son esenciales
para mediar el ensamblaje del virus durante su salida de la célula como también para el
proceso qe la entrada de virus a células blanco. Para la glicoproteina Gc se ha descrito
un rol en la fusién de membranas crucial durante el ingreso viral; sin embargo, aun no

se conoce &l rol de la glicoproteina Gn en estos procesos.

Para estudiar los roles de Gn durante el ingreso y egreso celular, se desarrollaron
cinco mutantes de delecion desde el extremo N-terminal del ectodominio de esta
glicoproteina, manteniendo el resto de la secuencia del precursor GPC. En esios
mutantes se sustituy6 el péptido sefial (SP) por el de la inmunoglobulina de cadena ligera
kappa murina y se incorpord un tag N-terminal de hemaglutinina (HA). Estos mutantes
abarcan entonces desde la sustitucion del SP hasta deleciones de 90, 281, 374, o 440

aminoacidos, siendo estos los mutantes ASP, A90, A281, A374 y A440, respectivamente.

Se analizé primero la expresion y localizacion celular de los mutantes. Mientras

que la glicoproteina Gc se detectd mediante western biof en el peso molecular esperado
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a nivel intracelular para todos los mutantes, no se pudo detectar Gn mutante mediante
esta metfodologia. Sin embargo, mediante inmunofluorescencia indirecta, Gn mutante
fue detectada infracelularmente con excepcion de A440. Cuando se analizo la presencia
de estas proteinas en la superficie celular, se encontraron Gn mutante y Gc silvestre

presentes, con la excepcion nuevamente de Gn de la mutante A440.

Estos resultados refuerzan la idea que Gn tiene un rol en el trafice intracelular de
Gc ya que a pesar de que Gc se encontré expresado con el peso molecular esperado,

en ausencia de una sefial de expresién de Gn A440 no alcanz6 la membrana plasmética.

Para analizar el rol de Gn en el ensamblaje viral se analizé la presencia de
pariiculas semejantes a virus (VLPs) que se liberan al sobrenadante en condiciones de
sobreexpresién de las glicoproteinas nativas. Se observd que sélo el mutante IASF‘
permitid el ensamblaje en VLPs, indicando que la sustitucién del SP y el tag de HA fueron
bien tolerados, pero no asi deleciones del ectodominio de Gn. Para obtener informacién
sobre un posible rol de Gn en la actividad fusogénica de Ge, se analizé ademés la
actividad fusogénica de los distintos mutantes. Utilizando un ensayo de fusidn entre
células, se encontrd que dnicamente la mutante ASP mantuvo actividad de fusidn, a
pesar de que glicoproteinas de A90, A281 y A374 se enconfraron en la membrana
plasmatica de células. Estos resultados sugieren en conjunto, que Gn posee tanto un rol
en la actividad de fusion de Gc como en el ensamblaje de Gn y Ge en particulas virales.
Ademas, esta nueva informacién forma la base para identificar a futuro de qué manera

Gn esta involucrado en estos diferentes mecanismos.
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IV. Abstract

Andes virus (ANDV) belongs to the Hantavirus genus (Family Bunyaviridae),
which is characterized by a lipidic envelope and a single stranded RNA genome of
negative polarity. This human pathogenic virus is endemic in Chile and other South

American couniries.

In the envelope of the virus two glycoproteins are anchored, which are expressed
as a glycoprotein precursor (GPC) that is proteolytically processed into Gn and Ge.
Generally, viral envelope proteins are essential in mediating the viral assembly during
virus egress from the cell, as well as having crucial functions during the eniry process
into host cells. It has been described that the Ge glycoprotein is the viral membrane fusion
protein active during viral entry; nonetheless, a role for Gn has not yet been defined,

neither during viral cell entry nor during its exit.

To study the roles of Gn during viral entry and egress, five deletion mutants from
the N-terminal end of this glycoprotein were developed, maintaining the rest of the protein
precursor unchanged. In these mutants the signal peptide (SP) was replaced by that of
the murine light chain of the kappa immunoglobulin, and a hemagglutinin (HA)-tag was
added N-terminally. These mutants include the deletion of only the SP up to deletions of

90, 281, 374 and 440 aminoacids, termed respectively ASP, A90, A281, A374 and A440.

Cellular localization and expression of these mutants was first analyzed. While Ge

was detected intracellularly through western biot assays in its expected molecular weight




for all mutants, Gn was not detected through this approach. Nonetheless, it was
intracellularly detected through an indirect immunofluoresce assay for all mutants with
the exception of Gn A440. When the presence of these proteins in the cell surface was
studied, all Gn mutants and Gc were found, with the exception of Gn A440 and Gc
expressed with this mutant. This result supports the idea that Gn has a role in intracellular
trafficking of Gc, because despite Ge being found expressed intracellularly in its expected
molecular weighi, when Gn A440 was not expressed, Gc did not traffic to the cell

membrane.

To analyze the role of Gn in viral assembly, the presence of virus-like particles
(VLPs) was assessed. VLPs were released to the supernatant of cells overexpressing
native GPC; however, among the Gn deletion mutants,only the mutant ASP allowed for
the assembly of VLPs, indicating that the replacement of the signal peptide, or the
addition of the HA-tag did not affect viral particles assembly, while the any partial deletion
of the Gn ectodomain did. To obtain information about a possible role of Gn in virus-cell
membrane fusion, fusogenic activity of the different Gn mutants was assayed in presence
of Ge. Using a cell-cell fusion assay, it was found that only ASP maintained a fusion
activity, despite the fact that glycoproteins for A90, A281 and A374 mutants were present
at the plasma membrane. Together, these results suggest that Gn has a role in G fusion
activity and in the assembly of Gn and Gc in viral particles. Also, this new information

sets the basis to identify in the future how Gn is involved in these different processes.
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1. Introduccidn

1.1 Aspectos generales de los hantavirus

Los hantavirus, un género viral perteneciente a la familia Bunyaviridae, son virus
envueltos de genoma de ARN de hebra simple de polaridad negativa con un genoma tri-
segmentado (ARNhs(-)). Infecciones de humanos por hantavirus se caracterizan por
ocasionar dos enfermedades: el sindrome cardiopulmanar asociado a hantavirus (HPS
por sus siglas en inglés), que ocurre principalmente en América (Schmaljohn y Hjelle,
1997), v fiebre hemorragica con sindrome renal (HFRS por sus siglas en inglés), que

ocurre en Eurasia (Krautkrdmer y cols, 2012).

En Chile y Argentina se encuentra el virus Andes (ANDV), siendo el tinico caso
de hantavirus dénde existe registro de transmision entre humanos (Martinez y cols, 2005.
Martinez-Valdenebito y cols, 2014). El virus persiste principalmente en el ratén colilargo
(Olygorizomis longicaudatus) y otros roedores silvesires cémo Abrothrix olivaceus,
Abrothix longpili, Akodon sanborni, Loxodontomys micropus y Phyllotis darwini (Murua y
cols, 2000, Pavletic y cols, 1999), infeccién que se transmite a humanos mediante la
inhalacion de aerosoles de feces de ratones infectados. La enfermedad produce
infiltraciones de fluidos en el tejide pulmonar, lo que lleva ademas a edemas, fallas
respiratorias y shock cardiogénico (Meriz y col, 2006). Se han confirmado 917 casos de
infeccién por hantavirus desde 1995 hasta abril de 2016 (Informes MINSAL 2012, 2013,
2014, 2015 y 2016) con un indice de mortandad de 36%. En la actualidad no hay vacunas

ni tratamientos efectivos para la enfermedad causada por ANDV (Hjelle y cols, 2002,




Schmaljohn, 2009), habiendo tnicamente estrategias paliativas que buscan disminuir la

sintomatologia y mortandad de la enfermedad.

Al igual que oftros hantavirus, ANDV posee al menos cuatro proteinas
estructurales: una polimerasa de ARN dependiente de ARN {RdRp) codificada por el
segmento gendmico L, una nucleoproteina (N) codificada por el segmento gendmico S,
y las dos glicoproteinas de superficie Gn y Gc, codificadas por el segmento M cémo un
precursor proteico (GPC) (Figura 1} que es procesado co-fraduccionalmente (Lober y
col, 2001) en la secuencia WAASA, formando proteinas de aproximadamente 634 y 487
aminoacidos respectivamente . Existen también otros ORFs en el genoma de hantavirus,
uno de los cudles codifica para una proteina no estructural (NSs) que sobrelapa con el
OREF de la proteina N y se expresa por escaneo de fuga (feaky scanning) (Vera-Otarola
y cols, 2012; Tischler y cols, 2003). Los segmentos de genoma viral se asocian a trimeros
de N formando estructuras de "mango de sartén” o panhandie (Mir y Panganiban, 2004)
y junto a su polimerasa RdRp forman las ribonucleocapsides (RNC), de las cuales hay
tres de distintos tamafios para cada particula viral infecciosa. Las proteinas Gn y Ge
forman proyecciones o “spikes” tetraméricos en la envoltura del virus, segin lo
observado en reconstrucciones de tomografias de criomicroscopias elecironicas de los
virus Hantaan (HNTV) (Battisti y cols, 2011) y Tula {TULV) (Huiskonen y cols, 2010),

ambos pertenecientes también al género de los hantavirus (Figura 1).
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Figura 1: Esquema de la estructura de los hantavirus y precursor proteico GPC. (A) Los viriones contienen en su
interior tres segmentos genémicos de ARN (L, M y S) asociados a nucleoproteinas y una polimerasa RdRp. Las
glicoproteinas Gn y Gc se asocian formando proyecciones en la superficie lipidica del virus. En la figura se muestran las
organizaciones de las glicoproteinas de superficie obtenidas en las reconstrucciones de criomicroscopias electronicas de
virus Tula (TULV) (Huiskonen y cols, 2010) y Hantaan (HNTV) (Battisti y cols, 2011). (B) Precursor proteico de Gn y Gc.

Es pracesado co-traduccionalmente en la region WAASA. (Imagenes) obtenida de Cifuentes-Mufioz y cols, 2014)

1.2 Glicoproteinas Gn y Gc de los hantavirus

Se ha descrito que las glicoproteinas de hantavirus interaccionan formando

heterodimeros con estructuras tetraméricas que se proyectan hacia el exterior de las




particulas virales (Huiskonen y cols, 2010. Hepojoki y cols, 2010, Battisti y cols, 2011)

(Figura 2).

Figura 2: Estructura tetramérica de glicoproteinas de tulavirus. (A) Vista superior de proyecciones de virion de TULV.
(B) Vista lateral de proyecciones. (Modificado desde Huiskonen y cols, 2010.)

Se han reportado dos tipos de “tallos” conectando las estructuras globulares
distales de estas proyecciones. (1) Tallos periféricos elongados que se conectan de
forma diagonal con la membrana del virion y proyecciones vecinas, y (2) tallos centrales
localizados al centro de cada proyeccion (Figura 3). Durante el seminario de titulo, se
publicod un articulo que propone que los tallos periféricos corresponden a Ge, debido a
su similitud con proteinas de fusion de clase |l y que las regiones globulares distales y
los tallos centrales de las estructuras corresponden a los extremos N- y C-terminal del

ectodominio de Gn (Li y cols, 2016).




Figura 3: Vista lateral de proyeccion de hantavirus. Esquema de densidades de las proyecciones tetraméricas de

hantavirus, y a cual proteina corresponde cada una de las densidades (Li y cols, 2016)

Es posible que estas estructuras tetraméricas estén a su vez interactuando con
otras proyecciones adyacentes, ya sea a través de sus ectodominios, regiones
transmembrana o endodominios. Estas interacciones entre Gn y Gc, asi como entre

distintos tetrameros, podrian ser fundamentales para una multitud de funciones

relacionadas con el ciclo viral de hantavirus.

Durante el desarrollo del seminario de titulo, la estructura parcial del ectodominio
de Gn de PUUV fue publicada (Li y cols, 2016), obtenida mediante de cristalografia de

rayos X. Se cristalizd una forma soluble del ectodominio de Gn, abarcando el N-terminal

de Gn hasta el residuo equivalente a E374 en ANDV (Figura 4).




.
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Figura 4: (A) Estructura parcial de ectodominio de Gn de PUUV, obtenida mediante cristalografia de rayos X. Helices-
a son representadas como espirales, laminas- son representadas como flechas. (B) Diagrama topologico de la

estructura de ectodominio de Gn. Helices-a son representadas como cilindros, laminas-B son representadas como

flechas. Tomado de Liy cols (2016).




1.2.1 Roles de Gn y Gc en la entrada de hantavirus a células

Es probable que las glicoproteinas de superficie tengan miiltiples roles en los
procesos de entrada y salida del virus, sin embargo, solo algunos de estos han sido

efectivamente corroborados.

Un mecanismo fundamental para la entrada de virus es la unién de particulas
virales a Ja membrana plasmatica de células huésped (Figura 5). Las interacciones entre
proteinas virales y receptores celulares que dan paso a la unién pueden ser
relativamente inespecificas o muy especificas. Las inespecificas suelen deberse a
propiedades bioquimicas generalizadas tales como fuerzas ionicas o a la presencia de
factores celulares ubicuos, mientras que las especificas suelen requerir la presencia de
receptores celulares especificos para un tejido o tipo celular (Jolly y Satentau, 2013). Las
interacciones inespecificas permiten la asociacion, usualmente reversible, de particulas
virales con la membrana plasmatica de forma que estas se concentren alrededor de
células, facilitando de esta forma la interaccién con receptores mas especificos (Jolly y
Satentau, 2013). Las interacciones con receptores celulares méas especificos pueden
también tener el rol de iniciar un proceso de endocitosis, en cuyo caso se dice gue son
receptores de internalizacion. Estos receptores de internalizacidon no tienen que
necesariamente ser también factores de unién (Wickham y cols, 1993). Se han
identificado varios receptores celulares candidatos para los hantavirus, entre los cuales
se encuentran las subunidades B3 y B1 de integrinas (Gavrilovskaya, 1998), 82 integrina
(Raftery y cols, 2014), Decay Accelerating Factor (DAF) (Buranda y cols, 2014) y
Globuiar C1q Receptor (gC1gR) (Choi y cols, 2008) entre otros, sin embargo, aln no se

conoce cual rol juegan en el proceso de entrada viral. Ademas, aln se desconoce cudl




de las glicoproteinas virales, o si ambas, tienen un rol en la union del virus a células, ya

sea especifica o inespecifica.

Luego de la union de viriones a células, los hantavirus son endocitados mediante
un mecanisma dependiente (Jin M y cols, 2002) o independiente de clatrina
(Ramanathan y cols, 2008), mediado inicialmente por los recebtores de internalizacién.
Una vez dentro de los endosomas, los hantavirus continttan con el proceso de fusion
(Figura 5), mecanismo a través del cual la membrana de envoltura viral y la membrana
plasmatica de la célula huésped fusionan, permitiendo al virus hacer ingreso de sus

ribonucleocapsides hacia el citoplasma de la célula.

Existe evidencia que sugiere que la glicoproteina Gc es una proteina de fusion
clase |l (Tischler y cols, 2005; Tischler y cols, 2011), y que es el bajo pH de los
endosomas tardios el que activa un cambio conformacional en estas proteinas, dando
paso a la fusion (Acufia y cols, 2015). No se ha identificado atin algtn rol de la proteina
Gn en este proceso de fusion. Debido a que todo indica que Gc se trata de la proteina
de fusion, Gn es un fuerte candidato para el mecanismo de unién, mencionado

anteriormenie.




Figura 5: Esquema de la entrada de los hantavirus a células. (1) Union de hantavirus a receptores de membrana
plasmatica, dando paso a la (2) endocitosis que puede ser dependiente o independiente de clatrina. El virus se desasocia

de receptores (3), dando paso a la (4) fusion, activada por |a acidificacién de lo endosomas a medida que maduran.

1.2.2 Rol de Gn en el trafico celular de Ge

La evidencia parece indicar que Gn es necesaria para el trafico de Gc en otros
bunyavirus. Para el virus Bunyamwera (BUNV) del genero orthobunyaviridae, se ha
observado que la expresion de las glicoproteinas Gn y Ge por separado, resulta en que
la primera localiza hacia el complejo de Golgi, mientras que la segunda es retenida en el
reticulo endoplasmico (Lappin y cols, 1994). Se ha observado un mecanismo similar para
los tospovirus, genero también perteneciente a la familia Bunyaviridae (Kikkert y cols,

2001). La heteromultimerizacion de Gn y Gc pareciera ser un requisito para salir del




reticulo endoplasmico (Ruusala y cols, 1992. Deyde y cols, 2005). Considerando esto,

es probable que Gn tenga un rol fundamental en la localizacién de Gce.

1.2.3 Roles de Gn y Gc en la yemacion de los hantavirus

El proceso de yemacion viral requiere la evaginacion y escision de membrana
permitiendo la separacién del virus y la membrana, dando pasoc a la liberacién de una
particula viral. Este proceso suele ser impulsado por alguna fuerza que induce curvatura
de membrana, en general producida por una interaccién entre proteinas virales y lipidos
de membrana. Esta interaccion suele ser llevada a cabo por proteinas de matriz o
nucleocépside y/o glicoproteinas de membrana (Welsch y cols, 2007). En el caso de los
bunyavirus no existen proteinas de matriz, por lo que interacciones entre las
glicoproteinas de superficie debieran proveer toda [a fuerza detras de esta curvatura de
membrana. Un estudio reciente muestra que células transfectadas con plasmidos que
codifican para estas glicoproteinas de superficie (Gn y G¢) de ANDV y PUUV, producen
particulas virales no infecciosas y carentes de material genético (VLP por sus siglas en
inglés) (Acufia y cols, 2014) (Figura 6). El hecho de que las glicoproteinas de superficie
se auto-ensamblen formando VLPs sin la presencia de otras proteinas virales sugiere
que estas podrian ser suficientes en un contexto de infeccion para mediar la induccion
de curvatura en membrana celular necesaria para dar inicio a la formacién de particulas

virales.
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Figura 6: Comparaci6n entre hantavirus y particulas semejantes a (hanta)virus (VLP) En células expresando el

precursor proteico GPC hay formacién de particulas semejantes a virus carentes de material genético viral y proteinas

virales internas.

Entre otros miembros de la familia Bunyaviridae, el ensamblaje de particulas
virales ocurre en el complejo de Golgi por su retencion en este compartimiento (Ruusala
y cols, 1992). (Schmaljohn y Nichol, 2007., Petteron y Melin, 1996) y es por ello que
originalmente se ha asumido que este mecanismo podria ser similar para los hantavirus.
Sin embargo, las glicoproteinas de ANDV, virus Hantaan (HTNV) y virus Sin Nombre
(SNV) se han detectado en membrana plasmatica en tiempos mas tardios, ya sea
cuando estas células son infectadas con virus o cuando fueron transfectadas con
plasmidios que codifican para las glicoproteinas (Cifuentes y cols, 2011. Ogino y cols,
2004. Spiropolou, 2003). Se ha sugerido ademas que la yemacion de SNV ocurre
principalmente en la membrana plasmatica (Goldsmith y cols, 1995). Un reporte obtenido
a partir de estudios in vivo de un aislado de hantavirus, HV114, indica la presencia de
multiples sitios de yemacion, incluyendo el reticulo endoplasmico (Xu y cols, 2007). De
todas maneras, queda por determinar los sitios especificos de ensamblaje de los

hantavirus en dependencia de diferentes células.
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1.2.4 Gn como posible protector de la protonacion de Gc

Existen diversos mecanismos a través de los cuales se activa el mecanismo de
fusion de las distintas protefnas de fusién de distintos virus. Estos mecanismos
dependen de receptores celulares, pH, una combinacion de ambos o de algun otro ﬁactor.
Para el caso de ANDV, es el pH el unico factor necesario para activar esie mecaf‘nismo

de fusién (Acufia y cols, 2015).

Cémo se menciond anteriormente, no se sabe donde ocurre la yemacion de
ANDV, pero independiente de donde ocurra esta, es indispensable que las glicoprojteinas
viajen a través de la via exocitica, ya sea insertadas en membranas de compartimientos
de la via secretoria o camo particulas virales formadas. Las vesiculas de la via expcitica
tienen V-ATPasas en sus membranas que permiten el paso de protones desde el medio
intracelular hacia el interior de las vesiculas. Estos protones acidifican el interior de las
vesiculas secretorias, llegando hasta pH 5.7 (Paroutis y cols, 2004). Considerando que
a este pH las glicoproteinas de ANDV se activan de forma irreversible (AcuﬁaL et al,,
2015), y que proteinas activadas carecen de actividad fusogénica, hace entendié)le por
qué la infectividad de virus Tula disminuye alrededor de 100 veces cuando es tratado a
pHs de entre 6.0 y 5.5. Debido a esto debe existir algtin mecanismo, desconocido hasta

ahora, que protege a la proteina de fusion Gc del bajo pH en la via exocitica, previniendo

de esta forma una activacién prematura. ;

E

Existen otros virus en dénde la fusién es también activada por bajo pH, yt' en los
cudles se conocen los mecanismos de proteccion frente a [a acidez de la via exocitica.
Entre los alphavirus, virus envueltos de hebra de ARN simple de polaridad positiva, la

glicoproteina E1 es una proteina de fusion clase 11 (Kielian, 2006), que es protegida frente
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al bajo pH de la via exocitica por la proteina E2, que es estabilizada a su vez por la
proteina E3. En el caso de los flavivirus, también virus de hebra simple de ARN de hebra
positiva, es la proteina pr la que protege a la proteina E de fusion, también perteneciente
a la clase Il (Kielian, 2006). Si se toma en consideracion la similitud entre la glicoproteina
Gc de los hantavirus, con las proteinas de clase Il, entonces es posible que Gn cumpla

el rol de proteccion de Gec durante la salida del virus.
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Hipotesis

El ectodominio de la glicoproteina Gn del virus Andes tiene diferentes roles en la
entrada y el egreso celular del virus, entre estos la localizacién de Gc a membrana
plasmatica, el ensamblaje viral y proteccion de la activacion de la fusion de membranas

por Ge .

Obijetivos

Objetivo general

Estudiar qué roles cumple Ia glicoproteina Gn del virus Andes en la entrada y egreso

del virus.

Objetivos especificos
1. Disefiar mutantes de delecion de ectodominio de Gn en el contexto del precursor
proteico GPC.

2. Estudiar expresion y localizacion a membrana plasmética de Gc junto a Gn

silvestre y mutante.
3. Analizar el ensamblaje en VLPs de Gc junto a Gn silvestre o mutante.

4. Analizar la actividad fusogénica de células expresando Gc junto a Gn silvestre y

mutante (cell-cell fusion assay).
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2. Materiales Y metodologia

2.1 Células y anticuerpos

Células HEK 293FT (invitrogen) fueron crecidas en medio DMEM (Gibco)
suplementado al 10% con Suero povino fetal (Gibco). Células Vero EB6 (linea celular
derivada de aislados de células epiteliales de higado de mono verde africano, ATCC
CRL1586) fueron crecidas en medio MEM (Gibco) suplementado con piruvato (Gibco),
aminoacidos esenciales (Gibco) y suero povino fetal al 10% (Gibco). Los anticuerpos
monocionales anti-Gn B6B9/F5 (Cifuentes-Muﬁoz y cols, 2010) ¥ anti-Go 2H4/F6 (Godoy
y cols, 2009) fueron previamente desarroilados en nuesiro laboratorio. Se usaron
también los anticuerpos comerciales anti-B-actina (Sigma-Aidrich) y anti-tag de HA

{(Abcam).

2 2 Diseiio de mutantes

Estos mutantes de Gn consisten en deleciones de distintos tamafios desde el
extreno N-terminal de 12 proteina Gn. L.as deleciones fueron de 18 aa (péptido sefial),
a0 aa, 281 aa, 374 aay 440 aa. Para preparar las deleciones de A9D, A281 y A440 se
buscd no interrumpir estructuras secundarias, para lo cual se hicieron predicciones
usando los algoritmos DPM, DSC, GOR4, HNNC, PHD, Predator, SIMPAS6 y SOFM,
utilizando el servicio en el sitic online dé PBIL-IBCP {Combet ¥ cols, 2000). La mutante

A374 se disefio posteriormente al resto de las mutantes, y s€ hizo en base a la estructura
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obtenida por Li y colaboradores (2016). También se astimo el volumen de la zona
globular distal y el tallo central de los tetrameros de las proyecciones de las
glicoproteinas, que probablemente corresponden a Gn (Figura 3 y 4), utilizando el
programa UCSF Chimera (Petiersen y cols, 2004) y la densidad electronica de las
glicoproteinasc obtenida por Hepojoki ¥ cols, 2010 (Numero de acceso de EMDB
DataBank, EMD-1704). En todas las mutantes de delecion del N-terminal de Gn, se
adicioné un nuevo péptido sefial de la inmunogloubulina de cadena ligera kappa de rato
(Mus musculus) de secuencia METDTLLLWVLLEWVPGSTGD en su extremo N-terminal
para reemplazar el péptido sefial nativo que resulté removido. Ya que el anticuerpo
6BY/F5 para la proteina Gn fue desarrollado usando un polipéptido que abarca los 31
kDa desde el extremo N-terminal de Gn, se adiciond ademas del péptido de sefial un tag
derivado de la proteina HA de influenza, de secuencia aminoacidica YPYDVPDYA, para

permitir la deteccién de Gn en caso de que este epitopo fuera eliminado por la delecion.

2.3 Plasmidos

El plasmido pl.18/ANDV-GPC fue generado previamente en nuestro laboratorio
(Cifuentes-Munoz y cols, 2010). Este codifica GPC de ANDV bajo ¢l promotor de
citomegalovirus  (CMV). Usando como base el plasmido pl.18/ANDV-GPC  se
desarrollaron cinco plasmidios codificantes para GPC con mutaciones en Gn mediante
de novo sintesis de fragmentos codificantes para Gn y sub-clonamiento en en plasmdio
pl.18/ANDV-GPC (Genscript). Los ¢inco plasmidios disefiados fueron nombrados ASP,

A90, A281, A373 y A440. Estos plasmidios codificante para Gn mutante se generaron
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usando los servicios de sintesis in vitro y clonamiento de DNA de las empresas DNA2.0

(A90, A281 y A440) Y Genscript (ASP y A374).

2.4 Expresiony localizacién a membrana plasmatica de Ge y Gn silvestre y
mutante

2 4.1 Deteccion mediante inmunfluorescencia

Para detectar a la proteina Gn mutante en células adherentes se utilizo
inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo anti-HA-{ag. Para esto se sembraron 2,6
x 104 células Vero E6 en portacbjetos de 16 pocillos {lab-tek chamber slide, NUNC,
ThermoScientific) y 24 h después fueron transfectadas con los distintos plasmidios
codificantes para GPC mutante usando lipofectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific).
24 h post-transfeccion las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4%, y algunas
de estas fueron permeabilizadas con Tritén X-100 al 0,1% para detectar proteinas
intracelularmenie. Posteriormente, las células fueron incubadas con el anticuerpo anti-
HA-tag a una dilucién de 1:200 en SBF al 2% por2h a temperatura ambiente. Se lavd
con PBS y se incubd con el anticuerpo secundario anti-inmunoglobulina G (IgG) de raton
conjugado a Alexa Fluor 555 (Molecular Probes) a una dilucion 1:500. Finalmente se
marcaron los nucleos con DAPI (Molecular Probes) y se monid con DABCO y un

cubreabjetos.
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2.4.2 Separaci6n de fracciones intracelular y de superficie mediante biotinilacién

Se sembraron 3,8*10° células HEK 293FT en placas de 100 mm de diametro y
24 horas después se transfectaron con ol método de fosfato de calcio (Soneoka y cols,
1995) con 8 pg de distintos plasmidios codificantes para GPC, silvestre o mutantes. A
las 48 h post-transfeccion se procedié a hacer una separacion entre proteinas de la
superficie de la membrana plasmatica y proteinas intracelulares mediante el kit Ceff
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 separacion de la fraccion intracelular
(eludida de fa columna) y la fraccion de superficie (retenida en la columna). Se procedio

segun las instrucciones del fabricante.

2.4.3 Analisis de fracciones intracelular y de superficie

Las fracciones intracelulares y de superficie separadas fueron analizadas
mediante western blot. Para detectar Gc se utilizd el anticuerpo 2H4/F6 (1:2000},
mientras que para detectar Gn se utilizaron los anticuerpos 6B9/FS (1:2000) y anti-HA-
tag (1:1000). Como control de carga, y para corroborar que solo la fraccion intracelular y
ho la de superficie contenia proteinas intracelulares, sé utilizo el anticuerpo anti-B-actina

(1:5000) de Sigma-Aldrich.
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2 5 Produccién de VLPs, usando GPC silvestre y nativo

Para la produccion de VLPs se utilizé el protocolo establecido por Acufia et al.,
2014. Para ello se sembraron células HEK 293FT que se transfectaron con el método de
fosfato de calcio (Soneoka y cols, 1995). Alas 48 h post-transfeccion se recolectd el
sobrenadante de las células y se prepararon los lisados celulares. Se concentraron las
particulas mediante ultra-centrifugacion a 134.000 g (28.000 rpm), y se analizd la

presencia de VLPs mediante western blot (ver arriba).

2.6 Analisis de actividad fusogénica mediada por Gc en presencia de Gn silvestre
o mutante.

La actividad de fusion de Gc en presencia de Gn silvestre o mutante fue medida
con el ensayo de fusion célula-célula adaptado previamente por Cifuentes-Mufioz y col.
(2011). Este ensayo estd basado en la formacion de células multinucleadas
denominadas sincicios. Estas se forman mediante ia fusion de las membranas
plasmaticas entre células vecinas promovida por la proteina de fusion viral Ge anclada

en la superficie celular y activada por exposicion a bajo pH.

Para ello, se sembraron 2,6 x 10* células Vero E8 en portaobjetos de 16 pacillos
(fab-tek chamber slide, NUNC, ThermoScientific) que se transfectaron con los plasmidos
que codifican las proteinas GPC silvestre y mutantes usando lipofectamina 2000
(Thermo Fisher Scientific). 24 h post-transfeccion se gatillé la activacion de la proteina
de fusion incubando las células con medio MEM a pH 5,5 por 5mina 37°C. 3 h después
de la exposicion a bajo pH, se incub6 con 1 M de CMFDA (Molecular Probes) en DMEM

por 1 ha37°Cy sefijaron las células con parafolmaldehido al 4%. Luego se permeabilizé
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la membrana celular con Triton X-100 al 0,1% y se incubo con el anticuerpo monoclonal
anti-Gc 5D11/G7 a una dilucion 1:500 en SBF al 2% por 1,5 h a temperatura ambiente.
Se lavé con PBS y se incubd con &l anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado
a Alexa Fluor 555 (Molecular Probes) a una dilucién 1:500. Finalmente se marcaron los
nucleos con DAPI (Molecular Probes) por cinco minutos y se monté el cubreobjefos con

DABCO.

Los sincicios se cuantificaron mediante microscopia de fluorescencia usando un
microscopio de epifluorescencia (Olympus BMAX51) acoplado a una camara digital
(ProgRes C3). Para cada muestra se contd el nimero de células que expresan Gec y de
nticleos de al menos 3 campos en cada condicién y se calculd el indice de fusion usando

la siguiente férmula:

., ., n° de células
indice de fusion =1 — ————————
n°® de niicleos
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3. Resultados

3.1 Disefio de mutantes de ectodominio de Gn de ANDV

Se disefiaron cinco mutantes de delecion para el ectodominio de Gn; ASP, A90,
A281, A374 y A440, comenzando Gn en los residuos M19, D91, G282, K375 y Q441,
respectivamente, tomando como referencia la secuencia encontrada en la base de datos
de NCBI usando el cddigo de acceso AY228238 (Tischler et al.,, 2003). En todos los
casos se adiciond un péptido sefial derivado de la inmunoglobulina kappa murina, cOmo
reemplazo por el péptido sefial delecionado. También se adiciono un HA-tag para poder
detectar la proteina, ya que el epitopo del anticuerpo usado (6B9/F5) para detectar Gn

se encuentra en la region N-terminal de Gn (Figura 7)
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Figura 7: Esquema de GPC, representando la secuencia de Gn silvestre y mutantes junto a Gc: Se indica el sitio
de procesamiento proteolitico WAASA, donde GPC es cortado para formar Gn y Ge. De colores amarillo y naranja se
representan el peptido senal (sp) derivado de la inmunoglobulina kappa murina, y el HA-tag, respectivamente. Ademas,

se indica la region del inmunoégeno de Gn utilizado para la obtencion del anticuerpo monoclonal 6B9/F5 (Godoy et al.,

2009).

3.2 Expresion y localizacion de Gn silvestre y mutante

Para evaluar la expresion de Gn de los distintos mutantes se transfectaron células
con los distintos plasmidios codificantes para las glicoproteinas silvestre o mutantes y a

las 48 h post-transfeccion se lisaron las células y fueron evaluados mediante ensayo de

western blot (Figura 8).
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Figura 8: Expresion de Gc y Gn silvestre y mutantes. Analisis mediante western blot de lisados celulares. Se detectd

Gn utilizando el anticuerpo anti Gn 6B9/F5 (A) y anti-HA-tag (B).

Se esperaba detectar Gn de la mutante ASP en el peso molecular aproximado de
70kDa de la proteina silvestre, sin embargo se puede observar que el monémero de Gn
de peso molecular cercano a 70kDa fue detectado tinicamente con Gn silvestre al utilizar
el anticuerpo monoclonal 6B9/F5 (Figura 8A). Tampoco s€ detectaron las mutantes A90,
A281, A374 y A440 en los pesos moleculares esperados correspondientes segun su
delecion a 61 kDa, 38 kDa, 26kDa y 20kDa aproximadamente. En cambio, se detecto al
igual que en Gn silvestre, una banda de menor intensidad de aproximadamente 130 kDa
para las mutantes ASP, A90, A281 y Gn silvestre usando el anticuerpo monoclonal
6B9/F5. Este anticuerpo se desarrolld utilizando un fragmento del N-terminal de Gn de
aproximadamente 31 kDa, o cerca de 260 aminoacidos. Por lo tanto, la deteccion de esta

banda con la mutante A281, que no comparte secuencias con el fragmento utilizado en
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la produccion de 6BO/F3, indica que esta banda corresponde a inespecificidad del
anticuerpo. Esto ademas coincide con el peso molecular constante de aproximadamente
130 kDa de esta banda para los mutantes independientemente del tamario de las
deleciones de las mutantes. Por lo tanto, la presencia de esta banda no permite una
interpretacion sobre la expresian de Gn. Por ello, se us6 el anticuerpo monoclonal contra
el HA-tag que detectd también una tenue banda de aproximadamente 130 kDa para
todos los mutantes independiente de su peso molecular (Figura 8B). Porla ausencia de
reactividad especifica del anti-HA por western blot, se procedio a analizar si el anti-HA
tag reconoce Gn en condiciones nativas. Para ello se utilizd en forma alternativa un
ensayo de inmunofiuorescencia indirecta para observar Gn intracelularmente y en la
superficie de las células (Figura 9). Para esto se transfectaron células Vero E6 y 48 h
después, se fijaron y se marcaron nicleos (DAPI, azul) y glicoproteina Gn (anti-HA y
anti-lgG-Alexa 555, rojo). No se utilizo el anticuerpo anti-Gn 6B9/F5 para la deteccion de
Gn ya que este anticuerpo solo reconoce Gn solo intracelularmente (datos obtenidos
previamente en el laboratorio), ademas de que algunas de las mutantes potencialmente
carecen del epitopo de este anticuerpo. Se prepararon células transfectadas
permeabilizadas y no permeabilizadas, con tal de marcar proteinas intracelulares o sélo
de superficie. La glicoproteina Gn con el tag de HA fue detectada mediante
inmunofluorescencia intracelularmente para todas las mutantes de delecion, con
excepcion de la mutante A440 (Figura 9). Cuando se analizaron las células no
permeabilizadas, donde solo se marcan proteinas de supetficie, se pudo observar Gn
para todas las mutantes con excepcion de la A440. Lafalta de Gn intracelularmente para
la mutante A440 podria indicar que deleciones de 440 aminoacidos o mas causan
problemas de plegamiento de la proteina y esta es degradada rapidamente. Estos

resultados indican que por lo menos para las mutantes ASP, AS0, A281 y A374, la
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glicoproteina Gn esta siendo expresada y traficada a membrana plasmatica, a pesar de
que no se pudo detectar mediante ensayo de western blot. Esto indica que falta de
deteccion de Gn mutantes podria estar relacionado con el plegamiento o agregamientio

de Gn en un ambiente extra-celular, es decir, después de que las células sean lisadas.
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Figura 9: Deteccién de Gn mutante en membrana plasmatica mediante ensayo de

inmunofluorescencia indirecto. Células transfectadas con los mutantes ASP, A0, A281, A374, A440 y no
transfectadas (s/t) fueron marcadas con anticuerpo anti-HA no permeabilizadas (n/p) y permeabilizadas (p).

Ntcleo, DAPI (azul) y Gn-HA, Alexa-555 (rojo). Magnificacion 200X.
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3.3 Expresion y localizacion de Gc, en presencia de Gn silvestre y mutante

Se buscé determinar si Gc es expresada y si localiza a membrana plasmatica al
expresarse con las distintas mutantes de delecién de Gn. Para ello, 48 hrs post-
transfeccion se biotinilaron las proteinas de superficie celular y se separaron de las
proteinas intracelulares utilizando una resina de neutravidina, un derivado de la proteina
avidina que posee una alta afinidad por biotina. Luego de la separacion, se verifico la

presencia de B-actina y Gc en cada fraccion (Figura 10) mediante western blot.
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Figura 10: Expresién de Gc en presencia de Gn silvestre o mutante y deteccion de Ge en la membrana plasmatica
A) Deteccion de Ge en fase intracelular de células transfectadas con GPC silvestre y los mutantes, ASP. A90, A281y
A440. B) Deteccién de Gec en fase de membrana celular de GPC silvestre, ASP, A90, A281 y A440. C) Deteccion
intracelular de Ge silvestre y A374. D) Deteccion intracelular de B-actina. E) Deteccion de Ge silvestre y A374 en fase de

superficie. Se utilizé B-actina como un control de carga y como control negativo de presencia de proteinas intracelulares.
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La glicoproteina Gc se logro detectar en la fase intracelular para todas las
mutantes de delecién de Gn, asi como cuando se expresa GPC silvestre en el peso
molecular esperado de alrededor de 55 kDa. Respecto a la localizacion de Gc a
membrana plasmatica se puede observar que Gc al co-expresarse con Gn silvestre y
todas las mutantes de Gn, con excepcién de la mutante A440. Esto parece indicar una
posible dependencia de Gc sobre la delecion de mas de 374 aminoacidos del

ectodominio de Gn en el trafico por la ruta secretoria.

3.4 Ensamblaje de Gc y Gn silvestre y mutante en VLPs

Se analizé si las glicoproteinas de ANDV forman VLPs cuando se expresa Ge
junto a delecion en el ectodominio de Gn. Para ello, se recolectaron sobrenadantes de
células transfectadas con GPC silvestre o los distintos mutantes de Gn a las 48 h post-
transfeccién. Se determind mediante western blot la presencia de VLPs en los

sobrenadantes y lisados celulares (Figura 11).
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Figura 11: Formacién de VLPs en células transfectadas con GPC silvestre y mutantes de delecién de Gn (A) Lisado
de células transfectadas con GPC nativo con cada uno de los mutantes. Se puede observar Ia presencia de Gc en todos

los mutantes. (B) Sobrenadante obtenido de las mismas células mostradas en (A). Sobrenadante cargado oblenide a las

48 h post-transfeccion.

En la figura se puede observar que células transfectadas con GPC silvestre y con
el mutante ASP producen VLPs, mientras que el resto de [os mutantes de delecion no
producen glicoproteinas que se ensamblan en particulas virales. La presencia de VLPs
en sobrenadantes de células transfectadas con ASP indica que la falta de ensamblaje
de particulas virales en el caso del resto de las protefnas mutantes, no esta relacionado
con la presencia del tag de HA ni el cambio del péptido de sefial de Gn. El hecho de que
las glicoproteinas mutantes, con excepcion de A440, localicen a membrana plasmatica
(Figuras 8 y 9), pero sin embargo no permitan la formacién de VLPs pareciera indicar
que existe algun tipo de funcién del ectodominio de Gn directamente relacionado con la
formacion pariiculas virales, ya que no parecen haber defectos en el trafico o

plegamiento de las proteinas.
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3.5 Actividad fusogénica

Ya que Gn y Gc de ANDV localizan a membrana plasmatica para todos los
mutantes con excepcion de A440, se analizé la actividad fusogénica de estas, evaluando

si pueden inducir la fusion de membranas plasmaticas al exponerlas al bajo pH.

Para elio, se procedio a medir la actividad fusogénica de Gc-Gn silvestre y de
cada mutante con un ensayo de fusién célula-célula basado en la formacion de células
multinucleadas, o sincicios. Esto fue identificado utilizando tres fluoréforos, marcando el
citoplasma celular (CMFDA, verde), el nucleo de las células (DAPI, azul) y Ge (anti-

Go,anti-lgG-Alexa 555, rojo) (Cifuentes-Mufioz y cols, 2011).

Células Vero EB fueron transfectadas y 24 h post-transfeccion fueron expuestas
a bajo pH con el fin de activar la proteina de fusién Ge. Posteriormente fueron fijadas y
permeabilizadas, con tal de permitir el paso de anticuerpos a través de la membrana
plasmatica. La identificacién de los sincicios fue llevada a cabo por microscopia de

epifluorescencia (Figura 12).
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Figura 12 Actividad de fusién por Gc y Gn silvestre y mutante. Células Vero E6 expresando Gn silvestre o mutantes
fueron expuestas a bajo pH y se analizo la formacién de sincicios (flechas amarillas) mediante microscopia de
fluorescencia. Citoplasma, CMFDA (verde); nicleo, DAPI (azul) y Ge, alexa-555 (rojo). Sincicio indicados con flechas

amarillas, Imagenes en duplicado, con y sin marcaje de citoplasma. Magnificacién 200X,
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Se pudo observar a través del ensayo que solo el mutante ASP forma sincicios al
exponerse a bajo pH, a pesar de que Gcy Gn de los mutantes A90, A281 y A374 localizan
a la membrana plasmatica. Esto se ve reflejado en la cuantificacién de la actividad de
fusién, en dénde se puede ver que AS0, A281, A374 y A440 no tienen actividad de fusion
mas alla de lo esperado cémo error basal producido por el conteo de células binucleadas

producto de division celular. (Figura 13)

wt ASP Ase A281 A374 A440

Figura 13: Cuantificacién de fusién mediada por Gc y Gn sllvestre y mutante. Se conté el numero de células y
nicleos en al menos tres campos de microscopla para cada muestra a cada pH analizado. El indice de fusion se calculd
con Ia formula [1- n° de células/n® de niicleos] y se graficé como porcentaje, correspondiendo el fndice de fusion de Ge
silvestre al 100%.

Estos resuliados sugieren que, aunque deleciones considerables de Gn no

impiden la localizacion de Gc a la membrana plasmatica, inactivan el proceso de fusion.
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4. Discusion

Las glicoproteinas de hantavirus cumplen diversos roles en el ciclo replicativo
viral. Estas funciones van desde la union de viriones a celulas, entrada del virus a la
célula, trafico por la via secretoria y ensamblaje de las particulas virales, por decir
algunos. Sin embargo, aun no se conoce c6mo las glicoproteinas participan en muchos
de estos procesos, siendo estos fundamentales para el ciclo infeccioso del virus.
Entender cémo ocurren estos mecanismos, y como participan estas glicoproteinas en
ellos es esencial para tener una mayor comprension del virus, ya sea con el fin de buscar
terapias o vacunas para las enfermedades que causa; el desarrollo de nuevas
biotecnologias relacionadas con la maquinaria viral; o el entendimiento detras de los

mecanismos de entrada y salida de los virus.

En este seminario de titulo se buscé entender en mayor medida los roles que cumple el
ectodominio de la glicoproteina Gn, en particular que funciones tiene en los procesos de
fusion, localizacion a membrana plasmatica y formagion de particulas virales. Esto se
hizo mediante deleciones dsl SP, 90, 281, 374 y 440 aminoacidos desde el extremo N-

terminal de los aproximadamente 634 aminoacidos totales de Gn.

4.1 Expresion y localizacién de Gn mutante

Debido a las dificultades para detectar Gn en western blot se ufilizd
inmunoflucrescencia para estudiar la expresion y localizacion de esta prateina. Mediante
esta aproximacién se pudo determinar que la proteina Gn para las mutantes ASP, A90,

A281 y A374 se acumula intracelularmente y localiza a membrana plasmatica, a pesar
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de que no pudo detectarse mediante western blot para los pesos moleculares esperados.
La causa detras de esta diferencia adin no es conocida, pero se relaciona probablemente

con las condicicnes mas nativas del ensayo de inmunofluorescencia.

Se determiné que Gn de la mutante A440 no localiza a membrana plasmatica ni
se acumula intracelularmente. Esto podria indicar que deleciones de 440 aminoacidos
producen problemas de plegamiento de Gn y por ende su degradacién proteosornal por

autofagia.

Tomando en cuenta la estructura parcial del ectodominio de Gn obtenida por Liy
colaboradores (2016) (Figura 4B), se puede observar que las mutantes AS0 (corte entre
hojas B4 y B5) y A281 (corte entre hélice o5 y hoja B16) interrumpen estructuras
secundarias de la proteina. El disefio de las mutantes (con la excepcion de A374) se hizo
con anterioridad a la publicacion de esta estructura, por lo que no se conocian con detalle
estas esiructuras secundarias. Para la mutantes A374, la delecion comprende la
estructura parcial obtenida por Li y colaboradores en su entereza, mientras que en A440
se deleciono esta estructura y cerca de 65 residuos mas, los que presuntamente podrian
ser parte del “tallo central” de Gn. Si se asume que la estructura parcial de Gn obtenida
por Li y colaboradores corresponde a un dominio proteico de la proteina, entonces es
posible que la mutante A374 sea la mutante en la que se ven interrumpidas en menor
medida estructuras secundarias. Esto podria indicar que los problemas de deteccion de
Gn mediante western blot no se debe a plegamientos aberrantes producto de
interrupcién de esfructuras secundarias, sino que la causa seria otra. Las estructuras
que posiblemente resultan de las mutantes de delecion de Gn se pueden observar

representadas en la Figura 14.
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Figura 14: Representacion esquematica bidimensional de las posibles estructuras de los distintos mutantes. Cada
proyeccion representa un tetrdmero de ectodominios de Gn, pero que para mayor visibilidad solo se representaron aqui

mediante dimeros en cada representacion. Esferas amarillas representan el HA-tag. El cilindro rojo representa la region

pre-transmembrana o tallo central de un tetramero de Gn.

4.2 Expresion y localizacion de Gc al co-expresar con Gn mutante

En el caso de la proteina Gc, fue posible detectarla mediante ensayo de westemn
blot dentro de los pesos moleculares esperados al co-expresarse con los diferentes
mutantes de Gn. Esta localizo a membrana plasmatica para todos los mutantes de
delecion, con la excepcion de la mutante A440, en la cual Gc fue detectada

intracelularmente, pero no en la superficie de células transfectadas.

Cémo antecedente se ha descrito que interacciones entre Gn y Gc son
necesarias para el trafico de estas glicoproteinas (Lappin y cols, 1994. Ruusala y cols,
1992. Deyde y cols, 2005), por lo que es esperable que la carencia de estas interacciones
dem como resultado interrupciones en el tréfico. Si la mutante A440 es degradada no se
analizo, sin embargo la presencia de Gc, que se expresa en conjunto con esta mutante

de Gn, indica que ambas proteinas fueron sintetizadas como precursora.
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Las glicoproteinas Gn y Gc forman proyecciones heterc-oligémeros de simetria
aparentemente tetramérica (Huiskonen y cols, 2010. Hepojoki y cols, 2010, Battisti y cols,
2011), en las cuales se puede distinguir un tallo periférico que podria corresponder a Ge
(Liy cols, 2018) (Figura 3). Este tallo periférico pareciera insertarse en la region entre él
dominio globular distal de Gn y su tallo central. Esto posiblemente indicaria que existe
una interaccion entre esta region de Gn y alguna de las horquillas de fusién de Gc
(Guardado-Calvo et al., in press). Esta region de Gn, aproximadamente en la posicion
T380, atin permanece en todos [os mutantes, con la excepcion de A440. Por ello, el
hecho que todos los mutantes de Gn, excepto A440, trafican a membrana plasmatica
apoyan este posible modelo de interaccion de Gn y Ge. Mas experimentos en dénde se
hagan mutaciones especificas del foop de fusién de Gc o de la posible regién proxima

de Gn serian necesarios para probar este modelo de interaccion mas especificamente.

4.3 Formacién de particulas virales con Gn silvestre y mutante

Se evalud si las protelnas mutantes se ensamblan en VLPs, para estudiar cémo
participa el ectodominio de Gn en los procesos relacionados con la formacién de
particulas virales. Debido a que sélo el mutante ASP permitio su ensamblaje en VLPs,
se puede descartar el péptido sefial utilizado y al HA-tag como los causantes de la falta
de produccion de VLPs. Se ha descrito en la literatura que en flavivirus {Allison y cols,
2995) y coronavirus (Vennema y cols, 1996}, la curvatura de membrana necesaria para
la formacion de particulas virales es generada por interacciones laterales de las

proyecciones en la superficie viral, las cuales generan una curvatura positiva en la
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membrana suficiente para generar la yemacion de particulas virales (Welsch y cols,

2007).

Un mecanismo similar podria ocurrir en los hantavirus, ya que de forma similar a
flavivirus y coronavirus, la introduccién de la curvatura para la formacién de particulas
virales parece depender exclusivamente de la accion de las glicoproteinas (Acuia y cols,
2014). Es posible que una interaccion entre las distintas proyecciones tetraméricas sea
necesaria, interacciones que podrian verse interrumpidas con deleciones parciales de

Gn.

Existe otra explicacion posible de la falta de ensamblaje de particulas virales para
los mutantes A90, A281 y A374. Se ha descrito que en mutaciones que exponen el
péptido de fusion de flavivirus (Zheng y cols, 2010) y alphavirus (Uchime y cols, 2013) a
pHs acidos durante la via secretoria, es bloqueado el trafico de glicoproteina de virus a
membrana plasmatica y también la formacion de particulas virales. Esto se debe a una
activacion prematura del mecanismo de fusion, que tanto para los alpha-, flavi- y
hantavirus induce una trimerizacion irreversible de Ge (Zheng y cols 2010; Uchime y cols
2013, Acufa y cols, 2015). Es posible por lo tanto que las deleciones de Gn A90, A281
y A374 generen una pre-activacion debido a la exposicion a bajo pH de Gc, induciendo
un re-arreglo conformacional y des-ensamblaje de los complejos Gn/Gc, que serian
necesarios para la formacion de VLPs. Si este fuese el caso, la activacion prematura
debido a la acidificacién de la via exocitica no seria suficiente para impedir el trafico
hacia la membrana plasmatica, pero si para impedir la formacion de VLPs Si esto es
correcto indicaria que la generacion de una curvatura de membrana suficiente para la
yemacion es dependiente no solo de la presencia de Gn y Gc en la membrana, si no de

su conformacion y estado oligomérico. Esto estaria de acuerdo con el modelo planteado
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por Welsch y cols que indica que la yemacién es dependiente de una suma de “fuerzas”
de las proteinas involucradas y que por lo tanto es dependiente de su organizacion y

orientacion respecto a la membrana.

4.4 Actividad fusogénica de Gc al expresarla con Gn silvesire y mutante

Se midié la actividad fusogénica de las glicoproteinas mutantes y silvestre a
través de un ensayo de fusién celular. A pesar de que los mutantes ASP, A90, A281 y
A374 se encontraron en membrana plasmatica, sélo la mutante ASP mostro actividad de
fusion (Figura 12), con niveles cercanos a lo de GPC silvestre (Figura 13). Esios
resultados refuerzan la idea que la pre-activacién de Gc inhibiria la formacion de
particulas virales, y en este caso, también la actividad fusogénica de las glicoproteinas.
Debido a que la activacion de Gc por pH acido que re-arregla las proyecciones
tetraméricas para formar los trimeros post-fusion es irreversible (Acuna y cols, 2015),
entonces es consistente que glicoproteinas que pasan por este proceso en la via

exocitica no sean ensambladas en particulas virales ni tengan actividad de fusion.

En un futuro seria importante determinar por qué motivo las mutantes A90, A281 y A374
no forman particulas virales ni tienen actividad de fusion. Una forma de estudiar la
posibilidad de la pre-activacion de Gc debido a la acidificacion en la via exocitica seria
utilizando drogas inhibitorias de la V-ATPasas responsables de esta disminucion de pH,
como se ha hecho en estudios con alphavirus (Uchime y cols, 2013), tales como

bafilomicina A1 (Yoshimori y cols, 1991) y cloruro de amonio {Neblock y cols, 1982), con
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el fin de determinar si ocurre una recuperacion de fenotipo normal. Otra forma de estudiar
si la proteina Gc que localiza a membrana plasmatica en el caso de los mutantes A90,
A281 y A374 ha sido pre-activada, seria mediante un ensayo de biotinilacién de células
previamente expuestas a tripsina. Se ha descrito que a diferencia de la conformacion de
Gc pre-fusion, el trimero post-fusion de G es resistente a tripsina (Acufia y cols, 2015),
de farma que tratando células transfectadas con una solucion con tripsina revelaria si Gc

se encuentra acumulada en la membrana plasmatica en un estado post-fusion o no.
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5. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir lo

siguiente:

El péptido sefial de Ig kappa murina y el tag de HA en el extremo N-terminal
utilizados en las mutantes de delecién de Gn no afectan la expresion,

localizacion, ensamblaje en VLPs ni el indice de fusion de las glicoproteinas.

Deleciones de 440 residuos en Gn de ANDV detienen la localizacién hacia
membrana plasméatica de las glicoproteinas y Gn se vuelve indetectable mediante

los ensayos utilizados.

En todos los casos estudiados, es decir deleciones de hasta 440 aminoacidos del

extremo N-terminal de Gn, Gc es detectada intracelularmente.

Deleciones de 90 aminoacidos o mas desde el extremo N-terminal de Gn

detienen el ensamblaje de particulas virales.

Deleciones de 90 aminacidos o mas desde el extremo N-terminal de Gn inhiben

la actividad de fusion de las glicoproteinas de ANDV

En su conjunto, estos resultados indican que el ectodominio de Gn de ANDV tiene

diversos roles en la entrada y la salida del virus, y forman las bases para entender en

futuros estudios como Gn esta involucrada en estos mecanismos.
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