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DESCRIPCION
Polipéptidos de la capside de ORF2 del virus de la hepatitis E y usos de los mismos
Campo
La presente invencidon se encuentra en el campo de la medicina, en particular de la virologia.
Antecedentes

El virus de la hepatitis E (HEV) es |la causa principal de hepatitis viral transmitida entéricamente a nivel mundial, y
es responsable de 20 millones de infecciones y 70.000 muertes cada afio '. Aunque la infeccion por HEV es
habitualmente autorresolutiva, se han descrito formas graves o infecciones cronicas, principalmente en pacientes
inmunodeprimidos. También se ha informado de una alta tasa de mortalidad entre mujeres embarazadas. La
infeccién por HEV también se ha asociado con trastornos extrahepaticos, incluyendo trastornos renales y
neurolégicos 2. Cuatro genotipos (gt) son patégenos en seres humanos. gt1 y gt2 infectan exclusivamente a
seres humanos, mientras que gt3 y gt4 son zoonéticos e infectan principalmente a animales que pueden
transmitir el virus a los seres humanos. Recientemente, las infecciones por gt3 han surgido en el mundo
occidental, probablemente debido a transfusiones de sangre contaminada y al consumo de alimentos
contaminados . El diagnédstico de la hepatitis E se basa en la deteccion de anticuerpos anti-HEV y/o ARN viral
en suero del paciente 3. Recientemente, se desarrolld un nuevo ensayo basado en la deteccion del antigeno de
la proteina de la capside del HEV (Wantai Biologicals), especialmente para laboratorios sin instalaciones de
diagnéstico molecular.

HEV es un virus de ARN de sentido positivo, cuasi-envuelto, que expresa tres marcos de lectura abiertos (ORF):
ORF1, ORF2 y ORF3'. ORF1 codifica para la poliproteina no estructural ORF1, que contiene varios dominios
funcionales esenciales para la replicacién viral. ORF2 codifica para la proteina de la capside viral ORF2, que esta
implicada en el ensamblaje de particulas, uniéndose a las células huésped y produciendo anticuerpos
neutralizantes. ORF3 codifica para una pequefia fosfoproteina multifuncional implicada en la morfogénesis y la
salida de viriones. Aunque HEV es un virus sin envoltura en bilis y heces, se ha descrito que el suero del
paciente y las particulas producidas en cultivo celular estan asociados a los lipidos celulares, como para el virus
de la hepatitis A 4, y presentan la proteina ORF3 en su superficie °.

Se ha demostrado que el crecimiento de HEV en cultivo celular es muy dificil 5. Sin embargo, se han adaptado
varias cepas de HEV al cultivo celular, incluyendo la cepa de gt3 Kernow C-1, que contiene una insercién de una
proteina ribosomica S17 humana de 58 aa ®. Aunque estos sistemas han conducido a una mayor comprension
del ciclo de vida del HEV, todavia producen bajos titulos infecciosos, limitando el analisis bioquimico directo de
proteinas virales y material infeccioso. Notablemente, se desconoce la secuencia exacta de la proteina ORF2
asociada a particulas infecciosas. Ademas, la ultraestructura de particulas nunca se ha estudiado robustamente
mediante microscopia electronica inmunitaria.

Sumario
La presente invencidn se define por las reivindicaciones. En particular, la presente invencion se refiere a:

- un polipéptido de la capside ORF2 (ORF2i) del virus de la hepatitis E aislado que consiste en la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO: 1,

- un polipéptido de la capside ORF2 (ORF2g) del virus de la hepatitis E aislado que consiste en la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO: 2, y

- una molécula de acido nucleico que codifica para un polipéptido de la presente invencion.

La descripcion detallada, las figuras y el ejemplo siguientes no se encuentran dentro del alcance de la presente
invencidn y se presentan Unicamente con propositos de comprension e ilustracién.

Descripcion detallada

La infeccion por virus de la hepatitis E (HEV) es la causa principal de hepatitis aguda a nivel mundial.
Aproximadamente 2 mil millones de personas viven en zonas endémicas del HEV y estan en riesgo de infeccion.
El genoma del HEV codifica para 3 proteinas, incluyendo la proteina de la capside ORF2. Los analisis detallados
del ciclo de vida del HEV se han visto obstaculizados por |a falta de un sistema de cultivo viral eficiente.

Los inventores realizaron estudios con particulas producidas en cultivo celular de HEV gt3 (HEVcc) y muestras
de sangre y heces de pacientes. Las muestras se fraccionaron en gradientes y almohadillas de iodixanol. Se
realizaron ensayos de infectividad in vifro y en ratones quiméricos con higado humano. Las proteinas se
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analizaron mediante enfoques bioquimicos y protedémicos. Las particulas infecciosas se analizaron mediante
microscopia electrénica de transmision. Los niveles de antigeno de HEV se midieron con ELISA de Wantai.

Los inventores desarrollaron un sistema de cultivo celular eficiente y aislaron particulas de HEV que eran
infecciosas in vitro e in vivo. Usando microscopia electronica de transmisién, definieron la ultraestructura de
HEVcc y particulas de muestras de heces y sueros de pacientes. También identificaron la secuencia precisa de
la proteina de la capside ORF2 asociada a particulas infecciosas (ORF2i) y la secuencia de la proteina ORF2g.
De hecho, en células cultivadas y en muestras de pacientes, HEV produjo 3 formas de la proteina de la capside
ORF2: ORF2 infecciosalintracelular (ORF2i), ORF2 glicosilada (ORF2g) y ORF2 escindida (ORF2c). La proteina
ORF2i estaba asociada a particulas infecciosas, mientras que las proteinas ORF2g y ORF2c eran glicoproteinas
de secrecién masiva no asociadas a particulas infecciosas. ORF2g y ORF2c eran los antigenos mas abundantes
detectados en sueros de pacientes.

Por tanto, los inventores desarrollaron un sistema de cultivo celular y caracterizaron particulas de HEV,
identificaron 3 proteinas de la capside ORF2 (ORF2i, ORF2g y ORFc). Estos hallazgos supondran un avance
para la comprensién del ciclo de vida del HEV y mejoraran el diagndéstico.

Por consiguiente, el primer objeto de la presente divulgacion se refiere a un polipéptido de la capside ORF2
(ORF2i) del virus de la hepatitis E que consiste en la secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID
NO: 1.

SEQ ID NO:1:
LPMILPAPPAGQPSGRRRGRRSGGAGGGFWGDRVYDSQPFALPYIHPTNPFAADI
VSQSGAGTRPRQPPRPLGSAWRDQSQRPSAAPRRRSAPAGAAPLTAVSPAPDT
APVPDVDSRGAILRRQYNLSTSPLTSSVASGTNLVLYAAPLNPLLPLQDGTNT
HIMATEASNYAQYRVVRATIRYRPLVPNAVGGYAISISFWPQTTTTPTSVDMN
SITSTDVRILVQPGIASELVIPSERLHYRNQGWRSVETTGVAEEEATSGLVMLCI
HGSPYNSYTNTPYTGALGLLDFALELEFRNLTPGNTNTRVSRYTSTARHRLRR
GADGTAELTTTAATRFMKDLHFTGTNGVGEVGRGIALTLFNLADTLLGGLPT
ELISSAGGQLFYSRPVVSANGEPTVKLYTSVENAQQDKGITIPHDIDLGDSRVV
IQDYDNQHEQDRPTPSPAPSRPFSVLRANDVLWLSLTAAEYDQATYGSSTNPM
YVSDTVTFVNVATGAQAVARSLDWSKVTLDGRPLTTIQQYSKTFYVLPLRGK
LSFWEAGTTRAGYPYNYNTTASDQILIENAAGHRVAISTYTTSLGAGPASISAV
GVLAPHSALAVLEDTVDYPARAHTFDDFCPECRTLGLQGCAFQSTIAELQRLK
TEVGKTRES

En particular, el polipéptido ORF2i de la presente divulgacion no esta glicosilado. Tal como se usa en el presente
documento, el término “glicosilado” con respecto a un polipéptido significa que un resto de hidrato de carbono
esté presente en uno o mas sitios de la molécula de polipéptido. En particular, un polipéptido glicosilado se
refiere a un polipéptido que normalmente estéa modificado por la adicion de N-glicano u O-glicano.

Segun la divulgacion, la masa del polipéptido ORF2i de la presente divulgacion es de aproximadamente 80 kDa.

El segundo objeto de la presente divulgacién se refiere a un polipéptido de la capside ORF2 (ORF2g) del virus de
la hepatitis E que consiste en la secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO: 2.
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SEQ ID NO:2:

SGGAGGGFWGDRVDSQPFALPYTHPTNPFAADIVSQSGAGTRPRQPPRPLGSA
WRDQSQRPSAAPRRRSAPAGAAPLTAVSPAPDTAPVPDVDSRGAILRRQYNLSTSPLT
SSVASGTNLVLYAAPLNPLLPLODGTNTHIMATEASNYAQYRVVRATIRYRPLVPNA
VGGYAISISFWPQTTTTPTSVDMNSITSTDVRILVQPGIASELVIPSERLHYRNQGWRS
VETTGVAEEEATSGLVMLCIHGSPVNSYTNTPYTGALGLLDFALELEFRNLTPGNTNT
RVSRYTSTARHRLRRGADGTAELTTTAATRFMKDLHFTGTNGYGEVGRGIALTLFNL
ADTLLGGLPTELISSAGGQLFYSRPVVSANGEPTVKLYTSVENAQQDKGITIPHDIDLG
DSRVVIQDYDNQHEQDRPTPSPAPSRPFSVLRANDVLWLSLTAAEYDQATYGSSTNP
MYVSDTVIFVNVATGAQAVARSLDWSKVTLDGRPLTTIQQYSKTFYVLPLRGKLSF

WEAGTTRAGYPYNYNTTASDQILIENAAGHRVAISTYTTSLGAGPASISAVGVLAPHS
ALAVLEDTVDYPARAHTFDDFCPECRTLGLQGCAFQSTIAELQRLKTEVGKTRES

En particular, el polipéptido ORF2g de la presente divulgacién esta glicosilado. Tal como se usa en el presente
documento, el término “glicosilado” con respecto a un polipéptido significa que un resto de hidrato de carbono
esté presente en uno o mas sitios de la molécula de polipéptido. En particular, un polipéptido glicosilado se
refiere a un polipéptido que normalmente esta modificado por la adicion de N-glicano u O-glicano

Segun la divulgacion, la masa del polipéptido ORF2g de la presente divulgacion es de aproximadamente
90-100 kDa.

En particular, el polipéptido ORF2i u ORF2g de la presente divulgacién puede producirse mediante métodos de
sintesis peptidica automatizados convencionales o0 mediante expresion recombinante. Los principios generales
para disefiar y preparar proteinas son bien conocidos por los expertos en la técnica.

Otro objeto de la presente divulgaciéon se refiere a un acido nucleico aislado, sintético o recombinante que
codifica para el polipéptido ORF2i u ORF2g de la presente divulgacién. En particular, el acido nucleico de la
presente divulgacion es una molécula de ADN o ARN, que puede incluirse en cualquier vector adecuado, tal
como un plasmido, un cdésmido, un episoma, un cromosoma artificial, un fago o un vector viral. Los términos
“vector’, “vector de clonacion” y “vector de expresion” significan el vehiculo mediante el cual puede introducirse
una secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen extrafio) en una célula huésped, para transformar el huésped

y fomentar la expresion (por ejemplo, transcripcién y traduccion) de la secuencia introducida.

Los polipéptidos ORF2i u ORF2g de la presente divulgacién son particularmente adecuados para producir
anticuerpos especificos para dichos polipéptidos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” tiene su significado general en la técnica y se
refiere a cualquier molécula similar a un anticuerpo que tiene una regién de unién a antigeno, y este término
incluye fragmentos de anticuerpos que comprenden un dominio de unién a antigeno tal como Fab’, Fab, F(ab’)2y
anticuerpos de dominio Unico (DAB). En los anticuerpos naturales, dos cadenas pesadas estan unidas entre si
mediante enlaces disulfuro y cada cadena pesada esta unida a una cadena ligera mediante un enlace disulfuro.
Existen dos tipos de cadena ligera, lambda () y kappa (k). Existen cinco clases (o isotipos) principales de cadena
pesada que determinan la actividad funcional de una molécula de anticuerpo: IgM, IgD, 1gG, IgA e IgE. Cada
cadena contiene dominios de secuencia distintos. La cadena ligera incluye dos dominios, un dominio variable
(VL) y un dominio constante (CL). La cadena pesada incluye cuatro dominios, un dominio variable (VH) y tres
dominios constantes (CH1, CH2 y CH3, denominados en conjunto CH). Las regiones variables de las cadenas
tanto ligera (VL) como pesada (VH) determinan el reconocimiento de unién y la especificidad con respecto al
antigeno. Los dominios de regidén constante de las cadenas ligera (CL) y pesada (CH) confieren importantes
propiedades biolégicas, tales como asociacién de cadenas de anticuerpos, secrecion, movilidad transplacentaria,
unién al complemento y union a los receptores de Fc (FcR). El fragmento Fv es |la parte N-terminal del fragmento
Fab de una inmunoglobulina y consiste en porciones variables de una cadena ligera y una cadena pesada. La
especificidad del anticuerpo reside en la complementariedad estructural entre el sitio de combinacién del
anticuerpo y el determinante antigénico. Los sitios de combinacion del anticuerpo estan compuestos por residuos
que provienen principalmente de las regiones determinantes de complementariedad (CDR) o hipervariables.
Ocasionalmente, los residuos de las regiones de entramado (FR) o no hipervariables influyen en la estructura
general del dominio y, por tanto, en el sitio de combinacién. Las regiones determinantes de complementariedad o
CDR se refieren a secuencias de aminoacidos que, juntas, definen la especificidad y afinidad de unién de la
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regiéon Fv natural de un sitio de unién de inmunoglobulina nativa. Cada una de las cadenas ligera y pesada de
una inmunoglobulina tiene tres CDR, denominadas L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3 y H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3,
respectivamente. Por tanto, un sitio de unién a antigeno incluye seis CDR, que comprenden el conjunto de CDR
de cada regidon V de cadena pesada y cadena ligera. Las regiones de entramado (FR) se refieren a secuencias
de amino&cidos interpuestas entre las CDR.

La especificidad puede determinarse relativamente mediante ensayos de unién o de unién competitiva, usando,
por ejemplo, instrumentos de Biacore, tal como se describe en otra parte en el presente documento. La
especificidad puede mostrarse, por ejemplo, mediante una razén de afinidad/avidez de aproximadamente 10:1,
aproximadamente 20:1, aproximadamente 50:1, aproximadamente 100:1, 10.000:1 o mayor en la union al
antigeno especifico frente a la unidon inespecifica a otras moléculas irrelevantes. El término “afinidad”, tal como
se usa en el presente documento, significa la fuerza de unién de un anticuerpo a un epitopo. La afinidad de un
anticuerpo viene dada por la constante de disociacién Kd, definida como [Ac] x [Ag]/[Ac-Ag], donde [Ac-Ag] es la
concentracion molar del complejo anticuerpo-antigeno, [Ac] es la concentracién molar del anticuerpo no unido y
[Ag] es la concentracion molar del antigeno no unido. La constante de afinidad Ka esta definida por 1/Kd. Los
métodos preferidos para determinar la afinidad de los AcM pueden encontrarse en Harlow, et al., Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (1988), Coligan et al., eds.,
Current Protocols in Immunology, Greene Publishing Assoc. and Wiley Interscience, N.Y., (1992, 1993), y Mlller,
Meth. Enzymol. 92:589-601 (1983). Un método convencional y preferido bien conocido en la técnica para
determinar la afinidad de los AcM es el uso de instrumentos de Biacore.

En particular, el anticuerpo es un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal. Los anticuerpos
monoclonales pueden generarse usando el método de Kohler y Milstein (Nature, 256:495, 1975). Para preparar
anticuerpos monoclonales utiles en la divulgacién, se inmuniza un ratén u otro animal huésped apropiado (por
ejemplo, ratén, cabra, camélido...) a intervalos adecuados (por ejemplo, dos veces a la semana, una vez a la
semana, dos veces al mes o una vez al mes) con una forma antigénica viral relevante. Por ejemplo, la forma
antigénica viral se prepara normalmente segun el siguiente método: puede prepararse una cantidad de particulas
virales segun el sistema de cultivo del ejemplo y luego purificarse sobre almohadilla de iodixanol y finalmente
tratarse con una cantidad de tripsina y desoxicolato de sodio (DOCA). Alternativamente, la forma antigénica
consiste directamente en un péptido que se deriva del polipéptido de la presente divulgacion. Al animal puede
administrarsele un “refuerzo” final de la forma antigénica en el plazo de una semana del sacrificio. A menudo es
deseable usar un adyuvante inmunoldgico durante la inmunizacién. Los adyuvantes inmunologicos adecuados
incluyen adyuvante completo de Freund, adyuvante incompleto de Freund, alumbre, adyuvante de Ribi, Titermax
de Hunter, adyuvantes de saponina tales como QS21 o Quil A, u oligonucledtidos inmunoestimulantes que
contienen CpG. En el campo se conocen bien otros adyuvantes adecuados. Los animales pueden inmunizarse
por via subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, intravenosa, intranasal u otras vias. Tras el régimen de
inmunizacion, se aislan linfocitos del bazo, ganglio linfatico u otro érgano del animal y se fusionan con una linea
celular de mieloma adecuada usando un agente tal como polietilenglicol para formar un hibridoma. Tras la fusion,
las células se colocan en medios que permiten el crecimiento de los hibridomas, pero no de las parejas de fusién,
usando métodos convencionales, tal como se describe (Coding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice:
Production and Application of Monoclonal Antibodies in Cell Biology, Biochemistry and Immunology, 32 edicion,
Academic Press, Nueva York, 1996). Tras el cultivo de los hibridomas, se analizan los sobrenadantes celulares
para determinar la presencia de anticuerpos de la especificidad deseada, es decir, que se unan selectivamente al
antigeno. Las técnicas analiticas adecuadas incluyen ELISA, inmunofluorescencia, citometria de flujo,
inmunoprecipitacién e inmunotransferencia de tipo Western. En el campo se conocen bien otras técnicas de
analisis. Las técnicas preferidas son aquellas que confirman la unidon de anticuerpos a un antigeno
conformacionalmente intacto y plegado de forma nativa, tales como ELISA en condiciones no desnaturalizantes,
citometria de flujo e inmunoprecipitacion.

En un aspecto adicional, la deteccién del polipéptido ORF2i u ORF2g de la presente divulgacién en una muestra
puede ser particularmente interesante con propésitos de diagnéstico. En particular, la deteccidn del polipéptido
ORF2i u ORF2g de la presente divulgacién es adecuada para determinar la presencia de particulas infecciosas
del virus de la hepatitis E en una muestra. Mas particularmente, la deteccién del polipéptido ORF2i u ORF2g de
la presente divulgacion es adecuada para diagnosticar una infeccién por virus de la hepatitis E en un sujeto.

Tal como se usa en el presente documento, el término “muestra” incluye cualquier muestra sélida o liquida que
pueda contener particulas infecciosas del virus de la hepatitis E. En particular, la muestra se selecciona del grupo
que consiste en ascitis; orina; saliva; sudor; leche; liquido sinovial; liquido peritoneal; liquido amnidtico; liquido
percefalorraquideo; liquido linfatico, embolia pulmonar; liquido cefalorraquideo; y liquido pericardico. En
particular, la muestra es una muestra de heces. En particular, la muestra es una muestra de orina. En particular,
la muestra es una muestra de sangre. Tal como se usa en el presente documento, el término “muestra de
sangre” significa cualquier muestra de sangre derivada del sujeto. Las recogidas de muestras de sangre pueden
realizarse mediante métodos bien conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, personal médico
capacitado puede extraer la sangre del sujeto directamente en anticoagulantes tales como citrato y EDTA. La
sangre completa puede separarse en la porcidon de plasma, las células y la porcion de plaquetas mediante
centrifugacion en condiciones refrigeradas a 3500 X G durante 2 minutos. Después de la centrifugacién, el
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sobrenadante es el plasma.

La divulgacion se ilustraré adicionalmente mediante las figuras y los ejemplos siguientes. Sin embargo, estos
ejemplos y estas figuras no deben interpretarse en modo alguno como limitativos del alcance de la presente
divulgacion.

Figuras

Figura 1. caracterizacién de los diferentes productos de ORF2. (A) Deteccion por WB de proteinas ORF2 en la
parte superior y el sedimento del sobrenadante de células PLC3/HEV-p6 purificado sobre almohadilla de
iodixanol. (B) Comparacion de productos de ORF2 expresados en los lisados celulares y el sobrenadante de
células PLC3/HEV-p6, en la fraccién infecciosa 6 (F6p6) y la fraccion no infecciosa 3 (F3p6) del gradiente de
iodixanol, y en el sedimento del sobrenadante de células PLC3/HEV-p6 purificado sobre la almohadilla de
iodixanol. (C) El lisado de células PLC3/HEV-p6, el sobrenadante y las particulas de HEV purificadas se
desnaturalizaron y digirieron con las glicosidasas indicadas (+) o no (-). La linea a trazos muestra el
desplazamiento de migracién de las proteinas ORF2 tras el tratamiento con glicosidasa. (D) Deteccidn de
proteina ORF2 después de la incubacién del sobrenadante de células PLC3/HEV-p6 o PLC3 con perlas de
agarosa conjugadas con GNA o proteina A. (E) Las células PLC3/HEV-p6 se trataron (+) o no (-) con brefeldina A
(BFA, 16 h, 1 ng/ml) y se analizé la expresion de proteina ORF2 en las células y el sobrenadante. (F) Secuencia
de proteinas ORF2 analizada mediante nanoCL-EM/EM. La linea a trazos corresponde al péptido sefial. Los
recuadros indican los posibles sitios de N-glicosilacion. El primer aa de ORF2i y ORF2g identificado mediante
marcaje con TMPP-Ac-OSu esta en negrita.

Figura 2: caracterizacion de los diferentes productos de ORF2. Se resolvieron particulas virales purificadas sobre
almohadilla de iodixanol y proteinas ORF2g/ORF2c¢ inmunoprecipitadas con un anticuerpo anti-ORF2 (4B2)
mediante SDS-PAGE. Se muestran WB y tincidn con azul coloidal (CB). La flecha indica ORF2i (A), ORF2g (B) y
ORF2c¢ (C). El asterisco indica albumina humana. H y L indican las cadenas pesada y ligera de las
inmunoglobulinas usadas en IP. Se digirieron las formas de ORF2 en gel con tripsina o AspN y se analizaron
mediante nanoCL-EM/EM. La cobertura peptidica se destaca en gris sobre la secuencia de cada producto de
ORF2. Las lineas a trazos corresponden a péptidos semi-tripticos y semi-AspN. Leu'™ y Ser® en negrita
corresponden al primer aa de ORF2i (A) y ORF2g (B), respectivamente, que se identificaron mediante escisién
semiespecifica y marcaje con TMPP-Ac-OSu. No se hallaron evidencias para la parte N-terminal de ORF2c (C).

Figura 3: las proteinas ORF2g y ORF2c son los principales antigenos de HEV en pacientes infectados.
(A) Coinmunoprecipitacién con GNA en sueros de pacientes seguido de deteccion de ORF2. Se uso
coinmunoprecipitacion del sobrenadante de PLC3/HEV-p6 como control positivo. (B) Fraccionamiento en
gradiente de iodixanol (7,5-40 %) del suero de paciente P6 y analisis del contenido de ORF2 de cada fraccién
mediante WB y coinmunoprecipitacion con GNA. (C) Niveles de ARN de HEV en cada fraccion medidos
mediante RT-gPCR. (D) Deteccidon de Ag de HEV en cada fraccién de gradiente usando el kit ELISAPYS de Ag de
HEV de Wantai. Los resultados se expresan como razones de sefial con respecto a punto de corte (S/CO).

Figura 4. experimentos de inmunotransferencia de tipo Western que muestran la especificidad de los
anticuerpos.

EJEMPLO 1

Materiales y métodos

Productos quimicos y cultivos celulares. Se hicieron crecer células PLC/PRF/5 (CRL-8024), PLC1, PLC3 y A549
(CCL-185) en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) complementado con suero de ternero fetal
inactivado al 10 % (DMEM/FCS) a 37 °C. Se mantuvieron las células transfectadas a 32 °C en un medio que
contenia DMEM/M199 (1v:1v), 1 mg/ml de alblmina rica en lipidos (Albumax I™) y Na>SeOs 40 nM.

Plasmidos y transfeccion. Los plasmidos que expresan la cepa de gt3 Kernow C-1 adaptada al cultivo celular
(HEV-p6, numero de registro de GenBank JQ679013) o el replicon que expresa el gen de luciferasa de Gaussia
(HEV-pBGLuc) fueron proporcionados por S.U Emerson® El replicon con replicacion deficiente HEV-
pBGLUcGAD se generé mutando el motivo GDD en el gen de ARN polimerasa dependiente de ARN 7. Se
generaron transcritos de ARN con extremos ocupados con el kit MMESSAGE mMACHINE® (Ambion). Se
suministraron los ARN con extremos ocupados a las células mediante electroporacion usando un aparato Gene
Pulser Xcell™ (Bio-Rad).

Experimentos cinéticos y produccion de virus.
Las células PLC1 y PLC3 se sometieron a electroporacion con ARN de HEV-p6 con extremos ocupados

(20 pg/4x10° células). Para los experimentos cinéticos, cada dos dias, se recogieron los sobrenadantes y se
sometieron a lisis las células en tampoén que contenia TrisHCI 50 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, NP40
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al 0,5 % (viv), desoxicolato de sodio al 0,05 %, PMSF 1 mM y cdctel de inhibidores de proteasas (cOmplete;
Roche). Para la produccién de virus, se dividieron las células cada 10 dias. Se recogieron los sobrenadantes y se
almacenaron a -80 °C.

Gradientes de densidad. Se concentrd el sobrenadante de PLC3/HEV-p6 con una columna de centrifugacién
para ultrafiltraciéon Vivaspin (Sartorius). Se dispuso en capas el sobrenadante o suero del paciente concentrado
(500 pl) en un gradiente de iodixanol del 7,5-40 %, que se centrifugd a 160.000 g durante 16 h a 4 °C. Se
recogieron doce fracciones de 1 ml y se midié su densidad mediante refractometria. Se determind el titulo de
ARN de HEV mediante RT-gPCR. Se usé cada fraccién para infectar células A549. Se determind la infectividad
mediante inmunofluorescencia indirecta, inmunotransferencia, y titulacién viral y de ARN. Para las muestras de
pacientes, se usaron fracciones para deteccién de ORF2, coinmunoprecipitacion con GNA, y cuantificacion de
ARN.

Purificacién de particulas infecciosas sobre almohadilla de iodixanol. Se concentré el sobrenadante de
PLC3/HEV-p6 mediante centrifugacion a través de una almohadilla de iodixanol al 20 % a 160.000 g durante 4 h
a 4°C. Se resuspendid la almohadilla en PBS, se ultracentrifugd una segunda vez, y se resuspendid el
sedimento en PBS.

Infeccién de ratones humanizados. Se trasplantaron hepatocitos humanos primarios en ratones SCID uPA**
homocigéticos, tal como se describio previamente 8. A los ratones humanizados se les inoculé por via
intraesplénica HEV-p8 purificada en gradiente de iodixanol (fraccion 6, F6p6, 8,7x107 Ul/raton) o el mismo
volumen de fraccion 6 a partir de un gradiente de control preparado con sobrenadante concentrado de células
PLC3 no transfectadas (control de F6). Los ratones no trasplantados a los que se les inocularon estas
preparaciones sirvieron como controles negativos. Se usé un ratén quimérico al que se le inoculd una suspension
de heces con gt1 (Sar55, 2,8x10% Ul/raton) como control positivo . Se recogieron muestras de heces y plasma
semanalmente. Se detecté y cuantificé el ARN viral en plasma y heces de ratéon usando RT-gPCR, tal como se
describe °. La secuenciacion de la region S17 se realizé tal como se describe °.

Microscopia electrénica de transmisién (TEM). A las rejillas de TEM de Formvar-carbono (S162, Oxford
Instruments) se inocularon o bien poli-L-lisina al 0,01 % durante 30 min a temperatura ambiente (TA) o bien poli-
L-lisina y luego anticuerpos anti-ORF3 (Bioss Antibodies), anti-ORF2 (1E6), o de isotipo coincidente (20 pg/ml)
durante 1 h a TA. Se lavaron las rejillas en PBS y se incubaron durante 2 h a TA con muestras virales. Se
lavaron las rejillas de TEM en PBS y se incubaron durante 20 min en paraformaldehido al 4 % y glutaraldehido al
1 % en tampén fosfato 0,1 M, pH 7,2. Se tifieron las particulas atrapadas en las rejillas con acetato de uranilo al
0,5 % antes del examen bajo un TEM JEOL-1230. Para la deslipidacién, las particulas o bien se trataron durante
1 h a 37 °C con &cido desoxicélico sédico al 1 %, tripsina al 0,1 %, luego se procesaron para TEM, o bien se
trataron en las mismas condiciones y luego se dispusieron en capas en un gradiente de iodixanol. Después de
determinar la densidad y los niveles de ARN, se procesé la fraccion 11 para TEM.

Digestiones con glicosidasas. Se desnaturalizaron las muestras de proteinas durante 10 min a 95 °C en tampoén
desnaturalizante de glicoproteinas (New England Biolabs). Las digestiones con glicosidasas se llevaron a cabo
durante 4 h a 37 °C en presencia de NP40 al 1 % y el tampon proporcionado por el fabricante (NEB). Como
controles se usaron muestras preparadas en las mismas condiciones, pero sin glicosidasa.

Coinmunoprecipitacion con GNA. Se incubaron perlas de GNA conjugadas con agarosa durante 2 h a TA con 50-
500 pl de suero de paciente o 100 pl de sobrenadante de PLC3/HEV-p6. Se lavaron las perlas 8 veces con NP40
al 0,5 % en PBS. Se eluyeron las proteinas en tampoéon Laemmli y se analizaron mediante SDS-PAGE. Como
control negativo se usaron perlas de agarosa no conjugadas.

Muestras de pacientes. Se recogieron muestras de pacientes en Francia entre 2012 y 2017. Este fue un estudio
no intervencionista. Las muestras se obtuvieron Unicamente a través del diagnéstico viral convencional siguiendo
la orden de un médico (sin muestreo complementario o modificado). Los datos se analizaron andnimamente. La
Ley de Salud Publica de Francia (articulo L1121-1.1 del CSP) no requiere consentimiento informado por escrito
de los pacientes para un protocolo de este tipo.

Deteccidén de Ag de HEV. Se diluyeron fracciones de gradiente en PBS y se midieron los niveles de Ag con el kit
ELISAPus de Ag de HEV de Wantai (Wantai Biological Pharmacy Enterprise) segun las instrucciones del
fabricante.

Resultados:

Establecimiento de un sistema de cultivo celular de HEV eficiente.

En un intento de establecer un sistema de cultivo celular para HEV, en primer lugar se analizé la replicacién de

HEV en dos subclones de la linea celular PLC/PRF/5, concretamente células PLC1y PLC3. Se uso el replicon de
HEV gt3 que expresa luciferasa de Gaussia (GLuc) denominado HEV-p6GLuc® en el que la secuencia
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codificante de ORF2 se reemplazd por la secuencia de GLuc secretada. Por tanto, la cantidad de GLuc
secretada es proporcional a la sintesis de ARN viral y, en consecuencia, a la replicacion de HEV. Las células
PLC1, PLC3, y PLC/PRF/5 parentales se sometieron a electroporacion con ARN de HEV-p6GLuc o con un
genoma de HEV-p6GLuc no replicativo (HEV-p6GLUcGAD). Los niveles de replicacién de HEV-p6GLuc
aumentaron de forma constante con el tiempo en las tres lineas celulares (datos no mostrados), pero las células
PLC1 y PLC3 mostraron un mayor aumento en veces de la replicacion de HEV, en comparacién con las células
PLC/PRF/5. Posteriormente se realizaron experimentos usando células PLC1y PLC3.

Se evalud la capacidad de las células PLC1 y PLC3 para expresar proteinas virales y producir particulas
infecciosas en experimentos cinéticos. Las células PLC1y PLC3 se sometieron a electroporacidon con la cepa de
ARN HEV-p6 8. La inmunofluorescencia con anticuerpos anti-ORF2 y anti-ORF3 mostré que mas del 80 % de las
células expresaban proteinas virales (datos no mostrados), lo que indica que las células PLC1 y PLC3 son
altamente transfectables, y que probablemente se produce una replicacion y una expresién robustas del genoma
viral en estas células. Debe observarse que la expresion de ORF2 se inhibié en presencia de sofosbuvir (SFV)
(datos no mostrados), confirmando la especificidad de la sefial.

A continuacion, se analizé la expresién de las proteinas ORF2 y ORF3 en los lisados celulares y los
sobrenadantes de células PLC1 y PLC3 sometidas a electroporacion con HEV-p6 mediante inmunotransferencia
de tipo Western (WB) en diferentes puntos de tiempo. De manera importante, la proteina ORF2 se detecté en los
lisados celulares y el sobrenadante de células PLC1 tan pronto como 2 y 4 dias después de la electroporacion
(p.e.), respectivamente (datos no mostrados). En células PLC3 sometidas a electroporacién con HEV-p6, la
expresion de la proteina ORF2 se retras6 ligeramente. Debe observarse que las células PLC3 crecen mas
lentamente que las células PLC1, lo que podria explicar las diferencias observadas. Ademas del producto
principal de ORF2, también se detectaron proteinas relacionadas con ORF2 con pesos moleculares mas bajos
en células y sobrenadantes, lo que indica que la proteina de la capside ORF2 probablemente experimenta
modificaciones postraduccionales. La proteina ORF3 también se detecté tempranamente 2 y 4 dias p.e. en
lisados celulares de PLC1 y PLC3, respectivamente (datos no mostrados). En cambio, la proteina ORF3 se
detectd débilmente en los sobrenadantes de células sometidas a electroporacidn, lo que indica que esta proteina
se expresa principalmente de manera intracelular.

El producto principal de ORF2 en el sobrenadante (datos no mostrados) presentaba un peso molecular aparente
mayor que la forma intracelular (datos no mostrados), lo que sugiere que la proteina ORF2 de alta secrecién
probablemente experimenta modificaciones postraduccionales. La comparacion de las proteinas ORF3
intracelulares y extracelulares mostré que la proteina ORF3 secretada migraba ligeramente mas rapido que la
proteina intracelular (datos no mostrados), probablemente reflejando diferencias en la fosforilacion de
proteinas '° o modificaciones no descritas de la proteina ORF3.

También se monitorizaron el ARN viral y las particulas infecciosas en los sobrenadantes de células transfectadas
recogidas en diferentes dias p.e. Los niveles de ARN de HEV se evaluaron mediante RT-gPCR. Se detectaron
niveles altos de ARN tan pronto como 2 dias p.e. (datos no mostrados). Los titulos de ARN aumentaron
progresivamente y alcanzaron 1,1x108 y 3,3x107 copias/ml en el dia 10 para células PLC1 y PLC3,
respectivamente (datos no mostrados). En paralelo, se determinaron los titulos virales infecciosos y alcanzaron
7x10% y 1,5%x108 uff/ml para células PLC1y PLC3, respectivamente. Estos resultados indican que el ensamblaje
de particulas virales infecciosas se produce muy temprano e igualmente en células PLC1 y PLC3 sometidas a
electroporacion con HEV-p6. Sin embargo, la infectividad de HEV representa 1,5x10* copias de ARN/uff para
células PLC1 y 2,2x10% copias de ARN/uff para células PLC3, lo que indica que el ensamblaje de particulas de
HEV infecciosas es probablemente un proceso ineficiente. Sin embargo, no puede excluirse la posibilidad de que
un inhibidor viral o celular bloquee la infeccidon por HEV y sesgue los titulos infecciosos. Se llevaron a cabo
experimentos adicionales usando células PLC3.

La proteina de la capside ORF2 se produce masivamente, pero sélo se ensambla una pequefia fraccién en las
particulas infecciosas.

Para producir grandes cantidades de sobrenadantes infecciosos, se cultivaron células PLC3 transfectadas con
HEV-p6 durante 47 dias. Los sobrenadantes se agruparon, se concentraron, y se fraccionaron en un gradiente
de iodixanol. Se analizo la distribucién de proteina ORF2, proteina ORF3, ARN y particulas virales infecciosas a
partir de cada fraccién (datos no mostrados). La proteina ORF2 se detecté a partir de las fracciones 2 a 7 pero
mas abundantemente en las fracciones 3 a 5 (datos no mostrados). Tal como se observa en los sobrenadantes
de células transfectadas (figura 1C), la proteina ORF2 en las fracciones 2 a 5 se detecté como dos productos, un
producto principal de aproximadamente 90 kDa (ORF2g) y un producto mas pequefio de aproximadamente
75 kDa (ORF2c). También se detectaron proteinas relacionadas con ORF2 con pesos moleculares mas bajos en
la parte superior del gradiente en las fracciones 2 a 5, que podrian corresponder a formas procesadas
adicionales de las proteinas. En cambio, la proteina ORF2 se detectd principalmente como un producto de
80 kDa (ORF2i) en las fracciones 6y 7, que corresponde al tamafio de ORF2 intracelular (figura 1C). La proteina
ORF3 se detectd exclusivamente en las fracciones 5 a 7, pero mas abundantemente en la fraccion 6 (datos no
mostrados). Curiosamente, sélo se detecté un pico principal de ARN en la fracciéon 6, con una densidad de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2986 329 T3

1,10 g¢/ml (datos no mostrados). Por tanto, una gran cantidad de proteina de la capside (fracciones 2 a 4) no
estaba asociada al ARN viral, mientras que la proteina ORF3 si o estaba.

La infectividad de cada fraccion se analizé infectando células A549. La expresion de las proteinas ORF2 y ORF3
se analizé mediante WB (datos no mostrados) e inmunofluorescencia indirecta (datos no mostrados) cinco dias
después de la infeccién. Las proteinas ORF2i y ORF3 se detectaron en los lisados de células infectadas con las
fracciones 5, 6 y 7 (datos no mostrados), o que sugiere que las particulas infecciosas estaban asociadas a estas
fracciones. De hecho, la tincion de inmunofluorescencia de células A549 a las que se les inocularon las
fracciones 5, 6 y 7 fueron positivas para la expresion de la proteina ORF2, mientras que las células a las que se
les inocularon las fracciones 1 a 4 y las fracciones 8 a 12 fueron negativas (datos no mostrados). La fraccién 6
mostro el titulo infeccioso mas alto (5%108 uff/ml). Mientras que las proteinas ORF2g y ORF2c se detectaron en
células a las que se les inocularon las fracciones 3 y 4 (datos no mostrados), no se observé ninguna infeccién
especifica con estas fracciones mediante inmunofluorescencia (datos no mostrados), lo que indica que ORF2gy
ORF2c son probablemente proteinas muy estables que se unen a la superficie celular que pueden detectarse
después de varios dias de incubacién.

Debe observarse que la tetraspanina CD81 exosdmica se detectd en fracciones infecciosas (datos no
mostrados), apoyando la hipdtesis de que las particulas de HEV probablemente aprovechan la ruta secretora
exosomica para su salida 1.

En conjunto, los resultados de los presentes inventores indican que, durante el ciclo de vida del HEV, |la proteina
de la capside ORF2 se produce masivamente, pero sélo una pequefia fraccién (ORF2i) se ensambla en
particulas infecciosas que se secretan a través de la ruta exosdmica.

Infeccion de ratones quiméricos con higado humano con particulas de HEVcc.

Recientemente, se han descrito ratones quiméricos con higado humano como valiosos modelos para estudiar in
vivo la infeccion por HEV cronica y evaluar moléculas antivirales %1214 E| establecimiento de la infeccidon por
HEV en ratones quiméricos se logrd después de la inoculacién de viriones gt1 o gt3. Sin embargo, la inoculacion
de particulas derivadas de sobrenadante de cultivo celular no tratado a ratones no dio como resultado una
infeccion robusta. Por tanto, a continuacion se evaluo si las presentes particulas de HEVcc eran capaces de
infectar ratones trasplantados con hepatocitos humanos primarios (PHH) . A los ratones quiméricos se les
inoculé por via intraesplénica o bien |la fraccion 6 de HEV-p6 (F6p6) purificada en gradiente de iodixanol (figura 2)
o bien la fraccién 6 de un gradiente de control preparado a partir de sobrenadante de células PLC3 no
transfectadas (control de F6, neg. 1) (datos no mostrados). Se usé un ratéon quimérico humano al que se le
inoculé una suspension de heces de gt1 (Sar55) como control positivo °. Se usé un ratén no trasplantado al que
se le inoculé F6p6 como segundo control negativo (neg. 2). Aunque, en menor grado que el ratdén infectado con
gt1, el raton quimérico al que se le inoculd F6p6 todavia mostraba signos de infeccion activa (datos no
mostrados). De hecho, se detectd ARN de HEV en heces de ratdén quimérico al que se le inoculd F6p6 desde la
semana 2 a 10 con un aumento significativo desde la semana 8 a 10 (datos no mostrados). También se detecté
ARN de HEV gendmico en contenido de intestino delgado (datos no mostrados) e higado de ratén (datos no
mostrados). La carga de ARN en el ratdén al que se le inoculd F6p6 aumenté mas lentamente en comparacion
con el ratén al que se le inoculd gt1, tal como se describié previamente °, pero por primera vez se demuestra una
infeccién robusta de un ratén quimérico al que se le inoculé particulas de HEV derivadas del sobrenadante de
cultivo celular.

Dado que la cepa de HEV-p6 contiene el fragmento de proteina ribosémica S17 humana que confiere una
ventaja de crecimiento 8'5 a continuacion se secuencid esta regién de HEV-p6 del raton infectado con F6p6
(heces de la semana 9 p.i. y un trozo de higado) y se comparé con el inéculo. No se encontré ninguna reversién
de mutaciones adaptativas en la region S17 (datos no mostrados).

Ultraestructura de particulas de HEV.

Recientemente, una nueva estrategia basada en la inmunocaptura (IC) especifica directa de particulas del virus
de la hepatitis C (HCV) en rejillas de microscopia electronica de transmision (TEM) condujo, por primera vez, a la
descripcion precisa de su ultraestructura . Para definir la morfologia de las particulas de HEVcc, que nunca se
ha descrito con precisién, se usd el mismo enfoque sobre particulas infecciosas aisladas. En primer lugar, se
analizé el material capturado en rejillas recubiertas con poli-L-lisina, un factor de unién policatiénico. Se observo
una poblacion bastante homogénea de particulas de 40-70 nm de tamafio (datos no mostrados). A continuacion,
se realizé IC con un anticuerpo especifico para la proteina ORF3 que se habia descrito como expuesto en
particulas de HEV asociadas a lipidos. Se observaron particulas con una subestructura icosaédrica interna
aparente que probablemente corresponde a la capside (datos no mostrados). El calculo de la distribucién de
tamafios mostré que los tamafios de particula oscilaban entre 40 nm y 70 nm. En cambio, no se observaron
particulas cuando se usaron anticuerpos anti-ORF2 (1E6) (datos no mostrados) o de control de isotipo (datos no
mostrados). Sin embargo, cuando la preparacion viral se sometié en primer lugar a deslipidacion parcial
mediante tratamiento con desoxicolato sddico y tripsina (DT) antes de la IC con el anticuerpo anti-ORF2, se
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inmunocapturaron dos poblaciones de particulas: una poblacién principal que consistia en particulas de 30-
50 nm de tamafio y una poblacion mas heterogénea con particulas de 90-140 nm (datos no mostrados). Por
tanto, el tratamiento con DT desenmascaraba el epitopo 1E6 en particulas virales y conducia a la IC de
particulas de HEV pequefias que probablemente corresponden a viriones desnudos. Sin embargo, el tratamiento
con DT no elimind completamente ORF3 ni los lipidos asociados, ya que algunas particulas todavia eran
capturadas por un anticuerpo anti-ORF3 (datos no mostrados). El mayor tamafio de estas particulas se debe
probablemente a la disociacién de sus recubrimientos lipidicos. En cambio, cuando las particulas tratadas con
DT se purificaron en gradiente de densidad antes de la IC (datos no mostrados), se inmunocapturdé una poblacidon
altamente homogénea de particulas de aproximadamente 32 nm con 1E6, mientras que no se capturaron
particulas por IC con anticuerpo anti-ORF3. Estas particulas, con una densidad de 1,18 g/ml, presentaban una
estructura icosaédrica que probablemente corresponde a las capsides desnudas.

A continuacion se analizé la ultraestructura de particulas auténticas procedentes de tres sueros de pacientes
infectados con HEV (HEVser). En cuanto a HEVcc, no se observaron particulas por IC con anticuerpo anti-ORF2
o IC con anticuerpos irrelevantes (datos no mostrados). En cambio, IC con anticuerpo anti-ORF3 dio como
resultado el aislamiento eficiente de poblaciones pleomérficas. Las particulas de HEVser1 y HEVserST-1 tenian
una morfologia similar a las particulas de HEVcc, mientras que las particulas de HEVser2 presentaban una capa
externa gruesa que probablemente corresponde a los lipidos (datos no mostrados). El calculo de la distribucién
de tamafios de las particulas inmunocapturadas mostré que los diametros medios y las medianas del diametro
de las particulas de HEVser eran generalmente mayores que los de las particulas de HEVcc y diferian entre
pacientes (datos no mostrados). Las particulas de HEVser2 eran las mas grandes con un diametro medio de
120 nm. Estos resultados indican que el contenido de lipidos de las particulas probablemente determina el
tamafio de particula, tal como se describe para las particulas de HCV 6.

Finalmente, se analiz6 la ultraestructura de particulas procedentes de heces de pacientes infectados con HEV,
tal como se describié anteriormente. A diferencia de HEVcc y HEVser, las particulas de heces fueron capturadas
por IC con anticuerpo anti-ORF2, mientras que no se capturaron particulas por IC con anticuerpo anti-ORF3
(datos no mostrados). Aunque las particulas parecian estar enmarafiadas en impurezas que limitaban el calculo
de la distribucion de tamafios, el didmetro medio de las particulas de heces de HEV fue de 28 nm (n=34,
media=28 nm, mediana=28 nm, DE=4 nm), lo que concuerda con observaciones previas 7. En cuanto a HEVcc
sometidas a deslipidacion, las particulas de heces presentaron una estructura icosaédrica que probablemente
corresponde a las capsides desnudas.

Caracterizacién de las diferentes formas de la proteina ORF2.

Se desarrollé un sistema de purificacién que usa una almohadilla de iodixanol al 20 % para separar facilmente
las particulas infecciosas (ORF2i, figura 1A, sedimento) a partir de las proteinas ORF2g/ORF2c que no estan
asociadas a particulas infecciosas (figura 1A, parte superior).

HEV produce grandes cantidades de proteinas ORF2g/ORF2c¢ secretadas que son probablemente formas
glicosiladas/procesadas de la proteina ORF2. En cambio, la proteina ORF2 asociada a particulas infecciosas
(ORF2i) purificada por gradiente (F6p6) o almohadilla (sedimento/almohadilla) de iodixanol presenté el mismo
tamafio que la proteina ORF2 intracelular (células) (figura 1B), lo que indica que ORF2i probablemente no
experimenta modificaciones postraduccionales.

Dado que la secuencia de la proteina ORF2 contiene tres posibles sitios para la glicosilacién ligada a N y
multiples sitios para la glicosilacion ligada a O, a continuacién se analizé la sensibilidad de las proteinas ORF2 al
tratamiento con diferentes glicosidasas (figura 1C). La endoglicosidasa H (EndoH) realiza la escision dentro del
nucleo de quitobiosa de oligosacaridos de alto contenido en manosa y algo hibridos procedentes de N-
glicoproteinas. La péptido-N-glicosidasa F (PNGasaF) realiza la escisién entre los residuos de N-
acetilglucosamina y asparagina mas internos de oligosacaridos de alto contenido en manosa, hibridos y
complejos procedentes de N-glicoproteinas. La O-glicosidasa (O-Gly) cataliza la eliminacion de algunos
disacaridos unidos a O. La neuraminidasa (Neura) cataliza la hidrélisis de residuos de acido sialico procedentes
de N-glicoproteinas y O-glicoproteinas. Debe observarse que los acidos sialicos terminales bloquean la accién de
O-Gly. La proteina ORF2i expresada a partir de lisados celulares o particulas de HEV purificadas era resistente a
digestiones con glicosidasas (figura 1C), lo que indica que esta proteina no esta N-glicosilada ni O-glicosilada. En
cambio, las proteinas ORF2g/ORF2c secretadas eran sensibles a la digestion con glicosidasas EndoH y
PNGasaF, tal como se comprobd por el desplazamiento de movilidad tras el tratamiento, lo que indica que estas
proteinas son N-glicoproteinas. Las proteinas ORF2g/ORF2c eran resistentes al tratamiento con O-Gly, pero
sensibles al tratamiento con Neura y mas notablemente a una combinacion de Neura y O-Gly. Estos resultados
indican que las proteinas ORF2g/ORF2c son proteinas sialiladas y O-glicosiladas. De manera importante, las
proteinas ORF2g/ORF2c precipitaron mediante una coinmunoprecipitacién con aglutinina de Galanthus nivalis
(GNA), una lectina que interactua con glicanos del tipo alto contenido en manosa, lo que confirma la naturaleza
oligomanosidica de los N-glicanos ORF2g/ORF2c (figura 1D) y permite la precipitacion facil y especifica de las
proteinas ORF2g/ORF2c.
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Se demostré que ORF2g/ORF2c secretadas son proteinas glicosiladas, lo que indica que estas proteinas pasan
a través de la ruta secretora. Sin embargo, las proteinas ORF2g/ORF2c¢ no se detectaron a nivel intracelular. Por
tanto, se planted la hipdtesis de que las proteinas ORF2g/ORF2c podrian moverse rapidamente a través de la
ruta secretora y secretarse rapidamente sin acumulacion intracelular. Se trataron asi células PLC3 que expresan
HEV-p6 con brefeldina A (BFA), un inhibidor de la secrecién de proteinas '@ (figura 1E). Tras el tratamiento con
BFA, se bloqueod la secrecién de proteinas ORF2g/ORF2c. Curiosamente, se detectaron una banda difusa que
probablemente corresponde a ORF2g y una banda débil que probablemente corresponde a ORF2c en el lisado
de células tratadas con BFA, lo que indica que, tras el bloqueo de la secrecidon de proteinas, las proteinas
ORF2g/ORF2c se acumulan en la célula, validando asi la presente hipdtesis.

A continuacién, se analizd la secuencia de proteinas ORF2 mediante espectrometria de masas. Las particulas
virales purificadas sobre almohadilla de iodixanol y las proteinas ORF2g/ORF2c¢c inmunoprecipitadas con un
anticuerpo anti-ORF2 (4B2) se resolvieron mediante SDS-PAGE. Las bandas teflidas con azul coloidal
correspondientes a ORF2i, ORF2g y ORF2c en WB (figura 2) se digirieron en gel con tripsina o AspN y luego se
analizaron mediante nanoCL-EM/EM. Los péptidos identificados y la cobertura de la secuencia se muestran en la
figura 2. Para las tres proteinas, el extremo C-terminal estaba completamente cubierto, demostrando la ausencia
de procesamiento en sus extremos C-terminales. Para la proteina ORF2i, se identificod inesperadamente un
péptido semi-triptico que cubria la mitad del péptido sefial (SP) (figura 2A, linea a trazos), sugiriendo que el SP
de ORF2i podria no escindirse. Para ORF2g, se identificaron péptidos tripticos y semi-AspN que comienzan con
Ser®, lo que sugiere que el primer aa de la proteina ORF2g podria corresponder a Ser®* (figura 2B). Para
ORF2c, se identificaron péptidos tripticos que comienzan con 1s0?® lo que sugiere que el primer aa de la
proteina ORF2c podria corresponder a uno de los aa en proximidad a Iso?* (figura 2C). Dado que los péptidos
semi-tripticos y semi-AspN corresponden a procesamiento de proteinas naturales o eventos proteoliticos
inespecificos durante el anaélisis protedmico, se realizd6 ademas marcaje con bromuro de
N-succinimidiloxicarbonilmetil-tris(2,4,6-trimetoxifenil)fosfonio (TMPP-Ac-OSu), que se une especificamente al
extremo N-terminal de proteinas intactas '°. Los péptidos identificados con la modificacion TMPP-Ac-OSu
confirmaron que los primeros aa de ORF2i y ORF2g corresponden a Leu' y Ser®4, respectivamente (figuras 1F,
2). En cambio, como el marcaje con TMPP-Ac-OSu no identificd el primer aa de ORF2c, son necesarios estudios
adicionales para aclarar esta observacién. En conjunto, estos datos indican que la proteina ORF2g pierde su SP
y probablemente se procesa por proteasas de la ruta secretora. En cambio, la proteina ORF2i no se procesa por
una peptidasa sefial y, por tanto, probablemente no se transloca a la luz del RE.

Las proteinas ORF2g/ORF2c son los principales antigenos en sueros de pacientes infectados con HEV

Dado que se demostré que, en cultivo celular, HEV produce principalmente formas glicosiladas de proteinas
ORF2 que no estan asociadas a particulas infecciosas, a continuacion se buscé determinar si ocurre lo mismo en
pacientes infectados. Se precipitaron sueros de 17 pacientes infectados con HEV y de cinco pacientes negativos
para HEV mediante coinmunoprecipitacién con GNA y se realiz6é deteccién en busca de la proteina ORF2 (figura
3A), tal como se describié anteriormente. Se usé coinmunoprecipitaciéon con GNA del sobrenadante de
PLC3/HEV-p6 como control positivo. Sorprendentemente, 13 y 7 de los 17 sueros positivos para HEV
presentaron grandes cantidades de las proteinas ORF2g y ORF2c, respectivamente. Las proteinas ORF2 no se
detectaron en sueros negativos para HEV. Ademas, |la deteccién de las proteinas ORF2g/ORF2c no dependia ni
de la cepa de HEV del paciente ni de la carga viral sérica (tabla 1). De manera importante, el fraccionamiento de
suero de un paciente (paciente P6) en un gradiente de iodixanol seguido de coinmunoprecipitacién con GNA de
cada fraccién (figura 3B) demostré que, como en el cultivo celular, se aislaron cantidades muy grandes de
proteinas ORF2g/ORF2c en fracciones ligeras (fracciones 4 y 5) y coinmunoprecipitaron mediante GNA. Sin
embargo, estas fracciones no estaban asociadas a material infeccioso, ya que no estaban asociadas al genoma
viral (figura 3C). Debe observarse que las proteinas ORF2 presentes en la fraccién 4 probablemente no
precipitaron mediante perlas de GNA debido a la presencia de altas cantidades de albumina humana. Los
presentes resultados indican que las proteinas ORF2g/ORF2¢ son probablemente los principales antigenos en
sueros de pacientes infectados con HEV. Por tanto, se cuantificaron las proteinas ORF2 en cada fraccion del
gradiente con el ensayo ELISAPUs de antigeno de HEV de Wantai (figura 3D). Curiosamente, la mayor cantidad
de antigeno se detectd en la fraccidon 4, que contenia las proteinas ORF2g/ORF2c¢, mientras que se detectaron
cantidades mas bajas de antigenos en las demas fracciones y, en particular, en la fraccién 7, la fraccién
infecciosa. En conjunto, los presentes resultados indican que, en pacientes infectados, HEV produce altas
cantidades de proteina antigénica glicosilada que no estan asociadas a particulas infecciosas y pueden conducir
a un sesgo en el diagndstico de la infeccién por HEV activa.

Tabla 1: Caracteristicas de los sueros de pacientes con HEV usados en la coinmunoprecipitacién con GNA

Cantidad usada en la
coinmunoprecipitacion con GNA b

P1 3¢ 1,3x108 6,5x10° 17,4 ORF2g
P2 3¢ 3,7x107 1,8x10° 19,4 ORF2g

Pacientes | Genotipo | Titulo sérico @ Niveles de Ag °|Proteinas ORF2 ¢

11



10

15

20

25

30

35

40

ES 2986 329 T3

P3 3¢ 2,1x107 2,1x10° 17,4 ORF2g

P4 ND 2,0x10° 1,0x10° 20,2 ORF2g/ORF2¢
P5 3f 7,0x10% 3,5x10° ND -

P6 3¢ 1,6%x108 1,6%x107 19,4 ORF2g/ORF2¢
pP7 3¢ 1,2x107 1,2x108 18,6 ORF2g/ORF2¢
P8 3f 1,2x10° 0,6x10° 5 -

P9 3f 1,5%10° 0,7x10° 19,7 ORF2g/ORF2¢
P10 3f 1,2x10° 0,6x108 18,9 ORF2g/ORF2¢
P11 ND ND ND 18,3 ORF2g/ORF2¢
P12 3f 2,0x10° 1,0x10° ND ORF2g
P13 3f 2,1x10° 1,0x10° ND ORF2g
P14 3e 1,0x10° 2,0x10° ND -

P15 3 1,1x10° 2,0x10° ND -

P16 3¢ ND ND ND ORF2g
P17 3¢ ND ND ND ORF2g/ORF2¢

a en copias de ARN de HEV/mI
b en copias de ARN de HEV

¢ en valores de S/CO. Las muestras se diluyeron 100 veces en PBS y se cuantificaron con el kit de ELISA de Ag
de HEV de Wantai.

4 detectadas en la coinmunoprecipitacién con GNA + WB con anticuerpo anti-ORF2
Discusién:

Combinando la cepa p6 altamente replicativa y adaptada al cultivo celular ® y subclones altamente transfectables
de células PLC/PRF/5, se desarrollé un nuevo sistema de cultivo celular para el cual la replicacion viral y la
expresion de proteinas se detectaron muy temprano después de la transfeccién. Los experimentos de evolucién
temporal mostraron que la proteina ORF2 se secretaba de manera temprana y masiva en el sobrenadante de
células transfectadas, tal como se informo recientemente 2021, Curiosamente, las proteinas ORF2 y ORF3
migraron de manera diferente cuando se detectaron en el lisado celular o en el sobrenadante, lo que indica que
estas proteinas probablemente experimentan modificaciones postraduccionales durante su secrecién. Serian
necesarios experimentos adicionales para identificar tales modificaciones en la proteina ORF3. La proteina
ORF2 contiene tres posibles sitios para la glicosilacion ligada a N y multiples sitios para la glicosilacién ligada a
O. Usando vectores de expresion, se ha demostrado previamente que la proteina ORF2 esta glicosilada y se
expresa en la superficie celular 2224, pero no esta claro si la proteina ORF2 glicosilada es la forma natural del
virién. Recientemente, se ha sugerido que la capside del virion de HEV esta probablemente glicosilada 29,
aunque Graff et a/. demostraron lo contrario 2°. El presente estudio reveld que HEV produce grandes cantidades
de proteinas ORF2, denominadas ORF2g y ORF2c, que son secretadas, sialiladas, N-glicosiladas y O-
dlicosiladas, pero no estan asociadas a viriones infecciosos. Una gran parte de las proteinas ORF2
probablemente se transloca en la luz del RE donde se someten a N-glicosilacién y probablemente procesamiento
por proteasas para generar proteinas ORF2g y ORF2c. Estas dos proteinas se mueven rapidamente a través de
la ruta secretora donde se someten a O-glicosilaciéon y sialilacidn, y luego se secretan rapidamente.
Curiosamente, la presencia de residuos RGRR en el sentido de 5 del extremo N-terminal de ORF2g sugiere que
una proteasa similar a furina podria estar implicada en su maduracién. Serian necesarios experimentos
adicionales para caracterizar los sitios de glicosilacion y procesamiento en la secuencia de ORF2, notablemente
el mecanismo que conduce a la produccion de la proteina ORF2c. En cambio, la proteina ORF2i observada a
nivel intracelular y en viriones probablemente no se transloca a la luz del RE y permanece en el compartimento
citosdlico. Los presentes resultados sugieren la existencia de dos rutas de produccion para la proteina de la
capside del HEV: (i) una ruta no productiva principal en la que las proteinas ORF2 se suministran a la ruta de
secrecion donde se procesan y secretan rapidamente y (ii) una ruta productiva en la que las proteinas ORF2
citosdlicas se suministran a los sitios de ensamblaje del virion. Son necesarios estudios adicionales para
investigar a fondo estas rutas.

A diferencia de los estudios previos %13, se logré infectar ratones quiméricos con particulas de HEVce gt3. La
separacion de particulas infecciosas procedentes de proteinas ORF2g/ORF2c por gradiente de densidad podria
explicar el presente éxito, ya que estas proteinas interfieren con la capacidad de los viriones para infectar células
diana, usando un mecanismo que necesita ser dilucidado.
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Se encontré que, durante su ciclo de vida, HEV secreta altamente formas glicosiladas de la proteina ORF2, que
circulan en pacientes infectados y son los principales antigenos en sueros de pacientes. Seria interesante definir
qué forma de proteina ORF2 es reconocida por anticuerpos de pacientes que han resuelto sus infecciones. HEV
puede producir proteinas ORF2g/ORF2c como cebo inmunoldgico. Curiosamente, usando analisis por TEM, se
encontrd que las proteinas ORF2g/ORF2¢ no forman material particulado (datos no mostrados), a diferencia de
otros virus, tales como el virus de la hepatitis B, donde el antigeno de superficie forma particulas subvirales.

Los presentes analisis por TEM mostraron que HEVcc son particulas de 40-70 nm de tamafio que presentan
estructuras internas y la proteina ORF3 en su superficie. El tratamiento con DT y la ultracentrifugacién
desvelaron pequefias capsides icosaédricas similares a las encontradas en heces de pacientes (17 y el presente
estudio), lo que indica que las HEVcc estan asociadas a los lipidos en los que esta incorporada ORF3. Los
presentes analisis demostraron que, aunque mucho mas grandes, las particulas de HEVser tienen una
morfologia similar a la de las particulas de HEVcc. Los viriones de HEVser presentan la proteina ORF3 en su
superficie y probablemente estan asociados en gran medida a los lipidos. Como los diametros de HEVser
diferian entre pacientes, seria interesante determinar si las variaciones de tamafio observadas estan
relacionadas con el contenido de lipidos, tal como se demostro recientemente para las particulas de HCV 8.

Recientemente, el ensayo ELISA de Ag de HEV de Wantai se comercializé para diagnosticar la infeccion por
HEV. Los estudios comparativos de este ensayo mostraron altos niveles de especificidad y sensibilidad 262°. Sin
embargo, se encontraron algunas discrepancias entre la deteccién de antigenos y la cuantificacion de ARN en
algunas muestras en las que se detectd el antigeno de HEV en ausencia de ARN detectable 27-2°. En manos de
los presentes inventores, el ensayo de antigeno también fue muy sensible. Sin embargo, se hallé que las
proteinas ORF2g/ORF2c, que no estan asociadas a viriones infecciosos, eran los principales antigenos
reconocidos por el kit. En conjunto, estos datos indican que los resultados obtenidos con el ensayo ELISA de Ag
de HEV deben interpretarse cuidadosamente. De hecho, este ensayo podria no detectar necesariamente una
infeccion activa, ya que las proteinas ORF2g/ORF2c parecen ser muy estables en cultivo celular, pero
probablemente también en sueros de pacientes 23, lo que sugiere que estas proteinas podrian permanecer en
sueros de pacientes incluso cuando HEV ya no se replica en el higado.

EJEMPLO 2

Generacidn de anticuerpos especificos dirigidos contra la proteina ORF2i. Se sintetizd un péptido (P1) que deriva
del polipéptido de la presente invencion (ORF2i) y se acoplé a KLH. Se inmunizaron cinco ratones tres veces a
intervalos de tres semanas con el péptido P1. Se usaron adyuvantes completos e incompletos de Freund durante
la inmunizacién. Los animales se inmunizaron por vias subcutanea e intraperitoneal. Diez dias después de la
tercera inmunizacion, se tomaron muestras de sangre de los ratones y se sometieron a prueba sus sueros para
determinar la inmunorreactividad. Los sueros se sometieron a ensayo en primer lugar mediante ELISA indirecto
en placas recubiertas con el péptido P1 (datos no mostrados). A continuacién se analizé su especificidad en
experimentos de inmunotransferencia de tipo Western con una mezcla de proteinas ORF2 (ORF2i y
ORF2g/ORF2c) como antigenos (figura 4). Dos (P1S2 y P1S5) de los cinco sueros mostraron un reconocimiento
altamente especifico de la proteina ORF2i, sin reaccion cruzada con las proteinas ORF2g/c, en comparacion con
el anticuerpo 1E6 que reconoce las tres formas (figura 4). Esta llevandose a cabo la clonacién y produccién de
anticuerpos monoclonales.

Estos resultados indican que pueden producirse anticuerpos dirigidos especificamente contra el polipéptido
ORF2i. Tales anticuerpos seran muy adecuados para determinar la presencia de particulas infecciosas del virus
de la hepatitis E en una muestra. Mas particularmente, la deteccién del polipéptido ORF2i u ORF2g de la
presente invencion es adecuada para diagnosticar una infeccién por virus de la hepatitis E en un sujeto.
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido de la capside ORF2 (ORF2i) del virus de la hepatitis E aislado que consiste en la secuencia de
aminoécidos tal como se expone en SEQ ID NO: 1.

2. Polipéptido de la capside ORF2 (ORF2i) del virus de la hepatitis E aislado segun la reivindicacion 1, que no
esté glicosilado.

3. Polipéptido de la capside ORF2 (ORF2g) del virus de la hepatitis E aislado que consiste en la secuencia de
aminoécidos tal como se expone en SEQ ID NO: 2.

4. Polipéptido de la capside ORF2 (ORF2g) del virus de la hepatitis E aislado segun la reivindicacién 3, que esta
glicosilado.

5. Molécula de acido nucleico que codifica para el polipéptido segun la reivindicacion 1 6 3.

16



Witls

ES 2986 329 T3

17

&

w5

Y
ZAM0
- 4 + 4+ P - - - BINSN
LA . T R S B L o Ty
~ = mm m m JESRONG
- - = - Hopuz &
................................... Q m
-
B
LT 2 R S 3 - L
LA . 240 Psite
e . (¢ ! - w 4T A Wy |
o e -7y o i B o =2 T w— B
» ‘ " e .a\ oA ™ 94 r - "y },ﬁm@ . Py . J40
52440 o, 06 280 08 0
F S T 00 ; P
) ‘ ‘ R e : CIUBIReS M adns
« 4+« vig ﬁvﬁ %‘2% @%% %ﬂw %,« ol T ayed
—— - e } \_f i .ﬁ T
4os SRR s & - - BlPBUOW
” #iea y?@ ,m% f&c suspms gi-AgH HPBHOIY
\@ &, & B ,
3 @ g v



ES 2986 329 T3

TEDTIVILSYD
ABAYSISVYAD
YAMASTINDYT
ALALOSAANS
aGDIHDNGAQD
dd45 A4 1099y
WAHLVVYLLLT
TIDIYSD LA L
HASAIATESY
NdATdHEAYT L
BEYASS LTS
YddYVSd440s
Ad0STAYGOM S

492901910y
YO1SLLALST
dTAASZLINSAD
MLSSDALYDQ
IAAYSADIQE
SSI13Ld1D9
AYLOAYD¥YE T
NLASNAGSDH
I940ATIHAD
VHAALADV AN

DAYMYSHIdY

BRDYHREHED
Bz4u0 +

33434004 40H
YAYHOYYNIL
DILLISUDGT
AFYY LIS TR
OH4ILIDHAD
TILOY IND 1L
dHUYLSLAYES
I3TWATIDS LY
LS LISHNWOAS
SYIALYWIHLN
YOUSOAGd AL
ddDHUdYLDVD

ER R

HHYDS40DVd

L B R

059
YYYJAQALOS
TIDASYLLNA
LANEMATISYY
AGRNYHTASHd
DYNIASLATH
IVIDUDAIOA

SAYLADAZD LY
TAVIVSHLY
MAdADVYLLD
AVOYDLYANA
¥5dvdsdidi
ALAIDNVYSAA
ONLDLAHTTANA

AHININDLT

Npd44147vY40

A33VADLLEA

LdlliiDdmH

190D 141 1dN

YIAdVdSAY L

SDSAIQVYVHd

d¥d Thd LN
1z a0+

SHMODNYUAHT
SISTVADOAY
TdVYATATNL
1dYYOVdYSH
NLdHIAd 1V

PR 9 UM T U S Y WK T 9P 99 MU MK O 99 99 9% W5 W W

FTTTAAHEON

LD g
[T o B ¥ ]
FACIINN S T

o
&
o

Figurs 1F

18



ES 2986 329 T3

&2
uy
L&)

3

o]
ol

&g

s

&

W

TE0IIVILED
ABAYSISYLD
YIMASIND Y
4iALASALKG
abIHONAAGD
dus A4 1099Y
WadLYVLELT
TIDIVOLIALL
HISATATISY
NdATd Y AN T L
BEVYASS LIS
vHAVYSAHD S
dUSGARGDIMS

4¥295073197.40%
YOISLLALST
dTAAILASAD
MLSSDALYDO
IAANSADIAT
S5113L47199
AY.LB0YDYYT
HLASHALS OH
1940ATIEAL
FUAABADY AN
L5 INADHY T
DAYRY S 1dY
BOBYODSYYD

iy
23424003 LH YYY4AQALGE
YAHHOYYNIT TIDOSYLILINA
BILLET48907 LAMSMATISHY
AAYVLTISTIAT AGNYETASHd
GHATLIDHAD DYNIASLATIH
THLOVINATIL TYISHDATIDA
YHAY LS LAYS AYLNINSDL
IDTTWATOS LY 333IVADLLIA
LSLISHWaGAS LJdLLLIDdKA
SYILYWIHLN L0047 14N
YousdAaddad YLAdvd5AYL
ddBDUddL9¥Yn SOEAIOYYSd
Wy WEEIEBYd GV TWaT A4

SAULMDBAT LN &
IAY IV SHEY T L
NADADYHLLY
AYUYDLYANA ¢

A5dV¥d 541449 ¢

ALIDNYSAA S
SNLOLAHTON ¢
MMAFFITIWAG ¢
SHFRODNYAHT

SISIVAREAY

FAYWATATIRL ¢

TdVYDYIYSY

NLdHIAATIYS o
4TTIAANG D

ZRIGE jpyas opndsy

Figura 24

19



ES 2986 329 T3

THOMIYILED
ADAY LIS YLD
VEMASTADET

: ALALOSA AN
iy GDAHDNOAGD

dHSASTIDODY
WA4HIYYLLL

e FISIY S L A4 L

NAATABAYI L
SEYALSLN4S
HEdYYS4DS

4¢39H1914Y
YO ISLLALST
dIAASLASAD
MESSOALYDG
TAANSODIOT
£%1731d47199
IV LSAYDYE
MLAGNALSSH
ISdATLEAQ
YHAMNEADYAN
LEINADYYYE
DOEmYSo2idd

< i el i e i <l e o o < e o o e e e

;s dOSOANODME SOOVEODRUHHD

BEANO «

3943300414
YARHOYYNII
DILLT4¥DTT
ARV LIS M
UHdLLIDHBD
LGV INA L
HHAYLISLAYS
T2IMAIDS LY
LS LISNHOAS
SYILVHIMHLN
YORSOAGd A
dd DAL YLOYD
HYADE VDY

YHYAAGALAY
TIDASYLLINA
LANSROISYY
AONYETASdd
DYMNIASLATH
IVIDUBATDA
AGLNLINDE L
AAFTADLLDA
Ldbliiibhdamd
LOOD 41T d N
YiG4¥4SAY L
SOSAIOYYdd
dvdind 1484

SAMLEADADLY

GAYIVESHAYT

WAGADYYLLD |
AYDYDLYANA &

HE5dYd5d4L4Y

ALIADNYS AN
SNIDLAHTIONE ¢
WNEA4T3 %40

SHMDDINE AT

SISEIVADOAY ¢

TdYYATATINL
REAA A ALY
MidHIZ ALY
AR FIAA Y IR

YRS DPIEtD

- 25
- {4
- 001

- G5
- (8L

MMITYEE Y

i

Figura 2B

20



ES 2986 329 T3

» T¥DIIVILED

ASAYSTISYdD
YERASTVADY

wy A LALASA Y

» GOAHONGAQD

we d¥SA4T0DDY
e HAELYYLLELT

II2IVDLALL

tHISL4IATIESY

MAATAMART L
DEYARS LI5S
HAAYYSA8D%

5 A5 AAMTIM S

4Y 29D 19 LY
YOS LLALSL
dIAAZLASAD
NL55941Y00
IAAYSUSIOTL
55L135L47199
IYLOGYOHY T
NLASHADISOH
I940ATINAD
YHAALADY AN
LS IKADEETT
DAUYHYSD 14
DRI HYD

3343400404
YAYHDYYNIT
DILLI4Y907
AAYY LIS IR
OHAILISHAD
TILOY N4 TL
HHEVYLISLANS
LI2THATSESLY
LE5LTSNROAAS
SYILVHIHLN
YOUSOAOAAL
ddDBIHLDYS
HHEDS4D0v 4

v SAHIADAZ LY

YHYSAOALOT
TIDGSYLLNA
LAASROTISHY
AGHNYEIASAd
DYNAAS LAY
TYIDHDAIDA
AYLNINGGLT
AFAWASLLIA
bbb L1 Ddmd
Faatitd 1148
YLO4Y4SAVL
shsALdYYdd
dVdrd T dAd

TAYIYSHAY
HAGADYELLY
AYDYDLYANA
E54YdS5dLdd
ALATDNTSAA
OBNLSLAHTOY
MY43131v40
SURDDNYAHT
SIS TVADDAY
TAYYATATHRL
AV EOVdYsy
NidHIAd 1v3
AT IAAED W

BYeT opyity

55

.\..
REY
Pesd

e

Vg

Lo
33
oY

-
o
®

e e
LR T o )
A ™ N

oF
-

s
)

i

i

o«

i o9
-0l

- 56l

-l ()31

Figura 20

21



A

Sueros de pacientes:

ES 2986 329 T3

Pos. para MEV

Neg. para HEY

ORF2

ORFZ.* |

pt P1 P2 PG P4 PE PE PT PY PO PID pb NTNZ N3 N4 NE

Coinmunoprecipitacion con GNA + WE de ORF2

Fracciones

g ¢ & 910 11 12

ORF2g,

ORF2, 7

Wa de ORF2

D%

4
g
[t

4
193]
£

ORF2g.

ORFE2. ¢

pitacion con GNA + WB de ORF2

100

3

g
o {1

Densidad: =

Pon TR o SN o T e SHE o
e LT 1 o 0

2 S SN = 2 o

Figuras 3Ay 3B

22




de HEV x10% copias/mi

Copias de ARN

Ag de HEV {valores de S/CO)

ES 2986 329 T3

1.5 -
1.6
0.5 -
TN , + : X : - ‘ v
1T 2 3 4 5 € ¥ 8B 9 10 11 12
Fracciones
‘35"'3
10-
0- B B ¥ I [_:- T R
1 2 3 4 5 & 7 8 ¢ 10 11 12
Fracciones
Figuras 3C y 3D

23



ES 2986 329 T3

Figura 4

24



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - CLAIMS
	Page 17 - DRAWINGS
	Page 18 - DRAWINGS
	Page 19 - DRAWINGS
	Page 20 - DRAWINGS
	Page 21 - DRAWINGS
	Page 22 - DRAWINGS
	Page 23 - DRAWINGS
	Page 24 - DRAWINGS

