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resumen en inglés

Transmissible gastroenteritis virus (TGEV) is a member of Coronaviridae, a family of
positive-strand RNA viruses. The replication of the viral RNA genome of 28.5 kb and the
incorporation into particles, are specific processes based on the recognition of a set of
sequences containing replication and packaging signals. In some viruses, the packaging
process is coupled to replication or translation. Cis-acting signals are recognized by viral
proteins and probably by host cell factors.

To identify cis-acting replication and packaging signals, the rescue of defective
interferent (DI) RNAs or minigenomes by a helper virus was analyzed. The smallest
TGEV-derived minigenome efficiently rescued in cell culture had 2144 nt in the 5’-end and
494 nt in the 3’-end. In order to determine the minimal 5’-end sequences required for the
rescue in cell cultures, a set of M26-derived deletion mutant minigenomes was engineered.
The smallest minigenome rescued, M17, contained the first 5’-end 1150 nt. The RNA of
this minigenome was amplified to levels about 1000-fold lower than M26 minigenome and
it was also maintained during, at least, five passages in cell cultures.

Minigenome replication was measured at passage PO as the increase of minigenome
RNA transcripts produced by the RNA-polymerase provided by the helper virus over the
transcription by the RNA pol II that recognizes the CMV promoter that launchs the
minigenome RNAs. All analyzed minigenomes with deletions in the 5’-end 2,144 nt region
were less efficient in replication than minigenome M26. M17 minigenome included the
minimal sequences for replication. M15 minigenome (with 940 nt from the 5’-end of the
virus genome) had a basal replication that was not sufficient for its rescue by the helper
virus in cultured cells. The extent of the replication was also analyzed in M26 minigenome
mutants in which 17 predicted stem loops were deleted along its sequence. In general, the
replication levels were lower when the deletions affected sequences mapping within the
first kilobase of the defective genome, indicating that this region is highly important for
TGEV replication.

To evaluate coronavirus genome RNA packaging, the sequences derived from the 5’-end
of M26 minigenome potentially responsible for this activity were transcribed using three
different systems: (i) the M39 minigenome, (ii) a recombinant TGEV, or (iii) the Sindbis
virus replicon. In all cases, the encapsidation of RNA sequences that were transcribed, but
not replicated, was studied. Interestingly, in the Sindbis virus system, the amplification of
the RNAs was independent of the presence of sequences specifically required by the

coronavirus replication machinery. Only those sgRNA transcripts containing, at least, the
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resumen en inglés

first 242 nt from the TGEV genome 5’-end were encapsidated. Therefore, the packaging
signal must be located at the 5’-end of TGEV genome. RNA packaging in TGEV is not
coupled to replication, as the transcribed sgRNAs using the Sindbis virus replicon were
efficiently packaged. The continuity between the leader sequence and 3’ adjacent
sequences, present just after the leader in the viral genome, was required for TGEV

encapsidation.
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1.1. INTRODUCCION A LOS CORONAVIRUS. EL VIRUS DE LA
GASTROENTERITIS PORCINA TRANSMISIBLE

El modelo de estudio en esta tesis es el virus de la gastroenteritis porcina transmisible
(TGEV), que pertenece al género coronavirus (CoV). Los CoVs son virus con envuelta y
con un genoma RNA no segmentado de polaridad positiva. Se encuentran ampliamente
distribuidos en mamiferos y aves, causando afecciones entéricas o respiratorias,
principalmente, y en algunos casos, enfermedades neurologicas o hepatitis. Las infecciones
son transmitidas por via respiratoria o por una ruta oral-fecal. El TGEV infecta el tracto
intestinal del ganado porcino y se describi6 por primera vez en EEUU (Doyle y Hutchings,
1946). La importacion de ganado lo extendi6 a Europa (Bohl, 1981), produciendo grandes
pérdidas econdmicas, dado que cursa con una mortalidad del 80-100% en lechones de
menos de dos semanas (Saif y Wesley, 1992). El interés por esta familia viral se ha
intensificado en los Gltimos afos por la emergencia de un nuevo CoV causante del
sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV), aparecido entre 2002-2003 (Ksiazek y
col., 2003; Peiris y col., 2003), de varios CoVs humanos, como el HCoV-NL63 (van der
Hoek y col., 2004), el HCoV-HKU1 (Vabret y col., 2006), asi como el descubrimiento de

un elevado nimero de CoVs de murciélago (Woo y col., 2006), mas recientemente.

1.1.1. TAXONOMIA

La familia Coronaviridae (Cavanagh y col., 1994; Enjuanes y col., 2000; Enjuanes y
col., 2007), incluye los géneros coronavirus y torovirus (Cavanagh y Horzinek, 1993) y un
nuevo género tentativo, los bafinivirus (Enjuanes y col., 2007). No obstante, se ha
propuesto que tanto los coronavirus como los torovirus tengan una consideracion
taxonOmica de familia o subfamilia (Gonzalez y col., 2003). Coronavirus, torovirus y
bafinivirus, junto con las familias Arteriviridae, formada por el género arterivirus (Snijder y
Meulenberg, 1998) y Roniviridae, constituida por los okavirus (Cowley y col., 2000; Dhar
y col., 2004), se incluyen en el orden Nidovirales. Los ronivirus son los inicos miembros
conocidos del orden Nidovirales que infectan invertebrados.

Los miembros del género CoVs se dividen en tres grupos con divergencias suficientes
como para tener el status taxondOmico de género (Gonzidlez y col., 2003). Aunque
inicialmente la clasificacion se basd en caracteristicas antigénicas, actualmente esta

aceptada una clasificacion basada en comparacion de secuencias de genomas completos
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(Gorbalenya y col., 2004; Spaan y col., 2005; Enjuanes y col., 2007) (Tabla 1). Los virus

del grupo 1 y 2 infectan a mamiferos, incluyendo el hombre. El TGEV se incluye dentro del

Tabla 1. Clasificacion taxonomica del género CoV.

Grupo Designacion Nombre Hospedador

la TGEV Virus de la gastroenterits porcina transmisible cerdo
FIPV Virus de la peritonitis infecciosa felina gato
FCoV Coronavirus entérico felino gato
CCoV Coronavirus canino perro

1b HCoV-229E Coronavirus humano 229E hombre
HCoV-NL63 Coronavirus humano NL63 hombre
PEDV Virus de la diarrea epidémica porcina cerdo
BtCoV-512 Coronavirus del murciélago 512 murciélago

2a MHV Virus de la hepatitis murina raton
BCoV Coronavirus bovino vaca
HCoV-0C43 Coronavirus humano OC43 hombre
HCoV-HKU1  Coronavirus humano HKU1 hombre
PHEV Virus de la encefalomielitis hemaglutinante porcina cerdo

2b SARS-CoV Coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave  hombre
BtCoV-HKU3  Coronavirus del murciélago HKU3 murciélago
BtCoV-HKUS  Coronavirus del murciélago HKUS murciélago
BtCoV-HKU9  Coronavirus del murciélago HKU9 murciélago
BtCoV-133 Coronavirus del murciélago 133 murciélago

3 IBV Virus de la bronquitis infecciosa pollo
TCoV Coronavirus del pavo pavo
PhCo2 Coronavirus del faisan faisan
GCoV Coronavirus del ganso ganso
PCoV Coronavirus de la paloma paloma
DCoV Coronavirus del pato pato
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grupo 1. Los CoVs del grupo 3 infectan a aves. La clasificacion del SARS-CoV basada en
comparacion de genomas no esta consolidada. Actualmente se acepta su relacion con el
grupo 2, atendiendo a criterios filogenéticos basados en los genes 1a, 1b de la replicasa y a
la estructura secundaria de la region 3’ no traducida, dado que no tiene divergencia
suficiente como para formar un cuarto grupo (Snijder y col., 2003; Gorbalenya y col.,
2004).

Dentro del grupo 1 de CoVs, se pueden distinguir dos subconjuntos: el subgrupo la
(Gorbalenya y col., 2004), que incluye el TGEV, el CoV canino (CCoV), y el CoV felino
(FCoV), y el subgrupo 1b que incluye los CoVs humanos (HCoV) 229E y el mas
recientemente descubierto NL63, el virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV), y el
CoV del murciélago (BtCoV) 512 que fue aislado en 2005. Los CoVs del grupo 2 se han
dividido en dos subconjuntos (Gorbalenya y col., 2004): el subgrupo 2a, incluyendo el virus
de la hepatitis murina (MHV), el CoV bovino (BCoV), y los CoVs humanos HCoV-OC43
y HCoV-HKUI, y el subgrupo 2b, incluyendo el SARS-CoV y su pariente mas cercano, el
CoV del murciélago BtCoV-HKU3. Un ntimero creciente de otros CoVs de murciélago se
ha identificado recientemente en los grupos 1 y 2. Actualmente se debate si algunos de
estos virus, como el BtCoV-HKUS5, BtCoV-133 (aislados en 2005) y BtCoV-HKU9,
pueden considerarse nuevos grupos o subgrupos (Woo y col., 2006). El grupo 3 de CoV
tiene en el virus de la bronquitis infecciosa del pollo (IBV) su prototipo mas representativo,

aunque también incluye a otros CoVs aviares.

1.1.2. ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LOS VIRIONES

El TGEV tiene un diametro aproximado de 100 nm. Las espiculas o peplomeros de la
superficie proporcionan el caracteristico aspecto de corona que da nombre a la familia. La
envuelta del TGEV esta formada por tres proteinas estructurales, la proteina S o de la
espicula, la proteina M o de membrana y la proteina E o de la envuelta (Fig. 1). Los
viriones en CoVs son esféricos y moderadamente pleiomorficos. Existe cierta
heterogeneidad en la morfologia de las particulas que se atribuye, en gran medida, a
distorsiones producidas por los procedimientos de tincidon negativa. Preparaciones del
BCoV y del TGEV por liofilizacion (Roseto y col., 1982) y crio-microsopia electronica
(Risco y col., 1996), respectivamente, mostraban poblaciones de viriones mas homogéneas.

El interior de los viriones aparece densamente tefiido mediante microscopia electronica

de tincion negativa, detectandose una nucleocapsida con simetria helicoidal. El genoma
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viral, recubierto completamente por la proteina N o de la nucleocapsida, es una molécula de
RNA de polaridad positiva que presenta el mayor tamano de entre todos los virus RNA,
incluyendo los virus con genomas segmentados. Recientes estudios de resonancia
magnética nuclear en el SARS-CoV han confirmado que el empaquetamiento del RNA

mediante la proteina N adopta una forma helicoidal (Chen y col., 2007).

A B

\ X

N

- —M

Figura 1. Estructura fisica del TGEV. (A) Se representa un esquema de la particula viral, que incluye en la
envuelta las proteinas S, M y E. La proteina S se asocia en trimeros para formar los peplomeros que
constituyen la corona caracteristica de la familia. La proteina M puede presentar dos conformaciones, una con
los extremos carboxilo y amino hacia el exterior de la envuelta y otra con el extremo amino en contacto con la
nucleocapsida. La proteina E forma canales de membrana de los que no se conoce la funcion. La
nucleocédpsida esta formada por la proteina N, que envuelve al genoma viral, una molécula de RNA de cadena
sencilla y polaridad positiva. (B) Micrografia electronica de tincidon negativa de virus purificados. La barra
inferior representa una longitud de 100 nm. (C) Patrdon de proteinas virales obtenidas de virus purificados,
analizados en un gel desnaturalizante de poliacrilamida tefiido con plata. La proteina E estd muy poco
representada en el viridn y rara vez se detecta en anélisis de virus purificados. S, proteina S; M, proteina M; E,

proteina E; N, proteina N.
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1.1.2.1. GENOMA

Los genomas de CoVs se encuentran entre las moléculas de RNA maduras mas largas de
la biologia, oscilando entre las 27.3 kb del HCoV-229E y las 31.3 kb del MHV. El genoma
del TGEV posee una longitud de 28.5 kb (Eleouet y col., 1995; Penzes y col., 2001). Los
genomas de CoVs estructuralmente se asemejan a los mRNAs eucariotas, con una
estructura cap en el extremo 5’ y una cola de poli-A en el extremo 3’. Sin embargo, y a
diferencia de los mRNAs, contienen multiples fases de lectura abiertas (ORFs).

En todos los genomas de CoVs el primer gen, la replicasa viral, ocupa dos tercios de la
longitud total de la molécula de RNA. El orden invariable de los genes de todos los
miembros de la familia es 5’-replicasa-S-E-M-N-3’. En los extremos 5’ y 3’ se encuentran
las regiones no traducidas (UTRs), con una longitud variable entre 210 y 530 nt. En
algunos casos, existen genes accesorios entre las proteinas estructurales. En este sentido, en

el TGEV se encuentran los genes no esenciales 3a/b y 7, como se ha descrito previamente.

1.1.2.2. PROTEINA S

La proteina S es una glicoproteina de 200 kDa que constituye el componente mas
prominente de la envuelta del TGEV. Se asocia en trimeros para formar los peplomeros
caracteristicos del virus. Esta proteina es la responsable de la entrada del virus a la célula
por uniodn al receptor (Delmas y col., 1992). El receptor del TGEV es la aminopeptidas N
porcina (pAPN) (Delmas y col., 1992). Ademas, la proteina de la espicula provoca la fusion
de membranas en las células hospedadoras (Collins y col., 1982). Consta de varios
dominios diferenciados: (i) la parte globular, poco conservada filogenéticamente (Enjuanes
y col., 1990), (ii) una region hidrofilica (iii) una zona hidrofobica transmembrana y (iv) una

region intraviral corta, que es hidrofilica.

1.1.2.3. PROTEINA M

El principal componente de la envuelta viral es la proteina M, una glicoproteina integral
de membrana que en el TGEV tiene un tamano de 29 kDa, incluido un péptido sehal. Esta
implicada en el ensamblaje y la morfogénesis de CoVs, junto con la proteina E (Baudoux y
col., 1998; Lim y Liu, 2001). La proteina M esta formada por un ectodominio amino-
terminal, seguido de tres dominios transmembrana y el endodominio carboxi-terminal, que
ocupa la mayor parte de la molécula. En el TGEV se ha descrito una topologia para esta

proteina, no descrita en otros CoVs, donde el endodominio puede encontrarse hacia el
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interior de la membrana o estar expuesto hacia el exterior del virion (Risco y col., 1996;

Escors y col., 2001).

1.1.2.4. PROTEINA E

La proteina E, de 9238 Da en el TGEV, se incorpora en bajas cantidades en el virion
(Baudoux y col., 1998). Se trata de una proteina integral de membrana, fuertemente
hidrofobica de la que inicialmente se crefa que era indispensable en la formacion de la
envuelta, junto con la proteina M (Baudoux y col., 1998). La emergencia del SARS-CoV
aumento el interés hacia esta proteina, al determinarse que es una viroporina (forma canales
i6nicos) permeable a cationes sodio (Wilson y col., 2004, 2006), en el caso del SARS-CoV
(Wilson y col., 2004) y a cationes potasio (Wilson y col., 2006), en el caso del TGEV,

aunque su funcion en el ensamblaje viral sigue abierta.

1.1.2.5. PROTEINA N

La proteina N en el TGEV tiene un tamano de 43.5 kDa y se encuentra fosforilada en los
CoVs que se ha estudiado esta modificacion post-traduccional (Stohlman y Lai, 1979;
Lomniczi y Morser, 1981; King y Brian., 1982; Zakhartchouk y col., 2005; Chen y col.,
2005), incluido el TGEV (Calvo y col., 2005). La proteina N consta de tres dominios
diferenciados, uno de los cuales es un dominio de union a RNA, separados por regiones
espaciadoras (Parker y Masters, 1990). La proteina N se une tanto al genoma como a los
RNAs subgenomicos con alta afinidad (Nelson y col., 2000), dado que es la encargada de
empaquetar el genoma para formar la nucleocapsida del virus (Baric y col., 1988; Nelson y
Stohlman, 1993). Adicionalmente, se ha implicado en funciones como la transcripcion
(Baric y col., 1988; Choi y col., 2002; Almazan y col., 2004), la traduccion (Tahara y col.,
1994) y la replicacion (Thiel y col., 2001; Yount y col., 2002; Almazan y col., 2004;
Schelle y col., 2005). Recientemente se ha descrito que la proteina N actia como una
chaperona de RNA en el TGEV y el SARS-CoV (Ziniga y col., 2006). Esta chaperona

facilitaria el cambio de molde requerido durante la transcripcion discontinua en CoVs.

1.1.2.6. PROTEINAS NO ESTRUCTURALES
Las proteinas del complejo de la replicasa se generan por traduccion de las ORFs lay
1b. La ORF 1b solapa parcialmente con la ORF la, y se expresa por un salto de fase de

lectura, un mecanismo que solo se habia descrito previamente en retrovirus (Jacks y col.,
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1988). La traduccion de ambas ORFs genera dos poliproteinas, ppla y pplab, de entre 440
a 500 kDa y de 740 a 810 kDa, respectivamente. Estas poliproteinas son procesadas co-
traduccionalmente por tres proteasas internas. Los productos finales del corte proteolitico
en cis son 16 proteinas no estructurales, denominadas nspl a nspl6. Se trata de las
proteinas implicadas en replicacion y transcripcion, entre las que se incluyen actividades
enzimaticas como proteasas, RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp), helicasa,

exorribonucleasa, endorribonucleasa y metiltransferasa (Enjuanes y col., 2007).

1.1.2.7. PROTEINAS ACCESORIAS

Entre los genes estructurales de CoVs se intercalan ORFs que codifican proteinas no
esenciales, que son caracteristicas de cada especie o de grupos filogenéticamente
relacionados.

La ORF 3a y 3b (3a/b) se encuentra entre los genes S y E del TGEV y puede
delecionarse en el genoma sin que se afecte la viabilidad del virus (McGoldrick y col.,
1999). Existen variantes naturales del TGEV que no expresan los genes 3a 0 3b, sin que su
replicacion se afecte in vivo. En el SARS-CoV, el gen 3a codifica una proteina estructural
(Ito y col., 2005) que forma un canal i6nico en la membrana del virus (Lu y col., 2006).

La Gltima ORF del genoma del TGEV es la ORF 7. Se trata de un polipéptido
hidrofobico de 14 kDa que nunca ha sido detectado en viriones (Garwes y col., 1989).
Aunque su funcion es desconocida, se ha sugerido su posible implicacion en la patogénesis
del virus in vivo (Garwes y col., 1989; Ortego y col., 2003).

En el SARS-CoV existen siete u ocho genes accesorios, dos entre los genes de las
proteinas S y M (3a y 3b), de cuatro a cinco entre los genes M y N (6, 7a, 7b, 8a'y 8b) y la
ORF 9b, que solapa completamente con el gen de la proteina N (Enjuanes y col., 2007). Se
ha comprobado que alguno de estos genes (3b y 6) contrarrestan las defensas del

hospedador (Kopecky-Bromberg y col., 2006; Frieman y col., 2007).

1.1.3. CICLO VIRAL

La infeccion por CoVs se inicia con la union del virus al receptor celular. La interaccion
de la proteina S con el receptor es el principal determinante del tropismo in vivo. Para la
mayoria de los CoVs del grupo 1, incluido el TGEV, el receptor celular es la
aminopeptidasa N (Delmas y col., 1992; Yeager y col., 1992; Tresnan y col., 1996). Se trata

de una proteasa expuesta en la superficie celular que contribuye a la digestion de pequenos
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péptidos en el epitelio entérico y respiratorio. La porcidon mas variable (S1), de las dos que
forman la proteina S, es la que se une al receptor. La unidbn provoca un cambio
conformacional en la region mas conservada de la proteina S (S2) que permite la fusion
entre las membranas de la célula y del virion (Nash y Buchmeier, 1997).

La nucleocapsida se libera al citoplasma en la célula infectada. El RNA genOmico actiia
como un mRNA, traduciendo la ORF la y la ORF lab, lo que genera la poliproteina que se
procesara en cis por proteasas virales, produciendo las proteinas del complejo de
replicacion, junto con proteinas celulares.

La proteina M se traduce en ribosomas asociados a las membranas del reticulo
endoplasmatico, se inserta en estas membranas y pasa al complejo trans-Golgi. En este
compartimento recluta a la proteina S y se une directamente a la proteina E (Lim y Liu,
2001). La proteina N unida al RNA gendmico formaria la nucleocapsida helicoidal que se
incorpora a los viriones por interaccion con la proteina M (Sturman y col., 1980; Narayanan
y col., 2000; Escors y col., 2001). La maduracion de los viriones es un proceso poco
conocido. Los viriones maduros se transportan a través del Golgi. Una vez en la membrana
plasmatica, fusionan las membranas de las vesiculas que los contienen con la de la célula y

son liberados al espacio extracelular.

1.2. GENOMAS DEFECTIVOS

Los genomas defectivos 0 minigenomas son mutantes de delecion generados a partir de
genomas virales infectivos por un error de replicacion. Estos genomas se replican y
encapsidan en particulas virales por complementacidon con virus competentes que les
aportan la maquinaria de replicacion y las proteinas estructurales. En algunos casos, la
replicacion de los genomas defectivos interfiere con la del genoma parental,
denominandose particulas defectivas interferentes (DIs). Existen particulas DIs de una gran
variedad de virus de animales y de plantas, que requieren la co-infeccion del virus parental
para replicarse (virus complementador) e interfieren especificamente con el virus
complementador homologo, al replicarse utilizando sus recursos (Huang y Baltimore,
1970). El significado bioldgico de estos DIs-RNAs podria ser la atenuacion del dano celular

causado por el virus complementador, favoreciéndose una infeccion persistente.
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Los genomas defectivos se han utilizado frecuentemente en coronavirus como
herramienta para la localizacidon de senales de replicacion y encapsidacion (Makino y col.,
1990; Fosmire y col., 1992; Kim y col., 1993; Lin y Lai, 1993; Penzes y col., 1994; Chang
y col., 1994; Luytjes y col., 1996; Bos y col., 1997; Woo y col., 1997; Cologna y Hogue,
2000; Narayanan y Makino, 2001). Una ventaja para la utilizacion de minigenomas en la
identificacion de sefales en cis para replicacion y encapsidacion es que estas funciones

pueden evaluarse independientemente de otras funciones de la misma secuencia.

1.2.1. GENOMAS DEFECTIVOS DERIVADOS DE CORONAVIRUS

Los genomas defectivos pueden aparecer de manera espontanea o, mas frecuentemente,
por pases seriados del virus a alta multiplicidad de infeccion (mdi) en cultivos celulares.
Los primeros minigenomas de CoVs se obtuvieron por pases seriados del virus MHV-JHM
en cultivos celulares (Makino y col., 1984). Las particulas defectivas derivadas de este
virus se han dividido en tres tipos, dependiendo de su capacidad de replicacion y
encapsidacion. El primero lo constituye el RNA DissA (Makino y col., 1985), de tamanho
muy parecido al gendmico, que es empaquetado eficientemente en particulas virales y
replica en ausencia de virus complementador, es decir, es un RNA autorreplicativo (Makino
y col., 1988; Kim y Makino, 1995). El segundo tipo lo forman RNAs mas pequenos que
requieren del virus complementador para replicar, y encapsidan con baja eficiencia. Un
ejemplo de este grupo es el RNA DissE, de 2.2 Kb (Makino y col., 1988). Los
minigenomas del tercer tipo también requieren de la infeccion con el virus complementador
para su replicacion, pero encapsidan eficientemente. El prototipo de este grupo es el RNA
DissF, de 3.6 kb (Makino y col., 1990).

Todos estos RNAs defectivos tienen en comin el haber mantenido los extremos 5’ y 3’
del genoma parental y algunas regiones internas. Esta estructura se mantiene, en lineas
generales, en los genomas defectivos aislados posteriormente de los CoVs MHV-A59 (Van
der Most y col., 1991), BCoV (Hofmann y col., 1990), IBV (Penzes y col., 1994) y TGEV
(Méndez y col., 1996).

1.2.1. GENOMAS DEFECTIVOS DERIVADOS DEL TGEV
Para estudiar la generacion de RNAs defectivos en el TGEV se dieron pases seriados del
virus a alta mdi en células ST, con la finalidad de promover la generacion de particulas

defectivas (Méndez y col., 1996) y se analiz0 el patron de RNAs a lo largo de los pases. En
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los primeros pases soOlo se detectd el RNA gendmico y los mRNAs subgendmicos virales.
A partir de pase P30 se detectaron tres RNAs defectivos de 22 kb, 10.6 kb y 9.7 kb, que se
denominaron DI-A, DI-B y DI-C, respectivamente (Fig. 2). Estos RNAs subgendmicos se
mantuvieron de forma estable durante 15 pases mas.

Para estudiar la encapsidacion de los RNAs defectivos, se hizo una purificacion parcial
de los virus de pase P1 y de pase P41 mediante centrifugacion en un colchdn de sacarosa.
Se extrajo el RNA de los viriones purificados y se analiz0 la presencia de los genomas

defectivos generados, observandose que se encontraban en la misma proporcion que el
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Figura 2. Minigenomas naturales derivados del TGEV (Méndez y col., 1996). Las particulas defectivas
interferentes DI-A, DI-B y DI-C se obtuvieron después de 40 pases del TGEV a alta mdi en células ST. A la
izquierda se muestra un Northern blot en el que se indica el patron de RNAs virales producido por las células
infectadas, que incluyen los mRNAs virales y los RNAs de los minigenomas. Los RNAs se hibridaron con
una sonda complementaria a la region 3’-UTR. A la izquierda de la imagen se indica la posicion del RNA
gendmico (gRNA) y los mRNAs virales y a la derecha la posicion de los RNAs DI-A, DI-B y DI-C. El
esquema de la derecha representa las secuencias del genoma completo del TGEV y cada uno de los genomas
defectivos. La longitud de cada molécula est4 indicada a la derecha, en kb. L, lider; 1a y 1b, ORFs lay 1b del
gen de la replicasa; S, E, M y N, genes de las protefnas estructurales; 3a, 3b y 7, genes de las proteinas

accesorias.

genoma, por lo que se dedujo que los RNAs encapsidaban eficientemente (Méndez y col.,
1996). Asimismo, se comprobd que los genomas DI-B y DI-C encapsidaban en particulas
diferentes al genoma, mas ligeras que los viriones estandar, mediante una purificacion en

gradientes continuos y discontinuos de sacarosa (Méndez y col., 1996).
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El genoma defectivo mas pequeno generado (DI-C) se utilizd para construir una
coleccion de minigenomas sintéticos y estudiar los requerimientos necesarios para el
rescate en frans con un virus complementador (Izeta y col., 1999) (Fig. 3). Los
minigenomas rescatados en cultivos celulares contenian las secuencias minimas necesarias
para ser replicados en trans y para su encapsidacion. El minigenoma mas pequefio con un
eficiente rescate fue M33, debiendo contener las sehales minimas para su replicacion y

encapsidacion por el virus complementador.
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Figura 3. Minigenomas sintéticos derivados del TGEV (Izeta y col., 1999). (A) Esquema de los
minigenomas generados a partir del genoma defectivo natural DI-C. El rescate mediante un virus
complementador se evalud por experimentos de transferencia e hibridacion de RNAs. La eficiencia de rescate
de los minigenomas se estimd como la relacion molar de cada genoma defectivo respecto al mRNA del gen E
del virus complementador. Los minigenomas detectados en un exceso molar de 10 veces se indican como
(+++), 5 veces como (++) y una relaciébn molar menor que 1 como (+). La eficiencia de rescate de los
minigenomas M21 y M22 se indica como (+/-), puesto que no fueron detectados por la técnica de hibridacion
de RNAs pero si por reacciones de RT-PCR. L, lider. (B) Experimento de transferencia e hibridacion
(Northern blot) de los RNAs de minigenomas rescatados por el virus complementador TGEV PUR46-MAD
en el pase P8. Las posiciones de las bandas de los minigenomas se indican a la derecha. La posicidon de los

mRNAs del virus complementador se indica a la izquierda. VC, virus complementador.

1.3. SINTESIS DE RNA
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1.3.1. REQUERIMIENTOS DE SECUENCIA

En la replicacion del genoma de CoVs, como en el resto de virus RNA de cadena
positiva, inicialmente el genoma se copia en un RNA de polaridad negativa, que actia
como molde para la sintesis continua de los genomas de la progenie. La replicacion necesita
del reconocimiento de los extremos 5'y 3' del RNA gendmico por las proteinas virales y
celulares. Los estudios con RNAs defectivos interferentes en el MHV indican que se
requieren 466 nt y 461 nt (Lin y Lai, 1993), 470 nt y 460 nt (Kim y col., 1993) y 859 nt y
436 nt (Luytjes y col., 1996) de los extremos 5’ y 3’, en cada caso, para la replicacion de
estos DI RNAs (Fig. 4). Adicionalmente, en algunos trabajos se ha descrito el
requerimiento de una secuencia interna de 134 nt a 3 kb del extremo 5’ (Lin y Lai, 1993;
Kim y col., 1993) mientras que en otros estudios se descarta el requerimiento de esta region
para la replicacion del MHV (Luytjes y col., 1996) (Fig. 4).

El analisis de DI-RNAs derivados de un CoV relacionado (BCoV) determind que 498 nt
y 1635 nt en los extremos 5’ y 3’, respectivamente, son necesarios para la replicacion de los

genomas defectivos (Chang y col., 1994). En el IBV se ha descrito que 544 nt en el extremo
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Figura 4. Secuencias de los extremos 5’ y 3’ del genoma requeridas para la replicacion de coronavirus.
Se representa esquematicamente la longitud de las secuencias de los extremos 5 y 3’ del genoma necesarias
para la replicacion de coronavirus de los grupos 1 (TGEV), 2 (MHV-A59, MHV-JHM y BCoV) y 3 (IBV).
En las secuencias del extremo 5’ (gris claro) y 3’ (gris oscuro) los niimeros indican el niimero de nt contados
desde los extremos 5° 6 3°, respectivamente. En la columna de la izquierda se indican las referencias

bibliograficas.
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5’ y 338 nt en el extremo 3’ son suficientes para la replicacion de minigenomas derivados
del virus (Dalton y col., 2001) (Fig. 4). Los extremos 5’ y 3’ del genoma son necesarios
para la sintesis de la cadena positiva de RNA, mientras que solamente 55 nt del extremo 3’
y la cola de poli-A se requieren para la sintesis de la cadena negativa del MHV (Lin y col.,
1994).

El requerimiento de secuencias para la replicacion de DI-RNAs derivados del TGEV se
estudid mediante el analisis de la expresion de un gen trazador GUS (B-glucuronidasa)
transcrito por los genomas defectivos, encontrandose que las sehales minimas de
replicacion se encontraban en los 1150 nt del extremo 5° y 494 nt del extremo 3’ (A. Izeta y
L. Enjuanes, resultados no publicados) (Fig. 4). No obstante, la replicacion de minigenomas
con esta secuencia era dos unidades logaritmicas menos eficiente que la del minigenoma
M33, con una region 5’ mas extensa. Ademas, estos resultados no eran concluyentes debido
a que se habfan obtenido mediante medidas indirectas (expresion de B-glucuronidasa),
puesto que, ademas de la replicacion del minigenoma, se requieren la transcripcion y la

traduccion del gen trazador.

1.3.1.1. ESTRUCTURAS DE RNA IMPLICADAS EN LA REPLICACION DEL
GENOMA DE CORONAVIRUS

La region mejor caracterizada por analisis de estructura secundaria del genoma de
coronavirus, gracias a los extensos estudios realizados en coronavirus del grupo 2 (MHV y
BCoV), es el extremo 3’ del RNA genomico (gRNA). El extremo 3° del gRNA consta de
una estructura en horquilla en la region 3’-UTR (Hsue y Masters, 1997; Hsue y col., 2000;
Goebel y col., 2004) y de un falso lazo (pseudoknot) adyacente (Williams y col., 1999;
Goebel y col., 2004). Ambas estructuras, necesarias para la replicacion, solapan
parcialmente y no pueden encontrarse plegadas simultaneamente (Masters, 2006). La
estructura en horquilla no se encuentra en los coronavirus del grupo 1, que si poseen el
falso lazo (Williams y col., 1999). En contraste, los coronavirus del grupo 3, incluyen la
estructura en horquilla y no tienen el falso lazo (Dalton y col., 2001).

Los motivos de estructura secundaria del RNA del extremo 5’ se han estudiado
mayoritariamente en el BCoV. Se han identificado seis estructuras en horquilla (stem loops)
(SL I'a SL VI) esenciales para la replicacion (Fig. 5), a excepcion de la estructura V, para la
que no se ha confirmado su papel en replicacidon, mediante experimentos de digestion con

RNAsas que determinan motivos de RNA, y mutaciones funcionales de estos motivos
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(Chang y col., 1994; Raman y col., 2003; Raman y Brian, 2005; Brown y col., 2007).
Solamente alguna de estas estructuras (motivo III) estarian conservadas en el resto de
coronavirus, segiin predicciones in silico de estructura secundaria (Kang y col., 2006). En el
SARS-CoV se ha confirmado la existencia de las estructuras I y III donde, ademas, existe
un motivo estructural adicional entre las horquillas II y III (Kang y col., 2006). Las
estructuras SL V y VI sOlo se encuentran conservadas entre los coronavirus del grupo 2

(Brown y col., 2007).

I n m v vV VIVl Vi
nt1 11-42 51-84 97-116 174-226 239-310 311-340 356-373  378-446 nt 499

Figura 5. Esquema de la prediccion de estructura secundaria del RNA del extremo 5’ del BCoV (Chang
y col., 1994; Raman y col.,, 2003; Raman y Brian, 2005; Brown y col., 2007). Se representan
esquematicamente los motivos de estructura secundaria descritos para el BCoV en los primeros 499 nt del
extremo 5 del genoma. Se indica en numeracidén romana cada una de las horquillas de RNA. En la parte

inferior se muestra la posicion (en nt) de cada motivo de RNA a lo largo de la secuencia previstas.

1.3.2. PROTEINAS NECESARIAS PARA LA REPLICACION DE CORONAVIRUS

En el complejo de replicacion de coronavirus intervienen la RNA polimerasa y la
helicasa virales, el resto de proteinas generadas por el procesamiento proteolitico de las
poliproteinas ppla y pplab (nspl a nsp16), y proteinas celulares (Ziebuhr y Snijder, 2007,
Enjuanes y col., 2007). Ademas de las proteinas nsps codificadas por el gen de la replicasa,
varios estudios han implicado, también, a la proteina N en la sintesis del RNA en
coronavirus (Thiel y col., 2001; Yount y col., 2002; Almazan y col., 2004; Schelle y col.,
2005). El complejo de replicacion estaria asociado a membranas intracelulares modificadas,
que crean un entorno Optimo para la sintesis del RNA viral y para el reclutamiento de
factores del huésped. Estudios de microscopia electronica han mostrado que la sintesis de
RNA se produce en vesiculas de doble membrana inducidas por el virus (Snijder y col.,
2006). El origen de estas membranas se cree que esta en diferentes compartimentos

intracelulares, aunque todavia no hay estudios concluyentes.
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Estudios sobre la replicacion del MHV realizados con DI-RNAs han mostrado que
mientras que los extremos del genoma de MHV son necesarios para la sintesis de la cadena
positiva, para la sintesis de la cadena de polaridad negativa solo son necesarios los Gltimos
55 nt y la cola de poli-A presente en el extremo 3’ del genoma (Lin y col., 1994). Ello ha
llevado a postular que los extremos 5’ y 3’ del genoma pueden interaccionar durante la
replicacion del genoma, tal como se ha predicho por las interacciones intramoleculares
durante el plegamiento del genoma RNA en un medio libre de proteinas, utilizando
simulaciones mediante programas de ordenador (Sgro y col., 2004). Dado que no hay
complementariedad evidente entre las secuencias de los extremos 5'y 3' del genoma de
coronavirus, la interaccion entre ambos extremos podria estar mediada por proteinas.
Existen evidencias experimentales en el MHV (Huang y col., 2001) y en el TGEV (C.
Galan, F. Almazan y L. Enjuanes, resultados no publicados) que apoyan que la interaccion
entre los extremos 5' y 3' esta mediada por proteinas mediante uniones RNA-proteina y
proteina-proteina. En este sentido se ha identificado la ribonucleoproteina heterogénea
nuclear (hnRNP) A1, la proteina de uniodn a tractos de pirimidinas (PTB) y la proteina N de
CoV, como proteinas potencialmente mediadoras de la unidon entre los extremos 5’ y 3’ con
relevancia en la replicacion del genoma (Shi y col., 2000; Huang y col., 1999; Almazan y
col., 2004; Schelle y col., 2005; C. Galan, F. Almazan y L. Enjuanes, resultados no
publicados).

1.3.3. SINTESIS DISCONTINUA DE RNA: TRANSCRIPCION DE RNAs
SUBGENOMICOS

La transcripcion en CoV y, en general en el orden Nidovirales, es una sintesis de RNA
dependiente de RNA incluyendo un paso de sintesis discontinua durante la produccion de la
cadena negativa complementaria a los mRNAs subgendmicos (Spaan y col., 1983; Lai y
Cavanagh, 1997; Sawicki y Sawicki, 1998; Zuniga y col., 2004; Sola y col., 2005). Este
proceso de transcripcion genera, en Gltima instancia, un sistema jerarquizado de mRNAs
subgenomicos policistronicos, funcionalmente monocistronicos, que son 5 y 3’ co-
terminales con el genoma del virus (Fig. 6). El extremo comin de la secuencia 5’ terminal
es el lider, que en el TGEV tiene 93 nt. Durante la produccion de RNAs subgenémicos de
polaridad negativa, que sirven como molde para la generacion de la cadena positiva, se
fusiona la copia del lider al extremo 3’ de la cadena de RNA naciente de polaridad

negativa, que es complementaria a la secuencia codificante del mRNA (body o B), por el
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mecanismo discontinuo de la transcripcion. Las secuencias que preceden a cada gen y
representan las sefales para la transcripcion discontinua de los mRNAs subgendmicos se
denominan secuencias reguladoras de la transcripcion (TRSs) e incluyen: (i) una secuencia
conservada (CS), que en el TGEV es 5 ' - CUAAAC - 3', idéntica para todos los genes (CS-
B), y (i1) las secuencias 5 'y 3 ' flanqueantes a la CS, 5 ' TRS y 3 ' TRS, respectivamente
(Alonso y col., 2002; Sola y col., 2005). La CS también se encuentra en el extremo 3’ de la
secuencia del lider (CS-L), y puede aparearse con la cadena negativa complementaria a
cada CS del gen (cCS-B). De hecho, el requisito de complementariedad de bases para la
transcripcion ha sido demostrado en arterivirus (Pasternak y col., 2001; van Marle y col.,

1999) y en coronavirus (Zaniga y col., 2004; Sola y col., 2005).

Figura 6. Esquema del genoma del TGEV y de los mRNAs transcritos por el virus. El dibujo superior
muestra el RNA gendmico del TGEV con todas las ORFs que codifican las protefnas virales. En la parte
inferior de la figura se esquematizan los mRNAs subgendmicos generados por un mecanismo de transcripcion
en el citoplasma de células infectadas. Los mRNAs son 5° y 3’ co-terminales. En el extremo 5’ contienen la
secuencia lider procedente del extremo 5° del genoma y en el extremo 3’°, la region 3’-UTR no traducida.
Aunque los mRNAs son estructuralmente policistronicos, excepto el del gen 7, funcionalmente se comportan
como monocistronicos, puesto que solo traducen la ORF situada més al extremo 5°. A la derecha de la figura
se muestra el patron de RNAs virales de células infectadas, detectado en experimentos de transferencia de

RNAs e hibridacion (Northern blot) con una sonda complementaria al extremo 3’-UTR del TGEV.

38



introduccion

Los datos obtenidos hasta la fecha son compatibles con un modelo de la transcripcion
incluyendo tres pasos: (i) formacion del complejo de iniciacidon de la transcripcion, (ii)
evaluacion de la complementariedad de la cadena negativa del RNA naciente con la TRS
del lider, y (iii) cambio de molde en la sintesis de la cadena negativa para copiar el lider y
terminar el RNA subgenomico (sgRNA), después de copiarse la secuencia de la CS. La
sintesis de mRNAs se produce solamente cuando la CS esta en un contexto Optimo de
secuencias (Zahniga y col., 2004; Sola y col., 2005). Se ha demostrado que el apareamiento
de bases entre la TRS del lider y la cadena naciente de RNA de polaridad negativa es un

factor determinante en la transcripcion de coronavirus (Sola y col., 2005).

1.3.3.1. REGULACION DE LA TRANSCRIPCION

La proximidad al extremo 3’ condiciona la cantidad relativa de cada mRNA viral, puesto
que la polimerasa encuentra menos sehales de detencion en la sintesis de la cadena
negativa. Aunque esto es asi en la mayoria de coronavirus, los niveles de los diferentes
mRNAs no estan estrictamente relacionados con la proximidad al extremo 3’ (van der
Marle y col., 1995), existiendo otros factores que regulan la transcripcion, como la
complementariedad de bases entre la secuencia complementaria a la TRS del mRNA vy el
lider. Asi, la cantidad de cada mRNA es directamente proporcional a la energia libre
liberada (AG) en el apareamiento de bases (Zuniga y col., 2004), descrito anteriormente.
Asimismo, en el TGEV se ha localizado una secuencia activadora de la transcripcion
(enhancer) del gen N (Moreno y col., 2007). Por tanto, el orden de abundancia de los
mRNAs del TGEV esta relacionado con su cercania al extremo 3°, aunque éste no es el
Gnico parametro determinante puesto que el mRNA-N es mas abundante que el mRNA del
gen 7, mas cercano al extremo 3’ del genoma viral.

Ciertas proteinas celulares también afectan la transcripcion en coronavirus. Por ejemplo,
se ha demostrado que dos proteinas celulares y una proteina viral pueden afectar la
transcripcion: hnRNP Al (Liy col., 1997; Shi y col., 2000), PTB (Huang y col., 1999; Li y
col., 1999), y la proteina N (Baric y col., 1988; Stohlman y col., 1988). Estas proteinas
interaccionan con el gRNA y la cadena complementaria de polaridad negativa y, también,
entre si. La interaccion entre las proteinas hnRNP Al y la PTB (Huang y col., 2001), las
proteinas hnRNP Al y la N (Wang y Xhang., 1999), y las proteinas PTB y la N (Choi y
col., 2002) se ha documentado. El grado de union de la hnRNP A1 con secuencias TRS se

correlacion6 con la eficiencia de la transcripcion en el modelo del MHV (Zhang y Lai,
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1995). Analogamente, la union de la proteina PTB al lider del genoma de MHV o a la
secuencia 3’-UTR se relaciond con la capacidad de transcripcion de mRNAs (Huang y Lai,
1999; Liy col., 1999). La proteina N del MHV se une a la secuencia lider de los mRNAs y
se ha demostrado su implicacion en transcripcion en el modelo de MHV (Baric y col.,
1988; Stohlman y col., 1988). Las proteinas N del TGEV y del SARS-CoV tienen actividad
de chaperonas de RNA (Zuniga y col., 2006). Estas son proteinas que unen RNA con alta
especificidad y disminuyen la energia de activacion requerida para una transicion entre dos
estados duplex de RNA: los formados por el genoma y la cadena complementaria naciente
de polaridad negativa y el resultante de hibridar esta cadena negativa con la TRS del lider.
La proteina N podria actuar disminuyendo la energia requerida para la transicion del primer

al segundo daplex (Zuniga y col., 2006).

1.3.4. RECOMBINACION

La recombinacion entre moléculas de RNA frecuentemente se produce por un
mecanismo de cambio de molde (Kirkegaard y Baltimore, 1986). En este proceso, la
polimerasa viral separa la cadena naciente del molde y contintia la elongacion en la misma
posicion, o en otra similar, pero copiando desde un molde diferente.

Durante la sintesis de RNA en coronavirus se ha demostrado una alta tasa de
recombinacion RNA-RNA homologa y no homologa en el curso de la infeccion. Aunque la
mayoria de los estudios de recombinacion en coronavirus se han realizado en el MHV
(Keck y col., 1987, 1988; Makino y col., 1986, 1987), se ha observado una alta frecuencia
de recombinacion homologa en prototipos de los tres grupos de los coronavirus: TGEV
(Sanchez y col., 1999), FIPV (Haijema y col., 2003; Herrewegh y col., 1998), BCoV
(Chang y col., 1996) e IBV (Kusters y col., 1990; Wang y col., 1993; Kottier y col., 1995).
Adicionalmente, la recombinacion no homologa es el mecanismo por el cual los
coronavirus han adquirido los genes accesorios.

En el MHV, la recombinacion ocurre a lo largo de toda la secuencia del genoma con la
mas alta frecuencia observada para un virus RNA (Baric y col., 1990). Los sitios de
recombinacion son aleatorios (Banner y Lai, 1991), aunque una presion selectiva puede dar
la impresion equivocada de la existencia de puntos con una mayor tasa de recombinacion
(Banner y col., 1990). Algunos resultados sugieren que la tasa de recombinacion se
incrementa a lo largo del genoma de MHV desde el extremo 5’ hasta el 3° (Fu y Baric,

1992, 1994). Este gradiente se produce como resultado de la recombinacion homologa entre

40



introduccion

el RNA gendmico y los RNAs subgendmicos, puesto que estos altimos constituyen un
conjunto de donadores y aceptores de molde méas numerosos en funcidn a su proximidad al
extremo 3’ (Fu y Baric, 1992, 1994).

Los estudios realizados apoyan un modelo de recombinacion de virus RNA con tres
requerimientos (Lai, 1992): (i) la RNA polimerasa debe pararse durante la sintesis. Esta
puede ser una propiedad intrinseca del enzima o puede ocurrir por la existencia en el molde
de una estructura secundaria que dificulte el avance de la polimerasa. (ii) Debe existir un
nuevo molde con proximidad fisica. (iii) El nuevo molde debe permitir la transferencia de
la cadena naciente y la continuacion de la sintesis. El modelo de transcripcion de
coronavirus, descrito en el apartado 1.3.3., podria facilitar los procesos de recombinacion

entre hebras de RNA, lo que explicaria la alta tasa de recombinacion de estos virus.

1.4. ENCAPSIDACION DE GENOMAS VIRALES

Una de las etapas iniciales en el ensamblaje de virus RNA es la interaccion entre el RNA
gendmico y la proteina que dirige la formacion de la nucleocapsida o ribonucleoproteina.
Para muchas especies de virus, este paso requiere inicamente la interaccion del RNA con la
proteina de la capsida, sin embargo, en los virus con envuelta, como es el caso del TGEV,
la formacion de virus infectivos esta mediada por la asociacion de la ribonucleoproteina a
membranas celulares. Es decir, en estos virus la proteina de la capsida, ademas,
interacciona con otras proteinas virales para formar viriones.

La mayoria de virus RNA de polaridad positiva sintetizan el RNA gendmico y mRNAs
subgendmicos en el citoplasma de las células infectadas. Los virus RNA que infectan
células eucariotas y se ensamblan en el citoplasma, tienen la posibilidad de co-empaquetar
RNAs celulares. No obstante, los viriones maduros contienen mayoritariamente el RNA
genodmico viral. Asimismo, algunos virus, como el VIH, pueden encapsidar tRNAs (Cen y
col., 2002) u otros RNAs del hospedador (Muriaux y col., 2002; Onafuwa-Nuga y col.,
2005; Rulli y col., 2007), asi como RNAs del propio virus (Houzet y col., 2007). La
formacion de viriones infecciosos es un proceso cuidadosamente dirigido que mantiene un
alto grado de precision y especificidad: las subunidades proteicas requeridas interaccionan
unas con otras y con los acidos nucleicos virales (Berkowitz y col., 1996). La especificidad
de este proceso, que fue observada por primera vez en los afios sesenta, en experimentos in
vitro con el virus del mosaico del tabaco (TMV) (Fritsch y col., 1973), la proporciona una

region presente en el RNA encapsidado (sehal de encapsidacion). La secuencia de RNA
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que confiere especificidad de encapsidacion ha sido descrita, ademas de en el TMV, en
otros virus RNA como el alfavirus Sindbis (Levis y col., 1986), el virus de la gripe
(Tchatalbachev y col., 2001), los retrovirus HIV (Lever y col., 1989) y el MoOMLV (Adam
y Miller, 1988), y algunos coronavirus como el MHV (Narayanan y Makino, 2001) y el
BCoV (Cologna y Hogue, 2000). Sin embargo, en el caso de los CoVs las observaciones
experimentales no siempre avalan las conclusiones obtenidas (apartado 4.2.1. de
Discusion).

Ademas de la especificidad de secuencia que promueve la encapsidacion, existen otros
parametros que controlan la encapsidacion de genomas virales. Uno de ellos es la
dimension de la capsida, que impone un limite en la cantidad de acido nucleico viral que
puede ser acomodado. Como una regla simplificada, se ha comprobado, tanto en virus
DNA como RNA, que los acidos nucleicos mas largos que exceden del 105% del tamaho
del genoma de un virus estandar no pueden ser empaquetados aunque contengan sehales

(adenovirus y el virus el arrugado del nabo) (Brett y col., 1993; Qu y col., 1997).

1.4.1. EL PROCESO DE ENCAPSIDACION

El mecanismo de encapsidacion no se conoce con precision. Es conveniente distinguir
entre encapsidacion y empaquetamiento. En esta tesis se define el empaquetamiento como
el proceso de formacion de la nucleocapsida, es decir, la union cooperativa de la proteina N
al RNA viral. La encapsidacion se define como la incorporacion de la nucleocapsida en
viriones. En los virus con envuelta los dos procesos son diferenciables. Por ejemplo, en
virus RNA de polaridad negativa no segmentados, el gRNA y el sgRNA son empaquetados,
pero solo el gRNA es encapsidado (Masters, 20006).

La especificidad en la encapsidacion del genoma viral y la del resto de RNAs
subgendmicos sintetizados por el virus, aparentemente varia entre los diferentes miembros
de la familia Coronaviridae. Asi por ejemplo, viriones del MHV purificados en gradiente
de sacarosa contenian exclusivamente RNA gendmico (Makino y col., 1990). Sin embargo,
viriones purificados mediante el mismo protocolo en el BCoV (Hofmann y col., 1990),
TGEV (Sethna y col., 1989, 1991) e IBV (Zhao y col., 1993), aparentemente contenian
cantidades significativas de RNAs subgendmicos, no pudiendo descartarse que la presencia
de estos RNAs fuese debida a una purificacion parcial del virus.

El empaquetamiento del genoma de coronavirus presumiblemente es iniciado por la

proteina N, (Masters, 2006). De hecho, experimentos in vitro han demostrado la union de la
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proteina N de MHV a la senal de encapsidacion (Molenkamp y Spaan, 1997). Sin embargo,
otros experimentos también han demostrado que la proteina N de MHV se une
especificamente a la secuencia lider, localizada en el extremo 5° del gRNA pero también de
los RNAs subgendmicos (Stohlman y col., 1988; Nelson y col., 2000). No esta claro si estas
secuencias de union de RNA representan un paso inicial de nucleacion, permitiendo la
union de maltiples mondmeros de proteina N, que daran lugar al empaquetamiento de estos
RNAs, pero no necesariamente a una encapsidacion.

La union de la proteina N al RNA del lider, tanto del RNA gendmico como de los
mRNAs virales, esta de acuerdo con la observacion de que anticuerpos anti-N co-
inmunoprecipitan tanto el gRNA como el sgRNA de células infectadas con el MHV (Baric
y col., 1988; Cologna y col., 2000; Narayanan y col., 2000). Sin embargo, no todos los
RNAs empaquetados por la proteina N son encapsidados (Makino y col., 1990). Esta
diferencia se podria explicar por el papel propuesto para la proteina M en dar selectividad a
la encapsidacion (Narayanan y col., 2000). En efecto, anticuerpos dirigidos contra la
proteina M de MHV co-inmunoprecipitan la fraccion de la proteina N que esta unida a
gRNA pero no la que esta unida a sgRNA (Narayanan y col., 2000). Adicionalmente, esta
interaccion especifica N-M depende de la presencia de la sefial de encapsidacion en el
MHV (Narayanan y Makino, 2001). En experimentos mas recientes realizados en
coronavirus se ha atribuido la seleccion de la sehal de encapsidacion a la proteina M. Virus
analogos a particulas (VLPs) formados por las proteinas M y E, en ausencia de proteina N,
solo incorporaban moléculas de RNA heterdlogas si incluian la sefial de encapsidacion
(Narayanan y col., 2003). Estos resultados estan de acuerdo con los estudios que indican
que la proteina M adopta dos conformaciones en el virion del TGEV, encontrandose en una

de ellas interaccionando con la nucleocéapsida (Escors y col., 2001).

1.4.2. UN MODELO DE ESTUDIO: LA SENAL DE ENCAPSIDACION DE
RETROVIRUS

El proceso de encapsidacion de retrovirus es, posiblemente, el mejor caracterizado, e
implica el reconocimiento inicial de la estructura secundaria de la sehal de encapsidacion
por la poliproteina Gag. La region de RNA necesaria y suficiente para la encapsidacion de
retrovirus se localiza en el extremo 5’ e incluye nucledtidos de la region lider no traducida
y del gen gag. En HIV-1, la estructura secundaria de esta region consta de cuatro motivos

de RNA (SL1, SL2, SL3 y SL4) (McBride y Panganiban, 1996). Las estructuras SL1, SL3
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y SL4 contribuyen a la encapsidacion de HIV-1, mientras que el motivo SL2 no parece
tener ningn papel en el proceso (Luban y Goff, 1994; Harrison y col., 1998; McBride y
Panganiban, 1996, 1997).

La secuencia de la sehal de encapsidacion incluye el sitio donador de procesamiento
(splicing) del sgRNA mas largo, localizado en el motivo SL2. Esta caracteristica permite al
virus discriminar entre gRNA y sgRNA (sometido a procesamiento), puesto que el sgRNA
ha perdido parte de la sefal de encapsidacion (McBride y Panganiban, 1997). El motivo
SL3 se une a la nucleocapsida incluida en la poliproteina Gag, y supone la principal
interaccion entre una proteina viral y la sehal de encapsidacion (de Guzman y col., 1998;
Zeffman y col., 2000). La delecion de la horquilla SL3 reduce la eficiencia de
encapsidacion aproximadamente 20 veces (Harrison y col., 1998). El motivo SL4 se une
débilmente a la nucleocapsida, por lo que se especula que su funcion seria la de estabilizar
la estructura de la sefal de encapsidacion (Amarasinghe y col., 2001). El motivo SL1
parece contribuir a la encapsidacion selectiva del genoma del virus, junto con las horquillas
SL3 y SL4 (McBride y Panganiban, 1997). Ademas, la estructura SL1 se ha implicado en la
dimerizacion de las dos copias del RNA encapsidado en cada particula viral (Paillart y col.,
1996).

La introduccion de mutaciones que alteraban la estructura secundaria de las horquillas
SL1, SL3 y SL4 reducia la eficiencia de encapsidacion tres veces (McBride y Panganiban,
1997). Las mutaciones compensatorias para restaurar la estructura del RNA permitian una
encapsidacion eficiente, por lo que la estructura secundaria del RNA, ademas de la
secuencia, es importante en el proceso de encapsidacion.

El requerimiento de las estructuras de RNA SL1 y SL3 en el proceso de encapsidacion
es dependiente de la posicion. En efecto, cuando se intercambiaban las posiciones de los
motivos SL1 y SL3 en HIV-1 se obtenian eficiencias de encapsidacion similares a las
producidas por la delecion de uno de los motivos (MacBride y Panganiban, 1997).

Adicionalmente, se ha observado que elementos de estructura secundaria situados en el
flanco 5’ de la senal de encapsidacion descrita en HIV-1 (TAR y r-US5) también participan
en la encapsidacion del genoma. En concreto, la delecion del motivo TAR reduce la
eficiencia de encapsidacion entre cinco y diez veces (McBride y col., 1997). Por tanto,
puede existir mas de una secuencia con funcidon de encapsidacion dentro de un mismo
RNA. Alternativamente, estas secuencias flanqueantes podrian ser necesarias para el

mantenimiento de la estructura secundaria de la sehal de encapsidacion.
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1.4.3. SENALES DE ENCAPSIDACION EN CORONAVIRUS

En CoVs, el estudio del empaquetamiento y encapsidacion del genoma se ha realizado
mediante rescate de DIs-RNAs con un virus complementador. En algunos casos, estos
RNAs contienen las secuencias requeridas para la replicacion y la encapsidacion. En el
CoV de raton MHYV, la senal de encapsidacion se localizd a 20 kb del extremo 5°, en una
secuencia de 191 nt (Makino y col., 1990; Fosmire y col., 1992). Esta secuencia puede
reducirse a una region de 69 nt, suficiente para la encapsidacion de los RNAs (Narayanan y
Makino, 2001). La sefal de encapsidacion del MHV se encontraria, por tanto, dentro de la
secuencia codificante de la proteina nspl5, al final del gen de la replicasa. La adicidon de
esta sehal a un RNA no viral, el gen trazador de la enzima cloranfenicol acetil transferasa
(CAT), le conferia la capacidad de encapsidarse en viriones, aunque de forma ineficiente
(Woo y col., 1997). No obstante, otros datos apuntan a que esta sefial de encapsidacion no
seria por si sola suficiente, sugiriendo la existencia en el genoma de otras sehales en cis de
encapsidacion (Bos y col., 1997).

Estudios filogenéticos y de prediccion de estructura secundaria han identificado una
horquilla de 95 nt dentro de los 191 nt de la sehal de encapsidacion descrita originalmente
para MHV (grupo 2a de coronavirus), muy conservada en todos los coronavirus del grupo
2a pero no en el SARS-CoV (grupo 2b) ni en los coronavirus de los grupos 1 y 3 (Chen y
col., 2007). Estos datos indicarian que, posiblemente, la encapsidacion de los coronavirus
del grupo 2a se realiza por un mecanismo diferente a la del resto de coronavirus del grupo
2.

En el BCoV se ha descrito una region homologa a la identificada en MHV implicada en
encapsidacion de minigenomas (Cologna y Hogue, 2000). Sin embargo, estos resultados
contradicen otros datos previos en los que se observd una eficiente encapsidacion de
minigenomas que no llevaban esta secuencia (Chang y col., 1994).

En el virus IBV se ha localizado una sehal de encapsidacion en el genoma (Penzes y
col., 1994) pero los resultados no son concluyentes, debiendo separarse los requerimientos
de replicacion de los de encapsidacion (Dalton y col., 2001). Sin embargo, si parece claro
que la senal de encapsidacion del IBV no estarfa en la misma region que la descrita para
MHYV, puesto que Gnicamente los extremos 5’ y 3’ son requeridos para el rescate de
minigenomas.

El acoplamiento entre replicacion y encapsidacion se ha observado previamente en otros

virus RNA como flavivirus (Khromykh y col., 2001), picornavirus (Nugent y col., 1999) y
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mas recientemente en el virus de la encefalitis equina venezolana (Volkova y col., 2006). El
acoplamiento entre los procesos de replicacion y encapsidacion podria ser un mecanismo
que asegurara la encapsidacion del gRNA en los viriones, no asi de otros RNAs presentes
en la célula.

La localizacion de la senal de encapsidacion en el TGEV se inici6 con el estudio de una
coleccion de minigenomas derivados del mismo (Izeta y col., 1999). Los minigenomas
capaces de rescatarse en cultivos celulares por a un virus complementador debian contener
secuencias minimas necesarias para la replicacion y la encapsidacion. El minigenoma mas
pequeno con eficiente rescate fue el RNA M33, luego este minigenoma debia contener en
su secuencia la sehal de encapsidacion del TGEV. Esta informacion ha sido un punto de

partida esencial para esta tesis.
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objetivos

Los objetivos propuestos para esta tesis son los siguientes:

1. Analisis de los requerimientos minimos de secuencia para la replicacion y la

encapsidacion de minigenomas derivados del virus TGEV.

1.1. Estudio de las sehales fundamentales para la replicacion en el extremo 5°.

1.2. Localizacion de la senal o senales de encapsidacion.

2. Analisis del posible acoplamiento entre los procesos de replicacion y encapsidacion

en minigenomas derivados del virus TGEV.
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2.1. CELULAS
2.1.1. LINEAS CELULARES

Para el crecimiento, la titulacion y purificacion del TGEV, asi como para la transfeccion
de plasmidos que expresaban minigenomas derivados del virus, se utilizaron células
epiteliales de testiculo embrionario de cerdo, ST (swine testicle) (McClurkin y Norman,
1966). Estas células se obtuvieron de L. Kemeny (National Animal Disease Center, Ames,
Iowa, Estados Unidos).

Para la transfeccion de cDNAs recombinantes que codifican virus infectivos y del
replicon del alfavirus Sindbis, se utilizaron células derivadas de rindn de cria de hamster,
BHK (baby hamster kidney) que expresaban establemente la aminopeptidasa N porcina
(Delmas y col., 1992), receptor celular para el virus TGEV. Estas células, abreviadas BHK-
pAPN, fueron cedidas al laboratorio por H. Laude (Unité de Virologie et Immunologie

Moléculaires, INRA, Jouy-en-josas, Francia).

2.1.2. CRECIMIENTO DE CELULAS EUCARIOTAS

Las células se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium)
suplementado con 50 mg/ml de gentamicina (Sigma), 2 mM de L-glutamina (Sigma),
aminoacidos no esenciales al 1% (Sigma) y suero fetal de ternera o SFT (Cambrex) al 10%
para el cultivo de células ST, o al 5% para el cultivo de la linea celular BHK-pAPN. En el
medio de cultivo de las células BHK-pAPN se anhadido 1 mg/ml de geneticina (Roche) cada
5-6 pases para mantener la expresion de la aminopeptidasa N, el receptor del virus. Para
seleccionar las células BHK-pAPN que expresaban el replicon del virus Sindbis se

anadieron 5 yg/ml de puromicina (Sigma) en todos los pases.

2.1.3. TRANSFECCION TRANSITORIA DE CELULAS EUCARIOTAS

Para los experimentos de transfeccion se cultivaron células ST o BHK-pAPN, hasta
alcanzar un 95% de confluencia, en placas de 35 mm de diametro (NUNC) en medio
DMEM suplementado segtin lo descrito en el apartado anterior, pero sin antibiotico. En el
momento de la transfeccion, el medio de crecimiento se sustituyd por OptiMEM (Gibco
BRL). Sobre la monocapa de células se ahadid una mezcla de 4 yg de DNA plasmidico y
12 ul de Lipofectamina™ 2000 (Invitrogen), en un volumen de 500 ul de OptiMEM por

placa. Los complejos de transfeccion se incubaron con las células 6 horas, agitandose cada
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15 minutos durante la primera hora. Finalmente se retir6 el medio de transfeccion y después

de lavar las células 3 veces con medio DMEM sin suero, se reemplazd por medio completo.

2.1.4. TRANSFECCION ESTABLE DE CELULAS QUE EXPRESAN EL
REPLICON DEL ALFAVIRUS SINDBIS

Células BHK-pAPN se transfectaron con plasmidos que expresan el replicon del virus
Sindbis segin lo descrito en el apartado anterior. 24 horas después de la transfeccion las
células se subcultivaron y se ahadid 5 ug/ml de puromicina en medio DMEM completo
para la seleccion de las células que habian incorporado el plasmido. Las células BHK-
PAPN que expresaban establemente el replicon de Sindbis se amplificaron y se congelaron

para generar el stock de trabajo.

2.2. VIRUS
2.2.1. AISLADOS VIRALES

El aislado del virus de la gastroenteritis porcina transmisible PUR46-MAD (Sanchez y
col., 1990) se utiliz6 como virus complementador en los protocolos de rescate y replicacion
de minigenomas en trans y en la infeccion de células BHK-pAPN que expresan el replicon
del virus Sindbis. Este virus tiene su origen el aislado PUR46 obtenido en la Universidad de
Purdue, Indiana (Doyle y Hutchings, 1946), que fue adaptado al crecimiento en cultivos
celulares después de 115 pases en células ST (Haelterman y Pensaert, 1967) y fue cedido al
laboratorio por E. H. Bohl (Ohio State University, Wooster, Ohio, Estados Unidos). En
nuestro laboratorio este virus recibid 5 pases sucesivos en células ST, que incluyeron 3
pases de clonaje por purificacion de placa, y se denomind PUR46-CC120-MAD 6,
abreviadamente, PUR46-MAD. Este virus estd atenuado in vivo y crece en cultivos
celulares, con titulos comprendidos entre 10 y 10° UFP/ml (unidades formadoras de placa
por ml).

En los experimentos de genética reversa con cDNAs recombinantes que expresan desde
un cromosoma artificial bacteriano (BAC) el genoma de un virus infectivo (Almazan y col.,
2000), se utilizd un virus recombinante que contiene el genoma del TGEV-PUR46-MAD

en el que el gen S se ha reemplazado por el gen S de la estirpe PTV (Purdue type virus)
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(Sanchez y col., 1999). En cultivos celulares este virus TGEV-PUR-S,; alcanza titulos en

torno a 10° UFP/ml.

2.2.2. CRECIMIENTO Y TITULACION DEL VIRUS TGEV

El virus TGEV se amplifico en células ST en medio de indculo (DMEM con SFT al
2%), como se habia descrito previamente (Correa y col., 1988).

El titulo viral se determind por formacion de placas de lisis en medio semisolido. Para
ello se prepararon diluciones seriadas de orden 10 de los sobrenadantes virales con las que
se infectaron células ST confluentes crecidas en placas de 24 pocillos (NUNC). El virus se
adsorbi6 durante 1 hora y media y posteriormente se retir0 el indculo. Se anadid agar al
0.7% en medio DMEM suplementado con 2% de SFT, y las células se incubaron a 37°C
durante 40 horas. Finalmente se retir6 el agar y se fijaron las células con formaldehido al
10% en tampoOn fosfato salino o PBS (137 mM NaCl, 10 mM NaH,PO,, 2.7 mM KCl, pH
7.4). Las placas de lisis se tiheron con una solucion de cristal violeta al 0.1% en metanol-
agua (1:4) y se contd el nimero de placas en cada dilucidon del virus. El titulo viral se

expresd en UFP/ml.

2.2.3. RESCATE DE MINIGENOMAS EN TRANS CON UN VIRUS
COMPLEMENTADOR

Los plasmidos que expresan los minigenomas derivados del TGEV bajo el promotor de
citomegalovirus (CMV) se transfectaron en células ST segiin el protocolo descrito en el
apartado 2.1.3. Después de retirar los complejos de transfeccion, se infectd la monocapa de
células con el virus TGEV-PUR46-MAD a una mdi de 5 en medio de inoculo. El virus se
adsorbid durante una hora y media con agitacion cada 15 minutos. Posteriormente se retird
el indculo y se ahadid DMEM con SFT al 2% sobre las células. A las 16-18 horas post-
infeccion (hpi), un tercio del sobrenadante, denominado de pase PO, se ahadid sobre una
nueva monocapa confluente de células ST, procediéndose de la misma forma durante los

sucesivos pases.

2.2.4. RESCATE Y AMPLIFICACION DEL RNA DE GENOMAS VIRALES
RECOMBINANTES EXPRESADOS BAJO EL PROMOTOR DE
CITOMEGALOVIRUS. OBTENCION DE CLONES VIRALES
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Los plasmidos que expresan en forma de BAC el cDNA completo del virus TGEV-
PUR-S,;y, 0 de los distintos recombinantes, se transfectaron segiin lo descrito en el
apartado 2.1.3, en células BHK-pAPN, que presentan mayor eficiencia de transfeccion que
las células ST. Después de retirar los complejos de transfeccion a las 6 horas post-
transfeccion (hpt), las células se levantaron de la placa con tripsina (Gibco BRL) y se
anhadieron sobre una monocapa de células ST confluentes, en las que el virus crece mas
eficientemente. Transcurridas 48 horas, el virus de pase PO liberado al sobrenadante se paso
1 6 2 veces en células ST para su amplificacion.

El virus amplificado se clond 3 veces consecutivas mediante el aislamiento de placas de
lisis en medio semisolido. El virus clonado se amplificd 2 veces para obtener el stock de

trabajo.

2.2.5. PURIFICACION DEL VIRUS TGEV
En las purificaciones descritas a continuacion se tuvieron en cuenta las condiciones
descritas previamente para co-purificar viriones con el genoma completo y viriones de

menor densidad que contienen los minigenomas (Méndez y col., 1996).

2.2.5.1. PURIFICACION PARCIAL EN COLCHON DE SACAROSA AL 15%

Células ST o BHK-pAPN se cultivaron en 2 placas de 150 mm de diametro (NUNC) y
se inocularon con el virus TGEV-PUR46-MAD o con el virus recombinante TGEV-PUR-
Spry con una mdi de 5 6 10. Los sobrenadantes de células ST y BHK-pAPN infectadas se
recogieron a las 18 hpi 0 a las 24 hpi, respectivamente, y se aclararon de restos celulares
mediante centrifugacion en un rotor GSA de Sorvall a 6000 rpm durante 20 minutos a 4°C.
Durante las etapas sucesivas de la purificacion, el virus se mantuvo siempre a 4°C y no fue
sometido a procesos de congelacion-descongelacion.

El sobrenadante clarificado se centrifugd 1 hora y 30 minutos en un rotor SW28 de
Beckman a 25000 rpm sobre 5 ml de un colchodn de sacarosa al 15% (p/v) en tampon TEN
(Tris-HCI 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM, NaCl 1 M) con 0,2% del detergente Tween-20
(Sigma). Posteriormente, se aspiraron el sobrenadante y la sacarosa y el virus sedimentado
se resuspendid en 500 pl de tampon TNE (Tris-HCI 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM, NaCl
100 mM).
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2.2.5.2. PURIFICACION PARCIAL EN GRADIENTE DISCONTINUO DE SACAROSA
AL 15Y 43%

Los virus recombinantes se amplificaron en células ST como se ha descrito en el
apartado anterior. Los sobrenadantes se clarificaron por el procedimiento descrito para
eliminar restos celulares.

El sobrenadante clarificado se centrifugd durante 1 hora y 30 minutos en un rotor SW28
de Beckman a 25000 rpm sobre 10 ml de un gradiente discontinuo de sacarosa del 15 y
43% (p/v) en tampdon TEN con Tween-20 al 0.2%. El virus sedimentado en la interfase de
las dos concentraciones de sacarosa se recogio por succion con una jeringa de 2 ml. El virus
recuperado se centrifugd de nuevo en tamp6on TEN en un rotor SW41 de Beckman a 25000
rpm durante una hora para eliminar los restos de sacarosa. El virus sedimentado se

resuspendid finalmente en 500 yl de tampon TNE.

2.2.5.3. PURIFICACION EN GRADIENTE CONTINUO DE SACAROSA

Se cultivaron células ST en 20 placas de 150 mm de diametro y se inocularon con el
virus TGEV-PUR46-MAD a una mdi de 2.5. Los sobrenadantes de las células infectadas se
recogieron a las 40 hpi y se clarificaron por centrifugacion en un rotor GSA de Sorvall a
6000 rpm durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante clarificado se centrifugd en un rotor
SW28 de Beckman a 25000 rpm sobre un colchon discontinuo de sacarosa del 15 y 43%
(p/v) en tampon TEN con Tween-20 al 0.2%. El virus recogido de la interfase se volvio a
centrifugar en un rotor SW28 de Beckman a 25000 rpm durante 2 horas a 4°C, sobre 30 ml
de un gradiente continuo de sacarosa del 30-43% en tampon TEN. El gradiente de sacarosa
se fraccion6 en 20 alicuotas de 1.5 ml recogidas desde el fondo del tubo. Las fracciones que
contenian el virus se identificaron por absorbancia de luz ultravioleta (UV) a 260 nm y por
tincion de las proteinas virales con azul Coomasie en geles desnaturalizantes al 10% de

poliacrilamida.

2.2.5.4. INMUNOPURIFICACION DE VIRIONES

La purificacion de viriones por inmunocaptura se realiz6 sobre las muestras recuperadas
de un colchon de sacarosa al 15% (p/v), como se describe en el apartado 2.2.5.1.

Se fijaron 5 ug de proteina A (Amershan Pharmacia Biotech), resuspendida en 100 ul de
PBS, sobre cada pocillo de placas de ELISA (NUNC), incubandose a 4°C durante toda la

noche. El exceso de proteina A se retird y se bloquearon las regiones del pocillo que no
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hubieran unido proteina A con albimina de suero bovino o BSA (Sigma) al 5% en PBS
mediante incubacion durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, se unid a la proteina A
anticuerpo de conejo anti-raton (Cappel) por incubacion durante 1 hora a 37°C. El exceso
de anticuerpo se lavo con PBS-BSA al 0.1% y se ahadi6 anticuerpo monoclonal especifico
de la proteina M del TGEV, procedente del sobrenadante del hibridoma de raton 25.22,
descrito previamente (Laude y col., 1986). Después de incubar a 37°C durante 1 hora, los
pocillos se lavaron con PBS-BSA al 0.1% y se anadid el virus parcialmente purificado en
un volumen de 100 yul. La union antigeno-anticuerpo se desarrolld durante una hora a 37°C.
Los pocillos se lavaron 10 veces con PBS-BSA al 0.1% y los virus inmunocapturados se
recogieron con 350 pl de tampon de lisis para extraer el RNA, como se detalla en el

apartado 2.7.2.

2.3. BACTERIAS
2.3.1. CEPAS BACTERIANAS

El clonaje de plasmidos de alto nimero de copia que contenian la secuencia de los
minigenomas, asi como de los BACs que incluian los DNAs complementarios (cDNAs)
virales infectivos, y de los replicones del virus Sindbis, se realizd en la cepa bacteriana
DHI10B (Gibco BRL). El genotipo de esta cepa es: F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
¢80dlacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara leu)7697 galU galK rpsL endA1
nupG.

2.3.2. CRECIMIENTO DE BACTERIAS

Las bacterias se crecieron en medio liquido Luria-Bertani o LB (bactotriptona 10 g/l,
extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l). Para el aislamiento de colonias se utilizo6 medio LB
solido (15 g de agar por litro de LB). El medio, liquido o solido, se suplementd con
ampicilina (100 ug/ml) para la seleccion de bacterias transformadas con el plasmido
pcDNA3 o el plasmido con el replicon del virus Sindbis, o bien con cloranfenicol (12.5
ug/ml), para la seleccion de bacterias transformadas con los BACs, que expresan el gen de
resistencia a este antibiotico.

Las bacterias se crecieron a 37°C, excepto cuando estaban transformadas con BACs.
Entonces, se crecieron a 30°C para mejorar la estabilidad del plasmido, como ha sido

descrito previamente (Almazan y col., 2000).
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2.3.3.  PREPARACION DE BACTERIAS COMPETENTES PARA
ELECTROPORACION

Para la produccion de bacterias DH10B competentes para electroporacion, las bacterias
procedentes de una colonia aislada en medio solido, se crecieron a 37°C en 2 1 de medio
SOB (triptona 20 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 0.5 g/I, KC1 0.18 g/1), hasta alcanzar
una densidad Optica de 0.7 a una longitud de onda de 550 nm. Las bacterias se
sedimentaron por centrifugacion en el rotor GSA de Sorvall a 5000 rpm durante 10 minutos
a 4°C. El sedimento de bacterias se lavo en un volumen de glicerol al 10% igual al del
cultivo de partida. En los lavados sucesivos el volumen del glicerol se reducia a la mitad
del volumen utilizado en el paso previo. En cada etapa de lavado las bacterias se
centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos a 4°C en el rotor GSA de Sorvall. Después
del altimo lavado las bacterias se resuspendieron en glicerol al 10% y las alicuotas se

congelaron rapidamente para su almacenamiento.

2.3.4. TRANSFORMACION DE BACTERIAS POR ELECTROPORACION

Para la transformacion por electroporacion se utilizaron 50 pl de bacterias DH10B
competentes y 2 ul de la reaccion de ligacion o 10 ng de plasmido purificado. La mezcla se
incubd durante 2 minutos a 4°C y posteriormente se transfirid a cubetas de electroporacion
de 0.2 cm (Bio-Rad) donde se transformaron mediante un pulso eléctrico de 2.5 kV, 25 uF
y 200 Q utilizando un electroporador GenePulser (Bio-Rad). A continuacion se ahadieron
950 pul de medio LB frio y las bacterias se incubaron en agitacion durante 1 hora a 37°C.
200 pl de la suspension de bacterias transformadas se sembraron en placas de Petri con
medio LB solido suplementado con ampicilina, para los plasmidos de alto nimero de copia,

o cloranfenicol, para los BACs, segtin lo descrito en el apartado 2.3.2.

2.4. TECNICAS DE MANIPULACION DE DNA
2.4.1. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para amplificar DNA por PCR se utilizaron entre 25 y 50 ng de molde por reaccion. Para
todas las amplificaciones analiticas o para las preparativas de fragmentos de hasta 500 pb se
anhadieron, en un volumen final de 50 ul, los oligonucleotidos especificos (100 nM) (Sigma-
Genosys), deoxinucledtidos trifosfato ATP, TTP, GTP y CTP (50 nM) de Roche, MgCl, (2
mM), tamp6n de PCR suministrado por el fabricante y 0.3 U de AmpliTag DNA polimerasa
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(Roche). Para reacciones preparativas de insertos de mas de 500 pb se utilizd 1U de Pfu
DNA polimerasa de alta fidelidad (Stratagene). Las reacciones se realizaron en el
termociclador 2720 Thermal Cycle de Applied Biosystems. La temperatura de hibridacion
se ajustd seglin la secuencia del oligonucleodtido. El tiempo de elongacion se modificod en
funcion del tamano del fragmento a amplificar y del enzima utilizado (1 min/kb para la
AmpliTaqg y 2 min/kb para la Pfu). En todos los casos se utilizaron 25-35 ciclos de

amplificacion.

2.4.2. ELECTROFORESIS DE DNA DE GELES DE AGAROSA

Para la separacion analitica de fragmentos de DNA se utilizaron geles de agarosa (D-/
Media EEO, Pronadisa) al 1%, con 1 pg/ml de bromuro de etidio (Sigma), en tampdn TAE
(Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM). La electroforesis se realizd a 120 V.

Para electroforesis preparativas se procedid segiin el protocolo anterior pero utilizandose

geles de agarosa al 0.7%.

2.4.3. PURIFICACION DE DNA DE REACCIONES ENZIMATICAS
Para la purificacion de DNA en solucion procedente de reacciones enzimaticas se utilizod

el sistema GeneClean (Q-Biogene), segiin las instrucciones del fabricante.

2.4.4. PURIFICACION DE DNA EN GELES DE AGAROSA

El DNA, procedente de reacciones de PCR o restriccion, se separd en geles de agarosa al
0.7%. La banda que contenia el fragmento de DNA de interés se cortd y se purificd con el
sistema GeneClean, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

La purificacion de fragmentos procedentes de la digestion de cromosomas artificiales

bacterianos se realizd con el sistema Qiaex® II gel extraction kit (Qiagen).

2.4.5. ENZIMAS DE CLONAJE: RESTRICCION, GENERACION DE EXTREMOS
ROMOS, DESFOSFORILACION Y LIGACION DE DNA

Las enzimas de restriccion utilizadas en la manipulacion de DNA se adquirieron de New
England Biolabs (NEB), Roche y Fermentas. Para la generacion de extremos romos se
utilizd el fragmento Klenow de NEB. La desfosforilacion de los extremos de DNA se
realizo con la fosfatasa alcalina de gamba (SAP) de USB. En la ligacion de DNA se empled
la DNA ligasa del fago T4 (NEB).
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Las reacciones de restriccion, generacion de extremos romos, desfosforilacion vy

ligacion, se hicieron segiin los protocolos previamente descritos (Sambrook y col., 2001).

2.4.6. PLASMIDOS DE CLONAJE DE PRODUCTOS DE PCR

Para el clonaje de productos de PCR amplificados con AmpliTaq polimerasa, que genera
extremos con una A-protuberante, se utilizd el plasmido pGEM-T Easy Vector (Promega),
de 3.001 Kb, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El plasmido contiene los
promotores de los bacteridofagos T7 y SP6 entre los que se encuentra el sitio de clonaje, que
contiene extremos con una T-protuberante.

El clonaje de fragmentos romos de DNA amplificados con Pfu polimerasa se realiz6 en
el plasmido pBlueScript® 11 (Fermentas), digerido previamente con la enzima Eco RV, que

genera extremos romos.

2.4.7. PLASMIDOS PARA LA EXPRESION EN CELULAS EUCARIOTAS

Para el clonaje y expresion de minigenomas en células eucariotas se utilizo el plasmido
pcDNA3 (Invitrogen) de 5.4 kb. Este vector posee el promotor de los genes
inmediatamente tempranos de CMV y un gen de resistencia a ampicilina. El promotor de
T7 situado inmediatamente después del promotor de CMV se elimind por digestion en las
dianas Nde I y Bam HI. En la region 3’ de los minigenomas se incluyd una secuencia
sintética de poli-A, la ribozima del virus de la hepatitis delta y la sehal de terminacion de la
hormona de crecimiento bovina (BGH), tal y como se habia descrito previamente (Izeta y
col., 1999).

Los cDNAs virales recombinantes se expresaron bajo el promotor de CMV desde BACs.
Se utilizo el plasmido pBeloBACI1 (Wang y col., 1997), cedido al laboratorio por H.
Shizuya y M. Simon (Department of Biology, California Institute of Technology, Pasadena,
California, Estados Unidos). Este plasmido, de 7.5 kb, contiene un gen de resistencia a
cloranfenicol (CM’"), los genes necesarios para mantener una copia tnica del plasmido por
célula (parA, parB, parC y repE) y el origen de replicacion del factor F de E. coli (oriS).

El replicon del virus Sindbis esta clonado bajo el promotor del virus del sarcoma de
Rous (RSV) en el plasmido pSINrep21 (Agapov y col., 1998) y contiene un gen de
resistencia a puromicina. Fue cedido al laboratorio por C. Rice (The Rockefeller University,

Nueva York, Estados Unidos).
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2.4.8. OTROS PLASMIDOS

El plasmido pcDNA3-M33L, utilizado como intermediario de clonaje en la construccion
del plasmido pcDNA3-M26, se gener0 a partir de pSL-M33L, descrito previamente (Izeta y
col., 1999), por digestion de este Gltimo en los sitios Nde 1 y Bam HI e insercion del
fragmento resultante en el plasmido pcDNA3, digerido con las mismas enzimas.

El plasmido pcDNA3-M26L se gener0 a partir de pcDNA3-M33L (Izeta y col., 1999)
por PCR solapante, para eliminar la region de 568 nt entre los extremos 5’ y 3’, utilizando
los sitios tGnicos Hind Il 'y Eco 721 para introducir el fragmento de PCR. El plasmido
pcDNA3-M26L se utilizO como vector para el clonaje de los minigenomas M24, M22,
M19, M17 y M15, utilizando su diana Gnica Kpn 1.

El plasmido pcDNA3-M33GUS se generd a partir del plasmido pSL-M39GUS (Alonso
y col., 2002), por eliminacion de las TRSs virales que precedian al gen de la f3-
glucuronidasa (GUS) y de la region interna del minigenoma M39, que esta ausente en el
genoma defectivo M33, mediante digestion con la enzima Blp 1y Nde 1. El plasmido
resultante se digirid con Nde I'y Bam HI y se clond en pcDNA3 para generar el plasmido
pcDNA3-M33GUS. A partir de este plasmido se obtuvo pcDNA3-M33GUSA171, por
delecion de 171 nt del extremo 3’ esenciales para la replicacion de minigenomas derivados
de CoV.

El plasmido pcDNA3-eGFP se genero en el laboratorio por introduccion de la proteina
eGFP en los sitios Nde 1 y Bam HI del vector pcDNA3 (D. Escors y L. Enjuanes, resultados
no publicados).

El plasmido pSL-Avr II-A3-Ppu MI-ORF5-LIMP II, generado en el laboratorio (S.
Alonso y L. Enjuanes, resultados no publicados), se utilizd como intermediario de clonaje
para la generacion de los cDNAs virales recombinantes TGEV-PUR46-S,;, que contienen
la proteina S del aislado respiratorio PTV.

El plasmido pBeloBAC-PUR-S,.,, que contiene el cDNA infectivo del virus
recombinante TGEV con el gen S del aislado PTV, fue generado en el laboratorio (C.
Sanchez y L. Enjuanes, resultados no publicados).

El plasmido pSINrep21-GFP fue cedido al laboratorio por C. Rice (The Rockefeller
University, Nueva York, Estados Unidos).

2.4.9. PURIFICACION DE PLASMIDOS
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Los plasmidos, crecidos en bacterias en presencia de los antibidticos de seleccion
adecuados, se purificaron utilizando los sistemas (i) Plasmid Mini Kit (Qiagen), para la
preparacion de DNA a partir de volimenes pequehos de cultivo (1-2 ml) o (ii) Plasmid
Midi Kit (Qiagen), para la preparacion de DNA a partir de volimenes mayores (50-100 ml),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los BACs se purificaron con el sistema
Large-Construct Kit (Qiagen) a partir de 500 ml de cultivo bacteriano.

El DNA de los plasmidos purificados se secuencid en un secuenciador multicapilar ABI
Prism 3730 (Applied Biosystems) para confirmar la introduccion correcta del inserto y

descartar mutaciones u otras anomalias.

2.5. CLONAJE DEL c¢DNA DE MINIGENOMAS SINTETICOS
DERIVADOS DEL VIRUS TGEV EN PLASMIDOS DE EXPRESION

DE CELULAS EUCARIOTAS
2.5.1. GENERACION DEL ¢DNA DEL MINIGENOMA M26

Para obtener el cDNA del minigenoma M26, se amplificaron por PCR los fragmentos
denominados 1y 2, con las parejas de oligonucledtidos 5’-AAGCTTTATGATATCTTCG
G-3’/ 5’-TTCAAATGATGAACC-3’y 5’- ATGCTGTATTTATTACAG-3’ / 5’-CACGT
GCTTACCATTC-3’, respectivamente, utilizando como molde el plasmido pSL-M33L
(Izeta y col., 1999). Se representa en negrita la diana Hind Il (en la primera pareja de
oligonucleotidos) y Eco 721 (en la segunda pareja). Ambos productos de PCR se clonaron
en el sistema pGEM-T Easy Vector. El plasmido pGEM-1, que contenia el fragmento 1 de
PCR, se digirid con las enzimas Eco Rl y Hind 111 y el plasmido pGEM-2, que contenia el
fragmento 2 de PCR, se cortd en la dianas Eco RI'y Eco 721. Los fragmentos obtenidos se
ligaron al vector pcDNA3-M33L previamente digerido con las enzimas Hind IIl y Eco 721
para dar lugar a pcDNA3-M26 (Fig. 7). Este plasmido contiene las secuencias de los
extremos 5’ y 3’ del minigenoma M26 separadas por una region espaciadora de 60 nt,

derivada del plasmido intermedio de clonaje (pPGEM-T), y una diana Gnica Sbf I.

2.5.2. GENERACION DE LOS PLASMIDOS QUE CONTIENEN EL ¢cDNA DE LOS
MINIGENOMAS M24, M22, M19, M17, M15 Y MA1
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Los minigenomas mutantes de delecion en la region 5’ del minigenoma M26 (M24,
M22, M19 y M17) se generaron por amplificacion de un fragmento de PCR con el
oligonucledtido directo 5’~-AAGCTTTATGATATCTTCGG-3’ (diana Hind 111 en negrita)

2144 nt 494 nt
Hind 1l Eco721
3.3 Kb
1209 nt 305 nt
< > >
PCR 1 PCR 2
Hind il  EcoRI EcoRl Eco72]
pGEM-1 pGEM-2
Hind I/ Eco RI t ¢ EcoRl/Eco721
Hind I EcoRlI Eco 72l
;
60 nt l—
>
pcDNA3-M26

Figura 7. Esquema del clonaje del cDNA del minigenoma M26 en el vector pcDNA3. Se amplificaron por
PCR los fragmentos 5’ (PCR 1) y 3’ (PCR 2) del genoma del TGEV contenidos en el minigenoma M33L,
flanqueados por las dianas de restriccion Hind IIl y Eco 721, respectivamente. Ambos productos de PCR se
clonaron en plasmidos pGEM-T. La digestidon con las enzimas indicadas generd dos fragmentos que se
introdujeron en el vector pcDNA3-M33L, entre los sitios de restriccion Hind II1 y Eco 721. La secuencia
espaciadora de 60 nt que une los extremos 5’ y 3’ del minigenoma M26 proviene del pladsmido intermedio de
clonaje (P GEM-T) y contiene una diana Gnica Sbf 1y la diana Eco RI. L, secuencia lider. pT7, promotor del

bacteriofago T7.

y los distintos oligonucledtidos reversos descritos en la Tabla 2 a partir del plasmido
pcDNA3-M26L. Los fragmentos obtenidos se clonaron en pGEM-T Easy Vector y se
digirieron con la enzima Mlu 1. Posteriormente, se generaron extremos romos con el
fragmento Klenow y se realizd una nueva digestion con la enzima Hind IlI. Cada uno de los
fragmentos obtenidos se ligd al vector pcDNA3-M26L cortado previamente con Kpn 1,
romizado con el fragmento Klenow y digerido nuevamente con Hind 1lII, para dar lugar a

los plasmidos pcDNA3-M24, pcDNA3-M22, pcDNA3-M19 y pcDNA3-M17 (Fig. 8).
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Tabla 2. Oligonucledtidos reversos utilizados para el clonaje de los

minigenomas M24, M22, M19 y M17.

Minigenoma Polaridad Oligonucleotido (5°-3”)

M24 Negativa GGTGTCACATTAACAGTTGCACCAACCAAGC
M22 Negativa CCGTCGACACGATTGTCTGGAACCACAAATGTTGGC
MI19 Negativa ACGCGTCTCTTTTAACGCTGCATGC
M17 Negativa ACGCGTCTCTTTTAACGCTGCATGC
Hinld n Kpn|l
M26L —_
M24
M22
M19
M17

PCR & -
\ pcDNA3-M26L

Miul

Hind Il

pGEM-T

Miu |/ Klenow / Hind 11l
Hind Il

C S

pcDNA3-M24 / M22 / M19 / M17

Figura 8. Esquema del clonaje del cDNA de los minigenomas M24, M22, M19 Y M17. Se amplificaron

por PCR fragmentos de distintos tamafios de la region 5° del minigenoma M26. El oligonucledtido de

polaridad positiva, que contiene la diana Hind III, hibrida en los nt 936 a 955 del minigenoma M26. Los

oligonucleotidos de polaridad negativa se indican en la Tabla 2. Los productos obtenidos se clonaron en el

vector pGEM-T. Estos plasmidos se digirieron con la enzima Mlu I, se generaron extremos romos con el

fragmento Klenow y se cortaron con Hind III. Los insertos asi obtenidos se ligaron en el vector pcDNA3-

M26L, cortado con la enzima Kpn I, romizado, y digerido a continuaciéon con Hind III. Los minigenomas

generados poseen una secuencia espaciadora de 60 nt, similar a la de la construccion pcDNA-M26, con una

diana tnica Sbf. I. pT7, promotor del bacteridfago T7.
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El plasmido pcDNA3-M135, que contiene el cDNA del minigenoma M15, se obtuvo por
digestion del plasmido pcDNA3-M26L con Hind IIl y Kpn 1, generacion de extremos
romos con el fragmento Klenow, introduccion de la secuencia espaciadora derivada de
pcDNA3-M26 (digerida con Spe Iy Mlu 1y romizada) y religacion del vector asi obtenido.

El plasmido pcDNA3-MA1, que contiene el cDNA del minigenoma MA1, se obtuvo por
digestion del plasmido pcDNA3-M26L en el sitio Kpn I, generacion de extremos romos con
el fragmento Klenow, nueva digestion con Psh Al, introduccion de la secuencia espaciadora
derivada de pcDNA3-M26 (digerida con Spe I y Mlu 1 y romizada) y religacion del vector

asi obtenido.

2.5.2.1. INTRODUCCION DE LAS REGIONES FaA Y Fs EN LOS MINIGENOMAS
M22, M19 Y M17

Los fragmentos FA (nt 1745 a 2144 en el genoma del TGEV) y FB (nt 1599 a 2144) se
generaron por PCR, a partir del plasmido pcDNA3-M26, con las parejas de
oligonucleotidos 5’-GGGTCGACGCTTTTACGATTGTAAACTACAAGCC-3’ / 5°-CAC
GTGCTTACCATTC-3’ y 5’-CTTTGTGCTTGGTGCTAAATACCTGTTG-3’ / 5°-CAC
GTGCTTACCATTC-3’, respectivamente. En negrita se indica la diana Eco 721 de los
oligonucleotidos. Los productos obtenidos se clonaron en pGEM-T Easy Vector.
Posteriormente, se digirieron los plasmidos en la diana Sac 11, situada en el vector, se
romizaron con el fragmento Klenow y se cortaron de nuevo con la enzima Eco 721. Los
insertos FA o FB se ligaron a un nuevo inserto (correspondiente a la region 3’ del extremo
5’ de cada miniegnoma) preparado por digestion de los plasmidos pcDNA3-M22, M19 6
M17 con la enzima Pst I, romizacidn con el fragmento Klenow y una nueva digestion en la
diana Hind IlI. La ligacion doble anterior se introdujo en el vector preparado a partir del
plasmido pcDNA3-M26, por restriccion con Hind 1l y Eco 721, para dar lugar a los
plasmidos pcDNA-M22FA, pcDNA-M19FA, pcDNA-M19FB, pcDNA-M17FA y pcDNA-
MI17FB.

2.5.2.2. INTRODUCCION DE LAS REGIONES Fc Y Fp EN EL. MINIGENOMA MA1
Los fragmentos Fc (nt 936 a 1149 del genoma viral) y FD (nt 936 a 1362) se generaron
por PCR, a partir del plasmido pcDNA3-M26, y las parejas de oligonucleotidos 5’-AAGC
TTTATGATATCTTCGG-3’ / 5°-CCGTCGACCATCACCAGGCTTAATATCACCC-3’
y 5-AAGCTTTATGATATCTTCGG-3° / 5’-CTCTTTTAACGCTGCATGC-3',
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respectivamente. Los productos de PCR se ligaron al vector pcDNA3-MAT1 digerido con
Sbf 1 y tratado con el fragmento Klenow para la generacion de extremos romos. Los

plasmidos resultantes se nombraron pcDNA3-MA1Fc y pcDNA3-MA1FD.

2.5.2.3. INTRODUCCION DEL GEN DE LA B-GLUCURONIDASA EN LOS
MINIGENOMAS M15 Y MA1

El gen GUS se amplificod con los oligonucleodtidos 5’-CCTGCAGGATGGTCCGTCCT
GTAG-3’ / 5>-CCTGCAGGTCATTGTTTGCCTCCC-3’, que inclufan la diana para la
enzima Sbf 1 (nucleotidos en negrita), a partir del plasmido pcDNA3-M33GUS, descrito en
el apartado 2.4.8. El fragmento de PCR se digiri6 con Sbf 1y se ligd al vector obtenido de la
digestion del plasmido pcDNA3-M15 con la misma enzima, para generar el plasmido
pcDNA3-M15GUS.

El plasmido pcDNA3-MA1GUS se construyd por digestion del plasmido pSL-mRNA-
A1 (descrito en el apartado 2.5.4.) con las enzimas Nde 1y Bam HI. El inserto resultante se

clonoé en los sitios correspondientes de pcDNA3.

2.5.3. GENERACION DE LOS PLASMIDOS QUE CONTIENEN EL cDNA DE
MINIGENOMAS EN LOS QUE SE HAN ELIMINADO ESTRUCTURAS
SECUNDARIAS PREVISTAS POR EL PROGRAMA mFOLD

La delecion de estructuras secundarias previstas por el algoritmo mFOLD (Zuker, 2003)
en los nt 1-950 del minigenoma M26 (SL1-8) se realizO por mutagénesis dirigida con el
sistema Quick Change Mutagenesis Kit de Stratagene, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los oligonucleodtidos utilizados se describen en la Tabla 3. El tiempo de
elongacion durante la reaccion de PCR inversa fue de 8 minutos y 30 segundos. Los
plasmidos resultantes de la PCR se digirieron con la enzima Dpn 1 para eliminar el DNA
molde metilado y se transformaron en las bacterias.

La delecion de motivos de estructura secundaria previstos por el programa mFOLD entre
los nt 951 a 2144 del minigenoma M26 (SL9-17) se realizo por PCR solapante. Para
amplificar el primer fragmento de PCR se utilizd el oligonucledtido directo (OD) 5°-
AAGCTTTATGATATCTTCGG-3’ (sitio Hind 111 en negrita) y cada uno de los
oligonucleodtidos reversos indicados en la Tabla 4. Para obtener el segundo fragmento de
PCR se utilizaron los oligonucleodtidos directos de la Tabla 4 y el oligonucledtido reverso

(OR) 5’-CACGTGCTTACCATTC-3’ (diana Eco 721 en negrita). Los fragmentos primero
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y segundo de PCR se utilizaron como molde en una PCR solapante con los
oligonucledtidos OD y OR. De esta forma, se obtuvieron productos de PCR flanqueados
por los sitios Hind 11l y Eco 721, que incluyen las deleciones de las estructuras secundarias
SL9 a SL17. Los fragmentos amplificados se cortaron con las enzimas Hind Il y Eco 721 'y
se clonaron en el vector pcDNA3-M26 digerido con las mismas enzimas. La posicion de

los nucleo6tidos delecionados se muestra en la Tabla 5.

2.5.4. GENERACION DE LOS PLASMIDOS QUE TRANSCRIBEN DESDE EL
MINIGENOMA M39 LAS SECUENCIAS QUE POTENCIALMENTE CONTIENEN
LA SENAL DE ENCAPSIDACION

Los fragmentos en los que se subdividido el minigenoma M33 (Al a A4 y B) se

amplificaron por PCR con los oligonucleotidos de la Tabla 6, que flanqueaban cada una

Tabla 3. Oligonucleotidos utilizados en la generacion de los minigenomas

SL1-8 por mutagénesis dirigida.

Minigenoma Polaridad Oligonucleotido (5°-3’)

SL1 Positiva GAGCGAACGGTGCAGTTCCGCCCGTAC

Negativa GTACGGGCGGAACTGCACCGTTCGCTC

SL2 Positiva CCCGTACAACGTTTCGCCGGCCGCC

Negativa GGCGGCCGGCGAAACGTTGTACGGG

SL3 Positiva CGTGCCTAGTCTTCCTTTGAGGGCTATG

Negativa CATAGCCCTCAAAGGAAGACTAGGCACG

SL4 Positiva CGTACCAGAATACTGTTCTTGGTAACGG

Negativa CCGTTACCAAGAACAGTATTCTGGTACG

SL5 Positiva CCTGTTCTTCTTACCGAACACTTTGACCTTAAAATTGC

Negativa GCAATTTTAAGGTCAAAGTGTTCGGTAAGAAGAACAGG

SL6 Positiva GAAGGAGAGGAGTACAGAAACCGCTGAATCAGC

Negativa GCTGATTCAGCGGTTTCTGTACTCCTCTCCTTC

SL7 Positiva GCGCGATGAGAAACCAAACTCTCTTTACC

Negativa GGTAAAGAGAGTTTGGTTTCTCATCGCGC

SLS Positiva CATAAATTGCCAAACTCACCAGTCAAAAAGAACTC

Negativa GAGTTCTTTTTGACTGGTGAGTTTGGCAATTTATG
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de las regiones, introduciendo secuencias de restriccion Sal I en los extremos (en los
oligonucleotidos la secuencia Sal I esta indicada en negrita). Los fragmentos amplificados
se digirieron con la enzima Sal I y se clonaron en el plasmido pSL-M39-GUS (Alonso y

col., 2002) cortado con la misma enzima.

Tabla 4. Oligonucleotidos utilizados en la generacion de los minigenomas

SL9-17 por PCR solapante.

Minigenoma Polaridad Oligonucleotido (5°-3’) (a)

SL9 Positiva CACCCTTTATGG ATCGCTGCTACTCTTAGATGCCC

Negativa CCATAAAGGGTG ATCCGAAGATATC

SL10 Positiva CTTCATTTTAT TTGGAGATTGGACTGG

Negativa ATAAAATGAAG AGTGTCAAAGC

SL11 Positiva GTCACTAGTATG TTCAATATGCTGGTGATG

Negativa CATACTAGTGAC AACAGCATCACC

SL12 Positiva GCTGGTGATGTT TGTATGCACCCCTGGTTTTG

Negativa AACATCACCAGC ATATTGAAG

SL13 Positiva CATTACAGGAAAA GAAGACTCCATGGTTTG

Negativa TTTTCCTGTAATG ATACAATC

SL14 Positiva GCACTTCTGCTTTT TAAAGATCTTGTAGACAAG

Negativa AAAAGCAGAAGTGC AAAGTG

SL15 Positiva CAGATTATCACA TCAATAATGCACTTGTCAAAC

Negativa TGTGATAATCTG CGTAAAAAC

SL16 Positiva GTAGCACCAGG ACAAGAGTGGTGAATATTATTTC

Negativa CCTGGTGCTAC AACATCATC

SL17 Positiva TATGATGTTGAT TGAAAATCACTAGTGAATTCG

Negativa ATCAACATCATA AACGATGTC

(a) Los nucleotidos solapantes se representan en cursiva.
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Tabla 5. Namero de nucledtidos eliminados y posicion de la

delecion en los minigenomas SL1-17.

.. N° de nucledtidos Posicion de la delecion en el
Minigenoma

delecionados genoma defectivo M26
SL1 48 198-246
SL2 31 265-296
SL3 46 380-426
SL4 47 455-502
SL5 57 552-609
SL6 46 637-682
SL7 11 793-804
SL8 21 867-888
SL9 44 970-1013
SL10 44 1016-1059
SL11 40 1167-1206
SL12 50 1226-1276
SL13 47 1419-1465
SL14 47 1604-1650
SL15 52 1722-1773
SL16 38 1949-1986
SL17 44 2097-2140

Tabla 6. Oligonucleodtidos utilizados en la construccion de los plasmidos pSL-M39-Ai/B.

Region Oligonucleotido positivo (5'-3") (a) Oligonucleodtido negativo (5'-3') (a)

Al GTCGACGAAATATTTGTCTTTCTATGAAATC GTCGACATGGCACCTCTGACAGTGCGAGC

A2 GTCGACCGTTCTTGAGGACTTTGACCTTAAAATTG GTCGACCATCACCAGGCTTAATATCACCC

A3 GTCGACTTTCTGGCAAAGTTAAGGGTGTC GTCGACACGATTGTCTGGAACCACAAATGTTGGC
Ad GTCGACGCTTTTACGATTGTAAACTACAAGCC GTCGACTTCAAATGATGAACCAAGTTTTGC

B GTCGACCAAATACCAACTGGCACACAAGATCC GTCGACAATTCTTCAGTGCAAGCACCTACTGTC

(a) En negrita se indica la diana Sal 1.

2.6. OBTENCION DE cDNAs DE VIRUS TGEV Y DEL REPLICON
DEL ALFAVIRUS SINDBIS, QUE EXPRESAN RNAs

POTENCIALMENTE RESPONSABLES DE LA ENCAPSIDACION
2.6.1. GENERACION DE ¢DNAs DE VIRUS RECOMBINANTES EN PLASMIDOS
pBACs, QUE INCLUYEN EN LA POSICION DE LOS GENES 3a/b SECUENCIAS
SOLAPANTES DEL EXTREMO 5’ DEL TGEV

El extremo 5’ del minigenoma M26 sin la secuencia lider (nt 100 a 2144) se dividido en 9
fragmentos de aproximadamente 400 nt (R1.1 a R6) solapando unos 100 nt entre si. Cada
uno de estos fragmentos se introdujo en la posicion de los genes no esenciales 3a/b

mediante PCRs solapantes. De esta forma, el virus transcribe desde las TRSs del gen 3a un
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RNA mensajero subgendmico que incluye distintas secuencias del extremo 5’ del
minigenoma M26 precedidas de la region lider. Como control negativo se introdujo, en la
misma posicion, un fragmento de 400 nt del extremo 3’ del gen de GFP (3’GFP).

La primera PCR (i) amplifico un fragmento 3’ del gen S (nt 24153 a 24883 del genoma
de TGEV) y la region de la TRS del gen 3a y a partir del plasmido pBeloBAC-PUR-S,,
utilizando los oligonucledtidos 5’-TTTGACCCCCAGAACTA-3’ / 5’-ATCAAGTTCGTCA

Tabla 7. Oligonucleotidos utilizados en la generacion de los pPBACs que incluyen fragmentos

del extremo 5’ del minigenoma M26 en el sitio de los genes 3a/b del TGEV.

Fragmento Polaridad Oligonucleodtido (5°-3’) (a) (b) Posicion en el genoma
R1.1 Positiva GACGAACTTGAT GAAATATTTGTCTTTCTATG

Negativa ~ GAACCGCACTCGCTACTACTAGGCG 100-242 nt
R1 Positiva GACGAACTTGAT GAAATATTTGTCTTTCTATG

Negativa CGGGCCGCTAAGCCCATTGCAGTTAGCTCTAAC 100-598 nt
R2 Positiva GACGAACTTGAT TTGGTGTTCTTGGTAACGGAG

Negativa CGGGCCGCTAAGCTTGACTGGTGGTGCTACATG 499-898 nt
R3.1 Positiva GACGAACTTGAT TATATGTTGATCAATACATG

Negativa GGGCCCGCTTAGCTCAGAACCACACGGGCATC 649-1048 nt
R3 Positiva GACGAACTTGAT ATCAGCAAACTCTCTTTACCATTC

Negativa CGGGCCGCTAAGCTTGGCAAAGAACTTAACTCC 799-1198 nt
R3.2 Positiva GACGAACTTGAT TCTTCGGATCACCCTTTATG

Negativa GGGCCCGCTTAGCGCATGCAACTAGTGATTTGC 949-1348 nt
R4 Positiva GACGAACTTGAT TTCTGGCAAAGTTAAGGGTG

Negativa CGGGCCGCTAAGCTGCACCACACTTTTGTACAAAC 1099-1498 nt
R5 Positiva GACGAACTTGAT ATTGTATCATTACAGGAAAATTG

Negativa CGGGCCGCTAAGCACAAGTTTGACAAGTGCATTATT 1399-1798 nt
R6 Positiva GACGAACTTGAT ATGTTTTTACGCAGATTATC

Negativa CGGGCCGCTAAGCTTCAAATGATGAACCAAGTTTTG 1699-2144 nt
3'GFP Positiva GACGAACTTGAT ACAAGACCCGCGCCGAGGTG

Negativa CGGGCCGCTAAGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG No hibrida en el genoma
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(a) La diana Blp 1, incluida en los oligonucledtidos de polaridad negativa, se representa en negrita.

(b) Los nucleotidos en cursiva solapan con el extremo 3’ del primer fragmento de PCR que incluye

las TRSs.

AGTACA GCATCTAC-3’ (los nt en cursiva hibridan con el oligo directo de la segunda
PCR). Esta secuencia amplificada incluye la diana Ppu MI (en la region 3’TRS del gen 3a)
utilizada en el clonaje. La segunda PCR (ii) amplifico las secuencias especificas de los
fragmentos R1.1 a R6 y 3’GFP con los oligonucledtidos de la Tabla 7, a partir de los
plasmidos pcDNA3-M26 y pcDNA3-GFP, respectivamente. Al fragmento R1.1, generado
con los olinucledtidos descritos en la Tabla 7, se unid, mediante PCR solapante, 250 nt del
extremo 3’ de GFP con los oligonucleotidos 5’-CGAGTGCGGTTCGCAGAAGAACGGC
ATCAAGG-3’ y 5-CGGGCCGCTAAGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG-3’ (la
diana Blp I esta indicada en negrita), para completar un fragmento de unos 400 nt.

Utilizando como molde los productos de PCR descritos (i y ii) se realizo una PCR
solapante, con el oligonucleotido sentido de la primera PCR y los oligonucledtidos reversos
de la segunda PCR (Tabla 7). Para la PCR solapante del fragmento R1.1 se utilizo el
oligonucleodtido reverso de la amplificacion de 250 nt de GFP, descrito anteriormente. El
producto final se clond en el vector pBlueScript digerido con Eco RV para obtener pBS-
5’3a-R1.1-6/3’GFP. Los plasmidos pBlueScript con las secuencias del extremo 5’ del
minigenoma M26 se digirieron con las enzimas de restriccion Ppu M1y Blp 1 'y el inserto
obtenido se 1ligd al vector pSL-Avr I1I-A3-Ppu MI-ORF5-LIMP II (descrito en el apartado
2.4.8.), digerido previamente en los mismos sitios. Se obtuvieron los plasmidos pSL-Avr II-
5’3a-R1.1-6/3’GFP, que se cortaron con la enzima Avr Il y, el producto de esta nueva
digestion, se ligd al vector pBAC proveniente de la digestion del plasmido pBeloBAC-
PUR-S,;y con la misma enzima, para dar lugar a los plasmidos pBAC-PUR-S,;-5’3a-
R1.1-6/3’GFP, que incluyen el cDNA del genoma del TGEV en el que los genes 3a/b se
han sustituido por las secuencias del extremo 5’ del minigenoma M26 (Fig. 9).

La obtencion de los plasmidos pBAC-PUR-S;-A5’3a-R1.1 y pPBAC-PUR-S,;,-A5’3a-
R1, en los que se eliminé la secuencia 5’°3a (3°TRS y region 5° del comienzo del gen 3a), se
realiz6 también por PCR solapante. La primera PCR amplifico la secuencia 5’TRS del gen
3a con los oligonucledtidos 5’-TTTGACCCCCAGAACTA-3’ / 5’-GTTTAGTTCTTAAAG
ACTTTATTCATCATCC-3" (nt 24153 a 24803 del genoma de TGEV) a partir del
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plasmido pBeloBAC-PUR-S,,,. La segunda PCR amplifico las secuencias de R1.1 y R1
partir del plasmido pcDNA3-M26, el oligo directo 5’-GTCTTTAAGAACTAAACGAAAT
ATTTGTCTTTCTATGAAATC-3’ (en cursiva se indican los nucleotidos complementarios

para la PCR solapante) y los correspondientes oligonucle6tidos antisentido indicados en la

— ) )I)
PouM | PCR SOLAPANTE Bip|
€ m—
l pBlueScript
PpuM | Bip| Avrll PpuM | Blp| Avrll

R1.1-6 / 3'GFP

pBS-5’3a-R1.1-6 / 3'GFP

pSL-Avr lI-A3-PpuM 1-ORF5-LIMPII

PpuM |
Bipl

Avrll PpuM | Blpl Avrll Avrll  Avrll

R1.1-6 / 3’GFP 3’-3b

pSL-Avrll-5'3a-R1.1-6 / 3’'GFP pBeloBAC-PUR-S;yy

1a 1b S R1.16/3GFP E M N 7 UTR

AAA
TGEV-PUR-S,,-5'3a-R1.1-6 / 3'GFP

Figura 9. Esquema del clonaje de los fragmentos del extremo 5’ del minigenoma M26 en el cDNA del
virus TGEV-PUR-S,y. Los fragmentos R1.1-6 / 3’GFP, que incluyen las secuencias 3’TRS del gen 3a (CS,
3’TRS y 57 nt del extremo 5’ del gen 3a), unidas a regiones del extremo 5’ del minigenoma M26, flanqueados
por los sitios PpuM 1y Blp 1, se amplificaron por PCR solapante. Los productos de PCR se clonaron en el
plasmido pBlueScript y después de digerir con las enzimas Ppu MI y Bip I, el inserto se introdujo en un
plasmido intermedio pSL, desde donde un nuevo inserto resultante de la digestion con Avr II, se introdujo en
los correspondientes sitios Avr II de pBeloBAC-PUR-S,;y para dar lugar al cDNA de TGEV que incluye, en

el sitio de los genes 3a/b y bajo las TRSs del gen 3a, secuencias procedentes del minigenoma M26.

Tabla 7 para R1.1 y R1. El fragmento A5’3aR1.1 también se fusion6 a 250 nt del extremo

3’ de GFP para completar un fragmento de unos 400 nt, como se describe anteriormente.
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2.6.2. GENERACION DE REPLICONES DEL ALFAVIRUS SINDBIS QUE
EXPRESAN RNAs DEL EXTREMO 5’ DEL TGEV

Los fragmentos AL-A5’3a-R1.1, L-A5’3a-R1.1 y L-5’3a-R4 se generaron con los
oligonucleotidos de la Tabla 8, que anadian las dianas de restriccion Xba I'y Mlu 1 en los
extremos 5’ y 3’ respectivamente, utilizando como molde el cDNA sintetizado por RT a
partir de sgRNAs de células infectadas con los virus TGEV-PUR-S,-A5’3a-R1.1, 6 R4.
Los fragmentos de PCR y el plasmido pSINrep21, que contiene el replicon del virus
Sindbis, se cortaron con las enzimas Xba 1'y Mlu 1. Se obtuvieron asi el vector y los insertos
que se ligaron para generar los plasmidos pSINrep21-AL-A5’3a-R1.1, pSINrep21-L-A5’3a-
R1.1 y pSINrep21-L-A5’3a-R4.

Tabla 8. Parejas de oligonucleodtidos utilizados en la generacion de los DNAs

complementarios a los sgRNAs que se expresan desde el replicon del virus

Sindbis.
sgRNA Polaridad Oligonucledtido (5°-3’) (a)
AL-A5'3a-R1.1 Positiva CCGGGTCTAGACGTGGCTATATCTCTTCTTTTAC
Negativa GGCCCACGCGTGTCAATTTCGTTTAGAACCGC
L-A5'3a-R1.1 Positiva CCGGGTCTAGAACTTTTAAAGTAAAGTGAGTG
Negativa GGCCCACGCGTGTCAATTTCGTTTAGAACCGC
L-5'3a-R4 Positiva CCGGGTCTAGAACTTTTAAAGTAAAGTGAGTG

Negativa GGCCCACGCGTGTCAATTTCGTTTAGAACCGC

(a) Las dianas de restriccion Xba I, en los oligonucle6dtidos de polaridad positiva,

y Mlu 1, en los oligonucleotidos de polaridad negativa, se representan en negrita.

2.7. TECNICAS DE MANIPULACION DE RNA

La manipulacion de muestras de RNA se realizd siempre en condiciones libres de
RNAsas, utilizandose guantes, puntas con filtro y agua tratada con dietilpirocarbonato

(DEPC).

2.7.1. EXTRACCION DEL RNA CELULAR
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El RNA citoplasmatico total se purifico a las 16 hpi a partir de células ST infectadas y/o
transfectadas, crecidas en placas de cultivos de 35 mm de didmetro, utilizando el sistema
RNeasy® Mini Kit (Qiagen) de acuerdo con las especificaciones del proveedor. La
concentracion y pureza del RNA se midid por absorbancia a 260 y 280 nm en un
espectrofotometro ND-1000 (Nanodrop®). Para las reacciones de RT-PCR, los RNAs

celulares se diluyeron entre 10 y 100 veces.

2.7.2. EXTRACCION DEL RNA VIRAL

Los RNAs de virus purificados total o parcialmente y resuspendidos en tampon TNE se
aislaron utilizando el sistema RNeasy® Mini Kit (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. La concentracion y pureza del RNA se midid en el espectrofotometro ND-
1000 (Nanodrop®). Para las reacciones de RT-PCR los RNAs virales se utilizaron sin

diluir.

2.7.3. TRANSFERENCIA E HIBRIDACION A MEMBRANAS DE RNA
(NORTHERN BLOT). SINTESIS DE SONDAS

Los RNAs se separaron en geles desnaturalizantes al 1% de agarosa-2.2 M de
formaldehido y se transfirieron a membranas de nylon cargadas positivamente
BrightStar ™-Plus (Ambion). Para la deteccion de los RNAs se utilizaron dos sondas de
DNA, que se obtuvieron por PCR y se marcaron mediante el sistema BrightStar ™
Psoralen-Biotin Nonisotopic Labeling Kit (Ambion), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Para detectar el RNA del minigenoma M26, de tamafo similar al mRNA del gen
M, se utiliz6 una sonda especifica de la replicasa del virus PUR46-MAD (nt 936 a 1149).
Para detectar los mRNAs transcritos por el virus y el genoma viral, se utiliz6 una sonda que
hibridaba en el extremo 3’ del virus (nt 28300 a 28544). Para la deteccion del replicon del
virus Sindbis y de los RNAs subgenOmicos transcritos, se diseid una sonda en el gen de
resistencia a puromicina (pac), situado en el extremo 3’ del genoma del replicon y de todos
los RNAs subgendmicos (nt 429 a 678 del gen pac). Las sondas se hibridaron con el RNA a
42 °C en presencia del tampdn de hibridacion ULTRAhyb ™ de Ambion, de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. La deteccion de las sondas se realizdo con el sistema

BrightStar ™ BioDetect ™ Kit (Ambion) seglin las recomendaciones del fabricante.

2.7.4. RT-PCR CUALITATIVA

75



materiales y métodos

La deteccion del RNA genomico del TGEV, de los mRNAs subgendmicos y de los
minigenomas transfectados, se realizo mediante reacciones de transcripcion reversa (RT)
con 100 ng de RNA total y oligonucledtidos reversos especificos (Tabla 9). Las reacciones
se realizaron en un volumen de 20 yl a 42 °C durante 1 hora y media con deoxinucleotidos
trifosfato (ATP, TTP, GTP, CTP) 0.25 mM, y 0.2 U de la transcriptasa reversa de M-MLV
(Ambion) en el tampdn de reaccidon suministrado por el fabricante.

La amplificacion de DNA se realiz0 mediante PCR utilizando como molde 2 pl del

cDNA de las reacciones de RT y oligonucleotidos especificos (Tabla 9). Las reacciones de

Tabla 9. Oligonucledtidos utilizados en las reacciones de RT-PCR cualitativa.

RNA Polaridad Oligonucledtido (5°-3) Producto amplificado (nt)
Genoma Positiva CTTTGTGCTTGGTGCTAAATACCTGTTG

Negativa TAGCCCGTTCAAGAACACC 1328
Minigenoma 1 (a) Positiva CTTTGTGCTTGGTGCTAAATACCTGTTG

M26, 765

Negativa CACGTGCTTACCATTC M33, 1333

Minigenoma 2 (a) Positiva CGTTCTTGAGGACTTTGACCTTAAAATTG
M26, 1677; M24,1421; M22,1183;

Negativa AAGTAATAGTCTTTCTAATAATTGGAGTCTACCA M19, 894, M17, 683
Minigenoma 3 (a) Positiva CGTTCTTGAGGACTTTGACCTTAAAATTG

Negativa ATCACTAGATCCAGACGTTAGCTCTTCC M17, 1057; M15, 847; MAL, 556
M33GUS Positiva GCGACCTCGCAAGGC

Negativa CACGTGCTTACCATTC 580
M39GUS Positiva CTTGGTGGATCTGTTGCC

Negativa GACCCACACTTTGCCGTAATGAG 1040
mRNA-Ai/B Positiva GTGAGTGTAGCGTGGCTATATCTCTTC

Negativa GACCCACACTTTGCCGTAATGAG 948
PUR-S;1y-sgRNA (I Positiva GTGAGTGTAGCGTGGCTATATCTCTTC

Negativa ATCACTAGATCCAGACGTTAGCTCTTCC 600-780

(a) Los oligos de RT-PCR estan disefiados en regiones 5’ y 3’ comunes para todos los minigenomas. El
tamafo de la banda amplificada por RT-PCR para cada uno de los genomas defectivos varfa en funcién de la
secuencia 5° del TGEV incluida en el minigenoma. Junto al nombre del minigenoma se indica el tamafo de

banda esperado en cada caso.
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(b) El tamaho del amplicon varfa entre 600 y 780 nt debido a las diferencias de nt entre los sgRNA, por
incorporacién o no de la regién 5°3a y por el tamafio relativamente variable de los fragmentos del

minigenoma M26 introducidos (entre 400 y 500 nt).

PCR se realizaron en 30 ciclos, con una temperatura de hibridacion entre 50 y 55 °C
(dependiendo del oligonucledtido) durante 30 segundos, y una elongacion a 72 °C entre 1y
2 minutos, dependiendo de la longitud del fragmento amplificado. Los productos de PCR se

analizaron en electroforesis en gel de agarosa al 1%.

2.7.5. RT-PCR CUANTITATIVA O EN TIEMPO REAL

La cuantificacion relativa del RNA gendmico, de los RNAs subgendmicos y de los
minigenomas, se realizO mediante RT-PCR en tiempo real. El diseho de los
oligonucleotidos especificos para la amplificacion se hizo con el programa Primer
Express® v2.0, segln instrucciones del proveedor. Previamente se comprob6 que todas las
parejas de oligonucleodtidos utilizadas para la cuantificacion posefan la misma eficiencia de
amplificacion en la PCR, medida como la pendiente de la recta estandar, de valor —3.3
aproximadamente. La reaccion de RT se realiz6 con 30 ng de RNA total y con el mismo
oligonucleotido reverso de la PCR (Tabla 11), a excepcion de la cuantificacion de los
RNAs subgenomicos A5’3a-R1.1, A5’°3a-R1, AL-A5’3a-R1.1 y L-A5’3a-R1.1, en los que se
utilizd un oligonucleotido (5’-TTTAGAACCGCCTGAGAAAAGG-3’) que hibridaba en el
extremo 3’ del gen 3b (nt 25797 a 25818 del genoma viral) no delecionado para discriminar
el producto de PCR del genoma viral, que posee la misma secuencia. Las reacciones se
realizaron en un volumen de 20 gl a 50 °C durante 1 hora y media con deoxinucledtidos
trifosfato (ATP, TTP, GTP, CTP) 0.25 mM, y 5 U de la enzima ThermoScript Reverse
Transcriptase (Invitrogen) en el tampon de reaccion suministrado por el fabricante.

Para la PCR se utilizaron 2 ul del cDNA generado en la RT, con los oligonucledtidos
indicados en la Tabla 11 a las concentraciones determinadas para que la PCR fuera
eficiente, en 25 ul de reaccion con el reactivo Power SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), segin instrucciones del proveedor. Para cada reaccion se realizaron
triplicados de la medicion. La deteccion se realizdo con ABI PRISM 7000 sequence detection
system (Applied Biosystems). Los resultados se analizaron con el programa ABI
PRISM7000 SDS v1.0 (Applied Biosystems). La cantidad relativa de cada especie de RNA

se cuantifico respecto al genoma viral (calibrador), utilizando el método AACt, o respecto a
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Tabla 11. Oligonucledtidos utilizados para las reacciones de RT-PCR en

tiempo real.

RNA Polaridad Oligonucleotido (5°-3)
Genoma Positiva TTCTTTTGACAAAACATACGGTGAA
Negativa CTAGGCAACTGGTTTGTAACATCTTT
Minigenoma Positiva CCATATGGGAGAGCTCCCAA
Negativa TCTGGTTTCTGCTAAACTCCTATATAAGATATT
mRNA-N Positiva CGTGGCTATATCTCTTCTTTTACTTTAACTAG
Negativa CCTGGTTGGCCATTTAGAAGTTTAG
mRNA-7 Positiva CGTGGCTATATCTCTTCTTTTACTTTAACTAG
Negativa AAAACTGTAATAAATACAGCATGGAGGAA
mRNA-3a Positiva CGGACACCAACTCGAACTAAACTTAC
Negativa ATCAAGTTCGTCAAGTACAGCATCTAC
sgRNA-A5'3a  Positiva CGTGGCTATATCTCTTCTTTTACTTTAACTAG
Negativa GTGATTGCCAAACTGAATGGAA
GFP Positiva GAGTACAACTACAACAGCCACAA
Negativa CGATGGGGGTGTTCTGCTG
B-actina Positiva ATGTTTGAGACCTTCAACACGCC
Negativa CAGAGTCCATGACAATGCCAGTGGT

una recta patron generada por diluciones seriadas de orden 10 de cada amplicon analizado,

segiin recomendaciones del proveedor.

2.7.5.1. CALCULO DE LA EFICIENCIA DE ENCAPSIDACION DE RNAs

La cantidad relativa de cada especie de RNA se cuantifico por RT-PCR en tiempo real,
tal y como se ha descrito en el apartado anterior. La eficiencia de encapsidacion de un RNA
determinado se expresd en porcentaje respecto a la encapsidacion del RNA gendmico

(gRNA), al que arbitrariamente se le asign6 una eficiencia de encapsidacion del 100%,

mediante la formula de la Fig. 10.

2.7.6. TRATAMIENTO CON DNAsa DEL RNA
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3 ug de RNA total de pase PO de células transfectadas con el DNA que expresaba los
minigenomas, obtenido seglin se ha descrito en el apartado 2.7.1., se resuspendieron en un
volumen final de 45 pul de agua DEPC. La digestion del DNA se realizd con la enzima
provista por el sistema TURBO DNA-free ™ (Ambion) durante 30 minutos a 37°C. La
inactivacion de la DNAsa se realizo segln las instrucciones con el reactivo de inactivacion

provisto por el fabricante. Se utilizaron 2 ul de RNA, libre de DNA, para la reaccion de RT.

RNA-genomay,p RNA-minigenomayg
Yo=———=100% W, -
RNA-genomacgg, RNA-minigenomacgg,_
¥, X 100

Eficiencia de encapsidacion
del minigenoma (%)

¥,

Figura 10. Calculo de la eficiencia de encapsidacion de los minigenomas. La encapsidacion del genoma
(W) se calcula como el cociente entre el RNA gendmico en los viriones (RNA-genomay, ) respecto al RNA
del genoma viral en células infectadas (RNA-genomacy, ), expresado en unidades relativas de RNA en cada
caso. La encapsidacion del minigenoma (¥,) es la relacion entre la cantidad de RNA del minigenoma en los
viriones (RNA-minigenomay;z) respecto al RNA del minigenoma en células infectadas (RNA-
minigenomacg; ). La eficiencia de encapsidacion (%) de cada minigenoma se calculd en referencia a la

encapsidacion del RNA gendmico viral en cada muestra al que se asignd arbitrariamente el valor de 100%.

2.7.7. TRATAMIENTO CON RNAsa A DE VIRIONES

200 pl de viriones purificados resuspendidos en TNE se incubaron durante 30 minutos a
37°C con 2 ug de RNAsa A (Sigma). Posteriormente se ahadieron 100 U del inhibidor de
RNAsas RNasin® (Promega) y el RNA no digerido (protegido) se extrajo segin el

protocolo descrito en el apartado 2.7.2.

2.7.8. ENSAYO DE REPLICACION DE MINIGENOMAS EN PASE P0

Se transfectaron 625 ng de plasmidos que expresaban los minigenomas derivados del
TGEV bajo el promotor de CMV en células ST, y se procedid segin lo descrito en el
apartado 2.1.3. A las 6 hpt se infectaron las células con el virus complementador (apartado
2.2.3). Entre las 12-16 hpi se recogid el RNA de células transfectadas no infectadas y de

células transfectadas infectadas. Los RNAs de los minigenomas se trataron con DNAsa
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segtin lo descrito en el apartado 2.7.6. y se cuantificaron por RT-PCR en tiempo real con
los oligonucledtidos especificos (Tabla 11).

La replicacion de cada minigenoma se expresd como el incremento de moléculas de
RNA en células infectadas y transfectadas respecto a los niveles del mismo RNA en células
solo transfectadas. Al incremento obtenido con el minigenoma M26 se le asign6 el valor de
100% de replicacion. La replicacion de los otros genomas defectivos se expresd en

porcentaje respecto al minigenoma M26.

2.7.9. PREDICCIONES DE ESTRUCTURA SECUNDARIA DEL RNA CON EL
PROGRAMA mFOLD (VERSION 3.2)
La prediccion de estructura secundaria de RNA se realizd con el programa mFOLD 3.2

(Zuker, 2003) en la direccion http://www.bioinfo.rpi.edu/aplications/mfold/.

2.8. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE VIRIONES POR TINCION
NEGATIVA

Las preparaciones de virus purificado se adsorbieron durante 2 minutos a rejillas de
cobre-carbono activadas mediante luz ultravioleta utilizando un irradiador vacio
(BALZERS) y se lavaron 2 veces con agua destilada, en tampon PBS, durante 1 segundo en
cada lavado. Las muestras se tiieron negativamente durante 30 segundos con acido
fosfotingstico al 2%. Los virus se visualizaron en un microscopio electronico de

transmision JEOL 1200 EX II, tomandose fotografias representativas.
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3.1. ESTUDIO DE LAS SECUENCIAS MINIMAS NECESARIAS PARA
EL RESCATE DE MINIGENOMAS DERIVADOS DEL TGEV

La localizacion de senales en cis para la replicacion y encapsidacion del virus TGEV se
inicio utilizando una coleccidn de minigenomas sintéticos derivados del virus (Izeta y col.,
1999). Estos genomas defectivos mantenian intactos los extremos 5’ y 3’ aunque
presentaban grandes deleciones internas respecto al genoma viral completo. Se estudio el
rescate de minigenomas por un virus complementador en cultivos celulares. Los
minigenomas rescatados contenian las secuencias necesarias para la replicacion y la
encapsidacion viral. El minigenoma de menor tamano rescatado eficientemente se
denomin6é M33 e incluia 3.3 kb del genoma viral (Fig. 11). Partiendo de este minigenoma
se propuso delimitar las secuencias en cis requeridas para la replicacion y encapsidacion del

TGEV.

3.1.1. REQUERIMIENTO DE LOS EXTREMOS 5’ Y 3’ PARA EL RESCATE EN
TRANS DE MINIGENOMAS. GENERACION DEL MINIGENOMA SINTETICO
M26

Para determinar si tnicamente los extremo 5’ y 3’ del genoma del TGEV son suficientes
para la replicacion y encapsidacion de genomas defectivos, se construyd el minigenoma
M26 (Fig. 11), derivado del genoma defectivo M33, en el que se habian eliminado las
secuencias discontinuas internas del genoma. El minigenoma M?26, de 2.6 kb, contenia: (1)
en el extremo 5°, los nucledtidos 1 a 2144 del genoma del TGEV, que incluian la
secuencia lider, la region 5’-UTR completa y los primeros nucledtidos de la ORF la'y, (i1)
en el extremo 3’, los 494 Gltimos nucleotidos del virus, incluyendo un fragmento de la ORF
7y laregion 3’-UTR completa (Fig. 11). El minigenoma M26 tenia una longitud superior a
la de los minigenomas mas pequehos analizados en el laboratorio, M22 (2.2 kb) y M21 (2.1
kb) (Fig. 11), que eran rescatados con baja eficiencia (Izeta y col., 1999). A lo largo de la
secuencia no existia ninguna TRS que transcribiera RNAs subgendmicos a partir del
minigenoma M26. El extremo 5’ del genoma defectivo M26 incluia el inicio de la
traduccion de la ORF 1a de forma que, teéricamente, daria lugar a una proteina truncada de
612 aa, que corresponde al extremo amino terminal de la replicasa. Entre los extremos 5’ y
3’ del minigenoma M26 se incluyd una secuencia espaciadora de 60 nt (procedente del

entorno de la region de clonaje en el plasmido pGEM-T), ausente en el genoma viral, para
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Figura 11. Esquema de los minigenomas sintéticos M33, M22, M21 y M26, derivados del TGEV. Se
muestra el genoma completo (gRNA) del TGEV con las ORFs correspondientes y los minigenomas M33,
M22 y M21 derivados del mismo, descritos previamente (Izeta y col., 1999). El minigenoma M26 se
construy6 a partir del genoma defectivo M33 por eliminacién de las regiones internas discontinuas de 468 nt y
16 nt. Entre las regiones 5’ y 3’ se introdujo una secuencia espaciadora de 60 nt (no representada). Los
nlimeros indican la posicion, en nt, en el genoma viral. A la derecha se indica el tamafo, en kilobases (kb), de
cada minigenoma. Cada una de las regiones del genoma defectivo M33 estd sombreada indicando su
procedencia dentro del genoma del virus. Dentro de cada una de estas regiones se indica su tamaho en nt. L,

secuencia lider.

permitir el diseho de oligonucledtidos que discriminaran especificamente entre el
minigenoma M26 y el virus complementador TGEV en ensayos de RT-PCR.

El cDNA del genoma defectivo M26 se clono en el plasmido pcDNA3 bajo el promotor
inmediato-temprano de citomegalovirus (CMV) (Dubensky y col., 1996), que es
reconocido por la RNA polimerasa II celular (pol 1) en el ntcleo de célula. El clonaje se
realiz6 de manera que el extremo 5’ del RNA del minigenoma M26 transcrito por la pol 11
fuera idéntico al extremo 5’ viral, sin incluir nucle6tidos adicionales de origen no viral.
Para ello se gener6 una construccion similar a la utilizada previamente en el laboratorio
para transcribir el minigenoma M33 desde el plasmido pSL (Izeta y col., 1999), basada a su
vez en la empleada para la expresion de RNAs sintéticos del alfavirus Sindbis (Dubensky y

col., 1996; Penzes y col., 1998). Aunque el primer nucle6dtido del RNA transcrito a partir de
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estas construcciones no se ha confirmado experimentalmente, los analisis de construcciones
similares en las que se ha expresado el cDNA infectivo viral bajo el promotor de CMV en
el plasmido pBeloBAC mostraron que la primera base transcrita es adenina (Almazan y
col., 2000), que corresponde al primer nucledtido del TGEV. Adicionalmente, un
argumento a favor de la correcta transcripcion del extremo 5’ de los minigenomas desde el
promotor de CMV, son los datos previos de rescate eficiente de algunos minigenomas
amplificados mediante este sistema, como el genoma defectivo M33 (Izeta y col., 1999). En
la region 3’ del minigenoma M26 se ahadi6 una cola de 25 adeninas (Izeta y col., 1999)
para mimetizar el extremo 3’ del virus. A continuacion se introdujo la ribozima del virus de
la hepatitis delta para el correcto procesamiento del extremo 3’ del minigenoma, y la sefal
de terminacion de la transcripcion y poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina
(BGH) (Miller y col., 1980; Sasavage y col., 1980; Woychik y col., 1982).

Se establecio un sistema de amplificacion de minigenomas en dos etapas, como habia
sido descrito anteriormente (Izeta y col., 1999; Alonso y col., 2002). Las células se
transfectan con los plasmidos que expresan los genomas defectivos y posteriormente se
infectan con el virus complementador. En una primera etapa, se transcribe el RNA del
minigenoma por la pol II en el nacleo celular. En una segunda etapa, las moléculas de RNA
del genoma defectivo son translocadas al citoplasma donde, en el caso de incluir sehales en
cis para el proceso de replicacion, son re-amplificadas por la RNA polimerasa dependiente
de RNA (RdRp) del virus complementador. Finalmente, las moléculas de minigenoma que
incluyan también sehales de encapsidacion se empaquetan por el virus complementador y

se amplifican en sucesivos pases en cultivos celulares.

3.1.2. RESCATE DEL GENOMA DEFECTIVO M26

El minigenoma M26 se analizO en experimentos de rescate en frans con un virus
complementador (Fig. 12A). Células ST se transfectaron con los plasmidos que expresaban
el RNA de los minigenomas y se infectaron posteriormente con el virus PUR46-MAD (mdi
5). Un tercio del sobrenadante obtenido en el pase de la transfeccion, o pase PO, se utilizd
para infectar nuevas células ST confluentes y producir sobrenadantes de pase P1. El
proceso se repitid hasta pase P5. Como controles positivos de rescate se utilizaron los
minigenomas M33 (Izeta y col., 1999) y M33GUS. El genoma defectivo M33GUS contenia
la secuencia del minigenoma M33 y el gen GUS entre los extremos 5’ y 3’, como un

espaciador. El minigenoma M33GUSA171, con una delecion entre los nucledtidos 192-21
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de la region 3’-UTR, se utilizO como control negativo de rescate. Se ha descrito que la
region delecionada incluye motivos conservados, esenciales para la replicacion de otros
CoVs (Hsue y Masters., 1997; Williams y col., 1999). Ademas, también se ha comprobado
el requerimiento de esta secuencia para la replicacion del TGEV (Izeta y col., 1999).
Paralelamente se infectaron células sin transfectar para determinar el fondo inespecifico de
la reaccion de RT-PCR en la deteccion de los minigenomas. Como un control adicional del
experimento, células sin infectar se transfectaron con los plasmidos expresando los
minigenomas, para determinar la amplificacion debida a un arrastre del DNA trasnfectado.
En cada caso los sobrenadantes, con o sin infeccion, se pasaron como se ha descrito
anteriormente.

El RNA de las células de los distintos pases seriados (pase PO a pase P5) se analiz0 por
RT-PCR cualitativa con los oligonucle6tidos descritos en la Tabla 9 de Materiales y
Métodos, para determinar la presencia del genoma viral y los minigenomas. Para la
deteccion de los minigenomas M33 y M26 se utilizaron oligonucledtidos que hibridaban en
el extremo 5’ y 3’ comin a los dos genomas defectivos, lo que amplificaba dos bandas de
diferente tamano. Para la deteccion del minigenoma M33GUS se utilizd el mismo
oligonucledtido complementario al extremo 3’ y un oligonucleotido que hibridaba en el gen

GUS. El genoma del virus complementador se detecto en todas las células infectadas y a lo

Figura 12. Rescate en frans de los minigenomas M26, M33, M33GUS y M33GUSA171. (A) Esquema del
sistema de amplificacion de minigenomas en dos etapas. En el pase PO se transfectaron los plasmidos que
expresaban el RNA de los minigenomas desde el promotor de CMV por la pol II celular. Las células se
infectaron con el virus complementador PUR46-MAD y posteriormente el sobrenadante se pasd de forma
seriada cinco veces en células ST (pase P1 a pase P5). (B) Analisis por RT-PCR de la presencia del genoma
del virus complementador (izquierda) o del RNA del correspondiente minigenoma (derecha). (+), células
infectadas; (-), células no infectadas; RT(-), control de RNA no sometido a la reaccion de sintesis de cDNA
por la transcriptasa reversa; PCR(-), control de RNA copiado a cDNA pero no amplificado por la reaccion de
PCR. Se muestra un resultado de rescate representativo de, al menos, tres experimentos independientes. (C)
Titulacidn de los sobrenadantes de cada pase seriado. TGEV, células no transfectadas e infectadas con el virus
complementador. (D) Anélisis por transferencia e hibridacion de RNAs (Northern blot) de la presencia de los
minigenomas en las células de pase P5. En el esquema de la parte superior se muestra la localizacion de la
sonda en el genoma viral. Los nimeros indican las posiciones, en nt, del genoma del TGEV. A la izquierda se
indica el tamaho de los marcadores de RNA (kb). A la derecha se muestra la posicidn esperada para el

genoma del virus y los minigenomas ensayados.
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largo de, al menos, cinco pases (Fig. 12B), como era esperado. El minigenoma M26 se
amplifico por RT-PCR a partir del RNA celular de todos los pases analizados, al igual que
los controles positivos M33 y M33GUS (Fig. 12B). Por el contrario, el RNA del
minigenoma control negativo (M33GUSA171) dejo de amplificarse por RT-PCR a partir de
pase P2. La deteccion de los minigenomas M26, M33 y M33GUS no se debio a un arrastre
del plasmido transfectado puesto que, en las células transfectadas no infectadas, el
minigenoma expresado desde el plasmido s6lo se detectd en pase PO. Los resultados de
estos experimentos mostraron que el genoma defectivo M26 contiene en su secuencia las
sehales necesarias para el rescate, es decir, la replicacion y la encapsidacion por el virus
complementador. Por tanto, las regiones internas del genoma viral incluidas en el
minigenoma M33 no son necesarias para el rescate.

No se detectaron diferencias significativas entre los titulos del virus complementador en
cada caso (Fig. 12C). En todos los pases el virus presentaba titulos de entre 10° y 10’
UFP/ml, similares a los del virus en células no transfectadas, si bien algunos minigenomas
rescatados disminuian en determinados pases el titulo del virus complementador
aproximadamente 0.5 unidades logaritmicas.

Con el objeto de analizar la naturaleza de las especies de RNA rescatadas, se realizd un
experimento de transferencia e hibridacion (Northern blot) de los RNAs de pase P5, con
una sonda complementaria al extremo 5 del gen de la replicasa. La sonda hibridaria, por
tanto, con el RNA gendmico viral asi como con el RNA de los minigenomas rescatados.
Los resultados del Northern blot determinaron que el genoma defectivo M26 mantenia el
tamano correcto después de cinco pases de rescate en cultivos celulares. No se observaron
especies recombinantes de diferente tamahno al esperado para el minigenoma M26 (Fig.
12D).

El RNA de pase P5 del genoma defectivo M26 se secuencid practicamente en su
totalidad y no se observo ningiin cambio de nucledtidos a lo largo de la secuencia analizada
respecto a la secuencia contenida en el plasmido transfectado en pase PO. Aunque no se
determind la secuencia de los extremos del minigenoma M26, debe ser la secuencia
correcta, dado que el minigenoma es eficazmente replicado por el virus complementador y

la replicacion requiere que los extremos del RNA sean correctos.

3.1.3. CUANTIFICACION RELATIVA DEL RESCATE DE MINIGENOMAS EN
TRANS
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Para determinar con precision las diferencias en la eficiencia de rescate de los
minigenomas M26 y M33 y aumentar la sensibilidad estos ensayos, se emple6 un analisis
por RT-PCR cuantitativa o en tiempo real. Como primer objetivo, se propuso comparar
cuantitativamente el rescate de los minigenomas M33 y M26 y determinar si la eficiencia
de rescate era exactamente igual para ambos. Se optimizd un ensayo de RT-PCR
cuantitativa en el que las especies de RNA de M33 y M26 se detectaban con la misma
pareja de oligonucleotidos especificos. Para ello se gener6 un nuevo minigenoma M33 que
incluia entre los extremos 5’ y 3’ la region espaciadora de 60 nt idéntica a la existente en el
minigenoma M26 y cuya secuencia no estaba presente en el genoma viral (apartado 2.5. de
Materiales y Métodos). El amplicon detectado por RT-PCR cuantitativa se diseno entre la
secuencia espaciadora especifica de lo genomas defectivos M26 y M33, y ausente del

genoma viral, y el extremo 3’ del minigenoma.

108

104

102

—

M33 M26 Fondo

RNA, unidades relativas

Figura 13. Cuantificacion relativa por RT-PCR en tiempo real del rescate de los minigenomas M33 y
M26 en P3. La cantidad relativa de cada minigenoma se determind por RT-PCR en tiempo real, utilizando la
misma pareja de oligonucledtidos. Se representa el promedio de tres experimentos independientes con su
desviacion estandar. Fondo, células infectadas sin transfeccion previa de minigenoma. Representan el nivel de

fondo de RNA debido a hibridacién inespecifica o a dimeros de los oligonucledtidos.

Los minigenomas M26 y M33 se analizaron mediante el protocolo de rescate descrito en
el apartado anterior. La cantidad relativa de RNA de los minigenomas M33 y M26 se
determind en células de pase P3 (Fig. 13). Se observo que los niveles relativos de RNA de
ambos minigenomas eran similares. Por tanto, los genomas defectivos M33 y M26 se

rescataron con la misma eficiencia por el virus complementador. Estos resultados
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confirmaron que las secuencias internas del minigenoma M33 carecen de senales en cis
necesarias para el rescate de minigenomas derivados de TGEV. Las sehales requeridas para
la replicacion y encapsidacion de minigenomas por el virus complementador y,
presumiblemente, para el genoma viral, se localizaron exclusivamente en los 2144 nt del

extremo 5’ y en los 494 nt del extremo 3’.

3.1.4. DELIMITACION DE LA SECUENCIA DEL EXTREMO 5’ REQUERIDA
PARA EL RESCATE EN TRANS DE MINIGENOMAS SINTETICOS

Para determinar la minima secuencia del extremo 5’ necesaria para el rescate en frans de
minigenomas con un virus complementador se gener6 una coleccion de genomas defectivos
con deleciones crecientes en el extremo 5’ del minigenoma M?26, y se analiz0 su rescate en
cultivos celulares. Los minigenomas generados se designaron M24, con 1888 nt del
extremo 5°, M22 (1650 nt), M19 (1361 nt), M17 (1150 nt) y M15 (940 nt) (Fig. 14A).
Todas los genomas defectivos se clonaron en plasmidos pcDNA3 como se describid para el
minigenoma parental M26 (apartado 3.1.1 de Resultados). Entre los extremos 5’ y 3°, se
incluy6 la secuencia espaciadora de 60 nt, ausente en el genoma del TGEV. La longitud
total de cada minigenoma, en kb, venia indicada en su nombre, siendo M24 un minigenoma
de 2.4 kb, M22 de 2.2 kb, y asi sucesivamente.

Cada uno de los genomas defectivos sintéticos generados se analizd en experimentos de

rescate en trans con el virus complementador PUR46-MAD, como se ha descrito

Figura 14. Rescate en frans de los minigenomas derivados del genoma defectivo M26 delecionados en el
extremo 5°. (A) Esquema de los minigenomas M24, M22, M19, M17 y M15 obtenidos a partir del
minigenoma M26 por deleciones crecientes en el extremo 5°. El minigenoma M22 no posee exactamente la
misma secuencia que el descrito previamente (Izeta y col., 1999), aunque tiene un tamano similar (2.2 kb). A
la izquierda se indican los nombres de los minigenomas y a la derecha su tamaho (en kb). Los niimeros
indican posiciones, en nt, en el genoma de M26. L, secuencia lider. (B) Anélisis por RT-PCR cuantitativa de
los niveles de RNA de cada minigenoma en los pases seriados PO a P5. Los resultados se normalizaron
respecto al nivel de RNA del genoma defectivo M26 en cada pase. TGEV, RNA de células infectadas y no
transfectadas con el cDNA de ninglin minigenoma. Se muestra un resultado representativo de, al menos, tres
experimentos independientes. (C) Titulo viral de los sobrenadantes generados en cada pase del experimento
de rescate. (D) Longitud, en aminoacidos (aa), de la proteina traducida, tedricamente, a partir de la secuencia

de cada minigenoma.
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previamente. El nivel relativo de RNA de cada minigenoma en células infectadas se analizo
por RT-PCR en tiempo real, desde el pase PO al pase PS5 (Fig. 14B). Para la cuantificacion
de todos los minigenomas se utilizd la misma pareja de oligonucledtidos, que amplifica
especificamente la secuencia comprendida entre la region espaciadora de 60 nt y el extremo
3’, como se describi6 en el apartado 3.1.3.

Todos los genomas defectivos generados se rescataron con eficiencias
significativamente inferiores a las del minigenoma parental M26. Ninguno de los
minigenomas interfiri6 apreciablemente en el crecimiento del TGEV (Fig. 14C). Los
minigenomas M24, M22 y M19 se mantuvieron en niveles similares desde pase PO a pase
PS5, aproximadamente 100 veces por debajo del genoma defectivo M26. Unicamente el
genoma defectivo M 17 se detect6 a un nivel basal, 1000 veces inferior al minigenoma M26,
aunque se mantenia con los pases sin perderse. Por el contrario, el minigenoma M15
mostraba, desde pase P1, niveles de RNA semejantes a los del control negativo (células
infectadas no transfectadas). Los resultados de este experimento indican que la minima
secuencia del extremo 5’ necesaria para el rescate en trans de minigenomas derivados del
TGEV es de 1150 nt, la correspondiente al genoma defectivo M17. Por tanto, esta
secuencia debe contener las sehales minimas de replicacion y encapsidacion. Regiones mas
cortas del extremo 5’ que la descrita generan minigenomas que no se rescatan, como el
genoma defectivo M 15, que no se mantiene a lo largo de los pases por la pérdida de sehales
en cis fundamentales para la replicacion, encapsidacion o ambas. No obstante, no se puede
descartar que una menor eficiencia de rescate de un minigenoma pueda deberse a un
incorrecto plegamiento de su RNA, pese a que contenga las secuencias minimas
directamente implicadas en el rescate. El genoma defectivo M22 es un ejemplo de esta
posibilidad puesto que, pese a tener menos longitud en su extremo 5’ que el minigenoma
M24, se rescatd mas eficientemente.

En el BCoV y en arterivirus se ha descrito que el rescate de genomas defectivos depende
de la longitud de la ORF traducida por el minigenoma (Chang y col., 1996; Molenkamp y
col., 2000), y que una ORF amplia es un requerimiento para la replicacion. En el TGEV no
parece existir este requerimiento, dado que el minigenoma M24 traduce un polipéptido de
mayor longitud que el del genoma defectivo M26 (Fig. 14D) y, sin embargo, el
minigenoma M26 incluye el RNA rescatado mas eficientemente.

Los minigenomas M24, M22 y M19, rescatados en pase P5, se secuenciaron y no se

encontraron cambios de nucle6tidos respecto a la secuencia original transfectada.
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De los resultados se dedujo que los niveles de RNA en el pase P2 de un determinado
minigenoma ya eran indicativos del comportamiento del genoma defectivo, no siendo
imprescindible la evaluacion hasta pase P5. En los sucesivos experimentos de rescate de
minigenomas en frans se muestran los resultados de RT-PCR cualitativa hasta el pase P2-

P3y, en algunos casos, hasta el pase P5.

3.1.5. SECUENCIAS CANDIDATAS PARA AUMENTAR LA EFICIENCIA DEL
RESCATE EN TRANS: REGIONES FA Y FB

Los resultados anteriores sugirieron la posible relevancia para un rescate eficiente de
minigenomas de la secuencia 5’ presente en el minigenoma M26 y ausente en el
minigenoma M24, rescatado menos eficientemente (nt 1888 a 2144), dado que esta es la
Gnica diferencia de secuencia entre ambos minigenomas (Fig. 15A). Adicionalmente, y
puesto que el minigenoma M17 rescataba menos eficientemente que los genomas
defectivos M24, M22 y M19, este altimo con una longitud parecida a la del minigenoma
M17, se propuso el estudio de la relevancia en el rescate de una region mas amplia, la que
comprendia la diferencia entre los minigenomas M26 y M22 (nt 1650 a 2144). El
fragmento A (FA) se definid6 como la secuencia diferencial de M26 respecto a M24, y el
fragmento B (FB), representado por la region que diferencia los minigenomas M26 y M22.

La region FA se introdujo en los minigenomas M22, M19 y M17 y la region FB en los
genomas defectivos M19 y M17 (Fig. 15A), con el objeto de analizar si la adicion de dichas
secuencias mejoraba los niveles relativos de rescate de estos minigenomas, hasta
aproximarlos o igualarlos a los del minigenoma parental M26. En el diseho de las regiones
FA y FB se tuvo en cuenta la necesidad de un correcto plegamiento de estos fragmentos de
RNA, por lo que, en ambos casos, el fragmento que se introdujo en los minigenomas M22,
M19 y M17 era unos 50-100 nt mas largo en su extremo 5’. El extremo 3’ se mantuvo igual
que el extremo 3’ de la region 5’ incluida en el minigenoma M26, que es eficientemente
rescatado.

El rescate de estas construcciones en frans por un virus complementador se analizd por
RT-PCR cualitativa y por RT-PCR en tiempo real del RNA de células infectadas de pase
P2 (Fig. 15B). En ambos casos se observod que la introduccion de las secuencias FA y FB no
aumentaba la eficiencia del rescate de los minigenomas que las contenian (la mayor o

menor intensidad de las bandas estaba relacionada con una mayor o menor cantidad relativa
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Figura 15. Influencia de las regiones FA y FB en el rescate de minigenomas por un virus

complementador. (A) Esquema de los minigenomas M22FA, M19FA, M19FB, M17FA y MI17FB

generados por adicidon de las regiones FA o FB a los genomas defectivos M22, M19 y MI17,

respectivamente. A la derecha se indica el tamafo de cada construccidn, en kb. Los nimeros indican

posiciones en el genoma de M26, en nt. (B) Se determind la presencia del RNA genomico del virus

complementador (izquierda) y del RNA de los genomas defectivos generados y de sus parentales M22,

M19 y M17 (derecha) en los pases PO a P2. La grafica inferior muestra la cuantificacion por RT-PCR en

tiempo real de los RNAs de los genomas defectivos (enmarcados en rojo). El resultado se reprodujo en tres

experimentos independientes. TGEV, infeccidon en ausencia de minigenoma.
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de cada especie de RNA). No obstante, no se podia descartar que el RNA no se estuviera
plegando de manera adecuada. Esta observacion estaria apoyada por los resultados
obtenidos con el minigenoma M19FB que, pese a tener mas secuencia que el genoma
defectivo M19, se rescatd con menos eficiencia. En todos los casos se comprobd que los

titulos del virus complementador superaban 10° UFP/ml (resultados no mostrados).

3.1.6. REQUERIMIENTO DE LAS REGIONES Fc Y Fp EN EL RESCATE DE
MINIGENOMAS

El minigenoma MA1, que incluye 649 nt en el extremo 5’, carecia de algunas regiones
imprescindibles para el rescate, segin experimentos preliminares realizados en esta tesis

(resultados no mostrados). La adicion de secuencias presentes en otros minigenomas que
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Figura 16. Requerimiento para el rescate en frans de minigenomas de las regiones FC y FD. (A) Esquema
de los minigenomas. A la izquierda se indica el nombre y a la derecha el tamafo, en kb. Los nimeros indican,
en nt, las posiciones en el genoma. (B) Analisis por RT-PCR cualitativa del genoma viral (izquierda) y de los
minigenomas (derecha) M26, M17, M15, MA1, MAIFC y MA1FD en el pase P2 del experimento de rescate.
En el recuadro inferior se muestran los niveles de rescate medidos por PCR en tiempo real (Q-PCR), donde el
rescate eficiente del minigenoma M26 se representa como (+++); (+/-) y (-) indican valores de rescate entre
500 y 1000 veces inferiores, respectivamente. El mismo resultado se obtuvo en, al menos, tres experimentos

independientes. L, secuencia lider.
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rescataban podria revertir su rescate en cultivos celulares. Los fragmentos C y D (Fc y Fp)
se definieron como las regiones diferenciales de los minigenomas M15 y M17 (nt 940 a
1150) y entre los genomas defectivos M15 y M19 (nt 940 a 1361), respectivamente.

El analisis del RNA de pase P2 de las construcciones anteriores reveld que en ningin
caso se revertia el comportamiento del genoma defectivo MA1 por introduccion de las
secuencias Fc y Fp. El analisis por RT-PCR en tiempo real confirmé este resultado (Fig.
16). Se comprobd que el titulo del virus complementador super6 10° UFP/ml en todos los

pases dados (resultados no mostrados).

3.1.7. TAMANO MINIMO REQUERIDO PARA EL RESCATE EN TRANS DE
MINIGENOMAS: INSERCION DEL GEN DE LA B8-GLUCURONIDASA EN LOS
GENOMAS DEFECTIVOS

El minigenoma M15, de 1.5 kb, se detectaba al mismo nivel que el fondo de la reaccion
de RT-PCR a partir de pase P1, pese a la presencia del virus complementador (Fig. 14B).
Igual ocurria con el minigenoma MAT1 (1.1 kb), descrito en los apartados anteriores (Fig. 16
y 17). Esto podia ser debido a la pérdida de sehales en cis necesarias para la replicacion o la
encapsidacion, o a la necesidad de un tamano minimo para que las moléculas de RNA
fuesen replicadas por el virus, encapsidadas en el viridon, o para ambos procesos. Para
descartar la hipotesis de que el tamahno fuese determinante en el rescate se introdujo el gen
GUS en el minigenoma M15, denominandose M15GUS. Este gen introducia 1.8 kb de
secuencia, con lo que se generaba un minigenoma de 3.3 kb, de igual tamahno al del genoma
defectivo M33, muy eficientemente rescatado en frans. Asimismo, en experimentos
anteriores (Alonso y col., 2002) se habia mostrado que las secuencias del gen GUS eran
aceptadas (no toxicas) para la amplificacion de minigenomas que los contienen. El gen
GUS también se introdujo en el minigenoma MA1, sumando la nueva construccion un total
de 2.9 kb, por encima de las 2.6 kb del minigenoma M26.

El minigenoma M15GUS, al igual que el minigenoma M15, se perdid en pases
tempranos (pase P1-P2) cuando era complementado en trans por el virus PUR46-MAD.
Los resultados se observaron en analisis por RT-PCR convencional visualizados en geles de
agarosa y también por RT-PCR en tiempo real (Fig. 17). El minigenoma MA1-GUS
tampoco se rescat0 por el virus complementador. Por tanto, el tamafo no era responsable
del ineficiente rescate de los genomas defectivos. Los minigenomas carecian de las

secuencia o de la estructura secundaria necesaria para su rescate en cultivos celulares.
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Figura 17. Influencia del tamano de los minigenomas en su rescate por el virus complementador. (A)
Esquema de los minigenomas analizados. A la izquierda se indica su nombre y a la derecha su tamafo, en kb.
Los n@imeros indican, en nt, las posiciones en le genoma. GUS, fragmento del gen de la B-glucuronidasa. (B)
Andlisis por RT-PCR del genoma del RNA del virus complementador (izquierda) y de cada uno de los
minigenomas (derecha) en el pase P2 del rescate. En el recuadro inferior se muestran los niveles de rescate
medidos por PCR en tiempo real (Q-PCR), donde el rescate eficiente del minigenoma M26 se representa
como (+++) y (-) indica valores de rescate 1000 veces inferiores. El mismo resultado se obtuvo en, al menos,

tres experimentos independientes.

3.1.8. INFLUENCIA DE LA MULTIPLICIDAD DE INFECCION EN EL RESCATE
DE GENOMAS DEFECTIVOS

Experimentos previos en el laboratorio habian demostrado que los minigenomas
requerian de una alta mdi del virus complementador para su eficiente rescate, siendo la
multiplicidad infeccion minima para un rescate Optimo de 0.25 (A. Izeta y L. Enjuanes,
resultados no publicados).

Se ensayaron dos multiplicidades de infeccion diferentes (mdi = 1 y mdi = 10) del virus
complementador para determinar si la pérdida del minigenoma M15 en pase P1-P2 podia
revertirse a multiplicidades mas altas de las que se estaban utilizando. La mayor
multiplicidad de infeccion ensayada (mdi = 10) no revirtid el rescate ineficiente de los

minigenomas MA1 y M15 (Fig. 18). Los minigenomas que se perdian con los pases

97



resultados

carecian de secuencias en cis importantes para el rescate o el RNA no adquirfa la estructura

secundaria necesaria.
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Figura 18. Influencia de la mdi en el rescate de minigenomas. Analisis por RT-PCR cualitativa del rescate
de los minigenomas M26, M15 y MAI en los pases PO a P2, utilizando dos mdi diferentes (1 y 10). Se
muestra la amplificacion del genoma viral (izquierda) y de cada uno de los minigenomas (derecha). TGEV,

infeccion en ausencia de minigenoma.

3.2. LOCALIZACION DE DOMINIOS CONCRETOS, EN EL
EXTREMO 5° DEL MINIGENOMA M26, IMPLICADOS EN EL

RESCATE DE GENOMAS DEFECTIVOS
3.2.1. GENERACION DE MINIGENOMAS CON ESTRUCTURAS EN
HORQUILLA DELECIONADAS

Los minigenomas analizados hasta ahora presentaban grandes deleciones en su
secuencia 5’ respecto al minigenoma M26 (desde 250 nt hasta 1.5 kb) que, en general,
comprometian en todos los casos su rescate eficiente (no se redujo la secuencia de ningin
genoma defectivo sin afectar la eficiencia de su rescate). Por ello, se propuso la localizacion
de dominios estructurales de tamafo reducido que actuaran como con sehales en cis para el
rescate de genomas defectivos complementados con el TGEV, situados dentro del extremo

5’ del minigenoma M26. Para estos estudios se generaron deleciones mas cortas (30-50 nt)
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a lo largo de los 2144 nt del extremo 5°, exceptuando la zona del lider, donde se habian
descrito senales de replicacion (Chang y col., 1994). Para seleccionar las secuencias a
delecionar, se realizd una prediccidon de estructura secundaria de la regidon 5° con el
programa mFOLD version 3.2 (Zuker, 2003) y se seleccionaron estructuras en horquilla
(stem loop, abreviado SL) previstas por el programa para su delecion (Fig. 19). Para realizar
estas predicciones se tuvo en cuenta que el nimero de posibles estructuras previstas por el
programa aumentan exponencialmente con la longitud de la molécula, y que los métodos
termodinamicos dan predicciones de estructura mas fiables para secuencias cortas. En
efecto, para secuencias de 50, 100 6 200 nt las estructuras previstas suelen ser correctas en

un 90%, 80% y 55%, respectivamente (Higgs, 2000). Se predijo la estructura secundaria del
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Figura 19. Estructura secundaria prevista por el programa mFOLD para el RNA del extremo 5’ del
TGEV. Se predijo la estructura secundaria del RNA de los primeros 2400 nt del extremo 5° del TGEV, que
inclufan los 2144 nt de la region 5° del minigenoma M26. Los nucledtidos 1 y 2400 se indican en azul. Las
estructuras en horquilla indicadas con flechas rojas se denominaron SL1 SL17 y se delecionaron
secuencialmente del minigenoma M?26. Las estructuras SL 3 y SL 17 (en un recuadro) no aparecen en la
prediccion de estructura secundaria de los 2400 nt del extremo 5’ pero si en predicciones parciales de 400 o

100 nt. SL, stem loop.
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extremo 5’ completo del minigenoma M26 y, posteriormente, se realizaron predicciones de
secuencias de 400 nt, con 200 nt solapando entre dos secuencias consecutivas de 400 nt
(Fig. 19). De esta manera se seleccionaron algunos de los motivos en horquilla que se
predijeron cuando se utilizo la longitud completa del genoma del virus, para estudiar el
efecto de su delecion en el rescate del minigenoma. Posteriormente se comprobd que las
horquillas previstas cuando se utilizaron secuencias de 400 nt también se predecian cuando
se consideraron secuencias cortas (50-100 nt).

En colaboracion con J. Reguera se generaron un total de 17 minigenomas mutantes de
delecion de estructuras identificadas con el programa mFOLD, distribuidas a lo largo del
extremo 5’ del minigenoma M26. Los genomas defectivos se denominaron con la posicion
de la horquilla delecionada, desde la zona 5° a la 3’ (SL1 a SL17). Los nucleotidos

delecionados se muestran en la Tabla 5 de Materiales y Métodos.

3.2.2. RESCATE DE MINIGENOMAS EN LOS QUE SE HAN DELECIONADO
DOMINIOS DE ESTRUCTURA SECUNDARIA DEFINIDOS

Se transfectaron células ST con los minigenomas generados, en los que se habian
delecionado horquillas de RNA especificas y se infectaron con el virus complementador
PUR46-MAD. Los sobrenadantes de pase PO obtenidos se pasaron cinco veces en nuevos

cultivos de células ST y, en cada pase, se analizo el RNA de células infectadas por RT-PCR

Figura 20. Rescate en frans de los minigenomas en los que se han delecionado motivos de estructura
secundaria (SL1 a SL17). (A) Cromatograma de la secuenciacion de los minigenomas en los pases PO, P1 y
P5. Se indica a la izquierda la existencia o no de eventos de recombinacion. Se muestra un cromatograma
representativo de cada caso y, entre paréntesis, se indican los minigenomas con el mismo comportamiento. La
flecha roja indica la posicion de la delecidon. wt, cromatograma donde s6lo se observan especies revertientes,
que han recuperado los nt delecionados. En los minigenomas que han sufrido recombinaciones, a partir de la
posicion de la delecion se observa mas de una poblacion de secuencias. (B) Analisis por RT-PCR cuantitativa
del rescate de los minigenomas por el virus complementador en los pases PO a P3. Los niveles de RNA de
cada minigenoma se normalizaron respecto al del genoma defectivo M26. En tonos azules se indica una
eficiencia de rescate, aproximadamente, 100 veces inferior a la del minigenoma M26; en naranja, 1000 veces
inferior y en tonos rojos, valores que corresponden al fondo de la técnica. TGEV, infeccidn en ausencia de
minigenoma. Se representan los valores de RNA de dos minigenomas representativos en cada caso. El
resultado se reprodujo en tres experimentos independientes. (C) Titulo viral de los sobrenadantes de cada

pase.
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en tiempo real, como se habia realizado previamente en el apartado 3.1.4. El analisis por
RT-PCR cuantitativa de los RNAs rescatados detectd una caida inicial de los niveles del
RNA de los minigenomas con deleciones (pases P1-P2) y una posterior recuperacion de
dichos niveles para la mayoria de los minigenomas a partir del pase P3-P4, siendo el
aumento de replicacion de estos minigenomas mas claro en pase PS5 (resultados no
mostrados), donde gran parte de los minigenomas recuperaban los niveles de RNA
observados inmediatamente después de la transfeccion y se igualaban a los valores del
genoma defectivo M26. La secuenciacion de los RNAs de pase PS5 reveld una alta
frecuencia de recombinacion en todos los minigenomas que habian restablecido su rescate,
habiendo recuperado gracias a este proceso la region delecionada (Fig. 20A). Los
minigenomas que se amplificaron 1000 veces por debajo del nivel del M26 no se pudieron
secuenciar. Probablemente, debido a sus bajos niveles de rescate, no habian recombinado,
en contraste con lo ocurrido con los minigenomas que habian recuperado la zona
delecionada.

La recombinacion observada entre los minigenomas y el virus complementador anulaba
el significado de la cuantificacion del rescate de los genomas defectivos en pase P5 por lo
que, en esta evaluacion, solo se tuvieron en cuenta los datos obtenidos hasta los pases P2-
P3, que se identifico como el punto de inflexion en la sintesis de RNA de algunos
minigenomas, al aumentar los valores debido a la imposicidon de genomas revertientes por
recombinacion entre el minigenoma defectivo y el virus complementador (Fig. 20B). Si
bien ninguno de los minigenomas se rescatd en los pases bajos con la misma eficiencia que
el minigenoma parental M26, los minigenomas con deleciones en horquillas de RNA
podian agruparse en tres conjuntos, que se rescataron con un nivel de sintesis de RNA de,
aproximadamente, 100 (SL3 a SL5, SL8, SL10 a SL13, SL15 y SL17), 1000 (SL9, SL14,
SL16) 6 10000 (SL1, SL2, SL6 y SL7) veces por debajo de los niveles del genoma M26.
Por tanto, la secuencia del extremo 5° del RNA de los minigenomas parecia ser necesaria
en su conjunto para el rescate eficiente. Ello podia deberse a que a lo largo del mismo habia
sehales en cis necesarias para el rescate o a la necesidad de las secuencias delecionadas para
un plegamiento correcto de la estructura secundaria del RNA. Esta interpretacion se
reforzaria por la observacion de que en algunos genomas defectivos (como el SL14 y el
SL16) el efecto de la delecion en el rescate es mas acusada como consecuencia de pequehas
deleciones en el extremo 5’ que cuando se delecionan mayores dominios en la misma

posicion, tal como se observo para el minigenoma M19. Los sobrenadantes de cada pase se
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titularon para comprobar que en todos los casos el virus complementador alcanzo titulos

adecuados para el rescate, es decir, superiores a 10’ UFP/ml (Fig. 20C).

3.3. DIFERENCIACION ENTRE REPLICACION Y ENCAPSIDACION

DE GENOMAS DEFECTIVOS.
3.3.1. OPTIMIZACION DE UN ENSAYO DE REPLICACION DE MINIGENOMAS
EN PASE PO

El analisis del rescate en trans de minigenomas aportaba informacion sobre las

secuencias requeridas para la encapsidacion y la replicacion viral. En los resultados de
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Figura 21. Esquema de un ensayo de replicacion de minigenomas en pase P0. Este ensayo determina por
RT-PCR cuantitativa (Q-PCR) si existe incremento de los niveles de RNA de un minigenoma en presencia del
virus complementador, respecto al nivel basal de sintesis de RNA por transcripcion desde el promotor de
CMV. El aumento de los niveles de RNA del minigenoma estarfa causado por la replicacion de la molécula
por el virus complementador debido a la existencia en su secuencia de sefiales de replicacion reconocidas por

la polimerasa viral. pCMV, promotor de citomegalovirus.
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rescate ineficiente de minigenomas era conveniente discernir entre los requerimientos para
replicacion y encapsidacion. El estudio separado de la replicacion y de la encapsidacion
requeria trabajar en pase PO, puesto que, por ejemplo, minigenomas con una baja eficiencia
de replicacion, sin tener afectada la encapsidacion, se perderian con los pases, por lo que el
estudio de la encapsidacion no seria viable en pases posteriores. Andlogamente,
minigenomas con ineficiente encapsidacion, alin teniendo intactas las senales de
replicacion, también se perderian después de varios pases en cultivos.

Se decidi6 optimizar un ensayo de evaluacion de la replicacion de minigenomas en pase
PO, en primer lugar, puesto que la replicacion constituye un paso previo a la encapsidacion
en el ciclo viral que condiciona los niveles iniciales de cada especie de RNA, gendmico o
subgenOomico. El objetivo del ensayo seria determinar si los niveles de un minigenoma que
se transcribe desde el promotor de CMV por la RNA pol II celular sufren un segundo ciclo
de amplificacion por la replicasa del virus complementador (Fig. 21). Es decir, se trataria de
detectar en qué casos la cantidad de RNA de un genoma defectivo aumenta, respecto a los

niveles basales de transcripcion por la pol 11, cuando este RNA es amplificado por la
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Figura 22. Sensibilidad de un ensayo de replicacion de minigenomas en pase P0. (A) Analisis por RT-
PCR cuantitativa de los niveles relativos del RNA del minigenoma M26 transcrito por la pol II celular, en
presencia y ausencia de virus complementador. En la parte inferior de cada grafica se indica la cantidad de
DNA del minigenoma M26 transfectada en cada caso. +TGEV y -TGEV, células transfectadas con el
minigenoma M26 en presencia o ausencia del virus complementador, respectivamente. (B) El incremento en
los niveles de RNA del minigenoma se determind como el cociente entre los niveles de RNA en presencia y

ausencia del virus complementador.
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maquinaria viral. El calculo de este incremento indicaria los niveles de replicacion.

Con el fin de optimizar la evaluacion de los niveles de RNA, células ST se transfectaron
con cantidades decrecientes de plasmido (desde 4 ug hasta 5 ng) expresando el minigenoma
M26 bajo el promotor de CMV vy, posteriormente, se infectaron con el virus PUR46-MAD
con una mdi de 10. A las 16 hpi se extrajeron los RNAs de las células infectadas y se
digirieron con DNAsa para eliminar restos de plasmido transfectado que pudieran ser
detectados en la reaccion de PCR. Los RNAs se analizaron por RT-PCR en tiempo real,
comparandose los niveles de RNA en las células que inicamente habian sido transfectadas
con los de las células transfectadas e infectadas con el virus complementador (Fig. 22A).
Los resultados mostraron que en todas las concentraciones de DNA utilizadas se producia
un aumento de los niveles de RNA del minigenoma M26 en presencia de infeccidn por el
TGEV. Se selecciond la transfeccion con 625 ng de plasmido porque mostraba una de las
mayores diferencias entre los niveles de RNA producido en presencia y en ausencia del
virus complementador, probablemente debido a que con concentraciones mayores de DNA

se producia la saturacion del sistema (Fig. 22B).

3.3.2. ESTUDIO DE LOS NIVELES DE REPLICACION DE LOS GENOMAS
DEFECTIVOS: INFLUENCIA DE LA DELECION PROGRESIVA DEL
EXTREMO 5’ Y DE ESTRUCTURAS EN HORQUILLA

Se analizd la replicacion de los minigenomas delecionados progresivamente en el
extremo 5’ (M24 a M15), como se ha descrito en el apartado anterior, en colaboracion con
J. Reguera. El plasmido que codificaba cada genoma defectivo se transfectd (625 ng por
placa conteniendo 10° células) y los niveles de RNA transcritos por la RNA pol I se
compararon con los obtenidos cuando, ademas de la transfeccion del minigenoma, las
células se infectaron con el virus PUR46-MAD a una mdi de 10. La replicacion se expreso
como un porcentaje del incremento del nivel de RNA de cada minigenoma en presencia del
virus complementador respecto al incremento que experimentd el RNA del minigenoma
M26 en las mismas condiciones. A este nivel se le asign6 arbitrariamente un valor de 100%
(Fig. 23). Todos los minigenomas analizados aumentaron sus niveles de RNA en presencia
del virus complementador o, lo que es lo mismo, todos replicaron, aunque ninguno lo hizo
con la misma eficiencia que M26 (aproximadamente un 20-25% respecto a la replicacion
del genoma defectivo M26), a excepcion de los minigenomas M15 y MAI1, que sdlo

replicaban entre un 5 y un 10%. El control negativo del experimento, el plasmido pcDNA3

105



resultados

expresando la proteina eGFP, no aumentd sus niveles de RNA en las células infectadas
respecto a las transfectadas (Fig. 23A).

La eficiencia de replicacion también se calculo para los minigenomas delecionados en
estructuras secundarias previstas por el programa mFOLD, en los que en pase PO no se

habia detectado la reversion de secuencia descrita en el apartado 3.2.2. En este analisis
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Figura 23. Evaluacion de los niveles de replicacion de los minigenomas. (A) Se representan los niveles de
replicacion de los minigenomas derivados de M26 delecionados en el extremo 5°, respecto al genoma
defectivo M26, al que se asigna un valor arbitrario de replicacion del 100%. Este valor hace referencia al
incremento en los niveles de RNA del minigenoma en presencia del virus complementador. Las barras indican
la desviacion estandar de tres experimentos independientes. (B) Se muestra la replicacion de los minigenomas
a los que se les ha delecionado las horquillas de RNA (SL1 a SL17) indicadas en ordenadas, con su
desviacion estandar. Se representa el promedio de tres experimentos independientes. C-, replicacion de un

RNA no viral (eGFP) en presencia del virus complementador.
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tampoco se encontrd ningiin minigenoma que replicara igual que el parental M26. Los
minigenomas con deleciones mas alejadas del extremo 5 (SL8 a SL17) replicaban un 20%
respecto al RNA M26, a excepcion de SL16 que, junto con la mayoria de los minigenomas
con deleciones cercanas a la secuencia lider (SL1 a SL 2 y SL5 a SL7) se amplificO muy
ineficientemente (Fig. 23B). Los valores de replicacion del minigenoma SL11, similares a
los del genoma defectivo M26, no parecian significativos por su elevada desviacion
estandar.

Los resultados de replicacion correlacionan muy bien con los obtenidos en los
experimentos de rescate, puesto que se requiere de la integridad del extremo 5’ del
minigenoma M26 para una replicacion eficiente y, ademas, parece existir un punto de
inflexion entre la replicacion de los minigenomas M17 y M15 (los niveles de replicacion
caen drasticamente de uno a otro). Esto sugiere que los resultados de rescate, al delecionar
determinadas secuencias, estan fundamentalmente influenciados por la alteracion de la

replicacion y no de la encapsidacion.

3.4. LOCALIZACION DE LA SENAL DE ENCAPSIDACION EN EL

VIRUS TGEV

3.4.1. SECUENCIAS DE RNA QUE FACILITAN LA ENCAPSIDACION EN EL
TGEV

En el TGEV la localizacion de la sehal de encapsidacion se habia iniciado con el estudio
de minigenomas sintéticos derivados del mismo (Izeta y col., 1999). Los minigenomas
rescatados en cultivos celulares por un virus complementador contenian las secuencias
minimas necesarias para la replicacion y la encapsidacion. Cuando se iniciaron estos
estudios, el minigenoma mas pequeho con eficiente rescate era M33, por lo que se utilizd
como punto de partida para localizar la sehal de encapsidacion en TGEV, en colaboracion
con D. Escors.

El extremo 5’ del genoma defectivo M33 procedia de dos zonas discontinuas del
genoma del virus, A y B, que se localizaban en los primeros 2144 nt del virus y en los 568
nt de la region solapante entre los genes la 'y 1b (nt 12195 a 12763), respectivamente. La
region A se subdividid en cuatro fragmentos, denominados Al, A2, A3 y A4, de
aproximadamente 550 nt cada uno, que solapaban entre si en 50 nt (Fig. 24A). Cada una de

estas secuencias, ademas de la region B, se clono en el minigenoma M39-GUS, en la region
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5’ del gen GUS, bajo el control de una TRS viral optimizada derivada del gen N. Asf, el
minigenoma M39-GUS incluye una unidad transcripcional que da lugar a un sgRNA
formado por las secuencias derivadas del minigenoma M33 (Al-4 y B) unidas al gen
trazador GUS (mRNA-Ai/B). Este genoma defectivo es rescatado eficientemente en
cultivos celulares por un virus complementador.

El estudio de la encapsidacion de RNAs en viriones requeria un método de purificacion
de virus que discriminara RNAs encapsidados de RNAs contaminantes no encapsidados,
virales o celulares. Después de comparar diferentes metodologias de purificacion de
viriones, se eligio la inmunocaptura del virus con un anticuerpo dirigido contra el extremo
amino de la proteina M, expuesto en la membrana, que daba especificidad al proceso. Este
protocolo fue el que mejores resultados dio, de todos los ensayados y el que requeria de una
menor cantidad de material de partida (resultados no mostrados). Para la
inmunopurificacion, el virus se concentraba previamente en un colchon de sacarosa al 15%.
Posteriormente se unia al anticuerpo especifico y finalmente se realizaba una serie de 10
lavados con Tween 20 al 0.5%. Cuando se purificaban viriones seglin la metodologia
descrita, Ginicamente se detectaba el gRNA en los viriones por RT-PCR convencional pero
no RNAs virales subgenomicos o RNAs celulares como el de la B-actina (resultados no
mostrados). Una vez validado este método, se utilizd para estudiar la encapsidacion en
viriones de los mRNAs subgendmicos mRNA-Ai/B transcritos por el minigenoma M39.

En experimentos de rescate de minigenomas hasta pase P2, se estudi6 la presencia o
ausencia del genoma, minigenoma M39 y mRNA-Ai1/B, tanto en el RNA de células
infectadas como en viriones inmunopurificados. Independientemente de la secuencia
introducida en los minigenomas, el genoma, los minigenomas y sus mRNAs se detectaron
en las células infectadas. Sin embargo, en los viriones purificados a partir de células
infectadas, solo se detectd el mRNA del gen GUS conteniendo la region Al, que incluia la
secuencia lider y los 550 nt que van a continuacion (Fig. 24B). En contraste, en el resto de
las células transfectadas con minigenomas que incluyeron los fragmentos A2, A3, A4y B,
se detectd el genoma el minigenoma M39, pero no el mRNA. La secuenciacion del
producto de RT-PCR que amplificaba el mRNA-A1 indic6 que el fragmento habia perdido
una diana de clonaje Sal I, situada entre el lider y el fragmento Al, de forma que se
restauraba la continuidad lider-extremo 5’ que existe en el genoma viral. De los resultados
se dedujo que debia existir una sehal de encapsidacion dentro de los 649 primeros

nucleodtidos del genoma del TGEV, que incluyen el lider.
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Figura 24. Localizacion de secuencias en cis requeridas para la encapsidacion del genoma del TGEV.
(A) Esquema del minigenoma M33, indicando las regiones en las que se subdividid y su procedencia
(sombreado) dentro del genoma del TGEV. Las regiones A (derivada de la ORF 1a) y B (ORF lab) se
subdividieron en cinco fragmentos que se clonaron en el minigenoma M39, precedidas de la TRS del gen N,
de forma que se transcribfa un mRNA subgendmico que contenia las secuencias potencialmente responsables
de la encapsidacion en el TGEV. Los nimeros indican posiciones del genoma del TGEV. (B) Analisis por
RT-PCR de la presencia de RNAs de origen viral en células infectadas (P2) y en viriones inmunocapturados.
G, genoma viral; M, minigenoma M39; m, mRNA-Ai/B; M39-GUS-Ai/B, minigenoma M39 que incluye los
fragmentos Al, A2, A3, A4 y B derivados del minigenoma M33 bajo las TRSs del gen N.

3.4.2. ESTUDIO CUANTITATIVO DE RNAs ENCAPSIDADOS EN VIRIONES
PURIFICADOS
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Figura 25. Evaluacion de la eficiencia de encapsidacion de RNAs en viriones purificados en colchon de
sacarosa y en inmunocaptura. Resultado del anlisis por RT-PCR en tiempo real de la eficiencia de
encapsidacion de RNAs virales (mRNA-N y mRNA-7) y celulares (B-actina), calculada respecto al RNA
gendmico viral (gRNA) mediante dos tipos de purificaciones (colchén de sacarosa e inmunocaptura). Se

muestra el promedio de tres experimentos independientes con la desviacion estandar correspondiente.

En las preparaciones obtenidas mediante el protocolo de inmunocaptura descrito en el
apartado anterior, los analisis de los viriones por RT-PCR convencional solo detectaron el
gRNA pero no sgRNAs subgendmicos virales o celulares (B-actina) analizados. Utilizando

el protocolo de inmunopurificacion de viriones, se obtuvieron preparaciones virales y se

Figura 26. Purificacion de viriones del TGEV en gradiente continuo de sacarosa. (A) Migracion de
los viriones del TGEV, en un gradiente continuo de sacarosa del 30-43%, hasta alcanzar la densidad de 1.20
g/ml. En esta posicion se observa una banda blanca correspondiente a la acumulacion de particulas virales.
(B) Analisis de las fracciones (1.5 ml) del gradiente por electroforesis en gel de acrilamida tefido con azul de
Coomasie para detectar las protefnas virales. En la figura se muestra el analisis de las fracciones 3 a 10 (F3 a
F10) y el virus purificado a través de un colchon de sacarosa al 31%, correspondiente al material de partida
para la purificacion en el gradiente continuo de sacarosa. S, proteina S; M, proteina M; N, proteina N. (C)
Analisis del indice de refraccion y la absorbancia a 280 nm de todas las fracciones recogidas del gradiente. El
méximo de absorbancia a 280 nm se localiz6 en la fraccion 7, correspondiente a la maxima concentracion de
proteinas. (D) Analisis por microscopia electronica de tincidon negativa de las fracciones 6 a 8. La barra se
corresponde con una longitud de 200 nm. (E) Anélisis por RT-PCR cuantitativa del mRNA-N, mRNA-7 y el

mRNA celular de la B-actina presentes en las fracciones 4 a 10.
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analizaron por una técnica mas sensible, como la RT-PCR en tiempo real. En este caso
apenas se detect0 la encapsidacion de mRNAs celulares (B-actina) o virales, tales como el
mRNA-7, el segundo sgRNA viral por orden abundancia. Sin embargo, el mRNA-N, el
mas abundante en la célula infectada, se detectd en el viridbn con una eficiencia de
encapsidacion variable en distintos experimentos, pero que podia alcanzar un 30% respecto
a la obtenida por el genoma (Fig. 25). Los mismos resultados se obtuvieron cuando los
virus se purificaron parcialmente en un colchon de sacarosa al 15%, el paso previo en el
proceso de inmunopurificacion (Fig. 25). La eficiencia de encapsidacion se calcul6 respecto
al genoma, segin la formula descrita en el apartado 2.7.5.1. de Materiales y Métodos.

Para descartar que los RNAs diferentes al genoma viral (fundamentalmente mRNA-N)
detectados por RT-PCR cuantitativa en viriones inmunopurificados fueran contaminantes,
se realizaron estos estudios utilizando preparaciones de virus purificados siguiendo un
protocolo mas elaborado. La purificacion mejor caracterizada del TGEV se realiza en un
gradiente continuo de sacarosa al 30-43% y fue descrita previamente (Méndez y col.,
1996). En este gradiente el virus migra por ultracentrifugacion hasta la fraccion del
gradiente con una densidad de 1.20 g/ml, correspondiente a una concentracion de sacarosa
del 39% aproximadamente (Fig. 26A). Para analizar la presencia de RNAs en los viriones
del TGEV se realizd una purificacion en un gradiente continuo de sacarosa al 30-43%, en
colaboracion con J. Reguera, seglin el protocolo indicado en Materiales y Métodos. Las
fracciones recogidas de los gradientes se analizaron por tincion de los geles de
poliacrilamida con azul de Coomasie (Fig. 26B). El contenido en proteina se determind por
absorbancia a 280 nm (Fig. 26C). Las proteinas del virus se localizaron en las fracciones 6
a 8 por ambos procedimientos, por lo que estas fracciones debian contener el virus
purificado. Las fracciones que incluian el virus fueron analizadas por microscopia
electronica de tincidn negativa para confirmar la pureza de la preparacion (Fig. 26D). Las
micrografias mostraron una preparacion homogénea de viriones, no encontrandose
vesiculas o estructuras derivadas de membranas que pudieran incluir RNAs o
ribonucleoproteinas.

El RNA de los viriones de las fracciones 6 a 8 se extrajo y se analiz0 la presencia de
RNAs virales (mRNA-N y mRNA-7) y RNAs celulares (B-actina) por RT-PCR
cuantitativa. La banda de mayor abundancia de cada uno de los RNAs coincidi6 con el de
las fracciones que contenian el virus, indicando que estos RNAs migraban en el gradiente

con el virus (Fig. 26E). Los RNAs del gen 7 y la B-actina fueron menos abundantes que el
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mRNA-N (el mas abundante en la célula infectada, como se ha mencionado anteriormente).
Los viriones purificados se trataron con RNAsa A para digerir los RNAs no encapsidados,
pero este tratamiento no varid los resultados (resultados no mostrados). Por tanto, los RNAs
detectados, diferentes al genoma, estaban protegidos y asociados a los viriones. El hecho de
que la presencia de estos RNAs en virus purificados sea proporcional a la abundancia de
dichos RNAs en la célula, sugiere que su incorporacion en los viriones no es especifica.
Ademas, el enriquecimiento en genoma viral es muy superior, por lo que debe existir un

proceso de encapsidacion activa o especifica.

3.4.3. OPTIMIZACION DE UN ENSAYO DE ENCAPSIDACION DE RNAs PARA
EL ANALISIS POR RT-PCR CUANTITATIVA

Como se ha descrito en el aparatado anterior, mediante la purificacion de virus TGEV en
un gradiente continuo de sacarosa se detectan RNAs diferentes al genoma en las fracciones
de viriones por RT-PCR en tiempo real. Siguiendo este procedimiento se obtuvieron
resultados similares a los obtenidos con protocolos de purificacidn menos complejos como
los que se basaron en colchones de sacarosa o inmunocaptura. Asimismo, los protocolos de
purificacion de virus basados en gradientes continuos de sacarosa requerian la produccion a
gran escala de células infectadas. Este protocolo, por tanto, no era viable para analizar
simultaneamente una coleccion de RNAs candidatos a tener sehales en cis que faciliten su
encapsidacion.

Estudios previos demostraron que las particulas defectivas derivadas del TGEV
atraviesan un colchon de 1.11 g/ml de densidad, correspondiente a un porcentaje de
sacarosa del 15% (Méndez y col., 1996). Se decidi6 comparar la eficacia de dos
metodologias de purificacion mas sencillas, la purificacion del virus en un colchon de
sacarosa al 15%, frente a la purificacion en colchon discontinuo de sacarosa al 15-43%,
analizando en cada caso la presencia en los viriones de un RNA encapsidado (genoma,
minigenoma M26) y de RNAs probablemente encapsidados inespecificamente (RNAs
subgendmicos transcritos por el virus, B-actina). Para la realizacion de estos experimentos
se utilizo el virus recombinante TGEV-PUR-S,,, expresando un sgRNA-R4 que no
contiene sefales de encapsidacion (descrito en el siguiente apartado) derivado del extremo
5’ del minigenoma M?26, desde la posicion del gen no esencial 3a/b y utilizando las TRSs

de este gen.
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Se infectaron células ST con el virus TGEV-PUR-S,;, y los sobrenadantes de los
cultivos se recogieron a las 18-20 hpi. Los restos celulares se centrifugaron y el virus se
purificd parcialmente en un colchdon de sacarosa al 15%, en un caso, y en un colchdon
discontinuo de sacarosa con densidad del 15% y 43%, en el otro. En el primer protocolo el
virus sedimentado se resuspendid en el tampon TNE. En el segundo protocolo se recogid 1
ml de la interfase del colchon, y se elimind la sacarosa mediante una nueva centrifugacion.
Finalmente los viriones se resuspendieron en tamp6on TNE. Los virus obtenidos se
sonicaron en un bafo para disociar los agregados y las posibles membranas lipidicas
asociadas. Una fraccion de la purificacion viral se tratd con RNAsa A, para eliminar los
RNAs que no estuvieran protegidos (encapsidados), mientras que otra alicuota no se tratd,
utilizandose como control del experimento. En ambos procedimientos se analizd la
presencia de RNAs virales (genoma, mRNA-N y sgRNA-R4) y celulares (mRNA de la 8-
actina) por RT-PCR cuantitativa.

Con los dos protocolos de purificacion de virus se obtuvieron resultados similares (Fig.
27A). El sgRNA-R4 se encapsidd con una eficiencia de, aproximadamente, el 15% respecto
al genoma. El mRNA-N mostr6 una eficiencia aparente de encapsidacion en torno al 20%,
proporcional a su mayor abundancia en la célula infectada. El RNA celular de la 3-actina
apenas se detectd en los viriones. Puesto que no se observaron diferencias entre las
muestras con RNAsa A y sin ella, se realizo un control de degradacion de la RNAsa A para
confirmar que la enzima era funcional. Utilizando preparaciones de virus concentrado en un
colchodn de sacarosa al 15%, se liber6 el RNA encapsidado por la accion de un detergente
(NP-40), se confirmd que la RNAsa A degrado el RNA no protegido (Fig. 27B).

Para el analisis de la encapsidacion de RNAs por RT-PCR en tiempo real se eligio la
purificacion parcial en un colchon de sacarosa al 15%, por ser un ensayo que implica
menos pasos de manipulacion de la muestra que la purificacion en un colchon discontinuo y
obtiene los mismos resultados. Esta misma conclusion se obtuvo al aplicar otras
metodologias de purificacion méas complejas, como la purificacion en gradiente continuo de
sacarosa y la inmunocaptura, en las que, ademas, el rendimiento de RNA fue bajo y la
cantidad resultante estaba en el limite de deteccion de RNA, lo que origin6 resultados

variables cuando la cuantificacion se realizo por RT-PCR cuantitativa.

3.4.4. GENERACION DE VIRUS RECOMBINANTES EXPRESANDO RNAs
SUBGENOMICOS DERIVADOS DEL EXTREMO 5’ DEL MINIGENOMA M26
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Figura 27. Purificacion de viriones en colchon y en gradiente discontinuo de sacarosa. (A) Analisis por
RT-PCR en tiempo real de los RNAs encapsidados en viriones y purificados a través del colchén de sacarosa
(izquierda) o gradiente discontinuo de sacarosa (derecha). gRNA, RNA gendmico viral; sgRNA-R4, RNA
subgendmico que incluye el fragmento R4 derivado del minigenoma M26, mRNA-N, mRNA viral de la
nucleoproteina; B-actina, mRNA de B-actina celular; virus -RNAsa, viriones no tratados con RNAsa; virus
+RNAsa, viriones tratados con RNAsa. Se muestra la media de dos experimentos para cada tipo de
purificacion. Las barras indican la desviacion estandar. (B) Anélisis por RT-PCR en tiempo real de los RNAs
encapsidados y tratados con RNAsa A en ausencia o no del detergente NP40. Se representa el resultado para

la muestra purificada en colchon de sacarosa.
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Al igual que ocurria con el analisis de las secuencias requeridas para la replicacion, el
estudio de la encapsidacion de minigenomas con bajo rescate requiere trabajar en el pase
PO. Los minigenomas que no se replican no se podrian amplificar en pases sucesivos y no
se podria estudiar el rescate. Asimismo, el estudio de la encapsidacion de genomas
defectivos en pase PO esta dificultado por el hecho de que los niveles de RNA de
minigenomas replicados ineficientemente son muy bajos respecto a minigenomas con las
sehales de replicacion intactas, siendo dificil discriminar los procesos de replicacion y
encapsidacion. Un analisis adecuado de estos procesos, que independizase la amplificacion
de los RNAs cuya encapsidacion se deseaba estudiar, requeria de un proceso de replicacion
independiente de la maquinaria viral y podria ser un sistema de lanzamiento de secuencias
potencialmente responsables de la encapsidacion en pase PO basado en la transcripcion de
sgRNAs por el TGEV bajo el control de las TRSs de un gen no esencial, en la misma
posicion de éste. Se eligio el gen no esencial 3a/b, para que la maquinaria viral transcribiese
los RNAs a encapsidar, en un proceso independiente de la presencia de sefales en cis de
replicacion. Adicionalmente este sistema aseguraba la produccion de los RNAs a
encapsidar en los mismos compartimentos celulares en que tienen lugar la replicacion y
ensamblaje de los RNAs gendmicos, facilitando su posible encapsidacion por el virus. En el
apartado 3.4.1. se habia descrito la transcripcion de RNAs potencialmente responsables de
la encapsidacion desde un minigenoma M39 y no desde el propio virus. Este sistema
requeria del rescate de un minigenoma, por lo que no representaba una estrategia de sintesis
del RNA a encapsidar directa.

Las secuencias potencialmente responsables de la encapsidacion, procedentes del
extremo 5’ del minigenoma M26 (el mas pequefo rescatado eficientemente cuando se
realizaron estos estudios), se introdujeron reemplazando al gen no esencial 3a/b en un
cDNA infectivo del TGEV generado en nuestro laboratorio (Almazan y col., 2000). Se
utilizd el cDNA del aislado PUR46-MAD con la proteina S recombinante del PTV (TGEV-
PUR-S;y) (C. Sanchez y L. Enjuanes, resultados sin publicar) por el mayor titulo de este
virus en cultivos de células ST, lo que constituye un requerimiento indispensable para el
eficiente rescate de minigenomas (J.M. Sanchez-Morgado y L. Enjuanes, resultados no
publicados). El extremo 5° del minigenoma M26 (exceptuando el lider) se dividid en
regiones de entre 400 y 500 nt que solapaban entre si, al menos, 100 nt. Estas regiones,
precedidas por las TRSs del gen 3a/b, se denominaron R1.1 a R6 (Fig. 28). Ademas, se

realiz6 una construccion en la que se introdujeron 400 nt de origen no viral (region 3’ del
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gen de la GFP) en la misma posicidon, como control negativo de encapsidacion. El proceso
de transcripcion discontinua viral generaria un sgRNA formado por la secuencia lider, la
CS, 80 nt del extremo 5’ del gen parcialmente delecionado 3a, incluida su TRS 3’ (5°3a), la
region de interés derivada del extremo 5’ del minigenoma M26, la secuencia 3’ del gen 3b

y el extremo 3’ completo del mRNA-3a/b (Fig. 28).
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Figura 28. Clonaje de las regiones solapantes derivadas del extremo 5’ del minigenoma M26 en el
c¢DNA del TGEYV. Se representa el genoma completo del TGEV y, amplificada, la region del gen 3a/b, que se
deleciond parcialmente, manteniéndose 80 nt del extremo 5’ (5°3a), formado por 23 nt de la 3’TRS 3ay 57 nt
del extremo 5’ del gen 3a, y 122 nt del extremo 3’ (3°3b). Entre ambas secuencias se clonaron las regiones en
las que se dividid del extremo 5’ del minigenoma M26 (R1.1 a R6). Las regiones R1.1 y R1 se clonaron,
ademas, inmediatamente después de la CS del gen 3a/b (en rojo), de forma que el proceso de transcripcion
discontinua generarfa un SgRNA con el extremo 5’ idéntico al del genoma viral. En el extremo 3’ de la
secuencia R1.1, se ahadieron 250 nt del gen de GFP para completar una longitud de 400 nt, similar a la de los
demas fragmentos analizados. L, secuencia lider; CS, secuencia conservada. A5’3a, delecion de los 81 nt del

fragmento 5°3a.
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Figura 29. Obtencion y caracterizacion de los virus recombinantes que expresan una coleccion de RNAs
solapantes derivados del extremo 5’ del minigenoma M26. (A) Se muestran los pasos de rescate, clonaje y
amplificacion seguidos para obtener los virus recombinantes. Se transfectaron células BHK-pAPN con los
pBACs que incluyen los cDNAs virales recombinantes. La monocapa de células transfectadas se levantd y se
afadi6 sobre células ST, donde el TGEV alcanza mayores titulos. Después de dos pasos de amplificacion (ST
PO y ST P1), los virus se clonaron tres veces consecutivas por aislamiento de placas de lisis en medio
semisodlido. Los virus clonados se amplificaron dos veces mas en células ST. (B) Anélisis por RT-PCR del
genoma viral (en la region del inserto) y del sgRNA transcrito, en el pase P1 de rescate, previo al clonaje. El
genoma tiene el tamafio correcto en todos los casos, en contraste al sgRNA de los virus R1.1 y R1, que
produjo dos bandas. La secuenciacidén de los dos productos de PCR indicd que la banda superior se
corresponde con el transcrito esperado y la inferior representa un producto de delecion que carece de la region
5’3a, de forma que se recupera la continuidad entre el lider y la regidon 5’ del genoma viral, generando un

extremo 5’ analogo al del virus TGEV.
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Los cDNAs infectivos se rescataron como se describe en Materiales y Métodos y el nivel
de la transcripcion de cada uno de los RNAs subgendmicos se analizd por RT-PCR
cualitativa (Fig. 29A y B). Los RNAs amplificados por RT-PCR se secuenciaron en todos
los casos y se observd que la mayoria de RNAs subgendmicos se transcribian
correctamente y no presentaban mutaciones ni recombinaciones en su secuencia original.
Sin embargo, en una fraccion de los transcritos R1.1 y R1 se elimin6 la secuencia 5’3a,
dando lugar a dos poblaciones de RNA, con y sin la region 5’3a, que migraban en geles de
agarosa en bandas de tamano diferenciado (Fig. 29B). En estos RNAs subgendmicos se
reconstituyd un extremo 5’ analogo al del RNA gendmico viral, con una continuidad entre
la secuencia lider y la region 5’ del gen de la replicasa. Teniendo en cuenta estos resultados,
en los que se seleccionaron RNAs con la continuidad lider-region 5°, se construyeron por
genética reversa los virus recombinantes A5’3a-R1.1 y A5’3a-R1, donde el sgRNA
transcrito ya contiene en el virus modificado esta continuidad de secuencia existente en el
genoma original del virus (Fig. 28). La transcripcion de estos RNAs subgendmicos se
controlaba, por tanto, desde la TRS 3’ del lider.

Todos los virus recombinantes generados se clonaron tres veces por aislamiento de placa
de lisis y se amplificaron dos veces para obtener el virus para los siguientes experimentos,
como se describe en Materiales y Métodos. Al final de este proceso se volvid a analizar por
RT-PCR la expresion de los RNAs subgendOmicos (resultados no mostrados),
comprobandose que mantenian la secuencia original clonada, a excepcion de los virus R1.1
y R1, donde se encontraban transcritos con la secuencia original introducida en el virus y
RNAs subgendmicos que habian perdido la region 5’3a, como se ha descrito previamente.
Adicionalmente, se comprobd que todos los virus generados crecian con titulos similares a

los del TGEV-PUR-S,,y silvestre (resultados no mostrados).

3.4.5. ESTUDIO DE LA ENCAPSIDACION DE RNAs SUBGENOMICOS
CONTENIENDO SECUENCIAS POTENCIALMENTE RESPONSABLES DEL
EMPAQUETAMIENTO DEL RNA

Inicialmente, la transcripcion de los RNAs subgendmicos lanzados por los virus
recombinantes se analizd directamente en las células infectadas (pase PO). Con este
proposito se realizd un ensayo de Northern blot con una sonda complementaria al extremo
3’, comin al gRNA y los mRNAs (Fig. 30A). Todos los virus transcribieron un sgRNA con

el tamano esperado. Los mRNAs virales también tenian el tamaho correcto, no
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detectandose especies recombinantes. Por tanto, la insercion en el genoma del TGEV de
secuencias del extremo 5° del genoma viral, y la expresion del sgRNA que las contienen, no
pareci0 interferir con el crecimiento del virus.

Para la cuantificacion por RT-PCR en tiempo real de los diferentes RNAs transcritos se
utilizaron los oligonucleo6tidos descritos en Materiales y Métodos. Los virus que transcriben
las regiones 5°3a-R1.1, 5’3a-R1 a R6 y 3’GFP se detectaron con oligonucle6tidos que
reconocen la secuencia lider-CS3a y la secuencia 3’TRS del gen 3a/b (Fig. 30B). En los
virus recombinantes R1.1 y R1, aunque existe una mezcla de transcritos, con y sin la region
5’3a, los oligonucledtidos de la RT-PCR solo detectarian el sgRNA con la secuencia 5’3a
intacta. Los virus que transcribian las secuencias A5’°3a-R1.1 y A5’3a-R1 poseen una region
5’ idéntica a la del genoma viral. Para evaluar especificamente estos sgRNAs y
diferenciarlos del genoma, se utilizO una reaccidon de RT que se inicia con un
oligonucledtido que mapea en la zona delecionada del gen 3b (3°3b), seguido por una
amplificacion mediante PCR con el oligonucleotido de polaridad positiva hibridando en el
lider y el oligonucleodtido de polaridad negativa complementario a la zona 5’ del gen de la
replicasa (Fig. 30B).

Se evalud el nivel de transcripcion de cada uno de los RNAs subgendmicos y se observo

que era similar al del mRNA natural transcrito en la misma posicion (mRNA-3a), a

Figura 30. Evaluacion de la transcripcion, desde la posicion de los genes 3a/b, de los RNAs
subgenomicos que incluyen las secuencias del extremo 5° del minigenoma M26 y deteccion en los
viriones. (A) Analisis por Northern blot de la expresion de los RNAs subgendmicos mensajeros en células
infectadas con los virus recombinantes. Wz, RNA del virus TGEV-PUR-S,y parental. Wt + M26, RNA de
células de pase P3 que contienen el minigenoma M26 y el virus complementador TGEV-PUR-S;;y (la banda
del RNA M26 solapa con la del mRNA-M). 3°GFP, RNA de virus recombinante que expresa desde la
posicidon 3a/b el extremo 3’ de GFP. (B) Esquema de distintas especies de RNA y las posiciones en que
hibridan los oligonucledtidos en las reacciones de RT y de PCR. En todos los casos el oligonucledtido de la
reaccion de RT fue el mismo que el oligonucledtido reverso de la PCR, excepto para los RNAs subgendmicos
A5’3a-R1.1 6 5’3a-R1, donde el oligonucleodtidos de la reaccion de RT se situd en la region 3°3b, para
favorecer la sintesis del cDNA del sgRNA (500 pb) frente al gRNA (21 kb desde la posicion de hibridacion
de los oligonucleotidos). (C) y (D) Analisis por RT-PCR cuantitativa de la presencia de cada sgRNA en
células infectadas y en viriones purificados en un colchon de sacarosa al 15%, respectivamente. Se realizaron
dos experimentos independientes para cada evaluacion (E1 y E2). 3a, mRNA-3a en el virus wt. M26, RNA

del minigenoma M26 rescatado por el virus TGEV-PUR-S,y,.
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excepcion de las secuencias A5’3a-R1.1 y A5’3a-R1 (Fig. 30C) que presentaban mayores
niveles de RNA probablemente debido a la transcripcion desde una TRS 3’ diferente al
resto, la del lider, mucho mas eficiente segiin trabajos previos (Zaniga y col., 2004) o a la
posible replicacion basal de estos fragmentos, fundamentalmente el RNA A5°3a-R1. Debe
tenerse en cuenta que la replicacion de estos RNAs, de producirse, no puede ser eficiente

dado que contienen menos de 500 nt del extremo 5° del genoma viral.
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Figura 31. Analisis de la encapsidacion de los RNAs subgenomicos transcritos desde la posicion 3a/b
que incluyen las secuencias del extremo 5’ del minigenoma M26. (A) La eficiencia de encapsidacion de
cada sgRNA transcrito por el virus se calculd seglin la formula descrita en Materiales y Métodos. La
encapsidacion de cada sgRNA se normalizd con respecto a la del genoma viral, a la que se asignd un valor del
100%. M26, minigenoma M26 rescatado en pase P3 por el virus PUR-Sppy. 3’GFP, sgRNA que incluye 400
nt del extremo 3’ del gen de GFP. 3a, mRNA transcrito por el virus silvestre en la posicion 3a (mRNA-3a). Se
representa el promedio de dos experimentos independientes con su desviacidon estandar. (B) Anélisis por
Northern blot del RNA viral, detectando la presencia del gRNA y del sgRNA de los virus A5°3a-R1.1, A5’3a-

R1, R4, R5 y del virus nativo (wf). Se utilizd una sonda complementaria al extremo 3’ del virus.

Para analizar la encapsidacion en viriones de los RNAs subgendmicos transcritos por los

virus recombinantes, se utilizd el protocolo de purificacion parcial en un colchdon de
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sacarosa al 15% descrito en el apartado 3.4.3. La presencia del sgRNA en los viriones
parcialmente purificados se determiné por RT-PCR en tiempo real (Fig. 30D). La
abundancia de cada RNA, relativa al genoma encapsidado, se utilizo para calcular la
eficiencia de encapsidacion de cada molécula, teniendo en cuenta los niveles de expresion
en las células infectadas, como se describe en Materiales y Métodos. LL.os RNAs A5’3a-R1.1
(242 nt, incluido el lider) y A5’3a-R1 (598 nt, incluido el lider), que presentan continuidad
de secuencia lider-genoma en el extremo 5°, dado que carecen de la region 5’3a, son las
Gnicas moléculas encapsidadas eficientemente de todas los analizadas (Fig. 31A). La
eficiencia de encapsidacion de ambos RNAs fue, aproximadamente, de un 60% respecto a
la del genoma, superior a la del control positivo, el minigenoma M26 rescatado en pase P3
que, en este experimento, alcanzd una eficiencia de encapsidacion del 40%. En contraste,
los controles negativos del encapsidacion, los RNAs 3’-GFP y el mRNA-3a, encapsidaron
con una eficiencia menor del 10%. El resto de RNAs subgendmicos analizados presentaron
un nivel de encapsidacion similar al obtenido para el mRNA-N en experimentos previos
(aproximadamente 20%). Analogamente, la presencia de los sgRNAs A5’3a-R1.1 y A5’3a-
R1 se detectd por Northern blot en el RNA de los viriones purificados en un colchdn de

sacarosa al 15%, en contraste con los sgRNAs R4, RS y el mRNA-3a (Fig. 31B).

Tabla 12. Titulos de los virus recombinantes obtenidos

en dos experimentos independientes (E1 y E2).

TITULO, UFP/ml
Virus E-1 E-2

R11  1.5x10° 1.5x10°
A5'3a-R1.1  3.5x10° 2.0x10*
R1  1.5x10° 1.5x10°
A5'3a-R1  2.0x10° 3.0x107
R2 5.0x10’ 1.4x10*

R3.1  5.5x10° 1.3x10°

R3 2.0x10° 1.1x10°

R3.2  7.0x10 4.5x10

R4 1.5x10° 1.1x10*

R5 2.0x10* 2.5x10*

R6 2.0x10° 5.0x107

3'GFP  1.2x10° 2.0x10°*

wt  2.0x10° 2.5x10*

wt +M26  1.8x10° 4.5x10
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Los virus recombinantes se titularon y se comprobd que no existian diferencias
significativas entre los titulos obtenidos (Tabla 12). Los resultados obtenidos indican que la
sehal de encapsidacion de minigenomas derivados del TGEV vy, presumiblemente del
genoma viral, se localiza dentro de los primeros 242 nt del extremo 5’. Estos datos
confirman los estudios previos realizados mediante analisis cualitativo de la encapsidacion
de secuencias del derivadas del extremo 5’ del minigenoma M33 lanzadas desde el genoma
defectivo M39 (apartado 3.4.1.). Aunque los sgRNAs mas abundantes en las células
infectadas son los mas abundantes en los viriones en términos absolutos, tienen ademas una
encapsidacion relativa mayor, lo que sugiere que deben contener una sehal de

encapsidacion que les facilite el proceso.

3.5. ANALISIS DEL POSIBLE ACOPLAMIENTO ENTRE LOS

PROCESOS DE REPLICACION Y ENCAPSIDACION.
3.5.1. GENERACION DE REPLICONES DEL VIRUS SINDBIS EXPRESANDO
LAS REGIONES POTENCIALMENTE RESPONSABLES DE LA
ENCAPSIDACION EN EL TGEV

Los resultados obtenidos indicaban que la sefal de encapsidacion del TGEV se
localizaba en el extremo 5°. Adicionalmente, los RNAs subgenomicos A5’3a-R1.1 y A5’3a-
R1 incluyen el extremo 3’ del mRNA-3a, por lo que no podia descartarse el requerimiento
del extremo 3’ para la encapsidacion, junto con la region 5°. La sehal de encapsidacion no
podia encontrarse exclusivamente en el extremo 3’ puesto que todos los mRNAs virales lo
incluyen y, sin embargo, la mayoria de ellos no encapsida, o lo hace a niveles
significativamente mas bajos que el RNA especificamente encapsidado (mRNA-N).
Alternativamente, en un analisis en el que se acent@ia la prudencia en la interpretacion de
los resultados de los experimentos de encapsidacion realizados, no puede descartarse que la
replicacion sea un requerimiento para la encapsidacion, como ocurre en otros virus (Nugent
y col., 1999; Khromykh y col., 2001; Volkova y col., 2006). Los RNAs subgendmicos
encapsidados podrian tener una replicacion basal, dado que contienen parte del extremo 5’
del genoma. No obstante, dado que su longitud es, como maximo, de 500 nt, y se requiere
una longitud en torno a 1150 nt para una replicacion minima, de replicarse lo harfan con

una eficiencia minima. Alternativamente, el proceso de transcripcion por el cual se generan
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podria “suplir” a la replicacion, en el que caso de que la replicacion sea necesaria para el
proceso de encapsidacion.

Por todo lo anterior se decidid transcribir secuencias potencialmente responsables de la
encapsidacion en el TGEV, como sgRNAs, utilizando el replicon no citopatico derivado del
alfavirus Sindbis en células BHK-pAPN (Frolov y col., 1994; Agapov y col., 1998) (Fig.
32). El replicon utilizado incluye dos promotores de mRNAs subgendmicos: el promotor de

la region 3’ transcribe el gen pac (puromicina N-acetiltransferasa), que confiere a la célula
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Figura 32. Esquema del ensayo de encapsidacion de RNAs subgenomicos transcritos por el replicon del

BHK-pAPN

virus Sindbis. Células BHK-pAPN se transfectan con los plasmidos expresando el replicon no citopatico del
virus Sindbis, que se transcribe en el niicleo desde el promotor del virus del sarcoma de Rous (pRSV). El
RNA autorreplicativo se transloca al citoplasma y allf genera RNAs subgenomicos, el sgRNA que incluye las
secuencias con la sefal de encapsidacion del TGEV (W), y el sgRNA que le confiere resistencia a puromicina
(Pac). Las células expresando establemente el replicon del virus Sindbis se infectan con el TGEV y se analiza
la presencia del RNA que incluye la sefial de encapsidacion en los viriones liberados en la infeccion. En color
gris se representan los viriones que contienen el gRNA del TGEV y en color rosa, los que contienen el
sgRNA transcrito por el replicon del virus Sindbis, que incluye la sefial de encapsidacion del TGEV. nsP1-4,

replicasa del virus Sindbis.

resistencia a puromicina, y el promotor de la region 5° que transcribe el gen heterdlogo de
interés; en esta region se introdujo la secuencia que potencialmente incluye la senhal de

encapsidacion del TGEV (Fig. 32).
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El fragmento A5’3a-R1.1, incluyendo el lider (L-A5’3a-R1.1) se seleccion6 para ser
introducido en el replicon del virus Sindbis, por ser el sgRNA de secuencia mas corta
encapsidado. Asimismo, se expreso una variante de este sgRNA conteniendo una delecion
de 20 nt en la secuencia lider (AL-A5’3a-R1.1), para determinar si se requeria una
secuencia lider completa en el proceso de encapsidacion, pero también para reducir la
posibilidad de que este RNA se replicase, aunque fuese con niveles basales minimos. En la
zona de la delecion se predijo la presencia de un motivo estructural en horquilla, homodlogo
al motivo SLI descrito en CoVs del grupo 2 (Chang y col., 1994), por prediccion de su
estructura secundaria. Asimismo, la secuencia 5’3a-R4 precedida por la region del lider (L-
5’3a-R4) se expresod con el replicon del virus Sindbis como un control negativo de
encapsidacion. Como un control negativo adicional se analiz6 la encapsidacion de un RNA
sin la region del lider, que incluye la secuencia completa de GFP, transcrita por el replicon

del virus Sindbis.

3.5.2. ENCAPSIDACION DE RNAs TRANSCRITOS POR EL REPLICON DEL
VIRUS SINDBIS

La realizacion de este experimento ha sido posible por concurrir varias condiciones
necesarias para su realizacion, y por la seleccion de virus complementadores con un nivel
de replicacion adecuado. Previamente se habia demostrado que el replicon del virus
Sindbis, que Gnicamente se replica en células BHK, no interfiere con la infeccion del
TGEV (Ortego y col., 2002). Debido a que el nivel de replicacion del TGEV en células
BHK-pAPN, que expresan el receptor para el CoV TGEV, no es suficientemente alto para
rescatar a un minigenoma de forma eficiente, ya que alcanza un titulo maximo de 10’
UFP/ml, frente a un titulo superior a 10° UFP/ml en células ST, se compar6 el titulo
obtenido por el virus TGEV-PUR-S,;;, utilizado en los experimentos de encapsidacion,
frente al del virus TGEV-PUR46-MAD en células BHK-pAPN que expresaban el replicon
vacio de Sindbis. El virus TGEV-PUR46-MAD alcanz6 una unidad logaritmica mas de
titulo que el TGEV-PUR-S,;, (Fig. 33). Dada la importancia del titulo del virus
complementador en experimentos de rescate de minigenomas (J.M. Sanchez-Morgado y L.
Enjuanes, resultados no publicados), se selecciond el virus TGEV-PUR46-MAD para los

experimentos de encapsidacion en células BHK-pAPN.
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Figura 33. Cinética de crecimiento de los virus TGEV-PUR46-MAD Y TGEV-PUR-S,y. Células ST o
células BHK-pAPN expresando el replicon del virus Sindbis vacio (SINrep21) se infectaron con los virus
TGEV-PUR46-MAD 6 TGEV-PUR-S;y, a una mdi de 10. El titulo viral se calculd a los tiempos indicados
en células ST o células BHK-pAPN, seglin se indica.

La transcripcion desde el replicon del virus Sindbis, incluido en el plasmido SINrep21

(Agapov y col., 1998), genera una molécula de sgRNA que contiene 50 nt en el extremo 5,

|—> Inicio del sgRNA

CTACGGTGGTCCTAAATAGTCAGCATAGTACATTTCATCTGACTAATACCACAAC

-1+1 L5 Ultimo nt del promotor

del sgRNA

ACCACCACCTCTAGACGCGTAGATCTCAQGTGAGCATGCAGGATTACACCTG

Xba ‘ Miu'l ‘ Pmi | Sph |

SN— _
—

Sitio de clonaje

Figura 34. Esquema del entorno de secuencia en el sitio de clonaje del plasmido pSINrep21 que expresa
el replicon del virus Sindbis. Las regiones derivadas del TGEV se clonaron en los sitios de restriccion Xba 1
y Mlu 1. A partir del replicon se genera un sgRNA precedido en el extremo 5’ por 50 nt derivados del
promotor (en rojo) del virus Sindbis (no se representa el promotor completo) y del plasmido (en negro). —1,

primer nt del lado 5’ del promotor de Sindbis; +1, primer nt del sgRNA transcrito por Sindbis.
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procedentes del alfavirus (Fig. 34). Por tanto, los fragmentos derivados del TGEV incluidos
en el replicon no tendrian en el extremo 5’ la secuencia lider libre.

Células BHK-pAPN se transfectaron con los plasmidos que contenian el replicon del
virus Sindbis que expresaba los RNAs AL-A5’3a-R1.1, L-A5’3a-R1.1, L-A5’3a-R4 y GFP.
Después de dos pases de seleccion con puromicina se comprobd la expresion de los

distintos RNAs por secuenciacion de la banda correspondiente amplificada por RT-PCR y

A B

Northern blot
R
a A AN \\.6\‘\
B o e &
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b - < sgRNA-GFP
- <€ sgRNA-ALR1.1/R1.1
- »
- sgRNA-vacio
C <€ sgRNA-PAC

Figura 35. Analisis de los sgRNAs, que contienen secuencias del TGEV, transcritos por el replicon del
virus Sindbis. (A) RT-PCR cualitativa de los sgRNAs con secuencias del TGEV expresados por los
replicones del virus Sindbis. (a) RT-PCR que amplifica la secuencia lider completa. El oligonucleo6tido de la
RT se situd en la region 3’°3b del sgRNA. El cebador de polaridad positiva de la PCR hibridd en la secuencia
del motivo SLI del lider eliminada en el sSgRNA AL-A5’3a-R1.1. (b) RT-PCR que amplifica los sgRNAs con
secuencias del TGEV transcritos desde el replicon del virus Sindbis. El oligonucledtido de la RT se situd en la
region 3°3b del sgRNA; el oligonucledtido de polaridad positiva de la PCR hibridd en la secuencia del lider
comin a los sgRNAs que contenfan regiones del TGEV. (*) Amplificaciones obtenidas por hibridacion
inespecifica de los cebadores de la PCR en la ORF M. (¢) RT-PCR que amplifica la region de clonaje de las
secuencias del TGEV en el replicon del virus Sindbis. Los oligonucleotidos se hibridaron en secuencias del
replicon, flanqueando la region del inserto. (1) Tamafio esperado para el producto de amplificacion del
replicon del alfavirus Sindbis que contiene los insertos derivados del TGEV. (2) Tamafo esperado para el
replicon del virus Sindbis vacio. C+ PCR, control positivo de la reaccion de PCR. C- PCR, control negativo
de la reaccion de PCR. BHK-pAPN-SINrep, células expresando el replicon del virus Sindbis vacio. BHK-
pAPN, células BHK-pAPN sin el replicon del virus Sindbis. (B) Northern blot de RNAs célulares con una
sonda que hibrida en el extremo 3’ del replicon del alfavirus Sindbis, correspondiente al gen PAC. A la
derecha se indican los sgRNAs esperados atendiendo a la movilidad electroforética de la banda. GFP, replicon

que expesa el gen de GFP; sgRNA-vacio, sgRNA sin inserto; sgRNA-PAC, sgRNA del gen PAC.
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separada en geles de agarosa (Fig. 35A). El replicon del virus Sindbis conteniendo el
fragmento L-A5’3a-R4 elimin6 el inserto, de forma que Gnicamente se transcribid el
sgRNA que conferia resistencia a puromicina. Analogamente, en el replicon que expresaba
el fragmento AL-A5’3a-R1.1 se detectd la presencia de una pequena fraccion de replicones
que habian delecionado el sgRNA insertado, aunque la mayoria de sgRNAs mantenian el
RNA de interés. Estos resultados se confirmaron con experimentos de Northern blot (Fig.
35B). Los RNAs subgendmicos AL-A5’3a-R1.1 y L-A5’3a-R1.1 transcritos por el replicon
habian delecionado 82 nt de la region 3’3b que no afectaba a la hibridacion del
oligonucle6tido de la reaccion de RT, utilizado en la cuantificacion de los niveles de RNA,
dado que este oligonucleo6tido es complementario a la region no eliminada.

Las células BHK-pAPN transformadas con los distintos replicones se infectaron con el
virus TGEV-PUR46-MAD. Los sobrenadantes de la infeccion se recogieron a las 24 hpi y
se purificaron en un colchon de sacarosa al 15%, como se ha descrito en el apartado 3.4.3.
El analisis por RT-PCR cuantitativa determind que los RNAs AL-A5’3a-R1.1 y L-A5’3a-
R1.1 eran eficientemente encapsidados en los viriones. En contraste, el RNA de GFP

apenas era detectado en virus parcialmente purificados (Fig. 36). Por RT-PCR convencional
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Figura 36. Evaluacion de la encapsidacion de los RNAs subgenomicos, que contienen secuencias del
TGEYV, transcritos por el replicon del virus Sindbis. La eficiencia de encapsidacion de cada sgRNA
transcrito por el replicon se calculd con la formula descrita en el apartado 2.7.5.1 de Materiales y Métodos.
Siguiendo este procedimiento, la encapsidacion de los sgRNAs expresados desde el replicon del alfavirus
Sindbis se normaliz6 respecto a la del gRNA del TGEV, al que se asignd una eficiencia de encapsidacion del

100%. Se representa la media de dos experimentos, con su desviacion estandar.
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se comprobd que el sgRNA AL-A5’3a-R1.1 mantenia la delecion de 20 nt en el lider
(resultados no mostrados) sin embargo, los analisis realizados no podian discernir si los
RNAs habian eliminado la secuencia derivada del promotor del replicon del virus Sindbis
en el extremo 5°. Los sobrenadantes del experimento se evaluaron y no se observaron

diferencias entre los titulos de los virus complementadores (Tabla 13).

Tabla 13. Titulo del virus TGEV-PUR46-
MAD en los experimentos de encapsidacion de

RNAs expresados desde el replicon de Sindbis.

TITULO, UFP/ml

Virus E-1 E-2
AL-A5'3a-R1.1 ~ 6.7x10° 2.0x107
L-A5'3a-R1.1  3.3x10° 2.7x10°
SINrep-GFP  6.7x10° 6.0x10°
BHK-SINrep21  4.0x10° 6.0x10°
BHK 6.7x10° 1.0x10’

Estos resultados indican que (i) para la encapsidacion de RNAs por el virus TGEV son
suficientes los nucledtidos 25 a 242 del extremo 5’ del genoma. Dado que estos RNAs no
incluyen el extremo 3’ del TGEV sino secuencias heterdlogas, (ii) el extremo 3’ del virus
no es necesario para la encapsidacion y, (iii) la encapsidacion del genoma del TGEV es

independiente de la replicacion de la molécula por la maquinaria del virus, a diferencia de

lo que ocurre en otros sistemas virales.
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En la primera parte de esta tesis se analiza el rescate de minigenomas sintéticos
derivados del TGEV como una estrategia para la localizacion de sehales en cis implicadas
en la replicacion y la encapsidacion del virus. En la segunda parte de esta memoria se
describen experimentos que discriminan entre secuencias requeridas para replicacion y para
encapsidacion. En la tercera parte se analiza la posible existencia de una relacion entre estos
dos procesos, dado que la encapsidacion podria estar acoplada a la replicacion, como ocurre
en otros virus RNA como flavivirus (Khromykh y col., 2001), picornavirus (Nugent y col.,
1999) y el virus de la encefalitis equina venezolana (Volkova y col., 2006).

En estudios previos sobre la localizacion de sehales de replicacion y encapsidacion en
CoVs no se evaluaron las eficiencias de los procesos de replicacion y encapsidacion
mediante técnicas que analizasen de forma fiable la cantidad de RNA (Makino y col., 1990;
Fosmire y col., 1992; Kim y col., 1993; Lin y Lai, 1993; Penzes y col., 1994; Chang y col.,
1994; Luytjes y col., 1996; Bos y col., 1997; Woo y col., 1997; Cologna y Hogue, 2000;
Narayanan y Makino, 2001; Raman y col., 2003; Raman y Brian, 2005). En nuestro
laboratorio, utilizando como modelo experimental el TGEV, se habia cuantificado
indirectamente la eficiencia de rescate y de replicacion de minigenomas (Izeta y col., 1999).
En dichos estudios se analizo la expresion de un gen trazador (GUS) transcrito desde un
genoma defectivo, lo que indicaba que en la cuantificacion de la replicacion del
minigenoma se evaluaba, ademas, la transcripcion y la traduccion del gen, lo que podia
condicionar los resultados porque se asumia que la transcripcion y la traduccidon no
afectaban al resultado final (Izeta y col., 1999). En esta tesis se utiliza la RT-PCR en tiempo
real para la medida directa de las eficiencias de rescate de minigenomas, lo que incluye su

replicacion y encapsidacion.

4.1. SECUENCIAS MINIMAS REQUERIDAS PARA EL RESCATE DE

MINIGENOMAS DERIVADOS DEL TGEV
4.1.1. ANALISIS DEL REQUERIMIENTO DE SECUENCIAS INTERNAS DEL
GENOMA VIRAL PARA EL RESCATE DE GENOMAS DEFECTIVOS

En el TGEV se desconocia si existe un requerimiento de secuencias adicionales a las
regiones 5’ y 3’ para replicacion y encapsidacion. Hasta la fecha, todos los minigenomas
rescatados estudiados incluian los extremos 5’ y 3’ y, ademas, secuencias internas

derivadas del genoma del virus (Izeta y col., 1999). En esta tesis se demuestra que los 2144
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nt iniciales del extremo 5’ y los 494 Gltimos nt del extremo 3’ de TGEV son suficientes
para una replicacion y encapsidacion (rescate) eficiente de minigenomas derivados del
virus. En los estudios realizados se ha mostrado que el minigenoma M26 tiene la misma
eficiencia de rescate que el minigenoma M33, que presenta 568 nt adicionales procedentes
de la region solapante entre las ORFs la y 1b, y 16 nt derivados de la ORF 1b y el gen S.
Este minigenoma era el RNA defectivo mas pequefo eficientemente rescatado hasta la
fecha. Estos resultados difieren de los obtenidos para CoVs del grupo 2. En MHV, ademas
del requerimiento de los extremos 5’ y 3°, se ha descrito la necesidad de una region interna
para la replicacion de minigenomas (Lin y Lai, 1993; Kim y col., 1993) y para la
encapsidacion (Makino y col., 1990; Fosmire y col., 1992), aunque es importante resaltar
que los trabajos publicados por estos grupos son contradictorios. En efecto, hay estudios
que indican que en MHV los extremos 5’ y 3’ son suficientes para la replicacion de
minigenomas, no requiriéndose secuencias internas (Luytjes y col., 1996). La adicion de la
senal de encapsidacion de MHV, que incluia 69 nt situados a 20 kb del extremo 5°, a un
RNA no viral, el gen trazador CAT, le conferia la capacidad de encapsidarse en viriones,
aunque de forma ineficiente (Woo y col., 1997). Sin embargo, otros resultados indican que
esta sehal de encapsidacion no seria por si sola suficiente, sugiriendo la existencia en el
genoma de otras sefiales en cis de encapsidacion (Bos y col., 1997).

Como se ha indicado anteriormente, el TGEV no requiere secuencias internas del
genoma para la replicacion y encapsidacion de minigenomas. Estudios sobre la replicacion
del MHV realizados con DI-RNAs han mostrado que mientras que los extremos del
genoma de MHV son necesarios para la sintesis de la cadena positiva, para la sintesis de la
cadena de polaridad negativa sdlo son necesarios los tltimos 55 nt y la cola de poli-A
presente en el extremo 3’ del genoma (apartado 1.3.2. de la Introduccion). Ello ha llevado a
postular que los extremos 5’ y 3’ del genoma pueden interaccionar durante la replicacion
del genoma, tal como se predice en el estudio de las interacciones intramoleculares durante
el plegamiento del genoma RNA en un medio libre de proteinas, utilizando simulaciones
mediante programas de ordenador (Sgro y col., 2004). Sin embargo, los extremos 5’ y 3’ de
los genoma de CoVs no son complementarios, por lo que nuestro laboratorio y otros
laboratorios (Lai y col., 1998; Huang y col., 2001) proponen que pueda existir una
interaccion entre los extremos 5° y 3’ mediada por proteinas. Los resultados de rescate
obtenidos con el minigenoma M26 son compatibles con la hipdtesis de la interaccion de los

extremos 5’ y 3’ en CoVs (Huang y col., 2001; C. Galan, F. Almazan y L. Enjuanes,
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resultados no publicados). Las secuencias reconocidas por las proteinas virales o celulares
para la replicacion y encapsidacion estarian localizadas exclusivamente en los extremos 5’
y 3’. La interaccidon de los extremos facilitaria el reconocimiento de estas regiones por las

proteinas.

4.1.2. REQUERIMIENTO DE LA TRADUCCION DE LA ORF CONTENIDA EN
EL RNA DE LOS MINIGENOMAS DERIVADOS DEL TGEV PARA SU RESCATE

El requerimiento de la traduccion de una ORF para el rescate eficiente de minigenomas
derivados de CoV es controvertido, existiendo trabajos en los que se describe que la
traduccion es necesaria (Chang y Brian y col., 1996; de Groot y col., 1992; van der Most y
col., 1995) y otros en los que se concluye que la presencia de una ORF larga no seria un
requerimiento para la replicacion eficiente del minigenoma (Liao y Lai, 1995; Penzes y
col., 1996). Asi, el minigenoma M24 tiene un rescate 100 veces menos eficiente que el
minigenoma M26, pese a que, en principio, tiene una ORF potencialmente traducida mas
larga. Los minigenomas delecionados en motivos de estructura secundaria tampoco
presentan una correlacion entre la longitud de la ORF traducida y la eficiencia de su
rescate. En estos minigenomas, generalmente, la ORF es mas larga cuanto mas alejada esta
la delecion del extremo 5°. Asi, por ejemplo, el minigenoma SL.16, con una ORF de 549 aa,
se rescata en el pase P3 aproximadamente 1000 veces menos eficientemente que el
minigenoma M26, que contiene una ORF de 613 aa. Por otro lado, el minigenoma SL10,
con una ORF mucho mas corta (241 aa), rescata unas 100 veces menos eficientemente que
el genoma defectivo M26.

En situaciones especiales la traduccion de la ORF de un minigenoma, debido a la
produccion de una proteina, puede afectar a la replicacion. Asi por ejemplo, se ha descrito
la existencia de una mutacion en la posicion 637 del genoma del TGEV, que eliminaria un
sitio de reconocimiento de corte de una proteasa viral. Los minigenomas con esta mutacion,
que poseen A o T en la posicion descrita, traducirfan una poliproteina truncada que no se
procesaria, pero que son rescatados por un virus complementador. Por el contrario, las
moléculas defectivas con la secuencia original del genoma (C o G), aun teniendo
secuencias 5’ y 3’ suficientes para el rescate, se perdian después de varios pases en cultivos
(Galan y col., 2005). Se ha propuesto que el rescate ineficiente se deberia a la proteina
truncada traducida por el minigenoma. Ello posiblemente se debe a la interferencia del

fragmento truncado de la replicasa con la replicacion mediada por la proteina de longitud
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completa, aunque se desconoce con certeza el mecanismo por el que esta proteina ejerceria
su efecto. Se especula que la proteina truncada procesada (minigenomas con la secuencia
original del genoma en la posicion 637) secuestraria los RNAs en complejos de replicacion
no funcionales, impidiendo su acceso a la replicacion en trans. Asi, el rescate de genomas
defectivos derivados del TGEV parece depender, no tanto de la longitud de la ORF
traducida, como de la toxicidad de la proteina codificada por el minigenoma. Para evitar la
posible interferencia en todos los minigenomas de esta tesis se ha mantenido la mutacion

A/T637 para no afectar el rescate en cultivos.

4.1.3. REGION 5> MINIMA REQUERIDA PARA EL RESCATE DE
MINIGENOMAS. INFLUENCIA DEL TAMANO DEL MINIGENOMA Y DE LA
MULTIPLICIDAD DE INFECCION

El minigenoma M26 se utilizd para localizar con mayor precision las sehales de
replicacion y encapsidacion del TGEV, construyendo mutantes de delecion en los que se
eliminaron secuencias del extremo 5’ del minigenoma. En primer lugar, la secuencia
minima del extremo 5’ suficiente para el rescate de minigenomas con un virus
complementador se redujo a 1150 nt (genoma defectivo M17). Sin embargo, para CoVs del
grupo 2 las secuencias del extremo 5’ requeridas para el rescate son menores, en torno a los
500 nt, tal como se ha indicado anteriormente (Lin y Lai, 1993; Kim y col., 1993; Luytjes y
col, 1996). No obstante, en principio existia la posibilidad de que regiones internas en el
extremo 5’ del minigenoma M26 se pudieran delecionar, manteniéndose el rescate del
genoma defectivo. Esta posibilidad se analiza mas adelante.

Dado que todos los minigenomas con deleciones que acortaban el extremo 5° del
genoma perdian eficiencia en su rescate respecto al genoma defectivo M26, se analiz0 si la
introduccion de regiones presentes en el minigenoma M26, que no estaban incluidas en
determinados minigenomas, tales como las regiones Fa, FB, Fc y FD, mejoraba el rescate de
genomas defectivos. En ninglin caso se observd que la introduccion de estas secuencias
aumentase los niveles de rescate de minigenomas (M17, M19 y M22) que no se
amplificaban tan eficientemente como el genoma defectivo M26 (Fig. 37). Asimismo,
tampoco se consiguid el rescate del minigenoma MA1 por la adicion de las regiones Fc o

FD.
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Minigenoma Tamaho Rescate P2
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Figura 37. Resumen de la cuantificacion del rescate de minigenomas con un virus complementador. Se
muestra un esquema de todos los minigenomas analizados en esta tesis (a excepcion de los que presentaban
deleciones de motivos de estructura secundaria). Se indica su tamafio (en kb) y la eficiencia de su rescate,
cuantificada en pase P2 por RT-PCR en tiempo real a partir de, al menos, tres experimentos independientes
por cada minigenoma. El rescate eficiente de los minigenomas M26 y M33 se representa como (+++).(+)
indica un nivel de rescate entre 50 y 100 veces inferior; (+/-) eficiencia de rescate 500 veces inferior y (-),
eficiencia, al menos, 1000 veces inferior a la de los genomas defectivos M26 y M33. El minigenoma M22 se
marca con asterisco (*) para indicar que su secuencia es diferente a la del minigenoma M22 anteriormente

descrito (Izeta y col., 1999), aunque posee una longitud similar (2.2 kb).

La actividad de un RNA frecuentemente estan asociadas a motivos de estructura
secundaria presentes a lo largo de su secuencia, por lo que se eliminaron estructuras
secundarias previstas por el programa mFOLD. Se realizaron deleciones cortas (30-50 nt)
para localizar dominios concretos que afectaran el rescate, presentes en el extremo 5 del
minigenoma M26. Todas las deleciones que se introdujeron afectaron negativamente a la
eficiencia de rescate de los genomas defectivos. La evaluacion del rescate de estos genomas

defectivos se realizd en el pase P1, debido a la alta frecuencia de recombinacidon observada
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en el pase PS5, mediante la que se recuperaba la secuencia delecionada. Muy probablemente,
el minigenoma recombina con el extremo 5’ del virus complementador para recuperar un
extremo 5° mas conveniente para su replicacion Optima. Los minigenomas se podian
agrupar en tres grupos, segin se rescatasen con una eficiencia de 100 (SL3 a SLS, SLS,
SL10 a SL13, SL15 y SL17) a 1000 (SL9, SL14, SL16) veces menor que la del
minigenoma M26, o con un nivel de rescate proximo a los niveles del fondo de la reaccion
de RT-PCR (SL1, SL2, SL6 y SL7). En estos minigenomas la recombinaciéon no permitid
analizar la persistencia de los genomas defectivos con los pases, soOlo se estudio la
disminucion de los niveles de RNA en el pase P1. Como conclusion general, se observo
que la delecidon de secuencias cortas formando horquillas de RNA de acuerdo con el
programa mFOLD a lo largo del extremo 5’ del minigenoma M26, afectaron al rescate del
minigenoma en todos los casos. Varias de estas deleciones, correspondientes a los
minigenomas SL1 (nt 198-246), SL2 (nt 265-296), SL6 (nt 637-682) y SL7 (nt 793-804),
causaron la pérdida completa del minigenoma con los pases. Todas estas deleciones se
situaron en los 800 primeros nt del genoma, lo que sugiere que esta region es critica para el
rescate de minigenomas y, probablemente también, para el TGEV.

Los resultados obtenidos estan de acuerdo con los trabajos previos en los que se aislaron
tres minigenomas naturales derivados del TGEV: DI-A, DI-B y DI-C (Méndez y col.,
1996). El minigenoma DI-A contenia la ORF 1la/b completa, sin embargo, los genomas
defectivos DI-B y DI-C habian delecionado gran parte del gen 1a/b, pero ambos mantenian
intactos los primeros 2144 nt en el extremo 5°, la minima region que se ha demostrado que
es necesaria para un rescate eficiente.

Asi mismo, en esta tesis se ha descartado que el tamano en si mismo del minigenoma y
la mdi en pase PO fuesen determinantes en el rescate, dentro de unos limites. La
introduccidon de un gen trazador GUS que aumentase el tamano del minigenoma o el
aumento de la mdi hasta 10, no revirtieron el rescate de minigenomas que no se

amplificaron.

4.2. REQUERIMIENTOS DE SECUENCIA PARA LA
ENCAPSIDACION DEL TGEV
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4.2.1. ANALISIS DE LA ENCAPSIDACION DE RNAs SUBGENOMICOS EN
VIRIONES

La posible encapsidacion de distintos RNAs, incluyendo tRNAs (Levin y Seidman,
1979; Peters y Hu, 1980), RNAs ribosomales (Muriaux y col., 2001), mRNAs celulares
(Adkins y Hunter, 2000) y mRNAs subgendmicos (Hofmann y col., 1990; Rumenapf y col.,
1995; Sethna y col., 1991; Zhao y col., 1993), asi como RNAs de distinta naturaleza
(Muriaux y col., 2001) se ha descrito en retrovirus, coronavirus y alfavirus.

Algunos CoVs, incluyendo el TGEV, en principio podrian encapsidar los RNAs
subgendmicos, ademas del RNA gendomico (Hofman y col., 1990; Sethna y col., 1991;
Zhao y col., 1993). La encapsidacion de mRNAs subgendmicos en viriones de CoV ha sido
ampliamente debatida. Se ha sugerido que algunos mRNAs subgendmicos del BCoV se
encapsidan con eficiencias superiores al genoma del virus (Hofmann y col., 1990),
llegandose a proponer que los CoVs pudieran contener un genoma segmentado formado por
los RNAs subgendmicos encapsidados en los viriones (Sethna y col., 1989, 1991). Como
consecuencia, Unicamente bastaria la encapsidacion de los mRNAs para producir virus
infectivos (Sethna y col., 1989). Sin embargo, esta teoria ha sido descartada en la
actualidad, dado que en preparaciones del virus MHV con un grado de pureza elevado,
normalmente no se han detectado los mRNAs del virus y, cuando se ha visto que los
mRNAs estan presentes en los viriones, éstos se encuentran en pequenas cantidades,
asociados a contaminaciones de las preparaciones (Fosmire y col., 1992; Kim y col., 1998).
Ademas, existe un argumento relevante en contra del requerimiento de sgRNAs para tener
un CoV infectivo, dado que se ha demostrado que para obtener virus infectivo inicamente
se requiere el RNA gendmico, mediante la obtencion de cDNAs infectivos para los CoVs
TGEV (Almazan y col., 2000), HCoV (Thiel y col., 2001), IBV (Casais y col., 2001), MHV
(Yount y col., 2002), SARS-CoV (Almazan y col., 2006) y HCoV-OC43 (St-Jean y col.,
2006). Por tanto, la hipotética funcion de los mRNAs subgendmicos del CoVs como
genoma segmentado ha sido completamente descartada. Sin embargo, se ha descrito que la
presencia de proteina N (en cis o en trans) mejora notablemente la actividad de replicones
derivados del TGEV (Almazan y col., 2004), por lo que la existencia de mRNAs
codificando esta proteina al iniciarse el ciclo infectivo en el citoplasma celular podria
acelerar los procesos de replicacion y transcripcion.

Con el fin de determinar la composicion en RNA de los viriones del TGEV, inicialmente

se analizo la presencia de RNAs subgendmicos en virus inmunopurificados mediante RT-

139



discusion

PCR cualitativa. Mediante estas técnicas, Ginicamente se observo la amplificacion del
genoma del TGEV en viriones, pero no de otros RNAs, virales o celulares. No obstante,
cuando posteriormente se utilizd una técnica mas sensible, como la RT-PCR en tiempo real,
se detectd de manera reproducible, ademéas del genoma viral, los mRNAs virales mas
abundantes en las células infectadas. Fundamentalmente se observo la presencia del
mRNA-N (la eficiencia de encapsidacion fue como maximo del 25%, aunque ésta varid
entre experimentos). Por el contrario, RNAs celulares, como el de la B-actina, reflejaron
unos niveles de encapsidacion muy bajos (entre el 1-2%). La presencia de RNAs diferentes
al genoma en los viriones, parecia estar relacionada con la abundancia relativa de estos
mRNAs en la célula infectada, por lo que probablemente se trataria de un proceso de
incorporacion inespecifica de estos RNAs en los viriones. En el caso de que todos los
mRNAs del TGEV se encapsidasen, los mas probable es que tuviesen una sehal de
encapsidacion coman. Dado que todos los mRNAs virales tienen en comin la secuencia
lider y el extremo 3’-UTR, en estas regiones podria localizarse la sehal de reconocimiento
especifico del RNA y todos los mRNAs deberian encapsidar con la misma eficiencia. Sin
embargo, sOlo se ha observado la presencia de algin mRNA en los viriones, lo que va en
contra de la presencia de una hipotética sehal de encapsidacion de los mRNAs de TGEV
presente en la secuencia lider o en el extremo 3°. Dado que el genoma viral completo y
ciertos minigenomas muestran una encapsidacion claramente superior a la de los mRNAs

debe de existir un mecanismo de encapsidacion especifico de estos RNAs.

4.2.2. SENALES DE ENCAPSIDACION ESPECIFICA DE RNAs EN CIS
Inicialmente, en esta tesis se localizo la sehal de encapsidacion del TGEV en los 649
primeros nt del extremo 5°. No obstante, los resultados se obtuvieron mediante una técnica
cualitativa que no permitia la cuantificacion precisa de la eficiencia de encapsidacion.
Asimismo, en algunos transcritos se observo una recombinacion del sgRNA encapsidado
(region A1) mediante la que se perdia una diana de clonaje Sal I entre el lider y el mRNA-
Al, por lo que no se podia descartar que el RNA encapsidado hubiera adquirido las
secuencias necesarias para encapsidar mediante una recombinacion y, por tanto, que el
RNA encapsidado no fuera el transcrito codificado por el minigenoma construido
originalmente. Este extremo no se comprobd inicialmente mediante experimentos de
Northern blot. Reforzando la posibilidad tedrica de una alteracion del sgRNA encapsidado

por recombinacion con el genoma del virus complementador, en estudios posteriores de
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esta tesis se comprobd la elevada frecuencia de recombinacidn entre el virus
complementador y minigenomas derivados del TGEV con deleciones de estructuras en
horquilla, RNAs subgendmicos transcritos por el virus con una region espaciadora entre el
lider y el extremo 5°, 0o RNAs subgendmicos transcritos por el replicon de Sindbis. Por todo
ello, se puso un especial cuidado en analizar la estructura de las moléculas de RNA
encapsidadas.

En esta tesis, la cuantificacion de los RNAs encapsidados se ha realizado por RT-PCR
en tiempo real, lo que ha proporcionado una vision mas precisa de la encapsidacion de
RNAs de CoVs. La localizacion de la sehal de encapsidacion se acotd con mas precision al
identificar que el genoma defectivo M26 se rescataba tan eficientemente como el M33 y era
de menor tamahno. Teniendo en cuenta los datos previos sobre recombinaciOn entre
minigenomas y virus complementador, durante el rescate de minigenomas con pequehas
deleciones, se analiz6 la transcripcion de RNAs subgendmicos (incluyendo las secuencias
del extremo 5’ del minigenoma M26 expresadas) desde las TRSs del gen no esencial 3a/b,
utilizando un genoma de longitud completa. La ventaja de esta estrategia radicd en que la
encapsidacion de estos RNAs era independiente de la presencia de sehales de replicacion en
cis en el RNA sintetizado, en contraste con lo que ocurre con los RNAs de minigenomas
que para su produccion requieren la presencia de esta sehales. Este sistema, similar al
utilizado previamente en la transcripcion de mRNAs desde el minigenoma M39, presentaba
varias ventajas respecto al anterior. Por un lado, al expresar los sgRNAs con el genoma del
virus se aseguraba la localizacion de los RNAs estudiados en los lugares de replicacion y
ensamblaje habituales para los RNAs virales, facilitando su posible encapsidacion por el
virus. Asimismo, el lanzamiento de las secuencias de interés no dependia del rescate previo
de un minigenoma, como en los experimentos con el minigenoma M39. En la nueva serie
de experimentos se utilizd el minigenoma M26 rescatado en pase P3 como control positivo
de encapsidacion. Mediante esta nueva estrategia la sehal de encapsidacion del TGEV se
localizd en los primeros 242 nt del extremo 5’ del virus, lo que confirmd los analisis
realizados previamente en mRNAs transcritos por el minigenoma M39. Este resultado,
segin el cual la sehal de encapsidacion del CoV TGEV mapea en el extremo 5’°, se
considera mas aceptable que el descrito para el virus MHV, dado que coincide con el
obtenido para la mayoria de los virus RNA, donde las sehales de encapsidacion también se

han localizado en el extremo 5’ del genoma y no en el interior del mismo (Tabla 14).
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Los resultados obtenidos indicaban que la secuencia lider, o parte de la misma, era
necesaria para la encapsidacion, siendo la region A5’3a-R1.1, los primeros 143 nt que
siguen al lider, insuficientes, puesto que el sgRNA R1.1, que carece de continuidad entre la
secuencia lider y el extremo 5’ que le sigue en el virus nativo no se encapsido. La senal de
encapsidacion estaria formada por secuencias del extremo 3’ del lider y los primeros
nucleodtidos que siguen a éste. Alternativamente, podria suceder que la senal de
encapsidacion se localizara en la secuencia que sigue al lider, pero que cuando se inserta la
region 5’3a la senal de encapsidacion no adquiria la estructura secundaria necesaria que le
confiere la actividad de encapsidacion. La necesidad de la continuidad entre las secuencias
del lider-extremo 5’ se refuerza por la observacion de una recombinacion en los RNAs R1.1

y R1, que conduce a la recuperacion de esta continuidad de secuencia.

Tabla 14. Localizacion de sefiales de encapsidacion en otros virus.

Localizacion de la senal de

encapsidacion Referencia

Virus Familia Genoma (a)

Virus de la Hepatitis B Hepadnaviridae dsDNA Extremo 5' del RNA pregendmico Junker-Niepman y col., 1990

Adenovirus Parvoviridae ssDNA Repeticiones terminales invertidas Hearing y col., 1987

Virus de la Gripe Orthomyxoviridae ssRNA(-)  Extremos 5' del genoma Tchatalbachev y col., 2001

Virus de la Rabia Rhabdoviridae ssRNA(-)  3-UTR Yang y col., 1998

Virus de la Estomatitis py, 1 7oviridae ssRNA()  5'y 3 UTRs Blumberg y col., 1983

Vesicular

Virus Bunyamwera Bunyaviridae sSRNA(-)  Extremo 5' del genoma Osborne y Elliot, 2000

Hantavirus Bunyaviridae ssSRNA(-)  Extremo 5' del genoma Severson y col., 2001

HIV Retroviridae sSRNA(+) Extremo 5' del genoma Lever y col., 1989

Poliovirus Picornaviridae ~ ssRNA(+) Y Arias regiones; acoplada a Nugent y col., 1999
replicacion

Flavivirus Flaviviridae ssRNA(+) varias regiones; acoplada a Khromykh y col., 1998
replicacion

\B’;g‘zgel Mosaicodel g, o viridae ssSRNA(+) ORF MPy extremo 3' Choi y Rao, 2003

(a) dsDNA, DNA de doble cadena; ssDNA, DNA de cadena sencilla; ssSRNA(-), RNA de cadena sencilla y
polaridad negativa; ssSRNA(+), RNA de cadena sencilla y polaridad positiva

Puesto que los RNAs A5’°3a-R1.1 y A5’3a-R1 son los més abundantes en las particulas

virales, podria pensarse que su presencia en los viriones se debe a un “arrastre” de material
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por los niveles de estos RNAs en las células infectadas. Sin embargo, el mRNA-N es
aproximadamente diez veces mas abundante en células infectadas que la region A5’°3a-R1y
su eficiencia de encapsidacion fue, en el mejor de los casos, alrededor del 25%.
Analogamente, la eficiencia de encapsidacion de los RNAs A5’3a-R1.1 y A5’3a-R1 fue
similar, a pesar de que el segundo era el doble de abundante que el primero.

Para evaluar los RNAs subgenOmicos que contenian la region 5’3a, y los que no la
incluian, se utilizaron RT-PCR cuantitativas con diferentes parejas de oligonucledtidos en
cada caso, debido a la distinta composicion de las secuencias. Ello podria, en principio,
reducir la fiabilidad de los resultados de encapsidacion, dado que se podria pensar que las
diferencias observadas se debian a la distinta eficiencia de los oligonucleodtidos utilizados
en las amplificaciones por RT-PCR. Esta interpretacion se descartd previamente al
comprobar que la eficiencia de la reaccion de PCR fue similar para todas las parejas de
oligonucleodtidos utilizadas, dado que la pendiente de la recta estandar de calibracion
utilizada fue idéntica y a que ésta tenifa un valor de —3.3 en todos los casos, lo que indica un
100% de eficiencia de la reaccion de PCR. El paso previo a la PCR, la reaccion de RT,
tampoco difirid en eficacia y, en todo caso, podria afirmarse que era ligeramente menos
eficiente para los RNAs subgendmicos A5’°3a-R1.1 y A5’3a-R1 por la mayor longitud del
cDNA generado (unos 500 nt frente a los aproximadamente 100 nt de los RNAs
subgenodmicos con la region 5’3a). Todo ello reforzaba la fiabilidad de los datos obtenidos.

Asimismo, en principio, no se podia descartar que los RNAs subgendmicos
encapsidasen porque fuesen amplificados por el virus complementador, puesto que incluian
los extremos 5’ y 3’ del genoma viral, aunque su corta longitud no permitia una
amplificacion eficiente dado que, incluso, son de menor longitud que el minigenoma M15,
con baja eficiencia de rescate. Sin embargo, la replicacion del RNA A5°3a-R1.1 no ha
podido ser detectada con fiabilidad, aunque presenta niveles de RNA ligeramente
superiores al resto de los RNAs. Estos niveles son significativos y pueden ser explicados
por la transcripcion desde la TRS 3’ del lider, mas eficiente que la TRS 3’ del gen 3a/b. Si
asumimos que el RNA A5’3a-R1 no replica y, puesto que encapsida, el resultado indicarfa
que la replicacion no es un requisito para la encapsidacion. Sin embargo hay que tener en
cuenta que los RNAs son transcritos por el virus, no pudiéndose descartar que la
transcripcion esté “supliendo” a la replicacion, en el caso de que sea necesaria para la
encapsidacion. El acoplamiento entre replicacion y encapsidacion se discute mas

ampliamente en el apartado 4.4.
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En MHYV se ha descrito la existencia de una sehal de encapsidacion de 61 nt localizada a
una distancia de 20 kb del extremo 5’ (Fosmire y col., 1992). Aparentemente, esta
secuencia es necesaria y suficiente para encapsidar un RNA no viral como el gen trazador
CAT en viriones de MHV (Woo y col., 1997). Sin embargo, en el citado trabajo no se ha
determinado la eficiencia del proceso de encapsidacion y, por tanto, no se puede evaluar
con precision el verdadero significado de la sefal de encapsidacion descrita. De hecho, es
bastante probable que la secuencia descrita no sea la principal sehal de encapsidacion
porque la adicion de la sefial de encapsidacion de MHV al gen trazador CAT le conferia la
capacidad de encapsidarse en viriones, s0lo de forma ineficiente (Woo y col., 1997).
Analogamente, se ha descrito la encapsidacion de un sgRNA de MHV que contenia la senal
en cis requerida, pero la eficiencia de encapsidacion de este RNA fue mucho menor que la
del DI-RNA parental que lo generd (Bos y col., 1997), sugiriendo que se requieren
secuencias adicionales para una encapsidacion Optima. De hecho, se han descrito varias
secuencias en RNAs de CoV de unidon a nucleoproteina que, en principio, podrian
contribuir a la encapsidacion. Estas secuencias de union de la proteina N al RNA mapean

en la CS y en el lider de los mRNAs de MHV (Nelson y col., 2000).

4.2.3. ESTRUCTURA SECUNDARIA ASOCIADA A LA SENAL DE
ENCAPSIDACION

En la localizacion de la sehal de encapsidacion un resultado negativo podria deberse
tanto a la ausencia fisica la sehal de encapsidacion en el RNA de como a la ausencia de
secuencias flanqueantes de la sehal de encapsidacion, lo que impediria un correcto
plegamiento esencial para su actividad. En general, las sehales de encapsidacion virales se
han asociado a estructuras secundarias del RNA, mas que a la secuencia primaria de las
mismas (de Guzman y col., 1998). Esto sugiere que las secuencias flanqueantes de la sefal
de encapsidacion juegan un papel relevante, puesto que deben tener la suficiente
flexibilidad para permitir que la secuencia adquiera una estructura especifica (Molenkamp y
Spaan, 1997). La delecion o insercion de secuencias de los minigenomas puede afectar a su
eficiencia de encapsidacion por interferencia con el plegamiento de la sefal de
encapsidacion. Esta posibilidad se debe tener en cuenta al estudiar las modificaciones de la
secuencia realizadas en esta tesis.

La estructura secundaria del extremo 5’ se ha estudiado ampliamente en CoVs del grupo

2, como el BCoV. En la region en la que se ha identificado la sefial de encapsidacion en el
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TGEV se han observado cuatro motivos de RNA en horquilla o stem loops (SLI a SLVI)
(Chang y col., 1994; Raman y col., 2003; Raman y Brian, 2005). En el resto de CoVs,
incluido el TGEV (Fig. 38), estas estructuras estarian conservadas en algunos casos, segin
predicciones in silico de estructura secundaria, especialmente el motivo III. En el SARS-
CoV se ha confirmado experimentalmente la existencia de las estructuras I y III donde,
ademas, existe un motivo estructural adicional entre las horquillas II y III (Kang y col.,
2006). En el TGEV este motivo de RNA también se formaria, de acuerdo con predicciones
de estructura secundaria con el programa mFOLD (Fig. 38).

En esta tesis la localizacion de la sehal de encapsidacion se ha acotado a los 242
primeros nt del extremo 5’ del genoma del TGEV. Estos incluyen siete horquillas posibles
de estructura secundaria previstas por el programa mFOLD (Fig. 38). Los experimentos
realizados en esta tesis para localizar la sehal de encapsidacion del TGEV, utilizando el
replicon del virus Sindbis, indicarian que la estructura SLI no seria necesaria para la
encapsidacion debido a que cuando se elimina este motivo (sgRNA-AL-R1.1), el RNA
resultante es eficientemente encapsidado. Las horquillas SLII, SLIIb y SL CS se encuentran
en todos los mRNAs virales, al incluirse en el lider, por lo que tampoco parecen ser
candidatas para incluir la sehal de encapsidacion del TGEV, aunque no puede descartarse
que sean necesarias para mantener un correcto plegamiento. Por otro lado, la prediccion de
estructura secundaria del extremo 5’ de los CoVs muestra que la estructura en horquilla
SLIIT estda muy conservada en la mayoria de los grupos de CoVs, con la excepcion de los
virus MHV y BCoV (Fig. 39). No se observa el mismo grado de conservacidon en las
estructuras SLIIIb y SLIV. Por todo lo anterior, la horquilla SLIII es una estructura
candidata para ser la sefial de encapsidacion en el TGEV y, probablemente, en otros CoVs.
De hecho, recientemente se ha sugerido que la sehal de encapsidacion del SARS-CoV
podria estar en el extremo 5’ del genoma, aunque se esta trabajando en las evidencias
experimentales que lo demuestren (Chen y col., 2007). La proximidad de la horquilla SLIII
a la region lider podria explicar el requerimiento de continuidad lider-region 5°, puesto que
la alteracion de la secuencia de su entorno en los mutantes en los que se ha introducido una
region espaciadora (5°3a) podria impedir el correcto plegamiento. Esta hipOtesis se esta
estudiando mediante experimentos de encapsidacion de RNAs en los que se elimina esta
estructura secundaria, en comparacion con el efecto causado por la delecidon de otras

horquillas.
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Figura 38. Prediccion de la estructura secundaria del RNA de los primeros 242 nt del extremo 5’ del
TGEV. Se muestra un esquema de los motivos en horquilla de los 242 nt de la region 5° del TGEV, previstos
por el algoritmo mFOLD (Zuker, 2003). La horquillas I, II, IIT y IV (SLI, SLII, SLIII y SLIV) se identifican
siguiendo la nomenclatura descrita en el BCoV (Chang y col., 1994; Raman y col., 2003; Raman y Brian, 2005),
atendiendo a la homologifa de las estructuras previstas en horquilla de ambos virus. El resto de motivos de RNA
(SLIIb, SLCS y SLIIIb) no se han descrito en el BCoV. La estructura SL CS se ha confirmado en el SARS-CoV
por métodos enzimaticos (Kang y col., 2006). En el TGEV, experimentos de resonancia magnética nuclear han
confirmado que la CS se encuentra expuesta, aunque formaria una estructura mucho mas abierta que la prevista
por el programa mFOLD (J. Gallego, resultados no publicados). La secuencia lider se representa en rojo. La

secuencia CS se indica en color azul.

4.3. SECUENCIAS MINIMAS REQUERIDAS PARA LA REPLICACION
DEL TGEV

Todos los minigenomas derivados del TGEV analizados en esta memoria poseen 494 nt
en el extremo 3’. Los minigenomas generados previamente en el laboratorio también
incluian esta secuencia 3’ y no se ha analizado si se necesita toda esta secuencia para su
rescate. No obstante, teniendo en cuenta los resultados obtenidos para otros CoVs, lo mas

probable es que no se puedan delecionar muchos mas nucledtidos en dicha region sin que
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se afecte la eficacia de la replicacion de estos RNAs. Las secuencias minimas requeridas en

cis en el extremo 3’ para la replicacion de CoVs se han caracterizado en detalle en otros

bsp-py

ST sl

BCoV MHV SARS-CoV IBV

Figura 39. Prediccion de la estructura secundaria del RNA de los primeros 150 nt del extremo 5’ de CoVs
de los grupos 1, 2 y 3. Se muestra la prediccion de estructura secundaria prevista por el algoritmo mFOLD
(Zuker, 2003) para CoVs de los grupos la (TGEV), 1b (HCoV-229E y HCoV-NL63), 2a (BCoV y MHV), 2b
(SARS-CoV) y 3 (IBV). En azul se indica el motivo SLIII, conservado en el TGEV, HCoV-229E, HcoV-NL63,
SARS-CoV e IBV.
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miembros de la familia Coronaviridae. La longitud del extremo 3’ necesaria para la
replicacion de CoVs del grupo 2 varia, segin los trabajos, entre 436 nt (Luytjes y col,
1996), 460 nt (Kim y col., 1993) y 461 (Lin y Lai, 1993).

El trabajo realizado en esta tesis se ha centrado en los requerimientos de secuencia para
la replicacion del extremo 5’ del genoma. Estudios previos del laboratorio (A. Izeta y L.
Enjuanes, resultados no publicados) habian concluido que los primeros 1164 nt del extremo
5’ eran suficientes para la replicacion de minigenomas derivados del TGEV. Sin embargo,
en estos ensayos no se podia discriminar entre replicacion, transcripcion y expresion del
gen trazador utilizado (GUS), como se ha indicado en apartados anteriores. Asimismo, la
longitud del extremo 5’ requerida para la replicacion del TGEV era mayor que la descrita
para la mayoria de CoVs estudiados en 400-500 nt (Lin y Lai, 1993; Kim y col., 1993;
Luytjes y col, 1996). Por ello, se estudio si toda la secuencia incluida en los primeros 1164
nt era necesaria.

En esta tesis se ha demostrado que la eficiencia de replicacion de minigenomas
derivados del TEGV esta muy relacionada con la integridad de todo este extremo 5°, y una
mayor longitud del extremo 5’ se asoci6 con una mayor eficiencia de replicacion. Sin
embargo, para longitudes comprendidas entre 1361 nt (minigenoma M19) y 1888 nt en el
extremo 5’ (minigenoma M24), no se observaron diferencias significativas en los niveles de
replicacion alcanzados, siendo del 20% respecto al minigenoma M26. Este requerimiento
de secuencia es similar al obtenido en los experimentos de rescate, como era de esperar,
puesto que todos los RNAs defectivos estudiados en replicacion mantienen intacta la
secuencia (25-242 nt) donde se ha localizado la sefial de encapsidacion en el TGEV.

El minigenoma M15, con 940 nt en el extremo 5°, mostrd una replicacion basal, sin
embargo, este minigenoma no se rescatd en cultivos celulares. Puesto que el genoma
defectivo M 15 incluye la region donde se localiza la sehal de encapsidacion, su rescate
ineficiente probablemente se debid a su replicacion limitada. Por tanto, los minigenomas
que incluyen los primeros 940 nt del extremo 5’ no se replican con el nivel suficiente para
ser rescatados de forma estable por el virus complementador en sucesivos pases, en
contraste a lo observado para CoVs distintos del TGEV. El minigenoma M17, con 1150 nt
en el extremo 5°, se rescatd ineficientemente por un virus complementador pero no se
perdid con los pases, indicando que contiene las secuencias 5’ minimas necesarias no s6lo
para su replicacion basal, sino que, ademas, su nivel de amplificacion permite su

replicacion y encapsidacion en pases sucesivos. Estos datos confirman resultados previos
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del laboratorio (A. Izeta y L. Enjuanes, resultados no publicados) en los que se habia
concluido que 1164 nt del extremo 5’ eran los minimos suficientes para la replicacion
eficaz y mantenimiento en cultivos celulares de minigenomas derivados del TGEV.

La eliminacion de secuencias en horquilla previstas por el programa mFOLD en la
primera kilobase del minigenoma M26, permiti0 clasificar los distintos mutantes de delecion
en dos grupos. (i) La delecidon de las estructuras SL1 (nt 198-246), SL2 (nt 265-296), SL6
(nt 637-682) y SL7 (nt 793-804) redujeron los niveles de replicacion alrededor de 80-90
veces respecto a la replicacion del genoma defectivo M26. En estos genomas defectivos los
niveles de rescate fueron similares al fondo de la reaccion de RT-PCR (apartado 4.1.3.). Ello
sugiere que estas regiones son fundamentales para la replicacion. (ii) La eliminacion de las
estructuras SL3 (380-426 nt), SL4 (455-502 nt), SL5 (552-609 nt) y SL8 (867-868 nt),
disminuy0 la eficiencia de replicacion de los minigenomas en torno a 10-20 veces respecto
al minigenoma M26. Puesto que todos los minigenomas delecionados en estructuras en
horquilla en la primera kilobase mantuvieron intacta la sehal de encapsidacion, se puede
concluir que la mayor parte de la primera kilobase del extremo 5’ se requeria para la
replicacion eficiente. La longitud minima del extremo 5’ necesaria para la replicacion para
otros CoVs es, por tanto, inferior a la requerida por el TGEV, del grupo 1. No conocemos
todavia por qué la replicacion del genoma del TGEV requiere una secuencia de mayor

longitud que la necesaria para otros CoVs del grupo 2.

4.4. ANALISIS DEL. ACOPLAMIENTO ENTRE LA REPLICACION Y
LA ENCAPSIDACION DEL GENOMA DEL TGEV

En principio, la replicacion y encapsidacion del genoma del TGEV podrian estar
acoplados, como ocurre en otros virus RNA de cadena positiva como poliovirus (Nugent y
col., 1999), flavivirus (Khromykh y col., 2001) y el virus de la encefalitis equina
venezolana (Volkova y col., 2006). Sin embargo, cuando la regidon que contiene la sehal de
encapsidacion del TGEV (en ausencia del extremo 3’, que es imprescindible para la
replicacion) es transcrita como un sgRNA desde el replicon del virus Sindbis, mantiene su
capacidad de encapsidarse en los viriones. Estos resultados demuestran que la replicacion
del RNA no es un requisito previo para la encapsidacion. Ademas, el sgRNA transcrito
desde el replicon del virus Sindbis incorpora 50 nt derivados de la secuencia del promotor
del virus Sindbis en el extremo 5’ del RNA transcrito, lo que muy probablemente impide su

amplificacion por el virus complementador. Aunque no puede afirmarse que los RNAs AL-
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A5’3a-R1.1 y AL-A5’3a-R1 no hayan perdido esta secuencia, parece poco probable, dado
que el sgRNA AL-A5’3a-R1.1 mantiene la delecion de 20 nt introducida en lider, lo que
sugiere que no ha recombinado. El conocimiento de los requerimientos para la
encapsidacion en TGEV deja abierta la posibilidad de encapsidar RNAs de origen no viral
en particulas de TGEV.

En resumen, la localizacion de la sefal de encapsidacion del TGEV se ha confirmado
mediante tres aproximaciones diferentes: (i) estudio de la encapsidacion de mRNAs
transcritos por el minigenoma M39, (ii) encapsidacion de RNAs expresados directamente
por el propio virus, como sgRNAs desde la posicion 3a/b, y (iii) encapsidacion de sgRNAs
transcritos por el replicon del virus Sindbis. Este Gltimo caso tiene una caracteristica de
especial relevancia dado que la generacion de sgRNAs es independiente de la maquinaria
de replicacion del TGEV. El conjunto de los datos obtenidos permite concluir con un grado
considerable de fiabilidad que la sefal de encapsidacion del genoma del TGEV se localiza
en los primeros 242 nt del genoma, no siendo necesaria la replicacion propiamente dicha de
los RNAs para la encapsidacion en el virus TGEV. Es suficiente que estos RNAs sean

transcritos por un sistema homologo (coronavirus) o heterdlogo (alfavirus).
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1. El minigenoma mas pequeno derivado del TGEV rescatado, es decir, replicado y
encapsidado eficientemente en cultivos celulares por un virus complementador, incluye los
2144 primeros y los Gltimos 494 nucledtidos del genoma viral. Su rescate implica que en
estas secuencias 5° y 3’ se encuentran localizadas las sefiales minimas necesarias para la
encapsidacion y replicacion eficiente de minigenomas y, presumiblemente, del genoma del

virus TGEV.

2. La replicacion eficiente de minigenomas derivados del TGEV requiere los 2144 nt
integros del extremo 5°. No obstante, la minima secuencia del extremo 5’ del genoma,
imprescindible para la replicacion de los genomas defectivos y, presumiblemente del virus,
es de 1150 nucledtidos. Secuencias del extremo 5’ mas cortas mantienen un nivel de
replicacion basal que no es suficiente para el rescate de minigenomas en los sistemas
utilizados. Ademas, la replicacion de minigenomas del TGEV, requiere los 494 nucledtidos

del extremo 3’ del genoma viral.

3. La sehal de encapsidacion del TGEV se localiza entre los nucledtidos 25 y 242 nt del
extremo 5° del genoma viral, incluyendo 79 nt de la secuencia lider y 143 nt de la region 5’
adyacente, siendo necesaria la continuidad de estas secuencias para la encapsidacion de
RNAs subgendmicos. La encapsidacion de RNAs virales, a diferencia de la replicacion, no

requiere el extremo 3’ del genoma.

4. La encapsidacion de los RNAs del TGEV no depende de la replicacion de los mismos,
aunque no se puede excluir que sea necesaria su transcripcion por un sistema homologo o

heter6logo, como el del replicon del virus Sindbis.
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