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Human metapneumovirus (hMPV) and human respiratory syncytial virus
(hRSV) are members of the new Pneumoviridae family of viruses, recently
detached from the Paramyxoviridae family. Both viruses, but particularly hRSV,
account for the majority of bronchiolitis and severe lower respiratory tract infections
worldwide in infants and very young children, and they are also a frequent cause of
morbidity and mortality in the elderly and immunocompromised adults. hMPV and
hRSV are similar in genomic organization, viral structure, antigenicity and clinical
symptoms. There are no licensed hMPV or hRSV vaccines currently available.
Efforts to control these pathogens are now focused on the prophylactic use of
neutralizing antibodies against the fusion protein (F) and the development of
efficacious and safety vaccines based on the F glycoprotein, which is the primary

target of neutralizing antibodies and is thus a critical vaccine antigen.

The F protein promotes fusion of the virus and the cell membranes during
virus entry. While the fusion membrane occurs, the F protein transits from a
metastable pre-fusion conformation to a highly stable post-fusion conformation. The
recently determined atomic structures of hRSV F and hMPV F in the postfusion
conformation have revealed a high degree of structural similarity, including known
antigenic sites such as antigenic sites Il and IV. However, no cross-neutralization is
observed in polyclonal antibody responses raised after immunization with purified
viral F proteins, despite sporadic reports of cross-neutralizing monoclonal
antibodies (mAbs).

In this Thesis we first describe the generation and characterization of a
panel of mAbs based on their postfusion conformational specificity, or their
neutralization activity. Some of these antibodies could be mapped onto hMPV F

antigenic sites Il and IV.

The main objective of this Thesis was to design chimeric F proteins in which
certain antigenic sites of one virus were replaced by the equivalent antigenic site of
the other virus. The antigenic changes were monitored with virus-specific mAbs to
confirm that the resulting chimeric proteins gained site-specific epitopes of the
heterologous virus. Moreover, mice immunization with these chimeras induced
polyclonal cross-reactive and cross-neutralizing antibody responses and mice were

even protected against a challenge with the virus used for grafting of the



heterologous antigenic site. These results set the path for the generation of
universal vaccines that could protect against inf ections by the Pneumoviridae.
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1. Clasificaci n del hMPV y del hRSV

El virus respiratorio sincitial humano (hRSV) se aisl por primera vez en
1955 (Blount et al., 1956) y el metapneumovirus humano (hMPV) en el aseo 2001
(van den Hoogen et al.,, 2001). En 2016 estos virus se han reclasificado en la
recidn creada familia de los Pneumoviridae, que agrupa a los g@neros
Orthopneumovirus y Metapneumovirus (Figura 1). El g@nero Orthopneumovirus
incluye el virus respiratorio sincitial humano (hRSV), el virus respiratorio sincitial
bovino (bRSV) y el virus de la neumona del ratn (VNR); y el g@nero
Metapneumovirus a los metapneumovirus humano (hMPV) y aviar (aMPV). La
clasificaci n en estos dos g@neros est/A basada pritipalmente en su constelacin
g9nica, ya que los metapneumovirus carecen de cierfas prote nas no estructurales
y el orden de los genes difiere del que tienen los orthopneumovirus. Se ha elevado
el status de esta nueva familia de los Pneumoviridae (anteriormente subfamilia
dentro de los Paramyxoviridae) porque los miembros de este nuevo tax n est&En
estrechamente relacionados no solo con los paramixovirus sino tambi@n con los
filovirus (Afonso et al., 2016).

Los virus de familia Pneumoviridae pertenecen al orden de los
Mononegavirales, cuyos miembros comparten ciertas caracter sticas tales como:
(1) su genoma es una cenica moldcula de RNA de poladad negativa que se
encuentra asociada con la nucleoprote na viral (formando una nucleoc/Zpsida viral
gue le confiere resistencia a la digesti n por RNAs as) y con la polimerasa viral; (2)
su RNA polimerasa transcribe el genoma de forma secuencial, dando lugar a RNA
mensajeros (MRNA); (3) su ciclo replicativo es citoplasm/Etico; (4) las part culas
virales poseen una envuelta lip dica procedente de la membrana plasm/tica de la
cOlula infectada, donde est/&En ancladas las glicopre nas virales; y (5) la entrada

en la cBlula hospedadora se produce por la fusin de membranas del virus y de la

cQlula.
[« Virus respiratorio sincitial bovino (bRSV)
Orthopneumovirus | + Virus de la neumonia del ratén (MPV)
Pneumoviridae * Virus respiratorio sincitial humano (hRSV)

* Metapneumovirus aviar (aMPV)

Metapneumovirus .
* Metapneumovirus humano (hMPV)

HEHE * (&)"™+&+",- ./ (0) virus ./ (&*&1"('&



2. Estructura del viri n del hMPV

El virin del hMPV es pleom rfico, pudidndose obser var por microscop a
electr nica (ME) tanto part culas virales esf@ricas, con un diZ£metro entre 150-
600nm, como formas filamentosas. Al igual que en otros Pneumoviridae como el
hRSV (Figura 2), los viriones del hMPV tienen una nucleoc/Zpsida recubierta por
una capa proteica formada por la prote na matriz (M) que est/&E por debajo de una
envuelta lip dica, caracter stica de estos virus. En la envuelta lip dica se encuentran
ancladas tres glicoprote nas virales de superficie: la glicoprote na de unin al
receptor o prote na G, la prote na F encargada de la fusi n de las membranas viral
y celular, y una prote na pequeaea, minoritaria e hdrof bica, denominada SH. Las
prote nas G y F forman las esp culas que se observan al ME. La nucleoc/&psida
viral est/E compuesta por el RNA viral (VRNA) al que est/En asociadas la

nucleoprote na (N), la fosfoprote na (P), la polimerasa viral (L) y la prote na M2-1.

hMPV hRSV

Proteina de fusién F

Proteina \

de unién G "\

Proteina F \

NUCLEOCAPSIDE: Proteina G ——»

= VRNA
8 Nucleoproteina N
®

. Polimerasa L

NUCLEOCAPSIDE:
RNAv
Nucleoproteina N

Fosfoproteina P

Proteina SH Polimerasa L

Proteina SH—"""%%
Proteina de la
Matriz M

Figura 2. Representaci n esquem/tica de las part culas virales del hMPV y del
hRSV. Se seeeala la localizaci n de las distintas prote nas que componen el viri n.

3. Organizaci n g@nica

El material gen@tico del hMPV es una mol@cula de RM (VRNA) de cadena
sencilla y polaridad negativa de aproximadamente 13,4 Kb (~2 Kb m/Zs corto que el
del hRSV). A diferencia del genoma del hRSV, el genoma del hMPV carece de dos
genes que codifican las prote nas no estructurales NS1 y NS2, y el orden de los
genes F y M2 es diferente entre ambos virus en relacin con el resto de genes
(Figura 3). EI genoma del hMPV se transcribe en ocho RNAs mensajeros
(mRNAs), que codifican las prote nas virales: nucleoprote na (N), fosfoprote na
(P), prote na matriz (M), prote na de fusin (F), p rote na SH, prote na de unin al
receptor (G) y polimerasa viral (L) (Biacchesi et al., 2003; van den Hoogen et al.,

2002). El gen M2 tiene dos marcos de lectura abiertos que codifican las prote nas



M2-1 (o 22K) y M2-2, por lo que el ncemero total deprote nas codificadas por el

genoma del hMPV es nueve.
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Figura 3. Esquema comparativo de los genomas del hRSV y hMPV. El mapa gen@tico del
hRSV se muestra en la parte superior y el del hMPV en la parte inferior. En color morado se
muestran los genes no estructurales solo presentes en el hRSV; en azul los genes que
tienen igual orden en ambos genomas y en verde los genes que var an su posici n en los

genomas del hRSV y el hMPV. La longitud de cada gen en nucle tidos est/ indicada en la
parte superior de cada genoma, y las regiones interg@nicas en la parte inferior.

Al igual que en el hRSV y otros virus RNA de cadena negativa no
segmentada, en el extremo 3 del RNA gen mico se si taea una regi n no codificante
denominada leader, que contiene el cenico promotor utilizado tanto para la
transcripci n del RNA como para la s ntesis del ant igenoma (se explicar/E m/As
adelante). En su extremo 5 se localiza otra regin extragdnica denominada
trailer , que contiene la secuencia del promotor antigen mico para la s ntesis del
RNA de la progenie viral. Las regiones leader y trailer tienen cierta
complementariedad, porque ambas contienen elementos b/Esicos del promotor viral
(Mink et al., 1991).

En ambos virus (hRSV y hMPV) la transcripci n del genoma se produce de
manera secuencial, dando lugar a mRNAs que adquieren una estructura cap en
su extremo 5 (para que su traducci n la lleven a c abo los ribosomas de la c@lula
infectada) y una cola de poli-A en el extremo 3. Sin embargo, la replicacin del
VRNA comprende la s ntesis de una copia completa en sentido positivo del genoma
(complementaria), denominada antigenoma que no posee cap ni estAE
poliadenilado. Ambos procesos, transcripcin y replicacin, se producen en el

citoplasma.

Al igual que en otros pneumovirus y paramixovirus, cada gen del hMPV
comienza con una secuencia consenso denominada Gene Start (GS)
CCCUGUUUICA, y el codn de inicio de cada ORF se en cuentra 4 nucle tidos
despuds de esta secuencia (van den Hoogenet al., 2002). Esta regin GS est/E
altamente conservada entre todos los genes excepto en los genes L y SH, que es

ligeramente distinta. La regin GS tambi@n est/ presente en los genes del hRSV,



con una secuencia muy similar (CCCCGUUUA(U/C)) (Biacchesi et al., 2003). Su
funci n es la de determinar el inicio de la transcr ipci n. Los genes finalizan con una
secuencia de 12-15 nucle tidos menos conservada den ominada Gene End (GE)
(UCAAUNNNUUUU), que dirige la terminacin de la transcripcin y la

poliadenilaci n del mRNA.

En ambos virus, los genes est/An separados por regioes interg@nicas de
longitud y secuencia variable (2 a 190 nucletidos) tanto entre las distintas
regiones interg@nicas de los distintos genes que canponen el genoma del hMPV,
como entre las regiones interg@dnicas de otras cepas del hMPV o de otros virus

relacionados (Biacchesi et al., 2003).

4. Ciclo replicativo del hMPV
El ciclo infectivo del hMPV es an/logo al del hRSV(Collins PL and Karron

RA, 2013). Un esquema de las diversas etapas del ciclo infectivo del hMPV se
muestra en la Figura 4. La infeccin comienza con | a unin del virus a la c@lula
hospedadora, mediada principalmente por la protena G. Diversos estudios
sugieren que esta protena se une a glicosaminoglicanos presentes en la
membrana de la c@lula como el heparZn sulfato (Thammawat et al., 2008). Tras la
uni n se produce la activaci n de la prote na F que va a promover la fusi n de las
membranas viral y celular (se explicar/& en el apado 9.1). La prote na matriz (M),
gue rodea la parte interna de la bicapa lip dica, se desestructura y permite la

liberaci n de la nucleoc/Zpsida viral al citoplasmacelular.

Se ha propuesto un modelo comaoen de transcripci n y replicaci n para todos
los pneumovirus y paramixovirus (Lamb and Jardetzky, 2007). Segcen este modelo,
la transcripcin se produce de forma secuencial y p olar a partir de un oenico
promotor de la transcripci n, situado en la regin leader del extremo 3 del RNA
viral (vVRNA). La polimerasa se une al promotor viral y lleva a cabo la transcripci n
del genoma por un mecanismo secuencial de inicio, terminaci n y reiniciaci n de la
s ntesis de RNA que producirE una serie de mRNAs. Rira ello, la polimerasa viral
se gu a por las seeseales antes mencionadas GS y GE nuy conservadas y presentes
en los extremos de cada gen (Dickens et al., 1984; Fearns and Collins, 1999; Kuo
et al., 1996b).

El complejo de la transcripci n est& formado por almenos las prote nas L, P

y M2-1. Este complejo reconoce a las secuencias GS y transcribe el gen completo,



hasta que llega a la secuencia GE, momento en el que se detiene la transcripcién y
se produce la poliadenilacién por copia reiterada de las secuencias ricas en Us. El
complejo de la polimerasa atraviesa entonces una regidén intergénica no
codificante, sin soltarse del RNA molde, hasta que encuentra de nuevo otra
secuencia GS, iniciando de nuevo la transcripcion del siguiente gen. (Kuo et al.,
1996a).

Como en el resto de los mononegavirales, la transcripcion secuencial genera
un gradiente polar de abundancia de los mMRNAs. Los mRNAs de los genes mas
cercanos al extremo 3’ son mas abundantes, ya que, cuando la polimerasa finaliza
la trascripcién de un gen, tiene cierta probabilidad de soltarse del molde y no
transcribir el siguiente gen. La longitud y secuencias variables de las regiones
intergénicas contribuyen también a modular la abundancia de los distintos mMRNAs
(Hardy et al., 1999).

Figura 4. Esquema del ciclo replicativo del hMPV.
Modificado de Schilden et al., 2011

La replicacion del RNA se produce cuando la polimerasa, por algun

mecanismo aun desconocido, ignora las sefiales de inicio y terminacion de la
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