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ESTUDIO DE LAS MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES
DE LA PROTEINA muNS DEL REOVIRUS AVIAR.

RESUMO

Os reovirus aviarios son virus sen envoltura lipidica e xenoma de ARN bicatenario
que infectan a aves, causando enfermidades coma a artrite infecciosa ou a sindrome de
malabsorcion. Durante o seu ciclo replicativo a proteina non estrutural muNS xoga un papel
clave levando a cabo a funcion de formar e organizar os viroplasmas e atraer 6s mesmos a
algunas proteinas virais. Durante a infecciéon do virus homodlogo de mamiferos (MRV)
exprésanse duas isoformas de muNS que se diferencian no extremo amino da sta secuencia,
onde se atopan secuencias responsables da interaccion con outras proteinas virais. Neste traballo
demostramos que durante a infeccion de células aviarias (CEF) co reovirus aviario (ARV)
tamén se expresan duas isoformas de muNS diferentes no seu extremo amino pero, a diferenza
de MRV, onde a isoforma menor da proteina muNS se orixina por un mecanismo de iniciacion
alternativo da traducion, a isoforma pequena da muNS de ARV xenérase por procesamento
proteolitico da proteina muNS precursora entre os residuos aspartato-154 e alanina-155. Desta
maneira en células infectadas con ARV estan presentes 3 isoformas de muNS, a muNS enteira ¢
os dous produtos muNSN e muNSC. A diferenza de muNS, a proteina muNSC do ARV non
interacciona coas proteinas estruturais lambdaA e lambdaC nin coa non estrutural sigmaNS. O
procesamento de muNS ¢ catalizado por unha caspasa de tipo 3 activada como consecuencia da
apoptose que induce a infeccion viral. Neste traballo tamén demostramos que a activacion da
apoptose sérvelle o virus para aumentar a sua saida da célula e diseminacion a células vecinas.
Por outra banda, tamén demostramos que a proteina muNS de orixe aviario sofre fosforilacions
multiples, fundamentalmente en residuos de serina, inda que tamén en treoninas, € que a
fosforilacion de muNS e un proceso reversible.

PALABRAS CLAVE

Virus, reovirus aviario, factorias virais, procesamento proteolitico, apoptose, caspasa,
fosforilacion.

RESUMEN

Los reovirus aviares son virus sin envoltura lipidica y genoma de ARN bicatenario
que infectan la aves, causando enfermedades como la artritis infecciosa o el sindrome de
malabsorcion. La proteina no estructural muNS juega un papel clave en su ciclo infectivo,
llevando a cabo la funcion de formar y organizar los viroplasmas y atraer a los mismos a
algunas proteinas virales. Durante la infeccion del virus homoélogo de mamiferos (MRV) se
expresan dos isoformas que se diferencian en su extremo amino, donde se encuentran
secuencias responsables de la interaccion con otras proteinas virales. En este trabajo
demostramos que durante la infeccion de células aviares (CEF) por el reovirus aviar (ARV)
también se expresan dos isoformas de muNS diferentes en su extremo amino pero, a diferencia
de la muNS de MRV, donde la isoforma menor se genera por un mecanismo de iniciacion
alternativo de la traduccion, en el caso de ARV la isoforma pequefia de muNS se genera por
procesamiento proteolitico de la proteina muNS entre los residuos aspartato-154 y alanina-155.
De esta manera en células infectadas con ARV se detectan 3 isoformas de la proteina muNS,
muNS entera y los dos productos muNSN y muNSC. A diferencia de la proteina muNS, la
proteina muNSC de ARV no interacciona con las proteinas estructurales lambdaA y lambdaC,
ni con la no estructural sigmaNS. El procesamiento de muNS lo cataliza una caspasa de tipo 3
que se activa como consecuencia del desencadenamiento de la apoptosis inducida por la
infeccion viral. En este trabajo también demostramos que la activacion de la apoptosis le sirve al
virus para aumentar su capacidad para salir de la célula y diseminarse a células vecinas.
Finalmente, también demostramos que la proteina muNS de ARV sufre fosforilaciones



multiples, fundamentalmente en residuos de serina, y en menor grado en treoninas, y que la
fosforilacion de muNS es un proceso reversible.

PALABRAS CLAVE

Virus, reovirus aviar, factorias virales, procesamiento proteolitico, apoptosis, caspasa,
fosforilacion.

ABSTRACT

Avian reoviruses (ARVs) are nonenveloped viruses with a segmented double-stranded RNA
genome that infect birds, causing infectious diseases such as arthritis or malabsorption
syndrome. The ARV nonstructural muNS protein plays a key role in the virus replication cycle
by forming the matrix of the viral factories and by recruiting some viral proteins to these
structures. Two muNS isoforms are present in cells infected with mammalian reoviruses
(MRYVs). The smaller isoform was designated muNSC because it belongs to the C-terminus of
muNS. The aminoterminal sequences that are missing in muNSC are responsible for interacting
with other viral proteins. In this work we show that two muNS isoforms are also expressed in
avian cells (CEF) infected with ARV, but unlike the MRV situation, where a mechanism of
alternative initiation of translation is responsible for muNSC formation, in the case of ARV the
smaller isoform is generated by proteolytic processing of muNS between residues aspartate-154
and alanine-155. Thus, there are three different muNS isoforms in cells infected with ARV, full-
length muNS and the two products muNSC and muNSN. In contrast with muNS, ARV muNSC
does not interact with the structural proteins lambdaA and lambdaC or with the non-structural
protein sigmaNS. The processing of ARV muNS is catalyzed by a caspase-3 type enzyme,
which is activated by the viral infection. In this work we also show that viral-induced apoptosis
increase virus exit from the cell and its spread to neighboring cells. Moreover, we also show
that ARV muNS is phosphorylated, in a reversible manner, on several serine residues, although
threonine phosphorylation was also detected.

KEYWORDS
Virus, avian reovirus, viral factories, proteolytic cleavage, apoptosis, caspase, phosphorylation
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Introduccion

1.-La familia Reoviridae.

La familia Reoviridae engloba a una serie de virus que infectan a un amplio
espectro de huéspedes incluyendo humanos, mamiferos, peces, insectos, reptiles,
hongos y plantas. Los virus de esta familia se caracterizan por:

1) Poseer un genoma formado por 10-12 segmentos de RNA de doble cadena
(dsRNA).

i1) Carecer de envoltura lipidica.

iii) Replicar en el citoplasma de la célula infectada.

iv) Contener una capside de geometria icosaédrica compuesta por dos o tres cubiertas
proteicas concéntricas.

v) Utilizar estrategias similares para la replicacion y expresion de sus genomas.

Las manifestaciones clinicas que inducen estos virus son tan variadas como el
nimero de organismos a los que infectan, pudiendo ser desde asintomaticas hasta
fatales. El prefijo reo (Respiratory Enteric Orphan) fue propuesto inicialmente por A.
Sabin (1959) para agrupar a una serie de virus que habian sido aislados de los tractos
respiratorio y gastrointestinal de individuos aparentemente sanos (de ahi el término
“orphan”) y que previamente habian sido incluidos dentro de la familia de los Echovirus
(Picornaviridae). Los miembros de esta familia se han agrupado en doce géneros
diferentes en base a las caracteristicas estructurales de los viriones, €l nimero de
segmentos genodmicos y las estrategias de su ciclo replicativo. A su vez, estos géneros se
distribuyen en dos subfamilias en base a la presencia o ausencia de unas estructuras con
forma de torreta en algunos vértices de su capside. (Tabla 1) (Condit, 2007; Dixon et al.,
2012; Mertens, 2004).

2.-El género Orthoreovirus.

El género Orthoreovirus, al que cominmente se denomina reovirus, es el
prototipo de la familia. Este género engloba a aquellos miembros de la familia
Reoviridae que poseen diez segmentos gendmicos encerrados en el interior de una doble
cubierta proteica de 70-90 nm de diametro externo (Jordan and Mayor, 1962). Su
distribucion en la naturaleza es muy amplia, habiéndose detectado su presencia en
mamiferos, aves, reptiles e insectos. En los ultimos afios el nimero de cepas aisladas se
ha visto incrementado notablemente, y se han dividido en 5 grupos especificos
atendiendo a: 1) su rango de huésped; ii) su capacidad para formar sincitios en las
células infectadas; iii) su capacidad para hemaglutinar eritrocitos; y iv) la organizacion
de sus segmentos gendémicos pequenios.

El primer grupo, que infecta a mamiferos, contiene el aislado prototipo del
género Orthoreovirus, debido a que fueron los primeros virus de este género que se
aislaron (dando nombre a toda la familia) y los estudiados mas exhaustivamente. Los
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Introduccion

reovirus de mamifero (MRVs) son los Uinicos miembros de este género y se caracterizan
por poseer actividad hemaglutinante y por no inducir la formacién de sincitios. Otro
grupo importante lo constituyen los reovirus aviares (ARVs), los cuales comparten
muchas caracteristicas morfologicas y fisicoquimica con los MRVs. (Bodelon et al.,
2001; Condit, 2007; Duncan and Sullivan, 1998; Schnitzer, 1985; Spandidos and
Graham, 1976; Sterner et al., 1989). El tercer grupo esta formado por tres aislados
denominados colectivamente Nelson Bay Virus (NBV), los cuales infectan a
murciélagos, son fusogénicos y poseen una organizacion gendmica similar a la de los
ARVs. De los otros dos grupos restantes, uno esta constituido por un tnico aislado de
babuino que todavia no ha sido localizado en la naturaleza (BRV), y el otro por varios
aislados obtenidos en diferentes reptiles (RRVs) (Condit, 2007; Mertens, 2004).

Tabla 1: Miembros de la familia Reoviridae

. Tamano 5
Género segmentos - Huésped Representante
Virion
Subfamilia Spinareovirinae
Aquareovirus 11 75 Peces, crustaceos Aquareovirus C “Golden shinner reovirus”
L. Virus de la fiebre del Colorado por
Coltivirus 12 80 Humanos, roedores .
garrapatas (Colorado tick fever)
. Virus de la polihedrosis citoplasmatica
Cypovirus 10 65 Insectos
(CPV-1)
No comprobado,
Dinovernavirus 9 50 replica en células  Aedes pseudoscutellaris reovirus (APRV)
de insecto
i Plantas, Insectos .
Fijivirus 10 70 4 Virus de la enfermedad de Fiji (FDV)
(sélo Vector)
3 . 5 Diadromus pulchellus idnoreovirus 1
Idnoreovirus 10-11 70 Himenopteros
(DpIRV-1)
Mycoreovirus 11-12 80 Hongos Mycoreovirus 1 (MYRV1)
) Reovirus de mamifero Tipo 3 “Dearing”
Orthoreovirus 10 80 Vertebrados
(T3D)
. Virus de la aspereza infecciosa del arroz
Oryzavirus 10 70 Plantas
(RRSV)
Subfamilia Sedovirinae
i . Reovirus del cangrejo de Shanghai
Cardoreovirus 12 55 Cangrejos . Lo . K
(Eriocheir sinensis reovirus)
i . Micromonas (Alga . . .
Mimoreovirus 11 95 . Micromonas pusilla reovirus (MpRV)
verde unicelular)
Vertebrados e
Orbivirus 10 80 . Virus de la lengua azul (BTV)
insectos (vector)
) Plantas, insectos Virus del arroz enano (rice dwarf virus)
Phytoreovirus 12 70
(vector) (WTV)
. Humanosy . - .
Rotavirus 11 80 Rotavirus A (Simian rotavirus A SA11-H96)
vertebrados
Vertebrados e
Seadornavirus 12 70 insectos Banna virus (BAV) y Kadipiro virus (KDV)
i
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Introduccion

3.-Los reovirus aviares (ARVS).

3.1.-Patologia e importancia de los ARVs.

Los ARVs son agentes patdgenos que causan importantes pérdidas econdmicas
en la industria avicola. Estos virus, que infectan a todo tipo de aves, son ubicuos entre
las aves de corral, aunque a menudo sus infecciones son asintomaticas y solo algunos
aislados altamente patogénicos causan un alto indice de mortalidad (Rosenberger et al.,
1989). Las cepas mas virulentas son responsables de varios sindromes infecciosos, de
los cuales el mas importante es la artritis aviar o tenosinovitis infecciosa (Olson, 1978),
la cual se caracteriza por presentar lesiones en las vainas tendinosas y en las membranas
sinoviales de las articulaciones, muy similares a las que presenta la artritis reumatoide
humana. El ARV también parece ser el agente causante de algunas enfermedades
intestinales en pollos y de la enfermedad de la cresta azul en pavos. También se ha
observado que en infecciones experimentales los ARVs son capaces de inducir
miocarditis y hepatitis en pollos. Otra de las enfermedades en las que se ha involucrado
al ARV es el sindrome de malabsorcion, una virosis entérica que bloquea el proceso de
absorcion del alimento, por lo que las aves infectadas sufren retraso en el crecimiento,
presentan diarreas de tipo mucoide, desarrollan alteraciones Oseas y presentan niveles
bajos de caroteno. A pesar de que este sindrome ha sido asociado con varios agentes
etioldgicos diferentes, se ha demostrado que las cepas de ARV 1733 y 2408 son capaces
de inducir esta enfermedad en infecciones experimentales de aves de corral. Al parecer,
la susceptibilidad a las infecciones por ARVs estd relacionada con la edad, siendo las
aves de mayor edad las mas resistentes. La via de transmision principal es la fecal oral,
aunque también se han reportado casos de infecciones por via respiratoria y a través del
huevo (revisado en Robertson and Wilcox, 1986; Jones 2000; van der Heide 2000). El
método principal de lucha contra las enfermedades causadas por los ARVs consiste en
vacunar a las aves jovenes con vacunas atenuadas y administrar después virus
inactivados a las aves reproductoras para que los pollos queden protegidos por los
anticuerpos maternos. Muchas de las vacunas utilizadas en la actualidad se han
preparado a partir de la cepa S1133 aislada por van der Heide (van der Heide et al.,
1983), aunque esas vacunas son poco efectivas contra algunas variantes antigénicas
(Jones, 2000).

3.2.-La particula reoviral.

Los reoviriones aviares son particulas icosaédricas de 85 nm de diametro y una
densidad de 1,37 g/mL (Spandidos and Graham, 1976; Zhang et al., 2005). En su
interior se encuentran los 10 segmentos de dSRNA que componen el genoma, asi como
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una serie de pequefios oligonucleotidos de cadena simple ricos en adenina, de los que
todavia se desconoce su funcion (Spandidos and Graham, 1976).

Los resultados de varios estudios permitieron conocer la distribucién de las
proteinas reovirales en el reovirion (Fig. 1) (Martinez-Costas et al., 1997; Schnitzer
etal., 1982). Asi, las proteinas muB, muBC, muBN, sigmaB y sigmaC son
componentes de la capside externa, mientras que lambdaA, lambdaB, muA y sigmaA
son proteinas del core o capside interna. La proteina lambdaC es un componente de las
dos capas, ya que se extiende desde el core hasta la c4pside externa, formando las 12
“torres” pentaméricas a través de las cuales salen al exterior los transcritos producidos
en el interior de la particula y reciben el cap en su posicion 5° (Figura 1).

Figura 1. Representacion esquematica de la distribucion de las proteinas de ARV
en el reovirion maduro (Martinez-Costas et al., 1997).

El tratamiento de reoviriones con proteasas permite generar in vitro dos tipos
de particulas subvirales; las particulas subvirales intermedias (ISVPs), que carecen de
las proteinas de la capside externa sigmaB y muB pero conservan la proteina sigmaC, y
los cores que también carecen de esta proteina. Las ISVPs son infecciosas y
transcripcionalmente inactivas, al contrario que los cores. (Grande and Benavente,
2000; Martinez-Costas et al., 1995; Martinez-Costas et al., 1997).

La estructura del reovirion se ha estudiado mediante criomicroscopia
electrénica y reconstruccion de imagenes (Zhang et al., 2005). Los resultados que se
muestran en la Fig. 2 indican que los ARVs son muy similares estructuralmente a los
MRVs. El diametro externo del reoviridon aviar es de 85,7 nm y el de su capside interna
de 53,6 nm. En el interior de la particula se encuentra el genoma asi como los complejos
de transcripcion formados por la polimerasa lambdaB y el cofactor muA, que se
disponen alrededor de los ejes quinarios (de rotacion 5f). La cépside interna esta
formada por la proteina lambdaA y sobre su superficie estd la proteina sigmaA, la cual

24



Introduccion

se encarga de dar estabilidad y sellar esta capside. Ademas, 12 torres pentaméricas
compuestas por la proteina lambdaC se proyectan hacia el exterior de la particula,
alrededor de sus 12 ejes quinarios. Por su parte, la capside externa la componen
oligobmeros de las proteinas muB y sigmaB, localizados sobre sigmaA y en contacto
también con las torres de lambdaC. Finalmente, sobre cada torre de lambdaC se sita un
trimero de la proteina sigmaC.

Figura 2. Reconstruccion tridimensional y foto de criomicroscopia electrénica de
los viriones de ARV (A y C; cepa 138) y MRV (B y D; T3D). En A y B podemos ver la
superficie de los viriones maduros, nétese que en esta configuracion las torretas de
lambdaC forman unas depresiones. En C y D podemos ver secciones de los viriones. En
las fotos se han indicado las posiciones de las proteinas, asi como de los ejes de simetria
binarios (2f) ternarios (3f) y quinarios (5f)( Zhang et al., 2005).

3.3.-El genoma del ARV.

El genoma del ARV esta formado por diez segmentos de dsRNA. Atendiendo a
su tamafio se dividen en tres clases: tres de la clase L (Large o grande), tres de la clase
M (Medium o mediana) y cuatro de la S (Small o pequefia) (Spandidos and Graham,
1976; Varela and Benavente, 1994). Con excepcion del segmento S1, que es
tricistronico, todos los demés genes parecen ser monocistronicos (Bodelon et al., 2001)
(Fig. 3). La cadena positiva de cada segmento gendmico, que es idéntica a la del mRNA
que transcribe, contiene un cap de tipo 1 en su extremo 5°, mientras que la cadena
negativa contiene un grupo pirofosfato en esa posicion (Martinez-Costas et al., 1995).
Los extremos de los genes contienen regiones que no se traducen, conocidas como
UTRs (por sus siglas en inglés, UnTranslated Region). Los primeros siete nucleodtidos
del extremo 5" (GCUUUUU) y los ultimos cinco del extremo 3" (UCAUC) de la cadena
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positiva estan conservados en todos los segmentos gendomicos de los ARVs que han sido
secuenciados. La secuencia del resto de la region UTR varia entre las diferentes cepas,
aunque algunas posiciones si presentan cierta conservacion, lo que sugiere que estos
extremos podrian actuar como sefiales de transcripcion, replicacion y/o encapsidacion
de los transcritos virales.

L2\l =

1\....17

Figura 3. Relacién entre los segmentos gendémicos del ARV $1133 y las proteinas
que codifican. Las proteinas p10 y p17, debido a su pequeilo tamafio, no aparecen en la
figura (Varela and Benavente, 1994).

Como ocurre con otros miembros de la familia Reoviridae, la co-infeccion de
células aviares con dos cepas reovirales distintas genera virus hibridos que contienen
segmentos genomicos de ambos virus parentales. Este fenomeno, que se denomina
reordenamiento (“reassortment”) ha sido muy utilizado para asociar propiedades
fenotipicas a segmentos gendmicos individuales.

El genoma del ARV codifica al menos 12 productos primarios de traduccion.
La relacion entre cada uno de los polipéptidos y el segmento gendmico que lo codifica
se ha determinado por traduccidon in vitro de segmentos genomicos individuales
desnaturalizados (Varela and Benavente, 1994). Los resultados demuestran que existe
una correlacion directa entre el tamafio del gen y el de la proteina que codifica,
exceptuando el gen S1, que siendo el mas grande de los genes de la clase S, codifica
para la proteina estructural més pequena, sigmaC (Fig. 3).
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3.3.1.-El gen S1 y su organizacion tricistronica.

La secuenciacion del gen S1 del reovirus aviar S1133 puso de manifiesto que
posee tres pautas abiertas de lectura (ORF), parcialmente solapadas y fuera de fase
(Shapouri et al., 1996). Posteriormente se encontrd que todos los genes S1 secuenciados
de otras cepas de ARVs tenian esa misma organizacion tricistronica. Un estudio
realizado en nuestro laboratorio demostr6 que el gen SI1 del ARV S1133 es
funcionalmente tricistrénico, ya que en cé€lulas infectadas expresa, ademds de la
proteina estructural sigmaC, dos proteinas no estructurales denominadas pl0 y pl7
(Bodelon et al., 2001). La organizacién cistronica de este mensajero es muy peculiar y
no tiene parangon en todo el dominio eucariota (Fig. 4). El estudio de las secuencias de
nucledtidos que rodean los codones de iniciacion del mRNA sl reveld que, mientras
que el codon de iniciacion del primer cistrén posee un contexto débil, por carecer de
purinas en las posiciones -3 y +4, el coddn de iniciacion AUG del tercer cistron tiene
purinas en estas posiciones, por lo que tiene un contexto fuerte (Fig. 4). El codon de
iniciacion del segundo cistron tiene una A en -3 y una pirimidina en +4, aunque estudios
recientes indican que la presencia de un nucledtido de adenina en posicién -3 es
suficiente para que el codon AUG sea considerado de contexto fuerte (Kozak, 2002).
Sorprendentemente, la proteina que se expresa en mayor cantidad es sigmaC, la que esté
codificada por el tercer cistron. Con esta organizacion, la expresion de los dos primeros
cistrones podria explicarse por el mecanismo conocido como leaky scanning, ya que el
pobre contexto del codon de iniciacion del primer cistron permitiria que un gran
porcentaje de los ribosomas no tradujesen ese cistron e iniciasen la traduccion del
segundo cistron, el que expresa pl7. Esto parece que es asi, ya que cuando se mejora el
contexto del codon de iniciacion del primer cistron se reduce la expresion de la proteina
pl7 (Racine et al., 2007). Sin embargo, la eficiencia de expresion de la proteina sigmaC
parece que no esta influenciada por el contexto de los codones de iniciacion de los dos
primeros cistrones, por lo que la traduccion del tercer cistron se debe producir por un
mecanismo diferente al de leaky scanning, aunque este mecanismo es dependiente de un
cap funcional y de la presencia de una secuencia de unos 27 nucleétidos aguas arriba del
codon de iniciacion de sigmaC. Esta secuencia presenta dos motivos de 6 nucleotidos
complementarios a una region del RNA ribosoémico 18S. Se ha postulado que esta
region serviria para atraer la subunidad ribosomal 40S al codon de iniciacion del tercer
cistron, saltandose los codones de iniciacion de los dos primeros cistrones, mediante un
mecanismo que recordaria, aunque con ligeras diferencias al ribosome shunting
propuesto para la traduccidn de cistrones de mRNAs policistronicos de virus de plantas
y adenovirus (Racine and Duncan, 2010).
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Figura 4. Organizacion cistrénica del gen S1 de los ARVs. En la figura se muestra el
contexto del coddén de iniciacion da cada uno de los tres cistrones, sefialandose con los
numeros -3 y +4 las posiciones que, segiin Kozak (1991b) son importantes para la
eficiencia de la iniciacion de la traduccion. En la parte superior del gen se indican las
posiciones de los codones de iniciaciéon y de terminacién, mientras que las de los de
terminacion se marcaron con un asterisco. En la parte inferior se indica el nombre de la
proteina codificada por cada uno de los citrones y el nimero de residuos aminoacidicos
que deberian tener cada una de ellas (Bodel6n et al., 2001).

3.4.-Las proteinas virales.

El genoma de ARV expresa al menos 12 productos primarios de traduccion, de
los cuales 8 son proteinas estructurales que forman parte del virion, y las otras 4 son no
estructurales (NS), ya que se expresan en células infectadas, pero no forman parte de los
reoviriones maduros (Bodelon et al., 2001; Martinez-Costas et al., 1997; Varela and
Benavente, 1994). Las proteinas codificadas por los genes de la clase L se denominan
lambda, las codificadas por los de la clase M, mu y las codificados por los de la clase S,
sigma (Tabla 2 y Fig. 3).

A las proteinas estructurales de cada clase se les ha asignado un sufijo
alfabético (lambdaA, lambdaB, etc.) segin su movilidad electroforética, para
distinguirlas de las de los reovirus de mamifero a las que se les habia asignado un sufijo
numérico (lambdal, lambda2, etc.). El reovirién aviar contiene al menos 10 proteinas
estructurales diferentes, 8 de las cuales (lambdaA, lambdaB, lambdaC, muA, muB,
sigmaA, sigmaB y sigmaC) son productos primarios de la traduccion de sus respectivos
mRNAs, mientras que las otras dos, muBN y muBC, se originan por procesamiento
proteolitico parcial del precursor muB (Martinez-Costas et al., 1997; Schnitzer et al.,
1982).
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Tabla 2: Proteinas del reovirus aviar

) Homdlogo Distribucion .. .
Gen Proteina . . Funcion/Propiedades
mamifero en reovirion

Cépside

L1 LambdaA lambdal . Andamiaje basico capside interna
interna
Cépside .
L2 LambdaB lambda3 Transcriptasa
Interna
L3 LambdaC lambda2 Torretas Guanililtransferasa
Cépside Nucleotidasa; Co-factor de la
M1 muA mu2 . .
interna transcriptasa
muB, . - ,
Capside Penetracion del core a través de la
M2 {1 muBN, mul L
externa membrana endosdmica
muBC
muNs, Formacion de las factorias virales y
M3 1 muNS No estructural . .
L muNSC reclutamiento de componentes virales
r sigmaC . Cépside » L.
sigmal Unidn al receptor; pro-apoptodtica
externa
Fusogénicay
1 p10 No estructural .
S1 permeabilizante/Transmembrana
pl7 sigmals No estructural Desconocida/Nuclear
S2 sigmaA sigma2 Core Interno Anti-interferéon/Une dsRNA; nuclear
. . Capside
S3 sigmaB sigma3 Estructural
externa
S4 sigmaNS$S sigmaNS No estructural Recluta componentes virales/Une ssRNA

El genoma de ARV también expresa 4 proteinas no estructurales. De estas, las
mayoritarias son muNS y sigmaNS que estan codificadas por los genes M3 y S4,
respectivamente, mientras que las minoritarias, p10 y p17 estan codificadas por los dos
primeros cistrones del gen tricistronico S1 (Fig. 4) (Bodelon et al., 2001). Ademas, se
ha demostrado recientemente que el gen M3 de ARV y MRV expresa dos isoformas
proteicas, las proteinas muNS y muNSC (Schnitzer, 1985; Varela and Benavente, 1994;
Touris-Otero et al., 2004b).

En la Tabla 2 se expone una relaciéon de las actividades y propiedades
conocidas de las proteinas virales, asi como la localizacion de las proteinas estructurales
en la particula viral.

La proteina lambdaA es la proteina viral de mayor tamafio y estd codificada
por el gen L1. Forma parte de la cara interna del core (Fig. 2) y se incorpora
rapidamente a las factorias virales de células infectadas. En células transfectadas se
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distribuye por todo el citoplasma, pero se asocia con inclusiones cuando se co-expresa
con muNS. (Touris-Otero et al., 2004a).

La proteina lambdaB, estd codificada por el gen L2 y es un componente
minoritario del core viral (Fig. 2). Su secuencia y tamafio, su nimero de copias en la
particula viral y su localizacion en el interior del core, sugieren que debe tratarse de la
RNA polimerasa viral (Martinez-Costas et al., 1997).

La proteina lambdaC, esta codificada por el gen L3 y se extiende desde el
interior del core hasta la superficie de la capside externa (Fig. 1) (Martinez-Costas et al.,
1997; Reinisch et al., 2000). Pentdmeros de la proteina lambdaC forman las torretas que
se proyectan desde cada uno de los 12 ejes de simetria de orden 5 del core (Zhang et al.,
2005). Esta proteina es la guanililtransferasa viral, la enzima que cataliza la formacién
del cap en el extremo 5" de los mRNAs del virus (Martinez-Costas et al., 1995).
Estudios realizados con una proteina lambdaC recombinante expresada en células de
insecto demostraron que la actividad de autoguanililacion radica en una region de 42
kDa de su extremo N-terminal (Hsiao et al., 2002).

La proteina muA, codificada por el gen M1, es un componente minoritario del
core (Fig. 2), (Martinez-Costas etal., 1997). Se ha sugerido que tiene actividad de
nucleotidasa (Su et al., 2007). Su homologa en MRV, mu2, ademas de ser el cofactor de
la RNA polimerasa, hace de puente entre la proteina muNS que forma las factorias
virales, y los microtubulos, lo que hace que las factorias virales de los MRVs adopten
una forma fibrosa y colocalicen con los microtubulos (Parker et al., 2002).

La proteina muB es el producto primario de traduccion del gen M2 (Varela
and Benavente, 1994). Esta proteina esta miristoilada en su extremo amino, donde se ha
identificado una secuencia consenso de miristoilaciéon (Varela et al., 1996). Una gran
parte de las moléculas de muB sintetizadas en células infectadas sufren un corte
proteolitico cerca de su extremo N-terminal, generando un pequefio péptido miristoilado
denominado muBN y un polipéptido de mayor tamafio denominado muBC (Fig. 5).
Tanto muB, como muBN y muBC forman parte de la cubierta externa del reovirion
(Martinez-Costas et al., 1997) (Fig. 2). Ademas de formar parte de la estructura del
virion, muBC parece cumplir un rol importante en la entrada del ARV a la célula
huésped. El desensamblaje del reovirion va acompafiado de dos cortes secuenciales
cerca del extremo carboxilo de muBC, que generan los polipéptidos & y 0°, y este
procesamiento es necesario para promover la interacciéon de la particula viral con la
membrana lisosomal y permitir asi el paso del core desde el endosoma hasta el
citoplasma (Fig. 5) (Duncan, 1996; Danthi et al., 2008a; Danthi et al., 2008b).

La proteina muNS, es una proteina no estructural codificada por el gen M3
del ARV vy tiene un peso molecular de 70 kDa (Touris-Otero et al., 2004b; Varela and
Benavente, 1994). Dado que esta proteina es el objetivo fundamental de esta tesis, se
describira mas adelante con detalle lo que se conocia de esta proteina al comienzo de la
realizacion de este trabajo.

30



Introduccion

2 MB 676‘

v
) |

VAVAVAN
uBN| /\ uBC
AN

Asnd42 Pro43

Figura 5. Esquema de la proteina muB y de su procesamiento. La proteina muB se
encuentra miristoilada en su extremo amino y sufre un corte proteolitico entre los
residuos aminoacidicos Asn-42 y Pro-43 que da origen a muBN y muBC. Durante la
entrada del virus en la célula, muBC sufre dos cortes proteoliticos cerca de su extremo
carboxilo generando los polipéptidos 6 y §°

La proteina sigmaA, codificada por el gen S2, es uno de los componentes
mayoritarios de la capside interna del ARV (Figura 2) (Martinez-Costas et al., 1997).
Esta proteina se une muy fuertemente a dsRNA independientemente de la secuencia
nucleotidica (Martinez-Costas et al., 2000). Estudios preliminares sugieren que la
proteina sigmaA es capaz de revertir el estado antiviral inducido por el interferén, al
prevenir la activacion de la proteina quinasa dependiente de RNA de doble cadena
(PKR). Se cree que la capacidad de sigmaA para unir y secuestrar dsSRNA desempeiia
un papel fundamental en la resistencia de los ARVs frente a la actividad antiviral del
interferon (Martinez-Costas et al.,, 2000; Gonzalez-Lopez et al., 2003). En nuestro
laboratorio se demostrd recientemente que la proteina sigmaA se acumula en el nucleolo
y citoplasma de células aviares y que la presencia de sigmaA en el nucleolo es
independiente de factores virales (Vazquez-Iglesias et al., 2009). Ensayos realizados en
células permeabilizadas con digitonina indicaron que la proteina sigmaA penetra en el
nucleolo por un mecanismo de transporte dependiente de las nucleoporinas del poro
nuclear, pero independiente de factores citosolicos y de fuente de energia (Vazquez-
Iglesias et al., 2009). Ademas, el grupo del Dr. Mark van Raaij, con el que colaboramos,
ha conseguido cristalizar y determinar la estructura espacial de esta proteina (Guardado-
Calvo et al., 2008; Hermo-Parrado et al., 2007) (Fig. 6). La estructura tridimensional de
sigmaA reveld que se trata de una proteina globular compuesta mayoritariamente por
hélices alfa, y permitio identificar una posible region de union a dsRNA, ya que
mutaciones puntuales de las argininas R155 y R273 de esa region eliminan su capacidad
para unir dsRNA (Fig. 6). Los datos estructurales, junto con ensayos de retardo en gel,
microscopia electronica y estudios de la velocidad de sedimentacion de los complejos
sigmaA-dsRNA sugirieron que la unioén de sigmaA con dsRNA es cooperativa y que la
longitud minima del dsRNA que se requiere para que se le una sigmaA esta
comprendida entre 14 y 18 bp.
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Figura 6. Estructura tridimensional de la proteina sigmaA. Estructura
tridimensional de la proteina sigmaA donde se muestran los residuos de argininas
R155 y R273 que estan muy expuestos sobre la superficie y muy proximos entre si en
la estructura espacial (Guardado-Calvo et al., 2008).

La proteina sigmaB estd codificada por el gen S3 y es un componente
mayoritario de la capside externa del virus (Martinez-Costas et al., 1997; Varela and
Benavente, 1994) (Fig. 1). En el citosol de células infectadas, la proteina sigmaB se
asocia espontanea y rapidamente con muBN y muBC, para formar complejos ternarios
hetero-oligoméricos, que contienen cantidades estequiométricas de las tres proteinas
virales. Sin embargo, al contrario que su homoéloga de MRV, esta proteina no une
dsRNA en solucion (Touris-Otero et al., 2004b).

La proteina sigmaC estd codificada por el tercer cistron del gen S1 y es una
proteina minoritaria de la capside externa (Fig. 2). Esta proteina es la responsable de la
uniodn del virus a los receptores de la célula huésped, ya que es la unica proteina viral
presente en extractos de células infectadas que es capaz de unirse a células aviares, y esa
union se inhibe cuando se preincuban las células con virus purificado (Martinez-Costas
et al., 1997). La proteina sigmaC es un homotrimero en estado nativo y se ha
demostrado que sélo la forma oligomérica se une a los receptores de células aviares
(Grande et al., 2002). El grupo del Dr. Van Raaij ha cristalizado un fragmento C-
terminal de sigmaC (residuos 117-326), que contiene el dominio globular de unién al
receptor (Guardado Calvo et al., 2005; Hermo-Parrado et al., 2007; van Raaij et al.,
2005) (Fig. 7). Gracias a los datos obtenidos por difracciéon de rayos X y a la
comparacion de su secuencia con la de su homologa de MRV, la proteina sigmaC se ha
podido dividir en cuatro regiones, tres de la cuales se observan en la estructura resuelta:
1) la primera comprende los residuos 1-50 y posee una gran similitud de secuencia con
su homologa de MRV sigmal (38% de identidad); es la region de union a la particula
viral; ii) la segunda region, que estd comprendida entre los aminodcidos 51 y 156,
consta de un triple “coiled-coil” conectado a la tercera region a través de una region que
contiene Zn y que podria actuar funcionalmente como una region “bisagra”; iii) la
tercera region, que comprende los residuos 160-191, contiene dos repeticiones en triple

32



Introduccion

beta espiral; iv) la cuarta region, residuos 196-326, es la cabeza globular de la proteina,
donde cada mondémero forma un barril beta que contacta con los otros dos para formar
la zona globular por donde, presumiblemente, la proteina interacciona con los
receptores celulares. Se ha propuesto que esta region es la responsable de iniciar la
trimerizacion y la correcta formacién del trimero, aunque en estos procesos también
podria desempenar un papel importante la region “coiled-coil” del extremo amino
(Guardado-Calvo et al., 2005; Guardado-Calvo et al., 2009). Otros estudios sugieren
que la expresion de sigmaC en células de mamifero transfectadas induce la activacion
de apoptosis (Shih et al., 2004), por lo que la expresion de esta proteina en células
infectadas pudiera contribuir a la activacion de la apoptosis que se detecta en células
infectadas con ARV.

Bisagra

Cotiled-coil B-espiral

Figura 7 . Estructura de la region 117-326 de la proteina sigmaC a una
resolucion de 3A. Se indican las diferentes estructuras presentes en esta region de
sigmaC (Guardado-Calvo et al., 2009).

La proteina p10, es una proteina no estructural de 10,3 kDa codificada por el
primer cistron del gen S1. La expresion de esta proteina induce fusion celular y altera la
permeabilidad de la membrana (Bodelon et al., 2001; Bodelon et al., 2002; Shmulevitz
and Duncan, 2000). Es una proteina transmembrana de tipo 1, con un dominio central
hidrofébico que atraviesa la membrana y que separa dos dominios de tamafios similares
(Fig. 8). El dominio aminoterminal queda fuera de la célula y posee un subdominio
denominado parche hidrofébico (Hydrophobic patch) que esta estabilizado por un
puente disulfuro palmitoilado y que es fundamental para la actividad fusionante de esta
proteina. Otras viroporinas de virus envueltos presentan un dominio muy similar, que
induce la desestabilizacion de las membranas que se van a fusionar, cuando éstas estan
lo suficientemente cerca una de la otra para provocar su fusion (Bodelon et al., 2001;
Shmulevitz et al., 2003; Shmulevitz et al., 2004; Shmulevitz and Duncan, 2000).

El dominio transmembrana que comprende los residuos 38-57, contiene
muchos residuos basicos y al menos un motivo de triglicinas. Este dominio también es
imprescindible para la actividad fusogénica de la proteina, lo que sugiere que la fusion
debe llevarse a cabo por interaccion coordinada entre los dominios aminoterminal y
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transmembrana de plO (Shmulevitz etal., 2003). Finalmente, el dominio
carboxiterminal se encuentra en el interior de la célula y, junto con el dominio
transmembrana posee actividad permeabilizante tanto en células eucariotas como en
bacterias (Bodelon et al., 2002; Top et al., 2009).
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Figura 8. Esquema de los dominios de la proteina p10. La proteina p10 posee tres
principales dominios; un dominio N-terminal extracelular de fusién y un dominio C-
terminal intracelular basico, ambos separados por un dominio central transmembrana.
Entre los dominios transmembrana y basico se localizan dos residuos de cisteina que
estan palmitoilados y que son fundamentales para la actividad fusogénica de p10
(Shmulevitz and Duncan, 2000).

Transmembrane

La proteina p17 esta codificada por la segunda pauta de lectura del gen S1 y
hasta la fecha no se han detectado homologias con ninguna otra proteina conocida, ya
sea viral o celular. Investigaciones realizadas en nuestro laboratorio han revelado que
pl7 se acumula en el nicleo de células infectadas y transfectadas. Experimentos de
mutagénesis han demostrado que su localizaciéon nuclear se debe a una sefial de
localizacion nuclear funcional (NLS, “nuclear localization signal’’) ubicada cerca de su
extremo C-terminal (Costas et al. 2005). En estos estudios también se demostré que p17
es una proteina recirculante, que se desplaza desde el nucleo al citoplasma y que su
presencia en el nucleo es dependiente del estado transcripcional de la célula. En otros
trabajos se ha propuesto que la expresion de pl7 en células de mamifero produce el
arresto del ciclo celular en su fase G2/M dependiente de la actividad de p53, sin causar
apoptosis ni muerte celular (Liu et al., 2005). Los mismos autores, en un trabajo mas
reciente sugieren que pl7 es capaz de activar rutas autofagicas en la célula y que la
activacion de esas rutas favorece la replicacion viral (Chi et al., 2013).

La proteina sigmaNS es una proteina no estructural codificada por el gen S4
del ARV (Schnitzer, 1985; Varela and Benavente, 1994). Se ha confirmado que esta
proteina tiene capacidad de union a RNA de cadena sencilla (ssRNA) independiente de
la secuencia nucleotidica (Touris-Otero et al., 2005; Yin and Lee, 1998). Esta proteina
se encuentra formando grandes complejos ribonucleoproteicos en el citoplasma de las
células infectadas; al eliminar el RNA de los complejos, sigmaNS se encuentra en forma
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de homodimeros y homotrimeros. También se ha demostrado que la proteina sigmaNS
es reclutada hacia los viroplasmas por asociacion directa con muNS (Touris-Otero et al.,
2004b). Esto, y el hecho de que presenta afinidad por ssSRNA, sugieren que sigmaNS
podria desempefar un papel importante en el empaquetamiento y replicaciéon del RNA
viral, aunque se deberan realizar mas estudios para demostrar esta hipotesis.

3.5.-Ciclo replicativo.

Figura 9. Modelo propuesto para la replicacion del ARV (Benavente and Martinez-
Costas, 2007)

El modelo propuesto para el ciclo infectivo del ARV se puede observar en la
Fig. 9, y los detalles se comentan a continuacion.

3.5.1.-Entrada y desenvoltura de la capside externa.

La union extracelular del ARV a la célula huésped estd mediada por
interacciones especificas entre la proteina viral de la capside externa sigmaC y algun
receptor de la superficie celular (Grande etal., 2000; Shapouri etal., 1996). Se
desconoce la identidad del receptor para los ARVs, pero resultados no publicados de
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nuestro laboratorio sugieren que debe ser una proteina no conjugada, debido a que la
infeccion con reoviriones purificados no se inhibe al tratar las células con glicosidasas,
lipasas, EDTA o peryodato sodico, pero si con proteasas. Esta situacion es diferente a la
publicada para los MRVs, los cuales unen acido sidlico junto con su receptor, la
proteina JAM-A (Barton et al., 2001; Connolly et al., 2001). El hecho de que los MRVs
no se unan a las células aviares sugiere que los ARVs y MRVs unen diferentes
receptores en sus c€lulas diana (Barton et al., 2001). Por otra parte, el hecho de que los
ARVs sean capaces de unirse y replicar, no s6lo en células aviares, sino también en
células de mamifero, sugiere que el receptor del ARV es una proteina ubicua de la
superficie celular (Robertson and Wilcox, 1986).

La observacion al microscopio electronico de células infectadas con el ARV
S1133 muestra que el virus penetra en fibroblastos embrionarios de pollo por
endocitosis mediada por receptor (Fig. 10). La desenvoltura tiene lugar dentro de
endosomas secundarios y depende en gran medida del procesamiento proteolitico de la
proteina de la capside externa muBC, que genera los productos especificos 6 y 6" (Fig.
5) (Duncan, 1996). La acidificacion de los endosomas y la actividad de las proteasas
lisosomales son necesarias para la desenvoltura y la replicacion intracelular del virus.
Sin embargo, el mecanismo por el cual los cores son capaces de atravesar la membrana
de los endosomas y llegar al citoplasma celular es uno de los pasos menos conocidos del
ciclo replicativo de los ARVs.
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Figura 10. Observacion al microscopio electrénico de la entrada del ARV
(Benavente and Martinez-Costas, 2006).

3.5.2.-Expresion del genoma viral.

La expresion del genoma del ARV comienza con la sintesis de los 10 mRNAs
virales, un proceso catalizado por la RNA polimerasa viral. Este enzima usa la cadena
negativa de los segmentos gendémicos como molde para la sintesis de los mRNAs, un
proceso que tiene lugar en el interior de la particula viral (Martinez-Costas et al., 1995).
Se cree que el centro activo de la RNA polimerasa de los ARVs radica en la proteina
lambdaB. Los transcritos generados son idénticos a la cadena positiva de sus genomas,
poseen un cap de tipo 1 en sus extremos 5" y carecen de cola de poli(A) en sus extremos
3’ (Martinez-Costas et al., 1995). Estos mRNAs se denominan igual que los segmentos
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genOmicos que los expresan, pero utilizando letras minusculas en vez de mayusculas. El
mRNA viral se sintetiza en el interior del core y adquiere el cap cuando sale a través de
las torretas formadas por pentdmeros de la proteina lambdaC, la guanililtransferasa viral
(Zhang et al., 2005).

A pesar de que en las células infectadas con ARV hay niveles similares de los
diferentes mRNAs virales, los niveles intracelulares de las proteinas virales varian
considerablemente. Asi, muBC, sigmaB y sigmaNS son las proteinas mas abundantes,
mientras que lambdaB, muA y las tres proteinas codificadas por el gen S1 son las mas
escasas. Esto sugiere que la expresion del genoma viral esta regulada fundamentalmente
a nivel de traduccion. Por otra parte, la infeccion con ARV de fibroblastos de pollo
produce una gran inhibicidn en la sintesis de proteinas celulares (conocida como “shut-
off”), situacién que no ocurre durante las infecciones con MRVs de células en cultivo.
Los mecanismos que producen esta inhibicién no se conocen.

3.5.3.-Morfogénesis y salida.

Todos los miembros de la familia Reoviridae se ensamblan en unas inclusiones
globulares citoplasmaticas densas al microscopio, denominadas factorias virales o
viroplasmas. Estas estructuras, que carecen de membranas y organulos celulares,
contienen proteinas estructurales y no estructurales, asi como particulas virales parcial o
completamente ensambladas (Fields, 1971; Rhim et al., 1962; Silverstein et al., 1972).
La expresion individual de proteinas virales en células transfectadas reveld que muNS
es la tnica proteina de ARV capaz de formar inclusiones cuando se expresa en ausencia
de otros factores virales. Ademas, las inclusiones que forma esta proteina son muy
similares en apariencia a las factorias virales de células infectadas. Todo ello hace
pensar que muNS es el factor viral minimo necesario para formar los viroplasmas en
células infectadas con ARV (Touris-Otero etal., 2004b). El andlisis mediante
microscopia de fluorescencia de células transfectadas que coexpresan muNS y otras
proteinas virales reveld que muNS recluta a la proteina no estructural sigmaNS y a la
proteina del core lambdaA a las inclusiones virales. Por contra, sigmaC no se incorpora
a las inclusiones cuando se coexpresa con muNS, indicando que el reclutamiento de
proteinas virales a los viroplasmas es especifico, y que algunas proteinas deben
incorporarse a las factorias virales por un mecanismo independiente de muNS (Touris-
Otero et al., 2004a). Otros resultados revelaron que la incorporacion de proteinas virales
a las factorias y a las particulas virales en formacidén, es un proceso controlado,
secuencial y selectivo, y que la morfogénesis viral se lleva a cabo exclusivamente
dentro de las factorias virales (Touris-Otero et al., 2004 a). Se cree que la incorporacion
secuencial de proteinas a las inclusiones impide la encapsidacion prematura de las
proteinas de la céapside externa, lo que sellaria las particulas hijas antes del
empaquetamiento de los mRNAs virales, lo que generaria viriones vacios no infectivos.

Aunque hasta el momento no se han realizado estudios para dilucidar los
mecanismos moleculares que permiten la salida de las particulas virales hijas de las
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células infectadas, se cree que la proteina no estructural pl0 debe jugar un papel
importante en la salida y diseminacion de los reoviriones de la progenie, por sus
actividades permeabilizante y fusogénica. Esto facilitaria el paso del virus de células
infectadas a células no infectadas sin quedar expuesto al sistema inmune del
hospedador. La lisis celular también puede contribuir a la diseminacion del virus, al
igual que ocurre con los reovirus no fusogénicos.

4.-Interaccion Virus-Célula.

Desde el momento en que el virus contacta con su receptor en la membrana
celular, se desencadenan una serie de cambios en la célula infectada. Los cambios
conocidos que inducen los reovirus aviares se exponen a continuacion.

4.1.-Apoptosis.

Como ocurre con muchos otros virus, la infeccion de células en cultivo con
ARVs produce la activacion del programa apoptotico de la célula huésped. La
activacion se produce a tiempos tempranos de infeccion y no requiere la expresion de
genes virales, aunque se bloquea por agentes que impiden la desenvoltura
intraendosomal del virus. Estos resultados sugieren que la apoptosis es inducida por las
particulas subvirales que se originan tras la decapsidacion de los reoviriones parentales.
(Labrada et al., 2002). También se ha publicado que la expresion de las proteinas del
ARV sigmaC y p17 induce apoptosis (Chulu et al., 2007; Shih et al., 2004), por lo que
la expresion de estas proteinas en células infectadas con ARV podria contribuir a la
actividad pro-apoptotica de este virus.

4.2.-Fusion célula-célula.

Los virus envueltos presentan en su membrana proteinas o complejos proteicos
que se encargan de fusionar la membrana del virus con la de la célula huésped, como
paso necesario para introducir el genoma viral al interior de la célula (White et al.,
2008). Por el contrario, los virus desnudos no suelen inducir fusion de membranas por
lo que sus genomas no suelen expresar proteinas fusogénicas. Sin embargo, la mayoria
de los miembros del género Orthoreovirus, con la salvedad del grupo especifico de
mamifero o MRV, son capaces de alterar la permeabilidad de la membrana plasmatica
de las células infectadas e inducir la formacién de sincitios. Este fenotipo se debe a que
sus genomas expresan una pequefia proteina transmembrana que produce poros y fusion
entre membranas. Todas ellas se han englobado en una nueva familia de proteinas
denominada proteinas FAST (Fusion-Associated Small Transmembrane protein),
debido a que son muy diferentes a las proteinas de fusiéon de los virus envueltos
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conocidas hasta el momento (Bodelon et al., 2002; Dawe and Duncan, 2002; Duncan
and Sullivan, 1998; Shmulevitz and Duncan, 2000).

Todas las proteinas FAST comparten una organizacion estructural muy similar:
i) un extremo amino orientado hacia el exterior, el cual contiene un submotivo
hidrofébico que interviene en la rotura de la estabilidad de las membranas para que se
fusionen y que puede llevar modificaciones post-traduccionales como la miristoilacion
de su extremo y puentes disulfuro estabilizando el motivo hidrofébico; i1) un dominio
transmembrana que también es activo en la sincitiogénesis; y iii) un dominio carboxilo
intracelular, que colabora con los otros dominios en la fusiéon de membranas pero que
también parece tener un rol en la formacion de poros estables en la membrana de las
células infectadas. Este ultimo dominio estd separado proteoliticamente del resto de la
proteina en los reovirus de reptil y Nelson-Bay, aunque sigue actuando en el
crecimiento y estabilizacion de los poros (Boutilier and Duncan, 2011).

4.3.-Permeabilizacion de membrana.

La mayoria de los virus citoliticos alteran la permeabilidad de la membrana
plasmatica de la célula huésped (Carrasco, 1995). Dicha permeabilizacion puede ocurrir
a tiempos tempranos de infeccion, durante la entrada del virus en la célula, o a tiempos
tardios, después del inicio de la expresion de los genes virales. La infeccion por ARV
produce un aumento en la permeabilidad de la membrana a tiempos tardios de infeccion
(Bodelon et al., 2002) y la actividad permeabilizante se ha asociado al gen S1. La
expresion en células procariotas y eucariotas de las proteinas codificadas por este gen
puso de manifiesto que solo la proteina pl0, pero no pl7 o sigmaC, es capaz de
incrementar la permeabilidad de la membrana. Esta propiedad se encuentra reducida al
endodominio (residuos 62-98) de pl0. Ademas, la proteina sufre un procesamiento
proteolitico que libera en el citosol el endodominio, que es funcional por si mismo y
colabora con la proteina entera en la formacion de los poros (Bodelon et al., 2002; Top
et al., 2009).

4.4.-Resistencia al interferon.

Los interferones son unas citoquinas que utilizan los organismos como sistema
de defensa contra las infecciones virales, aunque estas proteinas también ejercen otras
actividades bioldgicas (Goodbourn et al., 2000; Haller et al., 2006; Sen, 2001). La
mayoria de las células infectadas por virus producen y secretan interferon, el cual al
interaccionar con receptores de la propia célula o de células vecinas dispara un sistema
de transmision de sefiales que conduce al aumento de la expresion de una serie de
proteinas, muchas de las cuales poseen actividad antiviral. Dos de esas proteinas son la
2’-5’-oligoadenilato sintetasa (OAS) y la proteina quinasa activada por dsRNA (PKR),
las cuales juegan un papel importante en la regulacion de la sintesis de proteinas en
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células infectadas (Clemens, 1997; Rebouillat and Hovanessian, 1999). La expresion de
estos enzimas se induce por interferén, pero se sintetizan de forma latente y su
activacion se produce cuando entran en contacto con bajas concentraciones de dsRNA,
el cual se genera en muchas células infectadas con virus. Desde muy temprano se
comprobod que los ARVs son altamente resistentes a la accion antiviral del interferén de
pollo (Ellis et al., 1983) por lo que se supone que estos virus utilizan estrategias para
contrarrestar la accion antiviral del interferon. Estudios llevados a cabo en nuestro
laboratorio revelaron que el tratamiento de células CEF con interferon recombinante de
pollo induce un fuerte estado antiviral capaz de inhibir la replicacion de algunos virus,
como el virus de la estomatitis vesicular o el virus vaccinia, pero apenas inhibe la
replicacion del ARV (Martinez-Costas et al., 2000). También se ha descrito que los
lisados de células infectadas contienen factores que previenen la inhibicion de la
traduccion que induce el dsRNA en lisados de reticulocito (Martinez-Costas et al.,
2000). El hecho de que la proteina sigmaA se una fuertemente a dSRNA sugiere que
esta proteina tiene capacidad para secuestrar el dsRNA activador que se pudiera
producir durante la infeccién y prevenir asi la activacion de PKR y OAS (Guardado-
Calvo etal., 2009). Resultados preliminares pusieron de manifiesto que la proteina
sigmaA desempena un papel importante en la resistencia de los reovirus aviares hacia el
interferdn, al prevenir la activacion de PKR (Gonzélez-Lopez et al., 2003).

5.-Factorias virales.

La mayoria de los virus replican dentro de compartimentos celulares
denominados viroplasmas o factorias virales, la integridad de los cuales se mantiene
mediante interacciones entre proteinas. Se cree que la principal funcién de estos
compartimentos es concentrar los componentes virales necesarios para aumentar la
eficacia de la replicacion viral (Netherton et al., 2007). Las factorias que forman los
virus citoplasmaticos suelen ser grandes inclusiones que normalmente se localizan en
zonas pericentriolares proximas al centro organizador de los microtubulos (MTOC,
“microtubule organizing center”) y que se parecen en gran medida a los agresomas que
se forman en respuesta a la agregacion de proteinas mal plegadas (Kopito, 2000;
Wileman, 2006, 2007). La replicacion y ensamblaje de los miembros de la familia
Reoviridae también se lleva a cabo en factorias virales (Condit, 2007). Se ha
demostrado que la formacion de viroplasmas corre a cargo de proteinas no estructurales
especificas, como la proteina muNS de los MRVs y ARVs, la NSP5 y NSP2 de
rotavirus o la NS2 del virus de la lengua azul (Mohan et al., 2003; Parker et al., 2002;
Thomas et al., 1990). Numerosas observaciones sugieren que en el caso del género
Orthoreovirus la proteina no estructural muNS es el factor viral minimo necesario para
formar las factorias virales, ya que es la tnica proteina viral capaz de formar este tipo de
estructuras cuando se expresa de forma individual en células transfectadas (Parker et al.,
2002; Touris-Otero et al., 2004b).
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La mayoria de las cepas de MRV forman factorias con aspecto filamentoso, y
solamente la cepa T3DN produce factorias de aspecto globular (Parker et al., 2002). Se
ha demostrado que el fenotipo filamentoso esta relacionado con la proteina estructural
del core mu2, la cual interacciona con los microtiibulos y con la proteina muNS, y se
piensa que estas interacciones son las responsables de anclar las factorias virales a los
microtibulos y contribuir asi a su apariencia filamentosa. Por otra parte, la formacion de
factorias de MRV en células infectadas es dependiente de los microtiibulos, sin importar
si las factorias son globulares o filamentosas.

En el caso de los ARVs, el analisis mediante microscopia de fluorescencia de
células infectadas demostré que forman factorias de morfologia globular no asociadas a
microtubulos. Ademas, al igual que ocurre con los MR Vs, la proteina muNS de ARV es
el factor viral minimo necesario para formar los viroplasmas en células infectadas
(Touris-Otero et al., 2004a, 2004b). También se ha demostrado que la morfogénesis de
los ARVs se lleva a cabo exclusivamente dentro de las factorias virales de células
infectadas.

6.-Las proteinas muNS de MRYV y ARV.

Los genes M3 de los Orthoreovirus expresan unas proteinas no estructurales
denominadas muNS, que son las encargadas de formar las factorias virales que se
observan en c¢lulas infectadas. La proteina muNS de los MRVs ha sido ampliamente
estudiada. Esta proteina es la encargada de reclutar a la proteina no estructural sigmaNS
a las inclusiones, y dicha asociacion requiere la presencia de los 13 primeros
aminodcidos de muNS. También parece que esa asociacion es parcialmente dependiente
de la capacidad de sigmaNS de unir ssSRNA, ya que muNS se une con menos eficiencia
a un mutante de sigmaNS sin capacidad para unir RNA, y el tratamiento de
coinmunoprecipitados de sigmaNS con RNAasa libera gran cantidad de muNS (Miller
et al., 2003). También se ha descrito que la proteina muNS del MRV es la responsable
de incorporar a las inclusiones virales a las proteinas del core lambdal lambda2 y
sigma?2 (Broering et al., 2004).

El MRV expresa en células infectadas dos isoformas de muNS de 80 y 75 kDa,
las cuales son reconocidas por anticuerpos anti-muNS (Wiener etal., 1989). La
isoforma mayor, denominada muNS, es la que se genera cuando la traduccion del
mRNA m3 se inicia en el codon AUG mads proximo al extremo 5°, ya que este codon
abre una pauta de lectura que se extiende hasta cerca del extremo 3’ del mRNA. Una
serie de resultados obtenidos en diferentes laboratorios demostraron que la proteina
muNSC de MRV se origina por iniciacion de la traduccion en un codon interno del
mRNA m3 de ARV: i) No se pudo demostrar una relacion precursor producto entre
muNS y muNSC al realizar experimentos de pulso radiactivo y caza (Wiener et al.,
1989); ii) las dos isoformas de muNS que se detectan en células infectadas con MRV
también se detectan cuando el mRNA m3 de MRV se traduce en lisados de reticulocitos
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de conejo (Kobayashi etal., 2006; Wiener etal., 1989); iii) los extremos amino-
terminales de muNS y muNSC estan bloqueados, lo que sugiere que ambas proteinas
son productos primarios de traduccion (Wiener et al., 1989); iv) s6lo se genera muNSC
cuando se muta el codén de iniciacion de muNS, el que estd mas proximo al extremo 5’
del mRNA m3 de MRV (Arnold et al., 2008; Kobayashi et al., 2006); y v) si la isoforma
muNSC se originase por iniciacion interna de la traduccion a esta proteina le faltarian
residuos del extremo amino de muNS, lo que se pudo demostrar experimentalmente
mediante mapeo peptidico de las dos isoformas con N-cloro-succinimida que corta a las
proteinas en residuos de triptofano (Wiener et al., 1989). Por esta razon a la isoforma
mas pequefia se la denomindé muNSC, para indicar que se solapa con el extremo
carboxilo del precursor muNS.

Se ha demostrado que una region de 250 residuos (posiciones 471-721) del
extremo C-terminal de la proteina muNS de ARV es suficiente para formar inclusiones
cuando se expresa individualmente en células transfectadas. En esta region minima se
han identificado cinco dominios, que ordenados desde el extremo amino al carboxilo
serian: 1) un dominio cabeza de 50 residuos; i1) un dominio con estructura tipo coiled-
coil; ii1) un dominio “intercoil” de 50 residuos; 1v) un segundo dominio coiled-coil; y v)
una cola de 120 residuos (Brandariz-Nufiez et al., 2010c). Se cree que las inclusiones se
forman mediante interacciones proteina-proteina promovidas por los dos dominios
coiled-coil. Mediante el bloqueo de la replicacion viral usando RNAs interferentes
contra diferentes proteinas del MRV se ha demostrado que la proteina muNS juega un
papel clave en la morfogénesis viral. Estos experimentos también pusieron de
manifiesto que la capacidad de muNS para formar inclusiones es necesaria pero no
suficiente para promover la replicacion viral (Arnold et al., 2008; Kobayashi et al.,
20006).

Recientemente, se ha descrito un sistema, basado en la capacidad para formar
inclusiones de la proteina muNS de los MRVs, para detectar interacciones proteina-
proteina en el citoplasma de células de mamifero (Miller et al., 2007) y que ha sido
adaptado para usarse en levaduras (Schmitz et al., 2009). En dicho sistema una proteina
A se fusiona al extremo amino de la region minima de muNS (residuos 471-721) para
que la proteina de fusion genere inclusiones citoplasmaticas. Si una proteina B
interacciona con A sera reclutada a las inclusiones que forma la proteina de fusion A-
muNS, mientras que si no interacciona adoptara su distribucién normal en el interior de
la célula. Los autores sugieren que en levaduras este sistema es superior al del doble
hibrido, tanto en el nimero como en el tipo de interacciones detectadas, al menos con
las proteinas ensayadas en su estudio (Schmitz et al., 2009).
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Figura 11. Comparacidon de la secuencia de la proteina muNS del MRV Reo-3 con
la de las muNS de los ARVs 1733 y S1133 y con la del reovirus de pato muscovy.
Estan subrayadas las zonas con prediccion de estructura “coiled-coil” para la proteina
muNS del ARV S1133. Para el alineamiento de secuencias se usé el ClustalW
(Thompson et al., 1994).

El gen M3 de los ARVs tiene 1996 bp y una sola pauta abierta de lectura que
codifica la proteina no estructural de 635 aminoacidos muNS, con un peso molecular de
70,8 kDa (Touris-Otero etal., 2004a, 2004b; Varela and Benavente, 1994). Esta
proteina es 86 residuos mas corta que su homodloga de MRV y la secuencia
aminoacidica de ambas proteinas difiere mucho, ya que solo poseen un 28,3% de
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similitud en sus secuencias (Figura 10) (Touris-Otero et al. 2004b). Sin embargo, las
dos proteinas poseen en sus extremos carboxilo dos regiones con elevada probabilidad
de formar estructuras "coiled-coil" (McCutcheon et al., 1999; Touris-Otero et al., 2004
b). Este tipo de estructuras estan implicadas en la oligomerizacion de muchas proteinas,
como la paramiosina (Landa et al., 1993; Miihlschlegel et al., 1993), la cadena pesada
de la miosina (Dibb et al., 1989; Ketchum et al., 1990; Yanagisawa et al., 1987), o la
proteina B parecida a kinesina (Mitsui etal., 1994). En nuestro laboratorio se ha
comprobado que, al igual que el gen M3 de los MR Vs, el gen M3 del ARV expresa dos
isoformas de la proteina muNS, con pesos moleculares de 70 y 55 kDa (Touris-Otero et
al., 2004 b). La isoforma de menor tamafio se ha denominado muNSC para respetar la
terminologia que se ha utilizado con el MRV, aunque en el momento de iniciarse esta
tesis se desconocia el mecanismo que originaba su formacion y también se descoOnocia
su localizacion en la proteina precursora.

Los estudios previos que se habian realizado sobre la proteina muNS del ARV
habian demostrado que, ademads de ser la proteina responsable de formar las factorias
virales, también estd implicada en el reclutamiento de las proteinas sigmaNS, lambdaA,
lambdaC y muA a esas estructuras (Touris-Otero et al., 2004a). La capacidad de muNS
para formar inclusiones ha sido ampliamente estudiada en nuestro laboratorio. Se ha
podido demostrar que, al contrario que su homoéloga del MRV, las inclusiones que
forma la muNS de ARV no estan asociadas a microtubulos y se forman basicamente por
la propia muNS sin participacion de otros factores celulares o virales (Brandariz-Nuifiez
et al.,, 2010a). También se encontrd que la region minima de muNS capaz de formar
inclusiones comprende los residuos 448-635, por lo que a esa region la hemos llamado
muNS-Mi. Estas inclusiones, sin embargo, son mas pequefias que las que genera la
proteina completa y tienen una forma més regular (Brandariz-Nunez et al., 2010b;
Brandariz-Nuifiez et al., 2010c). La proteina muNS-Mi contiene dos regiones coiled-coil
(residuos 448-477 y 539-605), las cuales estan unidas por un segmento denominado IC
(Intercoil), y una cola C-terminal (llamada C-Tail). El primer coil cumple una funcién
de dimerizacion, pues puede ser sustituido por dominios diméricos de otras proteinas. El
C-Tail es el encargado de orientar la interaccion entre los mondmeros de muNS. La
region denominada IC, posee una enorme afinidad por las inclusiones de muNS y de
muNS-Mi y en nuestro laboratorio se ha aprovechado esta caracteristica para disefiar un
sistema de etiquetado molecular que puede ser utilizado para purificar proteinas
(Brandariz-Nufiez et al., 2010a) y para detectar interacciones entre proteinas, tanto en el
citoplasma como en el nucleo de células vivas (Brandariz-Nuiiez et al., 2010b). Las
proteinas contenidas en las inclusiones de muNS pueden sufrir modificaciones post-
traduccionales y son capaces de realizar interacciones y reacciones complejas
(Brandariz-Nufiez et al., 2011).
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Objetivos

En este trabajo hemos estudiado las modificaciones post-traduccionales que
sufre la proteina muNS del reovirus aviar y las implicaciones que estas modificaciones
pudieran tener en la replicacion viral. Para ello nos plantemos los siguientes objetivos:

1.- Comparar los mecanismos moleculares que dan origen a las diferentes
isoformas de las proteinas muNS de MRV y ARV.

2.-Estudiar y caracterizar las modificaciones post-traduccionales que suftre la
proteina muNS de ARV e investigar qué implicaciones pueden tener esas
modificaciones en la replicacion del virus.
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Materiales y métodos

1.-Materiales.

1.1.-Material bioldgico.

1.1.1.-Células eucariotas.

Fibroblastos embrionarios de pollo (CEF): Cultivo primario de fibroblastos obtenidos
a partir de embriones de pollo de 9-10 dias de incubacion, tal como se describe en la
seccion de Métodos.

HeLa: Linea celular humana aislada de un adenocarcinoma de cérvix de una paciente
en 1951.

Vero: Linea celular epitelial transformada aislada de rifion de mono verde africano
(Cercopithecus aethiops).

L.929: Linea celular establecida de fibroblastos de raton (Mus musculus).

DF1: Linea celular transformada de forma espontanea de fibroblastos de pollo (Gallus
gallus).

MCF-7: Linea celular obtenida de un adenocarcinoma de glandula mamaria de una
paciente humana.

Sf9: Linea celular estable procedente del ovario de la oruga de la acelga (Spodoptera
frugiperda).

1.1.2.-Virus.

1.1.2.1.- Reovirus.

S1133: es una cepa poco patogénica de reovirus aviar que se ha utilizado mucho para
generar vacunas (van der Heide and Kalbac, 1975)

1733: Cepa de reovirus aviar muy patogénica, que induce enfermedades en animales de
experimentacion (Rosenberger et al., 1989)

Reo 3: Reovirus de mamifero tipo 3 Dearing, cepa utilizada como modelo de reovirus
de mamifero.

1.1.2.2.- Baculovirus.

Bac-WT (wild-type): es una cepa de baculovirus que ha sido desprovista de los genes
de polihedrina y P10, y que no expresa proteinas foraneas.

51



Materiales y métodos

Bac-muNS: es un baculovirus recombinante que expresa la proteina no estructural
muNS del reovirus aviar S1133 bajo el control del promotor de P10 (Touris-Otero et al.,
2004Db).

1.1.3.-Células procariotas.

DHS5-a: Cepa bacteriana de E. coli utilizada para el crecimiento y purificacion de
plasmidos, cuyo genotipo es: supE44, ElacU169(G80lacZEM15), hsdR17, recAl,
endAl, gyrA96, thi-1, relAl (Hanahan, 1983).

XL1-Blue: Cepa bacteriana de E. coli usada para el crecimiento y purificacion de
plasmidos, cuyo genotipo es: recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl,
lac[F'proAB laclgZEM15 Tn10 (Tetr)] (Stratagene, La Jolla, California).

1.2.- Plasmidos parentales.

pCDNA3.1/Zeo (Invitrogen, Barcelona, Espafia): vector de expresion eucariota que
permite la expresion transitoria de genes clonados bajo el promotor temprano de
citomegalovirus.

PEGFP-N1 (Clontech, Saint Germain en Laye, Francia): vector de expresion eucariota
para expresar proteinas fusionadas al extremo amino de la proteina fluorescente verde
mejorada (EGFP), bajo el promotor temprano de citomegalovirus.

pPEGFP-C1 (Clontech, Saint Germain en Laye, Francia): vector de expresion eucariota
para expresar proteinas fusionadas al extremos carboxilo de la proteina fluorescente
verde mejorada (EGFP), bajo el promotor temprano de citomegalovirus.

pCINeo (Promega, Madrid, Espafa): vector de expresion eucariota que permite la
expresion transitoria de genes clonados bajo el promotor temprano de citomegalovirus.

1.3.-Plasmidos recombinantes.

pCINeo-muNS: Plasmido que contiene el ORF del gen M3 de la cepa S1133 de
reovirus aviar (Touris-Otero et al., 2004b).

PEGFP-C1-muNS: Plasmido que contiene el ORF del gen de M3 de la cepa S1133 de
reovirus aviar fusionado al extremo 3’ del ORF de EGFP (Touris-Otero et al., 2004b).

pCINeo-sigmaNS: Plasmido que contiene el ORF del gen S4 de la cepa S1133 de
reovirus aviar (Touris-Otero et al., 2004b).

pCINeo-L1: Plasmido que contiene el gen L1 de la cepa S1133 de reovirus aviar
(Touris-Otero et al. 2004a)
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pcDNA3.1-L3: Plasmido que contiene el gen L3 de la cepa S1133 del ARV (clonado en
nuestro laboratorio por el doctor Alberto Brandariz Nufiez).

pCINeo-M1-HA: Plasmido que contiene el ORF del gen M1 y al que se la ha fusionado
en su extremo 3’ el DNA que expresa la etiqueta HA para facilitar la deteccion por
inmunofluorescencia de la proteina expresada en células eucariotas

1.4.-Anticuerpos.

1.4.1.- Anticuerpos primarios.

Anti-muNS (e-muNS): Antisuero generado en conejos contra la proteina muNS del
ARV S1133, utilizando como immunégeno la proteina desnaturalizada y extraida de un
gel de SDS-PAGE (Touris-Otero et al., 2004b). Se us6 en Western blot a diluciones
entre 1:5000 y 1:20000 y en inmunofluorescencia a diluciones entre 1:1000 y 1:5000.

Anti-GFP (a-GFP): Anticuerpo policlonal de conejo contra la proteina fluorescente
verde (GFP) de Aequorea victoria (Roche, #11814460001). Se us6 en Western blot a
una dilucién 1:1000.

Anti-HA (a-HA): Anticuerpo monoclonal de ratén especifico contra el epitopo de la
hemaglutinina del virus influenza (Sigma-Aldrich, #H-3663). Se us6 1:1000 en
inmunofluorescencia.

Anti-alfa-tubulina (e-y-Tub): Anticuerpo monoclonal contra la alfa-tubulina de pollo
(clon DM1A) (Sigma-Aldrich, #T-9026). Se us6 1:1000 en Western blot.

Anti-actina (a-Actin): Anticuerpo policlonal de conejo contra una region del extremo
carboxilo de la actina humana. (Santa Cruz Biotechnology #sc-1616). Se us6 1:10000
en Western blot

1.4.2.-Anticuerpos secundarios.

- Para Western blot: Anticuerpos de cabra contra las IgGs de conejo y de ratén o
anticuerpos de conejo contra la IgG de cabra conjugados con peroxidasa (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia). Se usaron a diluciones entre 1:1000 y 1:4000

- Para inmunofluorescencia: Anticuerpos de cabra contra las IgGs de conejo y de
raton, o anticuerpos de conejo contra la IgG de cabra, conjugados con diversos
fluorocromos: CY3 (Sigma, Madrid, Espana), Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 594
(Invitrogen, Barcelona, Espafia) (Wang y Taylor, 1989; Herman y Lemasters, 1993).
Todos ellos se utilizaron en diluciones que variaron entre 1:1000 y 1:5000.
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1.5.-Material no biologico.

1.5.1.-Medios de cultivo.

Los fibroblastos embrionarios de pollo (CEF) se cultivaron en medio 199 con
sales de Earle (Invitrogen, #31150-030), suplementado con suero fetal de ternera
(Invitrogen, #F7524-500ML) al 5%, 2 mM de L-glutamina (Invitrogen, G-7513), 100
U/mL de penicilina (Invitrogen, #P7794-100MU) y 100 pg/mL de estreptomicina
(Invitrogen, #S9137-500G), 10% de caldo de triptosa fosfato (TPB) (Gibco, #18050-
039) y 0,25 pg/mL de fungizona (Invitrogen, # 15290-026).

Las diferentes lineas celulares se cultivaron en medio esencial minimo de
Eagle modificado por Dulbecco (D-MEM), que contenia 3,7 g/L. de NaHCOs, 4,5 g/LL
de glucosa, y 110 mg/L piruvato (Invitrogen, #D6429). Al medio se le afiadid suero
bovino fetal (FBS) al 10%, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 2
mM de L-glutamina.

Las células Sf9 de insecto se cultivaron en medio SF900II SFM (Invitrogen,
#10902-153) suplementado con 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina.

El crecimiento de E. coli se realizdo en medio de Luria-Bertani (LB). Para el
crecimiento de bacterias transformadas con plasmidos, el medio se suplementd con los
antibioticos ampicilina (100 pg/mL) (Fluka # 10044), gentamicina (7 pg/mL) (Sigma,
#G1397), tetraciclina (10 pg/mL) (Sigma, #T3383) o kanamicina (50 pg/mL) (Sigma,
#K-1377), segiin el método de seleccion para cada plasmido. Los cultivos de colonias
en medio sélido se realizaron en el mismo medio conteniendo 1,5% bacto-agar (DIFCO
#0140-01) y antibidticos a las concentraciones indicadas anteriormente. La composicion
de estos medios se describe de forma detallada en el manual de protocolos de Sambrook
and Russell (2001).

1.5.2.-Disoluciones y tampones.

Mezcla de liposomas para transfeccion: 1 mg DOPE (di-oleoil-L-a-
phosphatidiletanolamina) (Sigma #P1223) y 1,5 mg DC-Chol [Colesteril 3p-N-(-
dimetil-aminoetil) carbamato hidrocloridrato] (Sigma #C2832). Se disuelve cada uno de
los lipidos en 12 mL de cloroformo, se mezclan bien y se deja evaporar todo el
cloroformo en una campana a 40°C. El precipitado resultante se resuspende en 32 mL
de agua milliQ estéril y se sonica 15 min con ciclos de 30 s a maxima potencia para que
se formen los liposomas. Posteriormente se esteriliza por filtracion y se preparan
alicuotas que se guardan a -20°C hasta su uso.

PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 8§ mM Na,PO4 y 1,5 mM KH,PO4 pH: 7,4
PBST: PBS + 0,05% Tween-20.
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PBST-leche: PBS+0,05% Tween-20 + 4% de leche desnatada en polvo.
PBS-BSA: PBS + 2% BSA.

PBS-BSA-Triton: PBS+ 2% BSA + 0,5% Triton-X100.
PBS-paraformaldehido: PBS + 4% paraformaldehido despolimerizado.

Medio de montaje: 6 g glicerol; 2,4 g mowiol (Calbiochem, Madrid, Espafia); 6 mL
H,Oy 12 mL 0,2 M Tris-HCI, pH: 8,5.

Tampon de electroforesis para SDS-PAGE 1X (Tris-glicina-SDS): 25 mM Tris-HCl,
pH: 8,3; 192 mM glicina y 0,1 % SDS.

Tampon de muestra para DNA (6X): 0,25% azul de bromofenol; 0,25% xileno cianol
y 30% glicerol.

Tampon de muestra de Laemmli (3X): 60 mM Tris-HCI, pH: 6,8; 2% SDS; 5% 2-
mercaptoetanol; 10% glicerol y 0,024% azul de bromofenol.

Tampoén de transferencia: 25 mM Tris-HCI, pH: 8,3; 192 mM glicina y 20% metanol.
Tampoén Tris-EDTA (TE): 10 mM Tris-HCI pH: 8,0 y | mM EDTA.

Tampon Tris-acetato-EDTA (TAE): 4 mM Tris-acetato pH: 8,3 y I mM EDTA.
Tampon RIPA: 50 mM Tris-HCI, pH: 8,0; 150 mM NaCl; 1% Nonidet P-40; 0,5%
deoxicolato sddico y 0,1% SDS.

Tampén hipotonico: 10 mM Hepes pH 7,9; 10 mM KCI; 5 mM MgCl.

Tampon TSS: 10% PEG 4000; 5% DMSO; 25 mM MgCl,; 10% glicerol y 80% LB

Disolucion de DAPI: preparado a 100 ug/mL en agua estéril y esterilizado a través de
un filtro de 0,22 pm.

Tampon C: 20 mM Hepes, pH: 7,4; 100 mM NaCl y 0,05% NP-40.

Tampoén TX: 10 mM Pipes pH: 6,8, 3 mM MgCl,, 100 mM KCI, 300 mM sacarosa, 1
% (v/v) Triton X-100.

1.5.3.-Isotopos radiactivos.

L-[**S]metionina-cisteina labelling mix: (1000 Ci/mmol) (Hartmann Analytic #IS-
103, Hartmann Analytic GmbH, Alemania, Braunschweig)

L-[**S]metionina translation grade: (1000 Ci/mmol) (Hartmann Analytic #KSM-01)
[**P]ortofosfato: (100 mCi/mmol) (Hartmann Analytic #ARP-103)
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1.5.4.-Otros productos quimicos.

Actinomicina D: Disuelto en DMSO a 1mg/mL (Sigma #A 1410)

Bisindoleil-maleimida I, hidrocloruro: Disuelto en DMSO a 25 mM (Calbiochem
#203291)

Coctel inhibidor de proteasas cOmplete: (Roche # 11697498001)
DAPI (Dilactato 4',6-Diamidino-2-Phenilindol): Sigma #D-9542)
Q-VD-OPh, Insolution, no-O-metilado: (Calbiochem #551476)
Ro0-31-8425: Preparado en DMSO a 10 mg/mL (Calbiochem #557514)
Estaurosporina: Disuelto en etanol a 1 mM (Sigma #S4400)

Z-VAD-FMK (inhibidor general de caspasas IV): Disuelto a 100 mM en DMSO
(Calbiochem #219007)

2.-Métodos.

2.1.-Manipulacion de células bacterianas.

2.1.1.-Crecimiento y mantenimiento de bacterias.

Las bacterias se crecieron con agitacion a 37°C en medio LB con ampicilina
(100 pg/mL) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana), gentamicina (7 pg/mL) (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafa), tetraciclina (10 pg/mL) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) o
kanamicina (50 pg/mL) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) segun el método de seleccion
para cada plasmido. Se conservaron congeladas a —80°C en el mismo medio
suplementado con 20% de glicerol.

2.1.2.-Obtencion de bacterias competentes y transformacion.

La cepa bacteriana correspondiente se crecid en medio LB a 37°C durante toda
la noche y el cultivo se diluy6 1/100 en el mismo medio precalentado. Se las dejo crecer
hasta alcanzar un valor de absorbancia a 600 nm de 0,3. A continuacidén, se
centrifugaron a 3000 rpm durante 15 min a 4°C (Beckman GPR Centrifuge) y se
resuspendieron en 1/10 de su volumen original en tampon de transformacién TSS
previamente enfriado en hielo (Chung et al., 1989). Las células se guardaron congeladas
a —80°C hasta su uso.

Para su transformacion, las bacterias competentes se descongelaron en hielo y
se mezclo una alicuota de 100 ul con el DNA transformante (1-10 ng). Después de
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incubar en hielo durante 30 min, se realizd un choque térmico a 42°C durante 1 min.
Tras mantenerlas de nuevo en hielo durante 2 min, se afadio 1 mL de LB y se
incubaron a 37°C durante 1 h con agitacion. Por Gltimo se recogieron por centrifugacion
y se esparcieron en una placa de LB-agar suplementada con el antibidtico
correspondiente.

2.2.-Manipulacion de acidos nucleicos.

2.2.1.-Purificacion de DNA plasmidico.

La purificacion de DNA a pequeia escala, para el analisis de transformantes u
otros usos, se realizo usando el sistema DNA WizardTM Minipreps (Promega, #A1460)
a partir de 3 mL de cultivo bacteriano. Para la obtencion de DNA a mayor escala y
pureza, para el uso rutinario en transfeccion o como molde para la obtencion de
mensajeros in vitro, se aislo el plasmido a partir de 100 mL de cultivo bacteriano
usando el sistema PureYield™ Plasmid Midiprep System (Promega, #A2495),
siguiendo las instrucciones de la casa comercial.

2.2.2.-Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Las reacciones estandar se llevaron a cabo manteniendo constantes las
concentraciones de los reactivos y los ciclos de amplificacion, a excepcion de la
temperatura de hibridacion y el tiempo de extension, que variaba en funcién de los
oligonucleotidos cebadores empleados y del tamafio del DNA utilizado como molde.
Generalmente se utilizd6 como programa de amplificacion: 1 ciclo (2 min a 95°C), 30
ciclos (1 min a 94°C, 30 s a la Tm adecuada y 1 min/Kb a 72°C) y un ciclo final de 10
min a 72°C. En todos los casos la reaccion de amplificacion contenia 5 unidades de Taq
polimerasa (Ecotaq (Fermentas, EP0401) o Pfu-polimerasa, (Promega, #M7741) y 2
mM MgCl,, 0,2 mM de cada ANTP, 0,5 uM de cada cebador y 1 ng de DNA molde.

2.2.3.-Transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR).

Todas las reacciones se realizaron con el kit SuperScript™ One Step RT-PCR
System con Platinum®Taq DNA Polymerase (Invitrogen, #12574-018) que incluye el
tampon de reaccion 2X (conteniendo 0,4 mM de cada ANTP y 3,2 mM MgSO,). Las
reacciones se llevaron a cabo manteniendo constantes las concentraciones de los
reactivos y los ciclos de amplificacion, a excepcion de la temperatura de hibridacion,
que vari6 dependiendo de los oligonucledtidos cebadores empleados en cada reaccion.
Generalmente se utilizdo como programa de trascripcion reversa: 1 ciclo (5 min a 100°C)
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donde estan presentes s6lo el RNA y los cebadores, 1 ciclo (5 min a 0°C), 1 ciclo (30
min a 55°C) donde se anade previamente la mezcla de reaccion 2X y las enzimas. Para
la amplificacion del DNA se utilizaron las siguientes condiciones: 1 ciclo (2 min a
94°C), 29 ciclos (1 min a 94°C, 1 min a la Tm adecuada y 1 min a 68°C por cada kb) y
un ciclo final de 15 min a 68°C. En todos los casos la reaccion de amplificacion se
realizd con 1U de SuperScript™ III/Platinum® Taq Mix, 1X de tampdn de reaccion e
incluyo6 0,4 uM de cada cebador y 1 pg de RNA.

2.2.4.-Aislamiento y purificacion de fragmentos de DNA.

Los fragmentos de DNA procedentes de reacciones de PCR o de digestiones
con enzimas de restriccion se separaron mediante electroforesis en geles de 0,8-2% de
agarosa en TAE 1X en presencia de 0,5 ug/mL de bromuro de etidio (Sambrook and
Russell, 2001). La banda de DNA se cortd del gel con una cuchilla, se transfiridé a un
tubo y el DNA se purifico mediante el kit comercial "GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit" (GE Healthcare, #28-9034-71), siguiendo las instrucciones del
proveedor.

2.2.5.-Corte y union de fragmentos de DNA.

Las digestiones de DNA con enzimas de restriccion (Promega, Madrid,
Espaiia) se llevaron a cabo en los tampones suministrados, segun las instrucciones del
proveedor y a la temperatura Optima para cada caso. Las reacciones de ligacion se
realizaron a temperatura ambiente con la DNA ligasa del fago T4 (Promega, #M1801) y
con una relacion molar entre vector e inserto de 1:5.

2.2.6.-Mutaciones puntuales del DNA.

Para generar mutaciones puntuales se utilizé el sistema QuikChangeTM para
mutagénesis dirigidas de (Stratagene #200519), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Para introducir mutaciones en la proteina muNS de ARV se us6 como molde
el plasmido pCINeo-muNS clonado por Touris-Otero et al., (2004b) y los cebadores que
se indican a continuaciéon (en la secuencia de cada cebador se subraya el nucledtido
mutado):

Para la obtencion de pCINeo-muNS D154A se utilizé como cebador positivo:
5" CCACCGCTGATTCCCCCGCTGCCTGCGTCCCAGTCACC 3°

y como cebador negativo:
5" GGTGACTGGGACGCAGGCAGCGGGGGAATCAGCGGTGG 3’

Para la obtencion de pCINeo-muNS-D200A se utilizé como cebador positivo:
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5" CGTCTTCTCACGCATGAAGTCTTCGAGTTAACGTCCGATTTACCCGG 3".
y como cebador negativo:
5" CCGGGTAAACCGGACGTTAACTCGAAGACTTCATGCGTGAGAAGACG 3’

Para introducir mutaciones en las posiciones 152 y 173 de la proteina muNS
de ARV se utilizaron los siguientes cebadores:

Para cambiar la serina 152 por una alanina se us6 como cebador positivo:
5’ TTCCACCGCTGATGCCCCCGATGCCTG 3°
y el cebador negativo:
5’ CAGGCATCGGGGGCATCAGCGGTGGAA 3’
Para cambiar la serina 152 a acido glutdmico, el cebador positivo fue:
5" GTTTCCACCGCTGATGAACCCGATGCCTGCGTC 3°
y el cebador negativo:
5" GACGCAGGCATCGGGITCATCAGCGGTGGAAAC 3°
Para mutar la serina 173 por una alanina el cebador positivo fue:
5" GCAGACTATTGCTAAGGCTCCTGGACGTCTCGAC 3’
y el cebador negativo:
5> GTCGAGACGTCCAGGAGCCTTAGCAATAGTCTGC 3’
Para mutar la serina 173 por un 4cido glutamico el cebador positivo fue:
5" AGCAGCAGACTATTGCTAAGGAACCTGGACGTCTCGACGAGGA 3°
y el cebador negativo:
5’ TCCTCGTCGAGACGTCCAGGITCCTTAGCAATAGTCTGCTGCT 3°

Para mutar las metioninas de la proteina muNS de MRV se utilizd6 como molde
el pCINeo-MRV-M3 que contiene el gen M3 entero.

Para reemplazar la metionina del extremo amino de la muNS entera por
leucina se utiliz6 el cebador positivo (pCINeo-MRV-M3-MI1L):

5" GTGACCGTGGTCTITGGCTTCATTCAAGGGATTC 3’

y como negativo:
5’GAATCCCTTGAATGAAGCCAAGACCACGGTCAC 3°

Para la obtencion de pCINeo-MRV-M3-M41L se utiliz6 el cebador positivo:
5" ACTCCGTCTGTGGATITGTCTCAATCGCGTG 3’

y el cebador negativo:

5’CACGCGATTGAGACAAATCCACACAGACGGAGT 3’
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Finalmente, para la generacion de pCINeo-MRV-M3-MS57L el cebador
positivo fue:

5" AATTGAGCAAGGGTCCTTGTCTATACCTTATCA 3’
y el cebador negativo:
5" TGATAAGGTATAGACAAGGACCCTTGCTCAATT 3’

Todas las mutaciones generadas se comprobaron por analisis de restriccion y
por secuenciacion directa de los plasmidos (Sistemas Gendémicos SL, Valencia,
Espaia).

2.2.7.-Construcciones de plasmidos recombinante.

Para generar el plasmido que expresa la proteina muNS del MRV, se amplificd
por RT-PCR el RNA total extraido de células L.929 infectadas con la cepa Reo3 del
MRV, usando el cebador positivo:

5’-GCTTCCCATATTCCGCTCGAGGCTAAAGTGACCGTGGTCATG-3’
y el cebador negativo:
5’-GCTAAAGGAAAATTGCGGCCGCTGATGAATGGGGGTCG-3".

Estos cebadores afiaden las dianas de Xhol y Notl, respectivamente, las cuales
se muestran subrayadas. El producto resultante se digiri6 con las enzimas de restriccion
y se insertd en el vector pCINeo digerido con las mismas enzimas, para generar el
vector recombinante pCINeo-M3-MRV.

Para generar versiones de la proteina muNS de MRV que utilizasen las
metioninas 41 y 55 de la muNS completa como inicio de la traduccion, se amplificod por
PCR el gen usando como molde el plasmido recombinante pCINeo-M3-MRV, y como
cebadores positivos:

Para la delecion hasta la posicion 40:

5’-GCTTCCATATTCCGCTCGAGATGTCAATCGC-3> (diana de Xhol
subrayada)

Para la delecion hasta la posicion 56:

5’-GCTTCCATATTCCGCTCGAGATGTCT- ATACCTTATCAG-3’ (diana
de Xhol subrayada)

En ambos casos el cebador reverso fue el que se uso para clonar el gen entero.
El plasmido pCINeo vacio también se digiridé con las mismas enzimas para generar los
extremos cohesivos necesarios para ligar el inserto y generar asi los pldsmidos
recombinantes pCINeo-M3-MRV-DeltaN40 y pCINeo-M3-MRV-DeltaN56.
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El plasmido pCINeo-muNS-ARYV ya ha sido descrito en (Touris-Otero et al.,
2004b), asi como las deleciones del extremo amino de la proteina o las versiones
fusionadas a GFP (Brandariz-Nuifiez et al., 2010c).

Todas las construcciones se verificaron mediante secuenciacion (Sistemas
Gendmicos SL, Valencia, Espafia) y analisis por Western blot, usando los anticuerpos
correspondientes.

2.2.8.-Extraccion de RNA de células infectadas.

Para extraer el RNA total de células infectadas, células CEF se infectaron con
10 pfu/célula del ARV S1133 durante 18 h a 37°C. Las células se lavaron 2 veces con
PBS vy se suplementaron con 1 mL de Trizol (Invitrogen #15596-026) por cada 1x10’
células de cultivo, después se siguieron las indicaciones del fabricante. Finalmente el
RNA se precipito para después disolverlo en H>O a una concentracién de Img/mL y se
guard6 a -20 en alicuotas de uso.

2.2.9.-Transcripcion In vitro.

Los plasmidos recombinantes se incubaron con Not I durante 4 h para
linearizar el molde. El DNA linearizado se desproteinizd6 por extraccion con
fenol/cloroformo, se precipité con etanol y se resuspendido en H;O a Img/mL. Para la
transcripcion in vitro se usé el kit RiboMAX Large Scale RNA Production System
(Promega #P1320), segun las instrucciones del fabricante. Se prepararon reacciones de
5-10 pL conteniendo 5-10 pg de DNA molde y se incubaron 30 min a 37°C. El RNA
resultante se diluy6 1/10 en H,O milliQ esterilizada y se guardo en alicuotas a -80°C.

2.2.10.-Traduccion In vitro.

Para la traduccion in vitro se utilizo6 el kit Rabbit Reticulocyte Lysate System
nuclease-treated (Promega # 1.4960) segln las instrucciones del fabricante. El mRNA se
descongelo, se incubé6 3 min a 70°C para impedir la formacion de estructuras
secundarias, y se afiadio a la reaccion a 50 mg/mL. La reaccion también contenia 0,4
mCi/mL de [*°S]metionina (Hartmann analytic #KSM-01).

2.2.11.-Generacion in vitro de mensajeros virales con idénticas regiones
no traducidas.

Para generar in vitro mensajeros del gen MRV-M3 que tuviesen exactamente la
misma secuencia que el mRNA m3 de ARV, disefiamos cebadores que hibriden en los
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extremos no codificantes del gen para amplificar una copia de DNA de la secuencia
completa del gen. Ademas, el cebador positivo llevaba en posicién 5’ a la secuencia del
gen la secuencia del promotor de T7, a modo de adaptador. De tal manera, obtenemos
un fragmento de DNA de doble cadena que puede ser reconocido por la RNA
polimerasa T7 y que inicia su polimerizacion en el primer nucleétido del gen MRV-M3.

Cebador positivo:
S’TAATACGACTCACTATAGGCTAAAGTGACCGTGTCATG 3’

Cebador negativo: 5> GATGAATGGGGGTCGGGAAG 3’

2.3.-Expresion y manipulacion de proteinas.

2.3.1.-Analisis por electroforesis en geles SDS-PAGE.

La electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) se llevo a cabo
por el procedimiento de Laemmli (1970). Las concentraciones de poliacrilamida
empleadas para el gel separador fueron del 10%, 12,5% o 15% y para el gel
concentrador del 4%. Para visualizar las bandas radiactivas por autorradiografia, el gel
se seco previamente calentandolo a 80°C en vacio durante 1 h.

Para el analisis de polipéptidos de bajo peso molecular (en el rango por debajo
de los 20 kDa) se utilizaron geles discontinuos de Tricina-SDS-poliacrilamida (Tricina-
SDS-PAGE) siguiendo el protocolo de Schigger and von Jagow (1987). Las
concentraciones de acrilamida utilizadas fueron del 10% para el gel separador, 10%
para el espaciador y 4% para el concentrador.

2.3.2.-Purificacion de la mulNS expresada en baculovirus.

Tres dias después de la infeccion con el correspondiente baculovirus, las
células se centrifugaron durante 10 min a 1000 x g. El pellet se resuspendi6 en 10 mL
de tampon hipotdnico y se puso en hielo durante 15 min para facilitar el lisado de las
células. El extracto celular se centrifugd durante 10 min a 2000 x g, y el pellet resultante
se resuspendidé en 10 mL de tampodn hipotonico, el cual se centrifugd a 2000 x g durante
10 min y se lavo dos veces con 10 mL de tampdn hipotonico. El pellet resultante se
resuspendié en el mismo volumen de tampdn hipotonico y se sonicod (45 ciclos con
pulsos de 30 segundos de sonicado seguido de 30 segundos de reposo en hielo, con los
selectores a 0,5 ciclos y amplitud 50), para romper los nucleos celulares y fragmentar el
DNA. El extracto sonicado se centrifugé nuevamente a 200 x g durante 5 min. El pellet
se resuspendio en 5 mL de tampdn hipotonico y se lavd 5 veces en el mismo volumen
de tampdn hipotonico y se centrifugd (200 x g durante 5 min). El pellet final se
resuspendié en 1 mL de tampon hipotonico.
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2.3.3.-Ensayo de corte de muNS in vitro.

Para evaluar la capacidad de los extractos de células infectadas de cortar a
muNsS, 2x10" células CEF sin infectar o infectadas con 0,1 pfu/mL de S1133 en
presencia o ausencia de 10 uM del inhibidor de caspasas Q-VD-OPh se incubaron
durante 24 h a 37°C. Posteriormente, se lavaron 2 veces con PBS y se les afiadié 1 mL
de tampon C (20 mM Hepes, pH: 7,4; 100 mM NacCl; 0,05% NP-40). Finalmente, las
células se recogieron con un rascador y se lisaron por congelacion/descongelacion. A
continuacion, la proteina muNS marcada radiactivamente con *S se incub6 durante 2 h
a 37°C con 5 pL de extracto celular y 5 pL de lisado de reticulocito. La muestra
resultante se hirvié durante 5 min a 100°C en tampon Laemmli y se analizé por SDS-
PAGE vy autorradiografia.

Para evaluar la capacidad de las caspasas 3 y 7 para cortar a muNS se utilizé un
ensayo parecido. El lisado de reticulocito se diluy6 1:2 en tampon C y se suplemento
con 1 U de la caspasa recombinante correspondiente. Cuando se evaludé la muNS
producida en baculovirus con este sistema 1 pg de la proteina muNS purificada a partir
de células de insecto infectadas con baculovirus se diluy6 1:10 en tampén C y se incubd
durante con 1 U de enzima. En ambos casos la incubacion se realizo durante 1 h a 37°C
y las muestras resultantes se analizaron por SDS-PAGE y autorradiografia, en el caso de
la proteina radiactiva, o por Western blot para la proteina de origen baculoviral.

2.3.4.-Analisis de fosfoaminoacidos

El analisis se realizd por el método de Cooper et al. (1983). Células CEF
infectadas con ARV se incubaron con ortofosfato radiactivo, se lisaron y los extractos
resultantes se inmunoprecipitaron con suero anti-muNS. Las proteinas
inmunoprecipitadas se resolvieron por SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana de
PVDF. Las bandas proteicas radiactivas de la membrana se visualizaron por
autorradiografia. Un fragmento de la membrana conteniendo la banda radiactiva de
muNs se cortd y se incub6é con 6 M HCl a 110°C durante 2 h en atmosfera de nitrogeno.
Los productos de hidrdlisis se secaron a vacio y se disolvieron en tampon pH: 1,9 (acido
formico-acido acético glacial-H,O, 44,4-156-1800). Las muestras resultantes se
mezclaron con 3 pug de cada uno de los fosfoaminoacidos estandar fosfo-serina, fosfo-
treonina y fosfo—tirosina, se cargaron sobre placas de capa fina de celulosa de 10 x 20
cm y se sometieron a electroforesis en tampon pH 1,9 a 1200 V durante 25 min. La
placa se seco y se sometio a electroforesis en una segunda dimension en tampon pH 3,5
(piridina-acido acético glacial-H,O, 10-100-1890) a 2000 V durante 40 min. Al acabar
la electroforesis de la segunda dimension, la placa se seco, se tiid con ninhidrina y se
expuso a un gel de rayos X para autorradiografia.
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2.3.5.-Fraccionamiento celular.

Para llevar a cabo el fraccionamiento celular que separase la fraccion asociada
al citoesqueleto (TX-insoluble) de la fraccion soluble seguimos el protocolo descrito
previamente (Mora etal.,, 1987; Touris-Otero etal., 2004a). Brevemente, células
infectadas durante 16 h se lavaron 3 veces con PBS frio y se lisaron en la placa con el
tampon de lisis TX durante 5 min en hielo. El sobrenadante constituye la fraccion
citosolica (fraccion TX-soluble). Tras lavar una vez con el tampon de lisis, se rasco la
placa y el pellet se resuspendié en tampon RIPA.

2.4.-Manipulacion de cultivos celulares y virus.

2.4.1.-Condiciones de manipulacion.

La manipulacion de los materiales bioldgicos (lineas celulares y preparaciones
virales) se realiz6 en condiciones estériles en el interior de una cabina de flujo laminar
vertical. Las lineas celulares y los cultivos primarios se mantuvieron en el interior de un
incubador Napco a 37°C, con una humedad relativa del 95% y una presion parcial de
CO; del 5%. El material desechable se esterilizé en la autoclave antes de su eliminacion
definitiva.

Las células de insecto se mantuvieron en monocapa o en suspension (120 rpm)
en el interior de un incubador Sanyo o Innova, respectivamente, a una temperatura de
28°C, con humedad ambiental y sin CO,.

2.4.2.-Propagacion y conservacion de lineas celulares.

Para congelar células, monocapas de células confluentes se tripsinizaron y se
centrifugaron durante 5 min a 600 x g. Las células sedimentadas se resuspendieron en
500 pL de medio de cultivo y se le afiadieron 500 pL de medio de congelacion (D-
MEM o medio 199 suplementado con 40% de FBS y 20% de dimetilsulfoxido). Las
suspensiones celulares se dispensaron en alicuotas de 1 mL en criotubos estériles. Los
viales se mantuvieron 5 min a 4°C, 24 h a —80°C y finalmente se transfirieron a una
cantara de nitrégeno liquido

La descongelacion de las células se realizd de forma rapida, sumergiendo los
viales en un bafo de agua a 37°C. Posteriormente, el contenido del vial se transfiri6 a
tubos que contenian medio de cultivo completo precalentado a 37°C, y se centrifugaron
durante 5 min a 600 x g para eliminar el medio de congelaciéon. A continuacion, las
células sedimentadas se resuspendieron en medio de cultivo, se transfirieron a frascos
de cultivo celular con medio y se incubaron a 37°C.
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2.4.3.-Obtencion de fibroblastos embrionarios de pollo (CEF).

Los cultivos primarios se obtuvieron a partir de embriones de pollo de 9 a 10
dias de incubacioén, cedidos por laboratorios MSD (Salamanca). La céscara se lavo con
etanol y se colocod sobre un soporte con el polo méas ancho hacia arriba. Con pinzas
estériles se abrio el cascardn y se rompio la membrana corialantoidea para penetrar en la
cavidad amniotica. El embrion extraido del huevo se decapitd y eviscero. El tejido
resultante se resuspendié en un volumen de 250 mL de PBS precalentado a 37°C y se
troced mecanicamente con ayuda de unas tijeras. Los fragmentos de tejido se incubaron
con tripsina (10 mL de tripsina al 0,25 % en PBS/embrion) a 37°C durante 1 h, tras lo
cual la suspension se filtré a través de una rejilla metalica y se centrifugd a 1500 x g
durante 35 min. El pellet celular obtenido se resuspendi6 en un volumen adecuado de
medio 199 precalentado a 37°C y suplementado con 10% TPB, 5% de suero,
antibioticos y fungizona, y se sembr6 finalmente en placas que se incubaron a 37°C en
un incubador de CO,.

2.4.4.-Crecimiento y titulacion de virus.

Para la preparacion de stocks del reovirus aviar S1133, monocapas confluentes
de CEF, sembradas en placas de 150 mm de diametro, se incubaron a 37°C durante 24 h
con virus a una multiplicidad de infeccion de 0,1 pfu/célula en medio 199 suplementado
con 2% FBS. Las células se recogieron en un pequefio volumen de medio de infeccion.
El medio se congelo6 y descongeld tres veces y se centrifugd a 1500 x g durante 15 min.
El sobrenadante se almacen6 a —80° C hasta su utilizacion.

Las titulaciones virales se realizaron mediante el método de ensayo en placa,
sobre monocapas confluentes de CEF. Se prepararon diluciones seriadas en PBS de las
suspensiones virales, las cuales se usaron para infectar monocapas de células en placas
de 6 pocillos (0,2 mL por pocillo de cada dilucién). Tras 4 h de adsorcion se retird el
indculo y se anadieron 4 mL del medio adecuado para cada tipo de cultivo,
suplementado con 1% de agar, 4% de FBS, 2% de glutamina y 1% de antibioticos. Tras
10 min a temperatura ambiente para permitir la solidificacion del medio, las placas se
incubaron a 37°C en atmosfera de CO, hasta la aparicion de calvas de lisis
(aproximadamente 3 dias). Las monocapas se tifieron con 1 mL de 0,25 mg/mL de rojo
neutro en PBS y se calcul6 el titulo viral a partir del nimero de calvas formadas en cada
dilucion.

2.4.5.-Transfeccion de células eucariotas con plasmidos para expresion
transitoria.

Se crecieron monocapas subconfluentes de células (aproximadamente 70% de
confluencia) en placas de 12 pocillos. La transfeccion se llevo a cabo con complejos de
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DNA-liposomas empleando una mezcla de 0,5 mg DOPE (di-oleoil-L-o-
phosphatidiletanolamina) y 0,75 mg DC-Chol (Colesteril 3p-N-(-dimetil-aminoetil)
carbamato hidrocloridrato) por mL de volumen de mezcla de liposomas a preparar,
siguiendo el protocolo estandar. Para ello, 1 pg de DNA se mezclé con 50 uLL de medio
sin suero y, por otra parte, 6 pL de mezcla liposémica se mezclaron con 50 pL de medio
sin suero. Se juntaron las dos fracciones y se incubaron a temperatura ambiente durante
15 min para dejar que se formasen los liposomas y que incorporasen el DNA en su
interior. Las células a transfectar se lavaron con PBS 5 veces, para eliminar los restos de
suero, y se suplementaron con 400 pL de medio sin suero y con los 100 pL de la
mezcla de DNA-liposomas. Las células transfectadas se mantuvieron a 37°C durante 4-5
h. Al cabo de ese tiempo, se retird la mezcla de transfeccion y se afiadid medio
suplementado con 10% FBS para incubar las células un minimo de otras 16 h.

2.4.6.-Expresion de proteinas con baculovirus.

Un frasco con células SO en suspension (1,5x10° células/mL con una
viabilidad superior al 99%) se infectd con 5 pfu/célula de baculovirus. Las células se
mantuvieron tres dias a 28°C con agitacion a 120 rpm, punto en el cual la expresion de
proteinas bajo el promotor de la polihedrina suele alcanzar el maximo.

2.4.7.-Marcaje metabdlico de proteinas celulares y virales.

En el caso del marcaje de proteinas con [>°S]metionina-cisteina, las células se
lavaron 2 veces con PBS, después se les afiadio el medio de marcaje, sin metionina ni
cisteina, conteniendo 100 pCi/mL de [*°S]metionina-cisteina y se marcaron durante los
tiempos indicados en cada experimento a 37°C. A continuacién, se recogieron las
células y se lisaron en tamp6n RIPA.

Para el marcaje con **P, dos horas antes del marcaje, se lavaron las células 2
veces con PBS y se preincubaron 2 horas a 37°C en medio de marcaje sin fosfato
(periodo de starving). A continuacion, se incubaron las células durante los tiempos
indicados en medio sin fosfato, conteniendo 10 uCi/mL de [**P]ortofosfato. Finalmente,
se retir6 el medio radiactivo, se recogieron las células y se lisaron en tampon RIPA.

2.4.8.-Determinacion de la actividad caspasa intracelular.

La actividad intracelular de caspasa 3/7 se determind usando el kit Caspase-
Glo 3/7 de Promega siguiendo las instrucciones del fabricante. Réplicas de cada
experimento por triplicado se realizaron sobre 3x10* células en pocillos de una placa de
96 pocillos. A la hora de lisar las células para su analisis a cada pocillo se le afiadié
igual volumen de tampon de lisis y se incubd 45 min a temperatura ambiente.

66



Materiales y métodos

Posteriormente se midié la luminancia de cada muestra usando un Luminoskan-ascent
luminometer (Thermo, Waltham, Massachusetts, USA). Las medidas se ofrecen como
media de los tres replicados y en unidades relativas de luz (R.L.U.)

2.5.-Técnicas inmunologicas.

2.5.1.-Transferencia de proteinas e inmunodeteccion por Western-blot.

Las proteinas se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana
PVDF/Inmobilon-P (Millipore, #IPVH00010) en tampon de transferencia (25 mM Tris,
192 mM glicina y 20% metanol), durante 1 h a 100 voltios. Los sitios de union
inespecifica se bloquearon con 5% de leche desnatada en PBST (PBS conteniendo
0,05% Tween 20). La inmunodeteccion se realizé con los anticuerpos diluidos en PBST
con incubaciones de 60 min y lavados con PBST para retirar los anticuerpos no unidos
especificamente. Los complejos antigeno-anticuerpo se detectaron mediante el kit
“Immobilon Western chemiluminiscent HRP substrate” (Millipore #WBKL S0500).

2.5.2.-Inmunofluorescencia.

En el caso de inmunofluorescencia indirecta, las células se fijaron con metanol
a —20°C durante 15 min, o con 4% paraformaldehido (Sigma, Madrid, Espana) a 37°C
durante 10 min. A continuacién se lavaron con PBS, y en el caso de la fijacion con
paraformaldehido se permeabilizaron con 0,5% Triton X-100 en PBS durante 5 min. Se
lavaron con PBS y se incubaron en presencia de 2% BSA en PBS durante 30 min a
temperatura ambiente. A continuacidn, se incubaron con una solucion del anticuerpo
primario diluido en 2% BSA en PBS durante 1 h a 37°C. Tras dos lavados con PBS, se
incubaron con una solucién del anticuerpo secundario y DAPI 100 pg/mL (tincion
nuclear) diluidos en 2% BSA en PBS durante 1 h a 37° C. Las células se lavaron tres
veces con PBS y se montaron sobre una gota de medio de montaje (ver soluciones y
tampones) en un portaobjetos, para su observacion con el microscopio de fluorescencia.

Las fotografias de las inmunofluorescencias de este trabajo muestran datos
representativos. Cada experimento se reprodujo al menos tres veces y las células
mostradas son representativas de los efectos mayoritarios observados para las
condiciones ensayadas.

Las imagenes se obtuvieron con una cdmara digital Olympus DP-71 montada
sobre un microscopio de fluorescencia Olympus BX51. Las fotos obtenidas se
procesaron con Adobe Photoshop (Adobe Systems, California, USA).
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2.5.3.-Inmunoprecipitacion.

Se lavaron las células con PBS y se lisaron en con RIPA sobre hielo durante 10
min, tras lo cual se clared el extracto centrifugdndolo 10 min a 13000 x g. A
continuacion, Se incubaron 30 pl de ese extracto con 1-5 plL del anticuerpo
correspondiente y otros 30 uL de proteina A-Sepharosa, resuspendida previamente al
50% vy equilibrada en tampoén RIPA, durante 2 h con agitacion suave a 4°C. El
sobrenadante no retenido se recuper6 por centrifugacion a 3000 x g durante 1 min, se
lavé abundantemente con RIPA 5 veces mas y finalmente, para recuperar la fraccion
retenida, el pellet final se resuspendid en 30 pL de tampdén de Laemmli 1,5 x y se
hirvio, antes de analizar la muestra mediante SDS-PAGE y autorradiografia.

2.5.4.-Tratamiento bioinformatico de las secuencias.

Para el andlisis basico de las secuencias obtenidas (sitios de restriccion,
secuencia que codifican las pautas de lectura, pesos moleculares teodricos, disefio de
cebadores, etc.) se utilizo el programa Serial Cloner 2.6 (Frank Pérez, SerialBasics)

Las secuencias de las proteinas se compararon con las de otras proteinas
conocidas usando el programa BLAST (Altschul etal., 1997), contra secuencias
almacenadas en el GenBank (NCBI, USA). El alineamiento de secuencias de proteinas
se llevé a cabo con el programa ClustalW (Thompson et al., 1994). La prediccion de los
dominios coiled-coil se hizo con el programa Coils (Lupas et al., 1991; Lupas, 1996).
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1.-Estudio de las isoformas de mulNS.

Al inicio de la realizacion de este trabajo se sabia que los genes M3 de los
reovirus ARV y MRV expresaban dos isoformas proteicas en células infectadas. Las
isoformas de mayor tamano (la de MRV de 80 kDa y la de ARV de 70 kDa) se
denominaron muNS, porque se suponia que estas isoformas se originaban por
traduccion de los cistrones mas largos de sus respectivos mRNAs m3, los cuales se
inician en el codon AUG mas proximo al cap y se extienden hasta cerca del extremo 3’
del mensajero (Touris-Otero et al., 2004b; Wiener et al., 1989).

Resultados obtenidos en diferentes laboratorios habian demostrado que la
isoforma de menor tamafio que expresa el gen M3 de MRV (75 kDa) se originaba por
iniciacién de la traduccion en un codon interno del mRNA m3. La diferencia de
migracion electroforética entre las dos isoformas de MRV sugiere que tienen una
diferencia en masa de unos 5 kDa, por lo que la iniciacion de la traduccién de la
isoforma pequena deberia tener lugar en un codon AUG interno de m3 en fase con el
AUG de iniciacion de muNS y que deberia estar localizado unos 40-70 codones mas
abajo. El analisis de la secuencia del mRNA m3 de MRV revel6 la presencia de dos
codones AUG que cumplian esos requisitos, los codones 41 y 57 (Fig. 12, panel A), por
lo que en este trabajo nos propusimos averiguar cudl de esos dos codones es el que
inicia la traduccion de la isoforma pequefia de MRV.

MRV m3 mRNA

1 19 139 187 346 2235
gcuaaagugaccgugGucAUGGc...gGauAUGUc...gUccAUGUc...gGcgAUGGc...ucauc
1 41 57

m

B ARV m3 mRNA

1 25 55 67 178
écuuuuugaguccuagcguggAucAUGGc...chgAUGUc...cUcaAUGUc...gUuuﬁUGAu...
1 15

1 52

274 358 403 442 846 1996
uGagAUGCu...gAucAUGAa...uAagAUGGa...uCugAUGGu...gUuuAUGGa...ucauc
84

112 127 140 208

Figura 12. Secuencias de los mRNAs m3 de MRV (A) y de ARV (B). Los codones AUG
que podrian servir como lugares de iniciaciéon de la traduccidn, asi como las bases de
las posiciones -3 y +4 de sus contextos de Kozak, estdn representadas con letras
mayusculas. Por encima se sefialan las posiciones en la secuencia nucleotidica del
primer nucleétido del codén AUG. Por debajo hemos subrayado y numerado los
codones AUG que estan en fase con el codén de iniciacién de muNS.

En cuanto a la isoforma pequena de ARV (55 kDa), al comienzo de la
realizacion de esta tesis no se sabia nada sobre el mecanismo de su formacion, por lo
que esta proteina podria originarse tanto por iniciacion interna de la traduccion como
por corte proteolitico del precursor muNS. La diferencia de migracion electroforética de
las dos isoformas de muNS de ARV sugiere que tienen una diferencia en masa de unos
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15 kDa, por lo que, en el caso de que la isoforma pequefia se originase por iniciacion
interna de la traduccion, su codén de iniciacion deberia estar localizado unos 120-150
codones mas abajo que el codon de iniciacion de muNS. El andlisis de la secuencia del
mRNA m3 de ARV revel6 la presencia de dos codones AUG internos (127 y 140) que
estan en fase con el codon de iniciacion de la traduccion de muNS (Fig. 12; panel B),
por lo que podrian actuar como codones de iniciacién de la traduccion de la isoforma
pequeiia de ARV.

1.1.-Identificacion de las isoformas de la proteina mulNS
expresadas por ARV y MRY en células infectadas.

Para identificar las isoformas proteicas expresadas por los segmentos
gendmicos M3 de ARV y MRV, extractos de células infectadas con cada uno de los dos
virus se analizaron mediante inmunoprecipitacion y Western blot con anticuerpos
especificos contra cada una de las proteinas muNS. Los resultados que se muestran en la
Fig. 13 revelaron que el suero anti-muNS de MRV inmunoprecipita varias proteinas
virales presentes en los extractos de células infectadas con MRV (Fig. 13, panel A,
carril 4). Sin embargo, so6lo dos de esas proteinas, las de 80 y 75 kDa, fueron
reconocidas por el antisuero en un ensayo de Western-blot (Fig. 13, panel A, carril 6),
lo que indica que so6lo esas dos proteinas son isoformas de muNS, mientras que las otras
son proteinas que co-inmunoprecipitan con muNS.
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Figura 13. Identificacion de las isoformas de muNS que expresan los reovirus
MRV y ARV. Células L929 de raton (A) y células CEF (B) sin infectar (U) o infectadas (I)
con MRV (A) o ARV (B) se marcaron radiactivamente con [35S]metionina/cisteina.
(carriles 1- 4) durante 2 h a las 12 hpi, o bien se analizaron mediante Western blot
(carriles 5 y 6) a las 14 hpi. Las células radiactivas se lisaron con RIPA y los extractos
radiactivos, antes (carriles 1 y 2) o después (carriles 3 y 4) de inmunoprecipitarlos con
suero anti-muNS, se analizaron mediante 10% SDS-PAGE y autorradiografia. Las
posiciones y tamafios de los marcadores (en kDa) se indican a la izquierda. La posicion
y masa molecular de las dos isoformas de muNS se indican a la derecha de las figuras.
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Por su parte, el antisuero contra la proteina muNS de ARV inmunoprecipitd
unicamente tres proteinas (Fig. 13, panel B, carril 4), de las que sélo dos, las de 70 y 55
kDa, fueron reconocidas por el suero anti-muNS en un ensayo de Western blot (Fig. 13,
panel B, carril 6), indicando que son dos isoformas de muNS. La banda de 37 kDa que
se observa en el extracto inmunoprecipitado, corresponde a la proteina viral sigmaNS, la
cual interacciona con muNS, tal como habiamos demostrado previamente en nuestro
laboratorio (Touris-Otero et al., 2004a).

1.2.-La isoforma pequeiia de la proteina muNS de MRV, pero
no la de ARV, se genera por iniciacion de la traduccion en un
codon interno del mRNA.

Una vez identificadas las dos isoformas proteicas que expresan los genes M3
de los virus MRV y ARV, a continuacion decidimos investigar los mecanismos que dan
origen a la formacién de las isoformas pequefias de la proteina muNS. Las isoformas
pequefias podrian originarse por iniciacion de la traduccion en un codén AUG interno
del mRNA m3 o por procesamiento proteolitico del precursor muNS. Para investigar la
posibilidad de que las isoformas pequefias se originasen por iniciacion interna de la
traduccion realizamos dos tipos de experimentos. En el primero, el RNA total aislado
de c¢lulas infectadas se tradujo en extractos de reticulocitos de conejo y los productos
de traduccién se inmunoprecipitaron con anticuerpos contra muNS. Los resultados que
se muestran en la Fig. 14 indican que, mientras que el mRNA m3 de MRV es capaz de
programar in vitro la sintesis de las dos isoformas de muNS (comparar carriles 4 y 6 del
panel A), el de ARV sdlo es capaz de dirigir la sintesis de la isoforma mayor (comparar
carriles 4 y 6 del panel B). Este resultado sugiere que la isoforma pequeia de MRV,
pero no la de ARV, es un producto primario de traduccion.
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Figura 14. Comparacion de la expresion de los genes M3 in vivo e in vitro. Analisis
electroforético de las proteinas radiactivas sintetizadas en células (In vivo) y las
generadas por traduccion de RNAs en extractos de reticulocitos de conejo (In vitro). En
el panel A, células L929 de ratdn se infectaron con MRV (1), mientras que en el panel B
células CEF se infectaron con ARV (I). U: células sin infectar. En los carriles 1y 2 se
tradujo el RNA total aislado de células sin infectar, mientras que en los carriles 3 y 4 se
tradujo el RNA total aislado de células infectadas. Las muestras se analizaron por 10%
SDS-PAGE, antes (-) o después (+) de inmunoprecipitarlas con sueros anti-muNS. A la
izquierda de los paneles se indican las posiciones de los marcadores de peso molecular
(kDa) y a la derecha las de las isoformas de muNS. La isoforma menor esta marcada con
un asterisco.

Tal y como se coment6 anteriormente, en el caso de que la muNSC de MRV se
originase por iniciacion de la traduccion en un codon AUG interno, las diferencias de
masas entre las isoformas sugiere que dicho codon de iniciacion deberia ser el que
ocupa la posicion 41 o 57, mientras que en el caso de ARV el codon interno de
iniciacion deberia ser el 127 o 140. Para ver cual de estos codones podria actuar como
iniciador de la traduccion de la isoforma pequenia, generamos plasmidos que expresaban
in vitro y bajo el promotor de la polimerasa de T7 el mMRNA m3 de MRV entero o
versiones truncadas en 5° de forma que el codon AUG mas proximo al extremo 5’ del
mRNA fuese el codon 41 o 57. También generamos pldsmidos que expresaban el
mRNA m3 de ARV entero o versiones truncadas para que el codon AUG mas proximo
al extremo 5’ fuesen los codones 127, 140 o 208. Esos plasmidos se utilizaron para
realizar transcripcion y traduccion in vitro y la migracion electroforética de los
productos de traduccion in vitro se compard con la migracion de las isoformas de muNS
sintetizadas en células infectadas. Los resultados que se muestran en la Fig. 15
indicaron que las proteinas que traducen los mRNAs enteros generados in vitro tienen
las mismas movilidades electroforéticas que las proteinas muNS sintetizadas en células
infectadas (comparar los carriles 1 y 4 del panel A, y los carriles 1 y 5 del panel B), lo
que confirma que las proteinas muNS se generan por traduccion de la pautas abiertas de
lectura mas largas de los mRNAs m3, las cuales comienzan en el codéon AUG que esta
mas préximo al cap.
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Figura 15. Andlisis electroforético de las isoformas de muNS generadas por la
iniciacion de la traduccion en diferentes codones AUG de los mRNAs. Traduccién
de versiones de los mRNAs m3 de MRV (panel A) y ARV (panel B) que contienen la
secuencia integra del mRNA (carriles 1) o de versiones truncadas en 5’, para que quede
como codén AUG mas proximo al extremo 5 del mRNA el que ocupa la posiciéon que se
indica en la parte de arriba. En los carriles de la derecha se analizaron las isoformas de
las proteinas muNS sintetizadas in vivo. A la izquierda se indican las posiciones de los
marcadores de peso molecular y a la derecha las de las isoformas de muNS. C)
Representaciéon esquematica de los transcritos generados por trancripcién de cores de
MRV en células infectadas o mediante transcripcién in vitro del gen M3 de MRV clonado
en el plasmido pcDNA. Como se puede observar en la figura, el mRNA expresado in vitro
contiene 14 nucleétidos mas en el extremo 5’ que el expresado por el virus.

El andlisis electroforético que se muestra en el panel A de la Fig. 15 revela que
las pautas de lectura que inician la traduccién en los codones 41 y 57 del mRNA de
MRV expresan polipéptidos con migraciones electroforéticas similares a la de la
isoforma pequenia de muNS (Fig. 15, panel A, comparar carriles 2 y 3 con el carril 4),
por lo que cualquiera de esos dos codones podria actuar como iniciador de la traduccion
de la isoforma pequefia de MRV. Por el contrario, ninguna de las proteinas que
expresaron las versiones truncadas del mRNA m3 de ARV presentan una migracion
electroforética similar a la de la isoforma pequeia de ARV (Fig. 15, panel B, comparar
carriles 2-4 con carril 5), lo que de nuevo sugiere que esta proteina no es un producto
primario de traduccion. El hecho de que la isoforma pequefia de MRV se genere por
iniciacion de la traduccion en un codéon AUG interno, implica que dicha isoforma esta
situada hacia el extremo carboxilo de muNS, por lo que, de aqui en adelante, a la
isoforma menor de MRV la denominaremos muNSC.

Sorprendentemente, encontramos que la traduccidon en extractos de
reticulocitos del mRNA m3 de MRV generado in vitro solo produjo la proteina muNS
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(Fig. 15 carril 1 del panel A), mientras que la traduccion in vitro del mRNA m3 aislado
de células infectadas generé muNS y muNSC (Fig. 14, carril 4 del panel A). Si se tiene
en cuenta que el mMRNA m3 de MRV generado in vitro posee 14 nucledtidos mas en su
extremo 5’ que el mRNA auténtico viral, nuestros resultados sugieren que la causa de
que el mRNA m3 de MRV exprese dos proteinas se debe a que su secuencia 5° UTR es
muy corta (19 nucleodtidos), lo que hace que una fraccidon de los ribosomas no inicie la
traduccion en el AUG que estd mas proximo al cap y se desplace hacia el extremo 3’
para iniciar la traduccion en otro AUG interno, una situacion similar a la ya descrita
para la traduccion de otros RNA mensajeros (Felgenhauer et al., 1990; Kozak, 1991).
Para comprobar esta hipotesis y para dilucidar si la traduccion de la proteina muNSC de
MRYV se inicia en el codon AUG 41 o 57, generamos in vitro una version del mRNA m3
de MRV que contiene regiones no codificantes idénticas a las del mRNA expresado por
el virus, y también generamos versiones mutadas de este mRNA en que los codones
AUG de las posiciones 1, 41 o 57 se mutaron a UUG, de forma que esos codones, en
vez de expresar metioninas, pasasen a expresar leucinas, con lo que ya no podian actuar
como codones de inicio. Estos mRNAs generados in vitro se tradujeron en extractos de
reticulocitos de conejo en presencia de metionina radiactiva y las proteinas resultantes
se analizaron por SDS-PAGE y autorradiografia. Los resultados que se muestran en la
Fig. 16 indican que el mRNA m3 sin ninguna mutaciéon y el mutado en el codon 57
expresan las mismas isoformas de muNS que las detectadas en células infectadas
(comparar carriles 2 y 5 con carril 1). Este resultado sugiere por una parte, que el codon
AUG 57 no debe ser el codon de iniciacion de muNSC, y por otra, que una fraccion de
los ribosomas no inicia la traduccion en el AUG que esta mas proximo al cap
posiblemente porque la distancia entre ese codon y el cap del mRNA es muy corta. Los
resultados también mostraron que la traduccion del mRNA que tenia mutado el primer
AUG solo generé muNSC (Fig. 16, carril 3), mientras que el que tenia mutado el codon
AUG 41 so6lo expres6é muNS (Fig. 16, carril 4). El hecho de que no se genere muNSC
cuando se muta el codon AUG de la posicion 41, pero si cuando se muta el de la
posicion 57, indica que muNSC se origina por iniciacion de la traduccion en el codon
AUG 41 del mRNA m3 de MRV.
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Figura 16. Traduccion del mRNA m3 auténtico de Los mRNAs conteniendo los
mismos extremos que el mRNA m3 auténtico de MRV y que posee un cap de tipo 1 en
sus extremos 5’, se generaron por transcripcion in vitro y se tradujeron en extractos de
reticulocitos de conejo en presencia de metionina radiactiva (carriles 2-5). En el carril 1
se muestran las isoformas radiactivas de muNS generadas en células L929 infectadas
con MRV.

1.3.-Un corte proteolitico en la proteina muNS de ARV genera
dos polipéptidos de 17 y 55 kDa.

Para averiguar si la isoforma pequefia de la proteina muNS de ARV se origina
por procesamiento proteolitico, y para descartar definitivamente que éste sea el
mecanismo que genera la proteina muNSC de MRV, realizamos experimentos de pulso
radiactivo y seguimiento en células infectadas. Para ello, células infectadas con MRV o
con ARV se marcaron radiactivamente durante 10 min con [*°S]metionina/cisteina a las
16 hpi. Las células se lisaron inmediatamente o despué¢s de incubarlas diferentes
periodos de tiempo en medio sin radiactividad pero conteniendo un gran exceso de
metionina y cisteina no radiactivas. Los extractos celulares resultantes se
inmunoprecipitaron con anticuerpos contra las proteinas muNS y se analizaron por 10%
SDS-PAGE vy autorradiografia. Los resultados que se muestran en el panel A de la Fig.
17 indican que las bandas radiactivas correspondientes a las dos isoformas de la
proteina muNS de MRV ya estan presentes en las células infectadas a la finalizacion del
pulso radiactivo (carril 2), y que las intensidades relativas de las dos bandas no varian
significativamente durante los diferentes periodos de seguimiento (comparar carriles 2-
6). Por el contrario, la banda correspondiente a la isoforma pequefia de ARV apenas es
visible tras el pulso radiactivo (Fig. 17, panel B, carril 2), y su intensidad aumenta
progresivamente durante el tiempo de seguimiento en ausencia de radiactividad (Fig.
17, panel B, comparar carriles 2-6). Estos resultados demuestran que la isoforma
pequefia de ARV, pero no la de MRV, se origina por procesamiento proteolitico de
muNS.
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Figura 17. Analisis de la conversion de muNS en muNSC por pulso y seguimiento.
A) Células L929 infectadas con MRV; B) Células CEF infectadas con ARV. Células sin
infectar (U) o infectadas (I) se marcaron con [35S]metionina/cisteina durante 10 min a
las 16 hpi y posteriormente se incubaron con medio no radiactivo, cont