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RESUMEN (en espafiol)

Los calicivirus son virus RNA de cadena sencilla y polaridad positiva que actian como
agentes patdgenos en animales y humanos. El rango de huésped y el tropismo celular,
asi como el desarrollo de la infeccién, dependen en gran medida de la interaccion con
proteinas del huésped.

En la presente memoria de tesis doctoral se describen las estrategias desarrolladas para
la identificacion de proteinas celulares que interaccionan con secuencias proximas a los
extremos 5’ y 3° del genoma del RaV y con las proteinas virales NS5, NS6/7 y VP1 del
mismo Vvirus.

Para el estudio de las interacciones RNA viral-proteina celular se desarroll6 una
cromatografia de afinidad a RNA biotinilado utilizando extractos citoplasmaticos de
células susceptibles y permisivas a la infeccion por RaV, que fueron incubados con
RNAs sintéticos que presentaban secuencias de los extremos del genoma del virus. Las
proteinas purificadas se analizaron e identificaron por espectrometria de masas. En total
se consiguieron identificar 28 proteinas que presentaban diferente afinidad por
secuencias del extremo 3’ 0 5°.

Para la identificacion de las interacciones proteina viral-proteina celular se generaron
lineas celulares modificadas establemente que expresaran, de manera independiente, las
proteinas virales NS5, NS6/7 y VP1 de forma inducible y fusionadas a una etiqueta
peptidica (C-TAP) para la purificacion por afinidad en tandem (TAP). Se purificaron
proteinas celulares unidas a NS5 y VP1, que fueron analizadas e identificadas por
espectrometria de masas. En conjunto se identificaron 5 proteinas celulares capaces de
interaccionar con VP1y 3 con NS5.

Al ser el RaV uno de los pocos modelos de calicivirus que puede ser propagado en
cultivos celulares, se pudo estudiar la funcion de las proteinas PABP y hnRNPK en la
infeccion. La proteina PABP, identificada por su interaccion con secuencias proximas al
extremo 3’ del genoma del RaV, fue silenciada en cultivos celulares y la posterior
infeccion dio lugar a un descenso en el titulo viral, lo que indica un papel relevante de
esta proteina celular en la propagacion del virus. La proteina hnRNPK se identifico por
su interaccion con secuencias de la region 5’ del genoma del RaV, y el silenciamiento
de su expresién causd un aumento del titulo viral, sugiriendo que esta proteina juega un
papel negativo en la propagacion del RaV.

Con los resultados obtenidos en esta tesis doctoral se abren nuevas vias para el estudio
de los procesos moleculares de replicacion de RNA, traduccion y formacion de nuevas
particulas virales en la infeccidn por calicivirus, asi como para el desarrollo de
estrategias antivirales basadas en la accion de proteinas celulares durante la infeccion.




RESUMEN (en Inglés)

Caliciviruses are single-stranded, positive sense RNA viruses pathogenic to
humans and other animals. Their host range and cellular tropism, as well as
their infection process, depend to a great extent on the interaction of viral
components with host proteins.

This doctoral dissertation describes the strategies followed to identify cellular
proteins able to interact with sequences near the 5 and 3’ ends of the RaV
genome, as well as with the RaV proteins NS5, NS6/7 and VP1.

In order to study the viral RNA-host cell protein interactions, affinity
chromatography with biotinylated RNA, using cytoplasmic extracts of cultured
cells susceptible and permissive to RaV infection, were used. These extracts
were incubated with synthetic RNAs sequences corresponding the terminal
ends of the viral genome. Proteins which co-purified with the RNA were
analyzed and identified by mass spectrometry. In total 28 proteins, with different
affinities for sequences of the 5’ or 3’ ends of the viral genome, were identified.
For the identification of viral protein-host protein interactions, stable cell lines
were developed for an inducible, and independent, expression of NS5, NS6/7
and VP1 viral proteins labeled with a peptide tag (C-TAP) for tandem affinity
purification (TAP). Cellular proteins bound to NS5 and VP1 were purified and
identified by mass spectrometry. Five cellular proteins were identified due to
their interaction with VP1 and 3 with NS5.

Furthermore, since RaV is one of the few calicivirus models that can be
propagated in cultured cells, the role that the cellular proteins PABP and
hnRNPK play during the infection process were studied. PABP, which interacts
with sequences close to the 3’ end of the viral genome, was silenced in cultured
cells, resulting in a decrease of the viral titer after infection, which suggests a
relevant role of this protein in viral propagation. hnRNPK interacted with
sequences in the 5 region of the RaV genome. Cultured cells in which this
protein had been silenced displayed an increase in the viral titer, suggesting
that hLnRNPK has a negative effect on RaV propagation.

These results open new possibilities for the study of the molecular processes
involved in RaV RNA replication and translation, as well as in the formation of
new viral particles during calicivirus infection. They could also provide a basis
for the development of antiviral strategies based on the action of cellular
proteins during the infection process.

SR. DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR
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INTRODUCCION

Los virus son parasitos intracelulares obligados constituidos por una
estructura proteica o capsida y un genoma de DNA o RNA de cadena sencilla o
doble, que necesitan de la maquinaria de traduccion de la célula huésped para
sintetizar sus componentes proteicos. Por tanto, pueden ser clasificados por los
mecanismos de produccion de mRNA a partir de su genoma (Baltimore 1971).

1. La familia Caliciviridae

Los calicivirus son virus de pequefio tamafio y el viribn esta formado por
una cépsida de simetria icosaédrica con un didmetro entre 27 y 40 nm sin
envoltura lipidica. Su genoma es un RNA monocatenario no segmentado y de
polaridad positiva, esto es, que puede funcionar como RNA mensajero
(mRNA). Son virus con un amplio rango de hospedadores causando patologias
de diversa gravedad en humanos y otros animales. El patégeno mas
importante de la familia Caliciviridae en humanos es el virus Norwalk (NV) que
causa gastroenteritis aguda (Kapikian, 2000), siendo frecuente la aparicion de
brotes localizados. En paises industrializados los norovirus humanos son la
mayor causa de gastroenteritis aguda de origen no bacteriano (Lopman et al.,
2002; Hall et al.,, 2013). En animales encontramos enfermedades que
presentan una alta mortalidad como la causada por el virus de la enfermedad
hemorragica del conejo (RHDV), que provoca hemorragias en diversos érganos
pudiendo causar la muerte de cerca del 90% de los animales afectados
(Ohlinger et al., 1993). Otro ejemplo es la enfermedad causada por el
Calicivirus felino (FCV) (Radford et al., 2007) que afecta a las vias respiratorias
superiores en gatos.

Los primeros calicivirus caracterizados fueron incluidos dentro de la
familia Picornaviridae, formada por virus de animales con capsida de simetria
icosaédrica de similar tamafio y también con un genoma de RNA
monocatenario de polaridad positiva, hasta que en 1979 se propuso la creacién
de un taxén independiente al ICTV (International Committee on Taxonomy of

Viruses). Ambas familias presentan similitudes estructurales y moleculares



como la unién covalente de una proteina viral al extremo 5 del genoma, la
traduccion del genoma independiente de cap y poseer proteinas estructural y
funcionalmente similares como la proteasa (NS6; 3C), la RNA polimerasa-
dependiente de RNA (NS7; 3D) o la VPg (NS5; 3B). Cabe destacar que la
nomenclatura aplicada a los productos génicos de la familia Caliciviridae se ha
establecido tradicionalmente en funcién del peso molecular o de su similitud
con los productos de la familia Picornaviridae. No obstante, en este trabajo
utilizaremos el sistema propuesto por Sosnotsev y colaboradores en 2006 o

nomenclatura que haga referencia a la funcién de la proteina.

La existencia de caracteristicas diferenciales permitié la creacién de una
familia independiente aceptada por el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (ICTV) inicialmente compuesta por cuatro géneros (Green et al., 2000).
La capsida de los miembros de la familia Caliciviridae estd formada por una
proteina mayoritaria de aproximadamente 60kDa que se autoensambla
formando 32 depresiones caracteristicas en forma de céliz que dan nombre a la
familia, y una proteina minoritaria de aproximadamente 10kDa. En cuanto a la
organizacion de genoma, con la excepciéon de los Norovirus, presentan dos o
tres pautas de lectura (ORFs) que codifican para las proteinas no estructurales
en la regidon mas cercana al extremo 5’ y para las proteinas estructurales en la
region 3’ del genoma. Los Norovirus poseen una cuarta ORF. Presentan dos
regiones no traducidas (UTRs), una de corta extensién en el extremo 5’, que no
permite la presencia de elementos regulatorios de la traducciéon definidos como
los IRES, y otra de mayor longitud en el extremo 3’.

Actualmente son aceptados cinco géneros dentro de la familia
Caliciviridae (Clarke et al.,, 2011) en base a las diferencias de secuencia y
organizacién genomica y que corresponden a los géneros Norovirus, como
especie tipo el NV; Lagovirus, especie tipo el RHDV; Sapovirus, como
especie tipo el virus Sapporo (SV); Vesivirus, como especie tipo el virus del
exantema vesicular del cerdo (VESV) y el género Nebovirus, cuyo virus tipo es
el virus Newbury-1 (Smiley et al., 2002; Oliver et al., 2006).

También han sido propuestos al ICTV los géneros Recovirus, que
incluiria al virus de Tulane (TuV) (Farkas et al., 2008), y Valovirus, a partir del

aislamiento y caracterizacion del genoma del virus de St-Valérien (L'Homme et



al., 2009). El descubrimiento de nuevos virus con caracteristicas de la familia
Caliciviridae ha permitido sugerir la formacion de cuatro nuevos géneros:
Bavovirus (Wolf et al., 2011) y Nacovirus (Day et al., 2010; Wolf et al., 2012;
Liao et al., 2014) a partir de virus aislados en aves de corral, el género
Secalivirus (Ng et al., 2012) a partir de la secuenciacion parcial de genomas en
muestras tomadas en aguas residuales y el género Salovirus (Mikalsen et al.,
2014), aislado de salmones. Aunque inicialmente el virus de la hepatitis E habia
sido incluido dentro de la familia Caliciviridae, se aceptd su retirada debido a
las diferencias funcionales y filogenéticas de las proteinas no estructurales
(Koonin et al., 1992; Berke et al., 2000).

Género ‘ Especie Hospedador Patologia

Virus Norwalk (NV) Humano Gastroenteritis
Norovirus Norovirus murino (MNV) Ratén Patologia sistémica
Norovirus bovino (Virus Jena) Bovino Gastroenteritis
Virus de la enferm_edad hemorrégica de los Conejo Enfermedad hemorragica
. conejos (RHDV)
Lagovirus Virus del sindrome de la liebre parda europea
Liebre Enfermedad hepéatica
(EBHV)
Virus Sapporo (SV) Humano Gastroenteritis
Sapovirus
Calicivirus entérico porcino (PEC) Cerdo Gastroenteritis
Cerdo y
Virus del exantema vesicular del cerdo (VESV) mamiferos Lesiones vesiculares
marinos
. Enfermedad respiratoria y
Vesivirus L .
Calicivirus felino (FCV) Gato : :
lesiones vesiculares
Vesivirus de conejo (RaV) Conejo Gastroenteritis ¢?
Nebovirus Virus Newbury-1 Bovino Gastroenteritis

Tabla 1: Resumen de los géneros aceptados por el ICTV dentro de la familia Caliciviridae
hasta la fecha, donde se incluyen algunas de las especies mas importantes e informacién
sobre los hospedadores y patologias que provocan. Se subrayan las especies tipo de cada
género.

Como se puede observar en la Tabla 1, los calicivirus infectan a varias
especies animales, pero solamente se han encontrado patdogenos para
humanos en los géneros Norovirus y Sapovirus. No obstante, otros virus
descritos, particularmente los Vesivirus, pueden saltar la barrera de especie y

es posible la aparicion de zoonosis (Smith et al., 1998).



Si bien nos referimos a especies virales, la nomenclatura y taxonomia
estd bajo discusion por la falta de unos criterios objetivos que permitan
delimitar claramente esta unidad taxonomica, adquiriéndose acuerdos por

consenso (Adams et al., 2013).

1.1 La capsida viral
La capsida presenta varias funciones relacionadas con sus propiedades

moleculares y las de sus componentes, como la capacidad para
autoensamblarse incorporando el genoma viral, interaccionar con los
receptores y componentes de membrana necesarios para la entrada del virion y
su capacidad para desensamblarse y liberar el genoma en condiciones
adecuadas para su replicacion y traduccion, protegiendo el material genético en
el medio extracelular. Al ser el componente externo del virion, esta también
implicada en los mecanismos de transporte intra y extracelular, asi como en la

interaccidn con elementos del sistema inmune del huésped.

Los viriones de la familia Caliciviridae presentan una cépsida de simetria
icosaédrica con un didmetro de entre de 27 y 40 nm y carecen de envuelta
lipidica. Entre las caracteristicas morfolégicas que la definen al microscopio
electronico estan la presencia de 32 depresiones en forma de copa y el estar
compuesta por una proteina mayoritaria de aproximadamente 60 kDa
denominada VP1 (también como VP60) y por una proteina minoritaria, VP2, de
aproximadamente 10 kDa, denominada también VP10.

La estructura de la capsida recombinante del NV, formando VLPs
(Prasad et al., 1999) y las de los viriones del virus del lebn marino de San
Miguel (SMSV) (Chen et al., 2006) del género Vesivirus, asi como del virus de
Tulane (Yu et al.,, 2013) se han podido resolver mediante el analisis por
difraccién de rayos X. Es una cépsida icosaédrica de simetria T=3 formada por
180 moléculas de la proteina mayoritaria VP1 organizada en 90 homodimeros y
distribuidas en 12 pentameros en los vértices y 20 hexameros en las caras del
icosaedro. La VP2 se encuentra en un numero muy bajo de copias (Wirblich et
al., 1996; Sosnovtsev y Green, 2000) y se desconoce su localizacion exacta y

su posible funcién en la formacion de la capsida.



El examen de la estructura de la VP1 nos permite diferenciar un dominio
proximo al extremo amino terminal que se dispondra hacia el interior de la
capsida, dominio S (del inglés shell), y un dominio protuberante que se dispone
hacia el exterior, dominio P (del inglés protruding), que es el responsable de la
interaccion entre los mondmeros de VPl y se subdivide a su vez en los
subdominios P1 y P2. Estos dominios se diferencian a su vez en la variacion
génica y estructural, siendo el dominio S el mas conservado y el subdominio P2
una region hipervariable (Chakravarty et al., 2005) con capacidad antigénica
(Tohya et al., 1997; Matsuura et al., 2001) y responsable de la adsorcion y
entrada del virus en la célula huésped (Lochridge et al., 2005). La evolucion de
la secuencia del dominio P en cultivo y durante el proceso patoldgico presenta
caracteristicas de cuasiespecie (Radford et al., 1998; Carlsson et al., 2009)
debido a la alta variabilidad de secuencias y la presion selectiva sobre la
region.

Las unidades de la proteina estructural VP1 tienen la capacidad de,
expresadas en condiciones adecuadas, autoensamblarse de manera
espontanea formando VLPs y conservando sus caracteristicas antigénicas
(Jiang et al., 1992; Boga et al., 1997; Di Martino et al., 2007).

La presencia de la VP2 no es necesaria para la formaciéon de VLPs, pero
su expresion analizada en el sistema de genética reversa del calicivirus felino
€S un requisito necesario para la formacion de particulas infecciosas
funcionales (Sosnovtsev et al., 2005). Se ha descrito experimentalmente la
interaccion de VP2 del NV con el dominio S de la VP1 (Vongpunsawad et al.,
2013) localizado en la region interna de la cépsida. El alto contenido en
aminoacidos de caracter basico de la VP2, que permitiria la unidon a acidos
nucleicos, junto con su interaccion con la VP1, indican que es una buena

candidata para actuar como factor de encapsidacion del genoma viral.
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Figura 1: Estructura de la VP1 (Chen et al., 2006), donde se indican los dominios S, P1y P2y
los extremos de la proteina (A).Representacion del proceso de formacion de la capsida (B),
primero por dimerizacién de las unidades de VP1 y posteriormente por el autoensamblaje de
los protbmeros.

1.2 El genoma viral
El genoma contiene la informacion necesaria para la expresion de las

proteinas virales en el interior de la célula huésped y las secuencias y
estructuras necesarias para la regulacion de la transcripcion, procesamiento,
replicacion y traduccion del mismo en presencia de elementos celulares y
virales.

En los miembros de la familia Caliciviridae el genoma esta formado por
una molécula lineal de RNA de cadena sencilla y polaridad positiva con un
tamano de 6,3 a 8,3 kb. Este RNA gendmico (QRNA) presenta en el extremo 5’
una proteina covalentemente unida (VPg) y una regién no traducida (NTR) de
corta extension (4 nucleétidos en Norovirus y 75 en Nebovirus). Seguidamente
se localizan los genes de las proteinas no estructurales y, a continuacién, los
genes de las proteinas estructurales VP1 y VP2. En el extremo 3’ existe una
NTR de mayor tamafo y una cola de poli-A.

Se ha descrito también la presencia de un RNA subgenémico (sgRNA)
coterminal con el extremo 3’ del gRNA, incuyendo la region 3’-NTR y la cola de
poli-A, y que aparece empaquetado dentro de los viriones (Meyers et al., 1991).
Si bien no se ha podido demostrar la presencia simultdnea de ambas especies
de RNA en el mismo virion, el sgRNA puede ser encapsidado en viriones de
menor densidad (Neill, 2002). Al igual que el gRNA, presenta unida la VPg a su



extremo 5 (Meyers et al., 1991; Herbert et al., 1997). Las secuencias del
extremo 5 en los RNAs gendmico y subgendmico son similares, lo que sugiere
que pueden contener elementos comunes que regulen la traduccién y
replicacion de los mismos. La secuencia del sgRNA contiene los genes de las
proteinas estructurales VP1 y VP2, sirviendo como molde principal para la
traduccion de las proteinas estructurales.

El genoma de los miembros de la familia Caliciviridae tiene en comuan ser
policistronico, tener una ORF independiente para la expresion de la VP2 en la
region del extremo 3’ que se solapa con los nucleédtidos finales dela ORF
anterior, y que la produccién de las proteinas no estructurales (NS1-7) se
realiza siempre a partir de la ORF1l. Podemos encontrar, sin embargo,
diferencias caracteristicas en la organizacion gendmica, expresion y posterior
procesamiento de los productos virales de cada género.

De esta manera, en los géneros Sapovirus, Lagovirus y Nebovirus el
genoma se divide en dos pautas abiertas de lectura (ORFs 1y 2), la primera
(ORF 1) codifica las proteinas no estructurales y la proteina mayoritaria de la
capsida, mientras la proteina minoritaria se expresa a partir de una segunda
(ORF 2). Una tercera ORF incluida dentro la region 5’ del gen de la VP1 ha sido
propuesta en el género Sapovirus a partir de predicciones bioinformaticas
(Clarke y Lambden, 2000), pero no se ha detectado la expresion de la proteina
correspondiente.

En Vesivirus y Norovirus, encontramos tres ORFs (ORF 1, ORF 2 y ORF
3). La primera codifica las proteinas no estructurales. La proteina mayoritaria
de la capsida se sintetiza a partir de la ORF 2, mientras que la proteina
minoritaria se encuentra en una tercera pauta de lectura (ORF 3). En el caso de
los Norovirus se ha caracterizado una ORF adicional, denominada ORF 4, que
en el MNV se solapa con una region en 5’ de la ORF 2 y que expresa una
proteina no esencial para la replicaciéon del MNV denominada VF1 (Factor de
Virulencia-1) (McFadden et al., 2011).

Los sgRNAs contienen en todo caso dos pautas de lectura abierta,
siendo la mas cercana al extremo 5’ la que codifica para la VP1 y la segunda
para la VP2. La secuencia del gen que expresa la proteina minoritaria de la
capsida se solapa con el extremo 3’ de la ORF 1 en Lagovirus, Sapovirus y

Nebovirus, y con el de la ORF 2 en Norovirus y Vesivirus.



Ademas de las caracteristicas anteriormente citadas, encontramos
particularidades en la forma madura de los productos virales de algunos
géneros. En Norovirus los péptidos codificados por las secuencias mas
cercanas al extremo 5, NS1 y NS2, aparecen como una sola proteina
denominada NS1-NS2 al no tener una regién de corte para la proteasa viral
(Sosnovtsev et al., 2006). En Sapovirus y Vesivirus la proteasa y la RNA
polimerasa no son procesadas y dan lugar a la proteina bifuncional NS6/7 (Oka
et al., 2005; Sosnovtseva et al., 1999). La proteina mayoritaria de la capsida en
el género Vesivirus se sintetiza como un precursor que es procesado por la
proteasa viral liberando la secuencia peptidica que ocupa la posicion N-terminal
denominada leader o LC y la forma madura de la proteina mayoritaria de la

capsida, VP1 (Sosnovtsev et al., 1998; Matsuura et al., 2000).
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Figura 2: Representacion esquematica de la organizacién gendémica de los distintos géneros
de la familia Caliciviridae y las proteinas para las que codifican. Se indican los extremos 5’ (con
la VPg unida) y 3’ (con la cola de poli-A), los productos génicos y las distintas pautas abiertas
de lectura (ORF) delimitidas en diferente color. Se indican las funciones conocidas bajo la
region de la proteina no estructural correspondiente (NTPasa; Pro: Proteasa; Pol: RNA
polimerasa dependiente de RNA (Rp-Rd); VPg: Proteina viral unida al genoma). La VP1 y VP2
corresponden a las proteinas estructurales. VF1 corresponde al factor de virulencia-1 y LC al
péptido lider de la capsida.



1.3 Traduccién y procesamiento de las proteinas virales
La traduccion del genoma de los calicivirus ocurre por un mecanismo

independiente de cap (caracteristico de los mMRNAs celulares y de otros virus
como las familias Coronaviridae y Flaviviridae) y no regulado por un Sitio
Interno de Entrada al Ribosoma (IRES) (como sucede, por ejemplo, con los
picornavirus) ya que el genoma de los calicivirus carece de cap y no se han
descrito estructuras tipo IRES. En su lugar, parece probable que el inicio de la
traduccion se produzca mediante la interaccion de la VPg con los factores de
inicio de la traduccion elF3, elF4E y elF4G, (Chaudry et al., 2006;
Daughenbaugh et al., 2003, 2006; Goodfellow et al., 2005; Hosmillo et al.,
2014; Chung et al., 2014) que actuando con otros factores de inicio, elementos
regulatorios de la traduccion y la proteina ribosomal S6 (Daughenbaugh et al.,
2006), permita la formacién del complejo de inicio de la traduccién (Subunidad
ribosomal 40S asociado al complejo tRNA iniciador-elF2-GTP). Este modelo
explicaria la traduccién de las proteinas estructurales a partir del sgRNA que
también mantiene la proteina VPg unida covalentemente a su extremo 5
(Meyers et al., 1991; Herbert et al., 1997).

Con la expresidon de la ORF1 se obtiene una poliproteina que se
autoprocesa debido a la actividad proteasa (Martin Alonso et al.,, 1996;
Sosnovtsev et al., 2002, 2006; Blakeney et al., 2003; Oka et al., 2005) dando
lugar a distintos productos intermedios que se procesaran hasta obtener las
proteinas maduras no estructurales (NS). Tradicionalmente se ha denominado
a estas proteinas por similitud de secuencia y funcién con su contraparte en la
familia Picornaviridae de manera que también pueden nombrarse con distintas
nomenclaturas: 2A (NS1), 2B (NS2), 2C (NS3), 3A (NS4), 3B (NS5), 3C (NS6)
y 3D (NS7).

NS1-NS2

El producto del proceso proteolitico en el extremo amino de la
poliproteina de la ORFL1 serd la proteina NS1-NS2 en Norovirus y los productos
maduros NS1 y NS2 en el resto de géneros. Estudios con la proteina NS1-NS2
del virus Norwalk muestran su capacidad de asociarse a las membranas

bioldgicas e interaccionar con la proteina asociada a vesiculas VAP-A (Ettayebi



y Hardy, 2003) y de promover la desestructuracion del aparato de Golgi,
afectando al trafico celular (Fernandez-Vega et al., 2004). Estos datos sugieren
que la proteina puede jugar un papel en la formacién de los complejos de
replicacion durante la infeccién viral. En Vesivirus la forma NS2 se ha
encontrado asociada a los complejos de replicacion (Green et al., 2002; Casais
et al., 2008) y se ha descrito la interaccién, mediante ensayo de doble hibrido,
de la region NS2 del FCV con las proteinas NS3, NS4 y NS6/7 (Kaiser et al.,
2006), datos que apoyan ese posible rol como coparticipe de la formacion de

estructuras membranosas.

NS3

La proteina NS3 posee capacidad de union a RNA. Se ha caracterizado
su capacidad de unidbn a NTPs y su actividad NTPasa (Marin et al., 2000;
Pfister y Wimmer, 2001) y aunque el analisis de su secuencia sugiere que
puede actuar como una helicasa (Neill, 1990), no ha podido ser demostrado
experimentalmente. Se ha encontrado en complejos de replicacién asociada a
la membrana y se ha descrito su interaccién con la proteina NS2 (Kaiser et al.,
2006). Podria, por tanto, formar parte de los complejos de replicacién
favoreciendo la sintesis de RNA y, de confirmarse la actividad helicasa, la
separacion posterior de las hebras de polaridad positiva y negativa tras la

actividad de la polimerasa viral.

NS4

La proteina NS4 posee secuencias caracteristicas de dominios
hidrofobos y ha sido encontrada en forma NS4 y como precursor NS4-NS5 en
células infectadas con el FCV y el MNV (Sosnovtsev et al., 2002, 2006) y
formando parte de complejos de replicacion (Green et al., 2002). Su interaccién
con NS2 (Kaiser et al., 2006) permite suponer que participa conjuntamente con
ésta en la formacion de los complejos de replicacién y el intermediario NS4-
NS5 podria funcionar como anclaje para la interaccion de la NS5 con el

genoma y factores celulares.
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NS5 (VPg)

El producto NS5 corresponde a la proteina unida covalentemente al
extremo 5’ del genoma (VPg) cuya presencia es esencial para traduccion y la
replicacion efectiva del genoma viral (Herbert et al., 1997; Dunham et al.,
1998). Al carecer de IRES y cap el mecanismo de traduccion del gRNA y
sgRNA en calicivirus puede iniciarse por la presencia de la VPg y su interaccién
con proteinas celulares implicadas en la formacién de complejos de inicio de la
traduccion (Chaudry et al., 2006; Daughenbaugh et al., 2003, 2006; Goodfellow
et al., 2005). La VPg jugaria también un importante papel en la sintesis de los
distintos RNAs producidos durante la replicaciéon viral al poder ser
nucleotidilada in vitro por la polimerasa NS7 o su precursor N6-NS7 (Belliot et
al., 2008; Machin et al., 2001; Rohayem et al., 2006) utilizando un residuo de
tirosina préximo al extremo amino como cebador para iniciar la sintesis (Machin
et al.,, 2001) y cuya supresion resulta letal para el virus (Mitra et al., 2004).
También consistente con esto es la observacion de la interaccion entre la NS5
y la NS6/7 del FCV (Kaiser et al., 2006). Otra funcién que se le ha atribuido por
su interaccion con la proteina estructural de la ORF2 (Kaiser et al., 2006) es la

de servir como sefial de empaquetamiento del RNA viral.

NS6 (Pro)

La proteina NS6 presenta actividad cistein-proteasa (Wirblich et al.,
1995; Blakeney et al.,, 2003; Someya et al., 2005) y es la encargada de
procesar la poliproteina expresada por la ORF 1 (Martin-Alonso et al., 1996;
Belliot et al., 2003; Oka et al., 2005; Sosnovtsev et al. 2002), asi como la
proteina de la capsida en los Vesivirus (Sosnovtsev et al., 1998). En los
Norovirus, Lagovirus y Nebovirus se produce de forma totalmente procesada
como NS6, mientras en los Vesivirus y Sapovirus la forma madura definitiva es
la proteina bifuncional NS6/7 (Sosnotseva et al., 1999; Martin-Alonso et al.,
2005; Sosnovtsev et al., 2002; Oka et al., 2005). Estudios de interaccion por el
método de doble hibrido han permitido detectar la interaccién del producto
NS6/7 con las proteinas NS2, NS5, pre-VP1y VP2 en FCV (Kaiser et al., 2006)
lo que sugiere que participa en la maduracion de proteinas estructurales y no
estructurales dentro de los complejos de replicacion.

11



NS7 (Pol)

La polimerasa viral es la proteina NS7, un enzima con actividad RNA
polimerasa dependiente de RNA encargada de la sintesis de las hebras
positiva y negativa del genoma y del sgRNA (Vazquez et al., 1998). Al igual que
hemos visto con la proteasa, en los Vesivirus y Sapovirus la forma NS6/7 no se
procesa y aparece como un enzima bifuncional que posee ambas actividades.
Aunque en los Norovirus y Lagovirus es mayoritaria la forma procesada NS7,
encontramos también la forma NS6/7 (Konig et al., 1998; Sosnovtsev et al.,
2006). La forma no procesada y la NS7 del RHDV presentan diferencias
funcionales in vitro siendo la forma no procesada mas efectiva en la union de
residuos poli-U a la proteina VPg y la forma procesada mas efectiva en la

extension de la nueva hebra (Machin et al., 2009).

La polimerasa de los calicivirus puede iniciar la sintesis de novo o
extender un oligonucleétido cebador (Belliot et al., 2005; Vazquez et al., 1998;
Rohayem et al., 2006; Fullerton et al., 2007). También posee la capacidad de
iniciar la sintesis utilizando como cebador un grupo hidroxilo de un residuo de
tirosina de la VPg (Machin et al., 2001, 2009; Belliot et al., 2008; Subba-Reddy
et al., 2011). La resolucién de la estructura de la polimerasa ha permitido
identificar los dominios caracteristicos de las RNA polimerasas dependientes
de RNA (Ng et al., 2002; Hogbom et al., 2009) y al igual que la polimerasa de
picornavirus, funciona como un homodimero con actividad cooperativa
(Hogbom et al., 2009). También se han podido identificar en el centro activo del
enzima los caracteristicos motivos ricos en aspartato de las RNA polimerasas
dependientes de RNA que permiten la interaccion con cationes divalentes
(Mg?* o Mn?*) y que se han demostrado esenciales para la actividad catalitica
(Vazquez et al., 2000; Fullerton et al., 2007).

Las proteinas estructurales

Ademas de las proteinas no estructurales, en el extremo 3’ de la ORF1
en Nebovirus, Sapovirus y Lagovirus se encuentra codificada la secuencia de la

VP1 que en estos géneros, ademas de traducirse a partir del sgRNA, puede
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producirse por procesamiento de la poliproteina mediante la accion de proteasa
viral y manteniendo la capacidad de autoensamblarse (Sibilia et al., 1995;
Hansman et al., 2008). También se ha detectado la expresion de la proteina
mayoritaria de la cpsida a partir del gRNA en Norovirus y Vesivirus
(McCormick et al., 2008; Sosnovtsev et al., 1998) si bien el gen que las codifica
esta en diferente pauta de lectura y en Norovirus se supone que ocurre por un
mecanismo de reinicio de la traduccion dependiente de la terminacion de la
ORF anterior (McCormick et al., 2008).

La traduccion del sgRNA da lugar a las proteinas estructurales VP1 y
VP2. La sintesis de la VP1 seguiria el mismo modelo que se ha propuesto para
la traduccién del gRNA en el que la presencia de la VPg y su interaccion con

factores celulares permiten la formacién del complejo de inicio de la traduccion.

La regién 5’ de la ORF que codifica la VP2 se solapa con la region 3’ de
la ORF anterior (Meyers, 2003) que codifica la VP1. Para la traduccion de esta
segunda ORF se ha descrito un mecanismo de reinicio de la traduccién
dependiente de la terminacién de la ORF anterior (Naphtine et al., 2009;
Luttermann y Meyers, 2007, 2009; Meyers 2003, 2007) facilitado por la
presencia de una secuencia de unos 70 nucledtidos (TURBS) al final del gen
de la VP1 que forma una estructura secundaria con 2 motivos definidos, que
interacciona por su motivo 1 con el rRNA 18S (Naphtine et al., 2009;
Luttermann y Meyers, 2007, 2009; Meyers, 2007) y lo mantiene unido al RNA
viral. La descripcion de la interaccion de elementos TURBSs con factores de
inicio de la traduccién como el elF3 por la regién del motivo 1 (Pdyri et al.,
2007) explicaria la formacion de nuevos complejos de traduccién. Por otro lado,
el motivo 2 se propone como implicado en la relocalizacion del ribosoma sobre

el codon de inicio de la traduccion (Luttermann y Meyers, 2007; Meyers, 2007).

Una vez expresada la VP1 a partir del sgRNA no necesita
procesamiento por parte de la proteasa viral a excepcion del género Vesivirus,
donde se sintetiza en forma de precursor (Pre-VP1) que es procesado dando
lugar a la VP1 y al péptido LC (Sosnovtsev et al., 1998; Matsuura et al., 2000).
Ademas de la funcion estructural previamente descrita, se ha observado la
interaccion de la proteina codificada por la ORF2 (Pre-VP1) con los productos
NS5, NS6/7 y VP2 del FCV (Kaiser et al., 2006) y se ha descrito la interaccion
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del dominio S de la VP1 con la polimerasa del MNV, actuando como un

regulador positivo de la replicacion del RNA (Subba-Reddy et al., 2012).
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Figura 3: Esquema de la formacion del complejo de inicio de la traduccion del gRNA y del
sgRNA con los factores celulares reclutados por la VPg (A), adaptado de Thorne y Goodfellow,
2014. Representacion del proceso propuesto de traduccion de la ORF de la VP2 mediante un
mecanismo de reinicio de la traduccién dependiente de la terminacién de la ORF anterior (B),
siendo TURBS la secuencia del RNA (Lutterman y Meyers, 2007; 2009) necesaria para el
reinicio de la traduccion.

Adicionalmente se ha encontrado en el MNV, del género Norovirus, la
expresion de una ORF alternativa (ORF 4) solapada con la ORF 2 (McFadden
et al., 2011). El estudio de su secuencia ha permitido encontrar una region de
inicio (AUG) en un entorno favorable de Kozak que permite proponer el

mecanismo de “leaky scanning” para su traduccién (McFadden et al., 2011).

La funcion de la VP2 continla sin determinarse aunque se propone que
pueda servir para la encapsidacién del genoma viral debido a que es una
proteina de caracter basico que podria interaccionar con los gRNA y sgRNA y
por su capacidad de interaccionar con la proteina mayoritaria de la capsida
(Glass et al., 2003; Kaiser et al., 2006; Vongpunsawad et al.,, 2013). La
interacciéon de la VP2 con la VP1 aporta estabilidad durante el proceso de
ensamblaje y frente a la accion de proteasas (Bertolotti-Ciarlet et al., 2003) lo
gue puede explicar la importancia funcional de la VP2 para la formacion de

particulas infecciosas (Sosnovtsev et al., 2005).

1.4 Replicacion del RNA viral y variacion genética
La replicacion del gRNA requiere la sintesis de wuna hebra

complementaria de polaridad negativa que servirdA como molde para la
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transcripcion y replicacion, generando nuevos sgRNAs y gRNAs. Durante este
proceso, llevado a cabo por la RNA polimerasa dependiente de RNA viral, se
forma una molécula de RNA de doble cadena. Al no haberse detectado VPg
ligada a la hebra negativa, se ha propuesto que la cadena antisentido se
sintetiza de novo (Rohayem et al., 2006) en un proceso regulado por la
interaccion de la polimerasa con el dominio S de la proteina estructural,
interacciobn que no afecta a la polimerizacion dependiente de VPg (Subba-
Reddy et al., 2011, 2012). De esta forma, en las etapas iniciales la interaccion
de la polimerasa con la VP1 favoreceria la sintesis de moldes de polaridad
negativa, mientras que en fases mas tardias de la infeccion el autoensamblaje
de céapsida restaria esos recursos y reduciria la formacion de genomas
antisentido. Una vez se ha sintetizado la hebra negativa, y utilizando ésta como
molde, tiene lugar la sintesis de la cadena positiva empleando la proteina VPg

como cebador (Rohayem et al., 2006).

Se han encontrado hebras de polaridad positiva y negativa tanto de los
RNAs gendmico como subgendmico en células infectadas, lo cual parece
indicar la posibilidad de que se forme sgRNA a partir de una cadena
complementaria de polaridad negativa (Green et al., 2002). Inicialmente se
propusieron dos modelos, uno que sugeria una terminacion temprana de la
sintesis de la hebra de polaridad negativa por separacion del complejo RNA-
Polimerasa debido a una sefal de terminacién en la secuencia del gRNA que
diera lugar a un subgendémico antisentido. Usando éste como molde y
utilizando la VPg como cebador se sintetizarian los sgRNAs (Revisado en
Thorne y Goodfellow, 2014). El segundo modelo, apoyado por datos obtenidos
in vitro (Morales et al., 2004) y predicciones bioinformaticas (Simmonds et al.,
2008) establece que el subgendémico se formaria usando como molde la hebra
gendmica antisentido por la presencia de una estructura secundaria en la hebra
de polaridad negativa que actiia como promotor permitiendo la union de la RNA
polimerasa viral y el inicio de la sintesis del sgRNA empleando como cebador
la VPg. La secuencia que actuaria como promotor mediante la formacion de
estructuras secundarias y su interaccion con la RNA polimerasa ha sido
confirmada experimentalmente en Norovirus (Yunus et al., 2015; Lin et al.,

2015). A partir del RNA subgenomico la polimerasa viral podria sintetizar de
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novo las hebras complementarias explicando asi la presencia de subgenémicos
de polaridad negativa.
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————— > Replicacion RNA . RNA pol-RNA dep

Figura 4: Esquema de la replicacion de RNA en calicivirus. (A) La sintesis de la hebra de
polaridad negativa se realiza de novo por la RNA polimerasa-RNA dependiente. (B) La sintesis
del gRNA vy (C) del sgRNA se realiza utilizando la VPg como cebador. La protuberancia que
se indica en la hebra de polaridad negativa representa la regién que actlla como promotor para
la sintesis del sgRNA.

La replicacion del RNA en los calicivirus es, como en otros virus de RNA,
la principal fuente de variaciébn génica debido a la actividad de las RNA
polimerasas dependientes de RNA que, por su deficiencia en actividad
correctora de errores, introduce mutaciones en, aproximadamente, 1 de cada
10* bases sintetizadas. Esta alta tasa de mutacion y el alto nimero de copias
generadas en el proceso infectivo, generan una dindmica de cuasiespecies
dando lugar a multitud de genomas funcional y estructuralmente relacionados
pero con una alta variabilidad de secuencias y, en consecuencia, de fenotipos
(Lauring y Andino, 2010; Domingo et al., 2012).

La tasa de error de las RNA polimerasas dependientes de RNA es un
mecanismo evolutivo necesario para mantener la elevada diversidad genética
de estos virus, de manera que la disminucién de la tasa de error de estas
enzimas provoca una disminucion en la propagacion y virulencia (Pfeiffer y
Kirkegaard, 2005), y un aumento de la tasa de mutacion también tiene

consecuencias negativas que pueden llevar incluso a la extincion de la
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progenie viral por la acumulacién de mutaciones, lo que podria ser utilizado
para el tratamiento farmacologico de infecciones virales (Revisado en Perales y
Domingo, 2014). Compuestos como la rivabirina y favipiravir, que aumentan la
tasa de mutacion de las RNA polimerasas virales, han demostrado ser eficaces

en la inhibicion de la propagacion del MNV (Arias et al., 2014).

Otra fuente de variacion génica que encontramos en los calicivirus es la
recombinacién cuando se replican dos o mas genomas diferentes en un mismo
huésped. Ha sido estudiada en mayor detalle entre virus de distintos genotipos
dentro del género Norovirus donde ocurre con mayor frecuencia en la regiéon
solapante de la ORF1 y la ORF2 (Bull et al., 2005; Rohayem et al., 2005). Se
ha propuesto que este fendmeno se deba a la presencia de secuencias que
favorezcan el cambio de molde de la polimerasa durante la replicacién del
genoma y que estarian situadas en la region 3’ de las hebras subgendmicas de
polaridad negativa (Bull et al., 2005). En Lagovirus también encontramos
recombinacién homologa en la region upstream del gen de la VP1 (Abrantes et
al., 2008), dando lugar a la aparicién de variantes, por la recombinacion de la
region donde se encuentran los genes de las proteinas no estructurales con la
region que contiene los genes de las proteinas estructurales, entre diferentes
aislados de RHDV (Lopes et al., 2015).

1.5 Ciclo replicativo
Para que en una célula puedan producirse nuevas particulas virales,

ésta debe ser permisiva (que permita la entrada del genoma) y susceptible (que
contenga las condiciones y factores necesarios para la formacién de nuevos
virus) a la infeccion. Estas caracteristicas condicionan el rango de huésped y el

tropismao.
Union, entrada y liberacion del genoma

Para introducir el genoma dentro de la célula huésped, se debe producir
la adsorcion del virion a la célula mediante interaccion con moléculas
especificas dispuestas en la superficie celular. Estas moléculas son proteinas o
glicidos asociados a lipidos y proteinas de membrana que permiten el anclaje

del viribn y, generalmente en combinacion con otras moléculas, facilitan el
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acercamiento a la superficie celular y, dado el caso, la formacion de vesiculas

para el transporte de la particula viral.

En la familia Caliciviridae las interacciones con moléculas de la
superficie celular mas caracterizadas son las que tienen lugar entre los
norovirus humanos y los antigenos que determinan los grupos sanguineos
(Marionneau et al., 2002; Huang et al., 2003). También se ha detectado la
interaccion de antigenos de grupos sanguineos con la capsida del RHDV
(Ruvoen-Clouet et al., 2000; Leuthold et al., 2014), siendo candidatos para
actuar como receptores en la union a la célula huésped. Otro componente
glucidico que puede funcionar como receptor de calicivirus son los residuos de
acido a-2,6-sialico, cuya interaccion y union se ha descrito para el MNV (Taube
et al.,, 2009) y el FCV (Stuart y Brown, 2007). En el género Vesivirus se ha
observado la unién a dos tipos de receptores proteicos. En el vesivirus de
conejo (RaV) se ha encontrado la interaccion de la capsida con la anexina A2 y
gue su presencia es necesaria para la propagacion viral (Gonzéalez-Reyes et
al., 2009). El papel de la anexina A2 en el transporte celular permite sugerir que
juega un papel en el proceso de entrada de la particula viral. En el calicivirus
felino ha sido caracterizada la unién al receptor JAM-1 (Makino et al., 2006;
Ossiboff y Parker, 2007) y se sugiere la necesidad de mas receptores para
permitir la entrada del virion. El tropismo del FCV por el tracto respiratorio
superior se explica mejor por la presencia conjunta, en células de dicha regién,

del receptor JAM-1 y residuos de acido a-2,6-siélico (Stuart y Brown, 2007).

La unién del virion con uno o varios de los receptores de superficie
facilita la entrada del virus mediante la formacion de vesiculas. En el caso del
FCV la entrada se produce por endocitosis mediada por clatrina (Stuart y
Brown, 2006) y el desensamblaje de la cépsida ocurre por acidificacion
posterior de los endosomas (Kreutz y Seal, 1995; Stuart y Brown, 2006)
dejando el gRNA libre en el citoplasma. Sin embargo, el mecanismo de entrada
del MNV es independiente de clatrina y de caveolina. Si bien no se conoce el
mecanismo exacto de entrada, parece dependiente de la presencia de

colesterol y dinamina (Perry y Wobus, 2010; Gerondopoulos et al., 2010).
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Sintesis de proteinas y RNAs virales

Una vez el gRNA con la VPg unida en el extremo 5’ queda libre en el
citoplasma, tiene lugar la traduccion por la formacion del complejo de inicio de
la traduccion tras la interaccion de la VPg con factores celulares. La expresion
de la ORF1 dara lugar a una poliproteina que se autoprocesa debido a la
actividad proteasa, NS6, dando lugar a los diferentes precursores y productos

virales maduros.

La produccion de proteinas de la ORF1 favorece la formacion de
complejos de replicacion en el citoplasma, que son estructuras membranosas
formadas a partir de las membranas internas de la célula y que delimitan un
entorno adecuado para los procesos de traduccion y replicacion de RNA del
virus, incrementando la concentracion de los elementos virales y celulares
necesarios para que ocurran dichos procesos de manera eficiente. Estos
complejos han sido observados en FCV (Bailey et al., 2010; Green et al., 2002),
MNV (Hyde et al., 2009; Hyde y MacKenzie, 2010) y RaV (Casais et al., 2008).
En el FCV se forman a partir de la membrana del reticulo endoplasmatico por la
asociacion con las proteinas NS2, NS3 y NS4 (Bailey et al., 2010) y en el MNV
estan implicadas las proteinas NS1-NS2, NS4 y estructuras de membrana del
reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi y endosomas (Hyde et al., 2009;
Hyde y MacKenzie, 2010). Los complejos en el MNV se localizan en regiones
préximas al centro organizador de microtubulos lo que, junto con la posible
mediacién de la VP1 en la reestructuracion de los microtibulos (Hyde et al.,
2012), aporta los primeros datos sobre los mecanismos de transporte durante

la infeccidn por calicivirus.

Dentro de los complejos de replicacién tendra lugar la replicacion del
genoma viral por la RNA polimerasa dependiente de RNA. Segun los modelos
propuestos para la replicacion y la traduccion, se sintetiza la hebra
complementaria a la genémica de novo formandose un intermediario de doble
cadena. Las hebras de polaridad negativa serviran, a su vez, como molde para
la sintesis del gRNA y del sgRNA empleando como cebador la proteina NS5
(VPQ). En el entorno de los complejos se produce la traduccion dependiente de
VPg de los RNAs genomico y subgenomico de polaridad positiva, dando lugar

a las proteinas no estructurales y estructurales, respectivamente.
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Durante la replicacion viral, existe competicion de recursos con la célula
huésped e interaccion con los mecanismos de defensa. La actividad proteasa
NS6 es capaz de procesar la proteina celular PABP (Kuyumcu-Martinez et al.,
2004) necesaria para la traduccion de los mRNA celulares y la expresion de la
ORF4 en MNV interfiere en la respuesta innata mediada por interferén

(McFadden et al., 2011) aumentado la virulencia de la infeccion.

- I-
‘.\Q € Complejos de
< replicacién

NUCLEO
CITOPLASMA

Figura 5: Esquema del ciclo replicativo de calicivirus. Tras la adsorciébn a una o varias
moléculas (figura gris) de la superficie celular (1) se produce la internalizacion del virion y
liberacién del genoma con la proteina VPg en el extremo 5’ (2), que es traducido (3) dando
lugar a las proteinas no estructurales tras el procesamiento de la poliproteina. Las proteinas no
estructurales participan en la formacién de los complejos de replicacion (4) y en la replicacion
de RNA (5) que darad lugar a la hebra de polaridad negativa en rojo. Utilizando la hebra
negativa como molde se sintetizan mas gRNAs (6a) y sgRNAs (6b). La traduccién de los
gRNAs dara lugar a més proteinas no estructurales (7a), mientras que la traduccion de los
sgRNAs da lugar a las proteinas estructurales (7b). Las proteinas estructurales se
autoensamblan incorporando RNAs (+) con VPg unida, dando lugar a las nuevas particulas
virales (8). El dafio celular y desestructuracién de membranas internas permite la liberacién de
los viriones (9).

Empaquetamiento y salida

Cuando el numero de copias de la proteina estructural VP1 es
suficientemente elevado, se autoensambla formando la capsida e incorporando
el genoma unido a la VPg. Para el desarrollo de este proceso seria necesario
estabilizar la VP1 y evitar su degradacion, papel llevado a cabo en MNV por la

chaperona HSP90 (Vashist et al., 2015). Se desconoce qué sefal o sefales
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permiten empaquetar selectivamente los gRNA y sgRNA virales, pero se ha
sugerido que puedan ser la VPg, unida covalentemente a ambos, o la VP2,
proteina de caracter basico que interacciona con la VP1.

La salida del virus se produce por lisis de la célula huésped,
probablemente debido a la acumulacion masiva de particulas virales y la
destruccion de estructuras celulares. Este proceso estaria favorecido por la
apoptosis de la célula huésped (Alonso et al.,, 1998; Bok et al., 2009;
Sosnovtsev et al., 2003; Alvarez-Sanchez et al., 2015) y la interaccion entre
proteinas virales y celulares, como la que tiene lugar en el FCV entre la
proteina LC, procesada a partir del producto de la ORF2, y la anexina A2
(Abente et al.,, 2013). Dicha interaccion puede jugar un papel en la
desestructuracion de las membranas celulares que permita la liberacion del
virus (Abente et al., 2013).

La profundizacion en el estudio integral del proceso infectivo en
calicivirus necesita modelos capaces de replicarse de manera efectiva en
cultivos celulares. Esta caracteristica, dentro de la familia Caliciviridae, sélo ha
sido descrita en miembros del género Vesivirus, en el MNV del género
Norovirus y en el virus de Tulane del género propuesto Recovirus (Farkas et
al., 2008). El cultivo de otros calicivirus presenta dificultades y puede requerir
de factores afiadidos. Asi, se ha encontrado un modelo para el cultivo del
calicivirus entérico porcino (PEC) del género Sapovirus en lineas celulares
procedente de cerdo y con el aporte de sales biliares (Chang et al., 2004) y se
ha descrito la posibilidad de cultivar norovirus humano en cultivos de linfocitos
B con presencia de bacterias entéricas productoras de antigenos de grupos

sanguineos (Jones et al., 2014).

2. Interacciones virus-célula huésped

El genoma viral tiene capacidad para un namero limitado de genes lo
gue implica la participacion de proteinas celulares en varios procesos del ciclo
replicativo. La coevolucion entre los distintos virus y sus hospedadores ha dado
lugar a que proteinas celulares realicen funciones de regulacion dentro de un

contexto de infeccion viral.
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A modo de resumen y desde un punto de vista genérico, podemos
establecer una serie de diferencias en funcion de la estrategia de los distintos
virus para obtener sus RNAs mensajeros que, de entrada, marcaran algunas
diferencias ineludibles en los requerimientos de factores celulares. Asi, en la
mayoria de los virus de DNA la replicacién del material genético tiene lugar en
el ndcleo y la replicacién de DNA vy transcripcion de mRNAs dependen de la
DNA polimerasa y de la RNA polimerasa dependientes de DNA celulares,
respectivamente. Se encuentran algunas excepciones como los miembros de la
familia Poxviridae, de replicacion citoplasmética y con capacidad génica para
sintetizar sus propias DNA y RNA polimerasas. Mencion aparte merece el
grupo que forman las familias Caulimoviridae y Hepadnaviridae, virus de DNA
bicatenario cuyos RNAs los sintetiza la RNA polimerasa dependiente de DNA
celular. A partir de estos RNAs se sintetiza el genoma mediante la accion de la

transcriptasa inversa codificada en el genoma viral.

En los virus de RNA su replicacién suele ocurrir en el citoplasma (hay
excepciones como la familia Orthomyxoviridae) mediante la accion de una RNA
polimerasa dependiente de RNA, exclusiva de estos virus. Una excepcion la
constituye la familia Retroviridae, cuyo genoma es un RNA monocatenario que
se produce por accion de la RNA polimerasa DNA dependiente celular a partir
del DNA bicatenario sintetizado por la transcriptasa inversa e integrado en el
genoma celular. Con actividad RNA polimerasa-RNA dependiente se
encuentran los virus de RNA bicatenario (como por ejemplo la familia
Reoviridae) y los que presentan un RNA de cadena sencilla, dentro de los
cuales se distingue aquellos cuyo RNA gendmico puede ser traducido
directamente (polaridad positiva) y aquellos cuyo RNA gendémico (polaridad
negativa) debe ser transcrito para formar RNA mensajero. A pesar de que
estos virus sinteticen su propia polimerasa, su limitado nimero de genes les
obliga a necesitar de la interaccidén con proteinas celulares para llevar a cabo

una replicacion efectiva (Ortin y Parra, 2006).

La familia Caliciviridae se encuentra dentro de los virus RNA de polaridad
positiva, con los que comparte algunas estrategias y procesos que permiten
una aproximacion experimental semejante al estudio de los factores celulares

implicados en la replicacion viral.
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2.1 Interacciones virus-célula huésped en virus RNA de polaridad
positiva
Dentro de los virus RNA de polaridad positiva encontramos, entre otras,

las familias Picornaviridae, Coronaviridae, Flaviviridae, Arteriviridae vy
Caliciviridae que incluyen patégenos humanos y animales. Otras familias bien
estudiadas son Potyviridae y Bromoviridae, causantes de patologias en plantas

y que comparten caracteristicas y estrategias con las anteriores.

Las aproximaciones experimentales que han permitido la identificacion y
estudio de las interacciones entre proteinas celulares y proteinas y RNAs
virales en virus RNA de polaridad positiva se basan en técnicas de estudio de
la permisividad y susceptibilidad de cultivos celulares a las infecciones virales,
analisis de los complejos proteicos que co-purifican con proteinas virales o la
interaccion directa y especifica entre proteinas virales y celulares, estudio de la
interaccion y precipitacion de proteinas celulares con regiones de los distintos
RNAs virales, en especial con las regiones de los extremos 5 y 3’ u otras
regiones con posible funcién reguladora, y técnicas de silenciamiento génico
que permitan estudiar funcionalmente genes concretos (Lai, 1998; Wang vy Li,
2012; Ahlquist et al., 2003).

El grupo de proteinas identificadas mediante estos ensayos incluye
proteinas de membrana, proteinas del metabolismo de lipidos, chaperonas,
proteinas del citoesqueleto, proteinas de regulacion del ciclo celular, factores
de transcripcion, proteinas de procesamiento del RNA, factores de traduccion y
elementos del sistema inmune innato (Lai, 1998; Wang y Li, 2012; Ahlquist et
al., 2003).

Interacciones en la unién, entraday liberacion del genoma

Los receptores y co-receptores utilizados para la adsorcion del virion son
proteinas, glucoproteinas o glucolipidos de membrana con funciones
fisioloégicas o de relacion en la célula huésped y presentan una gran variedad
incluso dentro de miembros de la misma familia. Sin embargo, existen algunas
coincidencias entre miembros de las distintas familias, ya que encontramos
union a residuos de acido sialico en miembros de la familia Picornaviridae
(Uncapher et al., 1991; Reza et al., 2005) y Coronaviridae (Winter et al., 2006;
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Schwegmann-Webels et al., 2011). En flavivirus no se han descrito uniones con
acido sidlico, pero si se han encontrado interacciones con residuos glucidicos
de heparan sulfato como receptores para el virus Denge y el virus de la fiebre
amarilla (Chen et al., 1997; Germi et al., 2002; Hilgard y Stocker, 2000; Lee et
al., 2006). Una vez se une a los receptores adecuados se produce la entrada
del virion. En los coronavirus, la entrada se produce por endocitosis mediada
por clatrina, pero la fusién de la membrana del virus con la membrana de los
endosomas ocurre tras el procesamiento de la proteina S de la superficie del
virus por parte de proteasas celulares presentes en los lisosomas (Burkard et
al.,, 2014). En flavivirus se ha descrito que la entrada se produce por
endocitosis mediada por clatrina y la liberacion del genoma por fusion de
membranas dependiente de pH &cido (Mathapati et al., 2010). En el caso de los
picornavirus, al ser un virus sin envuelta a diferencia de coronavirus y flavivirus,
la entrada se produce por endocitosis y la union al receptor produce un cambio
conformacional de las proteinas estructurales que permite el anclaje y la
posterior formaciéon de un poro en la membrana del lisosoma, liberando el
genoma en el citoplasma de la célula huésped (Fricks y Hogle, 1990; Panjwani
et al., 2014, Seitsonen et al., 2012).

Traduccion del RNA y factores celulares

Una vez se ha liberado el genoma de los virus RNA de polaridad
positiva, se traduce parasitando la maquinaria celular de sintesis de proteinas.
Los coronavirus y flavivirus, cuyos genomas presentan un cap en el extremo 5’
y una cola de poli-adenina en el extremo 3’, pueden reclutar los factores de
inicio de la traduccion de la célula eucariota y estabilizar el complejo de
traduccion mediante la circularizacion del genoma por la interaccion del cap
con elF4E y la formacion de un complejo con elF4G y la proteina de unién a
poli-adenina, PABP (Wells et al., 1998). Ademas de la cola de poli-adenina en
el extremo 3’, podemos encontrar otras secuencias y estructuras que regulan
en cis la traduccion de estos genomas. En coronavirus se han encontrado
estructuras secundarias que permiten el desplazamiento del marco de lectura
por parte del ribosoma para la traduccion de genes solapados (Herold y Siddell,
1993; Dos Ramos et al.,, 2004) y en algunos flavivirus, como el HCV, se ha
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descrito la presencia de IRES en la NTR del extremo 5’ del genoma que, con la
regulacion en trans por parte del antigeno La celular, permitirian un mecanismo

de traduccion alternativa, no dependiente de cap (Ali et al., 2000).

Los picornavirus carecen de cap y el inicio de la traduccion es regulado
en cis por la presencia de IRES en la region no traducida del extremo 5. Las
estructuras secundarias que se forman en esta region permiten la interaccion
con factores de inicio de la traduccién como el elF4G y la subunidad ribosémica
40S. La formacion de estos complejos que permiten el inicio de la traduccion
esta regulada en trans por proteinas celulares. La primera descripciéon de un
factor celular asociado a la traduccion en picornavirus fue la del autoantigeno
La, necesario para el correcto desarrollo de la traduccién (Meerovitch et al.,
1993). Las proteinas celulares PTBP1 (Kafasla et al., 2010) y PCBP (Gamarnik
y Andino, 1997) interaccionan con el IRES de poliovirus y regulan
positivamente el proceso. La proteina PCBP se une a regiones ricas en
residuos de poli-citosina e interacciona con la proteina PABP aportando
estabilidad a los mensajeros (Wang et al., 1999) y pudiendo formar un puente
RNA-proteina-proteina-RNA que favorezca la aproximacion de los extremos y

circularizacion del genoma (Herold y Andino, 2001).

Otro factor asociado a la regulacion de la traduccién en picornavirus es
la hnRNPA1, que se asociada a regiones no traducidas en el extremo 5’ tanto
en enterovirus como en el virus Sindbis (Familia Togaviridae) regulando
positivamente y en trans una traduccion dependiente de IRES y otra

dependiente de cap (Lin et al., 2009).

Durante la infeccion se produce competencia entre los recursos de la
traducciéon de mensajeros virales y celulares. La proteasa 2A de picornavirus
procesa el factor de inicio de la traduccion elF4G, eliminando su dominio de
uniéon a elF4E (Lamphear et al., 1993) e inhibiendo la traduccion dependiente
de cap. Otras estrategias consistirian en el procesamiento por la proteasa 2A
de la PABP (Kerekatte et al., 1999) que, como hemos visto, esta implicada en
la circularizacién de los mensajeros celulares para la traduccién. Durante el
proceso infectivo también se producen interacciones con elementos del sistema
inmune innato de la célula huésped, que pueden ser inactivados mediante

procesamiento por parte de las proteasas virales (Barral et al., 2007, 2009;
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Debaraj et al., 2007) o mediante la inhibicién de su produccion (Arnaud et al.,
2010).

Formacion de complejos de replicacion

Con la participacion de las proteinas formadas durante la traduccion del
RNA viral se forman los complejos de replicacion, estructuras de membrana
formadas por la interaccion de proteinas virales y membranas del reticulo
endoplasmatico y endosomas (Welsch et al., 2009; Knoops et al., 2008), que
crean un entorno favorable para la replicacion, traduccion y transcripcion de los
RNAs virales y que debe incluir todos los factores necesarios para el desarrollo
de esos procesos a la vez que protege y estabiliza los productos de sintesis,
impidiendo la interaccion de las formas replicativas (RNA de doble cadena) con

los receptores TLR, RLR y PKR del sistema inmune innato.

Proteinas celulares y sintesis de RNA viral

La replicacion del RNA en virus de polaridad positiva necesita la sintesis
de una hebra negativa con la que formara transitoriamente un intermediario de
doble cadena y que servir4 a su vez como molde para la formacién de nuevos
gRNAs y sgRNAs. Uno de los pasos que necesitan regulacién es la transicion
entre los procesos de traduccion y replicacion dado que la lectura de los
ribosomas en direccidén 5’-3’ bloquea la lectura en sentido inverso de la cadena

molde por parte de la polimerasa (Andino et al., 1999).

El mecanismo propuesto para controlar estos procesos en picornavirus
necesita la interaccion de la PCBP con regiones no traducidas del extremo 5’ y
con la PABP que permanece unida a la cola de poli-A, y que permiten el
correcto desarrollo de la traduccién. Tras la sintesis de las proteinas virales, se
produce la interaccion de la 3CD viral, con actividad proteasa y polimerasa, y la
PCBP, dificultando la traduccién y facilitando el acercamiento de la polimerasa
3D al extremo 3’, mediante interaccion con la PABP, para iniciar la sintesis de
RNA (Gamarnik y Andino, 1998; Herold y Andino, 2001) de novo y dependiente
de la presencia de la proteina VPg, y su interaccion con la polimerasa 3D

(Hope et al.,, 1997), que actia como cebador (Paul et al.,, 1998) siendo

26



uridillada como paso necesario para la elongacion de la hebra negativa. La
PABP se muestra como una proteina celular necesaria para el inicio de la
traduccion, para la produccion de una replicacion efectiva y para la regulacion

en trans de la transicion entre ambos procesos.

A 37 ~ B
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Figura 6: Representacién del modelo de circularizacién del genoma de poliovirus (A) mediado
por estructuras del RNA viral (en “hoja de trébol”) y los factores celulares PABP y PCBP, que
favorece (B) la sintesis de la hebra negativa por parte de la polimerasa viral (3D) utilizando la
VPg como cebador. Adaptacion del esquema propuesto por Herold y Andino en 2001.

También se ha descrito la interaccion y relocalizacion de las proteinas
nucleares hnRNPK y nucleolina con los extremos 5’ y 3’, respectivamente, del
genoma, jugando un papel importante en la replicacion de virus de la familia
Picornaviridae (Lin et al., 2008; Waggoner y Sarnow, 1998). La proteina
hnRNPK contiene tres dominios KH que permiten su union a residuos ricos en
poli-citosinas al igual que las PCBPs, si bien se diferencian en la presencia de
varios dominios adicionales de union a RNA y DNA en la hnRNPK (Leffers et
al., 1995) que permiten suponer afinidades similares en cuanto a regiones de

union, pero diferencias funcionales.

En coronavirus encontramos, ademéas de la replicacion del gRNA, la
formacion de mensajeros subgenomicos, denominada transcripcién, que son
traducidos para expresar proteinas virales. La replicacién esta regulada en cis
por secuencias de las regiones no traducidas de los extremos 5’ y 3’, incluida la
cola de poli-adenina (Spagnolo y Hogue, 2000), y proteinas virales como la
proteina de la nucleocapsida (Almazan et al., 2004) y celulares como la PABP
(Spagnolo y Hogue, 2000), necesarias para la replicacion efectiva del genoma.
La transcripcién de los sgRNAs esta regulada en cis por la secuencia lider en el
extremo 5 del genoma y las secuencias intergénicas de regulacion de la
transcripcion situadas en la region 5 de distintos genes virales. Aunque se

desconoce el mecanismo exacto por el que tiene lugar la transcripcion, se ha
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propuesto que se produce mediante un proceso de sintesis discontinua y
cambio de molde (Zufiga et al., 2004) que necesitaria la actuacion en trans de
proteinas virales y celulares como la PTBP1, que mediante su interaccion con
la nucleoproteina y la secuencia lider, ha sido descrita como un regulador
positivo del proceso (Li et al., 1999; Choi et al., 2002).

En el coronavirus MHV se ha observado la interaccion de la hnRNPA1
con la nucleocépsida y con la secuencia lider y las secuencias intergénicas de
la hebra negativa (Wang y Zhang, 1999; Li et al., 1997) pero se discute si juega
realmente un papel esencial durante la infeccion viral (Shen y Masters, 2001).
Ensayos de precipitacion de RNAs sintéticos de los extremos 5 y 3’ del
genoma del TGEV han permitido identificar su interaccion con varias proteinas
celulares, y los estudios funcionales han sefialado a las proteinas hnRNPQ,
PABP y EPR como proteinas necesarias para la correcta replicacion del virus
(Galan et al., 2009), en el caso de la hnRNPQ posiblemente jugando un papel
en la sintesis de RNA (Choi et al., 2004).

Algunas de las proteinas celulares citadas presentan funciones
circunstanciales en varias familias de virus RNA de polaridad positiva, asi en el
virus Sindbis de la familia Togaviridae, la hnRNPAL interacciona con la region
5 del genoma y juega un papel importante en la regulacion de la replicacion y
la traduccion (Gui et al., 2010; Lin et al., 2009), mientras otras interacciones
como la que tiene lugar entre la hnRNPK y proteinas no estructurales y sgRNA
del virus Sindbis (Burnham et al., 2007) han sido probadas in vitro pero no

estudiadas funcionalmente.

Factores celulares en la encapsidacion y liberacion del virus

Una vez se han producido las proteinas y genomas virales, se producira
la encapsidacion del genoma y el ensamblaje de la cépsida, dando lugar a
nuevas particulas virales. Este proceso puede necesitar de la accion de
chaperonas celulares para el correcto pliegue de las proteinas y ensamblaje de
la capsida (Tsou et al., 2013) y estar regulado por interacciones entre proteinas
estructurales del virus y proteinas celulares. De esta forma, la proteina

hnRNPK podria tener un papel en el ensamblaje del virus Dengue mediante la
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interaccién con la proteina de la nucleocapsida (Chang et al., 2001) y en la
regulacion de la encapsidacion del gRNA en el HCV (Poenisch et al., 2015),

también de la familia Flaviviridae.

Finalmente tiene lugar la liberacion de las particulas virales. En los virus
gque presentan envuelta lipidica, la salida se produce tras la uniéon de proteinas
virales con la membrana plasmatica o0 membranas internas (Klumperman et al.,
1994), mientras en virus sin envuelta puede producirse directamente por lisis
celular. En el caso de los picornavirus la accién de la proteina viral 2B, que
forma poros en las membranas plasmaticas e internas, permite la
desregulacion de los niveles de Ca?*, favoreciendo la permeabilizaciéon de la

membrana plasmatica y la salida del virus (Van Kuppeveld et al., 1997).

2.2 Interacciones virus-célula huésped en los calicivirus
La profundizacion en el estudio funcional de las interacciones virus-

célula huésped en la familia Caliciviidae ha presentado dificultades
experimentales por la escasez de virus con capacidad de multiplicarse en
cultivos celulares, siendo el FCV y el MNV los mas empleados. Gracias a estos
modelos se han podido identificar varios posibles receptores en calicivirus,
como la proteina JAM-1 en FCV (Makino et al., 2006; Ossiboff y Parker, 2007),
la anexina A2 en RaV (Gonzalez-Reyes et al., 2009) y residuos de acido a-2,6-
sialico en FCV y MNV (Taube et al., 2009; Stuart y Brown, 2007).

El proceso donde mas se ha estudiado la dependencia de factores
celulares es la traduccion. Al no presentar IRES ni cap en el extremo 5’, ésta se
produciria por un mecanismo dependiente de la VPg y su interaccion con los
factores celulares elF4E, elF3 y elF4G (Chaudry et al., 2006; Daughenbaugh et
al., 2003, 2006; Goodfellow et al., 2005; Hosmillo et al., 2014; Chung et al.,
2014) que reclutan los elementos necesarios para la formacién el complejo de

inicio de la traduccion.

La expresion de las proteinas virales permite la formacion de los
complejos de replicacion, estructuras membranosas formadas probablemente

por la interaccion de proteinas virales entre si (Kaiser et al.,, 2006) y con
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estructuras membranosas celulares (Fernandez-Vega et al., 2004; Bailey et al.,
2010) y proteinas del huésped como la VAP-A (Ettayebi y Hardy, 2003).

La replicacion y transcripcion de los RNAs virales tiene lugar dentro de
los complejos de replicacion y es regulada mediante la interaccion entre la
proteina estructural VP1 y la polimerasa NS7 en Norovirus (Subba-Reddy et al.,
2012). La sintesis de las hebras de polaridad positiva se realiza utilizando la
proteina viral VPg como cebador (Belliot et al., 2008; Machin et al., 2001;
Rohayem et al., 2006), con la probable interaccion entre dicha proteina y la
polimerasa viral (Kaiser et al., 2006).

La armonizacion de estos procesos y de la transicion entre traduccion y
replicacion necesita de elementos reguladores. Los extremos 5 y 3’ del
genoma presentan secuencias complementarias que regulan en cis facilitando
el acercamiento de los mismos, pero son necesarias proteinas celulares para
estabilizar la interaccion (Sandoval-Jaime y Gutiérrez-Escolano, 2009). Se ha
observado que la circularizacion del genoma puede estar mediada por la
interaccién de las proteinas PCBP2 y hnRNPA1 y de éstas con los extremos 5’
y 3’ del genoma (Lopez-Manrique et al., 2013). El silenciamiento de estas
proteinas afecta a la replicacién viral seguramente por la disrupcion del
complejo ribonucleoproteico.

Otras interacciones con los extremos del genoma han sido estudiadas in
vitro pero no funcionalmente como las proteinas PTBP, PCBP2, La y hnRNPL
que interaccionan con el extremo 5’ del virus Norwalk (Gutiérrez-Escolano et
al., 2000) y las proteinas La, PTBP y PABP con el extremo 3’ del mismo virus
(Gutiérrez-Escolano et al., 2003). Si bien no han podido estudiarse por la falta
de un modelo cultivable para el virus Norwalk, han servido como referencia

para profundizar en el estudio de las interacciones utilizando otros modelos.

D

Figura 7: Representacion del modelo de circularizacion del genoma del MNV propuesto por
Lépez-Manriquez y colaboradores (2013), con la participacion de las proteinas celulares
PCBP2 y hnRNPAL.

hnRNPA1).%
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El estudio funcional de la interaccion con el extremo 5 del gRNA y del
sSgRNA de la PTBP en la replicacion del FCV, ha permitido comprobar su
importancia en la replicacion viral y sugerir su rol como una chaperona de RNA
que estabiliza los complejos ribonucleoproteicos (Karakasiolitis et al., 2006) y
cuya transicion del nucleo al citoplasma durante la infeccion puede regular
negativamente la traduccion de los RNAs virales y favorecer la replicacion y
transcripcion de los mismos (Karakasiolitis et al., 2010).

Otras interacciones han sido observadas y se ha estudiado su papel
relativo en la replicacion viral a través del silenciamiento de los respectivos
MRNAs celulares, pero aun se desconoce su funcion exacta. La nucleolina
interacciona in vitro con regiones no traducidas del extremo 3’ del NV y FCV
ademas de con las proteinas NS6-NS7 recombinante del NV y NS6/7 del FCV.
El silenciamiento de la nucleolina en células infectadas con FCV dio lugar a una
reduccion del titulo viral (Cancio-Lonches et al., 2011) sugiriendo un papel
importante en la replicacion eficaz del FCV. El estudio de la precipitacion de
proteinas celulares con los extremos 5’ y 3’ del MNV ha permitido identificar
varias proteinas celulares capaces de unirse a dichas regiones (Vashist et al.,
2012). El silenciamiento de la expresion de las proteinas La, DDX3 y PTBP
permitié observar un descenso en la produccion de virus que sugiere que estas
proteinas juegan un papel en la correcta replicacién del MNV (Vashist et al.,
2012).

Una vez se han producido las proteinas estructurales y gRNAs virales
se produce el ensamblaje de la particula viral y encapsidacién del genoma. En
estos procesos participan factores celulares como la chaperona HSP9O0,
necesaria para la estabilizacién de la VP1 (Vashist et al., 2015) y posiblemente
otras chaperonas moleculares y proteinas de transporte intracelular. También
se desconoce como ocurre la encapsidacion del genoma, siendo las principales
candidatas las proteinas virales VPg, unida covalentemente a los RNAs
genomico y subgendmico, que es capaz de interaccionar con la VP1 (Kaiser et
al.,, 2006), y VP2 por su interaccion con el dominio interno de la VP1
(Vongpunsawad et al., 2013) y por su caracter basico que le permitiria la union

a acidos nucleicos.
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Otras interacciones entre proteinas virales y elementos celulares
descritas en calicivirus pueden jugar un papel relevante sobre el resultado final
de la infeccién. La PABP puede ser procesada por la proteasa viral (Kuyumcu-
Martinez et al., 2004) lo que podria inhibir la traduccion dependiente de cap. En
el caso del MNV, se expresa VF1 que interfiere con los mecanismos de
defensa innatos de la célula huésped (McFadden et al., 2011). La
desestructuracion de las membranas que favoreceria la liberacion de las
nuevas particulas virales en el FCV, podria estar causada por la interaccion del
péptido LC, procesado a partir de la ORF2, con la anexina 2 (Abente et al.,

2013), dando lugar al efecto citopatico caracteristico de este virus.

3. Vesivirus de conejo (RaV)

El virus con el que se ha realizado el presente trabajo es el Vesivirus de
conejo (RaV), aislado por el Prof. Alvin W. Smith (Facultad de medicina
veterinaria, Oregon State University, Corvallis, USA) a partir de muestras
extraidas de las heces de conejos que sufrian gastroenteritis. Posteriormente
fue caracterizado en nuestro laboratorio donde se observaron caracteristicas
propias del genero Vesivirus (Martin Alonso et al., 2005) como la presencia de
3 ORFs, presentar la proteina bifuncional NS6/7 con actividad proteasa y RNA
polimerasa dependiente de RNA y expresar la proteina mayoritaria de la
capsida como un precursor que es procesado dando lugar a los productos LC y
VP1 (Martin Alonso et al., 2005; Gonzalez Molleda, 2008).

El RaV es capaz de infectar tanto células Vero (procedente de mono
verde), como Hela, HeLa S3 y HEK293T (lineas celulares humanas) causando
un efecto citopatico caracteristico (Gonzalez Molleda, 2008). Se ha descrito la
interaccién de la céapsida con la proteina anexina A2 (Gonzalez-Reyes et al.,
2009) pero es probable que ademas de estructuras proteicas necesite la
presencia de glucidos para la entrada tras los estudios en cultivos tratados con
lectinas (Gonzalez Molleda, 2008). Ensayos en nuestro laboratorio dan indicios
gue sugieren un mecanismo de entrada por endocitosis mediada por clatrina y
liberacion del gRNA por acidificacion de los endosomas (Gonzéalez Molleda,
2008). Durante la replicacion del RaV se forman complejos de replicacion en el
citoplasma de las células infectadas, donde encontramos las proteinas y RNAs
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virales (Casais et al., 2008). Estos complejos de replicaciébn deben incorporar

los factores celulares necesarios para el correcto desarrollo de la infeccion.

Utilizando el RaV como modelo, se pretende identificar aquellas
interacciones de factores celulares con proteinas y RNA virales que afectan
funcionalmente a la eficiencia de multiplicacion del RaV y que pueden arrojar
nueva informacion sobre los procesos moleculares en calicivirus y servir como

modelo para la busqueda de dianas terapéuticas.
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OBJETIVOS

Las interacciones entre elementos virales y celulares son claves en la
regulacion de los distintos procesos que tienen lugar durante la infeccién viral y
su estudio puede ayudar a comprender mejor la biologia molecular del proceso
infeccioso, permitiendo disefiar estrategias terapéuticas. Dentro de la familia
Caliciviridae se han caracterizado funcionalmente pocas interacciones debido a
la falta de modelos reproducibles en cultivos celulares. Se pretende estudiar
qué proteinas celulares pueden ser importantes para la regulacion de los

procesos moleculares en calicivirus y analizar el papel que desempefian.

Para llevar a cabo estos estudios, se utilizara como modelo el vesivirus

de conejo (RaV).

Teniendo esto en cuenta, los objetivos que se han planteado en el

trabajo de investigacion desarrollado en esta tesis doctoral son:

1. Identificacion de proteinas celulares que interaccionan con los
extremos 5’ y 3’ del genoma del RaV.

Para llevar a cabo este objetivo se pondra a punto una cromatografia de
afinidad a RNA, utilizando secuencias de los extremos 5’ y 3’ del genoma del
RaV y extractos citoplasmaticos de lineas celulares permisivas y susceptibles a
la infeccion por RaV. Las proteinas purificadas junto con los RNAs sintéticos se

analizaran electroforéticamente e identificaran por espectrometria de masas.

2. ldentificacion de proteinas celulares que interaccionan con las
proteinas NS5, NS6/7 y VP1 del RaV.

Se crearan lineas celulares estables que expresen de forma inducible las
proteinas virales junto a una etiqueta peptidica fusionada en el extremo
carboxilo que permitira el rescate de los complejos mediante cromatografia en
tandem por afinidad. Aquellas proteinas purificadas se analizaran

electroforéticamente y se identificardn mediante espectrometria de masas.
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3. Estudio funcional de las proteinas celulares identificadas.

Mediante silenciamiento génico, empleando siRNAs especificos, se
suprimira la expresion de las proteinas celulares identificadas y se analizara
como afecta su inhibicion a la produccién de nuevas particulas virales con

capacidad infectiva en cultivos celulares infectados con RaV.
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MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

1.1 Virus
El RaV, caracterizado en nuestro laboratorio (Martin-Alonso et al., 2005),

fue cedido por el Dr. Alvin W. Smith de la Oregon State University.

El RaV fue aislado a partir de las muestras obtenidas de cinco conejos
de la especie Oryctolagus cuniculus que presentaban diarrea y posteriormente
adaptado a cultivos de células Vero. Los stocks de RaV empleados en este
trabajo se obtuvieron a partir de sobrenadantes recogidos tras la infeccion de
monocapas confluentes de células Vero con RaV. Dichos sobrenadantes se

titularon y fueron almacenados a -80°C.

1.2 Bacterias
Para la clonacion y produccion de preparaciones de plasmidos

recombinantes se empled la cepa de Escherichiacoli XL1-Blue {endAl, hsdR17
(rk-,mk*), supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac, [F’ proAB, laclZAM15, Tn10
(tet]}, previamente tratadas segun el método propuesto por Inoue et al., 1990,
para la preparacion de células competentes. Las bacterias XL1-Blue
competentes se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

1.3 Lineas celulares
Las células HelLa S3 (células epiteliales derivadas de un

adenocarcinoma de utero humano, producido por HPV-18) y las células HEK
293T (células de rifidbn de embrién humano transformadas con el Adenovirus
HAd-5 y el gen que expresa el antigeno T del SV-40) fueron cedidas por el
laboratorio del Dr. Ortin (Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid).

Las células Vero (células de rifidbn del mono verde africano) fueron

adquiridas del European Collection of Cell Cultures (ECACC).

Las células Flp-InT T-Rex™™-293 derivadas de la linea HEK 293T y que
contiene dos plasmidos integrados, pFRT/lacZeo y pcDNAG6/TR, (Figura 8)
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fueron cedidas por el Dr. Thierry Fischer (Centro Nacional de Biotecnologia,
Madrid).

Resistencia
ampicilina

—|Promotor SV40
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Figura 8: Esquema de las regiones integradas en la linea celular Flp-In™ T-Rex™-293.
(Arriba)Pert/lacZeo que expresa el gen de fusion lacZ y de resistencia a la zeocina, susceptible
de ser interrumpida por la recombinacion en la region FRT. (Abajo) plasmido pcDNA6/TR que
expresa el gen TetR y el gen de resistencia a blasticidina.

La linea celular derivada de las células Flp-In'™ T-Rex'™-293 y modificada
para expresar de forma inducible la proteina recombinante C-TAP, fue cedida

por el laboratorio de la Dra. Amelia Nieto del Centro Nacional de Biotecnologia.

1.4 Medios de Cultivo
Las bacterias E. coli fueron cultivas en medio LB modificado segun lo

descrito en Sambrook y col. (1989). La preparacion de medios de cultivo
sélidos para el crecimiento y seleccion de bacterias transformadas se realizé
empleando una concentracion de agar de 15¢g/L en medio LB y se afadi6
ampicilina a una concentracion final de 100 pg/ml para la seleccion de aquellos

clones que hubieran incorporado plasmidos.

Las lineas de células eucariotas HelLa S3, HEK 293T y Vero fueron
cultivadas en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (SBF) al 10%,
glutamina 4mM y gentamicina 50 pg/ml. EI medio DMEM, la gentamicina y la
glutamina fueron suministrados por la casa comercial Invitrogen y el SBF fue
encargado a Biochrom AG. En el caso de la linea HEK 293T se aportaron,

ademas, aminoacidos no esenciales (Invitrogen) al 1%.

Cuando se realizan las infecciones con el RaV, se emplea como medio

de cultivo DMEM no suplementado con SBF y en ausencia de antibiético.
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Para la linea celular Flp-In™ T-Rex™™-293 el medio de cultivo empleado
fue DMEM suplementado con SBF al 10%, glutamina 4mM, aminoacidos no
esenciales, 100 ug/ml de zeocina y 15 ug/ml de blasticidina (Invitrogen). Una
vez se ha realizado la transfeccién de los plasmidos recombinantes, se emplea
un medio con 100 pug/ml de higromicina (Invitrogen) en ausencia de zeocina.
Para inducir la expresion de las proteinas recombinantes, se afiade al medio
las lineas establecidas que expresan las proteinas recombinantes 1 ug/ml de

tetraciclina o doxiciclina (Invitrogen).

Las transfecciones de DNA plasmidico y siRNAs en células HelLa S3 o
HEK 293T, se realizaron empleando como medio de cultivo el medio
modificado y reducido en suero OPTI-MEM (Invitrogen).

Los cultivos de las distintas lineas celulares eucariotas se realizaron en
frascos de plastico de 25 (T-25), 75 (T-75) y 150 (T-150) cm? de superficie y
placas de 6, 24 o 96 pocillos (Becton Dickinson), ocupando cada pocillo una
superficie de 9,6; 2 y 0,38 cm? respectivamente.

1.5 Vectores plasmidicos
Los moldes de transcripcion para sintetizar los RNAs in vitro fueron

obtenidos mediante PCR a partir del plasmido pFRaVeA (Garcia Manso, 2014),

gue contiene el cDNA completo del genoma del RaV.

Para la construccion de lineas celulares establecidas que expresen
proteinas recombinantes de forma inducible, la region codificadora de la
etiqueta peptidica C-TAP se extrajo del plasmido pZome-1-C (CellZome)
(Figura 9A) derivado de la técnica descrita por Rigaut et al., (1999), y se
inserto entre los sitios de restriccion BamHI y Xhol de la regién de clonacion del
plasmido pcDNAS5/FRT/TO (Invitrogen) (Figura 9B).

Las regiones codificadoras de las distintas las proteinas virales (NS5,
NS6/7 y VP1) se amplificaron por PCR y se ligaron en un plasmido pGEM-T
(Promega). Tras la digestion con enzimas de restriccion compatibles de los
productos virales y la construccion pcDNAS5/FRT/TO-C-TAP, se ligaron los

genes por su extremo 3’ a la secuencia de la etiqueta peptidica C-TAP y por su

39



extremo 5’ al promotor, de manera que al expresarse la proteina de fusion el

extremo amino correspondiera al de las proteinas virales.

El plasmido pOG-44 (Invitrogen) que expresa la recombinasa Flp
(flipasa), se cotransfectd con las construcciones anteriores para la insercion
estable de los plasmidos en la regiéon FRT de la linea celular Flp-In™ T-Rex™-
293.

A pZome-1-C

Promotor temprane  Resistencia Resistencia
Sv4n, puromicina ampicilina
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Figura 9: Esquema del plasmido pZOME-1-C (A) con la regién codificadora de la etiqueta C-
TAP. (B) Plasmido pcDNA5/FRT/TO, (FRT) el lugar de insercion en el genoma, (SCM) sitio de
clonacién mudltiple.

1.6 Enzimas
La DNA polimerasa empleada para la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) fue la LA Taq™ adquirida a la casa comercial TAKARA. Las
diferentes endonucleasas de restriccién fueron suministradas por Fermentas o
TAKARA, y la ribonucleasa A (RNasa A), asi como la DNA ligasa del fago T4,
se encargaron a Roche.

La RNA polimerasa del fago T7 y la DNasa empleadas en la
transcripcion in vitro de RNAs sintéticos formaban parte del kit RiboMAX™ de

Promega.
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En la sintesis de cDNAs a partir de RNAs, se utilizo la transcriptasa
reversa del High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems).

Para procesar las proteinas recombinantes durante la realizacion de la
purificacion en tandem, se utilizdé la proteasa del virus TEV (Tobacco Etch
Virus) de Invitrogen. Para el subcultivo y tratamiento de las distintas lineas
celulares empleadas en este trabajo se empled tripsina/EDTA suministrada por
Biochrom AG.

1.7 Anticuerpos
En este trabajo se han empleado varios sueros de conejo generados en

nuestro laboratorio frente a las proteinas NS5, NS6/7 y VP1 recombinantes

(Casais et al., 2008) y suero de cobaya anti-RaV.

Para la deteccién de la proteina hnRNPK, se han empleado anticuerpos
policlonales de conejo (Abcam) (Van Domselaar et al., 2013).

El suero de conejo empleado frente a la proteina PABP, fue cedido por
el laboratorio de la Dra. Amelia Nieto del Centro Nacional de Biotecnologia
(Burgui et al., 2003).

Los anticuerpos frente a las proteinas PTBP1, hnRNPU, hnRNPQ,
hnRNPA1 y hnRNPA2/B1 (Galan et al., 2009), fueron cedidos por el laboratorio

del Dr. Luis Enjuanes del Centro Nacional de Biotecnologia.

Como controles de carga se han utilizado la a-tubulina y la B-actina.
Para la deteccion de a-tubulina se usa un anticuerpo monoclonal procedente
de raton (Calbiochem) y para la de $-actina un anticuerpo monoclonal, también

de raton, de la casa comercial Sigma-Aldrich.

Las inmunoglobulinas G de cabra, anti-lgG de conejo, conjugadas con
isotiocianato de fluoresceina utilizadas en inmunofluorescencia, se obtuvieron
de Sigma-Aldrich. También se usaron como anticuerpos secundarios en esta
misma técnica anticuerpos policlonales de pollo anti-IgG de conejo conjugado
con Alexa Fluor 555 (Invitrogen) y anti-lgG de cobaya conjugado con Alexa

Fluor 488 (Cedidos, respectivamente, por los laboratorios de la Dr. Pilar
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Fernandez y el Dr. Carlos Lopez Otin de la Universidad de Oviedo) emitiendo

fluorescencia en rojo y verde respectivamente.

Para la deteccion de proteinas por fluorescencia en ensayos Western-
blot empleando el dispositivo Odyssey (Li-Cor), se emplearon sueros de cabra
policlonales conjugados con IRDye 680 (fluorescencia roja) o IRDye 800CW
(fluorescencia verde) como anticuerpos secundarios anti-IgG de conejo y anti-

IgG de raton suministrados por la misma compaiiia.

1.8 Oligonucleétidos
Los oligonucleétidos de DNA utilizados para la clonacién de genes

virales y amplificacion de los moldes de transcripcidon fueron suministrados por
Sigma-Aldrich (Tab.M.1).

Para sintetizar cDNA a partir del RNA extraido mediante RT-PCR se
utilizaron como cebadores hexdmeros aleatorios suministrados dentro del High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems).

En la cuantificacion de los niveles de expresion del gen de la PABP
mediante Q-PCR, se utilizaron las sondas Tagman especificas catalogadas
como Hs00743792_s1 suministradas por Applied Biosystems.

Para suprimir la expresion de genes celulares se emplearon distintos
siRNAs que fueron adquiridos de Ambion. Como control negativo se emple6 un
SiRNA irrelevante y validado por la casa comercial, que no produce el
silenciamiento inespecifico de genes celulares y de referencia #4390843 (Lo
denominaremos Neg). Para el silenciamiento de la PABP se utilizaron los
SsiRNAs s25665 y s25664 (denominados PA-1 y PA-2, respectivamente, en
este trabajo). Los siRNAs que tuvieron como diana la expresion del gen
hnRNPK fueron s6737 y s6738 (denominados #A y #B, respectivamente, en

este trabajo).
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Nombre Secuencia (5'-3") Pol.

RaVv1l tttttttttttttttcctaatgcaacctacc 31 - T
T7Rav14 ctcgagtaatacgactcactatagtaaatgagaatttgagctatggc 47 + T
RaVv16 gacaatcgctttgcaagggcg 21 - [T
Ravi8 attcgggttcgtttccggtgg 21 = T
T7RaVsg ctcgagtaatacgactcactatagtgtttgagaattagccactatggc 48 + | T
5L’%‘2}7 aagcttgctatgggagtcattgatggtgttg 31 + | C
3LAS'Z'/7 agatctattctcaaacacctcaccac 26 = C
TAP-5'VP1 ggtaccatggatggtcccagtaacccc 27 + | C
TAP-3'VP1 agatcttactgttgttctgtcaataa 26 - C
TAP-5'-NS5 ggtaccatggccaagggcaagaataagaac 30 t|C
TAP-3'NS5 ggatccctcagagtaccagtcatc 24 = C

Tabla 2: Oligonucleétidos empleados para la obtencién de transcritos sintéticos (T) o en la
clonacién (C) de regiones codificadoras de proteinas del RaV. Se indica la denominacién y
secuencia de los cebadores asi como su longitud (Long.) y polaridad (Pol.). El texto subrayado
corresponde a la secuencia del promotor de la RNA polimerasa del fago T7.

1.9 Programas informaticos
En la realizacién de este trabajo se han empleado diferentes programas

informaticos para visualizar y analizar los resultados experimentales. Asi, tras
la deteccidn de proteinas empleando el sistema de imagen para infrarrojos
Odyssey, fue necesaria la utilizacion de la version 3.0 del software de la
aplicacion, provisto por Li-Cor, para la visualizacién, analisis y cuantificacion de

la sefal.

Para la lectura de resultados de la secuenciacién de los diferentes DNAS

se empled el programa Chromas Lite 2.1.1 (Technelysium).

Los datos obtenidos en la realizacion de la Q-PCR, se obtuvieron y
analizaron utilizando el software ABI PRISM 7000 SDS version 1.0.

1.10 Otros reactivos
Los reactivos utilizados para la transfeccion de DNA plasmidico

(lipofectamina 2000™) y siRNAs (lipofectamina RNA iMAX™) fueron adquiridos
a Invitrogen. Para el marcaje del RNA sintético con biotina, se utiliz6 14-CTP-

Biotina, también de Invitrogen.
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Para el analisis electroforético de macromoléculas se emplearon
agarosa y acrilamida. La agarosa tipo Il empleada para el andlisis de DNA y
RNA fue suministrada por Sigma-Aldrich. Para el analisis de proteinas se utilizo
acrilamida y bis-acrilamida de Serva para la preparacion de disoluciones y
disoluciones comerciales de acrilamida/bis-acrilamida (19:1) al 30% de Bio-
Rad.

Como marcadores de tamafio molecular para el andlisis de &cidos
nucleicos se emplearon los marcadores lambda DNA/EcoRI+Hindlll de
Promega y 100 bp DNA ladder de Invitrogen para DNA y los marcadores de
Roche RNA marker Il para analizar RNA. Para el analisis comparativo de la
masa molecular de proteinas se emplearon diferentes marcadores
suministrados por GE Healthcare, Bio-Rad, Fermentas y Promega (estos tres
altimos, pretefiidos) cuyos masas moleculares relativas se indicaran en las

figuras correspondientes.

Para el andlisis de proteinas y RNAs biotinilidados mediante ensayos
Western y North-western, respectivamente, se emplearon membranas de
nitrocelulosa suministradas por Millipore. Para la deteccion de proteinas en
geles SDS-PAGE, se utilizé la tincion SYPRO™ Ruby de Invitrogen. Cuando el
revelado de los ensayos Western-blot se hizo utilizando proteina A conjugada
con peroxidasa, se utiliz6 el kit Pierce™ ECL Western-blotting substrate

(Thermoscientific).

Para la preparacion de extractos citoplasmaticos se utilizaron los
inhibidores de proteasas suministrados por Roche y se prepararon siguiendo
las indicaciones del proveedor. La polilisina empleada en el tratamiento de las

superficies de cultivo fue adquirida a Sigma.

Las resinas de Estreptavidina-Sefarosa e IgG-Sefarosa, empleadas en
cromatografias de afinidad, han sido compradas a la casa comercial GE
Healthcare. La resina de afinidad al péptido de unién a calmodulina (CBP) fue

suministrada por Stratagene.
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2. Métodos

2.1 Técnicas generales en biologia molecular
Las reacciones de manipulacion y generacion de DNAs recombinantes

se realizaron mediante digestibn con endonucleasas de restriccion y ligacion

siguiendo las indicaciones de las casas comerciales.

La transformacion de bacterias competentes con plasmidos
recombinantes se hizo mediante choque térmico segun el método descrito por
Hanahan en 1985. Las bacterias transformadas se incubaron durante 16 horas
a 37°C en medio LB y posteriormente se cultivaron en medios solidos

conteniendo 100 pg/ml de ampicilina.

Los plasmidos recombinantes se purificaron a partir de células E. coli
transformadas mediante lisis alcalina (Sambrook et al., 1989) o empleando el
sistema Wizard™ Plus SV Minipreps de Promega segln las indicaciones del
fabricante. Los plasmidos purificados se almacenaron a -20°C hasta su
utilizacion.

La purificacion de RNA sintetizado mediante transcripcion in vitro, se
realiz6 empleando fenol y cloroformo segun la técnica descrita por Sambrook y
col. (1989). Cuando se extrajo el RNA de cultivos celulares o se requirié de una
muestra de mayor pureza, se empled el kit RNeasy de QIAGEN, siguiendo las

recomendaciones de la casa comercial.

2.2 PCR
En la amplificacion de DNA complementario a secuencias del RaV, se

utilizaron los reactivos y la DNA-polimerasa del sistema LA Taq™ de TAKARA
y se siguieron las recomendaciones del fabricante. Se decidieron las
condiciones de temperatura, tiempo y repeticiones de cada ciclo en funcién de
la temperatura de fusion de los oligonucleétidos (Tm) y de la longitud del
fragmento a amplificar (Tabla 3). En todos los casos se utilizo el termociclador
Robocycler (Stratagene).
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Oligonucledtidos = (1 ciclo) (25 ciclo) (2 ciclo)

T7RaV14
94°C:5’ | 94°C:307/55°C:45/72°C:45" | 94°C:30°/55°C:45”’/ 72°C:20’

RaVv18

T7RaVv14

—— 94°C:5’ | 94°C:307°/60°C:45”/72°C:2’ | 94°C:30°/60°C:45”/ 72°C:20’
a

T7RaVsg

—_— 94°C:5’ | 94°C:307°/58°C:45”/72°C:3’ | 94°C:30°/58°C:45”/ 72°C:20’
a

Tabla 3: Condiciones de amplificacién mediante PCR empleadas para los distintos fragmentos

amplificados.

2.3 Transcripcion in vitro
La transcripcion de RNA, a partir de moldes de DNA (5 ug) amplificados

mediante PCR a partir del plasmido pFRaVeA e incluyendo en los cebadores
(Tabla 2) la secuencia del promotor para la RNA polimerasa-DNA dependiente
del fago T7, se llevo a cabo empleando los reactivos del sistema RiboMAX™
Large Scale (Promega), siguiendo las indicaciones de la casa comercial y

utilizando los NTPs y reactivos suministrados en el kit.

Para el marcaje del RNA producto en la transcripcion se utilizé Biotina-
14-CTP 5mM (Invitrogen) para obtener una relacion 1:5 respecto al CTP no
marcado. La sintesis de RNA tuvo lugar durante 3 horas a 37°C, tras lo cual se
afiade DNasa y se purifican los RNAs transcritos antes de ser almacenados a
-20°C.

2.4 Electroforesis en geles de agarosa
El tamafio molecular de los distintos fragmentos de DNA se analizo

electroforéticamente en geles de agarosa. Estos geles se prepararon, tal y
como se describe en Sambrook et al., (1989), en disoluciones en tampén TAE
(Tris-acetato 0,04 M y EDTA 0,002 M), con una concentracion de agarosa de
entre 0,7 y 1% y 0,5 ug/ml de bromuro de etidio para la deteccion del DNA

cuando es iluminado con luz ultravioleta.

El andlisis electroforético de los tamanos moleculares de los RNAs

utilizados en este estudio, se hizo en geles de agarosa-formaldehido en tampoén
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MOPS (MOPS 0,2 M; acetato de sodio 50 mM y EDTA 10 mM) con una
concentracion de 1,2% de agarosa y 6,3% de formaldehido. EI RNA analizado
se preparé en tampon de muestra conteniendo 50% de formamida, 6,1% de
formaldehido, 10% de glicerol y 0,5% de azul de bromofenol en tampon MOPS
y calentado durante 15 minutos a 65°C. Las muestras se cargaron afadiendo
bromuro de etidio al 0,05% y se observaron los fragmentos de RNA por

fluorescencia tras iluminacién con luz ultravioleta.

2.5 Cuantificacion de moléculas
Las muestras de DNA y RNA purificadas se cuantificaron

espectrofotométricamente a 260nm de longitud de onda empleando el
BioPhotometer de Eppendorf. Las cuantificaciones de RNA que requirieron de
una mayor precision se llevaron a cabo empleando un espectrofotbmetro

NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies).

La cuantificacion de proteinas en una disolucién se llevé a cabo segun el
método Bradford (1976) empleando un patron de concentraciones conocidas
de BSA.

2.6 Analisis de la expresion de genes celulares mediante RT-Q-
PCR
Para analizar cuantitativamente los niveles de expresion de la PABP en

cultivos celulares tratados con siRNAs, se parte del RNA total extraido de
cultivos celulares silenciados y control empleando el kit RNeasy de QIAGEN. El
RNA purificado se cuantific6 empleando un espectrofotometro NanoDrop y se

igualaron las concentraciones de RNA total en todas las muestras.

El cDNA total se sintetizé empleando 100ng de RNA total, utilizando
como cebadores hexameros aleatorios y la transcriptasa reversa del High
Capacity cDNA Transcription Kit (Applied Biosystems) segun las indicaciones

del fabricante.

La cuantificacion de la expresion de la PABP se hizo empleando las
sondas TagMan especificas descritas en el apartado 1.8 de materiales. Los

datos de la reaccion se obtuvieron en un ABI PRISM7000 sequence detection
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system (Applied Biosystems) y analizados con el programa ABI PRISM 7000
SDS 1.0. En la representaciéon de los datos aparecen los porcentajes de
expresion respecto a los valores medios obtenidos de la cuantificacion de la

expresion del gen PABP en cultivos celulares tratados con el siRNA irrelevante.

2.7 Electroforesis en geles de poliacrilamida
El analisis de la masa molecular relativa de proteinas se realizd

mediante separacion electroforética en geles SDS-PAGE segun lo descrito por
Laemli en 1970, con un gel de empaquetamiento al 3,5% de acrilamida y un gel
de separacion de concentraciones variables de acrilamida (Entre 8 y 15%).

La preparacion de las proteinas para el analisis se hizo en un tampon de
muestra compuesto por Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, SDS al 2%, EDTA 2mM,
glicerol al 8,75%,B-mercaptoetanol al 0,625% y azul de bromofenol al 0,005%.
Se calentaron las muestras durante 5 minutos a 100°C antes de cargar en el
gel para favorecer la desnaturalizacidbn de las proteinas y la separacién
electroforética se realizd en un aparato mini-protean Il de BioRad durante 1 h a
150 V.

Cuando se necesité una mayor resolucioén en el analisis de proteinas se
emplearon geles comerciales en gradiente Tris-HCI 8-16% (BioRad) y NuPAGE
4-12% (Invitrogen) utilizando el tampon NUPAGE MOPS-SDS Running Buffer
de la misma casa comercial. También se utilizaron soportes realizados en
nuestro laboratorio que permitian una mayor longitud y capacidad de los geles
SDS-PAGE, aumentando la cantidad de proteina cargada y distancia entre
bandas.

Tras la electroforesis las proteinas se visualizaron inicialmente por
tincion con azul de Coomassie. Cuando se hizo necesaria una mayor
sensibilidad de los métodos de tincion, se emplearon también tinciones de plata
compatible con espectrometria de masas y tincion fluorescente con SYPRO
Ruby de Invitrogen, siguiendo las indicaciones de la casa comercial. La
observacién y obtencién de imagenes de geles SDS-PAGE tefiidos con
SYPRO se hizo empleando un scanner TYPHOON.
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2.8 Western-blot
Para la deteccion de proteinas empleando anticuerpos especificos

mediante ensayo Western-blot, las muestras fueron previamente separadas
mediante electroforesis SDS-PAGE y transferidas a una membrana de
nitrocelulosa segun describe Burnette (1981). La transferencia se realizé en
semi-seco durante 45 minutos a 100 mA en el aparato comercializado por
BioRad y utilizando un tampdn compuesto por Tris-HCI 25 mM pH 8,8, glicina
192 mM y metanol al 20%.

La transferencia se comprobé mediante tincion con la disolucion rojo
Ponceau (0,01% Ponceau S y 0,1% acido acético) y fue lavada con agua
destilada para eliminar el colorante. A continuacion se bloquea la membrana
con la disolucion de blogueo (5% de leche en polvo en PBS con Polioxietileno-
sorbitanmonolaurato (Tween 20) al 0,1% o 5% de leche en polvo en PBS
cuando la membrana se va a analizar con Odyssey) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Tras el bloqueo, se lavo tres veces la membrana con un

volumen abundante de disolucién de lavado (PBS con Tween 20 al 0,1%).

La incubacion del anticuerpo o suero correspondiente en disolucién de
bloqueo se realizé durante 1 hora a temperatura ambiente salvo que se indique
lo contrario. Las diluciones empleadas para cada anticuerpo o suero fueron las

indicadas en la Tabla 4.

Anticuerpo Dilucion

Suero de conejo anti-PABP 1/200

Suero de conejo anti-NS6/7 1/200

Suero de conejo anti-NS5 1/200

Suero de conejo anti-VP1 1/400

Suero de conejo anti-hnRNPK 1/500
Anticuerpo monoclonal de raton anti-a-tubulina | 1/1000
Anticuerpo monoclonal de ratén anti-B-actina 1/10000

Tabla 4: Anticuerpos utilizados en este trabajo en ensayos Western-blot y diluciones en que se

emplearon.

Tras la incubacion con el anticuerpo primario se lava con PBS y se

incuba la membrana 45 minutos a temperatura ambiente con proteina A
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conjugada con peroxidasa (1:2000) o durante 45 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios suministrados (a una
dilucion 1:10000) por Li-Cor.

Cuando la membrana fue incubada con proteina A conjugada con
peroxidasa se reveld por quimioluminiscencia utilizando los reactivos
suministrados con el kit Pierce™ ECL Western-blotting substrate
(Thermoscientific), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los
anticuerpos anti-lgG de raton y anti-lgG de conejo de Li-Cor que emiten
fluorescencia infrarroja, permitieron la deteccion de proteinas utilizando el
dispositivo Odyssey, cuyo software nos permite, ademas, cuantificar la
intensidad total de las bandas seleccionadas, lo que se utiliza como indicador
de la cantidad de sefial para comparar la cantidad relativa de proteina en las
distintas muestras. La cuantificacion se hizo utilizando un control de carga (a-
tubulina) como factor corrector que nos permite comparar las diferencias de
intensidad en relacién a la de una proteina que se expresa de forma

constitutiva y homogénea.

2.9 Andlisis North-western y dot-blot
Los RNAs biotinilados resultado de transcripcién in vitro, se separan

electroforéticamente y son transferidos a una membrana de nitrocelulosa por
capilaridad segun el método descrito en Sambrook et al., (1989). De esta
forma, el gel de agarosa-formaldehido se incuba en tampén SSC (NaCl 0,15 M
y citrato sédico 0,015 M) concentrado 2 veces y la membrana en tampén SSC
10X. Se pone el gen en contacto con la membrana y se deja durante 16 horas

a temperatura ambiente la transferencia.

Una vez se ha transferido el RNA a la membrana, es fijado utilizando el
UV Stratalinker 1800 de Stratagene. Para el ensayo dot-blot se colocaron
distintos voliumenes del resultado de la transcripcion en el filtro y se fijaron y

revelaron de igual modo.

Una vez fijado el RNA al filtro, se incubd durante 1 hora a temperatura
ambiente con 5% de leche en polvo en PBS —Tween 0,1%. A continuacion se

afadio el conjugado estreptavidina-peroxidasa 1:1000 en solucion de bloqueo.
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Se lava abundantemente la membrana con solucion de lavado (PBS con

Tween 20 al 0,1%) y, posteriormente, con PBS.

El revelado se realizé en algunos casos con tampon PBS conteniendo 4-
cloro-1-naftol al 0,5%, metanol al 15% y H202 al 0,015%. En otros casos se
utilizé para el revelado el kit de deteccidn por quimioluminiscencia mencionado

en el apartado 1.10 de materiales.

2.10 Técnicas generales de cultivo de células eucariotas
En el cultivo de las lineas celulares eucariotas descritas en el apartado

1.3, se utilizaron técnicas comunes para el subcultivo, propagacion vy
almacenamiento de las mismas. Los medios de cultivo y superficies empleadas
se describen en el apartado 1.4 de materiales. En los cultivos de células HEK
293T y derivadas, fue necesario tratar las superficies de cultivo con polilisina
cuando se iban a realizar manipulaciones que requerian varios lavados y
cambios de medio. Para ello, se cubrieron las superficies con un volumen
adecuado en cada caso de polilisina 100ug/ml en PBS. Se dejo incubar la
disolucién durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se desech6 el medio
con polilisina y se dej6 secar en condiciones de esterilidad.

Las células cultivadas se incuban a 37°C y con una concentracién de
CO2 del 5%. En estas condiciones proliferan hasta alcanzar la confluencia,
siendo necesario subdividir el cultivo para permitir la propagacion en una nueva
superficie. Este proceso se realiza retirando el medio de cultivo, lavando con el
mismo volumen de PBS y disgregando la monocapa con tripsina/EDTA a un
volumen y concentracion que varian en funcion de la superficie y de la linea
celular. Tras este proceso, se afiade un volumen de medio DMEM
suplementado con SBF al 10%, que inactiva la accion de la tripsina, y se

siembra una fraccion del total de células en una nueva superficie.

Cuando fue necesario conocer el niumero de células que se iban a
sembrar o el numero de células presentes en una superficie, se realiza un
conteo de una dilucion de la suspension de células disgregadas en un

hemocitdmetro o cAmara de Neubauer.
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Para almacenar las lineas celulares, una vez disgregada la monocapa e
inactivada la tripsina con DMEM y SBF al 10%, se centrifuga la suspension
durante 5 minutos a 250g, se elimina el sobrenadante y se recogen las células
sedimentadas en alicuotas conteniendo medio DMEM con SBF al 20% y un
10% de DMSO (Invitrogen). Se enfrian gradualmente en isopropanol a -80°C y
a las 12 horas se almacenan a -150°C. Para descongelar las alicuotas, se
someten los recipientes a 37°C hasta observar descongelacion, se elimina el
sobrenadante con DMSO por centrifugacion durante 5 minutos a 300g y se

resuspenden y siembran las células en DMEM con SBF al 10%.

2.11 Obtencion de extractos citoplasmaticos de células Hela S3
Los extractos citoplasmaticos se prepararon a partir de monocapas

confluentes de HelLa S3. Se retir6 el medio y se lavaron con 10 ml de PBS, a
continuacion se almacenaron a -80°C. Posteriormente se descongelaron y se
levantaron las células con una espatula en 1ml de tampon de extraccion (10mM
HEPES pH 7,9, 10mM KCI, 0,21mM EDTA, 1ImM DTT e inhibidores de proteasas
(Roche) siguiendo las instrucciones de la casa para 75 cm? de monocapa
(6x108 células). Se incubaron las células durante 15 min a 4°C en dicho medio
hipotdnico, y se favorecio la lisis mediante aspiracion y expulsién utilizando una
jeringuilla de insulina. Las células no lisadas, los nucleos y los restos de
membranas se eliminaron mediante centrifugacién a 5000 x g durante 15 min a
4°C. Se recogieron los sobrenadantes, se cuantificé la cantidad de proteina por
el método de Bradford (1976) y, cuando no se utilizaron en fresco, se

almacenaron a -80°C en presencia de glicerol al 10%.

2.12 Cromatografia de afinidad de RNA
El estudio de las proteinas que interaccionan con el RNA se llevé a cabo

mediante cromatografia de afinidad de RNA biotinilado y su incubacion con
extractos citoplasmaticos. Las incubaciones se realizaron en tubos de
centrifuga. La resina de estreptavidina-sefarosa (GE Healthcare) se sedimenté

en todos los casos por centrifugacion a 500 x g durante 2 min.
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En primer lugar se inmovilizé el RNA biotinilado a 50ul de resina a 37°C
durante 1h 30min, en presencia de tampdn de alta concentracion en sal (5mM
HEPES pH 7,9, 0,5mM EDTA, 1M KCI), tras lo cual se lavo tres veces, para
eliminar el exceso de sal. Los pasos de lavado se realizaron en todos los casos
durante 15 min a 4°C con un 1 ml del tampon de union y lavado (50 mM
HEPES pH 7,9, 150 mM KCI, 5% glicerol y 0,01% NP-40).

A continuacion la resina se incub6 durante la noche a 4°C en una noria
con 100ul de extracto previamente tratado con incubaciones sucesivas con
resinas de estreptavidina libre de RNA y 100ul de tampon de union y lavado por
cada 25ul de resina. Posteriormente se recuperoé la resina por centrifugacion,
se lavo tres veces con 1ml del tampdn de unién y lavado, y las proteinas unidas
al RNA se disociaron en tampon de muestra 1X (Apartado 2.7) a 90°C durante

5min. Se recupera el sobrenadante y se almacena a -80°C hasta su analisis.

2.13 Transfeccion de DNA en Flp-In'™ T-Rex'™-293
Se utilizaron placas de 6 pocillos y recubiertas con células Flp-In™ T-

Rex'™-293 a una confluencia aproximada del 100%. Como reactivo se utilizé
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) y como medio de cultivo OPTI-MEM

(Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante.

Para generar lineas modificadas estables, se llevd a cabo la
cotransfeccion de los plasmidos recombinantes derivados del pcDNA5/FRT/TO,
incluyendo las regiones codificadoras de las distintas proteinas virales, junto
con el vector pOG44, usando de este ultimo 2,7ug/0,3ug de pcDNAS/FRT/TO,

y siguiendo las indicaciones de la casa comercial.

Tras la cotransfeccion cultivamos las células sin Zeocina, para evitar la
pérdida de células que incorporaran el plasmido recombinante, que ahora son
sensibles a este antibiético, y en medio de seleccidbn con higromicina
(Invitrogen). Se cultivaron a diferentes diluciones y cuando se observaron

colonias aisladas se subcultivaron en nuevas superficies de cultivo.
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2.14 Obtencioén de extractos citoplasmaticos de Flp-In'™ T-Rex'™-
293 modificadas
Para ello se retira el medio de cultivo y se trata la monocapa con tripsina.

Una vez disociada la monocapa se bloquea la reaccibn con medio
suplementado con 10% SBF y se centrifuga a 300 x g a 4°C durante 5 min. El
sedimento celular se lava con dos veces su volumen en PBS. Tras una nueva
centrifugacion, el sedimento se resuspende en 5 volimenes del Buffer A
(10mM HEPES pH 7,9, 1,5 mM MgClz, 10mM KCI, 0,5 mM DTT, 0,5 mM EDTA
e inhibidor de proteasas). Después de incubar 15 minutos en hielo, se
homogenizan las células con una jeringuilla de insulina y el extracto se
centrifuga a 700 x g a 4°C, durante 20 min. Recogemos el sobrenadante, que

sera la fraccion citoplasmatica.

2.15 Localizaciéon de proteinas en cultivos celulares por
inmunofluorescencia
Se realiz6 el ensayo en portaobjetos de 8 compartimentos, previamente

recubiertos con polilisina, donde se sembraron las células a analizar y se
indujeron cuando se analizaba la expresion de proteinas recombinantes. Tras

el tiempo de induccidn, se retira el medio.

Se fijan las células con PBS-paraformaldehido 4% durante 20 minutos a
temperatura ambiente y luego se lavan con PBS. A continuacion, se
permeabilizan las células en PBS-Triton 0,1% 15 min a temperatura ambiente,
y se lavan con PBS. Seguidamente se bloquean y rehidratan con PBS-BSA
1%, durante 60 min a temperatura ambiente y se incuban 1 h con 100ul de
anticuerpo primario diluido 1:100 en PBS-BSA 1%. Seguidamente se lavan 3
veces con PBS y se incuba con el conjugado, en este caso anticuerpo de cabra
anti-conejo conjugado con FICT, durante 45 min a temperatura ambiente,
diluido 1:100 en PBS-BSA 1%. A continuacion se lavan 3 veces durante 5

minutos en PBS-BSA 1% y se dejan secar.

Cuando el ensayo se realizé para estudiar la localizacion de proteinas
celulares y virales durante la infeccion, se parte de cultivos celulares de HelLa
S3 y se infectan con el RaV a una m.o.i. conocida aquellos cultivos que no
vayamos a utilizar como control sin infeccion. Posteriormente se retira el medio
y se lavan con PBS los cultivos no infectados y los infectados a las 4 y 8 horas
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post-infeccion para proceder a su fijacion. En la primera incubacion con
anticuerpos, se incuba durante 1h con 100ul conteniendo simultdneamente los
anticuerpos primarios contra la proteina correspondiente y de cobaya anti-RaV
diluidos 1:100 en PBS-BSA 1%. Tras 3 lavados con PBS se incuban con los
conjugados de manera independiente y sucesiva. En primer lugar se incuba
con anticuerpo anti-lgG de cobaya conjugado con Alexa Fluor 488, durante 45
min a temperatura ambiente, diluido 1:100 en PBS-BSA 1%. A continuacion se
lava con PBS e se incuba con anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con
Alexa Fluor 555 durante el mismo tiempo y diluido 1:100 en PBS-BSA 1%.

En todos los casos, las muestras se montaron y se dejaron secar 24h en
oscuridad, tras lo cual se pueden almacenar a 4°C hasta su analisis. Las

imagenes se visualizaron en un microscopio automatizado Olympus-BX61.

2.16 Purificacién en tandem por afinidad de las proteinas
recombinantes
Las lineas celulares establecidas cultivadas en superficies de 175 cm?

se inducen con tetraciclina o doxiciclina a una concentracion de 1lug/ml para
consequir la expresién las proteinas recombinantes VP1-C-TAP y NS5-C-TAP.
A las 48 horas post-induccion se recoge el medio de cultivo y se lava con PBS.
Se recoge la monocapa en 750 pl de buffer de lisis (5mM Tris-HCI pH 7,5,
10mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 0,5% NP-40, 1mM DTT e inhibidores de proteasas
(Roche)) y se incuba 30 minutos en hielo. Una vez lisadas, se centrifuga el
extracto a 500 x g durante 3 minutos a 4°C para eliminar los nucleos. Se
recoge el sobrenadante y se centrifuga a 5000 x g durante 10 minutos a 4°C
para eliminar restos de membranas. Se recogen 750l del extracto obtenido se
incuba con 50pul de resina lIgG-Sefarosa equilibrada y resuspendida en 750l
del buffer IPP150 (Tris-HCI pH 7,8, 150 mM NaCl y NP-40 al 0,5%) durante 14
horas a 4°C.

Tras la incubacion, se recoge la resina por sedimentacién que se hara,
en todos los casos, a 500 x g durante 2 minutos y se lava la resina 3 veces con
10 volumenes (Respecto al volumen de la resina) de IPP150 a 4°C.
Posteriormente se equilibra la resina con el buffer de corte 1X y se incuban
0,5ul de la proteasa TEV con 200ul de buffer de corte 1X (Ambos
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suministrados por Invitrogen) durante 3 horas a temperatura ambiental. A
continuacion, se recoge el sobrenadante por centrifugacion y se hace pasar por

una minicolumna (Promega), para eliminar los restos de resina.

Para proceder con el siguiente paso de la purificacion es necesario
afadir al extracto CaClz hasta alcanzar una concentracion de 2mM. Se incuba
el extracto con 50 pl resina de afinidad al CBP, previamente equilibrada con el
buffer CBB (10mM Tris-HCI pH8, 10mM B-mercaptoetanol, 150 mM NaCl, 1mM
Acetato de magnesio, 1ImM Imidazol, 2mM CaClz, 0,1% NP-40) durante 14
horas a 4°C. Tras la incubacion, se recoge la resina por centrifugacion y se lava
3 veces con 200pl de buffer CBB. Finalmente, afadimos a la resina 200 pl del
buffer de Elucién (10mM Tris-HCI pH8, 10mM B-mercaptoetanol, 150 mM NacCl,
1mM Acetato de magnesio, 1ImM Imidazol, 3mM EGTA, 0,1% NP-40) y

recogemos por centrifugacion el sobrenadante para su analisis.

2.17 ldentificacidén de proteinas por espectrometria de masas
Las bandas de proteinas analizadas en geles SDS-PAGE que fueron

seleccionadas para su identificacion por espectrometria de masas se
recortaron manualmente y se enviaron para su analisis en 1 ml de agua
destilada en tubos de centrifugas a los servicios de proteémica del Centro
Nacional de Biotecnologia (CNB) o del Centro Nacional de Investigaciones

Cardiovasculares (CNIC).

Las bandas que fueron identificados por el servicio de protedémica en el
CNB se procesaron y analizaron segun el protocolo descrito en Choi et al.,
2013. Las muestras analizadas en el servicio de protedmica del CNIC fueron
digeridas de forma automética en un robot Proteineer DP (BrukerDaltonik) bajo
el control del programa dpControl 1.2. El andlisis de masas de las muestras se
realiz6 de forma automatica en un espectrometro de masas Ultraflex MALDI-
TOF/TOF (BrukerDaltonik) empleando calibracién interna bajo el control del
programa flexControl 2.2 (BrukerDaltonik) y seleccionando para el segundo
tiempo de vuelo el péptido de mayor intensidad. En aquellas muestras
analizadas en el servicio de protedmica del CNB, se analizaron en el segundo
tiempo de vuelo los 8 péptidos de mayor intensidad. Las huellas peptidicas y

los péptidos analizados en el segundo tiempo de vuelo se combinaron con el
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programa BioTools 3.0 (BrukerDaltonik) y se compararon en la base de datos
no redundante del NCBInr empleando como motor de busqueda MASCOT

(Matrix Science).

El motor de busqueda MASCOT, empleado en todos los casos, esta
basado en el algoritmo Molecular Weight Search (MOWSE) descrito por Pappin
y colaboradores en 1993 y que asigna a las identificaciones un valor estadistico
que depende del numero de péptidos analizados y del tamafio de la base de
datos analizada. En este trabajo utilizaremos el valor estadistico denominado

score, cuya formula es:
score = -10 x Log(P)

Donde P es la probabilidad de que el mismo resultado pudiera ser
obtenido por azar dentro de la base de datos a partir de los péptidos
analizados. El score total de la proteina deriva del andlisis de los valores de
score individuales de los diferentes iones. Se toma como p-valor 0,05 y se
consideran identificaciones significativas aquellas proteinas con un valor de

score superior a 66.

2.18 Infeccion de cultivos celulares con RaV
La infeccion de cultivos celulares de las lineas HeLa S3 y Vero se realizd

a partir de diluciones de concentraciones conocidas de RaV (medidas en
unidades formadoras de placas (ufp) /ml) en medio DMEM sin SBF. La
cantidad de ufp empleadas se calcul6 en funcion de la multiplicidad de
infeccion (m.d.i o m.o.i en inglés y que se define como la ratio entre unidades
formadoras de placas en la disolucion y células totales en la superficie de
cultivo) deseada. Para ello se calcul6 el nimero de células totales en un cultivo

utilizando un hemocitémetro.

Se retira el medio del cultivo celular, se lava con PBS y a continuacion
se afiade la disolucion con el RaV sobre la superficie asegurandose que quede
homogéneamente distribuida. Se deja incubar durante una hora a 37°C para
favorecer la adsorcion y entrada del RaV, agitando levemente el soporte para
favorecer la correcta difusion de las particulas virales. Tras la incubacion se

desecha el medio con RaV y se afiade medio DMEM con SBF al 2% y se deja

57



en incubacion a 37°C y en 5% de CO:2 hasta la recogida o analisis de la
muestra (En cada experimento se indicarén las horas post-infeccion (h.p.i) del

analisis).

2.19Titulacién de RaV
La cuantificaciéon de la produccion viral con capacidad infectiva se

determind mediante cuantificacion de la dosis infectiva necesaria para causar
un 50% de efecto citopatico (TCIDso). Estos ensayos se hicieron en células
Vero, que presentan deficiencia en la produccion de interferon (Desmyter et al.,
1968).

Para calcular la dosis infectiva necesaria para causar un 50% de efecto
citopético (TCIDso) se infectaron monocapas confluentes de células Vero en
placas de 96 pocillos con 100ul de las diluciones seriadas (Desde 102 hasta
10°) de la disoluciéon a valorar en medio DMEM sin suero utilizando 6 pocillos
por dilucion. Las células Vero con el indculo se incubaron a 37°C y a una
concentracion de CO:2 del 5% durante tres dias. Se analizaron los pocillos y se
anotd como positivo la presencia de efecto citopatico caracteristico del RaV y
como negativo su ausencia, a fin de calcular el titulo por el método de Reed y
Muench (Payment et al.,, 1993). En las representaciones graficas de este

trabajo se expresan los valores como log10TICDso/ml.

2.20 Transfeccion de siRNAs en cultivos celulares
Para los ensayos en que se silencié la expresion de genes celulares

mediante siRNAs se utilizaron cultivos de células HEK 293T y HelLa S3 en
placas de 6 pocillos a una confluencia del 50%. Se prepar6 separadamente una
mezcla de transfeccion con los siRNAs correspondientes a concentraciones
entre 25-50 nM en 200ul de disolucion por pocillo y 2-4ul del reactivo de
transfeccién (RNAIMAX'™) en igual volumen, ambas disoluciones en medio de
cultivo OPTI-MEM. Se mezclaron y se dejaron incubar a temperatura ambiente
durante 25 minutos para permitir la formacién de los complejos lipofectamina-
RNA.
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Transcurrido ese tiempo, se retira el medio de cultivo, se lava con PBS y
se deposita la mezcla de transfeccion sobre el cultivo celular. Se incuba
durante 4 horas a 37°C y a una presion de CO:2 del 5%. Finalmente, se
sustituye el medio por medio DMEM con SBF y se mantienen las células en las

mismas condiciones de temperatura y COx2.

2.21 Valoracioén de la viabilidad de cultivos celulares
Aquellos cultivos en los que se silencio la expresion de genes celulares

fueron analizados para comprobar que dicho proceso no afectaba a la
viabilidad de las células. Dicha valoracion se llevo a cabo mediante ensayo con
MTT, compuesto que puede ser reducido por oxidorreductasas presentes en el
citosol en células metabdlicamente activas, generando cristales de formazan

que dejan un precipitado purpura en el interior de las células.

El ensayo se llevo a cabo subcultivando cultivos celulares tratados con
siRNAs irrelevantes y siRNAs frente a los correspondientes mensajeros
celulares a las 24 horas post-transfeccion (h.p.t) y no tratados en placas de 96
pocillos. Una vez adheridos a la superficie se sustituyé el medio por medio con
MTT a 0,5 mg/ml y se incubaron a 37°C en oscuridad durante cuatro horas.
Tras la incubacién se retira el medio de cultivo con MTT y se disuelven los
cristales de formazan en una disolucién de HCI al 0,17% en isopropanol. Las
placas se leyeron por espectrometria en un lector de placas a 570 nm de
longitud de onda y se compararon los resultados de las células tratadas

respecto a aquellas que no habian sido transfectadas.
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RESULTADOS

1. Identificacion de proteinas celulares que interaccionan con los
extremos del genoma del RaV

La regulacion de la replicacion, la transcripcion y la traduccion de los
RNAs virales en calicivirus puede ser llevada a cabo en cis, mediante
elementos contenidos en el RNA, como secuencias especificas y estructuras
secundarias, y en trans, por la interaccién de proteinas virales o celulares con

los RNASs virales.

En los extremos 5 y 3 del RNA gendémico y subgendmico se
encuentran, probablemente, secuencias reguladoras de los procesos de
replicacion de los RNAs virales y de la traduccion de la ORF1 y las proteinas
estructurales VP1 y VP2. Debido al reducido tamafio de las UTRs, la ausencia
de IRES y de otros elementos reguladores conocidos, y a la carencia de un
clon infectivo que permita estudiar por mutagénesis las regiones de los

extremos, las secuencias que actlan en cis permanecen desconocidas.

Dadas esas circunstancias, en esta tesis se estudiaran los factores
proteicos que podrian regular en trans dichos procesos mediante la interaccién

con transcritos que incluyan los extremos del genoma del RaV.

El primer objetivo de este trabajo ha sido identificar qué proteinas
presentes en una linea celular susceptible y permisiva a la infeccion por RaV
interaccionan in vitro con fragmentos de RNA sintético que contienen las

secuencias de los extremos 3’ y 5’ del genoma del RaV.

La estrategia utilizada (Figura 1) consiste en la sintesis por transcripcién
in vitro de fragmentos correspondientes al RNA subgendémico (RNAsgQ),
coterminal con RNA gendmico en su extremo 3’, y secuencias de diversa
longitud del extremo 5’ del RNA gendmico. Estas transcripciones se hacen a
partir del cDNA del genoma completo del RaV en presencia de CTP marcado

con biotina.

Paralelamente se pone a punto una cromatografia de afinidad a RNA
con el objetivo de aislar los complejos formados por proteinas celulares y RNAs

sintéticos. Se ensayan las condiciones de temperatura, tiempo de incubacion y
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cantidades de RNA y proteinas para que, tras la adsorcion de los RNAs
sintéticos a una matriz de estreptatividina-sefarosa y la incubacion de las
resinas con extractos citoplasmaticos de las lineas celulares HeLa S3 o HEK
293T, se puedan recoger las proteinas unidas a la matriz en tampon de
muestra para ser analizadas electroforéticamente en un gel SDS-PAGE.
Aquellas bandas que muestren una distribucion diferencial son recortadas y
tratadas para su posterior analisis e identificacion por espectrometria de

masas.
@ Biotina
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Adsorcion del RNA
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O Q'—’ c - *  Identificacién
2 e E—
? e Elucion Espectrometria de masas
B Proteinas de los complejos
celulares

Incubacion con extractos celulares

Figura 10: Esquema del procedimiento empleado para la identificacion de proteinas
celulares que interaccionan con el RNA viral. (A) los RNAs virales, previamente biotinilados se
inmovilizan en wuna resina de agarosa-estreptavidina. (B) Incubacion de extractos
citoplasmaticos de HeLa S3 o HEK 293T con la resina que previamente ha adsorbido los RNAs
biotinilados (las formas coloreadas representan proteinas celulares). Tras los lavados se eluye
el material adsorbido en la resina (C) y se analiza electroforéticamente. Las bandas
diferenciales entre las resinas incubadas en presencia o ausencia de RNAs virales son
seleccionadas e identificadas por espectrometria de masas (D).

1.1 Sintesis de RNAs biotinilados de los extremos del genoma
viral
Para abordar la identificacion de las interacciones proteina-RNA,

siguiendo la estrategia antes mencionada, el primer paso es la amplificacién del
cDNA y su transcripciébn en presencia de CTP marcado con biotina para
obtener fragmentos de RNA marcados y correspondientes a los extremos del

genoma viral.
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Se sintetizaron dos RNAs del extremo 5’ del genoma (de 0,45 y 1,83kb),
que incluyen la UTR presente en el extremo 5’ y el inicio de la traduccién de la
ORF 1 en el nucle6tido 20. También se sintetiza el sgRNA (2,6 kb) que incluye
el extremo 3’ del genoma viral, incluida una secuencia de poli-A con 15

residuos de adenina, la UTR del extremo 3’ y las ORFs 2 y 3.

Para ello se construyeron moldes para la transcripcion in vitro a partir del
cDNA del genoma viral, clonado en el pldsmido pFRaVeA (Figura 11). Los
moldes se sintetizaron mediante PCR con el promotor para la RNA polimerasa-
DNA dependiente del fago T7 en un extremo, usando los oligonucleotidos
T7RaV14, T7RaVsg, RaV16, RaVv1l8 y RaVl, descritos en el apartado de

materiales y métodos.

T7Rav14 RaW1e&
- [ ]

e 1,83 kpb

- ]
- = T7RaVsg RaWvl

T7Ra\14 Ral13 % Promotor RNAp-DNA (fage T7)

@ Oligonucledtidos

Figura 11: Representacion esquematica del plasmido pFRaVeA, indicando la regiéon que
contiene el cDNA completo del RaV (rectangulo azul claro), incluyendo las ORFs y las
longitudes y localizacion de los moldes de transcripcion, asi como los los oligonucle6tidos
empleados.

Para la amplificacién del molde correspondiente a 0,45 kb del extremo 5’
se usaron los oligonucleétidos T7RaV14 y RaV18 que delimitan una secuencia
del cDNA del genoma del RaV comprendida entre los nucledtidos 1y 451. Para
el fragmento de 1,83 kb del mismo extremo se utilizaron los cebadores
T7Rav1l4 y RaV16, que permiten amplificar el DNA complementario
correspondiente entre los nucleotidos 1-1831 del genoma de RaV. Finalmente
para el RNAsg se usaron los cebadores T7RaVsg y RaVl, y se amplificd un
fragmento de 2668 pb comprendido entre los nucledtidos 5648 y 8310 del
cDNA del genoma del RaV. Los tamafios de los amplicones resultantes se
comprobaron en geles de agarosa (Figura 12.A) y se cuantificé la cantidad de

ADN por espectrofotometria.
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Los moldes se transcribieron in vitro en presencia de biotina-14-CTP en
una proporcion 1:5y 1:2 respecto a CTP no marcado. La integridad y el tamafio
de los RNAs transcritos se evalud en geles desnaturalizantes de agarosa y se
estudio la movilidad de los RNAs biotinilados (1:5 y 1:2 biotina-14-CTP:CTP)
respecto a los no biotinilados, debido a que el marcaje del RNA con biotina
podria dar lugar a modificaciones en la conformacion del mismo y, por tanto,
afectar a la interaccion con proteinas, no encontrandose diferencias de

movilidad entre los diferentes marcajes (Figura 12.B).

A B
1234567 89
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— 2661
3064 — 1821
2036 — 1517
1636 — 1049
1018 — 75
517 — 433
505

Figura 12: Andlisis electroforético de los DNAs molde obtenidos mediante PCR (A) utilizados
para la transcripcién in vitro de los RNAs sintéticos de 0,45 (1), 1,8 kb (2) y del RNA
subgenomico (3). (B) Analisis electroforético en geles de agarosa/formaldehido de los
transcritos sintéticos de 0,45Kb (1-3); 1,83Kb (4-6) y RNAsg (7-9) en ausencia de biotina-14-
CTP (1,4 y 7) o en presencia de una relacién 1:5 (2, 5y 8) 0 1.2 (3, 6 y 9) de biotina-14-CTP:
CTP

Como control de la transcripcion en presencia de biotina se utilizo el
RNA el gen de la luciferasa. Se comprueba la cantidad de RNA mediante
espectrofotometria y la incorporacién del marcaje en los distintos RNA
sintéticos mediante un ensayo dot-blot (Figura 13) utilizando 1ug de los mismos

y se almacena en alicuotas a -20°C.

Se decide emplear en adelante la proporcion 1:5 (Biotina-14-CTP:CTP)
que permite un marcaje mas laxo que pudiera afectar en menor medida a la
estructura de los RNAs y, por tanto, mas cercano a la conformacion nativa de
los mismos. Esta proporcion es similar a la empleada en el estudio de
interaccion de proteinas con RNAs de los extremos 5 y 3’ en flavivirus y

coronavirus (Isken et al., 2003; Galan et al., 2009).
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Figura 13: Ensayo dot-blot del RNA de 0,45Kb sintetizado en ausencia de biotina-14-CTP (1) o
en presencia de una relacion 1:5 (2) o 1:2 (3) de biotina-14-CTP:CTP.

Para confirmar el marcaje de los transcritos del RaV asi como el control
de luciferasa, se realiza un analisis North-Western, transfiriendo los RNAs a
una membrana de nitrocelulosa que se reveld, utilizando estreptavidina con
peroxidasa conjugada, mediante quimioluminiscencia. El revelado indica que
tanto los tamafios, como el marcaje y la integridad de los RNAs era el esperado
(Figura 14).

1.2 3 4
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Figura 14: Analisis North-Western de los transcritos: 1- RNA de 0,45kb; 2- RNA del,83 kb; 3-
RNAsg (2,65 kb); 4-RNA luciferasa (1,82 kb). El tamafio de los marcadores de RNA en bases
(b) se indica a la izquierda.

1.2 Cromatografia de afinidad a RNAs virales
Los factores proteicos necesarios para la replicacion del RaV se han de

encontrar en una linea celular que sea permisiva y susceptible a la replicacion
del virus. Basandonos en los datos de curvas de crecimiento del RaV en
distintas lineas celulares obtenidos en nuestro laboratorio (datos publicados en
la tesis “Caracterizacion molecular de un nuevo calicivirus de conejo” del Dr.

Lorenzo Gonzalez Molleda, 2008), se elige utilizar la linea celular HeLa S3 para
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estudiar las interacciones de factores proteicos celulares con los extremos 5’ y

3’ del genoma del RaV.

La replicaciéon de los calicivirus, y por tanto la del RaV, tiene lugar en el
citoplasma de las células infectadas (Casais et al., 2008), por esta razén se
parte de extractos citoplasmaticos de HelLa S3 que contienen aquellos
elementos requeridos para la replicacion eficiente del RaV. Estos extractos se
obtienen a partir de la lisis y separacion por centrifugacion de las fracciones
nuclear y citoplasmatica de cultivos de HeLa S3 confluentes, lavados con PBS
y congelados a -80°C. Se recoge la fraccion citoplasmatica y se cuantifica por
el método de Bradford como se indica en materiales y métodos, obteniendo
unos rendimientos de aproximadamente 3ug/ul.

Se realizan ensayos previos para detectar posibles uniones
inespecificasa la matriz de estreptavidina-sefarosa cuando se incuba la resina
en ausencia de RNA con los extractos citoplasmaticos de Hela S3.
Inicialmente no se detectaron bandas en los eluidos de la matriz en un analisis
electroforético SDS-PAGE cuando se utilizé como tincion azul de Coomassie
(datos no mostrados). Ensayos posteriores utilizando una tincion de mayor
sensibilidad (SYPRO) permitieron observar la presencia de proteinas que se

unian a una resina sin RNA.

Con el objetivo de reducir las posibles uniones inespecificas se incuban
extractos citoplasmaticos, con 600ug de proteina total, con 25ul de resina a 4°C
durante 4 horas, tras las cuales se centrifuga, se recoge el sobrenadante y se
incuba en las mismas condiciones con una nueva resina. Se recogen las
proteinas adsorbidas a la resina precipitada con tampon de muestra en cada
paso y se analizan electroforéticamente en un gel SDS-PAGE al 10% (Figura
15).
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Figura 15: Andlisis electroforético SDS-PAGE vy tincién con SYPRO de las muestras eluidas de
las resinas tras sucesivas incubaciones (indicadas con nimeros del 1 al 5) de un extracto
citoplasmatico de HelLa S3 con resinas de estreptavidina-sefarosa en ausencia de RNA.

No se apreciaron diferencias en los patrones de union inespecifica de
proteinas a la resina cuando el extracto habia sido incubado en mas de tres
ocasiones. Los extractos celulares que van a ser empleados en la
cromatografia de afinidad a RNA biotinilado, se pre-incubaran en tres pasos
consecutivos con resinas libres de RNA para reducir en lo posible las
reacciones inespecificas. La union de los RNAs sintéticos y biotinilados a la
matriz se hizo empleando los productos obtenidos por transcripcién in vitro, una

vez cuantificados y analizada su integridad y marcaje.

Se utilizaron cantidades de RNA de 8 y 15ug, por similitud a las
empleadas en otros estudios (Galan et al., 2009), incubandose durante 1 horay
30 minutos con 25ul de resina, previamente equilibrada, en presencia de un
tampdn de alto contenido en sal (1M de KCI). Posteriormente se incubaron las
resinas conteniendo el RNA inmovilizado con los extractos celulares. Tras
varios pasos de lavado, se recuperaron las proteinas unidas a la matriz en
tampon de muestra y se analizaron electroforéticamente (Figura 16).
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Figura 16: Analisis electroforético SDS-PAGE vy tincidn con SYPRO de las proteinas recogidas
tras incubar un extracto de HeLa S3 con matrices que habian adsorbido 8ug (1) y 15ug (2) del
RNA de 0,45kb.

En todas las muestras obtenidas a partir de la incubacién de extractos
de HelLa S3 con resina conteniendo las distintas especies de RNA biotinilado,
se observé que la cantidad de proteina capturada era superior cuando se
utilizaban extractos con 600ug de proteina y matrices incubadas con 15ug del
RNA.

Para comprobar el efecto de la temperatura se incubaron 15ug de los
distintos transcritos durante 90 minutos a 4°C, a temperatura ambiente (22 °C)
y a 37°C. Tras ese periodo se retira el sobrenadante para su andlisis, se lava la
resina abundantemente con el tampon de unién de proteinas para eliminar el
exceso de sal, que puede interferir posteriormente en las interacciones RNA-
Proteina, y se incuban las resinas con extractos celulares durante 16 horas a
4°C. Se recogen las resinas por centrifugacion y tras los lavados se eluyen en
tampdén de muestra las proteinas que interaccionan con los RNAs biotinilados

para su analisis.
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En los sobrenadantes recogidos tras la incubacion de las resinas con los
diferentes RNAs no se observaron indicios de degradacion cuando se
analizaron en un gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes (datos no
mostrados). En el analisis electroforético SDS-PAGE de las proteinas unidas a
las resinas que habian adsorbido los RNAs sintéticos en distintas condiciones
de incubacién (Figura 17) se observaron diferencias en la cantidad de proteina
recuperada de cada resina.

Cuando la incubacion del RNA se llevé a cabo a 4°C la cantidad y el
patron de las proteinas recuperadas de la matriz es similar al observado
cuando se incuba el extracto celular con resina libre de RNA (Figural5 y calle 1
de la figura 17). A temperaturas superiores observamos un patron diferente y
un aumento significativo en la cantidad de proteina recuperada, siendo la
mayor observada cuando se incuban los RNAs biotinilados a 37°C. En adelante

las incubaciones del RNA con la resina se haran a 37°C durante 90 minutos.

Una vez establecidas las condiciones para realizar la cromatografia de
afinidad a RNA, se procede al analisis de las interacciones en cada uno de los
transcritos y a la identificacion de las bandas de proteinas que muestren un

comportamiento diferencial en su union.
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67,

43
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Figura 17: Analisis electroforético SDS-PAGE vy tincion con SYPRO de las proteinas recogidas
tras incubar un extracto celular con matrices que habian adsorbido 15ug el RNA de 0,45kb en
incubaciones de una hora y media a 4°C (1), temperatura ambiente (2) y a 37°C (3).
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1.3 Identificacion de proteinas que interaccionan con los
extremos del genoma viral
Para identificar las proteinas que interaccionan con los extremos del

genoma viral se utilizaran los RNAs anteriormente sintetizados marcados con
biotina. Para el estudio de las interacciones con el extremo 5 del genoma del
RaV se emplean dos fragmentos, uno que contiene los 451primeros residuos
nucleotidicos del mismo y otro fragmento que contiene los primeros 1831.
Ambos contienen la UTR de 19 nucledtidos del extremo 5’ y el inicio de la
traduccion de la ORF1 por lo que deben presentar las regiones que regulan en
cis la replicacion del gRNA vy la traduccion de la ORF1. Para el estudio de las
interacciones con el extremo 3’ se utiliza el RNA subgendémico completo,
coterminal con el extremo 3’ del genoma del RaV y que presenta la UTR del
SgRNA, la UTR del extremo 3’ y 15 residuos de cola de poli-A. Ademas,
contiene en el extremo 5 el origen de la traduccion de la ORF2. También
encontramos en el RNAsg la regibn TURBS que permite el inicio de la

traduccion de la ORF3 dependiente de la terminacién de la ORF2.

Para la identificacion de las proteinas que interaccionan con estos RNAs
se emplearon en este ensayo extractos citoplasmaticos de HelLa S3 y HEK
293T, ambas lineas celulares son de origen humano y permisivas y
susceptibles a la infeccion del RaV. Los extractos fueron pre-incubados con
resinas de estreptavidina antes de ser afiadidos e incubados con resinas que
habian unido los distintos RNAs biotinilados y a una resina control sin RNA.
Tras la incubacion se centrifuga, se recoge la resina y se eluyen las proteinas
en tampon de muestra. Para el andlisis electroforético se empleé un gel
comercial con gradiente de acrilamida 4-12% y tampon SDS-MOPS para una

mejor resolucién de las bandas (Figura 18), permitiendo su mejor manipulacion.

La imagen obtenida se analiza buscando aquellas diferencias en el
patrén de bandas que resulten interesantes para su posterior estudio. De esta

forman se siguieron principalmente dos criterios:

-Aquellas proteinas que mostraban afinidad preferencial por una de las
diferentes especies de RNA biotinilado, especialmente cuando habia una unién
diferencial por uno de los extremos y no estaban presentes en el control sin
RNA.
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-Las diferencias en el patréon electroforético obtenido cuando se
utilizaban extractos citoplasmaticos de HeLa S3 frente a HEK 293T y que no
estuvieran presentes en el control sin RNA.

En el gel se observaron numerosas proteinas que mostraban un
comportamiento diferencial al incubarse en presencia de un RNA perteneciente
al extremo 5 o al 3. También se pudieron apreciar diferencias entre las
cromatografias en las que se utiliza un extracto de HeLa S3 y aquellas en las
que se emplea HEK 293T. Esas bandas se recortaron del gel y se realiza el
analisis por espectrometria de masas usando la técnica MALDI-TOF/TOF,
seleccionando para el segundo periodo de vuelo los péptidos de mayor
intensidad. El analisis de las huellas peptidicas asign6 valores estadisticos a

las identificaciones utilizando el programa de busqueda MASCOT.
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Figura 18: Andlisis electroforético SDS-MOPS-PAGE (4-12%) y tincion con SYPRO de las
proteinas recuperadas tras incubar extractos celulares de HEK 293T (1-4) y HeLa S3 (5-8) con
matrices sin RNA adsorbido (1 y 5), con RNA del extremo 5’ de 0,45kb (2 y 6), con RNA del
extremo 5’ de 1,83kb (3 y 7) y con el RNA subgendmico, incluyendo el extremo 3’ (4 y 8).
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Se consideraron identificaciones validas aquellas proteinas de las que se
analizaron un minimo de tres péptidos en el segundo periodo de vuelo y

presentaban un valor de “score” superior a 100.

Atendiendo a estos criterios, se recortaron 33 bandas entre las
que se identificaron un total de 28 proteinas diferentes. Algunas de ellas se
identificaron en la misma banda, pero correspondian los tamafios moleculares
al mostrado por la banda y el resultado estadistico de la identificacion se
consider6 significativo. Otras fueron identificadas tanto en bandas recortadas
tras realizar la cromatografia con extractos de HEK 293T como en el caso de

utilizar extractos provenientes de HelLa S3.

kDa

94

Figura 19: Detalle del andlisis electroforético de la Figura 18. Se indica en rojo una regién del
gel donde se observan diferencias de intensidad en funcién de los extractos citoplasméticos y
los diferentes RNAs biotinilados empleados.

Se presentan en tablas los resultados de dichas identificaciones. En
primer lugar las identificaciones de aquellas proteinas que mostraron mayor
afinidad por el extremo 5’ del genoma viral (Tabla 5) y a continuacion aquellas
que se recortaron por su interaccion con el sgRNA (Tabla 6), indicando las
lineas celulares en las que se encontraron y los valores estadisticos de la
identificacion.

Las proteinas identificadas, excepto la proteina reguladora del ciclo
celular y apoptosis 2 (CCAR2), han sido descritas previamente en la
bibliografia como proteinas de uniéon a RNA o tienen algun papel regulador en
los procesos metabdlicos relacionados con el RNA, ya sea durante la

transcripcion, procesamiento, degradacion o traduccion.

La EIF2AK2 (o PKR) y la proteina de unién a lipoproteinas de alta
densidad (HDLBP o Vigilina) se identificaron tanto en HeLa S3 como en HEK
293T y presentan dominios de union a RNA. La proteina EIF2AK2, es una
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proteina de defensa frente a infecciones virales que reconoce RNAs de doble

cadena y fosforila al factor EIF2A, inhibiendo la traduccion.

La RNA Helicasa A dependiente de ATP, participa en la separacién de
los hibridos DNA-RNA que se generan durante la transcripcion en la célula
eucariota. Las ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares Ky A/B (hnRNPK'y
hnRNPA/B) estan asociadas al procesamiento, transporte y metabolismo del
RNA.

Las proteinas PCBP2, hnRNPK, HDLBP e IGF2BP3, presentan dominios
KH, secuencias conservadas de uniéon a RNA y a DNA de cadena sencilla.
Destaca la diferencia encontrada entre lineas celulares en la union al extremo
5 de las proteinas PCBP2 (HEK 293T) y hnRNPK (HeLa S3), que presentan

una marcada afinidad por las regiones ricas en citosinas.

MW

Gl ‘ Acrénimo Proteina (kDa) Células Score
HDLBP . S Lo .

4885408 (Vigilina) High density lipoprotein binding protein 139,5 | HEK 293T/HeLa S3 | 899
219520291 PKR EIF2AK2 60 HEK 293T/HeLa S3 | 560
100913205 - ATP-dependent RNA Helicase A 140 HEK 293T 984
78395094 PCBP2 Poly(rC) Binding Protein 2 37 HEK 293T 645
55956920 | hnRNPA/B | heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein A/B 31 HEK 293T 121
12653174 hnRNPK heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein K 51 HelLa S3 192
30795211 IGE2BP3 Insulin-like growth fac_tor 2 mRNA binding 64 Hela S3 465

protein 3
24432105 CCAR2 Cell cycle and apoptosis regulator protein 2 102 HelLa S3 221

Tabla 5: Identificacion de proteinas con mayor afinidad por el extremo 5’ del genoma viral. Se
indica el codigo de acceso de las proteinas en las bases de datos del NCBI (Gl), el acréonimo
utilizado en este trabajo y el nombre de las mismas y el peso molecular estimado (MW), la linea
o lineas celulares donde fueron identificadas y el valor estadistico de la identificacion por
espectrometria de masas (Score).

Se identificaron en ambas lineas celulares varias proteinas del grupo de
las ribonucleoproteinas nucleares, concretamente la hnRNPQ (0o SYNCRIP),
hnRNPL, hnRNPAO, hnRNPA1, hnRNPA2/B1, PTBP1. Otras dos proteinas de

este tipo la snRNPA, y la hnRNPU se identificaron solamente en HelLa S3.
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Estas proteinas se localizan mayoritariamente en el nucleo pero sufren

transporte hacia el citoplasma y estan implicadas en la formacion de complejos

encargados del procesamiento y transporte de los pre-mRNAs.

La proteina de union a poli-A, PABP, participa en la regulacion de la

traduccion por su unidn a la cola de poli-A e interaccion con el factor de inicio

de la traduccién elF4G, que a su vez interacciona con el factor elF4E que

reconoce el cap del extremo 5’ de los mMRNA.

Proteina
530382972 hnRNPQ SYNCRIP protein 68,5 HEK 293T/HelLa S3 544
14165466 PTBP1 Polypyrimidine tract binding protein 1 58 HEK 293T/HelLa S3 633
119612222 PABP Poly(A) binding protein, cytoplasmic 1 70 HEK 293T/HelLa S3 431
119577230 hnRNPL heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L 61 HEK 293T/HelLa S3 102
5803036 | hnRNPAQ | Meterogeneous ”“C'/_fgr ribonucleoprotein | 335 | HEK 293T/HeLa S3 | 182
4759156 SNRNPA small nuclear ribonuc'la\eoprotein polypeptide 31 HEK 293T/Hela S3 307
4504447 | hnRNPA2/B1 | Neterogeneous ”“X'Z‘igrl”b"”uc'ec’pmtei” 37,5 | HEK 293T/HeLaS3 | 266
75517570 hnRNPA1 HNRNPAL1 protein 35 HEK 293T/HelLa S3 409
119627830 SFPQ Splicing factor proline/glutamine-rich 78 HEK 293T 698
24234756 ILF3/NF90 Interleukin enhancer binding factor 3 98,5 HEK 293T 486
114794734 DDX3X Human Dead-Box RNA Helicase Ddx3x 73 HEK 293T 297
119591368 | (Nucleolina) Nucleolin 78 Hela S3 308
74136883 hnRNPU HNRNPU protein 91 Hela S3 274
15929104 MARS MARS protein 99 Hela S3 504
5031703 | G3pp1 | Ras-GTPase 1‘12‘&?;'5‘&%2‘;?2 SH3 domain- | gy Hela S3 a16
45350846 | Gappy | Ras-GTPase 1‘7&:‘5?;';‘%%2‘3?2 SH3 domain- | 53 Hela S3 133
7804450 LARS Leucyl tRNA synthetase 129,5 Hela S3 183
45439306 DARS Aspartyl-tRNA synthetase 55 Hela S3 453
532313 ILF2/NF45 NF45 protein 44,5 Hela S3 317
38201714 | ELAV1/HuR ELAV-like 1 36 Hela S3 120

Tabla 6: Identificacion de proteinas con mayor afinidad por el extremo 3’ del genoma viral. Se
indica el codigo de acceso de las proteinas en las bases de datos del NCBI (Gl), el acronimo
utilizado en este trabajo y el nombre de las mismas y el peso molecular estimado (MW), la linea
o lineas celulares donde fueron identificadas y el valor estadistico de la identificaciéon por
espectrometria de masas (Score).
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El resto de proteinas identificadas también han sido descritas por su
union a acidos nucleicos y participacion en procesos metabdlicos del RNA. La
Helicasa Ddx3x regula la terminacion de la transcripcibn en el nucleo
favoreciendo la separacion del RNA transcrito. La proteina SFPQ actua en la
maduracion de los pre-mRNAs, participando en la formacion del espliceosoma.
Por ultimo, también con actividad helicasa en hélices hibridas DNA-RNA vy
RNA-RNA encontramos las proteinas 1 y 2 de unién a dominios SH3 de la
proteina activadora de Ras-GTPasa, que ademas forman parte de la regulacion
de procesos de mantenimiento y proliferacion celular al ser elementos de la

cascada de transduccion de la proteina Ras.

Relacionadas con el proceso de traduccibn encontramos
especificamente en HeLa S3 la nucleolina y las tRNA sintetasas MARS, LARS
y DARS. La nucleolina estd implicada en la sintesis y maduracién de los
complejos ribosomales, mientras que las tRNA sintetasas estan relacionadas
con la formacién de los complejos aminoacil-tRNAs.

Por dultimo, también se han detectado proteinas implicadas en la
regulacion de la transcripcion e integridad de los mMRNAS, asi las proteinas ILF2
e ILF3, estan relacionadas con la expresion de interleucina 2 en células T
mediante la unién y estabilizacion de los mMRNA que la expresan. Por otra
parte, la proteina similar a ELAV, participa en el reconocimiento y degradacién

de mRNAs, uniéndose a regiones proximas al extremo 3’ y ricas en AU.

Ademéas de las funciones celulares (Figura 20.A) de las proteinas
identificadas, se estudid si habia sido descrita la interacciébn de éstas con
acidos nucleicos o proteinas virales en calicivirus o en otras familias virales
(Figura 20.B), de cara a seleccionar aquellas proteinas que potencialmente
tuvieran mas probabilidades de jugar un papel relevante en la infeccion por
RaV. Se pudo comprobar que el 18% de las proteinas identificadas son
descripciones nuevas de interacciones RNA-proteina en virus, y cerca de la
mitad corresponden a nuevas interacciones RNA-proteina descritas en la

familia Caliciviridae.
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Figura 20:A-Gréfico de las funciones celulares desarrolladas por las proteinas identificadas por
su interaccion con los extremos del genoma del RaV y las proporciones relativas.B-Proporcién
de proteinas identificadas por su interaccion con los extremos del genoma del RaV que no han
sido descritas por su interaccién con elementos virales (azul), descritas por su interaccion a
acidos nucleicos o proteinas de calicivirus (rojo) y descritas por su interaccion con elementos
de virus pertenecientes a otras familias (verde).

A partir de los datos obtenidos por la identificacion mediante
espectrometria de masas, y el estudio de la funcion y la union de las proteinas
a distintos moldes, se consideraron como candidatas potenciales para la
realizacion de estudios funcionales las proteinas hnRNPQ (SYNCRIP), PABP,
hnRNPU, PTBP1, hnRNPA1 y hnRNPA2/B1 por su mayor preferencia por el

extremo 3’, y la proteina hnRNPK por su mayor union al extremo 5’.
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2. ldentificacién de proteinas celulares que interaccionan con las
proteinas NS5, NS6/7 y VP1 del RaV

Las proteinas virales que se emplearan para el estudio de estas
interacciones seran la proteina unida covalentemente al extremo 5’ del genoma
del RaV (NS5), la proteina bifuncional con actividad RNA polimerasa
dependiente de RNA vy cistein-proteasa (NS6/7) y la forma madura de la

proteina estructural mayoritaria de la capsida (VP1).

Se pretende construir tres lineas celulares estables que expresen de
manera inducible y por separado las proteinas NS5, NS6/7 y VP1, todas ellas
fusionadas por su extremo C-terminal con una etiqueta peptidica que permita
aislar los complejos proteicos mediante la técnica de purificacion en tandem por
afinidad (TAP). Esta etiqueta contendra la proteina A, una region de corte para
la proteasa del virus TEV y un péptido con dominio de unién a calmodulina
(CBP).

Una vez establecidas estas lineas celulares, se induce la expresion de
las proteinas recombinantes y se realiza una cromatografia de afinidad en
tandem, con dos pasos de purificacion consecutivos en condiciones suaves,
que permitan co-purificar los complejos proteicos. Tras su analisis
electroforético, se seleccionan aquellas bandas que hayan purificado con los

elementos virales y se identificardn mediante espectrometria de masas.

2.1 Obtencion de las lineas celulares que expresen de forma
inducible productos del RaV
Con el objetivo de construir lineas celulares que expresen las proteinas

de fusién de manera inducible, se ha empleado la linea celular Flp-In™ T-
Rex'™-293, derivada de la linea HEK 293Tcon regiones que permiten la
recombinacién especifica de sitio de fragmentos que presente las secuencias
FRT. Esta integracion del gen recombinante se realizara mediante la co-
transfeccion de plasmido pcDNAS/FRT/TO, incluyendo la etiqueta peptidica C-
TAP (pCTAP) fusionada con los genes virales NS5, NS6/7 o VP1 (que
denominaremos pNS5-CTAP, pNS6/7-CTAP y pVP1-CTAP, en cada caso) y el

plasmido pOG-44 que aporta el gen de la recombinasa Flp.
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En el estudio de la interaccion de las proteinas del huésped y las
proteinas NS6/7, VP1 y NS5 del RaV, es necesario contar con en una linea
celular permisiva y susceptible de ser infectada por el virus, ya que tendra
todos los factores celulares necesarios para la replicacion. Aunque la linea
celular empleada es derivada de HEK 293T, linea permisiva y susceptible al
RaV, las condiciones de cultivo son diferentes debido a la presencia de
antibiéticos. Para confirmar que la linea conserva dichas caracteristicas, se
infectaron con RaV monocapas confluentes de células Flp-InT T-Rex™™-293 en
medio de cultivo conteniendo blasticidina y zeocina a una multiplicidad de
infeccion de 5, y a las 8 horas se comprobd la existencia del efecto citopético
caracteristico del RaV (datos no mostrados).

Para la generacion del plasmido pCTAP que exprese C-TAP fusionado
al extremo carboxilo de cada proteina viral, en primer lugar se cortd la
secuencia de la etiqueta peptidica C-TAP del plasmido comercial pZome-1-C
con los enzimas BamHI y Sall (Figura 21) y se insertd6 en el plasmido
pPcDNA5/FRT/TO previamente digerido con BamHI y Xhol, dando lugar tras la

ligacién a la eliminacion de esta ultima diana de restriccion.

C-TAP
TEV Proteina A Sall
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Figura 21: Diagrama esquematico de la construccion del vector pcDNA5/FRT/TO-C-TAP.
Donde TEV indica la secuencia de corte para la proteasa TEV, CBP el péptido de unién a
calmodulina y SCM, Sitio de Clonacion Mltiple.

Las secuencias codificadoras de las proteinas virales se amplificaron
mediante PCR usando los oligonucleétidos descritos en materiales y métodos,
con secuencias diana para enzimas de restriccion que flanquearan la region

codificadora y adecuadas para la insercion del fragmento en el plasmido
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pCTAP. Los productos de la PCR se purifican y se ligan en un plasmido
PGEM-T.

Una vez se ha conseguido insertar los fragmentos en pGEM-T, se
digieren con los enzimas que flanquean las secuencias virales, se purifican los
correspondientes fragmentos (datos no mostrados) y se insertan dentro del

pCTAP utilizando las dianas de restriccibn compatibles (Figura 22).

Se cuid6 también que los insertos estuvieran en pauta de lectura y
dentro del contexto de Kozak. Se comprobd la construccién secuenciando una

muestra del plasmido purificado (datos no mostrados).

T -4 @ X @
| I | |
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L1 1. —J—_i pcDHASFRT/TO-C-TAP

Figura 22: Esquema del procedimiento de clonacion de los genes virales en el vector
pcDNAS5/FRT/TO-C-TAP.

Posteriormente, para confirmar que el plasmido expresaba
correctamente la diana para la purificacién en tandem se transfectaron 3ug de
cada construcciéon en la linea Flp-In™ T-Rex™™-293, como se describe en el
apartado 2.13 de materiales y métodos. A las cuatro horas se sustituyé el
medio de transfeccion, por medio de induccién con tetraciclina 1ug/ml. Los
cultivos se recogieron a las 24 h eliminando el medio de cultivo y suspendiendo
las células en PBS para su centrifugacion y recogida. El sedimento de células
se analizé mediante electroforesis con SDS para comprobar la expresion de los

genes virales y la masa molecular relativa de las proteinas de fusion (35 kDa
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para NS5-C-TAP, 96 kDa para NS6/7-C-TAP y 82 kDa VP1-C-TAP) utilizando
ensayos Western-blot (Figura 23).

A B C
112kDa- 112kDa-
-A3kDa 85 kDa-
87 kDa- 67kDa-
-20kDa

Figura 23: Analisis Western de las fusiones NS5-C-TAP (A), NS6/7-C-TAP (B) y VP1-C-TAP
(C) en cultivos inducidos de células Flp-In'™ T-Rex'™-293 transfectadas transitoriamente con
derivados del vector pCTAP que contenian fusionados en pauta de lectura los
correspondientes genes virales. Para la deteccion de las proteinas de fusién se emplearon los
anticuerpos anti-NS5, NS6/7 y VP1, descritos en el apartado 2.8 de materiales y métodos.

Para la obtencion de recombinantes estables se utilizaron cultivos en
placas de 6 pocillos de 10cm?, que se transfectaron con 1, 3, 5y 7 ug de los
plasmidos construidos en el punto anterior, en una proporcion 1:9 frente al
plasmido pOG 44, que aporta el gen de la recombinasa flipasa, Una vez
transfectadas las células, en el caso de que se produzca la integracion, el
inserto interrumpe la expresion de la B-galactosidasa y del gen de resistencia a
zeocina, y confiere a las células la resistencia a higromicina. Por ello, se
siembra cada monocapa transfectada en cuatro pocillos de 10cm?, en
presencia de medio de seleccion. El medio de cultivo se cambia regularmente y
tras 10-14 dias de seleccion pueden observarse focos de células que han
proliferado a partir de un Unico clon. Estas colonias se aislan con una pipeta y
se siembran sucesivamente en placas de 24 y 6 pocillos, y posteriormente en

frascos de 25y 75 cm? para su propagacion.

Para confirmar la naturaleza de los clones se comprobé su sensibilidad a
zeocina y su resistencia a higromicina. Para ello a partir de pocillos de 10 cm?
de células Flp-InT™ T-Rex'™-293 modificadas, 100% confluentes, se rompe la
monocapa con tripsina y se recogen el 25% de las células en medio con
zeocina y sin higromicina, y otro 25% en medio con higromicina y sin zeocina
en pocillos de 10 cm?. Pudo comprobarse que todas las células procedentes de
los clones seleccionados morian a las 24h en el medio con zeocina (Figura
24A), mientras que en presencia de higromicina alcanzan un alto porcentaje de
confluencia (Figura 24B). Se puede observar a mayores aumentos que las
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células modificadas cultivadas en medio con zeocina (Figura 24C), adquieren
ademas una morfologia andémala, frente a la caracteristica de esta linea celular
(Figura 24D) cuando prolifera en medio sin zeocina. Cada uno de estos clones

fueron congelados en presencia de DMSO 10%, para su posterior uso.

< - O

-

Figura 24: Cultivos de células Flp-In™ T-Rex™-293 modificadas establemente con el plasmido
pNS5-CTAP en presencia de 100 pg/ml Zeocina (A, C) o en medio sin zeocina conteniendo 100
ug/ml de Higromicina (B, D). Las imagenes fueron tomadas con un microscopio de contraste de
fases a 200 (A, B) 0 400 aumentos (C, D).

Asimismo, se comprob6 la presencia de la proteina de fusion
recombinante mediante ensayos Western-blot en aquellas lineas celulares que
fueron seleccionadas. De este modo se pudo constatar que los cultivos
inducidos producian las proteinas correspondientes con el tamafio esperado
para NS5-C-TAP (35 kDa), NS6/7-C-TAP (96 kDa) y VP1-C-TAP (82 kDa)

(Figura 25) frente a aquellos cultivos no inducidos.

NS5 NS6/7 VP1
NI 1 2 NI 1 2
51kDa
118
KDa
38kDa o

Figura 25: Andlisis Western-blot de lineas celulares establecidas que expresan (A) NS5-C-
TAP; (B) NS6/7-C-TAP; (C) VP1-C-TAP. Cultivos inducidos con tetraciclina durante 48 horas (1
y 2). Cultivos no inducidos (NI).
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También se comprobd la cinética de induccion de los transgenes
utilizando las lineas para conocer el periodo de induccion 6ptimo, tras el cual
realizar las purificaciones en tandem por afinidad. Para ello, como se muestra
para las células que expresan de manera inducible la fusion VP1-C-TAP
(Figura 26), se afiadié el medio de induccién a cultivos celulares y se

recogieron muestras de las células a las 8, 12, 24, 36 y 48 horas.

NI 8 12 24 36 48

B

Figura 26: Analisis Western-blot, de la expresion de la proteina VP1-C-TAP en la linea
establecida. Siendo, no inducidas (NI), inducidas durante 8h., 12h., 24h., 36h. y 48h.

85 kDa

Tras comprobar que se consigue expresar los productos virales
fusionados a C-TAP y que los tamafios son los correctos, se investigd en qué

fraccion celular se localiza la proteina.

Para comprobar que las proteinas recombinantes se sintetizan en el
citoplasma, se llevd a cabo un ensayo de localizacién por inmunofluorescencia.
Para ello se cultivan células de cada una de las lineas en superficies de
0,7cm?, se indujeron la mitad de los pocillos para la expresion de la proteina de
fusion, y los restantes se tomaron como control de no induccién. Se fijaron las
células y se trataron como se describe en materiales y métodos. Cada una de
las lineas se incubd con anti-suero especifico contra la proteina viral, y con
sueros no especificos en células inducidas y no inducidas yse observaron las
preparaciones al microscopio de fluorescencia (Figura 27). En todos los casos
se encontro fluorescencia so6lo en aquellas células que habian sido inducidas,
tanto en las células analizadas con suero especifico para la proteina viral,
como en las incubadas con un suero inespecifico. Este Gltimo resultado puede
ser debido a reacciones de los anticuerpos con la proteina A presente en la
etiqueta peptidica C-TAP de todas las construcciones analizadas. Se observé
qgue las células modificadas para producir la proteina de fusién NS6/7-C-TAP
presentaban un deterioro evidente durante el periodo de induccién con

tetraciclina.
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Figura 27: Andlisis de inmunofluorescencia en las lineas que expresan NS5-C-TAP (A, D),
VP1-C-TAP (B, E) y NS6/7-C-TAP (C, F) en células inducidas (A, B, C) y no inducidas (D, E y
F) a 200 aumentos. Se incluye la barra que indica tamafio (100 um)

En las muestras donde se detecto fluorescencia se tomaron imagenes a
mayor aumento para observar la localizacién de las proteinas de fusion. Si bien
se pudo visualizar la localizacién citoplasmatica de NS5-C-TAP y VP1-C-TAP
(se muestra esta ultima en la figura 28), en las células con NS6/7-C-TAP no se

pudo observar esta diferenciacién debido a la baja sefial y el deterioro celular

encontrado (datos no mostrados).
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Figura 28: Detalle de la localizacién celular de VP1-C-TAP. Imagenes tomadas a 400
aumentos.

2.2 Cromatografia de afinidad en tdndem de las fusiones NS5-C-
TAP y VP1-C-TAP e identificacion de las interacciones con
proteinas celulares

Inicialmente se han escogido las construcciones NS5-C-TAP y VP1-C-

TAP y se ha descartado la linea que expresa la proteina recombinante NS6/7-
C-TAP debido a las anomalias que muestran las células en cultivo cuando son
inducidas para expresar dicha fusion. Estas alteraciones no reproducen los
cambios morfolégicos observados en el efecto citopatico del RaV, vy
seguramente se deban a la actividad de la proteina NS6/7 del RaV que, al estar
activa, pueda afectar a componentes celulares y perjudicar al desarrollo y

division de la linea celular.

Los extractos se obtienen como se describe en materiales y métodos,
tras la induccion durante 48 horas de las células. Aunque inicialmente la
induccion se realiza con tetraciclina, en analisis posteriores se decide utilizar la
doxiciclina una vez comprobada su igual eficacia en la induccion de la
expresion de las proteinas recombinantes. La razon es la mayor estabilidad de
la doxiciclina en periodos de incubacién superiores a 24 horas que permite

mantener constantes las condiciones del cultivo celular.

Para llevar a cabo la purificacion de los complejos proteicos se empleara
la técnica de la purificacion por afinidad en tandem (Rigaut et al., 1999), a partir
de las modificaciones introducidas por Jorba y colaboradores en 2008. En este

caso concreto se emplean como etiquetas peptidicas la proteina Ay el péptido
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CBP separadas por una secuencia diana para la proteasa del virus TEV. El
eluido obtenido de los dos pasos de cromatografia de afinidad se analiza
electroforéticamente con el objetivo de obtener el perfil de proteinas que
interaccionan con NS5 y VP1 y se seleccionan para su identificacion aquellas
bandas que muestran una interaccion diferencial (Figura 29) con las fusiones
que incluyen NS5 o VP1 respecto a un control que expresa Unicamente la
etiqueta peptidica C-TAP.

-
A I roteinaa .E Proteinas calularas

| CEP
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Contral  C-Tap-yo
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. —
Espectrometria de masas
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Figura 29: Esquema de la purificacién por afinidad en tdndem (TAP) para la identificacion de
proteinas celulares que interaccionan con las proteinas virales. (A) Incubacién de los extractos
celulares con resina de sefarosa-IgG. (B) Elucion de complejos proteicos tras el corte con la
proteasa TEV. (C) Incubacion de los eluidos con matriz de calmodulina activada. (D) Elucién
con EGTA y analisis electroforético de los eluidos. Las bandas de interés son identificadas por
espectrometria de masas (E).

En los primeros ensayos se detecta la presencia de las proteinas
recombinantes en los extractos celulares, pero no se consiguen detectar en el
sobrenadante obtenido tras el corte con la proteasa TEV de los productos
procesados, ni se detectan proteinas en los eluidos en tampdn de muestra de
la matriz de sefarosa-IgG al ser analizados electroforéticamente y tras las

tinciones con azul de coomassie o SYPRO.

Estas observaciones podrian deberse a que la proteasa TEV no estaba

procesando los productos de fusion. Por otro lado, no se consigue recuperar
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tampoco proteinas unidas a la matriz de sefarosa-lgG, bien por problemas con
los limites de deteccion o la cantidad de material de partida, porque no se
estaban formando uniones durante la incubaciébn o porque se estaban

perdiendo las interacciones durante los lavados.

Para solucionar la limitacion en la cantidad inicial de proteina se
aumento la superficie celular inducida. El material de partida se fue escalando
hasta que se partié de 500ul de extracto celular obtenido a partir de frascos de
150cm? como se indica en materiales y métodos, con un rendimiento medio de
3ug/ul. El limite de deteccion se considero la observacion de bandas cuando se
realizaba tincion por SYPRO, dado que el nivel de deteccion de proteina de
esta técnica esta muy proximo al limite de deteccion necesario para la posterior
identificacion por espectrometria de masas. Una vez se detectaron mediante
analisis SDS-PAGE vy tincion con SYPRO las proteinas unidas a la matriz de
sefarosa-IgG se hace necesario optimizar el rescate de los complejos tras los
lavados y el corte con la proteasa TEV.

Las técnicas que se estaban empleando incluian mdultiples pasos de
lavado con el objetivo de reducir las uniones inespecificas. Dichos lavados
podrian estar creando condiciones que generaran dificultades para la
purificacion de los complejos de proteinas por lo que se hicieron modificaciones
en el namero de lavados y en las condiciones de corte para la proteasa TEV,
realizando la incubacion con la proteasa durante 3 horas a temperatura

ambiente en lugar de 12 horas a 4°C.

Una vez realizada la cromatografia por afinidad en tindem y y recogidas
las muestras de las resinas y los eluidos en todos sus pasos para el
seguimiento del proceso, se comprob6 que para el producto VP1-C-TAP el
corte con la proteasa TEV era correcto y que se recuperaba una cantidad
significativa de proteina procesada que permitia continuar con la segunda

purificacion y detectar el producto CBP-VPL1 en el eluido final (Figura 30).
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Figura 30: Andlisis Western-blot utilizando anticuerpos anti-VP1 de muestras de los distintos
pasos de la purificacion por afinidad en tandem para la proteina de fusién VP1-C-TAP,: 1-
Extracto celular inicial; 2- Sobrenadante no unido a la matriz de IgG; 3- Material unido a la
matriz de 1gG antes del corte con la proteasa TEV; 4- Eluido después del corte con la proteasa
TEV; 5- Muestra de la matriz de 1gG tras el corte con la proteasa TEV; 6- No pegado a la matriz
de calmodulina; 7- Resina de afinidad a calmodulina después de eluir con EGTA,; 8- Eluido final
tras la elucion con EGTA.

Sin embargo, a la hora de detectar las proteinas recogidas se detecta
una sefial muy débil en la tincion con SYPRO del andlisis electroforético de los
eluidos obtenidos tras el corte con la proteasa TEV (cuando se carga 1/10 parte
del volumen total) y una ausencia de sefial en el eluido final tras realizar los
dos pasos de purificacion (datos no mostrados). Para conseguir mejores
niveles de deteccion, se decide liofilizar el volumen total del eluido obtenido tras
el corte con la proteasa TEV, se resuspende y se centrifuga el contenido seco
en tampon de muestra para el andlisis electroforético, obteniendo de ese modo

un patrén de bandas analizable.

Con el objetivo de identificar las uniones que son especificas de la VP1,
se utiliza una linea celular basada en el sistema Flp-In""T-Rex'™-293 que
expresa de forma inducible la etiqueta peptidica C-TAP como control.  Se
induce en dicha linea la expresion del péptido C-TAP y se recogen los
extractos celulares que son sometidos a los mismos pasos que el producto
VP1-C-TAP durante la purificacién por afinidad en tandem. Se recupera el
eluido final de ambas purificaciones, se liofiliza para concentrar la cantidad de

proteina y se analizan electroforéticamente de forma conjunta (Figura 31). Se
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observa el patron de bandas y se seleccionan aquellas presentes en el eluido
de la purificacion del producto VP1-C-TAP que no estan presentes en el

control.

Se pudieron observar claras diferencias en el patrén de bandas para
ambas muestras, de manera que no se identific6 ninguna proteina purificada
junto con la etiqueta C-TAP. En el caso de las proteinas recuperadas en el
eluido de la purificacion de VP1-C-TAP no todas pudieron ser identificadas,
seguramente debido a que la cantidad de proteina de la muestra estaba por

debajo del limite de deteccion del analisis por espectrometria de masas.
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Figura 31: Analisis electroforético SDS-PAGE y tincién con SYPRO de las muestras eluidas de
las resinas incubadas con extractos celulares que expresan la proteina de fusién C-TAP (1) y
VP1-C-TAP (2 y 3). En las calles 1 y 3 se carga el eluido una vez liofilizado, conteniendo el total
de proteina purificada. Las flechas y nimeros en rojo indican las bandas donde se identificaron
proteinas celulares por espectrometria de masas. Se indica también una sexta banda donde se
identifico la 1gG.

Se identificaron un total de siete proteinas en seis bandas. Seis de esas
proteinas lo fueron en las bandas numeradas en la figura 31, incluida la VP1
del RaV (identificada conjuntamente en la banda numero 3), y las cadenas

ligeras de las inmunoglobulinas (de 25 kDa), empleadas en la primera matriz
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cromatografica, en la banda identificada como IgG (Figura 31). En la tabla 7

aparecen indicadas las proteinas celulares identificadas.

Entre las proteinas identificadas se encuentran las proteinas de choque
térmico, con funcion de chaperonas moleculares, HSP90, HSPA1A y HSPA1B.

También se ha identificado la tubulina beta (TUBB), una proteina que
forma parte de los microtubulos, asociada a funciones estructurales y de
transporte celular. Tanto las proteinas HSP90, HSPA1A y HSPA1B como la
TUBB, tienen localizacion citoplasmica, coherente con la localizacion

observada para el producto VP1-C-TAP.

Banda Gl Acrénimo Proteina

1 119602173 | HSP90 Heat shock protein 90kDa 90 74

2 167466173 | HSPA1B | Heat shock 70kDa protein 1B | 70 967
3 386785 HSPA1A Heat shock protein 70 197
4 18088719 TUBB Tubulin, beta 49 354
5 47939618 | hnRNPA1 HNRNPA1 protein 35 86

Tabla 7: Proteinas identificadas tras la purificacion por afinidad en tandem de la proteina
recombinante VP1-C-TAP, donde se indica el nimero de la banda (Figura 31) a la que
corresponde cada identificacién, el codigo de acceso de la proteina en las bases de datos del
NCBI (Gl), el nombre de las mismas y su masa molecular estimada (MW) y el valor estadistico
de la identificacion por espectrometria de masas (Score).

La hnRNPA1l es una proteina de uniébn a RNA, implicada en el
procesamiento y transporte al citoplasma de los RNA mensajeros celulares a
través de su unién a la cola de poli-A, siendo su localizacion variable entre el

nacleo y el citoplasma.

En el caso de la purificacion en tandem de la proteina recombinante
NS5-C-TAP, se consiguié recuperar el producto procesado CBP-NS5 tras el
corte con la proteasa del virus TEV (Figura 32), pero no se detecta la proteina
en los siguientes pasos de purificacion, desarrollada en los mismos términos y

condiciones que con el producto VP1-C-TAP.

En este caso, se observa una pérdida progresiva de la cantidad de

proteinas retenidas en la matriz de IgG, seguramente debido al nimero de
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lavados. El corte con la proteasa TEV procesa la fusion NS5-C-TAP
correctamente obteniéndose el producto del tamafio esperado pero éste no se

une a la matriz por afinidad a calmodulina.

1 22 3 4 b6 6 & &

38 kDa

Figura 32: Andlisis Western-blot utilizando anticuerpos anti-NS5 del RaV de muestras de los
distintos pasos de la purificacién por afinidad en tandem para la proteina de fusion NS5-C-
TAP,: 1- Extracto celular inicial; 2- Sobrenadante no unido a la matriz de IgG; 3- Unido a la
matriz de IgG antes del corte con la proteasa TEV; 4- Eluido del corte con la proteasa TEV; 5-
Muestra de la matriz de 1gG tras el corte con la proteasa TEV; 6- No pegado a la matriz de
afinidad a calmodulina; 7- Resina de afinidad a calmodulina después de eluir con EGTA; 8-
Eluido final tras la elucion con EGTA.

Tras reducir el niumero de lavados y modificar las condiciones de tiempo
y temperatura de incubacion en el segundo paso de purificacién, no se detecta

la presencia de NS5 en los pasos sucesivos al corte con la proteasa.

Finalmente, debido a las dificultades descritas anteriormente, se decide
realizar la cromatografia de afinidad a IgG, tanto para la fusion NS5-C-TAP
como para el control C-TAP, tal y como se indica en materiales y métodos, y
recoger y analizar Unicamente el eluido obtenido tras el corte con la proteasa
del TEV. De esta forma se podrian estar recogiendo uniones no especificas,

pero se consigue detectar la presencia de la proteina NS5 en la purificacion.

De igual forma que se ha hecho con la purificacion en tdndem de la
proteina VP1-C-TAP, los eluidos recogidos son liofilizados para analizar
electroforéticamente todo el contenido proteico. Dado que se observaron
problemas en la deteccion, se decide realizar una tincién con plata compatible
con la espectrometria de masas (Figura 33) y se analizan aquellas proteinas
presentes en la muestra obtenida tras el corte del producto NS5-C-TAP con la
proteasa del virus TEV que no estan presentes en el control copurificado con la
etiqueta C-TAP.
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Figura 33: Analisis electroforético SDS-PAGE Yy tincién con plata de las muestras eluidas de
las resinas incubadas con extractos celulares que expresan la proteina de fusién C-TAP (1) y
NS5-C-TAP (2). Se carga el eluido una vez liofilizado, conteniendo el total de proteina
purificada. Las flechas y numeros en rojo indican las bandas donde se identificaron proteinas
celulares por espectrometria de masas. Se indica también una cuarta banda donde se identificé
la lgG.

Se pudieron identificar en conjunto cuatro proteinas, tres de ellas en las
bandas numeradas de la figura 33 y una cuarta en la banda que aparece por
debajo del marcador de 30kDa, denominada IgG en la figura 33, donde se
pueden encontrar las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas de la matriz
cromatografica. Los sobrenadantes se recogieron tras hacer pasar el eluido por
una minicolumna que retenia la matriz. Por otra parte no se observo una banda
correspondiente al tamafio esperado para la proteina viral NS5 que, sin
embargo, se detectd en analisis Western-blot.

Entre las proteinas identificadas (Tabla 8) se encontraron dos
chaperonas moleculares, las proteinas HSC70 y HSPA1A, que participan en el
plegamiento y estabilizacion de las proteinas traducidas, asi como en los
procesos de regulacion de la degradacion de proteinas por parte del

proteosoma.
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Al igual que ocurria con los complejos purificados tras el corte con la
proteasa de VP1-C-TAP, también se ha co-purificado la TUBB junto con el
producto del procesamiento de NS5-C-TAP.

Banda ACIO 0 Proteina ore
D3
119602173 | HSC70 [ Heat shock cognate 71kDa protein 71 600
167466173 | HSPA1A Heat shock 70kDa protein 1A/1B 70 423
386785 TUBB Tubulin beta chain isoform B 49 137

Tabla 8: Proteinas identificadas tras la purificacion por afinidad en tandem de la proteina
recombinante NS5-C-TAP, donde se indica el nimero de la banda (Figura 33) a la que
corresponde cada identificacién, el codigo de acceso de la proteina en las bases de datos del
NCBI (Gl), el nombre de las mismas y la masa molecular estimada (MW) y el valor estadistico
de la identificacion por espectrometria de masas (Score).

Si bien es cierto que se ha identificado un nimero muy bajo de
proteinas, aquellas identificadas son claramente especificas de los productos
recombinantes NS5-C-TAP y VP1-C-TAP frente al control C-TAP.

De cara al disefio de estudios funcionales sobre la implicacion de estas
proteinas en la replicacion del RaV, se analizaron las funciones descritas para
las mismas en la célula eucariota (Figura 34.A) y su interaccion con acidos
nucleicos o proteinas de calicivirus y de otras familias virales (Figura 34.B).

A m Procesamientoy
transporte de RNA

u Plegamiento y m Calicivirus

estabilizacion de
proteinas

Citoesqueleto

m Otras familias
virales

Figura 34: A- Gréfico de las funciones celulares desarrolladas por las proteinas identificadas
por su interaccién con NS5 y/o VP1 del RaV y sus proporciones relativas.B-Proporcién de
proteinas identificadas por su interaccion con NS5 y/o VP1 que han sido descritas por su
interaccion con componentes de otros calicivirus (rojo) y descritas por su interaccion con acidos
nucleicos o proteinas de virus pertenecientes a otras familias (azul).
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3. Estudio funcional de proteinas que interaccionan con elementos
del RaV

En los estudios descritos en los apartados anteriores se han identificado
varias proteinas que interaccionan in vitro con los extremos 5’ y 3’ del genoma
del RaV y con las proteinas NS5 y VP1 del mismo. Este escrutinio inicial
identifica proteinas que se unen alos elementos virales y puede también incluir
proteinas que interaccionan con otras proteinas con afinidad por los

componentes de RaV.

Con el objetivo de aportar datos adicionales que apoyen o refuten la
implicacion de las proteinas identificadas en la infeccidn por RaV, es necesario

realizar estudios funcionales complementarios.

Se confirman, mediante Western-blot, las interacciones de las
principales candidatas con los RNAs sintéticos, con el fin de detectar posibles
interacciones que pudieran no haber analizadas por espectrometria de masas.
El analisis funcional se realizard& comparando la produccion de particulas
infecciosas en presencia y ausencia de la proteina estudiada en cultivos
celulares control o silenciados mediante siRNAs especificos para la proteina
diana. Conocido el efecto general sobre la infeccibn del RaV, se podra

profundizar en la caracterizacion funcional y delimitar el mecanismo de accién.

3.1 Seleccion de proteinas que interaccionan con los extremos
del genoma del RaV para estudios funcionales
La identificacibn de proteinas celulares que interaccionan con los

extremos del genoma del RaV, se realiz6 teniendo en cuenta los resultados del
andlisis de espectrometria de masas de las bandas obtenidas al analizar los
eluidos de las cromatografias de afinidad a RNA de hasta tres réplicas
experimentales empleando extractos citoplasmaticos de la linea celular HelLa
S3.

Para proseguir con los estudios funcionales se tuvieron en cuenta
aguellas proteinas que habian sido identificadas en al menos dos de las
réplicas experimentales con valores estadisticos (score) superiores a 100 y

frente a las que hubiera anticuerpos especificos comerciales para realizar los
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ensayos funcionales. Considerando estos criterios, se seleccionaron un
conjunto de siete proteinas (Figura 35) con capacidad de union al RNA viral,

una vez comprobada la reproducibilidad de su purificacion e identificacion.

Para este fin, los analisis posteriores al primer cribado se realizaron en
geles SDS-PAGE de mayor tamafo, lo que permiti6 obtener una mayor
resolucion de las proteinas separadas para su mejor manipulacion y
procesamiento.De esta forma, se pudo constatar, que todas las bandas
cortadas e identificadas mediante espectrometria de masas correspondian a

una Unica proteina y no a un conjunto de ellas.
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Figura 35: Resultado representativo de un andlisis SDS-PAGE de los distintos eluidos
obtenidos al incubar extractos de HeLa S3 con diferentes matrices. M: Marcadores; 1: Matriz no
incubada con RNA; 2: Matriz incubada con el RNA de 0,45 kb del extremo 5’; 3: Matriz
incubada con el RNA de 1,8 kb del extremo 5’; 4: Matriz incubada con el RNA subgendmico .

Las proteinas indicadas en la imagen se seleccionaron para su
identificacion en funcion del extremo por el que presentaban mayor afinidad
(Tabla 9).
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Se observa que 6 de las proteinas: hnRNPU, PABP, hnRNPQ, PTBP1,
hnRNPA2/B1 y hnRNPA1 presentan una mayor afinidad por el extremo 3’.

panda Proteina N4 ema
1 74136883 hnRNPU 91 3'
2 119612222 PABP 70 3'
3 530382972| hnRNPQ 68,5 3'
4 55958544 hnRNPK 51 5'
5 14165466 PTBP1 58 3'
6 4504447 |hnRNPA2/B1 37,5 3'
7 47939618 hnRNPA1 35 3'

Tabla 9: Proteinas identificadas por su interaccion a RNA, donde se indica el nimero de la
banda (Figura 35) a la que corresponde cada identificacion, el cédigo de acceso de la proteina
en las bases de datos del NCBI (Gl), el acronimo empleado para cada proteina en este trabajo,
(MW) peso molecular estimado y el extremo del genoma por el que presentaban mayor
afinidad.

Se pudo confirmar la presencia de estas proteinas en los eluidos
resultantes de realizar cromatografias de afinidad a RNA con extractos
citoplasmaticos de HeLa S3 y HEK 293T, mediante ensayos Western-blot

empleando anticuerpos especificos (Figura 36).

HO HSC HLHSg SO S5C S5L SSg HO H5C HSL HSg SO $C SS5L S5g

hnRNP U PABP

HO H5C HSL HSg SO S5C S5L SSg HO HS5C H5L HSg SO SC S5L SSg

hnRNPQ PTBP

HO HS5C H5L HSg SO S5C S5L SSg HO HS5C HS5L HSg SO S5C S5L SSg

hnRNPA1 hnRNP A2/B1

Figura 36: Analisis Western-blot utilizando en cada caso los anticuerpos contra la proteina
indicada. Las calles indican si se utilizaron extractos de HEK 293T (H) o HeLa S3 (S) y el RNA
con el que se incubaron, siendo una matriz sin RNA (0), el fragmento de 0,45kb dek extremo 5’
(5C), el 1,83kb del extremo 5’ (5L) o el sgRNA (Sg).
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Como se observa (Figura 36), a pesar de que todas las proteinas
estudiadas han sido identificadas inicialmente por su capacidad de union
especifica al extremo 3’ del genoma del RaV, la mayoria de ellas también
interaccionan con el extremo 5. Unicamente la proteina hnRNPA2/B1 mostré
tener mayor preferencia por su union al extremo 3’. Los resultados del analisis
de las interacciones en ambas lineas celulares fueron similares aunque en el
caso de las proteinas PABP y hnRNPAL, se observan diferencias segun la
linea celular utilizada, siendo mas intensa la interaccién con el extremo 3’

cuando se emplean extractos de HeLa S3.

A partir de estos resultados, se seleccion6 la proteina PABP como uno
de los candidatos para la realizacion de estudios funcionales complementarios.
Adicionalmente se tuvo en cuenta para esta seleccionla funciéon de la PABP
como proteina reguladora de la traduccidn en eucariotas y picornavirus, su
especificidad por el extremo 3’ del RaV y su procesamiento por parte de la

actividad proteasa NS6 en otros miembros de la familia calicivirus.

De un modo similar a lo descrito anteriormente se analizaron los eluidos
obtenidos de las cromatografias de afinidad a RNA para comprobar
molecularmente la especificidad de la hnRNPK por el extremo 5’ y su afinidad

en funcion de la linea celular (Figura 37).

En el analisis Western-blot se observa que la interaccién es especifica
entre la hnRNPK y los RNAs sintéticos que poseen la secuencia del extremo 5’
del genoma del RaV. Esta interaccién, ademas, se encuentra cuando
incubamos dichos RNAs con extractos citoplasmaticos de HelLa S3 mientras
gue tras la incubacion con extractos de HEK 293T no se detecta hnRNPK en el

eluido final (Figura 37).
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Figura 37: Analisis Western-blot utilizando los anticuerpos anti-hnRNPK. 1— Eluido de la
cromatografia con extractos de HEK 293T y sin RNA en la matriz; 2- con RNA de 0,45 kb del
extremo 5’; 3- con RNA de 1,8 kb del extremo 5’; 4- con RNA subgendmico; 5- Eluido de la
cromatografia con extractos de HeLa S3 y sin RNA en la matriz; 6- con RNA de 0,45 kb del
extremo 5’; 7- con RNA de 1,8 kb del extremo 5’; 8- Con extractos de HeLa S3 con una matriz
con RNA subgenémico

La especificidad de la hnRNPK por el extremo 5’ del genoma del RaV y
la falta de datos publicados sobre el papel de esta proetina en la infeccién viral
fueron los criterios utilizados para seleccionar esta proteina para realizar

estudios funcionales complementarios.

3.2 Estudio funcional de la proteina PABP
La estrategia que se empleara consistira en la supresion de la expresion

de la proteina mediante la inactivacion de los RNAs mensajeros, utilizando la
técnica de silenciamiento génico, Las transfecciones de siRNAs se llevaran a
cabo inicialmente tanto en células HeLa S3 como en células HEK 293T por ser
las lineas donde se realizaron las identificaciones y la confirmacién molecular.
Las transfecciones de los siRNAs especificos para la PABP se llevaron a cabo

como se indica en materiales y métodos.

Se empled un control negativo donde se afiadira un siRNA testado que
no produce el silenciamiento inespecifico de genes celulares y al que
llamaremos siRNA irrelevante. De esta forma se podra evaluar la toxicidad de
la técnica, no asociada al silenciamiento de proteinas celulares, y diferenciar el

efecto causado por el silenciamiento especifico de la PABP.

Inicialmente se realizaron las pruebas sobre monocapas de células HEK
293T en superficies que fueron previamente recubiertas de polilisina para
facilitar la adherencia y evitar la separacion de la monocapa durante los pasos

de lavado y cambio de medio. En los primeros ensayos se utiliza el par de
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siRNAs que denominamos PA-1, descritos en el apartado 1.8 de materiales y
métodos. Se pretende encontrar las condiciones adecuadas para reducir en el

mayor grado posible la expresién de la proteina PABP.

Con este objetivo, se transfectan monocapas de HEK 293T en pocillos
de 10cm? como se describe en materiales y métodos, con concentraciones de
25nM de los siRNAs irrelevante y PA-1. A las 48 horas después de la
transfeccion, se recogen y siembran la mitad de las muestras para realizar una
segunda transfeccion con las mismas especies de siRNA a una concentracion
de 15nM. El objetivo es comparar los niveles de silenciamiento con la

realizacion de uno o dos pasos de transfeccion y la evolucion temporal.

Se recogen las células transfectadas a las 48, 72 y 96 horas post
transfeccion (h.p.t), se extrae el RNA total y se cuantifica. Se igualan las
concentraciones de RNA total y se parte de la misma cantidad para la
realizacion de la RT-PCR, los cDNAs obtenidos se analizan mediante PCR
cuantitativa empleando las sondas Tagman descritas en el apartado 1.8 de
materiales y métodos. De esta manera, las condiciones iniciales estan
proporcionadas y la cantidad de DNA cuantificado indicara la medida de las
cantidades relativas de mRNA de la PABP presentes en cada muestra. Las
cantidades obtenidas de las muestras tratadas con el siRNA irrelevante se

consideran las condiciones para un 100% de expresion (Figura 38).
100,00
80,00

50,00 ——=PA1 1T

—m—PA-1 2T
40,00

% MmRNA

20,00

0.00
o 48 72 96

h.p.t

Figura 38: Cantidad relativa de mRNA de la PABP en las células transfectadas con siRNAs
especificos (PA-1) respecto al mMRNA de la misma proteina en células HEK 293T transfectadas
con siRNA irrelevante a las 0, 48, 72 y 96 horas post transfeccién (h.p.t). Las lineas indican los
valores medios de las réplicas en las que se realiza una sola transfeccién (azul 1T) o dos
transfecciones (rojo 2T).
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Se observa una reduccion drastica en la presencia de mRNAs
productores de la proteina PABP a las 48 h.p.t y se mantiene hasta las 72
horas en porcentajes entre el 10 y el 20% del total expresado por las células
transfectadas con el siRNA irrelevante. Tras las 96 horas, la reduccion sélo se
mantiene en aquellas células donde se ha realizado un segundo proceso de

transfecciéon de siRNAs.

El objetivo es estudiar como la ausencia de la PABP afecta a la infeccidn
por RaV, de manera que se recogen muestras para el analisis proteico en
todos los puntos. El analisis Western-blot con anticuerpos anti-PABP y anti-3-
actina como control de carga no reveldé ninguna diferencia en cuanto a la
cantidad de PABP en las células tratadas repecto al control a las 48, 72 y 96
h.p.t (datos no mostrados). Por este fendmeno, y porque los cultivos de células
HEK 293T mostraban un deterioro de la monocapa y aspecto anémalo que
dificulta su manipulacion, se decide emplear la linea HelLa S3 en futuras

transfecciones.

Para optimizar el silenciamiento, se emplearon los silenciadores
descritos como PA-1y PA-2 (#1 y #2, respectivamente, en figura 39) ademas
del siRNA irrelevante (Neg en figura 39). Se realizO un solo paso de
transfeccion empleando dos concentraciones distintas (25 y 50nM) y se

recogieron muestras para el andlisis de proteinas a las 48, 72 y 96 h.p.t.

El analisis Western-blot revel6 un silenciamiento significativo en las
muestras transfectadas a una concentracion de 50 nM, alcanzando el maximo
silenciamiento a las 72 h.p.t. (Figura 39), mientras que los silenciamientos
realizados con concentraciones de 25nM, mostraron niveles de expresion
ligeramente inferiores a los alcanzados en HEK 293T. No obstante, no se
mostré deterioro de los cultivos celulares transfectados por inspeccion
microscopica, ni se observaron diferencias de viabilidad con cultivos no
transfectados cuando se analizaron los cultivos mediante el test con MTT

(datos no mostrados).

Los niveles de expresion se cuantificaron mediante el programa
informatico del analizador Odyssey y empleando como control de carga los
niveles de B-actina para corregir las posibles diferencias debidas a errores de
carga de las muestras analizadas.
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Se observa una importante reduccion de la expresion cuando el
silenciamiento se realiza empleando concentraciones de 50nM de los
silenciadores PA-1y -2, obteniéndose disminuciones entre el 65 y el 80% de la

expresion basal de PABP.

Para estudiar el efecto que el silenciamiento de la expresion de PABP
tiene en la infeccion del RaV, se utilizardn dichas condiciones para la
transfeccion de los siRNAs.

Las infecciones con el RaV se realizaron por triplicado a las 56 h.p.t. a
una m.o.i de 0,1 y se analiz6 la producciénn viral en punto final a las 16 horas
post infeccion (h.p.i), siendo 72 h.p.t, para todos los tratamientos. De esta
manera tanto la infeccion como la recogida tienen lugar en periodos donde se

mantiene el silenciamiento de la PABP.

#250nM  #1 50nM #2 25nM 21 25nM Neg

. -95 kDa

-52 kDa

29,5% 25,3% 74,4% 83,4% 100%

- beta-actina

Figura 39: Western-blot con anticuerpos anti-PABP en HelLa S3 silenciadas con los siRNA
irrelevante a 50nM (Neg) y los siRNA (25 y 50nM) frente a PABP (#1 y #2) a las 72h.p.t.. Los
porcentajes relativos de expresion respecto a células control se estandarizaron utilizando
anticuerpos anti-B-actina. La imagen muestra un experimento representativo.

Se emplea una m.o.i de 0,1 para aumentar la posibilidades de ver
diferencias entre los distintos tratamientos. Los sobrenadantes recogidos de las

células infectadas tras los tramientos con los siRNAs irrelevantes y anti-mRNA
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de la PABP, se recogen para el analisis del titulo viral en células Vero mediante
el método de TCIDso (Tabla 10).

Se observa que la reduccion de la expresion de la PABP tiene un efecto
negativo sobre la replicacion del RaV, lo que parece indicar que la proteina es
necesaria para el desarrollo eficiente de la infeccion. Concretamente se
observa una reduccion del titulo viral de entre 1 y 1,5 unidades logaritmicas
respecto a las células tratadas con un siRNA irrelevante, lo que equivale a

reducciones superiores al 90% en el titulo viral.

Los experimentos fueron realizados por triplicado y, como se observa en
los datos de desviacion tipica y coeficiente de variacion, se reprodujeron sin
diferencias significativas.

Titulo viral a 16 h.p.i (0,1 m.o.i)

Irrelevante 6,57 0,1 2,06
PA#1 5,56 0,2 2,83
PA#2 5,05 0,1 3,02

Tabla 10: Titulo viral de los sobrenadantes recogidos a las 16 horas tras la infeccién con RaV
en células transfectadas con siRNA Irrelevante (Irrelevante), sSiRNA PA-1 (PA#1) y SiRNA PA-2
(PA#2). Se indican los valores promedio de las titulaciones, las desviaciones tipicas y los
coeficientes de variacion. Los datos representados muestran el analisis de tres réplicas
experimentales.

Durante la infeccion por RaV, la proteina PABP, de localizacion
citoplasmatica, podria sufrir modificaciones en forma de relocalizacion celular,
modificacion de la expresion o procesamiento. Para estudiar estas
posibilidades, se prepardé un ensayo de inmunofluorescencia para analizar la
localizacion y expresion de la proteina PABP durante la evolucién de la

infeccion.

La localizacion celular de la PABP durante la infeccion se investigo
empleando simultdneamente anticuerpos de conejo anti-PABP y anticuerpos de
cobaya anti-RaV y, posteriormente, secundarios anti-conejo (rojo) y anti-cobaya
(verde). Se toman muestras de células no infectadas (0 h.p.i), infectadas a las 4
h.p.i y células infectadas a las 8 h.p.i. con una m.o.i de 5, y se observan las

células en un microscopio de fluorescencia comparando la misma imagen bajo
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filtros para detectar la fluorescencia roja (correspondiente a la deteccion de la
PABP) y verde (RaV) (Figura 40).

En las imagenes se observa la localizacion citoplasmética de la PABP,
gue no se modifica durante las 8 horas de infeccidén. Sin embargo, se produce
una pérdida de la sefial en estadios tardios de la infeccibn que puede ser
debida a la degradacion de la proteina. La expresion de proteina viral aumenta
progresivamente durante el desarrollo de la infeccion y se localiza en el
citoplasma de las células HeLa S3, indicando por tanto que tanto la produccion
de proteinas virales como la localizacion y posible degradacion de la PABP

tienen lugar en el mismo compartimento celular.

0 h.p.i 4 h.p.i 8 h.p.i

AmPABP- - -
h - - -

Figura 40: Andlisis de inmunofluorescencia en células infectadas con RaV a las 0, 4 y 8 h.p.i.,
empleando anticuerpos de conejo anti-PABP, anticuerpos de cobaya anti-RaV y secundarios
anti-conejo (rojo) y anti-cobaya (verde). Imagenes tomadas a 400 aumentos.

3.3 Estudio funcional de la proteina hnRNPK
En el caso de la proteina hnRNPK, observamos una clara diferencia en

cuanto a su interaccion con los extremos del genoma del RaV y en funcién de
la linea celular de manera que no se observa la interaccion en HEK 293T y en

HelLa S3 sélo ocurre con el extremo 5’ del genoma.

Para investigar si esta interaccion es especifica del extremo 5 del RaV
se produce, mediante transcripcion in vitro, un RNA biotinilado sintético

correspondiente al mRNA del gen de la luciferasa (De 1,8 kb), se realiza una
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cromatografia de afinidad de extractos citoplasmaticos de HelLa S3 a este RNA
y se compara el eluido obtenido con aquellos obtenidos cuando se emplean los
mismos extractos para estudiar la afinidad a RNAs correspondientes a las

primeras 451 y 1831 bases del extremo 5’ del genoma del RaV.

El analisis Western-blot de los eluidos (Figura 41) muestra que la union
de la proteina a la secuencia del extremo 5’ del genoma del RaV es especifica
y que ésta no se observa cuando se utiliza el mRNA de la luciferasa. Estos
resultados indican que dicha union no se produce por la presencia de
secuencias caracteristicas de un mRNA, sino que debe encontrarse

unicamente en la secuencia caracteristica del extremo 5’ del genoma del RaV.

1 2 3 M

95 kDa

52 kDa

34 kDa

Figura 41: Andlisis Western-blot empleando anticuerpos anti-hnRNPK.1- Eluido tras incubar
extractos citoplasméticos de HeLa S3 con RNA de la luciferasa; 2-Eluido tras incubar extractos
citoplasmaticos de HelLa S3 con el RNA del extremo 5’ de 1,8kb; 3- con el RNA del extremo &’
de 0,45kb; M-Marcadores.

Para estudiar funcionalmente el efecto que la union especifica de la
proteina hnRNPK al extremo 5" del RaV pueda tener sobre la replicacion del
virus, se parte de una estrategia experimental similar a la utilizada para el
estudio del efecto de la PABP. Se estudia la produccion de particulas infectivas
en ausencia y presencia de la ribonucleoproteina, partiendo de cultivos
celulares de HelLa S3 previamente transfectados con siRNAs irrelevantes o

siRNAs frente al mRNA de la proteina hnRNPK. Las condiciones de las
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transfecciones y la descripcion de los siRNAs empleados (denominados #A y

#B en adelante) se describe en materiales y métodos.

Inicialmente se realizaron ensayos para optimizar las condiciones del
silenciamento de la expresion de la hnRNPK comprobando como era afectada
en funcion de la concentracion de siRNAs empleados. Se emplearon
concentraciones de 25 y 50nM de los siRNAs irrelevante, anti-hnRNPK-A y
anti-hnRNPK-B, y se analizaron las diferencias del grado de expresion de la
hnRNPK mediante analisis Western-blot. Se utilizaron anticuerpos anti-tubulina

alfa como control de carga (Figura 42).

25 nM 50nM
[#8 #A  Neg) [#8  #A Neg|
=895 kDa
ANRNP - — e —
) e p—
Alfa tubulina - — — -52 kDa
-34 kDa

Figura 42: Andlisis Western-blot de la expresion de la proteina hnRNPK a las 48 h.p.t a
concentraciones de 25 y 50 nM empleando siRNAs irrelevante (Neg), y siRNAs anti-hnRNPK
(#A y #B). Se han utilizado anticuerpos anti-a-tubulina para la deteccién del control de carga.

El mayor descenso en la cantidad de proteina expresada se produjo a
concentraciones de 50nM, y se observé una clara diferencia en los dos pares
de siRNAs (#A y #B) utilizados para el silenciamiento, de manera que se
obtuvieron mayores inhibiciones de la hnRNPK cuando se utilizaron como

silenciadores los siRNA denominados #B.

Cuando se realizaron los ensayos de transfeccion, también se observo
que los tratamientos no causaran anomalias ni descenso en la viabilidad celular

de los cultivos mediante analisis con MTT (datos no mostrados).

Paralelamente se estudio la evolucién de la expresion de la hnRNPK en
células transfectadas, tomando muestras a las 48 y 72 h.p.t y analizando la
expresion mediante analisis Western-blot. El nivel de expresion se mide

utilizando el software del analizador Odyssey, tomando el control de carga
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como referencia para estandarizar los valores medidos e indicando en cada
calle el porcentaje de expresion de la proteina respecto al valor maximo
(Figura 43).

Entre las 48 y las 72 h.p.t. se observa en las células tratadas con los
siRNA denominados #B frente a la hnRNPK, fuertes silenciamientos que sitlan
la expresion de la proteina entre el 10 y el 30% del valor observado en aquellas
células tratadas con un siRNA irrelevante. Sin embargo, en los ensayos
realizados con los siRNA #A se obtienen grados de expresion entre el 35 y el
50%.

48h 72h
#B #A Neg #B #A Neg
-95 kDa
hnRNP - — gm— -
A ~
Alfa tubulina - 52 kDa
11,6% 42,9% 100% 26,4% 39,7% 100%

Figura 43: Andlisis Western-blot de la expresion de la proteina hnRNPK a las 48 y 72 h.p.t
empleando siRNAs irrelevante (Neg), y dos tipos de siRNAs anti-hnRNPK (#A y #B). Se han
utilizado anticuerpos anti-a tubulina para la deteccién del control de carga y la medicién de la
expresion de la hnRNPK. La imagen muestra un resultado representativo.

En los experimentos posteriores se seguiran utilizando ambos
silenciadores de la hnRNPK a pesar de su diferente eficacia a la hora de
silenciar la expresion de la proteina. Si se observa el mismo efecto en ambos
tratamientos, aunque sea en diferente grado, se puede inferir con bastante
probabilidad que se debe al silenciamiento de la proteina diana.

Con estas condiciones experimentales se procedié a estudiar el efecto
que el silenciamiento de la hnRNPK tiene sobre la infeccion por RaV. Para ello
se utilizaron células HeLa S3 transfectadas con los siRNAs irrelevantes, #A y
#B infectando a las 56 h.p.t. a una multiplicidad de infeccion de 0,01. Las
infecciones se realizaron por triplicado para cada uno de los tratamientos y se
recogieron los sobrenadantes resultantes en punto final a las 16 h.p.i. para su

titulacién, a las 72 h.p.t, para comprender un espacio de tiempo en el que la
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expresion de la proteina esté reducida durante el desarrollo de los ciclos de
replicacion del RaV. Se titularon los sobrenadantes de las replicas
experimentales en células Vero como se indica en materiales y métodos y se

compararon los resultados (Tabla 11).

Se observa que hay un aumento significativo de produccion viral en
aquellos cultivos donde se ha silenciado la expresion de la hnRNPK. A pesar
de las diferencias en cuanto al grado de silenciamiento obtenido con los
SiRNAs #A y #B, el titulo viral es muy similar en ambos tratamientos y suponen
un aumento en una potencia de 10 respecto a las células control no

silenciadas.

Del analisis de los titulos virales se desprende que la hnRNPK juega un
papel negativo en la replicacién del RaV, por lo que se hace necesario estudiar

aguellos pasos que puedan ser mas sensibles a esta interaccion negativa.

Titulo viral a 16 h.p.i (0,01 m.o.i)

Irrelevante 4,58 0,15 3,14
HA 5,75 0,25 4,34
#B 5,83 0,48 8,22

Tabla 11: Titulo viral de los sobrenadantes recogidos a las 16 horas tras la infeccién con RaV
en células transfectadas con siRNA Irrelevante (Irrelevante), sSiRNA hnRNPK-A (#A) y siRNA
hnRNPK-B (#B). Se indican los valores promedio de las titulaciones, desviaciones tipicas y los
coeficientes de variacion. Los datos representados muestran el analisis de las tres réplicas
experimentales.

Se comienza estudiando la produccion de péptidos virales en células
silenciadas y control. Para ello se emplearon superficies de 10cm? de células
HelLa S3 transfectadas con los siRNAs contra la hnRNPK e irrelevante, e
infectadas a las 48 h.p.t. con RaV a una multiplicidad de infeccién de 1. A las 6
horas después de la infeccibn se recoge el cultivo y se analiza mediante
Western-blot los niveles de las proteinas virales VP1 (Figura 44.A), incluida en
la ORF2 y expresada a partir del RNA subgendmico del RaV, y la proteina 2C
(Figura 44.B), expresada a partir del RNA genomico dentro de la ORF1 y cuya

secuencia codificante se localiza proxima al extremo 5’ del genoma del RaV.
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Figura 44: Andlisis Western-blot de la expresion de proteinas virales en células HelLa S3
transfectadas con un siRNA irrelevante (Neg); silenciadas con siRNA A (#A) y silenciadas con
siRNA B (#B) a las 6 h.p.i. con RaV. A) Empleando anticuerpos anti-VP1 (verde) y a-tubulina
(rojo) como control de carga. B) Deteccién de la proteina 2C con anticuerpos especificos
(verde). M-Marcadores de peso molecular.

No se observan diferencias significativas entre los tratamientos con los
diferentes siRNAs en ninguna de las réplicas para la expresion de la proteina
de la capsida VP1. En el caso de la expresion de la poliproteina de la ORF1
que se detecta mediante anticuerpos anti-2C se obtuvieron resultados
contradictorios. Mientras en una de las replicas se observaron claras
diferencias de expresion, indicando que la supresion de la hnRNPK aumenta la
traduccion de la ORF1, en las otras dos réplicas no se observaron diferencias.

Se busca también estudiar si la localizacion celular de la hnRNPK varia
durante la infeccion. Es conocido que esta proteina se localiza
mayoritariamente en el ndcleo pero que existen mecanismos de transporte
entre el nacleo y el citoplasma. Mediante inmunofluorescencia se detecta la
presencia y localizacion de la hnRNPK en células HelLa S3 sin infectar e
infectadas a las 4 y 8 horas después de la infeccibn a una m.o.i. de 5.
Simultdneamente se utilizan anticuerpos de cobaya anti-RaV para detectar la
expresion de proteina viral (Figura 45).

Si bien se observa que la hnRNPK se localiza mayoritariamente en el
nacleo en células no infectadas y durante las etapas tempranas de la
replicacion del RaV, esta proteina sufre un cambio de localizacion en fases
mas tardias, siendo transportada al citoplasma donde comparte espacio con la

sintesis de elementos virales.
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0 h.p.i 4 h.p.i

Figura 45: Andlisis de inmunofluorescencia en células infectadas con RaV a las 0, 4 y 8 h.p.i..

Como anticuerpos se emplean anticuerpos de conejo anti-hnRNPK, anticuerpos de cobaya
anti-RaV y secundarios anti-conejo (rojo) y anti-cobaya (verde). Imagenes tomadas a 400

aumentos.

Anti-hnRNPK

Anti-RaV
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DISCUSION

1. Identificacion de proteinas celulares que interaccionan con los
extremos del genoma viral

La regulacién de procesos moleculares que tienen lugar durante la
replicacion de los calicivirus necesita la participacion en cis de secuencias y
estructuras presentes en los RNAs virales, pero estos elementos son
insuficientes para formar los complejos y estructuras necesarias para una
replicacion efectiva por lo que se depende en gran medida de la interaccion con
factores proteicos que regulen estos procesos en trans (Sandoval-Jaime y
Gutiérrez-Escolano, 2009).

Las proteinas identificadas pueden presentar una interaccién directa con
alguno o los tres RNAs sintéticos, o indirecta mediante su unién con otras
proteinas.

La profundizacion en la funcion de estas interacciones necesita de
estudios in vivo, para lo que se debe contar con un modelo viral capaz de ser
propagado en cultivos celulares, como el RaV. No obstante, al no disponer de
un cDNA infectivo no se han podido comprobar directamente las secuencias
necesarias para la replicacion del virus, por lo que inicialmente se han querido
estudiar transcritos de RNAs que contienen las secuencias de los extremos 5’ y
3’ del genoma del RaV.

Los RNAs sintéticos incluyen las secuencias correspondientes a las
principales estructuras y regiones de regulacion del RaV, hay que tener en
cuenta que al no tratarse de gRNAs completos se pueden dar estructuras que
no tienen lugar durante la infecciéon y dar lugar a uniones artefactuales o a la
pérdida de algunas proteinas de interés. La relevancia funcional de las
interacciones encontradas in vitro debe ser confirmada molecularmente y
ensayada posteriormente en cultivos celulares.

Para la identificacion de las interacciones se ha puesto a punto un
sistema de cromatografia de afinidad a RNA, modificado a partir del método
empleado por Galan y colaboradores en 2009, en el cual se fijan los RNAs
sintéticos y marcados con biotina a una matriz de estreptavidina y se incuban

con extractos celulares.
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Se probaron diferentes marcajes con 14-CTP-Biotina debido a que la
proporcion de biotina presente en el RNA podria afectar a la eficiencia de la
transcripcion y el exceso de marcaje podria alterar la formacion de estructuras
secundarias. Teniendo esto en cuenta, y la necesidad de que el marcaje debe
ser detectable y eficaz, se utilizaron concentraciones relativas de 1.5 y 1:2
respecto a CTP no marcado. Al estudiar la presencia de marcaje por biotina
mediante ensayo dot-blot, se observd que ambas especies de RNA
incorporaban el nucleétido marcado, por lo que se decidié utilizar para la
cromatografia la proporcion 1:5 (14-CTP-Biotina : CTP), ya que permite un
marcaje detectable y adecuado, y no afecta al rendimiento de la transcripcion o
a la movilidad e integridad de los RNAs transcritos siendo, a su vez, el marcaje
mas laxo y, por tanto, aquel que afectara en menor medida a la estructura de
los RNAS sintéticos.

Una vez establecidas las condiciones para la sintesis de los RNAs se
ponen a punto las condiciones para llevar a cabo la cromatografia por afinidad
a RNA. Se emplearan extractos citoplasmaticos de las lineas celulares de
origen humano HelLa S3 y HEK 293T. Estas lineas son permisivas y
susceptibles a la infeccion por RaV y nos permitiran identificar mediante
espectrometria de masas las proteinas copurificadas dado que disponemos de
las secuencias completas de las proteinas humanas en las bases de datos.

La obtencién de los extractos citoplasmaticos se realiza mediante rotura
de la membrana celular por choque osmotico en una disolucion hipoténica y en
presencia de inhibidores de proteasas. Este procedimiento permite separar las
fracciones nuclear, membranosa y citoplasmatica, pero aunque se realiza en
condiciones suaves, puede dar lugar a la rotura de las membranas y de
estructuras y compartimentos internos, alterando las proporciones relativas de
las proteinas presentes y dando lugar a concentraciones no fisiolégicas que
infravaloren o sobrevaloren la presencia de determinadas proteinas. Esto
puede ocasionar interacciones no fisiolégicas o la pérdida o disminucién de
afinidad con alguna proteina de interés.

Para la adsorcion del RNA biotinado se emplea como matriz una resina
de sefarosa con estreptavidina conjugada. Los lavados y separacion de fases
se realizaran por centrifugacion lo que podria arrastrar algunas proteinas que

interaccionan con la matriz y no con los RNAs biotinados. Estas uniones
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inespecificas podrian dar lugar a la identificacion de falsas interacciones. Para
evitar esto se realizaron varios pasos de incubacidbn de los extractos
citoplasmaticos con resinas en ausencia de RNA previamente a su incubacion
con las matrices con RNA biotinado adsorbido, esperando eliminar aquellas
proteinas que eluian por su unién a la resina y no al RNA. Si bien este proceso
puede dar lugar a la pérdida de alguna proteina que interaccione con los
complejos, reduce el fondo y garantiza que se identifiquen aquellas
interacciones mas fuertes y especificas. Ademas, en todos los ensayos se
utilizaron como control negativo los eluidos de la incubacion de estos extractos
con resinas sin RNA biotinado adsorbido para detectar la presencia de uniones
no especificas.

Las condiciones para la incubaciéon y adsorcién de los RNAs marcados
se ensayaron a diferentes temperaturas y diferentes cantidades de RNA,
siempre en presencia de una disolucion de alto contenido en sal que permitiera
el estiramiento de las moléculas de RNA para favorecer su exposicion y union a
la matriz. Se encontré6 una mayor capacidad parar unir proteinas cuando se
empleaban cantidades superiores de RNAs sintéticos y cuando éstos eran
incubados a 37°C durante 90 minutos para su adsorcién (Figura 16 y Figura
17), posiblemente debido a que temperaturas mas elevadas dificultan la
formacion de los puentes de hidrégeno necesarios para el mantenimiento de
estructuras secundarias, estando mas expuestas todas las regiones de dichos
RNAs y, por tanto, la biotina para unirse a la estreptavidina.

Se analizaron los eluidos recogidos tras la incubacién de extractos no
infectados procedentes de HeLa S3 y HEK 293-T con matrices conteniendo los
diferentes RNAs marcados y una matriz control sin RNA (Fig.R.9). Del analisis
electroforético se escogieron para su identificacion aquellas bandas que, no
apareciendo en los eluidos obtenidos tras la incubacion con la matriz sin RNA
utilizada como control, mostraban diferente afinidad (que no necesariamente
especificidad) en funcion de la linea celular empleada como fuente de proteinas
o del RNA adsorbido unido a la matriz (Fig.R.9.B).

El andlisis de algunas de las bandas cortadas no condujo a la
identificacion de una proteina, especialmente aquellas en que la sefial era muy
tenue, cerca del limite de deteccion de la técnica, probablemente debido a una

baja cantidad de proteina o0 a que durante el procesamiento de la muestra se
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pudo haber perdido parte de la misma. También se encontraron queratinas en
las identificaciones de algunas bandas (datos no mostrados) que no se tuvieron
en cuenta al no poder descartar que fueran una contaminacion sufrida durante
la manipulacién del material.

Entre las proteinas identificadas (Tablas 5 y 6) se encontraron
diferencias en funcion de la linea celular y del tipo de RNA empleado. Mientras
las diferencias entre lineas celulares fueron exclusivas y no se identificé la
correspondiente proteina en ambas lineas, en el caso de la interaccion con los
extremos 3’ y 5’ nos referimos a una mayor afinidad en funcién de la diferencia
de intensidad observada en el analisis electroforético de los eluidos de las
respectivas cromatografias de afinidad. De esta forma, algunas proteinas como
la hnRNPQ, la hnRNPU y la PTBP1, mostraron una mayor sefial cuando
utilizamos el RNA correspondiente al extremo 3’ del genoma pero también
fueron identificadas cuando se analizaron los extractos frente al RNA que
comprende las primeras 1,8 kb del extremo 5. Esto puede deberse a que
dichas proteinas interaccionan con secuencias presentes en ambos RNAs o
han coprecipitado dentro de los complejos RNA-proteina a través de
interacciones proteina-proteina.

La mayoria son proteinas relacionadas con el metabolismo del RNA, ya
sea con su sintesis, su procesamiento o su traduccion, o han sido identificadas
como proteinas de unién a RNA. Si bien las interacciones RNA-proteina suelen
ser debidas a la presencia de dominios con afinidad por secuencias o0
estructuras determinadas que se pueden encontrar en un amplio nimero de
RNAs diferentes, la especificidad de las funciones desarrolladas por estas
uniones viene determinada, también, por su contexto y la participacion de otros
factores proteicos (Singh y Valcarcel, 2005). Por dicha razén, vamos a evaluar
las proteinas identificadas como posibles candidatas para realizar estudios
funcionales de cara a profundizar sobre qué papel pueden jugar en la
replicacion viral y si son susceptibles de ser utilizadas como posibles dianas
terapéuticas.

La Unica proteina de las identificadas que no presenta dominios de unién
a RNA descritos, es la proteina CCAR2, que esta implicada en la regulacion del

ciclo celular. Podria representar una proteina de union a RNA nueva o haber
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sido aislada en los complejos por su interaccion proteina-proteina con otros
factores celulares.

La HDLBP, ligada a la fisiologia del colesterol, presenta dominios KH,
secuencias de aproximadamente 70 aminoacidos conservadas evolutivamente
con gran afinidad por RNAs y DNAs de cadena sencilla y ha sido descrita su
unién al extremo 5 del MNV in vitro (Vashist et al., 2012). Cabe destacar
también que los procesos de entrada del MNV son dependientes de colesterol
(Perry y Wobus, 2010; Gerondopoulos et al., 2010),lo que puede relacionarse
con la funcion fisiologica de la proteina HDLBP, aunque datos experimentales
obtenidos en nuestro laboratorio indican que la internalizacion y liberacion del
genoma de RaV ocurre por endocitosis mediada por clatrina y acidificacién de
las vesiculas (Gonzalez Molleda, 2008).Al igual que la HDLBP, la proteina
IGF2BP3, implicada en la regulacion de la expresion del mRNA del factor de
crecimiento tipo insulina-2, presenta dominios KH, que seguramente sean los
responsables de su interaccion con los RNAs sintéticos.

También encontramos los dominios KH en las proteinas PCBP2 y
hnRNPK, identificadas por su interaccion con los RNAs con la secuencia del
extremo 5 del genoma del RaV, lo que parece indicar la presencia de una o
varias secuencias en esta region del genoma por la que los dominios KH
presentan una alta afinidad. Ambas proteinas presentan una gran afinidad por
regiones ricas en citosinas gracias a estos dominios, aunque se encuentran
diferencias en la presencia de otros dominios de union a RNA y DNA que
podrian explicar las diferencias de afinidad y funcionales (Leffers et al., 1995).
Asi, la PCBP2 interacciona in vitro con la PABP (Wang et al., 1999) y parece
estabilizar los mMRNAs celulares para la traduccion, mientras que la hnRNPK
esta implicada en procesos de regulacién de la transcripcién y traduccion y en
el procesamiento y transporte de los mMRNAs celulares (Bomsztyk et al., 2004),
funciones similares al resto de las hnRNPs, aunque su especificidad por
residuos de poli-citosina es caracteristica dentro de este grupo y puede explicar
la afinidad diferencial de esta proteina por el extremo 5 del RaV respecto a
otras hnRNPs. También esta implicada en la regulacion del ciclo de division
celular, donde actia como represor de la apoptosis independiente de p53 (Xiao
et al., 2013) siendo un actor importante en el desarrollo de ciertos procesos
tumorales (Barboro et al., 2014).
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Se encontrd interesante que ambas proteinas se hayan identificado a
partir de extractos celulares diferentes (PCBP2 cuando se usaron extractos de
HEK 293T y hnRNPK con extractos de HelLa S3). Este fendmeno podria ser
debido a posibles diferencias en las concentraciones relativas de ambas
proteinas entre lineas celulares o a diferencias de afinidad. Aunque la proteina
PCBP2 tiene localizacion citoplasmatica y no hay indicios que expliquen una
diferente concentracion en ambas lineas, la proteina hnRNPK es una proteina
de localizacion nuclear que puede encontrarse en el citoplasma cuando es
transportada y se ha encontrado un aumento significativo de la concentracion
citoplasmatica en algunas células tumorales (Carpenter et al., 2006), siendo
una explicacion posible que justificara una mayor disponibilidad citoplasmatica
en la linea tumoral HeLa S3. Ademas de este fendmeno, que podria respaldar
una diferencia en la proporcion relativa de hnRNPK entre ambas lineas
celulares, también seria necesario que la hnRNPK tuviera una mayor afinidad
que la PCBP2 por las mismas secuencias del extremo 5’ del genoma del RaV
que permitiera el desplazamiento por competencia de las interacciones
PCBP2—-RNAs sintéticos.

Por sus propiedades moleculares y funciones fisiolégicas no es de
extrafiar que la coevolucion entre virus y célula huésped haya dado lugar a
interacciones de la PCBP2 o la hnRNPK con acidos nucleicos y proteinas
virales que actuen sobre la eficiencia del ciclo replicativo.

En el caso de la PCBP2, participa en la replicacién de los poliovirus
(Familia Picornaviridae) tanto en los procesos de traduccion dependiente de
IRES (Blyn et al., 1996; Gamarnik y Andino, 1997) como en la regulacion de la
replicacion del RNA mediante interaccion con la 3CD viral y la PABP,
permitiendo la circularizacion del genoma (Parsley et al., 1997; Gamarnik y
Andino, 1998; Herold y Andino, 2001). Su papel en calicivirus ha sido estudiado
dentro del género Norovirus, donde se ha descrito su interaccién in vitro con el
extremo 5 del virus Norwalk (Gutiérrez-Escolano et al., 2000) y del MNV
(Vashist et al., 2012) y su participacion en la circularizacion del genoma
mediante su interaccion con la proteina hnRNPA1, favoreciendo la replicacion
viral (L6pez-Manriquez et al., 2013).

La proteina hnRNPK participa en diversos procesos en la replicacién de

virus RNA de polaridad positiva. En el género Enterovirus, de la familia
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Picornaviridae, se ha descrito la importancia de la interaccion de la hnRNPK
con la region UTR del extremo 5’ del genoma y la relocalizacién citoplasmatica
durante el proceso infectivo (Lin et al., 2008). En miembros de las familias
Flaviviridae, la hnRNPK interacciona con la proteina de la nucleocépsida del
virus Dengue (Chang et al., 2001) y el RNA viral del HCV (Poenisch et al.,
2015) pudiendo participar en los procesos de ensamblaje y empaquetamiento
del RNA (Poenisch et al.,, 2015). En calicivirus ha sido descrita, por una
metodologia similar a la empleada en este trabajo, como una proteina que se
une in vitro a los extremos 5’ y 3’ del genoma del MNV (Vashist et al., 2012), si
bien no se ha estudiado qué papel juega en la replicacion del virus, por lo que
se desconoce la importancia de dichas interacciones.

Las restantes proteinas identificadas también son conocidas por su
capacidad de unién a RNA. La RNA helicasa A-dependiente de ATP vy la
EIF2AK2 (PKR) han sido identificadas por su interaccion a RNAs virales (Isken
et al., 2003; Dabo y Meurs, 2012) y la hnRNPA/B, que patrticipa en los procesos
de transcripcion, procesamiento y transporte de los mMRNAs celulares, se une in
vitro al extremo 3’ del MNV (Vashist et al., 2012). La RNA helicasa A- ATP
dependiente tiene localizacion citoplasmatica y nuclear y separa RNAs
bicatenarios e hibridos RNA-DNA, participando de la finalizacion de la
transcripcion. Al estar presente en el citoplasma y participar en la separacion
de estructuras bicatenarias de RNA, podria jugar un papel importante en la
replicacion de las hebras de polaridad positiva y negativa de los RNAs
gendmico y subgendmico del RaV.

La funcion de la EIF2AK2 (PKR) esta relacionada con la defensa innata
frente a las infecciones virales a través de la via del interferén. En concreto, se
relaciona con el reconocimiento de RNAs bicatenarios, que sélo pueden ser
producidos durante la replicacion de virus RNA. Si bien es cierto que la
cromatografia de afinidad a RNA se realiza con RNA monocatenario, la
presencia de estructuras secundarias podria explicar el reconocimiento por
parte de la EIF2AK2 (PKR). El efecto de esta proteina sobre la replicacion del
RaV seria negativo, pero seria interesante observar si se han desarrollado
mecanismos que permitan evadir la accién de la PKR como ocurre en el HCV
donde la interaccion con la NS5A viral bloquea la PKR (Gale et al., 1997). La

existencia de una disminucion de la respuesta por PKR en células tumorales
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respecto a las no tumorales, permite disefiar y ensayar estrategias terapéuticas
empleando virus RNA con accion oncolitica en base a su mayor capacidad de
propagacion en células deficientes en PKR (Balachandran y Barber, 2007),
esto abre puertas al estudio de la sensibilidad de la infeccion por RaV a la
accion de la PKR vy, ya que no se ha podido reproducir la patologia en conejos,
ser un posible candidato para realizar ensayos en conejos orientados a estudiar
su potencial en terapias antitumorales.

Entre las proteinas que interaccionan con mayor afinidad por el extremo
3’ del genoma del RaV encontramos proteinas relacionadas con los procesos
de transcripcion, traduccion, procesamiento y transporte del RNA, habiendo
sido descritas la mayoria como proteinas de unibn a RNA monocatenario o
bicatenario. Para seleccionar qué proteinas se estudiaran funcionalmente, se

analizan sus funciones fisiolégicas e interacciones con otros virus.

Las proteinas G3BP1 y G3BP2 presentan actividad helicasa en DNA
bicatenario, hibridos DNA-RNA y RNA-RNA y participa de la regulacion de
procesos de mantenimiento y division celular relacionados con la cascada de
transduccion de la proteina Ras. Durante la infeccién viral pueden contribuir a
la formacion de los granulos de estrés como parte de la respuesta antiviral,
aunque la presencia de estos factores ha sido descrita como necesaria para
una correcta replicacion del virus Chikungunya de la familia Togaviridae
(Scholte et al., 2015).

La funcion de las proteinas MARS, DARS y LARS esté relacionada con
la formacion de los complejos aminoacil-tRNA necesarios para incorporar,
respectivamente, los aminoacidos metionina, aspartato y leucina durante la
sintesis de proteinas. No se han descrito interacciones de estas proteinas con

RNASs virales.

La proteina ELAV1 (también HuR) est4 implicada en la regulacién de la
expresion génica estabilizando los mMRNAs, mediante su union a regiones ricas
en adenina y uracilo (AREs) presentes en las UTRs proximas al extremo 3’ de
los mRNAs. La interaccion de ELAV1 con regiones del extremo 3’ del RNA del
virus Sindbis provocan la relocalizacién citoplasmatica de la proteina y afectan
al metabolismo del RNA de la célula huésped (Barnhart et al., 2013). En

calicivirus se ha descrito la interaccion de esta proteina in vitro con el extremo
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3’ del genoma del MNV (Vashist et al., 2012) si bien su rol en la replicacion del

mismo permanece sin ser estudiado funcionalmente.

Implicadas en la regulacion de la expresion de la interleucina 2 en
linfocitos T se identificaron las proteinas ILF2 e ILF3, factores de transcripcion
para la RNA polimerasa—DNA dependiente Il eucariota, con dominios de union
a RNA de cadena doble que permiten la interaccion con mRNAs para su
estabilizacion. Otras funciones que presentan la ILF2 e ILF3 en la célula estan
relacionadas con la regulacion negativa de las rutas de degradacion de los
microRNAs y reparacion de ADN. En infecciones virales tienen un efecto
negativo al favorecer la actividad de la PKR y formacion de granulos de estrés
(Wen et al., 2014).En el caso de la ILF3 (NF90), se ha descrito su interaccion in
vitro con el RNA del flavivirus BVDV (Isken et al., 2003), pero no se
caracterizado su funcion en la replicacion viral.

La proteina SFPQ es un factor nuclear que participa en la formacion del
espliceosoma para el procesamiento de los pre-mRNAs. En infecciones virales
se ha descrito su importancia para la transcripcion y poliadenilacion de mRNAs

del virus Influenza (Landeras-Bueno et al., 2011).

La helicasa de RNA, DDX3X participa en varios procesos celulares,
tanto en el nucleo (regulacién de la transcripcién, formacion de complejos de
ribonucleoproteinas, procesamiento de los pre-mRNAs y transporte de mMRNAs
al citoplasma) como en el citoplasma (base de datos del NCBI). Esta implicada
en los procesos de replicacion, transcripcion y traduccion de varios virus (Li et
al., 2014; Ko et al., 2014; Liu et al., 2011). En calicivirus, interacciona con el
extremo 3’ del genoma del MNV y es importante para la replicacion eficiente del
MNV (Vashist et al., 2012). Por su importancia en la replicacion del HIV, la
DDX3X se considera una posible diana terapéutica y se estan desarrollando
estrategias para intentar inhibir su accion (Radi et al., 2012). Teniendo en
cuenta que esta helicasa es importante para la replicacion del MNV, el
desarrollo de estos farmacos podria ser también de aplicacién en el tratamiento

de infecciones en calicivirus.

Una proteina que ha sido identificada solo en HeLa S3 y por su
interaccién con RNAs sintéticos de los extremos 3’ y 5’ del RaV, aunque con

mayor intensidad al extremo 3’, es la nucleolina. Es una proteina presente en el
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nucléolo que participa en la sintesis y maduracion de los ribosomas.
Interacciona con RNAs y proteinas virales (Waggoner y Sarnow, 1998; Balinsky
et al., 2013) y es importante para la traduccion dependiente de IRES en PV
(Izumi et al., 2001) y la replicacion de virus RNA de polaridad positiva (Balinsky
et al., 2013) y de polaridad negativa como el virus de la Rabia (Oksayan et al.,
2015). En calicivirus ha sido identificada in vitro por su union a secuencias del
extremo 5’ del genoma en el MNV (Vashist et al., 2012) y con las NTRs
presentes en el extremo 3’ de los genomas de NV y FCV y la proteina NS6/7
recombinante del NV y NS6/7 en FCV (Cancio-Lonches et al., 2011), teniendo,
en este Ultimo caso, relevancia para el desarrollo de la infeccion por FCV
(Cancio-Lonches et al., 2011).

Entre los factores celulares identificados se encuentra un grupo de
proteinas que se describiran conjuntamente por las similitudes funcionales que
presentan en la célula eucariota, las ribonucleoproteinas nucleares hnRNPQ (o
SYNCRIP), hnRNPL, hnRNPAO, hnRNPA1, hnRNPA2/Bly la snRNPA, y la
hnRNPU. Estas RNPs presentan dominios de union a RNA y se localizan en el
nacleo, pudiendo ser transportadas entre nicleo y citoplasma. Estan implicadas
en la formacién de los complejos ribonucleoproteicos necesarios para el
procesamiento de los pre-mRNAs (y snRNA en el caso de la snRNPA) vy el
transporte de mRNAs al citoplasma. Si bien estas son las caracteristicas
funcionales generales, se han descrito funciones alternativas diferentes entre
las RNPs. Los dominios de unién a RNA presentes en estas proteinas tienen
afinidades diferentes por secuencias especificas que pueden explicar las
diferencias de actividad. Cabe mencionar también, que el aislamiento de estas
proteinas no indica una interaccion directa con los RNAs sintéticos, sino que
puede tratarse de interacciones indirectas mediante uniones proteina-proteina
(Kim et al., 2000).

Por sus caracteristicas estructurales y funcionales, estas proteinas
pueden tener una funcion circunstancial en el ciclo replicativo de un amplio
rango de virus, principalmente mediante interacciones proteina-RNA. Se ha
descrito la interaccion de las proteinas hnRNPU, hnRNPQ, hnRNPAQO,
hnRNPA1 y hnRNPA2/B1 con el extremo 3’ del genoma del coronavirus TGEV

(Galan et al.,, 2009) y en este mismo virus el silenciamiento de la proteina
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hnRNPQ ha mostrado un descenso en el titulo viral (Galan et al., 2009),
probablemente por ser un regulador positivo de la replicacién del RNA viral
como sugieren los estudios realizados en el MHV, también de la familia
Coronaviridae (Choi et al., 2004). En calicivirus se ha descrito la union in vitro
de la hnRNPL al extremo 5’ del NV (Gutiérrez-Escolano et al., 2000) y de las
proteinas hnRNPQ, hnRNPU y hnRNPA2/B1 al extremo & del MNV vy
hnRNPA1 y hnRNPA2/B1 al extremo 3’ del mismo virus (Vashist et al., 2012).

Las interacciones hnRNPA1-RNA viral son un claro exponente de la
versatilidad de las relaciones entre proteinas de la célula huésped y elementos
virales. Se ha descrito su interaccion con la secuencia lider y regiones
intergénicas de la hebra de polaridad negativa del MHV (Li et al., 1997),
indicando un posible papel en la transcripcibn de los coronavirus, con el
extremo 5 en enterovirus (Familia Picornaviridae), regulando la traduccion
dependiente de IRES (Lin et al., 2009) y con el extremo 5 del virus Sindbis
(Familia Togaviridae) regulando la traduccion dependiente de cap y la
replicacion del genoma (Lin et al., 2009; Gui et al., 2010). A estas funciones
debemos afiadir que en los calicivirus, ademas de la interaccion in vitro con el
extremo 3’ del genoma del MNV (Vashist et al., 2012), se ha estudiado su papel
en la circularizacién del genoma del MNV, mediante su interaccién con el RNA
viral y la proteina PCBP2, que seria necesaria para una eficiente replicacion del

virus (Lopez-Manriquez et al., 2013).

También al grupo de las RNPs pertenece la PTBP1, una proteina
implicada en los procesos post-transcripcionales y transporte de los RNAs
celulares, mediante su uniéon al RNA en regiones ricas en poli-pirimidinas.
Tiene un papel regulador en la traduccion dependiente de IRES en poliovirus
(Kafasla et al., 2010) y en coronavirus interacciona in vitro con los extremos 5’ y
3’ del genoma del TGEV (Galan et al., 2009) donde posiblemente juegue un
papel como regulador negativo de la transcripcion y de los procesos post-
transcripcionales (Sola et al., 2011) que contrasta con del papel positivo que
desempefia como regulador de la transcripcidon en otros coronavirus como el
MHV (Li et al.,, 1999; Choi et al., 2002). Las interacciones de hnRNPALl y
PTBP1 con secuencias del genoma del MHV (Huang y Lai, 1999; 2001)

sugieren la posibilidad de que la regulacién de la replicacion y transcripcién de
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RNAs en este virus pueda ser favorecida por la circularizacion de los RNAs. En
calicivirus se ha descrito la interaccion in vitro de la PTBP1 con los extremos 5’
y 3’ del NV (Gutiérrez-Escolano et al., 2000; 2003) y con el extremo 3’ del MNV,
donde su silenciamento disminuye la produccién de virus (Vashist et al., 2012).
En el FCV se han descrito en profundidad aspectos funcionales de la PTBP1
durante la infeccion. Mediante su union al extremo 5 del gRNA y sgRNA,
afecta a la replicacion del virus, encontrandose diferencias dependientes de la
temperatura del cultivo, por lo que se sugiere un posible rol como chaperona
molecular en el plegamiento del RNA virico (Karakasiolitis et al., 2006). Durante
la infeccion por FCV sufre transporte hacia el citoplasma, pudiendo regular
negativamente la traduccion y de manera positiva la replicacion y transcripcion
de RNAs del FCV (Karakasiolitis et al., 2010), lo que permite proponer un

posible papel en la regulacion del paso de la traduccion a la replicacion.

Otra de las proteinas reconocidas por el RaV es la PABP, que se une a
las regiones de poli-adenina presentes en los mMRNAs celulares. También
participa en la regulacion de la traduccion y en los procesos de degradacion de
los mRNASs. Interacciona con el factor de inicio de la traduccion elF4G, que a
su vez interacciona con el factor elF4E que reconoce el Cap del extremo 5 de
los mMRNAs. Estas interacciones conducirian a la circularizacion del mRNA en
eucariotas mediante la formaciéon de un puente RNA-proteina-proteina-RNA
(Wells et al., 1998) estabilizando las estructuras y regulando positivamente la
eficacia del proceso. En la infeccibn por poliovirus también se encuentra
circularizacion del genoma mediada por la interacciéon de la PABP con el
extremo 3’ del genoma y con la PCBP, que de esta forma estabiliza y acerca
los extremos del genoma viral mediante interacciones RNA-Proteina-Proteina-
RNA y favorece la sintesis de la hebra negativa por parte de la RNA
polimerasa-RNA dependiente (Herold y Andino, 2001). También esté implicada
en la traduccion dependiente de IRES, siendo un factor necesario para el
proceso mediante su interaccion con elF4G (Svitkin et al., 2001). Se ha descrito
el procesamiento de la PABP por parte de la proteasa viral 2A (Kerekatte et al.,
1999) lo que puede representar un mecanismo complementario al corte del
factor elFAG por parte de la proteasa 2A, para la inhibicion de la traduccion

dependiente de cap en la célula huésped, y por parte de la proteasa 3A,
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inhibiendo tanto la traduccién dependiente de cap (Kuyumcu-Martinez et al.,
2004) como la traduccion dependiente de IRES (Bonderoff et al., 2008), lo que
parece indicar un mecanismo de regulacion del cambio de la traduccion a la
replicacion del RNA en picornavirus. Dentro de los coronavirus, encontramos
que la PABP interacciona con el extremo 3’ del genoma del coronavirus bovino
y del TGEV, siendo importante para sintesis de RNA y la replicacion viral,
respectivamente (Spagnolo y Hogue, 2000; Galan et al., 2009).

En calicivirus se ha demostrado que la PABP interacciona in vitro con el
extremo 3’ del NV y del MNV (Gutiérrez-Escolano et al., 2003; Vashist et al.,
2012), al igual que se ha observado experimentalmente en este trabajo con el
RaV, sin que se haya profundizado funcionalmente en dichas interacciones. De
manera similar a lo que ocurre en poliovirus, se ha descrito que la PABP puede
ser procesada in vitro por la proteasa recombinante NS6/7 de norovirus y de
FCV, produciéndose un procesamiento en tiempos tardios de la infeccion (7 y 8
h.p.i) de la PABP y una inhibicion de la traduccion de proteinas celulares
durante la infeccion por FCV (Kuyumcu-Martinez et al., 2004).

Se ha analizado la informacion relativa a las funciones e interacciones
conocidas entre estas proteinas y RNAs virales, teniendo siempre en cuenta
que dichas interacciones pueden ser directas, por union al RNA, o indirectas
mediante interacciones proteina-proteina y que no necesariamente se
reproducen en cultivos celulares, donde las interacciones se desarrollan en un
diferente contexto molecular que puede afectar al desarrollo y consecuencias

de las mismas.

De esta forma, muchas de esas proteinas presentan diferentes
afinidades y actividad en funcion del virus y sus caracteristicas moleculares y
estructurales. También se han observado en este trabajo diferencias de
afinidad en funcién de la linea celular (Tabla 5 y Tabla 6) que son un primer
paso para conocer las diferencias que establecen el rango de huésped de un
virus. Por otra parte, seguramente haya diferencias en funcién del desarrollo de
la infeccién ya que, a medida que ésta progresa, altera la concentracion relativa
de proteinas del medio y las estructuras y entorno donde se llevan a cabo las

reacciones (por ejemplo, la que tienen lugar en los complejos de replicacion).
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A partir la metodologia desarrollada en este trabajo que ha permitido
identificar hasta 28 proteinas celulares que interaccionan in vitro con RNAs
sintéticos de los extremos 5 y 3’ del RaV, se puede profundizar en las
relaciones virus-huésped en otros calicivirus. Otros aspectos que pueden
estudiarse a través de esta cromatografia de afinidad RNA, son las
interacciones in vitro con RNAs sintéticos de polaridad negativa o la utilizacion
de extractos de diferentes cultivos celulares, infectados a diferentes tiempos o
no infectados. Dichas interacciones soOlo van a poder ser estudiadas
funcionalmente en virus que puedan ser propagados en cultivos celulares como
el RaV, pero ofrecen un conjunto de datos interesantes sobre las interacciones
virus-huésped y sirven como punto de partida para investigar la biologia

molecular de los calicivirus y poder desarrollar estrategias antivirales.

Una vez puesta a punto la técnica nos permitiria también estudiar otros
RNAs sintéticos que presenten estructuras de interés, como los extremos 5 y
3’ de la hebra de polaridad negativa de los RNAs gendmico y subgendémico del
RaV, donde encontrariamos el promotor necesario para la formacion del RNA
subgenémico (Yunus et al., 2015; Lin et al., 2015) y las secuencias
complementarias a las UTRs de las hebras positivas que probablemente
jueguen un papel importante en el inicio de la sintesis de las cadenas de
polaridad positiva. Otra de las opciones de estudio que se abren, es poder
analizar también la afinidad de los extractos celulares por RNAs sintéticos de
los extremos del genoma de otros calicivirus, como por ejemplo el RHDV o el
NV, si bien la falta de una linea celular permisiva y susceptible a estos virus
impediria profundizar en un estudio funcional de las interacciones y no
aportaria mas informacién que identificar posibles interacciones in vitro. No
obstante, puede ser interesante comprobar si se reproducen
experimentalmente las interacciones observadas entre proteinas celulares y los
RNAs sintéticos de los extremos del genoma del RaV a un nivel comparativo
para observar similitudes y diferencias en los patrones de interaccion que
permitan entender mejor las diferencias moleculares en sus ciclos de
replicacion y rango de huésped.

También se abre la posibilidad de estudiar extractos de células

infectadas por RaV a diferentes tiempos post-infeccion. Este ensayo puede
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aportar informacion sobre los cambios que se produce en las interacciones
entre los RNAs virales y proteinas celulares debidos a la alteracion del medio
interno mediante redistribucion, degradacion y expresiéon aumentada de ciertas
proteinas celulares y la expresion de proteinas virales. Sin embargo, el RaV se
replica en el citoplasma dentro de estructuras membranosas llamadas
complejos de replicacion (Casais et al., 2008) que no podrian ser aislados por
la metodologia utilizada en este trabajo, de manera que se encontraria una
mezcla de los contenidos de citoplasma y complejos de replicacion que no
representaria la distribucion de macromoléculas que, por compartimentacion,
encontramos durante la infeccién. Por otro lado las lineas HeLa S3 y HEK 293-
T, a diferencia de las células Vero, presentan respuesta innata inducida por
interferon y algunos elementos de este sistema pueden afectar a la integridad
de moléculas implicadas en las interacciones que estarian protegidas dentro de
los complejos de replicacion durante una infeccién ordinaria. No podemos
olvidar también, que en el contexto de una infeccion los RNAs sintéticos
tendrian que competir con las interacciones que ocurren entre los RNAs virales
y las proteinas celulares, disminuyendo la cantidad de moléculas disponibles y
las posibilidades de que se produzcan interacciones que puedan ser
copurificadas, analizadas y detectadas por la metodologia empleada.

Por esa razon, es importante analizar funcionalmente el papel de las
proteinas identificadas en la replicacion del RaV para, posteriormente, estudiar

los procesos afectados.

2 Identificacion de proteinas celulares que interaccionan con las
proteinas NS5, NS6/7 y VP1 del RaV

El resultado de estas interacciones depende en gran medida del
contexto molecular y las interrelaciones entre elementos del virus y la célula
hospedadora, pudiendo dar lugar a relaciones circunstanciales que, directa o

indirectamente, favorezcan o inhiban la propagacion viral.

Para la identificacion de proteinas celulares que potencialmente pueden
participar en estos procesos junto con proteinas virales del RaV, se necesita

una técnica que, a diferencia de los ensayos de doble hibrido que tienen lugar
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en sistemas de levaduras y que soélo permiten identificar interacciones entre
proteinas previamente conocidas, pueda ser empleada en cultivos celulares
permisivos y susceptibles a la infeccion del RaV y que permita la identificacion
de complejos de proteinas para su posterior identificacion, por lo que se ha
optado por desarrollar una variante de la técnica de purificacion en tandem por
afinidad (TAP) inicialmente descrita por Rigaut y colaboradores en 1999 con las
modificaciones que permitieron identificar proteinas celulares capaces de
interaccionar con el complejo RNA polimerasa-RNA dependiente formado por
las proteinas PA, PB1 y PB2 del virus influenza, descritas por Jorba y
colaboradores en 2008. Si bien la técnica fue disefiada para sistemas de
levaduras, ha sido adaptada a lineas celulares de mamifero, incluidas células
humanas (Jorba et al., 2008).

No obstante, la técnica no esta exenta de posibles alteraciones debidas
a la manipulacion de las células (perdida de la estructura interna, modificando
las concentraciones relativas de proteinas), a la actividad de las proteasas (que
podria cortar alguna de las proteinas celulares) y a los pasos de lavado y
elucidbn que, si bien tienen la ventaja de eliminar las posibles uniones
inespecificas y transitorias, pueden producir una pérdida progresiva de aquellas
interacciones que tengan importancia funcional pero sean menos estables o
mas débiles. Por otro lado, al fusionar las proteinas con una etiqueta peptidica
podemos alterar la estructura de la proteina dando lugar a uniones
artefactuales o a la pérdida de interacciones por motivos estéricos.

Por sus caracteristicas funcionales y su relevancia durante el ciclo
infectivo de los calicivirus, se seleccionaron las proteinas NS5 (VPg), NS6/7
(Cistein-proteasa/RNA polimerasa-RNA dependiente) y VP1 (proteina
mayoritaria de la capsida). Para construir la proteina de fusion se afadi6 la
secuencia correspondiente a la etiqueta peptidica a continuacion de la regién 3’
del gen viral. De esta forma queda libre el extremo amino de las proteinas, que
por su importancia funcional es probable que sufra interacciones relevantes
para el proceso infectivo. Proximo al extremo amino de la NS5 se encuentra el
residuo de tirosina que sirve como cebador para la sintesis de RNA viral,
descrito por primera vez en la VPg del RHDV (Machin et al., 2001) y en la

region amino de la VP1 encontramos el dominio S implicado en la interaccion
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con la VP2 en NV y la NS7 del MNV (Vongpunsawad et al., 2013; Subba-
Reddy et al., 2012) regulando positivamente la replicacion de RNA y siendo
probablemente una regién imprescindible para la encapsidacion del genoma y
la formacion de la capsida. En el caso de la proteina bifuncional NS6/7, cerca
del extremo amino encontramos la actividad cistein-proteasa encargada del
procesamiento de los productos virales y que puede procesar también
proteinas celulares como la PABP (Kuyumcu-Martinez et al., 2004). Seria
interesante en futuros estudios repetir la metodologia empleada en este trabajo
fusionando la etiqueta para la purificacion TAP al extremo amino de la NS6/7
para poder identificar las interacciones que tienen lugar cuando se deja libre la
region RNA polimerasa- RNA dependiente y comparar las proteinas

identificadas en ambas estrategias.

La etiqueta peptidica que se ha seleccionado para este trabajo, bajo la
denominacion de C-TAP, contiene en el extremo carboxilo la proteina A de S.
aureus, para la realizacion de una primera cromatografia de afinidad a IgG, la
secuencia de corte para la proteasa del virus TEV y en la zona del extremo
amino el péptido de union a calmodulina para realizar la cromatografia de
afinidad a calmodulina. La masa molecular de esta fusion es de 19 kDa. Las
razones por las que se decide utilizar esta etiqueta son la especificidad del
corte por la proteasa TEV, que necesita la secuencia de siete aminoacidos E-x-
X-Y-x-Q-G/S, siendo “x” un aminoacido variable. Dicha secuencia no se
encuentra en las proteinas virales. El otro motivo es que tras el corte
obtenemos la proteina de interés unida a CBP, un péptido con un tamafio
molecular aproximado de 4 kDa que tiene una menor probabilidad de afectar a
la estructura de los productos virales, y por tanto a las interacciones que tienen

lugar en la célula.

La estrategia que se desarrolla para expresar las proteinas de fusion
consiste en crear lineas celulares establecidas que expresen las proteinas
recombinantes por induccién con el objetivo de tener un sistema reproducible
donde todas las células contengan la construccién y se puedan controlar las
condiciones de tiempo y superficie cultivada, procediendo todas las células de
un clon original y empleando en un sistema que permitiera una sola copia del

gen recombinante por célula, de cara a obtener concentraciones no demasiado
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elevadas de las proteinas cuando se realizara la induccion. Se descarto la
posibilidad de realizar transfecciones transitorias que implicarian tener que
transfectar e inducir en cada experimento, se encontrarian variaciones en las
eficiencias de transfeccion y no se podria determinar el nimero exacto de
copias del gen que estaria traduciendo cada cultivo, generando problemas de

manipulacion, control de condiciones y reproducibilidad.

Para la generacion de lineas establecidas que expresen de manera
inducible y por separado las proteinas recombinantes, se trabajo con el sistema
celular Flp-InT™ T-Rex'™-293, que permite la integracion sitio-especifica del
plasmido recombinante. El inserto interrumpira el gen de resistencia a zeocina,
de manera que solo aquellas células donde se haya incorporado correctamente
seran sensibles a zeocina y resistentes a higromicina, sin que la inserciéon
afecte a otra zona del genoma. La linea celular produce un represor del
operador Tet de manera constitutiva. La tetraciclina y la doxiciclina se unen al
represor provocando en éste un cambio conformacional que impide su unién a
la region operadora, permitiendo la expresion del inserto, que solo se producira
cuando afiadamos tetraciclina o doxiciclina al medio, pudiendo controlar los

tiempos de expresion.

Aunque la linea HEK 293T es permisiva y susceptible a la infeccion por
RaV, la linea Flp-In™ T-Rex™™-293 presenta modificaciones y va a ser cultivada
en presencia de antibiéticos de seleccidon que podrian afectar a la replicacion
del virus. La infeccibn con RaV en presencia de antibiéticos de seleccién,
gener6 un efecto citopatico equivalente al mostrado cuando se infecta la linea
HEK 293T indicando que ambas lineas son permisivas y susceptibles a la

infeccion.

La cotransfeccion de los plasmidos pNS5-CTAP, pNS6/7-CTAP y pVP1-
CTAP con pOG44, en cada caso, se hizo manteniendo la relacion entre los
plasmidos y a diferentes concentraciones finales para conseguir diferentes
densidades de células transfectadas. Para confirmar que la insercion de los
plasmidos recombinantes tuvo lugar en la region FRT se testd la sensibilidad
de los clones a zeocina observando una mortalidad elevada a las 24 horas que
no ocurria cuando eran cultivadas en medio con higromicina y sin zeocina
(Figura 24).
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La deteccion intracelular por inmunofluorescencia de las proteinas NS5-
C-TAP, NS6/7-C-TAP y VP1-C-TAP permiti6 corroborar que solo eran
producidas cuando el cultivo era inducido (Figura 27) y que su localizacion era
citoplasmatica (Figura 28) en el caso de NS5-C-TAP y VP1-C-TAP. Se
encontré la misma reaccion cruzada entre sueros que se observo en el analisis
Western-blot, probablemente por la expresion de la proteina A en la etiqueta

peptidica y su union a IgGs.

Sin embargo, en los cultivos donde se indujo la expresion de NS6/7-C-
TAP no se pudo distinguir adecuadamente la localizacion celular debido a que
se observo una sefial débil y difusa que no permitia distinguir adecuadamente
las estructuras celulares. La apariencia de estas células resultaba anémala en
comparacion con los otros cultivos celulares inducidos y no inducidos, lo que
sugiere un posible deterioro y pérdida de viabilidad de las células. El dafio
producido no se parece morfologicamente al efecto citopatico causado por el
RaV y su origen podria encontrarse en la actividad cistein-proteasa de NS6/7-
C-TAP sobre proteinas del huésped como la PABP (Kuyumcu-Martinez et al.,
2004) o la elF4AG (Willcocks et al., 2004) afectando a procesos celulares como
la sintesis de proteinas. Otra de las causas que se barajan es la actividad RNA
polimerasa-RNA dependiente de la misma proteina que, utilizando RNAs
celulares como molde, podria dar lugar a la formacion de RNAs bicatenarios
qgue pudieran activar los mecanismos de inmunidad innata de la célula. La
toxicidad de la expresion de NS6/7 en levaduras ya habia sido observada por
Kaiser y colaboradores (2006) sin que se estudiara qué actividad o actividades

estaban implicadas.

Podria comprobarse experimentalmente qué actividad esta teniendo
lugar, por un lado comprobando si hay procesamiento de proteinas celulares,
en especial aguellas que son diana de la proteasa NS6/7 del vesivirus FCV
(Kuyumcu-Martinez et al., 2004; Willcocks et al., 2004) o valorando si se
produce la sintesis de RNA utilizando otros RNAs como molde. Mutando
especificamente los centros activos de ambas funciones para inhibir su
actividad, de forma alterna y generando un doble mutante, se estudiaria si
alguna de esas actividades esta produciendo el dafio celular. Por ultimo, tanto

con la proteina NS6/7 como con NS5 y VP1, seria interesante afiadir la etiqueta
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peptidica para la purificacion TAP al extremo amino de las distintas proteinas y
estudiar las diferencias encontradas en la identificacion de proteinas celulares

entre las diferentes construcciones.

Debido a que hay indicios de alteraciéon del medio intracelular con la
expresion de la proteina NS6/7-C-TAP, se realiza la puesta a punto de las
cromatografias de afinidad en tandem con las lineas celulares que expresan de
manera inducible las construcciones NS5-C-TAP y VP1-C-TAP.

Una vez se analicen electroforéticamente los complejos purificados
debemos descartar aquellas uniones que ocurren de manera inespecifica, bien
sea por su afinidad a la matriz o a la etiqueta peptidica. Se usara como control
la linea celular Flp-InT™ T-Rex™™-293 modificada para expresar de manera
inducible la construccion C-TAP. Los extractos obtenidos tras la induccion de
esta linea seran tratados de igual manera durante la purificacion en tandem
que los obtenidos de células que expresan NS5-C-TAP y VP1-C-TAP, de
manera que al analizar los patrones de proteinas purificados podamos
descartar aquellas bandas que aparezcan como produzco de someter a la
etiqueta peptidica en solitario a los distintos pasos de cromatografia, corte y la

lavado.

Los ensayos se realizaron en las lineas establecidas tras la induccion
con doxiciclina durante 48 horas y sin infectar, debido a que en células
infectadas las proteinas recombinantes tendrian que competir con las
respectivas proteinas virales por los factores celulares. No obstante, para el
futuro se tiene en cuenta la posibilidad de realizar las purificaciones TAP en
células infectadas a distintos tiempos, estudiando la variacion en el patron de
interacciones y para comprobar la reproducibilidad de las encontradas en
ausencia de infecciobn. También nos permitiria observar si se forman
interacciones entre las proteinas de fusion y las proteinas virales producidas
durante el ciclo replicativo del RaV. Por Uultimo, mencionar que esta
metodologia permitiria construir lineas celulares que expresaran proteinas
recombinantes procedentes de otros virus como el NV y el RHDV que, aunque
no presenten un modelo que permita el estudio en cultivos celulares, en

relacion a lo observado en el RaV, nos indicaria la posibilidad de que dichos
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factores celulares tengan una funcion similar en el ciclo infeccioso de estos

virus.

Inicialmente se encontraron dificultades en la purificacién por afinidad en
tandem, tanto para recuperar y detectar electroforéticamente la proteina unida
a la matriz que contenia IgG como para detectar el producto procesado tras el
corte con la proteasa TEV. Aunque los procesos de lavado se hagan en
condiciones suaves modifican el entorno en el que se producen las
interacciones, bien sea por razones mecanicas o de composicion del medio,
pudiendo impedir su formacién o facilitando la disgregacion de los complejos,
por lo que se redujo el nimero de lavados respecto a los indicados por Jorba y
colaboradores (2008). Al seguir sin detectar las proteinas purificadas mediante
SYPRO (cuyo limite de deteccibn es muy cercano al de la técnica de
espectrometria de masas) se aumentd la cantidad de células inducidas y

procesadas.

Las condiciones del procesamiento de NS5-C-TAP y VP1-C-TAP por la
proteasa TEV se modifican para ser realizado a temperatura ambiente y
durante tres horas, ya que temperaturas superiores favorecen el aumento de la
actividad molecular y aumentan las posibilidades de que se produzcan cortes
efectivos. Mediante Western-blot se pudieron detectar tras el corte con la
proteasa TEV la presencia de los productos VP1-C-CBP (66 kDa) y NS5-C-
CBP (19 kDa) (Figura 30 y Figura 32). Cabe mencionar que en el caso de NS5-
C-CBP lavados e incubaciones posteriores daban lugar a la pérdida de
deteccion de la proteina. La reduccion del nimero de lavados no permitio evitar
esta pérdida, razon por la cual se realiz6 la purificacién de la proteina NS5-C-
TAP hasta el corte con la proteasa TEV y se analiza electroforéticamente dicho

eluido.

A pesar de las modificaciones introducidas, apenas se consiguieron
observar dos o tres bandas muy tenues mediante electroforesis SDS-PAGE
tras el corte conla proteasa y ninguna banda en los pasos que incluian
incubacion y elucién con la resina de afinidad a calmodulina. Con el objetivo de
concentrar la muestra para poder visualizar mas bandas, se liofilizaron los

eluidos y se analizaron electroforéticamente (Figura 31 y Figura 33).
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Si bien al realizar sélo la cromatografia de afinidad a IgG y eluir cortando
con la proteasa TEV se corria el riesgo de haber aislado uniones inespecificas,
el reducido numero de bandas aisladas nos indica que s6lo han permanecido
las uniones mas fuertes, las que presentan una mayor afinidad y aquellas mas
especificas.

Entre las proteinas identificadas se encontr6 en ambos casos las
cadenas ligeras de las IgGs (de aproximadamente 25 kDa) y la proteasa TEV
(27 kDa). Aunque se utilizaron minicolumnas para eliminar la resina es posible
gue algunas IgGs se desprendieran y permanecieran en el sobrenadante tras el
corte con la proteasa de manera que, al igual que ésta, desaparecerian con un
segundo paso de cromatografia de afinidad a calmodulina. Otra posibilidad
seria que las IgGs interaccionaran y precipitaran con las proteinas celulares
que, a su vez, copurificaban junto con las proteinas recombinantes. La VP1-C-
CBP se identificé en la tercera banda del respectivo gel, mientras que la NS5-
C-CBP no se pudo visualizar tras la tincion del andlisis SDS-PAGE pero fue
detectada su presencia mediante Western-blot.

La mayoria de las bandas mas tenues no fueron identificadas debido a
que la poca cantidad de proteina presente no permitid su correcto andlisis.
Debido al algoritmo usado por MASCOT para asignar valores estadisticos a las
identificaciones (Pappin et al., 1993), cuando se trabaja con cantidades de
proteina muy bajas (cercanas a los limites de deteccién de la técnica) aumenta
la dificultad de analizar un nimero de péptidos estadisticamente amplio y por
tanto se pueden obtener valores de score inferiores a lo esperado en
condiciones Optimas. No obstante, las identificaciones con score inferior a 100
observadas (Tabla 7) presentan una probabilidad superior al 98% de no ser
debidas a un falso positivo, por lo que se consideran identificaciones validas y
significativas (p-valor de 0,05).

Entre las proteinas identificadas encontramos varios miembros de la
familia de las proteinas de choque térmico de 70 kDa, concretamente la
HSPA1A y HSPA1B unidas a los complejos formados con VP1-C-CBP y de
nuevo HSPA1A y HSC70 formando parte de las uniones con NS5-C-CBP. En la
célula eucariota funcionan como chaperonas moleculares y estan implicadas en
la estabilizacion y correcto plegamiento de las proteinas, evitando la formacion

de agregados. También participan en la degradacién de proteinas formando
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parte de la cascada del proteosoma mediado por la sefializacion con ubiquitina.
Aunque éstas son las funciones generales de este grupo de proteinas, también
se han referido actividades caracteristicas durante la infeccion viral, como la
funcion ATPasa en la desestructuracion de las vesiculas cubiertas de clatrina
de la HSC70, implicada en la entrada por esta via del flavivirus JEV (Chuanj et
al., 2015) y siendo también una buena candidata a participar en la entrada
mediada por clatrina del FCV y del RaV (Stuart y Brown, 2006; Gonzélez
Molleda, 2008). Relacionada con las funciones fisioldgicas de esta familia de
proteinas también se encuentra actividad chaperona durante la infeccion de
algunos virus, como la desarrollada durante la replicacion de reovirus (Kaufer et
al., 2012) y en el ensamblaje de las particulas virales en enterovirus (Macejak y
Sarnow, 1992).

En el FCV, las proteinas del choque térmico de la familia de las HSP70,
retrasan la aparicion del efecto citopatico y son negativas para la propagacion
viral al actuar como proteinas inhibidoras de la apoptosis (Alvarez-Sanchez et
al., 2015). Una interaccion de proteinas virales como VP1 y NS5 con estas
chaperonas, podria favorecer el proceso de apoptosis, y con ello la
propagacion viral, al secuestrar estas proteinas celulares y disminuir su
disponibilidad para inhibir la apoptosis en la célula huésped.

La proteina HSP90 es una chaperona molecular que permite el correcto
plegamiento de proteinas especificas mediante su actividad ATPasa y se
identificd por su asociacion a los complejos formados en presencia de VP1-C-
CBP. Se ha descrito HSP90 como una proteina importante para la replicacion
de varios virus de DNA y RNA (Geller et al., 2012), incluyendo el virus Ebola
(Smith et al., 2010) o Influenza (Chase et al., 2008). En algunos virus RNA de
polaridad negativa, parte de su actividad durante la infeccién va ligada a la
capacidad de HSP90 para estabilizar y evitar la degradacion de la RNA
polimerasa-RNA dependiente viral (Connor et al., 2007). En enterovirus 71 se
ha descrito la importancia de la HSP90 para la entrada del virus y el
ensamblaje de la capsida (Tsou et al., 2013; Wang et al., 2013). Todo ello
indica la posibilidad de que la inhibicion de HSP90 mediante farmacos ya
disponibles pueda ser utilizada como una terapia antiviral de amplio espectro.

En calicivirus se ha descrito la HSP90 como una proteina capaz de

interaccionar in vitro con el RNA del MNV (Vashist et al., 2012) y que es
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necesaria para la replicacion del mismo virus y para la estabilidad de la
proteina estructural y el correcto ensamblaje de la capsida de HUNoV y MNV
(Vashist et al., 2015). Se ha descrito que inhibidores de la HSP90 como 17-
DMAG (en fase preclinica) y Novobiocina (ya aprobado para uso antibiético)
disminuyen el titulo viral del MNV, haciendo de HSP90 una posible diana
terapéutica para el tratamiento de las infecciones por calicivirus (Vashist et al.,
2015).

La tubulina beta (TUBB) es un componente estructural de los
microtubulos del citoesqueleto, formados por la polimerizacion de dimeros
tubulina alfa/tubulina beta. Estd implicada en los procesos de transporte
intracelular y al igual que HSPA1A fue identificada en los complejos asociados
tanto a NS5-C-CBP como a VP1-C-CBP.

Las interacciones entre proteinas virales y tubulina suelen conllevar o la
desestructuracion del entramado de microtubulos, favoreciendo la propagacion
del virus, como ocurre por la interaccion entre la proteina NS1 del virus
Influenza con la tubulina beta (Han et al., 2012) o la reorganizacion de la red de
microtubulos, para favorecer la formacion de estructuras que ayuden en la
sintesis de moléculas virales y formacion de nuevas particulas, como se
sugiere que ocurre entre la proteina VP1 del MNV vy la tubulina alfa (Hyde et al.,
2012).

Las proteinas celulares HSP90 y la tubulina han podido ser identificadas
en las particulas virales de virus con envuelta como el paramixovirus NDV (Ren
et al., 2012) y el coronavirus IBV (Kong et al., 2010). Se desconoce si lo mismo
ocurre en calicivirus y si este fendmeno se debe a que dichas proteinas quedan
localizadas circunstancialmente en el interior de la particula tras realizar una
actividad previa a su formacién, o desempefian algun rol adicional como podria
ser favorecer el transporte intracelular de las moléculas virales por la red de
microtubulos en el caso de la tubulina o evitar la degradacion de proteinas
virales como la nucleocéapsida, en el caso de la HSP90.

Entre las proteinas identificadas mencionadas hasta este punto se
producen una red de interacciones que nos impiden saber cuales son uniones
directas o indirectas con NS5 y VP1. De esta forma, segun consta en la base
de datos del NCBI, ha sido descrita la interaccion de HSP90 con TUBB,
HSPA1A, HSPA1B y HSC70, de TUBB con HSPAlA y entre HSC70 y
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HSPA1A. Uniendo estos datos a las interacciones que se han descrito en este
trabajo de esas mismas proteinas con NS5 y VP1, seria mas apropiado hablar
de complejos interrelacionados, y no de interacciones individuales. Esto
complica los estudios funcionales que deben llevarse a cabo para comprender
mejor como afectan dichas proteinas a la replicacion del RaV, aunque no
impide hacer aproximaciones individuales (estudiar si dos proteinas
coinmunoprecipitan en ausencia de otros factores, mapear la region de las
proteinas virales y celulares implicadas en la union, estudiar el impacto sobre la
replicacion viral u otros procesos del ciclo infectivo —replicacion de RNA,
traduccion, encapsidacion, ensamblaje- del silenciamiento o inhibicion de un
factor, etcétera) e integrar los resultados en un sistema conjunto.

A pesar de que, por otros estudios realizados previamente con la VPg
(Chaudry et al., 2006; Daughenbaugh et al., 2003, 2006; Goodfellow et al.,
2005; Hosmillo et al., 2014; Chung et al., 2014), se esperaba la identificacion
de factores de inicio de la traduccion asociados a NS5, su ausencia es
probablemente debida a que dichas proteinas interaccionan con el extremo
carboxilo de la VPg (Chung et al., 2014), que en la estrategia empleada tiene
unido, en primera instancia, la etiqueta C-TAP y tras el corte de la proteasa C-
CBP, lo que puede inhibir dichas interacciones ocultando la region de unién,
haciéndola inaccesible o generando un plegamiento no fisiolégico de la

proteina NS5 en la region del extremo carboxilo.
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Figura 46: Representacion de las interacciones entre las proteinas celulares identificadas,
VP1, NS5 y RNA de calicivirus. Las flechas azules corresponden a las interacciones descritas
por primera vez en esta tesis, las flechas rojas corresponden a interacciones descritas en otros
trabajos pero no confirmadas en RaV.

RNA viral
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A estas proteinas hay que afadir la hnRNPAL, copurificada con VP1-C-
CBP y que ya habia sido identificada en este mismo trabajo como una proteina
que interacciona con el extremo 3’ del genoma del RaV en HEK 293T y HelLa
S3 (Tabla 6). Las funciones e interacciones de esta proteina a nivel celular y en
algunas infecciones virales ya han sido tratadas en el apartado 1 de la
discusion, pero su interaccion con la VP1 presenta nueva e interesante
informacion de cara a discutir sobre la funciébn de esta proteina durante la
infeccion del RaV. La hnRNPA1 esta implicada en la circularizacion del genoma
del MNV junto con PCBP2 y aunque es una proteina de localizacion
mayoritariamente nuclear sufre relocalizacién citoplasmética durante la
infeccion por el mismo virus, siendo importante para el proceso infeccioso
(Lopez-Manriquez et al., 2013). La accion de estas proteinas seria necesaria
para mediar el acercamiento de los extremos, que no puede ser regulado
Gnicamente en cis a partir de las secuencias y estructuras presentes en el
RNA, y aportar estabilidad frente a posibles degradaciones, pudiendo también
regular aspectos relacionados con la traduccion o la replicacion del RNA viral.
Por otro lado, la unién de la hnRNPA1 a la regiébn amino de la VP1, donde se
localiza el dominio S, podria suponer la localizacion de los RNAs en un entorno
favorable para la sintesis de RNA por parte de la RNA polimerasa-RNA
dependiente (Subba-Reddy et al.,, 2012). Y aunque es una proteina de
localizacion mayoritariamente nuclear sufre relocalizacion citoplasmatica
durante la infeccién por MNV (L6pez-Manriquez et al., 2013)

Nuestros datos y los publicados previamente permitirian proponer un
modelo integrado (Figura 47) de interacciones macromoleculares relevantes
para la replicacion de los calicivirus.

En este modelo se postula la creacién de un entorno favorable mediante
las distintas interacciones descritas en este trabajo entre la tubulina beta, las
chaperonas moleculares y las proteinas virales VP1 y NS5. Estos complejos
favorecerian por un lado el correcto plegamiento y estabilidad de las moléculas
virales, evitando su degradacion, y el acercamiento entre VP1 y VPg que puede
ser clave para la encapsidacion selectiva del gRNA y sgRNA y la correcta
formacion de particulas virales. En el entorno del dominio S de la VP1 se
situaria el RNA viral, mediante su interaccion con hnRNPA1 y de ésta con VP1,

y la NS6/7, mediante su interaccion con VP1. Mediante la circularizacion del
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RNA y el aumento de la frecuencia de las interacciones de éste con la RNA
polimerasa dependiente de RNA se llevaria a cabo una sintesis méas eficiente
de novo de la hebra negativa. La finalizacion de este proceso en el entorno de
la VP1 aumentaria los encuentros de la hebra negativa y de NS6/7 con NS5,
aumentando la eficiencia de la sintesis de gRNA y sgRNA que emplea como

cebador la tirosina de la NS5.

= 3 Sintesis RNA s RNA (+)

= 2 Sintesis RNA e RNA (-)

Figura 47: Esquema del modelo propuesto de interaccién entre las proteinas identificadas en
esta tesis doctoral. (A) Complejo VP1, NS5 y hnRNPA1 (A1) con el extremo 3’ del genoma del
RaV. Las figuras circulares y tubular en 49.A representan las proteinas TUBB, HSP90, HSC70,
HSPA1A y HSPA1B en el mismo cédigo de colores que en la Figura 46. Los elementos
anteriores, junto con la circularizacion del genoma mediada por A1 y PC2 (PCBP2) y la
interaccion de la polimerasa con la VP1 en MNV (Lépez-Manriquez et al., 2013, Subba-Reddy
et al., 2012) se proponen para modelo de la sintesis de novo de RNA de polaridad negativa (B).
Este complejo a su vez favoreceria la eficiencia de la sintesis dependiente de proteina
cebadora (NS5)(C). ElI complejo formado por la tubulina y las HSPs antes citadas se
representan con un fondo rojo en las figuras 49.B y 49.C.

Para completar este modelo seria necesario conocer la actividad de
otros factores celulares que pueden formar parte de estos complejos. Tanto la
PCBP2 como la hnRNPA1 pueden interaccionar con la PTBP1 (Han et al.,
2014; Huang y Lai, 2001), propuesta como una proteina reguladora del cambio

del proceso de traduccion al de replicacion del RNA viral en FCV (Karakasiolitis

135



et al., 2010). En el inicio de la sintesis de novo de la hebra de polaridad positiva
es posible que sea necesaria la interaccion con proteinas celulares, siendo
buena candidata la nucleolina por su interaccion con el extremo 3’ del RNA 'y la
NS6/7 del FCV (Cancio-Lonches et al., 2011). Para el avance de la polimerasa
y evitar problemas de estabilidad, plegamiento y la correcta separacion de las
hebras negativa y positiva encontrariamos a la helicasa DDX3X (Vashist et al.,
2012).

Cabe mencionar la importancia de las identificaciones realizadas en este
trabajo de cara a realizar estudios funcionales que puedan ayudar a entender
mejor los procesos moleculares del ciclo infectivo y, desde un punto de vista
mas aplicado, poder disefiar estrategias antivirales mas efectivas. Las
interacciones de la hnRNPAL con la VP1 y el RNA del RaV, descritas en esta
tesis, podrian ser afectadas por compuestos como la apigenina, que ha
demostrado su capacidad para disociar complejos hnRNPA1-RNA viral en la
infeccion del enterovirus 71 (Zhang et al., 2014).

Inhibir proteinas celulares conlleva el riesgo de poder reducir la
viabilidad celular o producir alteraciones que descontrolen su ciclo de division,
pero generaria menos resistencias farmacologicas ya que afectaria a una
proteina con menor variabilidad fenotipica debido a la fiabilidad de las DNA
polimerasas celulares. Por otra parte, este tipo de terapia afectaria a una
estrategia conjunta de interacciones moleculares que posiblemente necesite de
varios cambios en el genoma viral para ser resistida, mientras que intentar
inhibir con moléculas especificas las proteinas virales o la interaccion puntual
de éstas con proteinas celulares encontraria mas dificultades debido a la alta
tasa de error de las RNA-polimerasas dependientes de RNA que permite la
presencia simultanea de multiples genotipos en una misma progenie viral,
aumentando la probabilidad de que aparezcan mutaciones que generen

fenotipos resistentes a un principio activo determinado.
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3. Estudio funcional de proteinas que interaccionan con elementos
del RaV

Las proteinas identificadas en este estudio pueden participar en
diferentes actividades durante la infeccion viral, regulando positiva o
negativamente ciertos procesos moleculares, o ayudando a la creacion de un
entorno favorable que facilite el desarrollo de diferentes pasos necesarios para
la infeccion.

Por otro lado, las interacciones in vitro no son necesariamente
reproducibles in vivo, con lo cual podrian haber sido identificadas como
consecuencia de las condiciones de la técnica experimental empleada y no
participar o no jugar un papel relevante en el ciclo de replicacion del RaV, razon
por la cual la primera aproximacion funcional serd conocer la influencia
cualitativa sobre el proceso infeccioso de las proteinas que se decida estudiar,
previamente a la profundizacién sobre qué mecanismos estan implicados.

En esta tesis los estudios funcionales se realizaron paralelamente a la
puesta a punto de las purificaciones TAP y, por tanto, se comenzaron con
anterioridad a conocer las proteinas que interaccionaban con la NS5 y VP1
viral por lo que se tuvieron en cuenta Unicamente aquellas proteinas
identificadas por su asociacion a los complejos formados en presencia de los
RNAs sintéticos de los extremos del genoma del RaV.

En base a la informacion analizada, la reproducibilidad de las
identificaciones y por la disponibilidad de anticuerpos especificos, se ha
reducido el grupo de candidatas potenciales para la caracterizacion funcional a
las proteinas hnRNPQ (SYNCRIP), PABP, hnRNPU, PTBP1, hnRNPALl y
hnRNPAO por su interaccién con el extremo 3’ del genoma del RaV y la
hnRNPK por su interaccién con los RNAs sintéticos del extremo 5’ del genoma
del RaV.

La hnRNPU interacciona tanto con los RNAs sintéticos del extremo 5’
como con el del extremo 3’ en ambas lineas celulares con una sefial intensa
(Figura 36) que sugiere wuna fuerte wunion a ambos extremos
independientemente de la linea celular. La similitud de secuencias entre los
extremos 5’ del gRNA y del sgRNA, puede explicar que algunas proteinas

interaccionen con los diferentes RNAs sintéticos empleados en este trabajo.
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Las proteinas PTBP1 y hnRNPQ (SYNCRIP) también presentan union a
RNAs con las secuencias del extremo 5 del RaV (Figura 36). Esta union
presenta la curiosidad de ser dependiente de linea celular, asi mientras la
unién de la PTBP1 al RNA sintético de 0,45 kb tiene lugar en HEK 293T pero
no en HelLa S3, en la hnRNPQ observamos el fenbmeno inverso. Esto viene a
mostrar cémo las interacciones proteina-RNA dependen del contexto molecular
y no soélo de los elementos implicados. Una de las posibles explicaciones en el
caso de la PTBP1, proteina de union a regiones ricas en poli-pirimidinas, es
gue compita con otras proteinas presentes en HelLa S3 que no lo estén en HEK
293T o lo estén en menor medida, 0 que necesite de la accion combinada de
elementos celulares que se dé en HEK 293T pero no en HelLa S3. Un ejemplo
seria la hnRNPK, capaz de unirse a los RNAs sintéticos del extremo 5’ en HelLa
S3 pero no HEK 293T y que por ser una proteina de unién a poli-citosinas,
pueda competir y desplazar a la PTBP1 en su unién por dichas secuencias. El
estudio sobre la actividad de la proteina PTBP1 en el ciclo replicativo del RaV
parece poco prometedor en cuanto a la posibilidad de describir nuevas
caracteristicas funcionales de la proteina celular que es, hasta la fecha, la
mejor estudiada respecto a su funcion e implicacién en la replicacion de los
calicivirus (Karakasiolitis et al., 2006, 2010; Vashist et al., 2012).

Las proteinas hnRNPA1 y hnRNPAO presentan una clara especificidad
por el extremo 3’ en HeLa S3, sin embargo en HEK 293T hay cierta afinidad,
aunque en menor medida, por los RNAs sintéticos del extremo 5 del genoma
del RaV (Figura 36). La explicacion de estas diferencias se puede encontrar, al
igual que ocurre con PTBP1, en la presencia de otros factores celulares que
favorezcan la formacion de complejos con el extremo 5. En el caso de la
interaccion de hnRNPA1 con el extremo 5’ del RaV en HEK 293T pero no en
HelLa S3, una explicacién probable es que lo haga de manera indirecta
mediante la asociaciéon a PCBP2, no encontrada por su union al extremo 5’
cuando se usaron extractos de células HeLa S3, y en consonancia con los
modelos de circularizacion del genoma en MNV (Lopez-Manriquez et al., 2013).
Esta circularizacion podia producirse también con otros factores celulares como
por ejemplo mediante interaccion con PTBP1 como ocurre en el coronavirus
MHYV (Huang y Lai, 2001).
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A la dificultad para realizar estudios funcionales individuales con estas
proteinas que plantea la participacion de otros factores para definir las
afinidades, hay que afadir que el grupo de las proteinas hnRNPA y A/B
realizan funciones similares y en muchos casos pueden ser reemplazadas por
otras proteinas del mismo grupo (Lin et al.,, 2009) aumentando la dificultad
técnica para estudiar la funcion en la infeccion viral de hnRNPA1 y hnRNPAO.

La identificacion realizada, con posterioridad a estos ensayos, de
hnRNPA1 por su copurificacion con VP1 (Figura 31 y tabla 7), abre nuevas
aspectos y estrategias para el estudio de las funciones potenciales de esta
proteina en la infeccidén que se han discutido en el apartado 2 de la discusion.

En el caso de la PABP, ademés de la esperable y clara afinidad por el
extremo 3’ con presencia de una cola de poli-adenina, se observa una afinidad
evidente por el RNA sintético de 1,83 kb del extremo 5’ en HEK 293T y apenas
detectable en HelLa S3. Esta observacion concuerda con la identificacion de la
interaccién de PCBP2 con RNAs sintéticos del extremo 5’ del genoma de RaV
cuando se utilizan extractos de HEK 293T y no con HelLa S3 (Tabla 5) y la
interaccion de PCBP2 con PABP, ya observada en otras infecciones virales
(Herold y Andino, 2001).

Ademas de la mayor afinidad (aunque no especificidad) por el extremo 3’
y las caracteristicas moleculares y funcionales de la PABP, se tiene en cuenta
el unico estudio funcional realizado hasta la fecha con la PABP en calicivirus,
que describe el procesamiento de la proteina celular en la fase tardia del ciclo
infeccioso por la proteasa del FCV, inhibiendo la traduccién del huésped
(Kuyumcu-Martinez et al., 2004). Esta inhibicibn de la traduccién también
puede ser debida al procesamiento del factor elF4G (Willcocks et al., 2004) y
podria afectar a la traduccion de mensajeros virales.

Se considera interesante profundizar en el rol que puede desempefiar la
PABP en la replicacion del RaV ya que es posible que pueda tener un papel
como regulador, aun no descrito, de la traduccion del virus mediante la
circularizacion del genoma por su interaccion con el extremo 3’ y con el factor
elF4G que, a su vez, interacciona con la proteina VPg (Chung et al., 2014) al
igual que otros factores necesarios para el inicio de la traduccién (Chaudry et
al., 2006; Daughenbaugh et al., 2003, 2006; Goodfellow et al., 2005; Hosmillo
et al., 2014).

139



Especialmente interesante resulta la afinidad de la hnRNPK por los
RNAs sintéticos del extremo 5’ del RaV cuando se utilizaron extractos de Hela
S3 pero no con los de HEK 293T, sobre todo teniendo en cuenta que la PCBP2
se ha identificado por su afinidad a los mismos RNAs s6lo cuando se utilizaron
extractos de HEK 293T (Tabla 5) y que ambas proteinas presentan dominios
KH, con alta afinidad por las secuencias ricas en citosinas. Las causas de la
diferencia observada en funcién de la linea celular de procedencia del extracto
pueden ser debidas a una competencia por las mismas secuencias del extremo
5’ unida a posibles diferencias de afinidad entre ambas proteinas (Leffers et al.,
1995) que se vieran afectadas por variaciones de concentracion, distribucién o
factores necesarios para la formacion de complejos ribonucleoproteicos entre
lineas celulares.

La especificidad de la union de la hnRNPK a los RNAs sintéticos del
extremo 5 se confirmd molecularmente, asi como que esa interaccién sélo
ocurria cuando se empleaban extractos de células HeLa S3 (Figura 37). Se
observa también que, a pesar de ser una proteina con una masa molecular
estimada de 51 kDa, la hnRNPK migra en geles SDS-PAGE como una proteina
de aproximadamente 65 kDa. Variaciones iguales o similares respecto al
tamafo esperado han sido observadas en otras publicaciones mencionadas en
este trabajo (Van Domselaar et al. 2013; Vashist et al., 2012).

El acercamiento experimental utilizado para profundizar en el rol que la
PABP y la hnRNPK juegan en la replicacion del RaV es la interferencia de los
mensajeros celulares que expresan estas proteinas mediante SiRNAs

La técnica no esta exenta de inconvenientes que se deben tener en
cuenta a la hora de disefiar experimental los analisis a realizar y de cara al
andlisis de los resultados obtenidos. Aunque las secuencias son especificas
para mensajeros celulares concretos, puede producirse un efecto off-target que
inhiba de manera inespecifica la expresion de otras proteinas (Jackson et al.,
2003). Aunque las secuencias de los siRNAs empleados en este trabajo han
sido comprobadas por el proveedor mediante analisis en BLAST, para no
coincidir las secuencias de otros genes celulares, utilizaremos dos conjuntos de
siRNAs de manera que, si obtenemos en ambos un silenciamiento de la
proteina y observamos un mismo efecto sobre la replicacion viral diferente de lo

encontrado en células no silenciadas, podemos relacionar con fiabilidad la
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diferencia observada en células silenciadas e infectadas con la ausencia de la
proteina diana. El riesgo de un efecto inespecifico aumenta a mayores
concentraciones de siRNAs, de manera que se utilizaran las concentraciones
mas bajas de entre las ensayadas que consigan un silenciamiento por encima
del 60%.

Por otro lado, el silenciamiento de proteinas concretas puede tener
efectos colaterales sobre el metabolismo vy fisiologia de las células, afectando a
su viabilidad. Tanto el silenciamiento de PABP como el de hnRNPK fueron
testados mediante ensayos MTT y no se observaron diferencias de viabilidad
celular respecto a cultivos no tratados o tratados con siRNAs irrelevantes.

El silenciamiento en HelLa S3 se hizo en una sola transfeccion (para
evitar un posible efecto rebote y la manipulacion reiterada de los cultivos) con
dos combinaciones de siRNAs (PA-1 y PA-2) frente al control con siRNA
irrelevante. En HelLa S3 se encontraron diferencias en los niveles de PABP que
nos indicaron que se alcanzaba un mayor grado de silenciamiento a las 72
h.p.t. cuando se usaban concentraciones de 50 nM de PA-1y PA-2. Los grados
de silenciamiento de la PABP se situaron entre 65-80% en todos los casos
medidos en ambos siRNAs, valores que se consideran adecuado para iniciar el
estudio del efecto que tiene la disminucion de PABP en la infeccién del RaV.

Bajo estas condiciones de silenciamiento génico se lleva a cabo la
infeccion con RaV. Para aumentar la posibilidad de observar las diferencias
debidas al silenciamiento se infecté a una baja multiplicidad de infeccion (0,1) y
se recogieron las muestras para titulacion tras dos ciclos replicativos, lo que
permitiria realizar una primera infeccidon en la que, segun la aplicacién de la
distribucion de Poisson (Ellis y Delbrick, 1939), el 90,5% de las células no
estarian infectadas y el 9% lo estarian por una sola particula viral. De esta
forma, la progenie de este primer ciclo replicativo ya se habria visto afectada
por el silenciamiento de la PABP y acumularia el efecto sufrido de cara a iniciar
un segundo ciclo de replicacion, que tendria lugar en células silenciadas a una
m.o.i mas elevada. El efecto de ambos ciclos replicativos en presencia de
células silenciadas permitira valorar mejor el efecto del bloqueo de la expresion
de PABP que infectando durante un ciclo replicativo a baja o alta m.o.i.

De los resultados observados se deduce que la PABP es una proteina

necesaria para una infeccion eficiente del RaV, ya que la inhibicién de su
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expresion en HelLa S3 provoca un fuerte descenso (superior al 90%) en la
produccion de particulas infectivas.

Se estudia también la localizacion celular de la PABP a distintos tiempos
de infeccion (Figura 40) para comprobar si sufria modificacidbn, como ocurre
con otras proteinas celulares durante una infeccion viral (Lin et al., 2008;
Karakasiolitis et al., 2010). Durante todo el proceso infectivo la PABP se
localiza en el citoplasma sin sufrir modificaciones. Sin embargo, se observa una
disminucién de la sefial a medida que avanza la infeccion, siendo mayor a las 8
h.p.i. causada, muy probablemente, por la degradacion de la PABP por accion
de la proteasa NS6/7, al igual que ocurre durante la infeccion del FCV
(Kuyumcu-Martinez et al., 2004), y que permitiria bloquear la sintesis de
proteinas del huésped.

El procesamiento de la PABP por la proteasa viral puede parecer, en
primera instancia, contradictorio con los datos obtenidos en este trabajo que
indican la necesidad de la proteina celular para una multiplicacion efectiva del
RaV.

Aungue no haya otros estudios funcionales sobre la implicacion de la
PABP en los procesos moleculares de la infecciébn por calicivirus, se ha
sugerido que puede ser un elemento que, al igual que ocurre con los mRNAs
celulares (Wang et al., 1999), permita la circularizacion de mensajeros virales
(Thorne y Goodfellow, 2014) mediante su interaccion con elFG (Chung et al.,
2014) formando parte del complejo de inicio de la traduccién con la VPg
(Chaudry et al., 2006; Daughenbaugh et al., 2003, 2006; Goodfellow et al.,
2005; Hosmillo et al., 2014; Chung et al., 2014). También cabria la posibilidad
de que, como ocurre en poliovirus, la PABP mediante interaccion con PCBP2 y
con la RNA polimerasa-RNA dependiente, sea necesaria para la replicacion del
RNA viral (Herold y Andino, 2001), sin embargo, no hay ningun resultado
experimental hasta la fecha que apoye este modelo en calicivirus, donde una
funciéon de unién al extremo 3’ y a la polimerasa viral para iniciar la sintesis de
RNA la podrian desempefar otras proteinas celulares como la nucleolina
(Cancio-Lonches et al., 2011). Lo mas probable seria que la importancia de la
PABP en la infeccion por RaV, descrita en esta tesis, tenga relacion con una
regulacion positiva del proceso de traduccion, si bien harian falta estudios en

mayor profundidad para comprobarlo, ya que no se puede descartar que los
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calicivirus presenten una estrategia alternativa de regulacion de la
circularizacion de los mensajeros virales durante la traduccién, como ocurre en
rotavirus (Piron et al., 1998) donde la proteina viral NSP3 desplaza a la PABP
de su interaccion con elF4G, inhibiendo la sintesis de proteinas celulares y
favoreciendo la de proteinas virales.

De tener la PABP un rol positivo sobre la traduccion viral, el
procesamiento de la PABP descrito en FCV (Kuyumcu-Martinez et al., 2004) y
los resultados obtenidos en este trabajo con RaV (Figura 40), ademas de
provocar la inhibicion de la traduccion de la célula huésped, podria provocar la
supresion de la traduccidbn de mensajeros virales. Esta modificacion de la
PABP que se observa tanto en FCV como en Rav, ocurre en las etapas finales
de la infeccién (Kuyumcu-Martinez et al., 2004; Figura 40).

Estos datos permiten sugerir un control sobre la accion de la PABP
dependiente de la cantidad de proteina viral producida (siendo el factor
regulador la concentracion de NS6/7), de manera que la PABP seria necesaria
para las etapas iniciales de la infeccion regulando positivamente la traduccion
como se ha propuesto anteriormente. A medida que se incrementan las
concentraciones de proteina viral producto de la traduccion, aumentan las
probabilidades de interaccion (y procesamiento) entre la PABP y la NS6/7, lo
gue daria lugar a un incremento en la degradacién de PABP a medida que se
produce mas proteina. Esto puede ser, a su vez, un mecanismo de regulacion
del paso de la traduccion a la replicacion de RNA viral, e incluso puede
favorecer la encapsidacién del genoma al eliminar una proteina celular con
fuerte afinidad por la cola de poli-adenina, lo que podria suponer dificultades
estructurales o funcionales a la incorporacion de gRNA y sgRNA virales.

De esta forma, la regulacion de la traduccién del gRNA seria llevada a
cabo por proteinas como PABP y los factores de inicio de la traduccién,
disponibles en el citoplasma celular. A medida que avanza la infeccién la
relocalizaciéon del ndcleo al citoplasma de varias ribonucleoproteinas como
PTBP1 y hnRNPA1 (Karakasiolitis et al., 2010; Lopez-Manriquez et al., 2013) y
el procesamiento de los elementos reguladores de la traduccion por la proteasa
viral, favorecerian el proceso de replicacion del RNA. Dado que la traduccion
del gRNA y la sintesis de la hebra antisentido no pueden tener lugar

simultdneamente utilizando el mismo molde de RNA, debido a que son
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procesos que requieren de complejos moleculares que se desplazan en
sentidos opuestos, la armonizacion entre ambos depende en gran medida de
las interacciones entre elementos virales y factores celulares que tienen lugar
durante la infeccion.

La proteina hnRNPK se estudia, entre otras razones ya discutidas
anteriormente, por su capacidad de asociarse de manera especifica con los
RNAs sintéticos del extremo 5’ del RaV cuando se utilizan extractos de Hela
S3.

El hecho de que la proteina hnRNP K muestre una alta y especifica
afinidad por secuencias y/o estructuras presentes en el extremo 5’ del genoma
del RaV y no por secuencias del extremo 5 de otros mRNAs eucariotas, no
permite deducir qué funcién desempefia o como afecta al proceso replicativo
del RaV.

Al igual que en el estudio de la PABP, la infeccién con RaV en células
control y silenciadas para la expresion de hnRNPK se realiza a baja
multiplicidad de infeccién y en dos ciclos replicativos para observar mejor las
diferencias que pudieran ser debidas al silenciamiento de la proteina celular y
gue fueran acumuladas a lo largo de ambos ciclos infectivos.

Llama la atencion que no haya apenas diferencias en los titulos virales
observados cuando el tratamiento se hacia con siRNA A o B, teniendo en
cuenta que si hay diferencias en el grado de silenciamiento que obtenemos con
cada uno de ellos. Esto puede ser debido a que la funcién negativa que tiene la
hnRNPK sobre la replicacion del RaV tenga que ver con el desarrollo de
procesos celulares, que puedan ser negativos para el virus, como podria ser
impedir mecanismos de apoptosis (Xiao et al., 2013) para la liberacién del
virus, como ocurre con otras proteinas celulares durante la infeccién del FCV
(Alvarez-Sanchez et al., 2015). La interaccion de elementos virales con
proteinas implicadas en la inhibicién de la apoptosis descritas en esta tesis,
como hnRNPK y proteinas del choque térmico, podria ser un mecanismo
positivo para la propagacion del virus mediante competencia en la unién a
dichas proteinas celulares, reduciendo la disponibilidad de éstas y favoreciendo
el proceso apoptotico para la liberacion del virus.

Se analizé la expresion de las proteinas virales 2C (codificada por la

ORF1) y VP1 (codificada por la ORF2) en células control y silenciadas
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infectadas con el RaV (Figura 44), para valorar si el silenciamiento de hnRNPK
mostraba diferencias de expresion viral, teniendo en cuenta que se une al
extremo 5 del gRNA pero no al sgRNA (Figura 37). No se encontraron
variaciones en la cantidad de VP1 producida entre células control y silenciadas
para la hnRNPK, sin embargo con la proteina 2C se obtuvo un aumento en su
expresion en células silenciadas en una de las réplicas experimentales, no
encontrdndose tal diferencia en las otras dos réplicas analizadas. Estos
resultados son contradictorios y posiblemente debidos a un error técnico o de
procesamiento de las muestras, o que impide sacar conclusiones sobre el
efecto del silenciamiento en la expresion de la ORF1 y hacen necesarios mas
experimentos que ofrezcan resultados reproducibles.

El estudio mediante inmunofluorescencia de la localizacion de la
hnRNPK en células infectadas con RaV (Figura 45) muestra que en células
HeLaS3 no infectadas la proteina se localiza mayoritariamente en el nucleo,
siendo muy reducida la sefial presente en el citoplasma. Sin embargo, a
medida que avanza la infeccion por RaV es transportada hacia el citoplasma,
encontrando que a las 8 horas post-infeccion es detectada con mayor
intensidad en la region citoplasmética. El transporte entre el nucleo y el
citoplasma es comun a varias ribonucleoproteinas implicadas en el
procesamiento y transporte de RNAs celulares, y en el caso de la hnRNPK ya
ha sido descrito en la infeccion por enterovirus (Lin et al., 2008) donde,
contrariamente a lo que ocurre en la infecciéon por RaV, la hnRNPK juega un
papel positivo en la propagacion viral.

De cara a la realizacion de mas estudios que permitan caracterizar el rol
de la hnRNPK en la infeccion del RaV, se manejan varias hipétesis que podrian
explicar por qué tiene un efecto negativo sobre la replicacion de este virus.

Por un lado, la union especifica y con alta afinidad de la hnRNPK con el
extremo 5 se puede explicar por la presencia de regiones ricas en citosinas,
especialmente entre los nucledtidos 207-222 y 266-272, con las cuales puede
interaccionar la proteina celular mediante los dominios KH. Estas regiones
también son diana para otras proteinas celulares que pueden jugar un papel
positivo en la infeccion por calicivirus como la PCBP2 (Lépez-Manriquez et al.,
2013) también con dominios KH, o la PTBP1 (Karakasiolitis et al., 2006; 2010).

Se produciria una competencia por la union a dichas regiones que podria
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desplazar a la PCBP2 y a la PTBP1, debido a una mayor afinidad de la
hnRNPK, dificultando o impidiendo que tuvieran lugar los procesos en los que
pueden participar estas proteinas celulares durante la replicacion viral. Otra
posibilidad que se baraja, relacionada con su capacidad de union a secuencias
y/o estructuras caracteristicas del extremo 5’ del genoma del RaV, seria que la
union de hnRNPK al RNA viral podria dificultar su encapsidacion por parte de la
proteina de la capsida (Poenisch et al., 2015). Para profundizar en estos
estudios se necesitaria disponer de un clon infectivo del RaV y poder estudiar
la viabilidad de mutaciones que eliminaran las secuencias y estructuras ricas
en citosinas, como afectarian estas a la union del extremo 5’ con las distintas
proteinas celulares y la inmunoprecipitacion de complejos formados durante la
infeccion en presencia y ausencia de las mismas. También seria interesante
estudiar la eficiencia de encapsidacion del genoma viral ante un silenciamiento
y una sobreexpresion de la hnRNPK.

La accion negativa de la hnRNPK sobre la propagacién del RaV, puede
también ser debida a la funcidbn que realiza en procesos celulares
interrelacionados con el desarrollo de la infeccion. En este punto, lo mas
probable es que guarde relacion con la funcién de la hnRNPK como proteina
gque ayuda a mantener niveles elevados de inhibidores de las caspasas,
inhibiendo la apoptosis (Xiao et al., 2013). La interaccion entre el extremo 5’
del genoma del RaV y la hnRNPK disminuye la disponibilidad de la
ribonucleoproteina, evitando la inhibicibn de la apoptosis y favoreciendo la
propagacion de la progenie viral.

También cabe mencionar que es posible que la hnRNPK pueda jugar
varios roles durante la infeccion, incluido algun rol positivo en alguno de los
procesos que tienen lugar durante la misma, si bien el balance global de la
accion de esta proteina se ha mostrado negativo en tanto que su ausencia
favorece la propagacion del RaV.

A falta de concretar el mecanismo de acciéon de la hnRNPK en la
infeccion por RaV, esta tesis ofrece la primera descripcion de la funcion de
hnRNPK en calicivirus, actuando como un factor negativo en la propagacion del
RaV y abriendo la puerta a nuevas vias de investigacion sobre el ciclo

replicativo de estos virus y el desarrollo de estrategias antivirales.
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CONCLUSIONES

. Se han identificado 28 proteinas celulares capaces de unirse a RNAs
sintéticos biotinados de distinta longitud, derivados de los extremos 5’ y
3’ del genoma del vesivirus de conejo (RaV).

. Cinco de estas proteinas: SYNCRIP (hnRNPQ), hnRNPU, PABP,
PTBP1 y hnRNPA1 mostraron capacidad de unirse a ambos extremos
del genoma del RaV.

. Las proteinas HDLBP (Vigilina), EIF2AK2 (PKR), RNA Helicasa A- ATP
dependiente, PCBP2, hnRNPA/B, hnRNPK, IGF2BP3 y CCAR2 fueron
identificadas por su union preferente a secuencias del extremo 5 del
RaV.

. Quince de las proteinas identificadas: hnRNPL, hnRNPAQO,
hnRNPA2/B1, snRNPA, SFPQ, DDX3X, ILF3 (NF90), Nucleolina, ILF2
(NF45), ELAVL1, LARS, MARS, DARS, G3BP1l y G3BP2 mostraron
unién preferente a secuencias del extremo 3’ del RaV.

. Se han obtenido lineas celulares modificadas establemente capaces de
producir de forma inducible las proteinas virales NS5, NS6/7 o VP1
fusionadas por el carboxilo terminal con una etiqueta peptidica.

. El andlisis de los extractos citoplasmaticos de las células modificadas e
inducidas mediante sistemas de cromatografia de afinidad en tAndem ha
permitido identificar 6 proteinas celulares que interaccionan con los
ligandos NS5 y/o VPL1.

. Las proteinas TUBB y HSPA1A mostraron capacidad de interaccion,
directa o mediada por otros factores no identificados, tanto con la NS5
como con la VP1.

. La proteina HSC70 interaccion6 solamente con la NS5 mientras que las
proteinas HSPA1B, HSP90 y hnRNPAL fueron identificadas por su union
preferente a la VP1.

. El analisis funcional del papel de la proteina celular PABP, mediante el
uso de siRNAs, sugiere que esta proteina desempefia un papel positivo
en el ciclo replicativo del RaV, observandose un descenso del 90% en la
progenie viral en los cultivos infectados y silenciados.
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10.El estudio del papel de la proteina hnRNPK, utilizando siRNAs, sugiere
que ésta desempeiia un papel negativo en el ciclo replicativo del RaV
produciéndose un aumento de 10 veces en los titulos virales cuando se
silencia su expresion en los cultivos celulares infectados.

11.Los estudios de inmunolocalizacion de hnRNPK sugieren que esta
proteina, normalmente ubicada en el ndcleo celular, se traslada al
citoplasma como consecuencia de la infeccion con el RaV.
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