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Identificacidn y caracterizacion bioldgica de la proteina viral
UL-18 en la infeccion por citomegalovirus humano
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RESUMEN. El citoregalovirus humano (HCMYV) es un
patogeno ubicuo que persiste en el huésped y es capaz de cau-
sar enfermedad severa en el individuo inmunocomprometido
y en el feto. Se conoce 1a existencia de una proteina viral, UL-
18, que presenta alta homologia con la cadena o, de la molé-
cula de clase I def complejo principat de histocompatibilidad
{HLA-I). La expresion, asi como la permanencia intracelular
de esta proteina pueden tener significancia y serias implica-
ciones en ¢l destino de las moléculas HLA-L Los ensayos in
vitro realizados en este trabajo revelan una disminucion de la
densidad de moléculas de clase I en la superficie de fibroblas-
tos de pulmén humano (MRC-5) infectados con dosis bajas
de HCMYV. Con ¢l fin de determinar si hay expresion y cuAl
es ¢l estado fisico de la proteina transmembranal UL-18, 1a
cual presumiblemente puede estar involucrada en este fené-
meno, se identificaron, mediante algoritmos matematicos,
epitopos de células B de UL-18, y de ellos se seleccionaron
dos regiones no homeélogas entre la proteina viral y HLA-L
Los péptidos sintéticos obtenidos, conjugados a moléculas
acarreadoras, se emplearon para la produccién de IgG poli-
clonal (pAb). El pAb UL-I mostrd una elevada reactividad
dnicamente a UL-18 y no a HLA-I, lo que permitié eviden-
ciar que durante la infeccién por HCMYV hay una franca ex-
presion del producto del gen UL-18, evento que al parecer se
lleva a cabo desde etapas tempranas de infeccion. La protei-
na muestra un peso molecular de alrededor de 67 kDa, indi-
cando que probablemente los 13 sitios de glicosilacién predi-
chos en ella ya la han sufrido, lo que habla de su capacidad
de viajar a Golgi y madurar.
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SUMMARY. Human cytomegalovirus (HCMY) is an
pathogenic agent that remains ubicously in host and it is
always in condition to produce severe disease in the im-
muno-defficient individuals as well as in foetus. It is well
known the existence of the viral protein UL-18 which is
heighly homologic to the alpha-chain from the class-I
melecule of the main hystocompatibility complex (HLA-
I): Either its expression or the intracellular presence of
such a protein can produce alterations in the outcome of
the HLA-I molecules. In vitro trials carried out in the
present paper have demonstrated a decrease in the den-
sity of the class-I molecules in the surface of human fi-
broblasts in lungs (MRC-5) infected by low-dose of
HCMYV. Epytopes of B-cells of UL-18 have been identi-
fyed by mathematic algorithms in order to determine
their expressivity and the physical condition of the UL-
18 trans-membrane protein, which is suposed to be in-
volved in this process. Two non-homologous regions bet-
ween viral protein and the HLA-T were sclected for stu-
dy. The obtained synthetic peptides attached to carrier
molecules were employed in production of polyclonal
IgG (pAb). The pAb UL-I demonstrated high reactivity
to UL-18 but not to HLA-I. This allowed us to remark
that during the infection by HCMYV there is a high ex-
pression of the UL-18 gene products, which seems to be
present since the very early stages of infection. Molecu-
lar weight of protein is about 67 kDa, which indicates
that the 13 points of glycosilation have already occurred,
so it is able to its own transportation to the Golgi and to
become mature.

Key words: Human cytomegalovirus, class I molecu-
les of HLA, UL-18, immune evassion.

El citomegalovirus humano (HCMV) es una de las prin-
cipales causas de morbimortalidad en recién nacidos e indi-
viduos inmunosuprimidos.’~* Hasta el momento no se cuen-
ta con un tratamiento profildctico que ayude a organismos
inmunocomprometidos a resolver una infeccién, lo que se
debe, en gran medida, a [a falta de entendimiento acerca del
pobre reconocimiento inmune en etapas tardfas de la infec-
cion, y obliga al asomo de los mecanismos moleculares in-
tracelulares involucrados. El analisis de la secuencia nu-


www.imbiomed.com.mx

Identificacién y caracterizacién bioldgica de la proteina viral UL-18.

cleotidica del genoma viral ha revelado la presencia de un
marco de lectura abierto, cuyo producto de traduccién predi-
cho tiene alta homologia con las moléculas de clase 1 del
sistema principul de histocompatibilidad humano (HLA-I)
de eucariontes superiores.® Este hallazgo y la observacién
de gue en células infectadas por HCMV hay una disminu-
cidn de la expresion de moléculas de clase I maduras en la
superficie (con un nivel inalterado de RNAm de cadena o "
permiten especular que existe un mecanismo de evasién del
HCMYV a la respuesta inmune, y sugerir la participacion de
UL-18 mediante el posible secuestro de la p2 microglobuli-
na ([{2m) en reticulo endoplasmico, lo que haria a la ¢élula
infectada irreconocible para las células T citotdxicas. Con
tal motivo son necesarias la identificacién, localizacion y
determinacion del estado de asoctacion y cinética intracelu-
lar de UL-18 y cadena @ con B2m, mediante el disefio de
péptidos con propiedades inmunogénicas de regiones no ho-
mologas entre ambas moléculas vy la elaboracién de anti-
cuerpos en animales de experimentacion.

Material y método

Células. Se cultivaron fibroblastos de pulmoén fetal hu-
mano (MRC-5) a 36.5° C en atmdsfera de 5% de CO., en
medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) y suplementado con 10% de suero fetal de bovino
y (.03% de L-glutamina.

Virus, infeccion viral y obtencion de antigeno. HCMV
cepa AD-169 fue propagado en células MRC-5 en medio
DMEM suplementado con 2% de suero fetal bovino. La in-
feccion se realizé con una dosis viral capaz de producir un
efecto citopdtico en el 90% de la monocapa a los 7 dias
post-infeccion. El proceso de absorcién viral se llevd a cabo
durante 2 horas, después de lo cual el virus se incubé con las
células el tiempo necesario para el andlisis de las proteinas
por electroféresis y/o citometria de flujo. Los antigenos (ex-
tractos celulares totales) de célulus MRC-5 y MRC-5 con
crecientes tiempos de infeccidn. El antigeno se prepard por
sonicacion de las suspensiones celulares.

Inmunofluorescencia indirecta. El estudio de densidad
de moléculas de clase | de HLA en superficie celutar se rea-
lizd mediante citometria de flujo en un equipo FACSort
Beckman Ins. a diferentes tiempos de infeccién mediante el
empleo de! mAb Wa/32 especitico para cadena ¢ unida &
B2m de HLA-T v la posterior tincién con FITC.

Alineamiento de secuencias y prediccion de epitopos. El
alineamiento de las secuencias peptidicas predichas del pro-
ducto del gen UL-18 con la cadena « de las moléculas de
cluse 1 (HLA-A2), asi como la prediccion de epitopos, se
realtzaron mediante los programas Anigen, Flexpro y No-
votny del paguete computacional PCGENE de Intelligene-
tics Inc., asignando ventanas de 6 aminodcidos.

Obtencion de péptidos sintéticos. Se elaboraron 2 pépti-
dos para UL-18, el HCMV1 (GGVRNQNDNRA) posicion
215-225 y el péptido HCMV2 (GNWTVEIPISV) posicién
290-300; se empled un sintetizador automdtico Synergy 432
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de Applied Biosystemns con la tradicional quimica FMOC
mediante activacion de HBTU.™ El andlisis de pureza se
llevé a cabo en un equipo Waters 996 programa Millenium
con una columna analitica c-18 de fase reversa Delta-Pack
300 A particula de 15 pm, 3.9 mm x 30 cm waters median-
te gradiente de acetonitrilo con una longitud de onda de de-
teccién de 220 y 280 nm mediante un fotediodo detector de
arreglo waters 990.

Obtencicn de IgG de conejo y andlisis de la reactividad
de los pAb. Se utilizé un equipo Imject Immunogen EDC
Conjugation kit 77101 (Pierce) para la conjugacién de los
péptidos sintéticos a BSA, KLH y HEL." Se inmunizaron
conejos blancos Nueva Zelanda de 2.5-3.5 Kg con | mg de
péptidos 1 y 2 de UL-18 conjugados a BSA y KLH con
adyuvante completo e incompleto via subcutdnea y 500 pg
de péptido crudo via intravenosa. La purificacidn se llevé a
cabo a través de precipitacién con sulfato de amonio satura-
do y cromatografia de afinidad con una columna de proteina
A-Sepharosa levigando a pH 2.4 con glicina-HCL 0.2 M. La
evaluacion de la reactividad y especificidad de los sueros vy
anticuerpos policlonales (pAb) purificados UL-1 y UL-2 se
realizé mediante ELISA" en placas de 96 pozos Nunc Co.
recubiertas de 5 ng/pozo de péptidos 1 y 2 conjugados a
HEL en amertiguador de carbonatos pH 9.6 probandose con
ios sueros a diluciones seriadas y pAba 1,5y 10 pg.

Deteccion de UL-18 en células MRC-5 infectadas con
HCMYV. La electrofdresis de protefnas de células no infecta-
das y con una cinética de infeccidn se realizé en presencia
de duodecil sulfato de sodio en condiciones reductoras y
sistema de amortiguador discontinuo segun lo descrito por
Laemmli." Las protefnas corridas en electroféresis fueron
transferidas a papel de nitracelulosa durante 2 horas segun
lo descrito por Towbin y col."® y fueron tefiidas con Pon-
ceau, las uniones no especiticas fueron blogueadas con
1.5% de gelatina en PBS, posteriormente, se incubaron con
5 ug del pAb UL-1 por 3 horas a 37° C; el revelado se llevd
a cabo con antisuero de cabra conjugado a peroxidasa Gib-
co-BRL y diaminobencidina-perdxido de hidrdgeno 0.03.

Resultados

La identificacion primaria del virus se realizo por la pro-
duccidn de efectos citopaticos en el 90% de la monocapa en
un tiempo de 7 dias (Figura 1).

El andlisis de la expresion en superficie de HLA-I por in-
munotluorescencia indirecta a través de citometria de {lujo
(FACSORT) (Figuras 2b, ¢, d y e) mostré un efecto de mar-
cada reduccion gradual de estas moléculas en células infec-
tadas desde las 12 horas post-infeccién hasta las 72 horas,
en comparacion con las células no infectadas (Figura 2a).

El alineamiento por computadora de las secuencias de
residuos de aminocdcidos predichos del gen UL-I18 de
HCMYV (368, incluyendo la secuencia lider de 18 aa) v de
cadena pesada de la molécula de clase [ de HLA-A (341, a
partir del coddn de iniciacién) indicd un 19.9% de identidad
y 10% de similitud entre ambas moléculas, en un marco
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Figura 1. Efecto citopitico en la infeccidn de fibroblastos humanos por ci-
tomegalovirus AD-169. la: Células no infectadas, 1b: Células con 7 dias
de infeccién.
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Figura 2. Histograma de fluorescencia indirecta de la expresién en super-
ficie de MRC-5 de moléculas de clase | del HLA. a) células sin infectar, b)
células infectadas con HCMV AD-169 12 h,c)24 h,d)48 h,e) 72 h.
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Figura 3. Prediccion de epitopos de células B en la proteina UL-18. a) Per-
fil de hidrofilicidad (Hopp y Woods, antigen-PC Gene), b} Perfil de flexibi-
lidad {(Karpluz y Shulz, flexpro-PCgene}, ¢) Perfil de estructura secundaria

(Novotny, Pc Gene).

abierto de lectura que implica la adicién de 4 gaps para UL-
18 y 8 para HLA-A?2 dnicamente. Se consideraron aminod-
cidos similares AS,T; DE; NQ; RK; LL, M, V; F Y, W,
Los segmentos identificados como de mayor heterogenei-
dad contindan en el dominio alfa-3 de ambas secuencias
que corresponden a las regiones 215-225 (GGVRNQNDN-
RA)} y 290-300 (GNWTVEIPISV) de UL-18; denominadas
HCMV1 y HCMV?2 respectivamente.
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El péptido HCMV1 mostrd ser un buen candidato a
epitopo de B, a juzgar por los valores obtenidos de acuerdo
a los programas de prediccién Antigen, Flexpro y Novotny,
va que el valor de hidrofilicidad asignado se encuentra den-
tro de los 4 més altos, muestra alta flexibilidad, alta densi-
dad de cargas, y la regién carboxilo-terminal toca el pico
mas alto de estructura alfa-hélice y vueltas presentes en la
molécula completa (Figura 3). El péptido HCMV?2, por el
contrario, carece de altos valores de hidrofilicidad, flexibili-
dad y posee mds estructuras beta plegadas que alfa-hélices.

El seguimiento del procedimiento de sintesis de péptidos
a través del monitoreo de la conductividad demostré un
buen acoplamiento de los aminodcidos, que dio como resul-
tado un alto rendimiento en la produccién.

Los cromatogramas de andlisis por HPLC de fase reversa
de los péptidos sintetizados mostraron una excelente pureza
(Figura 4). Los tiempos de retencidn de los péptidos fueron:

Péptido HCMV 1 (215-225):15.6 min.

Péptido HCMV2 (290-300): 34.65 min.

La prueba de ELISA revelé una franca reactividad y es-
pecificidad del suero antipéptido | conjugado a BSA y
KILH, mayor que la mostrada por el suero antipéptido 2 (Fi-
gura 5), lo que concuerda con la prediccion de antigenicidad
realizada. Por esta razdn la determinacidn de la expresidn de
UL-18 y su bdsqueda se realizaron utilizando uinicamente
las inmunoglobulinas purificadas reactivas al péptido |
(UL-1).

El corrimiento electroforético de las proteinas provenien-
tes de células intectadas con HCMV y c¢élulas no infectadas
mostré un patrén de proteinas, en ambos casos, que presen-
tan pesos moleculares desde 29 kDa hasta 100 kDa.
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Figura 4. Cromatogramas analiticos de los péptidos sintéticos de UL-18
(HPLC). a) HCMV- 1, tiempo de retencion 15.6 min; b) HCMV-2, tiempo
de retencidn 34,65 min.
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Figura 5. Reactividad de sueros policlonales pAb UL-1 y pAb UL-2 (ELI-
SA). (a,b,g). Antigeno péptido HCMV-1; (e,f.c). Antigeno péptido HCMV-
2; {a,e.) Sueros preinmunes; b,d Suero anti-HCMV (UL-1) 1:80: ¢) Suero
inmune UL-1 I:1; (d,h) Antigeno HEL, (f,h) Suerc anti-HCMV-2 (UL-2)
1:80; g) Suero inmune UL-2 1:1.
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El ensayo “tipo Western” con antigeno HCMV-MRC-5 y
MRC-5 muestra claramente una banda de aproximadamente
68 kDa, reconocida por el pAb UL-1 tinicamente en células
infectadas, y una tenue banda a la altura de 45 kDa tanto en
células infectadas, como en no infectadas (Figura 6).

Cuando se hizo la cinética de infeccidn y los antigenos
extraidos de cada punto se enfrentaron al pab UL-1, se pu-
sieron de manifiesto dos bandas de proteina, una de aproxi-
madamente 68 kDa, y otra de 57 kDa. El carril correspon-
diente al corrimiento de células virgenes no mostré banda
alguna.

Discusion de resultados

Sin duda, la funcién basica del sistema inmune es la de
asegurar la integridad del individuo, inclusive la proteccién
contra microorganismos y pardsitos, mediante la comunica-
cién a través de interacciones moleculares y ceiulares que
tienden a mantener un equilibrio homeostdtico dentro del
reconocimiento de lo propio y extrafo. Cualquier desplaza-
miento de este equilibrio desencadenard todas las fases de la
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respuesta inmune. En un intento de control, sobrevivencia y
permanencia en el organismo huésped, algunos microorga-
nismos, dentro de los que destacan varios virus, han desarro-
llado evolutivamente formas y mecanismos de prevencién
de aquel desencadenamiento y de evasion a la deteccién por
el sisterna inmune. Tal evolucién puede incluir la regula-
cidn negativa de la expresion de moléculas de histocompati-
bilidad, a través de las cuales se da inicio al reconocimiento
“intimo” de lo extrafio, en células infectadas por virus.

Existen evidencias de que en la infeccién in vitro por ci-
tomegalovirus humano hay una resistencia a la lisis media-
da por linfocitos T citotéxicos, 1o que pudiera obedecer a la
falta de comunicacion con el sistema de defensa, por una re-
duccidn en la expresion de moléculas de histocompatibili-
dad.

El andlisis de inmunofluorescencia indirecta realizado
por citometria de flujo en este trabajo permitio evidenciar,
como se muestra en la figura 6, una franca disminucién en
la expresion en superficie celular de las moléculas HLLA-I en
fibroblastos infectados con HCMV AD 169 a partir de las 24
horas, a una densidad viral que revela efecto citopdtico en el
90% de las células a los 7 dias post-infeccidn. Este hallazgo
permite, por un lado contar con un sistema reproducible en
el laboratorio para su utilizacién en diversos estudios mole-
culares de la infeccidn viral, y por otro, confirmar la in-
fluencia de HCMV en el fenémeno. El experimento llevado
a cabo con virus inactivados con calor (56°C, 1 h) mostré un
efecto similar, aunque menos pronunciado, sobre la expre-
s5ién de HLA-I (datos no mostrados), lo que presumiblemen-
te evidencia que el virus es capaz de accesar a la célula
cuando se encuentra despojado de su envoltura, es decir, a
través de un mecanismo alterno a la fusién de membranas
viral-celular, y obliga al empleo de un sistema de infeccién
viral no relacionado para la verificacidn del efecto especifi-
co de HCMV. Se propone también el uso de un sistema en
células no permisivas (probablemente monocitos humanos),
en el cual no se lleve a cabo replicacién viral y por lo tanto
traduccién de mensajero, para descartar (o incluir) la posibi-
lidad de que la regulacién se lleve a cabo a nivel transcrip-
cional por efecto de genes virales.

Con estos antecedentes, la identificacién, caracterizacion
bioldgica y el rastreo de las posibles moléculas implicadas
en el fenémeno resuita de vital importancia. El alineamien-
to por computadora de las secuencias gendmicas de los ge-
nes UL-18 de HCMV y HLA A2 proporciona datos de una
identidad del 19.9% y de similitud de 10%, con un marco
de lectura abierto que implica la adicién de un nimero mi-
nimo de gaps, fo que concuerda con datos previamente pu-
blicados, y permite especular acerca de la posible actividad
de competencia de UL-18 por la -2 microglobulina con la
cadena alfa de HLA-L

Dado que la mayor carga de secuencias de aminoécidos
variables de la molécula HLA-I se encuentra en los domi-
nios alfa 1 y 2, en donde se postra el antigeno a ser presen-
tado al sistema inmune, y que en el dominio alfa-3 de la
molécula estd un importante sitio de unién a B-2m {posicion
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258-263), se eligidé como primer candidato a andlisis y pre-
diccion de epitopos la secuencia de a.a. predicha correspon-
diente al dominio alfa-3 de UL-18.

Las semenjanzas encontradas entre las proteinas predi-
chas de los genes de UL-18 y HLA-I, sugieren que provie-
nen de un gen ancestral comun, pero no necesariamente in-
dica que todos sus determinantes antigénicos sean comparti-
dos, por lo que es predecible encontrar epitopos “publicos”
(de familia, probablemente de la gran familia de las inmu-
noglobulinas) y “privados”.

La necesidad de un anticuerpo que permita identificar y
evaluar la “actitud” y actividad intracelular de UL-18 sin
confusién con HLA-I obligé a que la prediccion de epitopos
de células B se hiciera consistentemente con regiones no
compartidas entre ambas moléculas. Esta prediccion, a tra-
vés del programa PC Gene, indicé que existen regiones en
el dominio alfa-3 de UL-18, por supuesto heterélogas a
HLA-I, con propiedades antigénicas, de acuerdo a vaiores
de hidrofilicidad, flexibilidad v densidad de cargas, que les
permiten ser reconocidas por anticuerpos. Para conocer el
tipo de estructura secundaria que presentan estas secuencias
se realizd también un andlisis utilizando el programa No-
votny, en donde los perfiles de hidrofobicidad, hojas beta-
plegadas, alfa hélices, vueltas beta y carga, nos proporcio-
naron evidencias de que la region de posicion 215-225, con
secuencia de a.a. GGVRNQNDNRA, constituia un excelen-
te candidato para su sintesis y utilizamiento en la elabora-
cién de anticuerpos.

La sintesis y purificacién de este péptido (HCMV-1) se
llevé a cabo eficientemente, a juzgar por el rendimiento ob-
tenido y el cromatograma de andlisis por RP HPLC (Figura
4}, en el que la aparicion de un pico mayor indicé un pro-
ducto predominante, sin presencia sustancial de contami-
nantes de grupos protectores.

El péptido purificado y acoplado bioquimicamente a pro-
tefnas acarreadoras como BSA y KLH fue apto para evocar
una respuesta en conejos de anticuerpos especificos contra
la proteina completa, demostrada mediante la reaccion Ag-
Ab en ensayos inmuncenzimaéticos. El ensayo tipo “Wes-
tern”, utilizando inmunoglobulinas purificadas por cromato-
grafia de afinidad (pAb UL-1), revel6 el reconocimiento es-
pecifico de una protefna viral (ya que no es reconocida en
los fibroblastos no infectados) con un peso molecular de
aproximadamente 67 kDa, cuando éste se realizé sobre un
corrimiento electroforético de extractos totales de células
infectadas y no infectadas, en donde se aprecia un patrén,
general y compartido, de proteinas con pesos moleculares
desde 29 kDa hasta 100 kDa. Cuando la reaccion Ag-Ab se
llevd a cabo sobre corrimientos de células con diferentes
tiempos de infeccidn hubo el reconocimiento evidente de la
proteina, al parecer UL-18, de 67 kDa, con un pico miximo
de expresién a las 48-72 horas, el que desciende al paso del
tiempao, Ademds, es reconocible una banda que migra alre-
dedor de 37 kDa. Si se toma en cuenta que la carga de ami-
nodcidos de UL-18 darfan un PM aproximado de 45 kDa,
pero que tiene 13 sitios potenciales de glicosilacion, esta-
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mos presumibiemente ante la proteina viral completamente
glicosilada, y la posibilidad de que la banda encontrada de
57 kDa corresponda a la misma molécula pero en otro esta-
dio de maduracion es grande; aunque se propone realizar es-
tudios de mayor sensibilidad y probablemente utilizar enzi-
mas que nos permitan evidenciar grados de glicosilacién
para confirmarlo.

Al parecer, se ha logrado la identificacion intracelular de
la proteina UL-8, lo que afirmarfa su expresion en la infec-
¢ién por citomegalovirus. La posibilidad de que UL-18 ex-
perimente un “‘encuentro” en espacio perinuclear con §-2
microglobulina o a lo largo del transito hacia la membrana,
asi como afinidad de la unidn y el destino de las moléculas
de histocompatibilidad, podrd ser experimentalmente estu-
diada a través de ensayos de “pulso y cazas” a diferentes
tiempos de inteccion. As{ mismo, serd necesario ampliar los
tiempos de infeccion con HCMYV para los ensayos de fluo-
rescencia indirecta (FACS) con andlisis simultineo de UL-
18 y HLA-L
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