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EXPRESION DE LA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE Y DE LA PROTEINA
CORE DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C EN LA LINEA DE HEPATOMA HepG2
MEDIANTE EL SISTEMA DE EXPRESION DEL SEMLIKI FOREST VIRUS

EXPRESSION OF THE GREEN FLUORESCENT PROTEIN AND THE HEPATITIS C VIRUS CORE PROTEIN
IN THE HUMAN HEPATOMA CELL LINE HepG2 USING SEMLIKI FOREST VIRUS EXPRESSION SYSTEM
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Resumen

Se utilizé un vector replicén del SFV (Semliki Forest Virus) que codifica la proteina verde fluorescente (GFP) para
determinar la eficiencia de este sistema de expresion en la linea celular HepG2. La transcripcion in vitro de los plasmidos
pSFV1-GFP y pSFV-helper se efectué usando un estuche comercial. Se llevé a cabo la transduccién de células HepG2 con
las particulas virales recombinantes (rSFV1-GFP). Un alto nivel de expresion de GFP se detectd por citometria de flujo en
células HepG2, hasta 96 horas postransduccion (h. p. t.), con un nivel maximo 48 h. p. t. Se observé un efecto citopatico
moderado en las células HepG2 hasta 72 h. p. t. La validacion del sistema de expresion en la linea HepG2 con la proteina
reportera GFP, justificé la continuacién de los ensayos con la proteina Core del virus de la Hepatitis C (VHC). En células
HepG2 transducidas con rSFV1-Core se demostro la expresion de la proteina viral entre 24 y 96 h. p. t., aunque en menor
nivel que la proteina reportera. Se observo un efecto citopatico marcado 24 h. p. t. Estos resultados indican que el sistema
de expresion basado en el SFV, puede ser una herramienta Util para la expresion transitoria de proteinas heterélogas, como
la proteina Core, en lineas celulares hepaticas, estableciendo asi un modelo de estudio de la patogénesis del VHC.

Palabras clave Semliki Forest Virus, vector viral, sistema de expresion, proteina heteréloga, particulas recombinantes,
HepG2.

Abstract

A SFV replicon vector encoding the enhanced green fluorescent protein (GFP) was used to determine the kinetics of
expression of the reporter gene GFP in the liver cell line HelpGRro transcription of the pSFV1-GFP and pSFV-helper
plasmids was performed using a commercial kit. Transduction of HepG2 cells with recombinant viral particles (rSFV1-
GFP) was performed. Expression of GFP was detected by flow cytometry in rSFV-transduced HepG2 cells. The protein
was expressed to high levels with maximum expression 48 hours postransduction (h. p. t.) and was detected up to 96 h. p.
t. There was a low cytopathic effect in HepG2 cells at 72 h. p. t. Confirmation of expression of the reporter protein in
HepG2 cells using the SFV expression system justified pursuing assays with the Hepatitis C virus (HCV) Core protein.
Viral protein expression was demonstrated in rSFV1- Core-transduced HepG2 cells between 24 and 96 h. p. t., although
to lower levels than the reporter protein. A marked cytopathic effect was observed 24 h. p. t. These results indicate that the
SFV-based expression system can be a useful tool for transient heterologous protein expression such as the HCV Core in
hepatic cell lines, therefore establishing a model for studying HCV pathogenesis.
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Los vectores virales tienen mudltiples aplicaciones El desarrollo de sistemas adecuados de expresion
en el campo de la biologia molecular, en estudios de proteinas en células de mamiferos es una he-
estructurales, en terapia génica, en produccién derramienta muy importante en el estudio de mo-
vacunas y en el desarrollo de drogas (Lundstrom delos de infeccion viral. En el caso de la infeccion
et al, 1999). por el virus de la Hepatitis C (VHC), no existe un
sistema eficiente de replicacion in vitro, por lo
Entre estos vectores se encuentra el Semliki Fo- cual una técnica eficaz de expresion de proteinas
rest Virus (SFV), que pertenece a la familaya- de este virus hepatotropico, es una buena estrate-
viridae, géneroAlfavirus. Su amplio rango de gia para el estudio de las propiedades de las pro-
hospederos y su capacidad para producir un altoteinas virales en células del ambiente hepatico
nivel de proteinas, incluyendo la proteina heter6- (Bartenschlager y Lohmann, 2000; Fournetr
loga, hacen del SFV un vector muy eficiente para al., 1998; Itoet al, 1996; Lauer y Walker, 2001).
la expresion transitoria de proteinas (Lundstrom
et al, 1999, 2001). Ademas, este virus infecta efi- Diversos estudios sugieren que la proteina Core
cientemente diversas lineas celulares de mamife-del VHC, ademas de ser la subunidad estructural
ros (Ehrengrubeet al, 1999; Liljestrom y Garoff, de la capside, modula diferentes procesos, tales
1991; Lundstronet al, 1999; Zhanget al, 1997). como la regulacién de la expresion de proteinas,
la proliferacion celular, la apoptosis mediada por
El sistema de expresion del SFV utiliza dos plas- el factor de necrosis tumoral (TNF), el estrés oxi-
midos, subclonados a partir del acido desoxirri- dativo e interviene en diversas vias de sefializa-
bonucleico copia (ADNc) del genoma del SFV. cién; p. ej. las de las MAP quinasas y las de
El primero es el vector replicon, pSFV1-3, que factores de transcripcion como NB; ademas
tiene un gen heterélogo que reemplaza la secuen-es inmunomoduladora, lo cual podria contribuir
cia que codifica las proteinas estructurales vira- al establecimiento de la infeccion persistente (Er-
les, pero conserva el promotor subgenémico 26S, hardtet al, 2002; Langhangt al, 2000; Large
el cual permite alta expresion de la proteina he- et al, 1999; McLauchlan, 2000; Okudst al,,
ter6loga. Para la produccién de las particulas re- 2002; Ray y Ray, 2001).
combinantes, se transcribe el vector replicon a
acido ribonucleico (ARN) y luego se contransfec- La necesidad de sistemas de expresion eficien-
ta con el transcrito correspondiente al segundo de tes, ademas del hecho de que no existan publica-
los plasmidos, el vector ayudador (pSFV-helper). ciones sobre el uso del SFV como vector en la
Este le proporciona al vector replicén las secuen- linea celular HepGz2, justificaron la realizacion de
cias de las proteinas estructuralestrams, aun- este estudio. En él se determind la eficiencia de
que carece de la secuencia que codifica las la expresion de proteina heterdloga en la linea de
proteinas no estructurales necesarias para la repli-hepatoma humano HepG2, usando la proteina
cacion viral. Como resultado, las particulas que verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés)
se generan contienen un genoma defectuoso (solocomo proteina reportera, por medio de la trans-
contiene el ARN replicon) y aungue son capaces duccion con particulas recombinantes del SFV.
de replicarse, no producen particulas de novo,
garantizando la bioseguridad del sistema. Cuan- MATERIALES Y METODOS
do tales particulas recombinantes (particulas sui-
cidas) son usadas para transducir células Plasmidos.Se utilizd el sistema de expresion del
animales, sélo se expresan el complejo de repli- SFV, descrito por Liljestrom y Garoff (1991). Los
cacion y la proteina heterdloga (DiCiommo y plasmidos pSFV1 y pSFV-helper fueron donados
Bremner, 1998; Liljestrom y Garoff, 1991; Schle- gentilmente por el doctor Peter Liljestrom (Insti-
singer y Dubensky, 1999). tuto Karolinska, Estocolmo, Suecia). Se utiliza-
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ron, ademas, los plasmidos pSFV1-GFP y pSFV1- Titulacion. Para determinar el titulo de virus re-
Core construidos previamente en el Instituto de combinantes SFV1-GFP (rSFV1-GFP), se realizo
Virologia, Universidad Louis Pasteur, Francia e un ensayo de transduccién en monocapas de cé-
Instituto de Virologia, Universidad de Zurich, Sui- lulas BHK-21 (1 x 16) por incubacién con dife-
za. El pSFV1-GFP se obtuvo mediante amplifi- rentes diluciones (desde A@asta 16" del
cacion de una secuencia de 754 bases delsobrenadante del cultivo transfectado a 37 °C por
plasmido pEGFP (enhanced green fluorescent pro- 24 horas; pasado este tiempo, las células se dis-
tein), para clonar posteriormente el producto de gregaron con tripsina al 0,05% y luego se fijaron
amplificacion en el sitiBanH| del pSFV1, co- con 150 pL de paraformaldehido al 0,5%. El por-
rriente abajo del promotor viral 26S. El pSFV1- centaje de células fluorescentes se evalu6é en un
Core se obtuvo mediante amplificacion de la citometro de flujo. Para determinar el titulo de
secuencia que corresponde al marco de lecturavirus recombinantes SFV1-Core (rSFV1-Core), se
abierta de la proteina Core del VHC (nucledtidos procedié segun lo descrito anteriormente; las
342-914) del clon infeccioso p90/HCV FL-Long monocapas se fijaron con paraformaldehido al
pU (donado gentilmente por el doctor Charles 3%, y se permeabilizaron con triton X-100 al 0,5%.
Rice, The Rockefeller University, New York), para Se incubaron con el anticuerpo monoclonal hu-
clonar posteriormente el producto de amplifica- mano anti Core B12.F8 (donado por el doctor Mario
cion en el sitioBanHI| del pSFV1, corriente aba-  Mondelli, Universidad de Pavia, Italia) y con un
jo del promotor viral 26S. segundo anticuerpo anti IgG humana marcado con

fluoresceina isotiocinato (FITC) (Sigma). La de-
Cultivos celulares. Se cultivaron células BHK-  teccion de la proteina Core en las células transdu-
21 y células de hepatoma humano HepG2 en cidas se hizo por microscopia de fluorescencia
medio RPMI-1640 (Gibco) suplementado con 1% utilizando el filtro B-2A de un microscopio epi-
de Penicilina/Estreptomicina (ICN), 1% de piru- fluorescente (Nikon). El titulo viral se calculd
vato (ICN), 1% de L-Glutamina (ICN) y 10% de mediante la dosis infecciosa 50 en cultivo tisular
suero fetal bovino (Gibco). Se cultivaron en fras- (TCID.,) por el método de Reed-Minch (Reed y
cos estériles de poliestireno (Greiner) a 37 °C y Munch, 1938).
en atmosfera con 5% de C® humidificada.

Expresion de GFP en HepG2Se realizdé un en-
Transcripcion in vitro. Para la transcripcién in vi-  sayo de transduccién de monocapas de células
tro se linearizaron los plasmidos por digestion con HepG2 (1 x 16) con la dilucion correspondiente
la enzimaSpe (Promega). Se efectuo la sintesis de al TCID,, de rSFV1-GFP, para lo cual se hicieron
ARN usando el estuche de transcripcion a gran es-crecer las células en laminillas. La expresion de
cala mMessage mMachine Sp6 (Ambion Inc), el cual GFP se analizé por citometria de flujo, segun el

incluye el analogo de Cap,’®(5")ppp(5)G, pre- protocolo descrito anteriormente. Se detecto la
vio tratamiento con proteinasa K y SDS para la eli- expresién de GFP en las células BHK-21, 24 ho-
minacion de RNasas. ras postransduccion (h. p. t.), por microscopia de

epifluorescencia, previa fijacion con acetona al
Obtencion de particulas virales.Se cotransfec- 20% por 10 min.
taron por electroporacion células BHK-21 con los
ARN mensajeros (ARNm) sintetizados (SFV1- Expresion de la proteina Core en HepG2Se
GFP y SFV-helper o SFV1-Core y SFV-helper) transdujeron monocapas de células HepG2 con
en proporcion 1:1 (v/v) (Genepulser Il, BioRad), la dilucién correspondiente al TClDde rSFV1-
segun se describié previamente (Liljestrom y Core. La expresion de la proteina heterdloga Core
Garoff, 1993). Las células cotransfectadas se cul- se detectdé 24 horas y hasta 96 h. p. t. mediante
tivaron en cajas de petri con medio suplementado microscopia de fluorescencia y mediante western
y se recogié el sobrenadante del cultivo 36 horas blot; para este Gltimo se realizaron los ensayos a
después. partir de extractos celulares obtenidos 24 h. p. t.
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Se utilizé el anticuerpo anti Core y un anticuerpo El TCID, de rSFV1-GFP fue de 2#%7%°en las
secundario de ratén anti IgG humana marcado células BHK-21 transducidas (figura 1A), por lo
con peroxidasa de rdbano (Amersham); el reve- cual se utilizé la dilucion 1den diferentes ensa-
lado se hizo en una pelicula de rayos X (Kodak) yos para transducir células HepG2. Mediante
con un estuche de quimioluminiscencia (ECL microscopia de epifluorescencia se determiné la

western blot, Amersham) (Sambroekal., 1989). localizacion subcelular de GFP y se encontro dis-
) tribuida, tanto en el citoplasma como en el nu-
RESULTADOS Y DISCUSION cleo (figura 1B), como se ha descrito previamente

en la literatura (Ehrengrubet al, 1999).
El uso de vectores virales que expresan transito-
riamente proteinas heterdlogas en células euca-
riotas es una herramienta util para el estudio de | A B
diferentes proteinas, tanto virales como celulares u} B)
(Lundstromet al, 1999). Teniendo en cuenta que
el VHC no se replica eficientemente in vitro (Bar-
tenschlager y Lohmann, 2000; Lauer y Walker, d oo
2001), se han utilizado sistemas de expresion que
permiten estudiar las proteinas del virus en lineas

celulares derivadas de hepatoma; p. ej. HepG2 i "

(McCormick et al, 2002). Esta linea celular se

utilizé en el presente estudio, demostrando ser

atil para la expresion de proteinas del VHC. - &
] f

El SFV es un vector desarrollado recientemente,
muy eficaz para la expresion transitoria de pro-
teinas por su amplio rango de hospederos y por
su capacidad para producir un alto nivel de pro- o L
teinas, incluyendo la heteréloga. Ademas, tiene
o_tras ventajas como la r_epllca(:|or_1 del ARN en el Figura 1. A. Titulacién de rSFV1-GFP en células BHK-21 por
citoplasma y una capacidad relativamente alta de cjometria de flujo. Los eventos en la region 4 del canal FL1
clonacion (5-8 kb). Utilizando este vector se ha corresponden a células fluorescentes positivas para GFP. En el
demostrado, en diversos estudios, la expresién eje X (FL1) se observa la intensidad de fluorescencia. a) Células
de proteinas nucleares, citoplasmaticas, de mem_BHK-Zl_sin_transducir, b)-f) células 24 h. p. t. correspondientes
brana y secretadas, y la produccién comercial de 28 diluciones 0 10% 10% 10% 10° de rSFV1-GFP,

. L respectivamente (el porcentaje de células fluorescentes se indica
diferentes productos génicos. Los vectores del g, cada dot plot). B. Deteccion de GFP por microscopia de
SFV también se han comenzado a usar para elepifluorescencia
desarrollo de vacunas y en terapia génica (Lunds-

tromet al, 1999, 2001). Se demostré un alto grado de expresién de pro-
_ _ S teina heterdloga (GFP) hasta en 75% de las célu-
Con el fin de determinar la eficiencia del SFV |gg HepG2 transducidas, antes de las 48 h. p. t.
como sistema de expresién en la linea de hepato-(ﬁguras 2A, 2B), muy similar al observado en
ma HepG2, se evalud en primera instancia la ex- cg|ylas BHK-21 (Ehrengrubest al, 1999; Di-
presion de la proteina reportera GFP, teniendo enciommo y Bremner, 1998). La expresion de GFP
cuenta que su expresion se ha demostrado en ditasta |las 96 h. p. t. y la aparicion tardia (72 h. p.
ferentes lineas celulares, por lo cual es un indica- t.) de un efecto citopatico marcado y muerte ce-
dor adecuado de la eficiencia del sistema del SFV |jar tipicos inducidos por el SFV (resultados no

(Ehrengruberet al, 1999). mostrados), sugieren una buena tolerancia de la

26



Henao LFet al. Actual Biol26 (80): 23-29, 2004

linea celular a este alfavirus. La aparicion del efec- HepG2. El porcentaje de células HepG2 que ex-
to citopatico inducido por el SFV, se correlacio- presabarCore fue alrededor del 20 al 25% entre las
né con bajos niveles de expresion 72 h. p. t. 24 y 48 h. p. t., y de menos del 10% hasta 96 h.p.t.
(resultados no mostrados). Contrario a lo observa-
do con la poteina reportera GFP, la eficacia del
A a) ) & sistema SFV para la expresién de la proteina Core

fue menor en la linea HepG2 (25% de células
24 h. p. t.), comparado con el resultado obteni-
do en BHK-21 (50% de células 24 h. p. t.); ade-
e F &£ % mas se observo un efecto citopatico marcado a
las 24 h. p. t. (resultados no mostrados). La ciné-
db g} fi tica de expresion tanto de GFP como de Core,
evidencio un tiempo Optimo de expresion entre
las 24 hy 48 h. p. t.

L f‘ f La menor eficiencia de expresion de la proteina
Core del VHC en las células HepG2 y BHK-21
B comparada con la eficiencia de expresion de la
proteina reportera (GFP), puede ser debido a dife-
rencias en la sensibilidad de las técnicas de detec-
Py cion correspondientes. Otros autores han descrito
gque la sensibilidad de la microscopia es menor
’J—‘ comparada con la sensibilidad de la citometria
S EEm

% Calulum o e
arFp

(Anderssonet al, 1988). La estandarizacién de

15

_ _ la deteccion de la proteina Core del VHC por ci-

T"'"“"';_‘!'_‘{"""“""‘ tometria podria ser una alternativa; sin embargo,
ensayos preliminares (resultados no mostrados)
Figura 2. A. Cinética de expresion de GFP en HepG2. Los NO Ppermitieron la deteccion de células fluorescen-
eventos en la regién 4 del canal FL1 corresponden a células t€S, posiblemente por inconvenientes técnicos. Es
fluorescentes positivas para GFP. En el eje X (FL1) se observa de anotar que el anticuerpo B12.F8 se ha utiliza-
la intensidad de fluorescencia. a) células BHK-21 transducidas qq por otros autores s6lo en técnicas de western

con rSFV1-GFP TCID, b) células HepG2 control, ¢)-f) células . . . . }
HepG2 transducidas con rSFV1-GFP TCIR4h, 48h, 72h, blot e inmunofluorescencia por microscopia (Bu

96 h. p. t., respectivamente (el porcentaje de células quorescentesraﬁi et al, 1998; Esposit@t al, 1995).

se indica en cada dot plot). B. Promedio de expresién de GFP en

células HepG2 transducidas con rSFV1-GFP TCID Se cree que la proteina Core es de gran importan-
cia en la patogénesis del VHC (McLauchlan,
2000), por lo cual es importante estudiar el efec-
to de esta proteina en células del ambiente hepa-

tico, con un sistema que permita su expresion
rdpida y en grado significativo.

Coramd

Este estudio aporta evidencias de la eficiencia
del sistema del SFV para la expresion transitoria
de altos niveles de proteina heteréloga en célu-
las HepG2. La validacion del sistema de expre-
sién en la linea celular HepG2, permitié iniciar L, i
el estudio de expresion de la proteina Core del @ localizacion en el citoplasma de Core se ob-

VHC en esta linea celular utilizando el SFV como S€TvO por microscopia de epifluorescencia (figu-
vector viral. ra 3A) y se detectd por western blot (banda de 21 kd)

(figura 3B). Esta técnica permitié observar canti-
El TCID,, de rSFV1-Core correspondié ad®3 dades cualitativamente similares de Core en las
50

en células BHK-21, por lo que se utilizé una di- Células HepG2 y en las BHK-21. Es importante
lucién 10°5 para la transduccién de células agregar, que el efecto citopatico mas acentuado
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Figura 3. Expresion de la proteina Core en células BHK-21 o

HepG2 transducidas con rSFV1-Core. A. Deteccion por 55"

microscopia de fluorescencia: a) Células BHK-21BHK-21.

B. Células HepG2 (contraste con azul de Evans). C. Deteccion

Henao LFet al.

en las células HepG2 transducidas con rSFV1-
Core, con respecto a las transducidas con rSFV1-
GFP, puede deberse a la capacidad de inducir
apoptosis de la proteina Core, lo cual se ha des-
crito en varios estudios (Gatt al, 2001; Honda

et al, 2000).

Este estudio permiti6 demostrar por primera vez
que el sistema basado en el SFV es util para la
expresion eficiente de proteinas heterélogas en
células HepG2. Actualmente, se esta realizando
un estudio de expresion diferencial utilizando este
modelo de células HepG2 transducidas con
rSFV1-Core.
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blot, Amersham). MW: Marcador de peso de proteinas
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