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1.1. LA FAMILIA DE LOS RABDOVIRUS
1.1.1. Taxonomia y rango de huésped

La familia Rhabdoviridae constituye junto con las familias
Paramyxoviridae, Filoviridae y Bornaviridae el orden Mononegavirales
que agrupa virus con genomas ARN no segmentados de polaridad
negativa (-). En la actualidad se conocen mas de 200 rabdovirus que
segun el rango de huésped, la presencia de genes suplementarios, el
lugar de replicacion dentro de la célula huésped, etc., se clasifican en 6
géneros : Vesiculovirus, Lyssavirus, Ephemerovirus y Novirabdovirus que
causan patologias en animales y Cytorabdovirus y Nucleorabdovirus que
afectan a plantas (Walker and Kongsuwan, 1999). De entre todos los
rabdovirus, los mas estudiados son el VSV (Bricker et al., 1987) y el RV
(Wagner, 1987) que pertenecen a los géneros Vesiculovirus y Lyssavirus
respectivamente. EI VSV es el agente causal de la enfermedad
denominada estomatitis vesicular que afecta al ganado equino, porcino y
vacuno aunque también puede infectar humanos causando sintomas muy
leves y similares a los provocados por infecciones del virus de la gripe
(Fields, Knipe, and Howley, 1996). Se han descrito diversos serotipos del
VSV, pero los mas importantes son el VSV-New Jersey (VSNJ) y el VSV-
Indiana (VSI). Si bien, el VSNJ tiene mayor relevancia en infecciones in
vivo que el VSI, ambos serotipos replican eficientemente in vitro células
BHK-21, Vero, CHO, COS e incluso en lineas celulares de peces, como
las EPC. Este amplio rango de huésped del VSV sugiere que su
receptor/es celular/es debe de ser moléculas muy ubicuas que se
expresan en la superficie de celular de casi todos los tipos celulares (Coil
and Miller, 2004). Por ello, la Gysy, que es la responsable de la unién al
virus a su receptor celular, es en la actualidad una herramienta muy util
tanto en estudios basicos de Virologia como de terapia génica (Banerjee,
1987) y vacunas ADN {Donnelly, 1997 #1484}.

El RV puede infectar cualquier tipo de animal de sangre caliente
(Fields, Knipe, and Howley, 1996), incluido el hombre. La infeccion en
humanos se caracteriza por una invasion general del sistema nervioso
central que inicialmente se manifiesta por disfunciones del sistema

nervioso y paralisis. Posteriormente provoca la entrada del paciente en
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coma y su posterior muerte por parada respiratoria. En el caso de cepas
muy virulentas, la muerte del paciente puede ocurrir en un tiempo no
superior a 7 dias desde el inicio de la infeccion. Al igual que el VSV, la
replicacion in vitro de RV virus es posible en lineas celulares como las
BHK-21.

Recientemente se ha definido dentro de la familia Rhabdoviridae
el género, Novirabdovirus (Walker and Kongsuwan, 1999). Dentro de este
género ha quedado incluido el VHSV, objetivo central de estudio de esta
tesis doctoral. Igualmente se incluye dentro de este género al IHNV.
Ambos virus infectan peces teledsteos y son en la actualidad uno de los
problemas mas graves que afectan a la piscicultura tanto continental
como marina. Frente a ellos aun no existen vacunas autorizadas ni

tratamientos terapéuticos eficaces.

1.1.2 Estructura molecular de los rabdovirus

Los rabdovirus son virus con envuelta (bicapa lipidica que
adquiere el virus durante su salida y que tiene por origen la ultima célula a
la que ha parasitado) y morfologia en forma de bala (llustracion 1). El
tamafio del virién oscila entre 45-100 nm de didmetro y 100-430 nm de
longitud (Wagner, 1987).
Su material genético es ARN monocatenario no segmentado de
polaridad negativa (-) con un tamano de ~ 11000-15000 bases (Hill, 1975)
que codifica para 5 proteinas (L, N, P M y G)(llustracién 1B y Tabla 1)
cada una de ellas codificada por un sélo gen. El orden de los genes en el
ARN es 3’ N-P-M-G-L 5. Cada gen codifica una proteina. La N es la
proteina de nucleocapsida que empaqueta el ARN (Rupprecht, Cathleen,
and Hemachudha, 2002). La ARN polimerasa ARN dependiente que
presenta tanto actividad replicasa como transcriptasa {Schnell, 1995
#2831; Banerjee, 1990 #75}. La P, también denominada M1 o NS
dependiendo del virus, es una fosfoproteina que interviene tanto en el
proceso de replicacion (Chen, Das, and Banerjee, 1997; Hwang et al.,
1999) como en el de transcripcion (Chen, Das, and Banerjee, 1997,
Pattnaik et al., 1997) del genoma. Ademas tiene un papel activo durante

la morfogénesis y ensamblaje del virus (Das and Pattnaik, 2005). Las

al

i

HURN M

¢

ehnvuel

~

N
bt
=
R

llustracion 1 . A, Micrografia del
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proteinas N, L y P junto al ARN constituyen la ribonucleocapsida del virus
(Banerjee, 1987; Banerjee and Barik, 1992), de un tamafio de 30-70nm
de diametro y con simetria helicoidal (Figura 1B). La M (o M2) es la
proteina de la matriz, interviene en los procesos de morfogénesis
(Mebatsion, Weiland, and Conzelmann, 1999; Newcomb and Brown,
1981) y salida de los viriones de la células {Flamand, 1970 #2832; Lyles,
1996 #134; Jayakar, 2004 #339}.

Tabla 1. Proteinas, peso molecular y niumero de moléculas por

virion de rabdovirus

- ~
Moléculas/ virién
Proteina Pm VSV!  RVZ  [HNV3® VHSV4
(kDa)
L 200-250 50 72 43 14
G 67 1205 1335 166 107
N 50 1258 1325 766 892
P 33 466 691 270 464
M 23 1826 1148 1192 956
- J

(1)(Wagner et al., 1972), (2)(Flamand et al., 1993), (3) (Hsu, Engelking, and Leong,
1985), (4)(Basurco, 1990).

Asi mismo, la M de VSV, es responsable de la inhibicién de la
transcripcion {Petersen, 2000 #2835; von Kobbe, 2000 #142} y del
redondeamiento (Melki, Gaudin, and Blondel, 1994) observado en las
células infectadas con este virus. En cuanto a su localizacién se cree que
puede variar dentro de los rabdovirus. Para el VSV, podria estar
localizada tanto en la superficie como en el interior de Ia
ribonucleocapsida (Barge et al., 1993). Para el RV se ha comprobado que
se encuentra en la superficie de la ribonucleocapsida favoreciendo la
compactacion de la misma (Mebatsion, Weiland, and Conzelmann, 1999).
La G es la unica glicoproteina de superficie que poseen los rabdovirus
(Gaudin, 2000a; Wunner, Reagan, and Koprowski, 1984). La G media la



La familia de los Rabdovirus

entrada de los rabdovirus en la célula huésped, participando tanto en la
unién al receptor celular como en la fusiéon a pH acido que se da entre la
envoltura del virus y las membrana celular (Coll, 1995a; Gaudin, 2000a).
Ademas, su cola citoplasmatica interviene en la salida del virus de la
células infectadas (Jayakar, Jeetendra, and Whitt, 2004; Schnell et al.,
1998).

En los ultimos anos, se han dilucidado por cristalografia de rayos
X las estructuras parciales o globales de 4 de las 5 proteinas presentes
en el virion maduro de VSV, la Nysy (Green et al., 2006), Pysy (Ding et al.,
2006), M2ysy (Gaudier, Gaudin, and Knossow, 2002) y Gysy (Roche et al.,

2006). La Nysy (llustracion 2A) se dispone alrededor del ARN en forma

de anillo, secuestrando en su interior 90 bases del ARN virico, 9 por O — '1'-f"{i-,_--1

mondémero de Nysy (Green et al., 2006). Estructuras de este tipo se "‘-Q»__,a-,"._--" A
asocian sucesivamente en el virion formando la estructura helicoidal de la =
ribonucleocapsida (Green et al.,, 2006). Los mondémeros de Nysy

(llustracién 2B) se componen de 2 |6bulos que poseen mayoritariamente

estructura secundaria en forma de hélice-a. La interaccion ARN-Nysy . I,

tiene lugar en una cavidad de caracter hidrofébico que se existe entre los ~ /lustracion 2. Estructura del
9 q complejo N-ARN del VSV (Green

dos lobulos de la Nysy. et al, 2006): decamero (A) y

monomero (B).

Tras el alineamiento de las secuencia de 6 N de 6 rabdovirus se
ha determinado que la regién de interaccion de la N con el ARN esta muy
conservada, lo que sugiere que todos los rabdovirus poseen un
mecanismo de empaquetamiento del ARN similar (Green et al., 2006).

En el monémero de Pysy. se han designado tres dominios, el
dominio N-terminal (indispensable para la actividad transcripcional), el
dominio central de oligomerizacion (permite a la proteina formar dimeros
y/o tetrameros) y el dominio C-terminal (indispensable para la actividad
replicativa) {Ding, 2004 #73}.

La llustracién 3B muestra la estructura monomérica del dominio
central de oligomerizacion (Ding et al., 2006), se estructura en 2 hojas-8
conectadas a otras 2 hojas-f§ mediante una hélice-a. En el cristal obtenido
la estructura resuelta correspondié a un dimero (llustracion 3A), que es
la forma en la que la Pysy interviene en el proceso de transcripcion

permitiendo la interaccion en extremos opuestos de los dominios de unién
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llustraciéon 3.

et al, 2006):
monémero (B).

Estructura del
dominio central de la Pysy (Ding
dimero (A) y

llustracién 4.
Mysy  (Gaudier,
Knossow, 2002)
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Estructura de la
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a las proteinas Nysy Yy Lysy (ambos en el C-terminal) (Paul,
Chattopadhyay, and Banerjee, 1988). Experimentalmente también se ha
descrito la formacion de tetrameros que intervienen en el proceso de
replicacion (Gao and Lenard, 1995a; Gao and Lenard, 1995b). Los
dimeros o tetrameros se forman gracias a las fuertes interacciones que se
producen entre las hélices-a centrales de cada mondmero.

La digestion con termolisina de la Mysy da lugar a dos grandes
fragmentos aunque sdélo uno de ellos se ha podido cristalizar. El
fragmento cristalizado se corresponde con lo que se considera el nucleo
del monémero de la Mysy (Gaudier, Gaudin, and Knossow, 2002)
(llustracion 4). En esta proteina, la region N-terminal esta formada por 5
hojas-B antiparalelas empaquetadas con 2 hélices-a y la regién C-
terminal de 2 hojas-f antiparalelas y una hélice-a conectadas por una
region no estructurada de 20 aminoacidos (aa). En el dominio cristalizado
la termolisina también corta la regidon de oligomerizacion comprendido
entre las P 120-129 (no resuelta en la estructura del mondémero). En
condiciones fisiologicas, la Mysy se encuentra en forma multimérica
{McCreedy, 1990 #5} y participa en la compactacion de Ila
ribonucleocapsida y también en la salida del virus (Gao et al., 1996).
Ademas, a partir de la estructura resuelta y de ensayos de interaccion con
liposomas se ha podido comprobar que durante la salida del virus la Mysy
interacciona con los lipidos de la membrana plasmatica celular,
interaccién que ocurre mayoritariamente por la region rica en K de su N-
terminal (Lenard and Vanderoef, 1990) y adicionalmente por el giro entre
las P 120-129 y las cargas positivas de la region mas superficial de la
proteina (Gaudier, Gaudin, and Knossow, 2002). En las M de diferentes
rabdovirus las regiones internas se mantienen conservadas. Por el
contrario, tan solo se observa una similitud del 5 % en las regiones mas
superficiales. Estos datos sugieren que el plegamiento de las M de los
rabdovirus se produce de manera similar (Gaudier, Gaudin, and Knossow,
2002).

Recientemente, se ha determinado la estructura del trimero de
la Gysy en su conformacion inactiva para fusion (Roche et al., 2006). Esta

estructura, analizada en mayor detalle en la seccion 1.2, ha permitido
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identificar las regiones del monémero de la Gysy (llustracion 10,
llustracién 11, llustracion 12, llustracion 13) implicadas en la

oligomerizacion y en la fusion.

1.1.3. Ciclo de multiplicacion
Las etapas de ciclo de multiplicacion de un rabdovirus,
adsorcion y entrada, replicacion y expresion génica y morfogénesis se

esquematizan en la llustracion 5.

r/ T Figura 5. Esquema del ciclo de
replicacion de un rabdovirus.
Adsorcién y entrada que engloba,
A, union al receptor celular; B,
endocitosis mediada por receptor;
C, fusibn de membranas y
liberacion de las nucleocapsidas en
el citoplasma; Expresion génica y
replicacion que incluye D,
transcripcion primaria, E,
traduccién de las proteinas viricas.
y F, replicacion del genoma.
Morfogénesis: ensamblaje y salida
de los nuevos viriénes, G.
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La infeccion comienza con la unién del virus al su receptor
celular especifico a través de la G (Bearzotti et al., 1999; Schlegel et al.,
1983). Una vez adsorbido, el virus se internaliza utilizando un mecanismo
conocido como endocitosis mediada por receptor. Tras la endocitosis y
promovida por la G del virus, ocurre la fusion dependiente de pH acido de
la bicapa lipidica endosomal con la del virion. Como consecuencia de
este proceso de fusion, se produce la liberacion de la nucleocapsidas en

el citoplasma de la célula diana y la disociacion de ellas de la M para

27



Introduccion

28

dejar libres la RNPs. A continuacion, se dispara la trascripciéon primaria
del genoma del virus.

Tras la traduccion de los mARN virales y la acumulacion de las
proteinas del virus, comienza la replicacién del genoma también en el
citoplasma de la célula. Por ultimo, las proteinas recién sintetizadas y los
nuevos genomas se ensamblan en la proximidades de la membrana
plasmatica y el virus sale de la célula por gemacién, provocando la lisis
celular en estados avanzados de la infeccion (Wagner, 1975; Wagner,
1987).

e Adsorcion y entrada

La infeccion por rabdovirus se inicia como ya se ha indicado
antes a través de la interaccion de su glicoproteina de superficie, Grapdovirus
(Coll, 1999), con un receptor de la superficie celular (llustracién 5A),
todavia desconocido para la mayoria de los rabdovirus. Aunque no se
conoce con exactitud la naturaleza del receptor, que haya competicion
entre el VSV y RV por la entrada en algunos tipos celulares sugiere que
puede existir un receptor comun al menos para los rabdovirus de
mamiferos.

Los primeros trabajos encaminados a identificar el receptor
celular del VSV, propusieron la PS como el receptor celular del virus
(Schlegel et al., 1983). En estos trabajos se observé que extractos
obtenidos a partir de preparaciones de membrana plasmatica de células
Vero competian con VSV por unirse a las células diana del virus. Tras
comprobar que el factor responsable de la competicion presente en los
extractos era resistente a tripsina, neuroaminidasa y temperatura (100° C)
pero sensible a tratamiento con fosfolipasa C, se estudioé la influencia de
distintos fosfolipidos en la infectividad del virus. De todos los fosfolipidos
ensayados, la PS fue la Unica capaz de inhibir la infectividad del VSV.
Resultados similares se dedujeron de los estudios realizados con el RV
(Superti, Derer, and Tsiang, 1984; Wunner, Reagan, and Koprowski,
1984). Ademas se determindé que existian dos interacciones distintas
entre VSV vy las células Vero o lo que es lo mismo dos receptores

celulares para VSV con propiedades diferentes (Schlegel, Willigan, and
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H.Pastan, 1982). Asi, cuando se adicionaba el virus a las células a baja
m.o.i se detectaban sitos de unién saturables (aproximadamente unos
7000 sitios por célula). Sin embargo en presencia de concentraciones de
virus superiores a las que se necesitan para saturar estos sitios, la
entrada de virus a las células aumentaba lo que claramente indica la
existencia de otro sitio de unién no saturable. Los resultados obtenidos de
ensayos de unién con VSV previamente neutralizado con anticuerpos
corroboran igualmente la existencia de dos receptores celulares para
algunos rabdovirus ya que el VSV neutralizado también es capaz de
infectar las células y su unién a la superficie celular no se inhibe con PS y
es sensible a tripsina (Schlegel and Wade, 1983).

La unidn/interaccion rabdovirus-PS no es exclusiva para VSV y
RV. De hecho se ha confirmado la interaccién entre distintas regiones de
la Gyusv ¥ la PS (Coll, 1997; Hall, Burson, and Huestis, 1998) y se ha
demostrado la partipacién directa de la PS en la fusién (Carneiro et al.,
2002; Carneiro et al., 2006). Sin embargo, dado que en la mayoria de las
lineas celulares la PS se encuentre localizada en la cara interna de la
membrana plasmatica (Boon and Smith, 2002; Williamson and Schlegel,
1994; Zwaal and Schroit, 1997) y que las interacciones entre PS y la
Grabdovirus cOMentadas con anterioridad se observan preferentemente a pH
acido (Carneiro et al., 2002; Carneiro et al., 2006), es dificil asumir que la
PS sea el receptor celular de los rabdovirus a pH fisiolégico. Ademas, se
ha comprobado que la anexina V (compuesto capaz de interaccionar
especificamente con la PS) no disminuye ni la unién ni la infectividad del
VSV (Coil and Miller, 2004) asi que muy probablemente, la PS favorezca
la unién de la particula virica a las membranas celulares una vez se
encuentra el virus en el entorno acido que confiere el endosoma. Por lo
tanto, en la unidn inicial que se da a pH fisioldgico entre la Gysy y la célula
huésped ha de intervenir algun otro factor.

En el caso del RV, si bien se han descrito diferentes
componentes celulares capaces de interaccionar con estos virus, el
receptor no se ha identificado. Varios trabajos proponen al receptor
nicotinico de la acetilcolina (nAChR) como el receptor celular al que se

une la Ggy (Bracci et al., 1988; Broughan and Wunner, 1995; Lentz et al.,
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1986; Lentz et al., 1982). Sin embargo, el hecho de que los RV sean
capaces de infectar neuronas que no expresan nAChR, sugiere que otras
moléculas interviene en la unién del RV a la superficie celular y que estas
son distintas en funcion del tipo celular. Hasta el momento, se han
postulado como posibles candidatos a receptor del RV, fosfo y glicolipidos
(Superti et al., 1984; Wunner, Reagan, and Koprowski, 1984), acido
sialico {Conti, 1986 #31} y un complejo de fibronectina (Broughan and
Wunner, 1995). Recientemente, también se han propuesto como posibles
receptores de los RV la molécula de adhesion celular CD56 (Tuffereau et
al., 1998a) y el factor de crecimiento nervioso de baja afinidad (Tuffereau
et al., 1998b).

Siguiendo una estrategia diferente, también se han realizado
estudios encaminados a identificar el receptor celular del VHSV.
Concretamente, se generaron AcMo capaces de bloquear la unién e
infectividad de VHSV en las lineas célulares RTG-2 de trucha y CHSE de
salmoén cuando estas células eran incubadas con los anticuerpos antes de la
infeccion (Bearzotti et al., 1999). Por inmunoprecipitacion con estos Ac y a
partir de la membrana plasmatica de células RTG-2 y CHSE se pudo
identificar un complejo compuesto por fibronectina (200 KDa), un miembro
de la familia de moléculas de adhesién que forma dimeros covalentes de
400 KDa {Sadaghiani, 1994 #1542} y una proteina de 47 KDa no
identificada. Este complejo fue abundante en musculo de trucha y en todos
los érganos diana de VHSV. Estos AcMo supuestamente anti-receptor
también bloquearon la infeccién de otros rabdovirus de peces como por
ejemplo el SVCV, el rabdovirus de la anguila y serotipos distintos de VHSV e
IHNV (Bearzotti et al., 1999). Confirmando lo anteriormente descrito, se ha
identificado una nueva forma de fibronectina aislada del pez cebra capaz de
mediar la entrada del IHNV (Liu and Collodi, 2002).

Todos estos estudios con VSV, RV y VHSV han puesto de
manifiesto la complejidad de la interaccion de los rabdovirus con sus células
huéspedes y la necesidad de continuar realizando una investigacion activa
sobre este tema.

Una vez que el virus se ha unido a la superficie celular, tiene

lugar la endocitosis mediada por receptor (llustracion 5B), mecanismo
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que las células utilizan habitualmente para internalizar componentes del
medio extracelular. Esta endocitosis viene seguida de un proceso de
fusion de mebranas virica y endosomal inducido por la bajada de pH que
permite la liberacion de la nucleocapsidas al interior celular (llustracion
5C).

La endocitosis de los rabdovirus se inicia preferentemente por
zonas de la cara interna de la membrana plasmatica celular recubiertas
con clatrina (Sieczkarski and Whittaker, 2002; Sun et al., 2005). Tras la
internalizacion, las vesiculas recubiertas de clatina conteniendo los virus
se transportan mediante endosomas por el citoplasma. Este transporte
esta facilitado gracias a los filamentos que forman el citoesqueleto de las
células (Gottlieb et al.,, 1993; Kizhatil and Albritton, 1997). Durante el
transporte y por accién entre otras de las proteinas Rab (Bucci et al.,
2000; Sieczkarski and Whittaker, 2002; Somsel Rodman and Wandinger-
Ness, 2000) ocurre la llamada “maduracién de los endosomas”, donde se
pueden distinguir de manera secuencial: endosomas tempranos,
estructuras multivesiculares, endosomas tardios y lisosomas (Piper and
Luzio, 2001; Raiborg, Rusten, and Stenmark, 2003; Uchil and Mothes,
2005). La maduracion se caracteriza ademas de por cambios en la
morfologia y composicion proteica, por una acidificacion progresiva del
lumen endosomal (Piper and Luzio, 2001). El paso de endosomas
tempranos (pH ~6), a los tardios (pH ~5) se caracteriza por la formacion
de estructuras multivesiculares aumentando el tamafio y esfericidad del
endosoma asi como el contenido en proteasas (Piper and Luzio, 2001;
Raiborg, Rusten, and Stenmark, 2003). El paso de endosomas tardios a
lisosomas se caracteriza por la perdida de receptores de manosa-6-

fosofato (Piper and Luzio, 2001) y una mayor acidificacion.
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llustracion 6. Esquema de Ia
liberacion de RNPs del VSV en el
citoplasma celular. (Uchil and
Mothes, 2005)
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En un principio, y dado que el pH necesario para que se den los
cambios conformacionales necesarios para la fusibn de VSV
(Fredericksen and Whitt, 1996; Rigaut, Birk, and Lenard, 1991, Carneiro,
2001 #3172; Schlegel, Willingham, and Pastan, 1982), RV (Superti, Derer,
and Tsiang, 1984) (Gaudin, 2000a; Gaudin, Ruigrok, and Brunner, 1995;
Gaudin et al., 1993) y VHSV (Bearzotti et al., 1995b) (Coll, 1995a)
(Estepa and Coll, 1997) esta proximo a 6, se asumidé que las
ribonucleocapsidas de los rabdovirus eran liberadas al citoplasma celular,
tras la fusion directa entre los viriones y la membrana externa de los
endosomas tempranos (Khor, McElroy, and Whittaker, 2003; Sieczkarski
and Whittaker, 2002). Sin embargo, recientes trabajos DESM que la
fusion del virus y la liberacion de las ribonucleocapsidas son dos
procesos consecutivos pero independientes (Uchil and Mothes, 2005).
Inicialmente, se produce la fusién del virus con las vesiculas internas de
los endosomas (cuerpos multivesiculares), y posteriormente se produce
un segundo proceso de fusion (“back-fusion”) de estas vesiculas internas
con la membrana externa del endosoma (Le Blanc et al., 2005; Uchil and
Mothes, 2005). Es este segundo proceso de fusion el que permite la
liberacion de las nucleocapsidas (Le Blanc et al., 2005; Uchil and Mothes,
2005) (llustracion 6).

o Expresion génica y replicacion

Una vez liberadas las nucleocapsidas en el citoplasmas comienza la
transcripcion primaria del ARN™ del virus por la ARN polimerasa virica
(lustracién 5D) .El proceso de transcripcién primaria ocurre en el
citoplasma en ausencia de sintesis de proteinas y comienza en el
extremo 3’ del genoma, rindiendo en primer lugar un ARN de 48
nucleotidos conocido con el nombre de ARN lider. A continuacion
tiene lugar la sintesis secuencial de los ARNm individuales que codifican
para las proteinas N, P, M, G y L. Cada uno de estos ARNm se transcribe
a partir de un unico promotor situado en el extremo 3’ del genoma. El
mecanismo de transcripcién se conoce como “de parada y arranque”. La
polimerasa transcribe hasta que encuentra una region intergénica

(llustracion 7A) con sefales de finalizacion de la transcripcion (parada),
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posteriomente en el momento que detecta una regioén iniciadora de la
trascripcion (arranque) se transcribe un nuevo mensajero correspondiente
a la proteina contigua.

En cada proceso de parada y arranque se produce una atenuacién en
la eficiencia de transcripcion de los genes, de manera que el ndmero
resultante de transcritos es mayor para los genes proximos al extremo 3’
(proximo al promotor) que para los genes préximos al extremo 5’ (alejado
del promotor). De acuerdo con este mecanismo, el resultado final del
proceso de transcripcion primaria en los rabdovirus es la generacién de
un gradiente de ARNm en el que el numero de copias de ARNm de N >P
>M > G > L (Wagner, 1987) (llustracion 7B).

Los ARNm individuales resultantes llevan Cap en el extremo 3’y
estan poliadenilados. La poliadenilacion aparentemente ocurre tras la
copia repetitiva por parte de la transcriptasa virica de una secuencia de 7

uridinas presente al final de cada gen.
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A diferencia de la transcripcion, la replicacién del ARN virico
requiere que el virus forme una copia unica completa de su genoma y
para ello es necesario que las senales de parada / arranque en el
genoma sean ignoradas. Ademas la replicacién del ARN virico requiere
de traduccién activa. Esta observacién es consistente con un modelo en

el que la N recién formada se une selectivamente a la secuencia lider

llustracién 7. Secuencias
intergénicas y fenémeno de
atenuacion de la transcripcion en
rabdovirus. A, Esquema de la
localizacién de las secuencias
intergénicas en el genoma VSV y
detalle de la secuencia intergénica
entre los genes que codifican para
las proteinas M y G. B, gradiente
de mensajeros generado como
consecuencia del fenémeno de
atenuacién de la transcripciéon en
rabdovirus .
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llustraciéon 8. Micrografia de la
salida de los viriones de VSV en
células BHK-21 previamente
infectadas. (Jayakar, Jeetendra,
and Whitt, 2004)
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presente en el ARN virico evitando asi que se reconozcan las sefiales
transcripcionales de finalizacion.

La traduccién de los ARNm viricos da lugar a la sintesis de las
proteinas que conforman el virus, mientras que las copias de las largas
cadenas de ARN permiten la formacion del ARN de polaridad negativa
(llustracion 5E, F).

o Morfogénesis y salida

En las células infectadas por los rabdovirus, el ensamblaje de los
nuevos viriones se da en distintas fases. Este proceso se ha estudiado
principalmente para el VSV. Actualmente el modelo aceptado y propuesto
(Jayakar, Jeetendra, and Whitt, 2004) conlleva las siguientes etapas: (i)
en primer lugar y en el citoplasma celular, los nuevos genomas de ARN
se asocian con las proteinas recién sintetizadas N, P y L dando lugar a
las RNPs (llustraciéon 9A). (ii) mientras se ensamblan las RNPs, la G y
parte de la M recien sintetizada (10-20%) se transportan hasta la
membrana plasmatica. La M se localiza en la cara interna de la
membrana mientras que la G queda insertada dentro de ella (llustracion
9A). (iii) a continuacién, las RNPs migran hasta las proximidades de la
membrana plasmatica donde se compactan gracias a la M (llustracion
9B). La presencia de la M es suficiente para que se complete la salida del
vision, sin embargo la presencia de la G favorece este proceso. Mutantes
del virus en los que se ha deleccionado la G pierden un 30% en la
eficiencia de este proceso. El papel de la G en la salida del virus consiste
en favorecer la curvatura y extrusion de lo virus, ademas de sefializar los
sitios de salida del virus. Asi, los dominios de la membrana donde se
produce la compactacién de las RNPs vienen determinados por las zonas
de la membrana donde se da una mayor acumulacion de G. (iv) la
interaccion de la M-RNPs con el sitio de salida y la progresiva
compactacion de la RNP desencadena en una evaginacion de la
membrana donde se localiza internamente la M-RNP (llustracién 9C,D).
(v) Finalmente y mediante componentes celulares como la Ned4 y la
ubiquitina ligasa reclutadas por los motivos PY de la M, se produce la

fision de la membrana y la posterior salida virion (llustraciéon 9E
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llustracioén 8).
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1.2. LA PROTEINA G DE LOS RABDOVIRUS

Los rabdovirus poseen una Unica proteina de membrana, la G, que
forma homotrimeros que sobresalen
(longitud media de 84 A) (Gaudin et al., 1993; Gaudin et al., 1992). La

Grabdovirus Media la unién de los

del virion a modo de espiculas

rabdovirus a su receptor(es) celulares
(Wunner, Reagan, and Koprowski, 1984) y contiene las propiedades de
fusion del virus detectables a pH < 6 en VSV (Konieczko, Whitaker-Dowling,
and Widnell, 1994; Whitt et al., 1991; Whitt et al., 1990), RV (Gaudin et al.,
1993) y VHSV (Estepa and Coll, 1996a; Lecocg-Xhonneux et al., 1994).
Ademas, tras una infeccion la Giapgovius €S la diana de los anticuerpos
neutralizantes inducidos en el huésped (Benmansour et al., 1991; Cupit et
al.,, 2001; Dietzschold et al., 1987; Engelking and Leong, 1989; Kelley,
Emersom, and Wagner, 1972; Lorenzen, Olesen, and Jorgensen, 1990).

La secuencia de la Giapgovirus de los rabdovirus de mamiferos y
peces esta formada aproximadamente por 500 amino acidos (aa), contiene
2-6 sitios de N-glicosilacion (NXS,T), 6-8 puentes disulfuro altamente
conservados (Einer-Jensen et al., 1998; Walker and Kongsuwan, 1999),

segun algunos autores 2-3 zonas analogas a heptadas hidrofébicas

llustracion 9. Esquema del
ensamblaje y salida de los
rabdovirus. (Jayakar, Jeetendra,
and Whitt, 2004). (A) Formacién de
las RNPs y transporte de la M y G
a la membrana. (B) Compactacion
de las RNPs por la M. (C)
Evaginacion de la membrana
plasmatica. (D) Reclutamiento de
proteinas celulares y fision de la
membrana. (E) Salida de los
viriones.
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repetidas (Coll, 1995b), una regidon de union a fosfolipidos, [Coll, 1995
#1185; Coll, 1995 #1187; Nunez, 1998 #1309]; [Carneiro, 2006 #4286] una
region transmembranal carboxi-terminal, un dominio citoplasméatico carboxi-
terminal y un péptido senal (Coll, 1995a). Los carbohidratos suponen el
10% del peso molecular total de la proteina [Coll, 1995 #1186; Reading,
1978 #4585] y se estructuran en torno a un nucleo central rico en manosa
al que se une varias ramas. Las ramas se componen de N-
acetilglucosamina, acido sialico, fucosa y galactosa. Se ha comprobado
que la glicosilacion de la G es necesaria para su correcto plegamiento y
posterior transporte a la membrana plasmatica. Alteraciones en el patron
de glicosilacién provocan un plegamiento anémalo de la G de manera que
la proteina forma agregados no funcionales tal y como se demuestra
utilizando inhibidores de la N-glicosilacién, como por ejemplo la
tunicamicina [Gallione, 1983 #4586].

Un alineamiento reciente que incluye las secuencias de G de
varios rabdovirus (VSV, RV, VHSV, HRV, IHNV y SVCV) ha mostrado que
entre estas proteinas existe tan solo una homologia del 18-26% en la
secuencia de aa y una identidad de secuencia Unicamente del 5% (Einer-
Jensen et al., 1998). A pesar de esta escasa homologia, el alineamiento
de estas mismas secuencias basado en la posicién de C conservadas
que poseen estas proteinas ha permitido identificar tendencias
estructurales similares entre ellas (Walker and Kongsuwan, 1999). Las G
del Sonchus Yellow Net Virus y del Rice Transitory Yellowing Virus, dos de
los rabdovirus de plantas mas estudiados, tampoco tienen mucha homologia
de secuencia con las de los rabdovirus animales.

Dentro de la clasificacion de las proteinas de fusion, la G apdovirus
se ha incluido dentro del tipo Ill. Presenta ciertas similitudes con las
proteinas de fusion pertenecientes a otros grupos, como por ejemplo, estar
glicosilada, formar homotrimeros en la superficie virion y sufrir cambios
conformacionales a pH acido que facilitan el proceso de fusién. Sin
embargo, y a diferencia del resto de proteinas de fusion, los cambios
conformacionales inducidos por el pH son reversibles, no es necesaria la
proteolisis para que la Gapgovirus S€a activa en fusién, no contiene un péptido

de fusién altamente hidrofébico ni en la regién N-terminal (proteinas de
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fusion tipo 1), ni interno (proteinas de fusién tipo Il) y ademas se inactiva a
pH superiores a los 6ptimos de fusion (Bentz, 1993; Da Poian, Carneiro, and
Stauffer, 2005; Epand, 2000; Hernandez et al., 1996; White, 1992).

Los cambios conformacionales inducidos por el pH en la Gapdovirus ¥
la relacion de estos con la actividad de fusion han sido estudiados en
profundidad por diferentes técnicas bioquimicas y biofisicas (Carneiro,
Ferradosa, and Da Poian, 2001; Fredericksen and Whitt, 1996; Gaudin et
al., 1993; Roche et al., 2006). Los primeros estudios determinaron que para
el RV el pH o6ptimo de fusion era aproximadamente de 6 (Clague et al.,
1990; Fredericksen and Whitt, 1995; Garoff, Hewson, and Opstelten, 1998;
Gaudin, de Kinkelin, and Benmansour, 1999; Roche et al., 2006) y que la
preincubacion de los viribnes a pH 5 inhibia la fusion. Posteriormente se
descubrié que esta inhibicion era reversible porque reajustando el pH a
valores fisoldgicos, los viriénes de rabia recuperaban otra vez su capacidad
para fusionar (Gaudin, 2000b). En la actualidad se conoce que en funcion
del pH, la Gaqovinus PUede adoptar al menos tres diferentes conformaciones
(Clague et al., 1990; Gaudin et al., 1993) que se mantienen en un equilibrio
dinamico (Gaudin, 1997; Gaudin et al., 1993; Roche et al., 2006; Roche and
Gaudin, 2002): la nativa que es la conformacién que presenta la Ggyen la
superficie del virion a pH fisolégico y la que permite que el virus se una al
receptor celular; la activa en fusion (83 A) a pH comprendidos entre 6,4 y
5,5, altamente hidrofébica y que interacciona con la membrana diana en las
etapas iniciales de la fusion y la inactiva (113 A), que es la conformacion
que se adquiere después de la fusidon (conformacion post-fusién) o cuando a
pH acido la conformacion activa en fusidn no encuentra una membrana
celular diana con la que fusionar y que es antigenicamente distinta a las
anteriores (Roche and Gaudin, 2002). Utilizando fluoréforos que detectan
cambios en la hidrofébicidad (Gaudin et al., 1993) se ha podido comprobar
que el cambio conformacional que conduce a la conformacién activa en
fusion a partir de la conformacién nativa supone la exposicion de sitios
hidrofébicos de la Gapovius @ la superficie de la molécula. Ademas, por
microscopia electronica (Brown, Newcomb, and Lawrence-Smith, 1988) se
ha podido observar que tras este cambio conformacional en el RV se

produce una acumulacion de los trimeros de G en la zona apical del virion.
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Equilibrios similares entre conformaciones activas e inactivas en
fusion también se han observado durante la sintesis y procesamiento de la
Grabdovius €N las células infectadas. Tras su sintesis en el reticulo
endoplasmico, la Gysy se transporta a través de los compartimentos acidos
del aparato de Golgi a la membrana plasmatica en conformacion inactiva
(Doms et al., 1987; Doms et al., 1993; Doms et al., 1988; Gaudin et al.,
1995b), de manera que se impide la posible fusién no deseada que pudiera
ocurrir durante el transporte. Una vez que la Gysy se ancla en la membrana
plasmatica de la célula infectada y por tanto a pH fisiolégico, la
conformacién inactiva revierte a la nativa que es la que permite al virus
iniciar su ciclo de replicacion. Aunque posiblemente estos cambios
conformacionales reversibles que sufre la Gysy son dependiente de la
protonacién de residuos de histidina (Carneiro et al., 2003), hoy por hoy se
desconocen las bases moleculares del cambio. La reciente resolucion de la
estructura cristalina de la Gysy (Roche et al., 2006) muy probablemente sirva
de base para poder explicar la reversibiidad de los cambios
conformacionales inducidos por el pH en la G,apgovirus Y POr €llo se describe a

continuacion.

1.2.1. Estructura de la Gysy

Recientemente se ha resuelto la estructura tridimensional del
ectodominio de la Gysy (aa 1 al 410), generado por proteolisis controlada
con termolisina (Gy), en su conformacion post-fusién a una resolucion de
2,4 A (Roche et al., 2006). El trimero de Gy, de 125 A de longitud y 60 A
de diametro en su zona apical, tiene una forma parecida a la de un cono
invertido (llustracién 10A). Cada uno de los monémero de Gy, que forman
el trimero se pliega en 4 dominios (DI, DII, Dlll y DIV) que estructuran la
molécula en una cabeza (DI, DIl y DIll) y un tallo (DIV) (llustracién 10B).

El DI, localizado en un lateral superior de la cabeza de la molécula
de Gy, (llustracién 10 rojo), es al igual que DIl y DIl discontinuo en
secuencia. Contiene 90 residuos distribuidos en dos segmentos (aa 1-17 y
310-383) (llustracion 10C) y se estructura en 3 hojas-R antiparalelas.
Contiene en la posicién 320 uno de los dos sitios de N-glicosilacion que

posee esta proteina. Muy probablemente en la conformacion nativa a pH
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fisiolégico de la Gysy , DI se localice hacia el exterior ya que alguno de los

AcMo anti-Gygy neutralizantes reaccionan con él.

e

25

11

iy - S

El DIl (llustracion 10 azul), también discontinuo en secuencia,
esta formado por 4 segmentos (18-35, 259-309 y 384-405) (llustracion
10C) y estructurado en 4 hélices-a (A, F, G y H). (llustraciéon 11A). En el

trimero, las hélices F y H forman un bucle de 6 hélices (“six-helix bundle”)

de estructura semejante al que poseen las proteinas de fusion de tipo | en
su conformacioén post-fusion.

Dado que las interacciones hidrofébicas que tiene lugar entre
las hélices F de los mondmeros de G son cruciales para la estabilizacion
y mantenimiento del trimero, se conoce a F como la region de
En el mantenimiento del

trimerizacion. trimero, ademas de las

llustracién 10. Diagrama
tridimensional topolégico del
ectodomino del trimero de Ia
Gysy en su conformacion post-
fusion resuelta por cristalografia
de rayos X (Roche et al., 2006). A,
Trimero  Gysy coloreado  por
dominios representado por cintas o
por  superficie  molecular. B,
Monémero de la Gysy en formato
de cintas coloreado por dominios.
C, secuencia lineal correspondiente
a cada dominio utilizando los
mismos codigos de colores. Los
numeros indican el aa de
interseccion entre los dominios. En
gris se muestra la region C-terminal
no resuelta en la estructura
cristalina {Roche, 2006 #3923}. EI
triangulo indica la localizacién de
un sitio de glicosilacion en DI
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A

llustracién 11. Estructura del D Il

(dominio de trimerizacion (Roche
et al., 2006)). A, Diagrama del DIl
en formato de cintas. El puente
disulfuro esta sefialado en verde.
Los residuos acidos E276 y D393
que estabilizan el dominio a pH 7
estan igualmente sefialados. B,
Vista frontal del bucle de 6 hélices
mostrando las agrupaciones de
residuos acidos. Los puentes de
hidrégeno que se forman entre
ellos estan dibujados en linea
discontinua.
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interacciones entre las hélices F, también intervienen los puentes salinos

que se forman entre el E2%° 290

de un mondémero y la K=" del siguiente
monoémero (llustracion 11B) y las interacciones entre los DIV de los tres
monoémeros (llustracion 13B).

Por la cantidad de aminoacidos protonados a valores de pH
acido inferiores a los 6ptimos de fusiéon que hay en la region de hélices-a
de este DIl o dominio de trimerizacién, se postula alguno de estos aa
estén implicados en los cambios conformacionales reversibles que
permitan adoptar a la Gysy la conformacién nativa desde el estado
inactivo, proceso que como se ha comentado con anterioridad es
necesario para que la Gppgovis pueda transportarse a la membrana
plasmatica de manera inactiva para la fusion. Igualmente permitirian el
cambio conformacional del estado nativo al inactivo.

El DIII (llustracion 10 naranja) esta formado por dos segmentos
no continuos en la secuencia del monomero de Gy, (36-50 y 181-258) y
aunque posee dos hélices-a estd mayoritariamente estructurado en hoja-
. Su plegamiento es analogo al de los dominios PH y la estructura del
dominio esta en parte mantenida por un puente disulfuro (C219-C253)
(llustracion 12). Muchos de los AcMo que reconocen la conformacion
nativa de la Gysy mapean en esta zona (Roche et al., 2006; Vandepol,

LeFrancois, and Holland, 1986) .
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El DIV (llustracién 10 amarillo) o dominio de fusién, a diferencia
de los 3 anteriores es continuo en secuencia (51-180) y tiene una
estructura extendida en hoja- que se organiza en torno a dos largas
hojas—R antiparalelas (c y d en la llustracion 13A). El extremo superior
del dominio se estabiliza por un puente disulfuro (C'**-C'®) y en la
posicion 163 se localiza uno de los posibles sitios de glicosilacion de la
proteina. En una posiciéon inmediatamente anterior a la zona de unién del
DIV con el segundo segmento del DIIl hay una hélice-a (C en la
llustraciéon 13A) que esta covalentemente unida por un puente disulfuro
(C'"-C?*®) al DIII (llustracién 13A). Entre los extremos superior e inferior
de DIV esta situada la hélice-a B (llustracion 13A) que se empaqueta
entre las hebras de las hojas-R ¢ y e mediante interacciones hidrofébicas.
Ademas, la hélice B se une a la hebra ¢ por un puente disulfuro que se
forma entre la C*° y C%. Después de la hélice B la cadena adopta una
conformacién alargada debido a la presencia en la secuencia de un
motivo P'’GFPP'" (llustracion 13A, B) que tiene conformacion en
hélice de poliprolinas.

El extremo inferior de DIV esta formado por dos bucles
puntiagudos (cd y Pe) que se mantienen juntos mediante el puente
disulfuro que se forma entre las C®® y C'™. En la punta de ambos bucles
hay localizados aminoacidos de caracter hidréfobico, concretamente la
pareja de aminoacidos aromaticos WY"® en el bucle cd y la pareja YA’
en el bucle Pe (llustracion 13A).

Por su disposicion apical y su naturaleza hidrofébica, se han
definido las terminaciones de estos bucles como las zonas de interaccion
de los ectodominios de los monémeros de Gysy con la membrana diana

"7 del bucle

durante el proceso de fusion. De hecho, la sustitucion de la A
Pe por una K destruye la capacidad de la Gysy para fusionar membranas.

[Fredericksen, 1996 #1114].

L

llustracién 12. Estructura del D Il
(Roche et al., 2006)., Diagrama del
DIl en formato de cintas. El puente
disulfuro esta sefialado en verde-
También se muestra la C226 que
forma un puente disulfuro con la
C177 del D IV
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llustraciéon 13. Estructura del D
IV (dominio de fusién) (Roche et
al., 2006). A, Diagrama del DIV en
formato de cintas. El puente
disulfuro esta sefialado en verde.
También se muestra la C 177 que
forma un puente disulfuro con la
C226 del DIll. Los residuos
hidrofobicos del bucle de fusion
estan representados en azul. El
triangulo negro indica un sitio de
glicosilacion. B, Diagrama de cintas
mostrando las interacciones entre
los DIV de dos monémeros (uno en
amarillo y otro en verde). Para
clarificar la  figura, solo se
representan las cadenas laterales
de los residuos que participan en la
interaccion y se ha omitido el
segmento de poliprolinas del
protémero verde
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La existencia de un dominio de fusién bipartito habia sido
previamente sugerida en la Gyysy, un rabdovirus de salmoénidos [Gaudin,
1999 #3175]. Sin embargo por i) el reducido nimero de residuos capaces
de interaccionar con membranas en cada mondmero, ii) la poca
capacidad de penetracién en las bicapas de los aminoacidos aromaticos
como el Wy la'Y que mas que penetrar suelen disponerse en la interfase
entre las cadenas de acidos grasos y las cabezas polares de los
fosofolipidos de membrana [Wimley, 1992 #4578; Heldwein, 2006 #4564]
y iii) los resultados de estudios previos con mutantes de fusién que se
describen a continuacion y marcajes hidrofébicos (Durrer et al., 1995; Li
et al., 1993; Shokralla, Chernish, and Ghosh, 1999; Zhang and Ghosh,
1994), parece mas que necesaria la participacion de otras regiones de la

Grabdovirus €N €l proceso de fusion de membranas.
g ™y
A

L oy

La generacion de varios mutantes defectivos en fusion por insercion
de aa hace mas de una década, ya sugirié que la fusién dependia de varios

dominios de la Gysy tales como los adyacentes a los aa 123, 194, 410 6
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415 (Li et al., 1993) ademas de la regién aa 118-136 (Whitt et al., 1990).
Utilizando mutagénesis dirigida, finalmente se identificd la region entre los
aa 123-137 de la Gysy, que se encuentra dentro del dominio IV o de fusién
descrito a partir de la estructura cristalina del ectodominio Gy, (Roche et al.,
2006), como la mas importante en la fusién y la que contenia el hipotético
péptido de fusidon (Zhang and Ghosh, 1994). Sin embargo, otras regiones de
la Gysy también estan implicadas en la fusion, ya que se han generado
mutantes defectivos en fusién en regiones como las definidas por los aa
120-150, aa 134-161, aa 190-210, aa 300-360 y aa 409-419 (Shokralla et
al., 1998). Asi por ejemplo, cambios en la region 385-418 alteran el pH
optimo de la fusion y la region inmediatamente adyacente al domino
transmembranal, aa 443-452, también parece estar implicada en el proceso
(Jeetendra et al., 2002; Shokralla et al., 1998), tal y como se ha demostrado
por estudios espectroscopicos con péptidos derivados de esa region
(Maillard et al., 2003). Es decir que los cambios conformacionales asociados
a la fusiéon por el cambio de pH afectan toda la estructura de la Gysy
(Carneiro et al., 2002; Carneiro, Ferradosa, and Da Poian, 2001; Carneiro et
al., 2006; Carneiro et al., 2003).

Independientemente de que en el proceso de fusién participen o
no otras zonas, la resolucion de la estructura cristalina de la G, en su
conformacién post-fusion junto con los datos publicados casi al mismo
tiempo sobre la estructura de la proteina gB de los herpesvirus [Heldwein,
2006 #4564] ha permitido definir una nueva familia de proteinas de fusién
y un nuevo modelo de fusion: una estructura 3 alargada con dos bucles
de fusion insertada en un dominio PH. Ademas, la homologia estructural
entre las proteinas Gvsv y gB ha abierto de nuevo el debate sobre la
evolucién del orden de los Mononegavirales contemplandose ahora la
posibilidad de que los virus del orden Mononegavirales sean capaces de
“sustraer genes” de sus huéspedes (probablemente copiando ARNm

exogenos durante la sintesis de sus genomas.
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1.3. LOS RABDOVIRUS DE PECES

Hasta en momento se han aislado de peces mas de 20
rabdovirus (Frerichs, 1989) pero sélo unos pocos, principalmente los que
infectan peces teledsteos, estan suficientemente caracterizados y han
sido asignados dentro de alguno de los géneros de la familia
Rhabdoviridae (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de los rabdovirus que infectan a peces
teleosteos {Essbauer, 2001 #4579).

4 N

Rabdovirus de peces teleésteos

Miembros del género  Virus de la necrosis hematopoyetica
Novirabdovirus infecciosa (IHNV)
Virus de la septicemi a hemorragica
virica (VHSV)
Rabdovirus de Hirame (HIRRV)

Miembros tentativos Rabdovirus de Snakehead (SHRV)
del género Virus B12 de la anguila(EEV-B12)
Novirabdovirus Virus C26 de la anguila (EEV-C26

Miembros tentativos Virus de la viremia primaveral de la

del género carpa (SVCV)

Vesiculovirus Pike fry rabdovirus (PFR)
Virus americano de la anguila (EVA)
Rabdovirus de la enfermedad ulcerativa
(UDRV)

-

Los rabdovirus de peces estan generalmente asociados con
epizootias y elevadas pérdidas en la industria de la acuicultura y entre
todos ellos, destacan por su mayor impacto econémico en la
piscicultura, el VHSV y el IHNV. Ambos virus pertenecen al género
Novirahbdovirus dentro de la familia Rhabdoviridae que agrupa a los
rabdovirus de peces (tabla 2) cuyo genoma codifica para una proteina no
estructural denominada Nv que mapea entre los genes de las proteinas G

y L (Biacchesi et al., 2000; Walker and Kongsuwan, 1999). Aunque tienen
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un rango de huésped similar y causan una enfermedad con de parecidos
sintomas clinicos, no existen entre ellos reacciones cruzadas de
seroneutralizacién.

En la actualidad, no existen vacunas autorizadas (Boudinot et al.,
1998; Boudinot et al., 2001; DeKinkelin et al., 1995; Fernandez-Alonso,
Rocha, and Coll, 2001; LaPatra et al., 2001; Leong et al., 1995; Lorenzen
et al., 2002a; Lorenzen et al., 2002b) ni tratamientos terapéuticos eficaces
frente a VHSV o IHNV.

1.3.1. El VHSV

El VHSV es el agente causal de la enfermedad de la septicemia
hemorragica (VHS), que provoca importantes perdidas anuales sobre
todo en las poblaciones europeas de salmonidos acuicultivados (Olesen,
1997). En 1991, las perdidas causadas en Europa por el VHSV se
estimaron en unos 40 millones de £ {Hill, 1992 #4580} y en el afio 2000
tan solo en Dinamarca se perdieron unas 165 toneladas de trucha con un
valor comercial de 211 000 €. Teniendo en cuenta estas cifras no es de
extrafiar que los brotes de este virus sean de obligada declaracion a la
Oficina InteARNcional de Epizootias (OIE).

La particula de VHSV tiene un tamafio medio de ~ 170 x 80 nm

y su genoma como el de todos los rabdovirus esta constituido por una
molécula de ARN monocatenario de polaridad negativa que en este caso
tiene ~11.000 bases (Hill, 1975) y un peso molecular de 5-6.4 x 10° kDa
(Enzmann, Maier, and Bigott, 1981). En la actualidad se conoce la
secuencia completa del genoma tanto del VHSV (Heike, 1999; Nishizawa,
2002) como del IHNV {Jorgensen, 1995 #877; Morzunov, 1995 #848;
Nichol, 1995 #847; Oshima, 1995 #867; Schuetze, 1995 #846} y ademas
se han publicado varios estudios comparativos de secuencias (Kurath,
Higman, and Bjorklund, 1995; Morzunov, Winton, and Nichol, 1995;
Nichol, Rowe, and Winton, 1995). Con IHNV se han obtenido IHNV
infectivos atenuados por genética reversa (Biacchesi et al., 2002;
Biacchesi et al., 2000) que podrian permitir en un futuro no muy lejano el
desarrollo de vacunas atenuadas tanto frente a IHNV como frente a
VHSV.
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El VHSV posee 5 proteinas principales: L (190 kDa), G (65 kDa),
N (40 kDa), M1 o P (19 kDa) y M2 (25 kDa). Ademas se ha descrito una
proteina relacionada antigénicamente con la N, la Nx (Basurco et al,,
1991). En VHSV e IHNV existe ademas una proteina no estructural, la Nv
(12 kDa) no descrita en otros rabdovirus (Basurco and Benmansour,
1995; Basurco, Yun, and Hedrick, 1993; Kurath, Higman, and Bjorklund,
1995) y que como se ha sefalado anteriormente da nombre al género
Novirabdovirus (3' N-P-M-G-Nv-L 5’). Se desconoce su funcion exacta,
sin embargo trabajos recientes han determinado la necesidad de la
misma para la correcta replicacion tanto del VHSV como del IHNV, ya que
en ausencia de Nv no se produce una correcta sintesis del resto de
proteinas viricas (Thoulouze et al., 2004).

El andlisis filogenético de la secuencia de nucledtidos del
genoma de diferentes aislados de VHSV permite dividir a las distintas
cepas de VHSV en tres genotipos, los genotipos I, Il y lll que incluyen
respectivamente asilados del continente europeo, de las Islas britanicas y
de Norteamérica. Sin embargo, los anticuerpos neutralizantes anti-G no
son capaces de distinguirlos. A su vez, los aislados de VHSV del genotipo
| de acuerdo con sus patrones de neutralizaciéon cruzada han sido
asignados a cuatro serotipos distintos (Castric et al., 1992; LeBerre, De
Kinkelin, and Metzger, 1977; Vestergaard-Jorgensen, 1972) que se
corresponden parcialmente con la diversidad genética encontrada entre
los aislados del continente europeo (Benmansour et al., 1997). El serotipo
I, que es el mas frecuente, esta representado por las cepas de referencia
07-71 (Francia) y la F1 (Dinamarca), el serotipo 2 por la cepa He o F2, el
serotipo 3 por la cepa 23-75 y el serotipo 4 por la cepa 02-84. En la
década de los 80 se aislaron (INIA) y caracterizaron en Espafia cinco
brotes de VHSV que resultaron ser todos pertenecientes a serotipo F1
(Basurco and Coll, 1989; Basurco and Coll, 1992). Segun consta en la
base de datos sobre enfermedades de los animales acuaticos

(http://www.collabcen.net/to\WWeb/ag2.asp) de la OIE desde 1994 no se

han vuelto a detectar brotes de VHSV en Espafa, de manera que en la
actualidad, Espafa es considerada por la Unién Europea como una zona
libre de VHSV.
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La G del VHSV tiene 507 aa y presenta todos los rasgos de
secuencia (sitos de N-glicosilacion, puentes disulfuro, zonas andlogas a
heptadas hidrofébicas repetidas, una region transmembranal, una cola
citoplasmatica carboxi-terminal, un péptido sefnal, etc...) previamente
descritos para las G de los rabdovirus de mamiferos (llustracion 14),
aunque solo tenga con ellas un 8-10% de homologia de secuencia

(Roche et al., 2006; Walker and Kongsuwan, 1999).
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Al igual que las G de VSV o RV, la Gyysy forma homotrimeros que
sobresalen del virion a modo de espiculas, media la unién del virus a su
receptor(es) celulares (Bearzotti et al.,, 1999), contiene las propiedades de
fusion del virus detectables a pH < 6 (Estepa and Coll, 1996a; Lecocg-
Xhonneux et al.,, 1994). y es la diana de los anticuerpos neutralizantes
inducidos en el huésped (Benmansour et al., 1991; Lorenzen, Olesen, and
Jorgensen, 1990).

Aunque en estos momentos aun no se ha resuelto la estructura
tridimensional de la Gyysv, se dispone de muchos datos sobre estructura,

localizacion de los dominios de fusion y propiedades fusogénicas de esta

llustracion 14. Posicion de los
elementos estructurales en la
secuencia de la G de VHSV [Coll,
1995 #1186]. Posiciéon que ocupan
los sitios de glicosilacién, cisteinas,
y zonas analogas a heptadas
repetidas en la secuencia de la G
de dos aislados de VHSV vy
comparacion con las posiciones
que estos mismos elementos
ocupan en las G de IHNV, otro
rabdovirus de peces y de distintos
asilados de los rabdovirus de
mamiferos VSV y RV .e, Cisternas;
o, posibles sitios de N-glicosilacion;
—, region transmembra y peptido
senal; |||, zonas analogas a
héptadas repetidas.
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llustraciéon 15. Posiciones de los
puentes disulfuro y las heptadas
no canénicas en la Gysuy {Einer-
Jensen, 1998 #1507} y en la Gysy
{Roche, 2006 #3923}. Localizacién
lineal de las C esquematizadas con
circulos. Los puentes disulfuro se
esquematizan con lineas verticales
y horizontales que parten de y unen
las C, respectivamente. Las lineas
verticales sobre la secuencia
esquematizan las localizaciones de
las heptadas no candnicas {Coll,
1995 #775}. La  numeracion
muestra sin péptido sefal la Gysy y
con péptido senal la Gysyy. La
barra horizontal que precede Ila
secuencia de la Gysy esquematiza
su péptido sefial. Los puentes
disulfuro alternativos son los C'"’-
C** de la Gysy y el C*"°-C*° de Ia
Gysy (destacados en rojo).

Abajo, localizacién tridimensional
en la Gysy de las C que forman los
puentes disulfuro (una en azul y su
pareja en neéqro). Los puentes
disulfuro C*-C* en GVSV y C*-
c*® y c*-C*"° en Gysyy mantienen
unida la parte amino terminal con la
hélice-a principal en la cabeza. Los
Css_c174 en Gysy y C170_C152 en
Gysny, mantienen unidas las dos
puntas de los bucles de fusion en la
parte final del tallo.
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proteina, todos ellos derivados de ensayos bioquimicos y biofisicos asi
como del uso de AcMo anti-G y mutantes.

En relacién con la estructura de la Gyysy se ha podido
determinar que las semejanzas mas importantes entre la Gynsy Y las de
rabdovirus de mamiferos estan:

i) las regiones de maximo ligamiento de fosfolipidos estan
flanqueadas por las C que ocupan las posiciones | y Ill en la secuencia (C:I
unida a C:XIl, que en la Gynsy Se corresponde con C*-C*'® y C:lil unida a
C:V, que en la Gyysy se corresponde con C”O-Cm) (Einer-densen et al.,
1998),

i) El bucle que contiene el denominado péptido de fusién tiene una C
que le une al otro bucle amino terminal que en el caso de la Gynsy €es el
identificado como el de ligamiento de fosfolipidos,

i) existen CP y G conservadas, tales como las C** y P® yla G® en Ia
Gyusv ¥ también esta conservado el motivo (F,Y)PXPXXCX(W,Y) en el

segundo bucle de fusion,

iv) posee un perfil de hidrofilico/hidrofébico similar (Rocha et al., 2004a)
y
V) existe un dominio hidrofilico de 25 a 45 aa, con una media de 26 %

aa cargados, localizado entre las puntas del doble bucle implicado en fusion.
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La estructura tridimensional de la Gysy ha permitido comprobar la
importancia de los puentes en el mantenimiento de arquitectura espacial la
de Grabdovius- La llustracion 15 y llustracion 16 muestran la localizacion
lineal y en la estructura tridimensional respectivamente de las C en la Gysy
cristalizada (Roche et al., 2006). Ademas en la Figura 15 se compara sobre
la secuencia lineal esta localizacion con la deducida utilizando
espectrometria de masas para las C de las Gypysy (Einer-Jensen et al.,
1998). Existe, un puente disulfuro equivalente en las secuencias de la Gysy
Yy G vhsy (CZ“-C284 en Gysy ¥ c*-C** en Guhsv)-que en ambas proteinas
300 aa.

Concretamente, mantiene unida la parte amino terminal con la a hélice

mantiene juntas posiciones apartadas en la secuencia ~
principal de la cabeza en la estructura tridimensional. Ademas existen otros
dos puentes disulfuro que unen 30-50 aa equivalentes en las dos Gs. El
primero (C®-C'™ en Gysy y C'"°-C'* en Gyusy), mantiene unidas las dos
puntas de los 2 bucles de fusién en la parte final del tallo mientras que el

segundo (C'-C'® 192_ (197

en Gysy y C en Gypsy) mantiene una pinza de 5
aa en la parte ascendente de la secuencia del tallo. Aparentemente estos
dos puentes disulfuro dan estabilidad a la estructura de doble bucle,
estructura implicada en la fusién segun abundantes evidencias tanto en la
Gyvsy (Shokralla, Chernish, and Ghosh, 1999; Zhang and Ghosh, 1994)
como en la Gyysy (Estepa and Coll, 1996a; Rocha et al., 2004a).

En Gysy existe ademas en esta region un puente disulfuro entre c®
y C% localizado entre la hélice-a hidrofilica y la secuencia ascendente del
tallo, que parece estar situado para aumentar la estabilidad del doble bucle.

Los puentes disulfuro mas diferentes son los implicados entre 4 C
localizadas en la region entre los aa 177 y 285, regidén que se corresponde
con la localizada en la base de la cabeza de la Gapqovius €N la estructura
tridimensional. Las 4 C estan presentes tanto en la Gysy como en la Gypsy
pero forman puentes disulfuro alternativos. Asi, mientras que al puente C'"’-

C** de la Gygy le corresponderia el homologo C*'°-C*'

en la Gyusy, Sin
embargo se encuentra presente el C*"°-C** si bien precisamente la
existencia de este puente en la Gyysy no se pudo demostrar con la misma
claridad que la de los ofros (Einer-Jensen et al., 1998). De manera

semejante, mientras que al puente C*'*-C** de la Gygy le corresponderia el

..

llustracion 16. Localizacion
tridimensional en la Gysy de las
C que forman los puentes
disulfuro (una en azul y su pareja
en negro). Los puentes disulfuro
c*.c?® en GVSV y Jou oxacd y ct.
C%"® en Gysyv mantienen unida la
parte amino terminal con la hélice-a
principal en la cabeza. Los C%®-C'"*
en GVSV y C11D-C152 en GVSHV,
mantienen unidas las dos puntas
de los bucles de fusién en la parte
final del tallo. Los puentes disulfuro
alternativos son los C'"-C** de la
Gvs\/ y el CZ1Q-C253 de la Gvsv
(destacados en rojo).
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llustracién 17. Distribucién
geogrdfica del VHSV {Skall, 2005
#4582}). Los colores oscuros
sefialan areas de donde el VHSV
ha sido aislado de especies
marinas. Los colores claros
sefialan las regiones de donde
proceden los aislados de trucha
(regiones de donde se consideraba
que era endégeno el VHSV hasta
que en 1988 fue aislado en USA)
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C®'-C*?* en la Gyusy, sin embargo se encuentra presente el c®.c®,
Debido a que la estructura de puentes disulfuro obtenida por cristalografia
de la Gysy se corresponde con la de pH acido mientras que la obtenida por
analisis de fragmentos para la Gyysy se obtuvo a alto pH, es posible que las
diferencias observadas se deban a un intercambio de puentes disulfuro
inducido por el cambio de pH. Intercambios de puentes disulfuro en
equilibrio ya se propusieron para explicar la existencia de 2 fragmentos
CNBr de la Ggry unidos a un solo fragmento (fragmentos que contenian las
C de la Ggry equivalentes a las C de la Gysy: c* y C®®  unidas
alternativamente a la C'"")(Dietzschold et al., 1982). También se han
propuesto intercambios entre puentes disulfuro (inducidos por cambios de
pH, cambios conformacionales o enzimas especificas) para explicar las
distintas conformaciones en proteinas implicadas en fusiéon en otros virus
(Glomb-Reinmund and Kielian, 1998). Alternativamente, las diferencias
observadas pueden ser debidas a diferencias intrinsecas de cada uno de los
rabdovirus VSV y VHSV.

El analisis de los mutantes afectados en fusion en la Gyysy en
la region estudiada incluyé tanto péptidos correspondientes a las zonas
de maximo ligamiento de fosfolipidos, péptidos p2 (aa 82-109) [Estepa,
1996 #635; Estepa, 1996 #4047]
mutantes generados por mutagénesis dirigida en 16 posiciones en la
Gyusv (Rocha et al., 2004a; Rocha et al., 2004b). La interacciéon con PS

no se alteré en ninguno de los p2 mutantes analizados, con excepcién de

tanto sintéticos mutantes como

las posiciones 96 y 102 en las que se incrementé débilmente su
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capacidad de ligamiento. La capacidad de interaccion del p2 con PS, no
parece depender de la secuencia de aa sino de la presencia de un cierto
numero de aa hidrofébicos. Los 16 mutantes obtenidos en la Gyusy se
expresaban en el citoplasma de células EPC transfectadas y excepto el
182S, también en sus membranas. De estos 15 mutantes, 11 resultaron
afectados en fusion y otros 4 (P79A , L85S, R103A y T135E) fueron
capaces de fusionar si bien con menor actividad que el no mutante.
Todos los mutantes localizados en el hipotético péptido de fusion
(posiciones F147, P148 y W154 en Gynsy) homologo al identificado en Gysy
(F,Y)PXPXXCX(W,F) (Jeetendra et al., 2002; Li et al., 1993; Shokralla et
al., 1998; Whitt et al., 1990; Zhang and Ghosh, 1994), fueron incapaces
de formar sincitios (Rocha et al., 2004a). Ademas por primera vez, se
describieron mutantes defectivos en fusion (P86A, G98A, A96E, R107A,
PB86AGI98A y G98AH99S), situados en el dominio de ligamiento de
fosfolipidos de una Grapgovius (ROCha et al., 2004a; Rocha et al., 2004b). La
no alteracion de la fusién en el mutante T135E, situado en una hélice-a
hidrofilica localizada entre los dos bucles del tallo en la estructura de Gygy
(Roche et al., 2006), sugiri6 muy bajas probabilidades de interaccion de esta
posicion con los lipidos de la membrana, por el contrario la falta de fusion
en el mutante F115K, sugirid su localizacién dentro de la membrana.
Ambas hipétesis, coinciden con las conclusiones mas coherentes de la

estructura de la Gysy recientemente dilucidada (Roche et al., 2006).

¢ Epidemiologia y Patogénesis

La especie mas susceptible al VHSV es la trucha arco iris
acuicultivada de donde fue aislado por primera vez en Dinamarca en
1963 (Jensen, 1963). Posteriormente, el VHSV ha sido aislado de
numerosas especies marinas y en la actualidad, se cifran en al menos 48
el numero de especies distintas, todas distribuidas por el hemisferio norte
(USA, Canada, Japén Corea y Europa) (Figura 11), de donde se ha
aislado el virus {Skall, 2005 #4582}. Entre ellas salmon chinock (Hopper,
1989), salmon coho (Eaton et al., 1991), rodaballo (Schlotfeldt et al.,
1991), bacalao (Meyers et al., 1992), y platija japonesa (Isshik et al.,
2001).
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Ademas, se han demostrado infecciones experimentales en trucha
de rio, salmoén atlantico y salvelino {Rasmussen, 1965 #4581}, lubina
(Castric and DeKinkelin, 1984), y rodaballo {Castric, 1984 #1253; Snow,
1999 #1969} entre otras.

VHSV afecta a peces de todas las edades aunque la mortalidad
es mucho mas elevada en alevines, en un rango de temperaturas de 4 a
18°C, siendo los brotes mas frecuentes a 10°C [Meier, 1994 #265]. En el
caso de las infecciones experimentales de rodaballo con VHSV, se ha
comprobado que la mortalidad depende de la dosis, llegando al 100% con
dosis superiores a 104 unidades formadoras de placas (pfu / ml).
Asimismo, se observd que incluso a 18°C, el virus continuaba siendo
infectivo, mientras que a temperaturas superiores la mortalidad era nula
[Castric, 1984 #1253]. La transmision del virus es horizontal [Wolf, 1988
#4581] y aunque la transmision vertical no ha sido probada si se ha
detectado VHSV en la superficie del huevo [Peters, 1986 #936].

VHSV produce lesiones especialmente en el rifién, higado,
bazo y musculo, siendo el rifidn anterior, principal érgano hematopoiético
en los peces, el érgano mas afectado [De Kinkelin, 1979 #4582]. Aunque
durante mucho tiempo se ha sugerido que los las células endoteliales del
intestino y branquias y los leucocitos eran los sitios de entrada/replicacion
primaria del virus [Chilmonczyk, 1980 #4583; Wolf, 1988 #4581;
DROLET, 1994 #4584] en la actualidad se ha demostrado que la base de
las aletas son el primer portal de entrada para VHSV en salménidos y que
a tiempos cortos post-infeccion solo alli puede detectarse replicacion del
virus. [Harmache, 2006 #4099]. Sin embargo, aun no se han identificado
los mecanismos implicados en la transmisién del virus desde las aletas al
resto del cuerpo. Cuarenta y ocho post-infecciéon puede detectarse el
virus en rifidn (Chilmonczyk, 1980; Konrad et al., 1989), y bazo
(Chilmonczyk, 1980). También mediante estudios inmunohistoldgicos en
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) el virus ha podido ser identificado
a distintos tiempos post-infeccién en branquias, timo, higado, bazo,
corazon, piloro, rifidn anterior, rindn posterior y cerebro (Konrad et al.,
1989).
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La importancia de la sintomatologia causada por los varia de las
infecciones agudas a las crénicas  [DeKinkelin, 1980 #503]. La
sintomatologia aguda de la enfermedad, asociada siempre a una alta y
rapida mortalidad, se caracteriza por peces letargicos, oscuros,
exoftalmicos (llustraciéon 18A) y anémicos [Essbauer, 2001 #4579]. Las
hemorragias son evidentes en los ojos, piel, branquias y la base de las
aletas. Internamente, se observan hemorragias puntiformes en los tejidos
perioculares, musculo esquelético y visceras (llustraciéon 18B). El higado
aparece moteado y hemorragico y los rifiones se manifiestan enrojecidos
y mas delgados [Ghittino, 1965 #3589] de lo normal.

Finalmente se observa una natacion incontrolada y un aumento
de la frecuencia de los movimientos respiratorios. En infecciones latentes
la mortalidad es muy baja y los peces tienen una apariencia normal
aunque pueden estar hiperactivos. Clinicamente, tanto los peces
infectados como los portadores son reservorios de VHSV que es
diseminado a través de las heces, orina y fluidos sexuales [Essbauer,
2001 #4579].

1.4. MODULADORES DE LA INFECTIVIDAD DE VIRUS
1.4.1. Péptidos inhibidores de la infectividad

En la mayoria de los virus con envuelta, la disminucién del pH en el
endosoma provoca primero la proteolisis de la glicoproteina virica que
provoca la liberacion del péptido de fusion y después un cambio
conformacional irreversible en la correspondiente proteina virica de
membrana (Hernandez et al., 1996; White, 1990). En el caso de los

rabdovirus, la disminucion del pH en el endosoma provoca un cambio de

Figura 18. Peces infectados con
VHSV. A, trucha arco iris
mostrando  exoftalmia 'y B,
hemorragias internas puntiformes
en organos internos
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conformacion que expone péptidos hidrofdbicos en la superficie de la
Grabdovirus, L@ situacion es distinta porque su péptido de fusion es bipartito e
interno (Gaudin et al., 1999; Roche et al., 2006; Zhang and Ghosh, 1994) y
los cambios conformacionales inducidos como consecuencia de la
disminucion del pH son reversibles (Bentz, 1993; Da Poian, Carneiro, and
Stauffer, 2005; Gaudin, 2000a; Gaudin et al., 1996; Gaudin et al., 1993;
Gaudin et al., 1991; Roche et al., 2006)

Se han descrito numerosos casos de péptidos sintéticos derivados
de la secuencia de la glicoproteina de algunos virus con envuelta
pertenecientes a diferentes géneros capaces de inhibir su propia infeccion.
Por ejemplo, los péptidos sintéticos correspondientes a las heptadas
repetidas amino-terminales o N-péptidos adyacentes al péptido de fusién de
la glicoproteina del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), bloquean la
infeccién viral e inhiben la formacidon de sincitios a concentraciones
micromolares (Owens et al., 1990; Wild et al., 1992). Estas inhibiciones
eran dependientes de la secuencia de los péptidos ya que sustituciones de
aa en las heptadas repetidas de los N-péptidos eliminaban su actividad
antiviral (Kazmierski et al., 1996; Wild et al., 1992). Otros péptidos sintéticos
correspondientes a la parte C-terminal, adyacente a la region
transmembranal C-péptidos y con una tendencia a formar hélices-a, también
tienen actividad antiviral incluso superior (concentraciones nanomolares)
(Wild, Greenwell, and Matthews, 1993; Wild et al., 1995). Otros trabajos han
confirmado la existencia de N- o C-péptidos inhibidores localizados en la
secuencia del péptido de fusion de la glicoproteina de HIV (Jiang et al.,
1993; Nehete, Arlinghaus, and Sastry, 1993; Slepushkin et al., 1993).
Péptidos inhibidores similares a los descritos para HIV se han encontrado en
los virus de la influenza (Lambert et al., 1996; Yao and Compans, 1996),
respiratorio sincitial (Lambert et al., 1996), paramixovirus (Rapaport, Ovadia,
and Shai, 1995; Reitter, Sergel, and Morrison, 1995; Sergel-Germano,
McQuain, and Morrison, 1994) y paperas (Lambert et al., 1996; Wild and
Buckland, 1997).

Debido a la capacidad de los C-péptidos para asociarse con los N-
péptidos (Chen et al., 1995), la actividad antiviral de los C-péptidos podria

ser debida a las interacciones con los dominios de péptidos N en la
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glicoproteina correspondiente y al revés (Chan et al., 1997; Wild et al.,
1995). La estructura de rayos X de esta parte de la molécula de
glicoproteina de HIV demostré que 3 N-péptidos forman una triple hélice
superenrollada sobre la que se sitian exteriormente 3 C-péptidos (Chan et
al., 1997). Este complejo N+C-péptidos es capaz de formarse en ausencia
del resto de la glicoproteina, es estable a altas temperaturas, las mutaciones
en sus heptadas repetidas incorporadas a la glicoproteina impiden la fusién
de HIV y la adicién in vitro de los N- o C-péptidos sintéticos derivados de las
secuencias correspondientes son capaces de inhibir la infeccién viral y la
formacion de sincitios.

Para rabdovirus, incluidos los rabdovirus de peces y plantas, hasta
el momento no se han descrito péptidos inhibidores similares a los
encontrados para otros virus. En cuanto a los virus de peces, tan sélo para
el reovirus hemorragico de la carpa se ha descrito un péptido inhibidor de

9-mer procedente de una libreria de fagos (Wang et al., 2000)

1.4.2. Péptidos estimuladores de la infectividad virica

Existen muy pocos trabajos que describan péptidos o molécula
de cualquier otra naturaleza capaces de aumentar la infectividad de un
virus. Entre ellos los que hacen referencia a la estimulacion de la
infectividad del virus de la leucemia bovina con péptidos de 2,3-mer
{Voneche, 1993 #2017}, para retrovirus murinos con péptidos de 4-mer
{Suk, 1983 #2015} y el HIV-1 con péptidos de 23-mer derivados de la
secuencia de su glicoproteina {Zanotto, 1995 #2011} o con la quimioquina
RANTES (Gordon et al., 1999). Ademas se ha descrito la estimulacién de
la fusion (5-6 veces) en un paramixovirus simio al mutar una de las
posiciones de su péptido de fusion {Bagai, 1997 #4002}

En el presente trabajo se describen por primera vez péptidos
derivados de la secuencia de la Gyysy 0 derivados de una libreria
combinatoria capaces de provocar variaciones, en este caso estimulacion
en la infectividad de rabdovirus.
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1.5. QUIMICA COMBINATORIA COMO FUENTE DE
MOLECULAS BIOACTIVAS

La quimica combinatoria constituye en la actualidad la manera
mas rapida y eficaz de disponer de un nimero muy elevado de moléculas
bioactivas con aplicacion en los campos de la biotecnologia, medicina,
agricultura, acuicultura, medioambiente, etc (Carbonell et al., 2000; Cwirla
et al., 1990; Ferrer et al., 1999; Luzzago et al., 1993; Wang et al., 2000).

La ventaja mas importante de la estrategia combinatoria, es la
posibilidad de cribar millones de moléculas de forma eficiente, siempre
que se disponga de un ensayo de actividad bioldgica de alto rendimiento.
Esta es precisamente la limitacion fundamental para el desarrollo pleno
de esta tecnologia innovadora (Lafay et al., 1996; Lenstra et al., 1992).
Sin embargo, la aplicacion de las quimiotecas combinatorias de origen
peptidico en el campo de la virologia, se ha resuelto al disponer de
ensayos bioldgicos, que permiten la seleccién de péptidos capaces de
modular los primeros pasos de una infeccién virica (Ferrer et al., 1999;
Perez-Paya, Houghten, and Blondelle, 1996). Hay que sefalar, que el
control de las etapas tempranas de las infecciones por virus, en concreto
por rabdovirus (Coll, 1999) es, quizas, la uUnica estrategia posible que
permita modular la infectividad virica en funcién de las necesidades

existentes (terapia, diagnéstico, profilaxis, etc...).

Para ilustrar la posible importancia de este tipo de investigaciones
basta recordar que los virus contintan siendo una de las primeras causas
de mortalidad y morbilidad tanto en poblaciones animales como humanas
y que, para la mayoria de las infecciones causadas por estos patégenos,
no existen vacunas ni tratamientos terapéuticos. Por tanto, en este
proyecto se propone buscar para rabdovirus tanto péptidos activadores
como inhibidores de la infectividad (a nivel de entrada de virus o de la
posterior fusién de membranas), de los que actualmente se carece, y que
estan suponiendo un freno en algunos de los avances sobre vacunacion,
diagnéstico y terapia que ya se han conseguido para otros virus con
envuelta, como es el caso del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV)
(Ferrer et al., 1999; Lutzke et al., 1995).
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La obtencion de farmacos eficaces frente a las infecciones de
origen virico se ha revelado como una ardua y dura tarea entre otras
razones porque los virus obligatoriamente dependen para multiplicarse
del metabolismo de la célula a la que infectan. Por ello, los farmacos que
bloquean la replicacién virica alteran también el funcionamiento de las
células normales, y los limites entre las dosis terapéuticas y las dosis
téxicas son muy estrechos.

En la actualidad, los antivirales mas utilizados en clinica son
aquellos capaces de bloquear la actividad de las enzimas viricas en
distintas etapas del ciclo replicativo. Sin embargo, también se han
obtenido muy buenos resultados con péptidos derivados de las
secuencias de proteinas viricas que impiden la adsorcion o la
penetracion del virus a la célula. Dentro de estos péptidos, cabe resaltar el
T-20 (Enfurvitide) {Lazzarin, 2005 #204}, un péptido derivado de la region
N-terminal de la glicoproteina de fusién del virus del SIDA (HIV) que es
capaz de inhibir la fusibn de membranas, necesaria para la entrada del
virus en la célula huésped. Desde 2003 ha sido aprobado para su uso
clinico y se viene comercializando como Fuzeon™ por la empresa
farmacéutica Roche. Ademas, se dispone de péptidos capaces de
interferir con el ciclo de replicacion, principalmente la fusion, entre otros
para virus de las familias de Ortomyxoviridae y Paramyxoviridae (Judice
et al., 1997; Kazmierski et al., 1996; Shai, 2000).Igualmente, también se
han descrito péptidos (muy pocos) con capacidad para aumentar la
infectividad de algunos virus y aunque en principio, la utilidad de estos
reactivos no es tan obvia como la de los inhibidores, en un futuro podrian
ser de gran utilidad para aumentar, la eficacia (en términos de entrada de
virus) de las vacunas constituidas por virus atenuados y la sensibilidad en
técnicas de diagndstico, asi como para incrementar la eficacia de los
vectores viricos utilizados en terapia génica.

Curiosamente, a pesar de que los rabdovirus son uno de los grupos
de virus mas estudiados, no se han descrito hasta el momento compuestos
capaces de modular (activar/inhibir) su infectividad. En el presente trabajo
utilizando como virus modelo, el rabdovirus la Septicemia Hemorragica

Virica (VHSV), que afecta principalmente a salménidos, se ha realizado una



busqueda y caracterizacién, tanto a nivel molecular como celular, de
moduladores de su infectividad. Cabe resaltar la importancia del VHSV en
una industria en auge en los ultimos decenios, como es la acuicultura.
Brotes de este virus (endémico de Europa), producen anualmente a la
Unién Europea pérdidas de alrededor 60 millones de euros y aunque en
menor extension también en Estados Unidos. Ademas, este virus no solo
afecta el cultivo de salmonidos (salmén y trucha) sino también a numerosas
especies acuicultivadas marinas de valor comercial muy elevado como el
rodaballo y la lubina.

Dentro de este contexto, los objetivos de esta Tesis Doctoral son los
siguientes:

. 1. Puesta a punto de un ensayo de infectividad rapido y
eficaz que permita analizar la actividad de moduladores de diferente
naturaleza quimica.

. 2. Estudio del mecanismo de accion del pH como
modulador de la infectividad del VHSV.

o 3. Busqueda de moduladores de la infectividad del
VHSV entre péptidos pertenecientes a la secuencia de la proteina G
de VHSV (Gyusy): pepscan 15-mer de la secuencia de la Gyysy (51
péptidos) y 5 péptidos de regiones de la Gyusy implicadas en la
fusion. Caracterizacion su mecanismo de accion.

) 4. Busqueda de moduladores de la infectividad del
VHSV en otras fuentes de moléculas como las librerias
combinatorias o quimiotecas: quimioteca de péptidos 17-mer con
tendencia a formar hélices-a (137180 péptidos, ap) y quimioteca de
heterociclos (98 derivados de una piperazindiona). Caracterizacion
Su mecanismo de accion.

5. Busqueda de moduladores de la infectividad del VHSV seleccionados

de una quimioteca de piperazindionas (98 diketopiperazinas, DKP)
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3.1. REACTIVOS
3.1.1. Pepscans de péptidos 15 y 20-mer de la secuencia de
aa de GVHSV.

Los péptidos de 15 aa y 20 aa de longitud que cubren la
totalidad de la secuencia de la Gyusy (Thiry et al., 1991) del VHSV-07.71
y que solapan en 5 o en 10 aa, respectivamente, fueron sintetizaron por
Chiron-Mimotopes (Victoria, Australia). La pureza de los péptidos
suministrados fue del 70%, el resto correspondi® a péptidos
incompletos. Los péptidos sintéticos se diluyeron en HEPES 5 mM pH 7
y se pipetearon en placas de 96 pocillos de poliestireno (Dynatech
Plochinger, Alemania) en un volumen de 10 pl/pocillo (concentracion
final aproximada de cada péptido 300 pmoles/pocillo). Tras afiadir agua
destilada hasta un volumen de 100 ul/pocillo, las placas se secaron
durante una noche a 37 °C y se guardaron en recipientes herméticos a -
20 °C en presencia de silica gel azul hasta su utilizacion (Estepa and
Coll, 1996a; Estepa and Coll, 1996b)

3.1.2. Quimioteca de péptidos en a-hélice de 17-mer (ap).

La quimioteca o libreria combinatoria utilizada en este trabajo
fue amablemente cedida por el Dr. Antonio Ferrer Montiel (IBMC-UMH,
Elche). La libreria esta formada por péptidos de 17-mer con tendencia a
formar a-helices (ap) y fue sintetizada utilizando la técnica del 9-
fluoroenilmetoxicarbonilo (Fmoc) (Fields and Noble, 1990; Houghten,
1985) en formato de rastreo posicional (Pastor et al., 2002; Perez-Paya,
Houghten, and Blondelle, 1996).

Para el disefio de la libreria se utiliz6 como molde, la hélice-a de
secuencia:  Ser'-Ala*-Ala®*-G1u*-Ala®-A1a®-Ala’-Lys®-A1a’-Ala'-Ala"'-
Glu'-Ala"-Ala'*-Ala'-Lys'®-Gly"" (llustracion 19A). Esta secuencia se
escogié como molde porque incluye: i) los residuos S' y G' en las
posiciones N-terminal y C-terminal respectivamente, ambos aa con alta
tendencia a constituir los extremos de hélices-a (Richardson and
Richardson, 1988); ii) dos pares de E-K (residuos 4-8 y residuos 12-16)
separados 4 aa entre si, de tal manera que se facilitara la formacion de

puentes salinos y la solubilizacion de los péptidos v iii) residuos de A, aa



con alta tendencia a formar hélices-a (O'Neil and DeGrado, 1990)
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La disposicion de las posiciones fijas y variables en esta a-

hélice molde se designo de manera que los nuevos péptidos resultantes

(ap) también tendieran a plegarse en hélice-a y se evitara la formacion

de estructuras secundarias de otro tipo y de agregados, al mismo tiempo

que se permitia la generacion de suficiente diversidad de secuencias. Se

hicieron variables 4 posiciones de la cara opuesta a los puentes salinos,

concretamente las que se correspondian con las A% A% AT y A" de la

hélice molde. Por tanto, el esqueleto sintetizado fue Ser'-A1a®-A1a’-
G1u*-A1a>-X%-A1a’-Lys®-X>-X"-Glu"'-Ala"%-X"-Ala"-Lys"®-Gly""  (Figura
19 A). 0 O5X0,XX03X0O; (donde O indica las posiciones fijas y X

Reactivos

llustracién 19.Quimioteca de
péptidos de 17-mer con tendencia a
formar hélices-a (ap). A, Se muestra
la secuencia y modelo estructural
teérico de los ap que componen la
quimioteca de hélices-a. Las X (X6,
X9, X10, X14) corresponden a las
posiciones variables introducidas para
generar la diversidad de la quimioteca
(137180 ap). ElI modelo estructural
tedrico se realiz6 con el programa
Swiss PDB Viewer. B, Se esquematiza
el disefio de las 4 subquimiotecas que
componen la quimioteca. Las “O’
indican la posicién fija en cada
subquimioteca. Esta posicion se fija
con cada uno de los 20 aa, lo que
genera 20 mezclas de ap por
subquimioteca. A su vez cada mezcla
se compone de 6859 ap sintetizados
en proporciones equimolares,
resultado de combinar con 19 aa
(todos a excepcién de la C ) en las 3
posiciones variables restantes (“X”).
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representa cualquiera de los 19 L-aa. No se incluy6 la C para evitar la
formacion de puentes disulfuro (Perez-Paya, Houghten, and Blondelle,
1996)). Cada mezcla de péptidos contiene 19° (6859) ap diferentes (el
numero de ap por mezcla se obtiene tras fijar una de las posiciones y
combinar en proporciones equimolares las otras tres posiciones
variables (X) con los 19 L-aa). La quimioteca se compone de 4
subquimiotecas: SAAEAOAKXXAEAXAKG-NH,,
SAAEAXAKOXAEAXAKG-NH,. SAAEAXAKXOAEAXAKG-NH, y
SAAEAXAKXXAEAOAKG-NH,. (llustracion 19B). Todas las mezclas
de la quimioteca se disolvieron a una concentracion de 5 mg/ml en un
5% de DMSO.

3.1.3. Quimiotecas de diketopiperazindionas (DKP).

Dos librerias de compuestos discretos basadas en el esqueleto
de una 2,5-diketopiperazindiona (DKP) (llustracion 20A) (Carbonell et
al., 2000), DKP | y DKP Il (una libreria de N-6xidos generada a partir de
DKP I) fueron utilizadas en este trabajo. La diversidad quimica de las
librerias de DKPs se obtuvo a partir de la combinaciéon de diferentes
aminas, R1 y R2 (llustraciéon 20B), en las posiciones 1,4 N,N’ del
esqueleto de la 2,5-diketopiperazindiona. Para simplificar la
terminologia, las aminas R1 se nombraron del 1 al 7 mientras que las
aminas R2 del 8 al 14. Los compuestos derivados de DKP | se
nombraron como R1-DKP I-R2 y los de DKP Il, R1-DKP II-R2. EI
numero total de compuestos obtenidos fue de 98 compuestos, 49 por
quimioteca. Las librerias fueron amablemente cedidas por el Dr. Angel.
Messeger (IIAQB-CSIC, Gerona).

3.1.4. Expresion recombinante y purificacion de un fragmento
de la Gyysv (aa 56-110), el frg 11.



El clonaje y expresion recombinante del frg 11 fue puesto a punto

con anterioridad a este trabajo por nuestro grupo (Estepa, Fernandez-

Alonso, and Coll, 1999; Rocha et al., 2002). De manera resumida, la
secuencia de frg 11 fue obtenida por RT-PCR a partir de RNA del VHSV

0771 utilizando cebadores especificos de la secuencia de la Gyysy (Thiry

-

etal., 1991).
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Posteriormente, esta secuencia se cloné en el plasmido pRSETa

(Invitrogen, S.Diego,Ca) de manera que en su N-terminal llevara unido un

taq de H, y se expresé finalmente en E.coli BL21 DE3. Para su expresion,

las bacterias se crecieron en 1 | de LB con ampicilina a 37 °C. Cuando la

Reactivos

llustracion 20. Esqueleto
comun (A) y diversidad (B) de
las quimiotecas DKP-I y DKP-II.
A, Estructura quimica del
esqueleto de las 2,5
piperazindionas DKP-I y DKP-II.
B, Aminas R1 y R2 utilizadas
para generar la diversidad de
cada una de las quimiotecas. R1:
1, N-cyclopropyl-. 2, N-Phenethyl-
. 3, N-(3-(1-Imidazolyl) propyl). 4,
N-(3,4-Dimethoxyphenethyl)-. 5,
N-(2,4-Dichlorophenethyl)-. 6, N-
(3,3-Diphenylpropyl)-. 7, N-(4-
fluorophethyl)-.R2: 8, N-(2-(1-
pyrrolidinyl) ethyl)-. 9, N-(2-(4-
Morpholinyl) ethyl)-. 10, N-(2-(2-
pyridyl)  ethyl)-. 11,  N-(3-
(diethylamino) propyl)-. 12, N-(2-
(diethylamino)ethyl)-. 13, N-(2-
(diisopropylamino) ethyl)-. 14, N-
(3-(2-methylpiperidyl)propyl).
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ODgqo €l cultivo fue de 0.7, la temperatura se bajé a 28 °C y se indujo la
expresion afiadiendo IPTG (100 mM). Las bacterias crecieron durante 6 h
mas antes de afiadir de nuevo IPTG (100 mM) y de mantener el cultivo 16
h a 28 °C. Finalmente, las células se centrifugaron y lisaron con 30 ml de
tampédn de lisis (20 mM Na,HPO,, 0.5 M NaCl, 6 M guanidinio HCI, pH
7.8). El lisado se sometio a 25 ciclos de sonicacion a 300 W y luego se
centrifugd a 20.000 g 30 min. El sobrenadante se aplicé a una columna de
afinidad de Ni  (ProBond™, Invitrogen) equilibrada con tampén de
ligamiento (20 mM NaH,PO,, 0.5 M NaCl, 8 M urea, pH 7.8). Tras lavado
de la columna con tampén de lavado a pH 6 segun instrucciones del
fabricante y esta se eluyé con tampon de elucion a pH 4. La concentracion
de las proteinas eluidas se siguié por absorbancia a 280 nm (ABog,). Las
fracciones con los mayores valores de AB.gy se mezclaron y se dializaron
en 20 mM Tris a pH 4 para aumentar la solubilidad del frg11. Para
aumentar la pureza de las fracciones eluidas separandolas de
componentes de alto peso molecular, las muestras se pasaron por una
columna de Sephadex G-100 en 20 mM Tris pH 4. La concentracion y
pureza del producto recombinante se determiné por medidas de

absorbancia.

3.1.5. Péptidos sintéticos.

El tag de H (péptido amino-terminal afiadido al frg11 recombinante
por el plasmido pRSETa)
MGGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKD (poliH), se sintetizo
por Clontech (Palo Alto, California) y fue utilizado como control en todos los
ensayos realizados con el frg 11, ya que los intentos de cortarlo del frg11
recombinante con enteroquinasa fueron infructuosos. Los péptidos
identificados tras el cribado de la quimioteca de péptidos 17-mer, ap3
(SAAEASAKATAEAEAKG-NH,), ap4 (SAAEASAKNTAEAEAKG-NH,),
ap5 (SAAEASAKATAEATAKG-NH,), ap6 (SAAEASAKNTAEATAKG-
NH,) asi como el péptido control de secuencia al azar ap28
(SAAEASAKNTAEATAKG-NH;), se sintetizaron quimicamente por

Diverdrugs S.L (Barcelona, Espafia). El grado de pureza de los péptidos



fue en todos los casos superior al 95%. Todos se disolvieron a una

concentracion de 4 ug/ul en DMSO 50%.

3.1.6. Anticuerpos utilizados.

El AcMo de ratén anti-tubulina-a bovina fue suministrado por
Molecular Probes (Leiden, Holanda). EI AcMo de ratén anti-GFP B-2 fue
suministrado por Santa Cruz Biotechnology, Inc. (California). EI AcPo de
conejo anti-IGs de ratén conjugado con la enzima peroxidasa (RAM-Po), el
AcPo de cabra anti-Igs de ratén conjugado con la enzima peroxidasa
(GAM-Po), el AcPo de conejo anti-Igs de ratén conjugado con fluoresceina
(RAM-FITC), y el AcPo de conejo anti-IGs de ratdén conjugado con
isotiocianato de tetrametilrodamina (RAM-TRITC) se obtuvieron de Sigma-
Aldrich (Missouri, USA). Los AcMo anti-Gypsy 110 (Fernandez-Alonso et al.,
1998) , 116 e IH10 (Sanz and Coll, 1992), IP1H3 (Fernandez-Alonso et al.,
1998), C10 (Bearzotti et al., 1995b; Gaudin, de Kinkelin, and
Benmansour, 1999), 3F1A12 (Lorenzen, Olesen, and Vestergaard-
Jorgensen, 1990), los AcMo anti-Nynysy 2C9 (Sanz et al., 1993) y 2D5
(Sanz et al., 1993), el AcPo anti-VHSV B (Fernandez-Alonso et al., 1998),
el AcPo anti-Gynysy E (Fernandez-Alonso et al., 1998), el AcMo anti-
M1yusy 1C10 (Sanz et al., 1993) y el AcMo anti-M2ysy 4E4 (Sanz et al.,
1993), fueron suministrados por el Dr. Julio Coll (INIA-Madrid).

3.2. ENSAYOS BIOFisICOS
3.2.1. Preparacion de liposomas.

Los fosfolipidos (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL) acido
fosfatidico (PA), fosfatidilserina (PS), fosfatidilglicerol (G), fosfatidilcolina
(PC), 1,2-Dimiristoil-sn-3-acido fosfatidico (DMPA), 1,2-Dimiristoil-sn-3-
fosfatidilserina (DMPS) y 1,2-Dimiristoil-sn-3-fosfatidilcolina (DMPC)
disueltos en cloroformo/metanol (vol 2:1) se depositaron en un tubo de
ensayo. Los disolventes se eliminaron por evaporacion bajo un flujo de
nitrégeno libre de oxigeno y seguidamente vacio durante 3 h (Estepa
and Coll, 1996a; Estepa and Coll, 1996b). Para la formacion de MLVs
(Multilamelar Lamelar Vesicles) se resuspendio el lipido seco en NaCl
100 mM, MES 5 mM, citrato sédico 5 mM, Tris 5 mM, EDTA 1 mM a una

Reactivos
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concentracién de 1 mg/ml. Los MLVs se sometieron a 5 ciclos de
congelacién y descongelacion con la finalidad de asegurar una completa
hidratacién y mezcla de los fosfolipidos. Por ultimo, para conseguir LUVs
(Large Unilamelar Vesicles) se sometié la suspension de MLVs a 19
ciclos de extrusion (LiposoFasttm) con filtros de policarbonato con un
tamafio de poro de 100 nm (Avestin Inc.). En todos los experimentos la

concentracion de fosfolipidos utilizada fue de 0.14 mM.

3.2.2. Ensayos de agregacion de liposomas.

Las variaciones en la densidad 6ptica a 360 nm (OD3g) ocurridas
en la suspension de fosfolipidos como consecuencia de la adiciéon del
frg11, ap5, ap6 y ap28 se valoraron después de 1 h de incubacién a 37 °C
con un espectrofotdmetro Beckman DU-7. Para valorar la ODsgq del
péptido y los liposomas por separado, se prepararon disoluciones control
de estos reactivos en DMSO a una concentracion final de solvente
organico igual a la empleada en los ensayos de agregacion propiamente
dichos (Nunez et al., 1998)

3.2.3. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(IR).

El analisis estructural de los ap5, ap6, ap28 y frg11, disueltos en
D,0:DMSO (9:1) se llevo a cabo en presencia o ausencia de liposomas
(preparados segun metodologia descrita anteriormente) de DMPA, DMPC
y DMPS. EIl tampén utilizado para estos ensayos fue D,O pH 7.0 0 5.6
tamponada con 10 mM HEPES, 10 mM MES, 130 mM KCI, 20 mM NacCl.
Los ensayos en presencia de lipido se llevaron a cabo a una relacion
lipido-péptido 20:1. En ausencia de lipido, se utilizd una concentraciéon de
péptido de 6 uM anadiéndose o no (segun se indica) 40% trifluoroetanol.
Las muestras se depositaron entre dos ventanas de CaF, separadas por
un espaciador de teflén de 50 ym de grosor y colocadas en una celda
desmontable Harrick Ossining. Los espectros IR se obtuvieron en un
espectrofotometro Nicolet 520 equipado con un detector de sulfato de
triglicina deuterado. En ausencia de lipido se estudié la regién

correspondiente a la banda amida | y en presencia de liposomas se



estudié la influencia de los péptidos sobre la temperatura de transicién
tras analizar la banda correspondiente a los CH,. El analisis de los
espectros se llevd a cabo segun se describié anteriormente (Encinar et
al., 1998a; Encinar et al., 1998b; Nunez et al., 1998).

3.2.4. Microcalorimetria de barrido.

Para la realizacion de este tipo de ensayos se prepararon
liposomas (segun metodologia descrita anteriormente) de DMPA, DMPC y
DMPS que se mantuvieron una noche a 4 °C para asegurar su completa
hidratacion. Los termogramas se obtuvieron con un Microcal MC-2
differential scanning microcalorimeter, equipado con una interfase digital
DA-2. Los péptidos ap5 y ap6, resuspendidos en un solucion D,O:DMSO
(9:1), se adicionaron a las preparaciones de fosfolipidos en un relacion
lipido-péptido 20:1. En la célula de referencia el correspondiente tampdn se
equilibré a unos 10 °C durante 15 min en el microcalorimetro antes de
comenzar el barrido. Las diferencias entre la capacidad calorifica de las
muestras y la célula de referencia se obtuvieron variando la temperatura a
una velocidad constante de 45 °C/h. Las temperaturas de transicion y
entalpias se calcularon ajustando las transiciones a una componente
simple de Van.t Hoff. Se registraron en los termogramas aquellas
temperaturas de transicion que se correspondieron con los maximos de

capacidad calorifica (Nunez et al., 1998).

3.2.5. Dicroismo circular (CD).

El frg11 (5 mg/ml en trifluoroetanol) se resuspendié en tampoén de
dilucion (100 mM NaCl, 5 mM Tris, 5 mM citrato, 5 mM MES, 1 mM EDTA)
al pH adecuado a una concentracion final de de 32.5 uM. Las muestras en
este caso se resuspendieron en trifluoroetanol porque el DMSO posee una
absorbancia muy elevada a las longitudes de onda utilizadas en este tipo
de ensayos. El efecto de la interaccidon con vesiculas de PS sobre la
conformacién del frg11 se determind por adicién de cantidades crecientes
de PS. Después de una hora de incubacién a 37 °C las mezclas frg11-PS
se sonicaron (sonicador de bafio) y las soluciones obtenidas fueron

analizadas por DC. Los espectros de DC se realizaron con un dicrografo

Ensayos biofisicos
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JASCO 715 a 25 °C en cubetas de 1 mm de longitud y a una velocidad de
escaner de 0.5 nm/s. La temperatura de la cubeta se mantuvo con un bafio
con recirculacion de agua (Neslab RTE-111). De cada muestra se
obtuvieron cuatro espectros. La deconvolucion de los datos de DC se
realizé de acuerdo con el método “convex constraint analysis” (Nunez et
al., 1998).



3.3. ENSAYOS DE ELISA
3.3.1. Valoracion de la interaccion entre el VHSV, la Gyusy o
péptidos sintéticos y los ap inmovilizados en fase sélida.

Para estudiar la interaccion de ap en fase sélida con VHSV o
GVHSV en fase soluble, los pocillos de placas de poliestireno de 96
pocillos (Costar, Cambridge, MA, USA) se tapizaron durante toda la
noche a 37°C con 1 ug/pocillo de ap3, ap4, ap5, ap6, ap28.
Posteriormente, se bloquearon durante 2 h a temperatura ambiente con
2 % de leche Molico en polvo en PBS- (PBS sin Ca++ y Mg++, 137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM HNa,HPO, y 1,5 mM H,KPO,, pH 7,4).
Seguidamente se incubaron durante 1 h a 14 °C con 1 pg/pocillo de
VHSV purificado o 3 pg/pocillo de GVHSV soluble purificada a partir de
sobrenadantes de células EPC infectadas con VHSV (Perez, Estepa,
and Coll, 1998) diluidos (100 pl/pocillo) en tampoén diluciones de ELISA
pH 7.4 o pH 5.6 (PBS-, 0.1% Tween-20, 0.01% Mertiolato, 0.005 % Rojo
fenol, 0.3% Suero de conejo, 0.5% BSA). En los ensayos con Gypsy
soluble la incubacién se hizo en presencia (1.25-100 ug/pocillo) o
ausencia de p24, p25, p26 (péptidos estimuladores obtenidos del
pepscan 15-mer), frg11, ap5 o ap28. Transcurrida esta incubacién, en
los ensayos con VHSV purificado, los pocillos se lavaron 3 veces por
bafio/inmersion en H,O y se incubaron durante 1 h 30 min a 14 °C con
una dilucién 1:1500 del AcMo anti-Nypsy 2C9 (Sanz et al., 1993). En los
ensayos de GVHSV, esta incubacion se realizé durante 60 min a 14 °C
con una dilucién 1:200 del céctel de AcMo anti-Gypsy C10 (Bearzotti et
al., 1995b; Gaudin, de Kinkelin, and Benmansour, 1999), 3F1A12
(Lorenzen, Olesen, and Vestergaard-Jorgensen, 1990), IP1H3
(Fernandez-Alonso et al., 1998) y 110, una dilucion 1:200 del AcPo B, o
una dilucion 1:200 del AcMo C10 (Bearzotti et al., 1995b; Gaudin, de
Kinkelin, and Benmansour, 1999). Todos las diluciones mencionadas de
los Ac se realizaron en tampén de ELISA pH 7.4 y en volumen final de
100 pl/pocillo. Una vez concluida estas incubaciones, los pocillos se
lavaron 2 veces por bafio/inmersién en H,O y se incubaron durante 45

min con 100 pl/pocillo de una dilucion 1:500 de GAM-Po (Sigma,
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Missouri, IN USA) en tampén ELISA pH 7.4. Tras 3 lavados por
bafo/inmersion con H20, los pocillos se revelaron afadiendo 100
pl/pocilo de 1 mg/ml de orto-fenilendiamina (OPD, Dakopatts,
Dinamarca) disueltas en tampon sustrato pH 4.8 (150 mM citrato sédico,
3 mM H,0,, 0,24 mM mertiolato) (Coll, 1989) dejando el desarrollo de
color durante 30 min a temperatura ambiente. Finalmente, se frend la
reaccion con 100 pl/pocillo 2 M H,SO, y se leyé la absorbancia de las
placas en un lector Anthos 2001(10-500) a 492 y a 620 nm. La Absggnm
se utilizd para corregir diferencias individuales de absorbancia entre
pocillos. Los resultados se expresaron como Abssg.s20nm (Martinez and
Coll, 1987; Martinez and Coll, 1988).

Para estudiar la interaccion de los péptidos de pepscans de la GVHSV
en fase solida con ap5-biotinilado (ap-biot) en fase soluble, los pocillos
se tapizaron durante toda la noche a 37 °C con 30 nmol/pocillo de los
péptidos correspondientes a los 2 pepscans de la Gyysy. Tras bloquear
los pocillos, se afiadieron 100 pl/pocillo de 3 uM (0.5 ug/pocillo) ap5-biot.
El ap5-biot se obtuvo con el Biotin labelled kit de Roche, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Seguidamente y tras 3 lavados de la placa
por bafo/inmersién en H20 destilada, los pocillos se incubaron 30 min a
temperatura ambiente con una dilucién 1:200 de estreptavidina marcada
con peroxidasa. Finalmente, y tras 3 lavados por bano/inmersion con

H,O destilada, se afiadié la OPD, registrandose la Abs4g2-620nm-

3.3.2. Interaccion entre AcMo anti-GVHSV y la Gyusy presente
en la superficie de los viriones de VHSV tratados con ap e
inmovilizados en fase sélida.

Para estudiar si la incubacién del VHSV con los ap modificaba el
patron de reconocimiento de la Gypsy presente en la superficie del virién
por los AcMo anti-GVHSV, los pocillos se tapizaron durante toda la
noche a 14 °C con 100 pl/pocillo de 10 ug/ml de VHSV concentrado sin
tratar o previamente tratado durante 3h con 0.375 o 3 uM de ap5. Una
vez bloqueados los pocillos, se incubaron durante 90 min a temperatura
ambiente con 100 pl/pocillo de diluciones 1:600 del AcMo anti-Gyxsy C10
(Bearzotti et al., 1995b; Gaudin, de Kinkelin, and Benmansour, 1999),



1:400 del AcMo anti-Gyysy 3F1A12 (Lorenzen, Olesen, and Vestergaard-
Jorgensen, 1990), 1:200 del AcMo anti-Gyysy IH10 (Sanz and Coll,
1992), 1:200 del AcMo anti-Gynsy IP1H3 (Fernandez-Alonso et al., 1998)
0 1:1000 del AcMo anti-Nynsy 2D5. Todos las diluciones mencionadas de
los AcMo se realizaron en tampén de ELISA pH 7.4 y en 100 pul/pocillo.
Tras la incubaciéon con los AcMo y una vez lavados los pocillos, se
adicionaron durante 45 min 100 ul/pocillo de una dilucion 1:500 de GAM-
Po en tampéon ELISA pH 7.4. Finalmente tras los lavados
correspondientes y la adicién de OPD, se leyeron las Abs4g2.620nm-

Para estudiar el reconocimiento de la GVHSV a pH 7.5 y 6.5 por los
AcMo anti-GVHSV a distintos pH, los pocillos se tapizaron con 100
pl/pocillo de 10 ug/ml VHSV purificado. Después se incubaron a pH 7.5
0 6.5 durante 30 min a 14 °C. La adicion de 1:600 del AcMo C10
(Bearzotti et al., 1995b; Gaudin, de Kinkelin, and Benmansour, 1999) y
1:400 del 3F1A12 (Lorenzen, Olesen, and Vestergaard-Jorgensen,
1990) se llevé a cabo en un rango de pH de 5.0-7.4. Para ajustar el pH
del tampon de ELISA, se afiadio 20 mM de HEPES y MES. Finalmente
tras los lavados correspondientes y la adiciéon de OPD, se leyeron las
AbS492.620nm.

Otros detalles de cada experimento se dan en los pies de cada

ilustracion.

3.4. ENSAYOS CELULARES.
3.4.1. Lineas celulares
e EPCyEPC-eGFP

La linea celular derivada de carpa EPC (Fijan et al., 1983) se
utilizo en la mayoria de los ensayos. Las células EPC se mantuvieron en
frascos de cultivo de 75 cm® de superficie (Costar) (~ 25 millones de
células EPC) a 28 °C en una atmésfera de 5 % de CO,. en medio
RPMI-1640 modificado por Dutch con 20 mM HEPES (290 mOsm/Kg)
(Gibco BRL-Invitrogen, Barcelona, Espafia), 10% de suero fetal bovino
(SFB, Linus-Cultek, Madrid, Espafa), 2 mM de glutamina (Gibco BRL), 1
mM de piruvato sédico (Gibco BRL), 50 ug/ml de gentamicina (Gibco
BRL) y 1,2 pg/ml de anfotericina (Gibco BRL) (Estepa, Frias, and Coll,
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1992; Estepa, Frias, and Coll, 1992). Para subcultivarlas, las células se
despegaron de los frascos con una solucion de 0.05 % de tripsina-EDTA
(Sigma-Aldrich) y se diluyeron 1/3 - 1/5 con medio de cultivo al volumen
necesario para sembrar los nuevos frascos o placas. La linea EPC-
eGFP (Falco et al 2007) se obtuvo por cotransfeccion de la células EPC
con los plasmidos pCMV-eGFP y pAE6-pac (pac, gen de resistencia a
puromicina) de acuerdo con protocolos previamente desarrollados en el
laboratorio [Brocal, 2006 #3753]. El mantenimiento y subcultivo de las

células EPC-GFP se llevé a cabo de igual modo que el de las EPC.

e RTG-2

La linea celular de origen fibroblastico derivada de trucha RTG-2
se mantuvo en frascos de cultivo de 75 cm? de superficie (Costar) (~ 12
millones de células RTG-2) a 20 °C en una atmésfera de 5 % de CO, en
medio E-MEM (Sigma-Aldrich) suplementado con 10 % SFB (Linus), 2
mM de glutamina (Gibco BRL) y 50 pg/ml de gentamicina (Gibco BRL).
Para subcultivarlas, las células se despegaron de los frascos con una
solucién de 0.05 % de tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich), y se diluyeron 1/3
con medio de cultivo al volumen necesario para sembrar nuevos frascos

o placas.

e BHK-21y clon BSR

Las células BHK y el clon BSR derivado de ellas se mantuvieron
a 37 °C en 5 % de CO, en frascos de cultivo de 75 cm? de superficie
(Costar) en medio G-MEM (Gibco BRL) suplementado con 5 % de SFB
(Biowhittaker), 10% de medio triptosa fosfato (Gibco BRL), 20 mM
Hepes (BioWhittaker), 2 mM de glutamina (BioWhittaker), 0.1 pg/ml de
de penicilina y 0.1 yg/ml de estreptomicina (Biowhittaker). Se utilizaron
frascos de 75 cm® de superficie (Costar) y placas de 6 pocillos (Costar).
Para subcultivarlas, las células se despegaron de los frascos con una
solucion de 0.05 % tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich) y se diluyeron de 1/10
a 1/20 con medio de cultivo al volumen necesario para sembrar nuevos

frascos o placas.



3.4.2. Ensayos de viabilidad celular.

La viabilidad celular de las células EPC en respuesta a distintos
tratamientos (DKPs e inhibidores de la endocitosis) se estimd con el kit
Cell Titer 96 (Promega, Mannheim, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para ello las células se crecieron pocillos de
placas de 96 pocillos hasta 100 % confluencia y se incubaron con los
compuestos en un volumen de 100 pul/pocillo La incubacién con las DKP
se realiz6 durante 48 h a 28 °C y en un rango de concentraciones de 0-
400 uM. La incubacién con los inhibidores de la endocitosis se realizé
durante 2 h 30 min a 28 °C con los siguientes rango de
concentraciones: de 0-50 % para el DMSO (Merck), de 0-0.45 mM para
la sacarosa (Sigma-Aldrich), y de 0-240 pM para la Citocalasina B
(Sigma-Aldrich), Colchicina (Sigma-Aldrich), Nocodazol (Sigma-Aldrich)
y Chlopromazina (Sigma Aldrich). Finalizada la incubacion, se afiadieron
a las células 20 pl/pocillo de la mezcla de MTS/PMS (componentes del
kit). Las células se incubaron durante 4 h a 28 °C y finalmente se
leyeron las Abs,gnm de cada pocillo. Los ensayos se realizaron por
triplicados para los diferentes tratamientos y por hexaplicados para los
controles de EPC no tratados. El valor de Absyg,m registrado en los

controles de células EPC fue de ~ 1.5 /pocillo.

3.4.3. Virus

e VHSV

El VHSV empleado en este trabajo fue el VHSV-07.71 (Bernard,
LeBerre, and DeKinkelin, 1983; DeKinkelin and LeBerre, 1979; LeBerre,
De Kinkelin, and Metzger, 1977) aislado en Francia de de trucha arco
iris (Oncorhynchus mykiss , Walbaum). La produccién vy titulacion del
VHSV se realizé6 en células EPC segun la metodologia previamente
descrita por DeKinkelin et al (DeKinkelin and LeBerre, 1979).
Brevemente, células EPC crecidas a 28 °C tal y como se indico
anteriormente se infectaron a con VHSV en medio de cultivo pH 7,5 con
2% de SFB a una multiplicidad de infeccion (moi) de 102-10*. Las
células infectadas se incubaron a 14 °C hasta que se observo la lisis

completa del tapiz celular (7-10 dias). A continuacién, los
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sobrenadantes de estas células infectadas se clarificaron por
centrifugacion (3.000 x g, 20 min.) y se guardaron en alicuotas a —70°C
hasta su uso. Para su utilizaciéon en algunos ensayos, el VHSV
procedente de sobrenadantes clarificados se concentré6 por
ultracentrifugacion a 100000 x g durante 45 min [Basurco, 1989 #5].
Ademas, también se produjo VHSV a partir de células RTG-2. Para ello,
células RTG-2 crecidas hasta 100 % confluencia en botes de 75 cm® se
infectaron con 0.04 ffu/célula de VHSV. Transcurridas 17 h de infeccion,
el sobrenadante de infeccién se retird y las células se recogieron con 5
ml de H,O estéril. Posteriormente se sometieron a 3 ciclos de
congelacién/descongelacion para lisar las células. Finalmente, los
lisados se clarificaron por centrifugacion a 6000 x g durante 30 min,
guardandose el sobrenadante a -70 °C hasta su uso.

El VHSV se titulo utilizando el ensayo de inmunoensayo de deteccion
de focos (ffu.) descrito posteriormente en el apartado 3.4.7. Para ello,
monocapas de células EPC crecidas hasta confluencia en pocillos de
placas de 96 pocillos se infectaron con 100 pl/pocillo de distintas
diluciones de VHSV. Las diluciones se hicieron en medio de cultivo pH
7,5 con 2 % SFB. Cada una de las diluciones se ensay6 por triplicado.
Transcurrido el tiempo de infeccidn (24h), se retiro el medio, se lavaron
las células infectadas y se tifieron con el AcMo anti-Nyysy 2C9 (Sanz et
al., 1993) y DAB. Tras el recuento de los focos, se calcul6 el valor medio
(n) de ffu/pocillo en la dilucién del stock donde se obtuvo un numero de
focos por pocillo de ~100. El titulo en ffu/ml se calculé segun la férmula:
(n x 1/ Dilucién stock) x 10. Para el VHSV concentrado también se
realizd una determinacion del contenido total de proteinas viricas por el
método de Bradford o comparacion de geles tefidos de azul de
Coomassie utilizando en ambos métodos patrones de concentracion
conocida. Tras la infeccidon de 10 botes de 150 cm” de células EPC, se

obtuvieron 500 yl de VHSVc a una concentracion de proteina virica de ~

5 pg/pl.



e |HNV

La cepa del IHNV empleada fue un aislado de salmén chinnok
(Oncorhynchus tshawytscha) (cédigo ATCC, VR-714). La produccion y
titulacién se realizé utilizando la misma linea celular y el mismo
protocolo que el descrito anteriormente para VHSV pero en este caso el
virus se titulo 48 h post-infeccion (p.i.) y para su deteccién se empleo un
coctel de AcMo anti-Nyny (Ristow and Arnzen, 1991) compuesto por los
AcMo 1NH17W, 2NCO42C, 2NH105B, 1INCO27G y 14D.

e |IPNV

La cepa de IPNV utilizada fue el aislado de trucha IPNV-Sp
(codigo ATCC, VR-1318). La produccion vy titulacion de IPNV se realiz
siguiendo la metodologia descrita anteriormente pero en este caso se
utilizé la linea celular RTG-2, el virus se titulo 36 h p.i. y para su
deteccion se empleo el AcMo anti-IPNV 2F12 (Dominguez, Hedrick, and
Sanchez-Vizcaino, 1990).

e VSV

El VSV utilizado fue el aislado Orsay del serotipo Indiana
(Gibson, Schlesinger, and Kornfeld, 1979). La propagacién del virus se
realizé en el clon BSR. La titulacién de los stocks producidos se llevaron
a cabo por ensayos de formacién de placas (tiempo de infeccién de 24
h).

e SFV

El SFV utilizado fue amablemente cedido por el Dr. Rafael
Blasco (INIA-Madrid). La propagacion del virus se realizé en la linea
celular BHK-21. La titulacién de los stocks producidos se llevaron a cabo

por ensayos de formacién de placas (tiempo de infeccidon de 48 h).

3.4.4. Ensayos de formacién de focos (ffu)
Células EPC o RTG-2, crecidas hasta 100 % de confluencia en

pocillos de placas de 96 pocillos (~100000 células EPC/pocillo y 75000
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células RTG-2/pocillo) (Lorenzo, Estepa, and Coll, 1996), se infectaron
con VHSV, IHNV o IPNV en un volumen de 100 pl/pocillo del medio de
cultivo especifico para el mantenimiento de cada linea celular pH 7,5
con 2 % de SFB. Dependiendo del ensayo, los virus fueron o no pre-
tratados con diferentes compuestos y segun el caso las infecciones se
realizaron en presencia o ausencia de inhibidores/activadores de la
infeccién. Salvo cuando se indique, las infecciones se realizaron a 14°C
y los in6culos no se retiraron durante el periodo de infecciéon que varioé
segun el ensayo. En los ensayos encaminados a valorar la influencia
del pH en la infectividad del VHSV, el medio de cultivo se tamponé con
20 mM de MES para poder ajustar facilmente el pH a los valores
deseados. Tras el periodo de infeccion, se retiraron los sobrenadantes y
las monocapas de células infectadas se lavaron con PBS”, se fijaron (10
min. ) con 100 p/pocillo de metanol (Merck) pre-enfriado a -20 °C y se
dejaron secar.

Para la deteccion de los virus se utilizaron AcMo que reconocen
especificamente uno de los antigenos viricos. Concretamente, el AcMo
2C9 (Sanz et al., 1993) anti-Nyysy (dilucion 1:1500) para la deteccion de
VHSV, un coctel de AcMo 1NH17W, 2NCO42C, 2NH105B, 1NCO27G,
14D (Ristow and Arnzen, 1991) anti- Njyny (dilucidn 1:1000) para la
deteccion de IHNV y el AcMo 2F12 (Dominguez, Hedrick, and Sanchez-
Vizcaino, 1990) anti-VP2 para la deteccion de IPNV (dilucion 1:200). Los
anticuerpos se diluyeron en tampén ELISA pH 7.4 (PBS’, 0.1% Tween-
20, 0.01% Mertiolato, 0.005 % Rojo fenol, 0.3% Suero de conejo, 0.5%
BSA) y se adicionaron en un volumen final de 100 ul/pocillo. Tras 90 min
de incubacion a temperatura ambiente, las monocapas de células
infectadas se lavaron 1 vez por bano/inmersion en H,O destilada y se
incubaron durante 45 min a temperatura ambiente con 100 pl/pocillo de
RAM-Po (Sigma-Aldrich) diluido 1:300 en tampdén ELISA pH 7.4.
Finalmente, una vez retirado el RAM-Po y después de 3 lavados por
bafio/inmersién en H,O destilada, se adicion6 DAB (Sigma-Aldrich) (0.8
mg/ml en PBS pH 6.5, 0.1 % de H,0,) y se espero hasta observar, con
la ayuda de un microscopio invertido (Leica DM IRB) provisto de un

ocular x10, la aparicion de focos marrones de células tefidas con DAB



(grupos o focos de células infectadas) y/o de células marrones tefiidas
con DAB (células infectadas aisladas). Una vez lavadas y secadas las
placas, se conté el nimero de focos/células marrones por pocillo
utilizando el microscopio anteriormente citado. Cuando fue necesario,
ademas del numero de focos por pocillo se estimé el tamafio de los
focos (numero de células infectadas en cada foco) y para ello se realizé
un recuento del niumero de células presentes en cada foco en 50-100
focos/pocillo. Las fotografias se tomaron con la cdmara Leica DC 250
utilizando el software Qfluoro Leica V1.2.

En ocasiones los focos de células infectadas con VHSV se detectaron
por inmunofluorescencia tal y como se describe posteriormente
(apartado 3.4.8).

3.4.5. Ensayos de formacién de placas (pfu)
e VHSV

Los ensayos de formacion de placas se utilizaron para titular el
VHSYV presente en extractos de células RTG-2 infectadas con este virus
preparados tal y con se describe en el apartado 3.4.2 de este material y
métodos. Monocapas de células EPC crecidas hasta 100% confluencia
en pocillos de placas de 24 pocillos (~ 550000 células/pocillo) se
infectaron con 200 pl/pocillo de diluciones seriadas extractos de células
RTG-2 infectadas con VHSV. Tras 1 hora de incubacion a 14 °C, los
inéculos se retiraron y se anadieron 500 pl/pocillo de medio RPMI-1640
pH 7,5, 20 mM HEPES, 20 mM MES, 2 % SFB y 0.75 % metilcelulosa
(Sigma-Aldrich), prolongandose la infeccion hasta la aparicion de placas
(7-8 dias). Las monocapas se fijaron y tifieron con 0.1 % cristal violeta
(Sigma-Aldrich). Finalmente, tras el recuento por inspeccion ocular de
las unidades formadoras de placas (pfu/pocillo), se calculd el valor
medio (n) de pfu/pocillo en la dilucién donde se obtuvo un nimero de
pfu/pocillo de ~100. El titulo en pfu/ml se calculé segun la férmula: n x
1/Dilucién stock x 10 (Campbell and Wolf, 1969; Jorgensen et al., 1991;
Okamoto, Shirakura, and T., 1985).

Ensayos celulares

79



Material y Métodos

80

e VSVySFV

Monocapas de células BSR o BHK-21 crecidas en pocillos de
placas de 6 pocillos (~5 x 10° células/pocillo) se infectaron con inéculos
de ~ 50 pfu/pocillo de VSV o SFV. Tras 1 h de incubacién a 37 °C, los
indculos se retiraron y las células se incubaron con medio de cultivo con
2 % SFB y 0.6 % de agarosa, prolongandose las infecciones durante 24
y 48 h para el VSV y SFV, respectivamente. Transcurrido el tiempo de
infeccion, se retiré6 el medio con agarosa, y se lavaron las placas con
PBS". Las células se fijaron con 4% paraformaldehido y seguidamente
se tifieron con 0.5 % de cristal violeta (Sigma-Aldrich) disuelto en
formalina. Finalmente, se realizé un recuento por inspeccion ocular del
numero de unidades formadoras de placas (pfu/pocillo) obtenido (Wiktor
et al.,, 1973). Las fotografias se tomaron con una camara COHV High

Performance CCD utilizando el programa Scion Image 4.0.2.

3.4.6. Ensayos de dilucién limite (TCIDs)

Monocapas de células EPC crecidas hasta 100 % confluencia en
pocillos de placas de 96 pocillos se infectaron con 100 pl/pocillo de
diluciones seriadas de extractos de células RTG-2 infectadas con VHSV.
Tras 1 hora de incubacion a 14 °C, los in6culos se retiraron y se
afiadieron 100 pl/pocillo de medio de cultivo pH 7,5 con 2 % SFB. La
infeccidon se prolongd hasta se observo efecto citopético (7-9 dias) Un
vez concluido el periodo de infeccion las monocapas se fijaron y se
tifieron con 0.1 % cristal violeta (Sigma-Aldrich) en formalina. La
deteccion de lisis celular en cada uno de los 8 replicados de los
diferentes inéculos se realizé por inspeccion ocular. El titulo de virus
dosis infectivas en cultivo de tejido 50% (TCIDsq/ ml) se calculé como el
inverso de la ultima diluciéon con efecto citopatico en el 50 % de los
replicados (Hierholzer and Killington, 1996; Svensson, Hjalmarsson, and
Everitt, 1999).



3.4.7. Ensayos de uniéon VHSV-células EPC
e Marcaje de VHSV con biotina (VSHVg)

El marcaje de VHSV con biotina se realizé con el “Biotin-Protein
Labeling kit” (Roche). Brevemente, 300 pl de una preparacién stock de
VHSVc con titulo de 1 x 10" ffu/ml (~1500 pg/ml de proteina) se
incubaron con 30 ug/ul de 7-NHS (20 mg/ml) durante 4 h a 14 °C. A
continuacion, la mezcla se paso por una columna de Sephadex G-25 y
se recogieron fracciones de 500 ul. La presencia de VSHVg en las
fracciones se valoré por Western-blot utilizando para la deteccién
estreptavidina marcada con peroxidasa (Sigma-Aldrich) y el kit comercial
de luminiscencia ECL-Plus (Amersham Biosciences). Se comprobd que
el ~ 95 % del marcaje del VHSV se localizé6 en la GVHSV por el
desplazamiento de la banda de GVHSV hacia un peso molecular mayor
en geles del 10 % de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie.
Para comprobar posibles alteraciones de la GVHSV tras el marcaje, se
determind el titulo del VHSV; y el nivel de reconocimiento de la GVHSV
presente en la superficie de los viriones marcados por los AcMo C10 y
3F1A12 (AcMo que reconocen conformacion nativa de la GVHSV) por
ELISA. El titulo del VSHV; fue de 8 x 10" ffu/ml de un titulo inicial de 1 x
10" ffu/ml. La AbS4gy.620nm Obtenida por ELISA de ambos AcMo sobre 1
pg/pocillo de VSHVg en fase sélida fue el ~ 90 % de la obtenida antes de
marcar con biotina. Por ultimo se confirmd por citometria de flujo tal y
como se describe posteriormente que el marcaje con biotina no alteraba
significativamente al virus que la unién de 0.08 ffu/célula de VHSV; a las
células EPC desaparecio en presencia de un exceso de 1:20 de VHSV

no marcado.

e Ensayo de unién VHSV;-células EPC

Todos los ensayos de valoracion de la union del VHSV a las
células (adsorciodn) se realizaron a 4°C para permitir la unioén virus-célula
y evitar la internalizacion de la particula virica. Células EPC crecidas en
pocillos de placas de 24 pocillos se incubaron con los distintos indculos
de VHSVg en un volumen de 150 pl/pocillo durante 1 h 30 min.

Transcurrida esta incubacion las células se lavaron 3 veces para retirar
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el virus no unido con 0.5 ml/pocillo de PBS™ pH 7.4 (0.9 mM CaCl,, 0.5
mM MgCl, 6H,0, 138 mM NaCl, 2.67 mM KCI, 1.76 mM KH,PO,, 5.4
mM Na,HPO,) y se incubaron durante 45 min a 4 °C con 300 pl/pocillo
de una dilucion 1:200 de estreptavidina-FITC (Sigma-Aldrich) en de
medio RPMI-1640 sin suero Tras retirar la estreptavidina-FITC y dos
lavados con 0.5 ml/pocillo PBS™ (138 mM NaCl, 2.67 mM KCI, 1.76 mM
KH,PO,, 5.4 mM Na,HPOQ,), las células se recolectaron en un volumen
de 1 ml/pocillo de PBS.” La fluorescencia asociada a las células se
analizé por citometria de flujo utilizando el citometro Coulter Epics XL
(Becton Dickinson) y el programa de analisis el Expo 32 (Becton
Dickison) . Se analizaron 25.000 células por pocillo. Se considero como
“fluorescencia de fondo” el valor de fluorescencia asociado a células
EPC incubadas no incubadas con VSHVg pero tratadas con

estreptavidina-FITC.

e Ensayo de unién VHSV-EPC-eGFP

Por las mismas razones que en el caso anterior los ensayos se
realizaron a 4°C. Células EPC-eGFP crecidas en pocillos de placas de 6
pocillos (~ 3 x 10° células/pocillo) se incubaron con los distintos inéculos
de VHSV en un volumen de 1 ml/pocillo durante 1 h 30 min. A
continuacion, las células se lavaron 3 veces con 2 mli/pocillo de PBS, se
recolectaron en 2 ml/pocillo de PBS conteniendo un céctel de
inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich) y se centrifugaron a 1000 g
durante 10 min. El pellet de células se resuspendié en 300 pl de tampdn
de muestras de electroforesis (0.12 M TrisHCI pH 6.8, 10 % glicerol,
250 mM B-mercaptoetanol/DTT, 2 % SDS, 0.02 % azul de Bromofenol).
Las muestras a si preparadas se calentaron a 100 °C durante 5 min y se
guardaron a -20°C hasta su uso. La presencia de virus asociado a
células se analizd por western-blot utilizando una dilucion 1/1500 del
AcMo anti-Nypsy 2C9 tal y como se describe posteriormente en el
apartado 3.4.10. El AcMo anti-GFP (Santa-Cruz Biotechnology) (dilucién

1/10.000) se utilizo para detectar la GFP asociada a cada muestra.



3.4.8. Influencia del pH del medio en las infecciones in vitro
con VHSV

En un intento por esclarecer el efecto negativo de las
variaciones de pH sobre la infectividad del VHSV, se estudio la
influencia del pH en la produccién de virus intracelular, estimada ésta
como la acumulaciéon de proteinas de VHSV en células infectadas a pH
acido y en comparacioén con las infectadas a pH 7,5. Para ello, células
EPC crecidas hasta confluencia en frascos de 160 cm? (~ 50 millones de
células EPC/ frasco) se infectaron a 14 °C con VHSV (10 ffu/célula) en
un volumen final de 7 mi/frasco de medio de cultivo pH 7,5 con 2 % de
SFB y 20 mM MES. Dos h p.i, los inéculos se retiraron y las células se
incubaron durante 22 h a 14 °C con 50 ml/frasco de medio de cultivo a
pH 7.5 o 6.5. Transcurrido el tiempo de infeccion, se retiraron los
sobrenadantes, se lavaron los tapices de células infectadas y las células
se levantaron de los frascos de cultivo con 10 ml/frasco de PBS'.
Seguidamente las células se centrifugaron a (1000 x g, 45 min, 4 °C) y
el pellet se resuspendié en 400 ul/frasco de tampdén de muestras de
electroforesis (0.12 M TrisHCI pH 6.8, 10 % dlicerol, 250 mM -
mercaptoetanol/DTT, 2 % SDS y 0.02 % azul de Bromofenol). Las
muestras asi preparadas se calentaron a 100 °C durante 5 min y se
guardaron a -20°C hasta su uso. La presencia de proteinas del virus en
los extractos de células infectadas se analizé por western-blot tal y como
se describe posteriormente en el apartado 3.4.10 utilizando Ac anti-
VHSV, concretamente: AcPo anti-VHSV B (Fernandez-Alonso et al.,
1998), el AcPo anti-Gyysy E (Fernandez-Alonso et al., 1998), el AcMo
anti-M1yysy 1C10 (Sanz et al., 1993), el AcMo anti-M2,sy 4E4 (Sanz et
al., 1993), o el AcMo anti-Nynsy 2C9 (Sanz et al., 1993). Todos los Ac se

utilizaron a una dilucién 1/200.

3.49. Efecto de la presencia de 6-DKP-14 durante las
infecciones in vitro con VHSV en la producciéon de VHSV intra
y extracelular

Para investigar el mecanismo mediante el cual algunas

diketopiperazindionas son capaces de abolir la infectividad del VHSV en
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cultivo celular, se realizaron infecciones in vitro en ausencia y presencia
de 6-DKP-14. En estas infecciones se analizé la presencia de VHSV
tanto en el interior de las células infectadas como en los sobrenadantes
de infeccion con el fin de determinar si las DKPs permiten la produccién
de virus intracelular pero inhiben su salida o si por el contrario el virus
sale de las células pero no es infectivo. Para ello, células EPC crecidas
hasta 100 % confluencia en pocillos de 96 pocillos se infectaron con
VHSV (1 ffu/célula) en un volumen de 100 pl/pocillo de medio de cultivo
con 2 % de SFB 14 °C. Dos h p.i. se retiraron los inéculos, se lavaron las
células tres veces con PBS+ para eliminar el virus no internalizado, se
afiadié 6-DKP-14 (100 uM) y las células infectadas se incubaron 14 °C
durante 24 h mas. Finalizada la infeccion, se retiraron los
sobrenadantes, se clarificaron por centrifugacién (1000 x g durante 10
min) y se diluyeron en tampdén de muestras de electroforesis.
Igualmente, se lavaron los tapices de células infectadas, se levantaron
las células de los pocillos con 200 ul/pocillo de PBS'.y se lisaron con 3
ciclos de congelacién/descongelacion. El lisado se clarific6 por
centrifugacion (1000 x g durante 10 min) y el sobrenadante de
centrifugacion se resuspendié en tampon de muestra de proteinas. Las
muestras asi preparadas se calentaron a 100 °C durante 5 min y se
guardaron a -20°C hasta su uso. La presencia de virus en los extractos
de células infectadas y en los sobrenadantes de infeccion se analizé por
western-blot tal y como se describe posteriormente en el apartado 3.4.10
utilizando una diluciéon 1/200 del AcPo B anti-VHSV (Fernandez-Alonso
etal., 1998).

3.4.10. Ensayos de Western-blot

Para su analisis por western-blot, las muestras resuspendidas
en tampon de muestras de electroforesis y sometidas a tratamiento
térmico (100°C, 5 min) se cargaron en pocillos de geles de del 15% de
acrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE). En todos los ensayos, los
geles se hicieron por duplicado y en cada uno de los geles se incluyeron
marcadores de peso molecular (BioRad, Richmond, California) y VHSV

concentrado (1 pg/calle) para facilitar la posterior identificacion de las



proteinas del virus. Tras la electroforesis (1 h 30 min a 100 V en tampdn
de electroforesis: 25 mM Tris base pH 8.6, 192 mM glicina, 0.1% SDS),
uno de los geles se tifid con azul de Coomassie (Merck) y el otro se
transfirié (1 h a 100 V en tampdn de transferencia:25 mM Tris base pH
8.6, 192 mM glicina y 20 % Metanol) a una membrana de nitrocelulosa.
Las membranas se bloquearon durante ~12 h a 4 °C con BPLTER (PBS’
, 2% leche en polvo Molico, 0.05% Tween-20y 0.3 % suero de conejo) y
a continuacion se incubaron durante 2 h a 4 °C con los Ac Po anti-VHSV
o los AcMo anti-proteinas de VHSV diluidos en BPLTER. Tras 1 lavado
con BLPTER (10 min en agitacion), las membranas se incubaron (45
min a temperatura ambiente) con una dilucién 1:500 en BLPTER de
RAM-Po (Sigma-Aldrich) y finalmente se lavaron 5 veces. La deteccion
en el caso de las muestras procedentes de infecciones realizadas a
distintos pHs se llevé a cabo con 1 mg/ml 4-cloro-1-naftol (Sigma-
Aldrich) y 0.015 % H,O, en PBS'". La reaccion con 4-cloro-1-naftol se
frend con lavados por bano/inmersion con H,O destilada. Las
membranas se fotografiaron con la camara COHV High Performance
CCD. La densitometria de las bandas detectadas con el AcPo B se llevo
a cabo con el programa Scion Image 4.0.2. Para el resto de las
muestras, se utilizd el kit comercial de Iuminiscencia ECL-Plus
(Amersham Biosciences), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para el revelado se utilizaron Hyperfilms™ para ECL (Amersham
Biosciences) y el procesador X-OMAT 1000 (Kodak). Las bandas se
fotografiaron y se densitometraron con el programa Scion Image 4. En
los ensayos encaminados a analizar la unién VHSV-EPC-eGFP, los
valores de inmunoreactividad de Nysyy obtenidos se corrigieron en
funcion de la densitometria de las bandas de GFP (control interno),
segun la férmula: inmunoreactividad de Nysyy X inmunoreactividad de
GFP / inmunoreactividad de GFP).

3.4.11. Inmunofluorescencias
La técnica de inmunofluorescencia indirecta se utilizo para detectar la

presencia de Gynsy (de membrana) o Nypsy en células infectadas con
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VHSV, asi como para tenir los microtibulos que forman parte del

citoesqueleto de las células EPC.

o Deteccién de las Gyysy Y Nyusy

Monocapas de células EPC o RTG-2, crecidas en placas de
pocillos de 96, se infectaron con VHSV tal y como se describio
anteriormente. Concluido el periodo de infeccion, las células se fijaron
con 100 pl/pocillo CytoFix™ (BD biociences) cuando se quiso detectar la
presencia de Gynsy €n la membrana de las células infectadas o con 100
pl/pocillo de metanol pre-enfriado a -20°C cuando se quiso detectar en
estas mismas células la Nyysy. Una vez fijadas, las células se lavaron
con PBS  y se incubaron (90 min a temperatura ambiente) con 100
pl/pocillo de una dilucion 1:1500 del AcMo 2D5 anti-Nypsy (Sanz et al.,
1993), o de una dilucion 1:200 del coctel de los AcMo anti-Gypsy 116 +
3F1A12 o del AcMo 3F1A12 también anti-Gynsy. Las diluciones de los
Ac se realizaron en PBS™ 0.1 % BSA. Después de retirar los anticuerpos
y lavar 200 pl/pocillo de PBS 0.1 % BSA), las células se incubaron con
(45 min a temperatura ambiente) 100 pl/pocillo de una diluciéon 1:200 de
RAM-FITC (Sigma-Aldrich) en PBS™ 0.1 % BSA., 0.3% de suero de
conejo (Sigma-Aldrich). Finalmente y tras 5 lavados (200 pl/pocillo PBS’
0.1 % BSA), se adicionaron 100 pl/pocillo de PBS y la fluorescencia se
visualizé utilizando un microscopio invertido de fluorescencia (Leica DM
IRB) equipado con una camara digital (Leica DC 250) utilizando el

software Qfluoro Leica V1.2.

e Tincién de microtubulos

Monocapas de células EPC crecidas a un 50-70 % de
confluencia en pocillos de placas de 96 pocillos, se incubaron durante 30
min a 14 °C con 100 pl/pocillo de medio de cultivo con 2 % SFB en
ausencia o presencia de 2.5 % DMSO (Merck), 30 uM Citocalasina B
(Sigma Aldrich), 240 uM Colchicina (Sigma-Aldrich) o 50 yM Nocodazol
(Sigma-Aldrich). Seguidamente, las monocapas se lavaron, fijaron con
100 plipocillo de CytoFix™ (BD Biociences) (15 min a temperatura

ambiente). A continuacion las células se lavaron con 200 ul/pocillo de



PBS’, se permeabilizaron con 100 ul/pocillo de 0.1 % de Tritén X-100
(Merck) en PBS5 min a temperatura ambiente), se volvieron a lavar
con. con 200 pl/pocillo de PBS’, y finalmente se incubaron (6 h a
temperatura ambiente) con 100 ul/pocillo del AcMo anti-Tubulin
(Molecular Probes) a una concentracion de 1 ug/ml PBS. Seguidamente,
y previo lavado con 200 pl/pocillo de PBS-, las células se incubaron con
una dilucion 1:200 de RAM-TRITC (Sigma-Aldrich) en PBS-. Tras 3
lavados con 200 ul/pocillo de PBS’, las células se resuspendieron en
100 pl/pocillo de PBS y se visualizaron con el microscopio invertido de
fluorescencia Eclipse T2000-U (Nikon) equipado con una camara digital
(DS-1Qm/H (Nikon)) utilizando el software NIS-elements AR 2.20
(Nikon).

3.4.12. Marcaje de elementos celulares
e Filamentos de actina

Células EPC, crecidas a un 50-70 % de confluencia en “cubres”
de cristal depositados en el fondo de pocillos de de 6 pocillos, se
incubaron (30 min a 14 °C) con 1 ml/pocillo de medio de cultivo con 2 %
SFB en ausencia o presencia de 2.5 % DMSO (Merck), 30 uM
Citocalasina B (Sigma Aldrich) (Gottlieb et al., 1993), 240 uM Colchicina
(Sigma-Aldrich) o 50 pM Nocodazol (Sigma-Aldrich)(Kizhatil and
Albritton, 1997). Seguidamente, las células se lavaron y fijaron (15 min)
con 1 ml/pocillo de 3.7 % formaldehido. A continuacién se lavaron con 3
ml/pocillo de PBS y se permeabilizaron (15 min a temperatura
ambiente.) con 3 ml/pocillo de 0.1 % de Tritdn X-100 (Merck) en PBS.
Después de lavar con 3 ml/pocillo de PBS™, las células se incubaron (3 h
a temperatura ambiente) con 1 ml/pocillo de 40 yM phalloidin—FITC
(Sigma-Aldrich) en PBS y se volvieron lavar 3 veces (3 ml/pocillo de
PBS’). Finalmente, los cubres con células se sacaron de los pocillos de
las placas, se montaron sobre portaobjetos utilizando medio de montaje
Vectashield H-1000 y las células se visualizaron con el microscopio
confocal LSM 5 PASCAL (Zeiss).
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e Endosomas

Células EPC crecidas hasta 100 % de confluencia en pocillos de
placas de 24 pocillos, se incubaron con 500 pl/pocillo de medio de
cultivo con 2 % SFB en ausencia o presencia de 40 mM de NH,CI
durante 5 min a 14 °C. Seguidamente y sin retirar el medio, se adicion6
el fluoréforo Lysotracker-Green DND-26 (Molecular Probes, Oregon,
USA) a una concentracion de 0.5 uM (5 min a 14 °C). Después, las
células se lavaron con 500 pl/pocillo de PBS- , se despegaron de los
pocillos y la florescencia se analizé por citometria de flujo (25000
células/pocillo). El valor de fluorescencia de células EPC sin incubar con
el Lysotacker-Green se utiliz6 como valor de fluorescencia de fondo del

ensayo.

3.4.13. Anadlisis de la expresion de ARNms de las GVHSV y
Nvsuv por RT-PCR.

Células EPC, crecidas hasta 100 % de confluencia en frascos
de 160 cm?® (~5 10’ células/frasco), se infectaron con VHSV (5 ffu/célula)
en un volumen de 7 ml de medio de cultivo con 2% de SFB a pH 7.5 o
6.5. Dieciocho horas p.i. se retiro el medio de cultivo, se lavaron las
monocapas de células infectadas con PBS y se extrajo el ARN total
utilizando el kit “Total RNA Isolation System" (Promega ) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La concentracion total de ARN se determin6
por densidad éptica a 260 nm y se utilizaron 2ug en la obtencion de
ADNc. De manera resumida, el ARN se incub6é con 1 yl de “random
hexamers” (50 yM) (Roche) y 1ul de una mezcla de desoxinucleétidos
trifosforilados (dNTPs) durante 5 min a 65 °C. Tras la incubacion, se
afiadieron 4 ul de tampdn de reaccion “first strand buffer” (250 mM
TrisHCI pH 8.3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,), 2ul ditrioeritrol (DTT) 0.1 M
y 1ul de transcriptasa inversa (RT)del virus de la leucemia murina (M-
MLV RT, Gibco). La reaccion de transcripcion inversa se dejo transcurrir
durante 50 min a 42°C y se detuvo a continuacién sometiendo la mezcla
de reaccion a 70°C durante 15 min. EI ADNc resultante se guardo a —

20°C hasta su uso.



Para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizaron
cebadores especificos de las secuencias de las GVHSV y Nyspy
(GVHSV-ida ATGGAATGGAACACTTTTTTCTTGGTG y GVHSV-vuelta
GGTGACTCGATAAGTCACTCTGTGCAG; Nyshy-ida
GAAGATAGGAAGGTGATTGTGG y Nysnv-vuelta
GAGTTTCCTGATGGCTGCCTTG (vuelta).

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 50 pl,
conteniendo dNTPs (200 uM de cada desoxinucledtido trifosfato), 0.1 uM
de cada cebador y 2 unidades de la Taq polimerasa (Roche) y 2 pl de
ADNc. La amplificacion se llevo a cabo en el GenAmp PCR system
2700 cycler y las condiciones de amplificacién fueron: 5 min. a 94 °C ;
30 ciclos: 1 min a 94 °C; 1 min a 52°C y 2 min a 72 °C; 7 min a72 °C. Los
productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa (1 %) tefidos

con bromuro de etidio.

3.4.14. Estimacion de la fusion mediada por la Gyysy con
ensayos de formacién de sincitios.

Los ensayos de formacion de sincitios se utilizaron para analizar
la capacidad fusogénica de la GVHSV presente en la superficie de
células infectadas con VHSV o en la superficie de los viriones tras

distintos tratamientos.

e Formacioén de sincitios mediada por la Gyysy presente en
la superficie de células infectadas con VHSV (“fusion from
within”)

El ensayo de formacién de sincitios a pH acido mediado por la
GVHSV entre células infectadas con VHSV y que por lo tanto expresan
esta proteina en la superficie celular se realizo de acuerdo con la
metodologia previamente descrita (Estepa and Coll, 1997; Rocha et al.,
2004b). De manera resumida, células EPC crecidas hasta 100 %
confluencia en pocillos de placas de 96 pocillos (~100000
células/pocillo), se infectaron con VHSV en un volumen final de 100

pl/pocillo de medio de cultivo con 2% SFB y 20 mM MES. Veinticuatro
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horas p.i se retiraron los sobrenadantes, se trataron las células
infectadas con ap5 (2 h 4°C a una concentracion de péptido de 3 uM) se
lavaron las células con 100 pl/pocillo de PBS™y se indujo la fusién entre
las células infectadas afiadiendo 100 pl/pocillo de medio de fusion
(RPMI-1640, 2 % de SFB 20 mM HEPES y 20 mM MES) a diferentes
pH (5.5-8.0). Tras 30 min incubacién a 14°C, las células se lavaron con
100 pl/pocillo de PBS™ y se incubaron durante 2 h 30 min a temperatura
ambiente con 100 ul/pocillo de medio de fusion a pH 7.5. Finalmente, las
células se fijaron durante 15 min con 100 pl/pocillo de metanol frio y se
dejaron secar a temperatura ambiente y se tifieron durante 30 min en
oscuridad con un soluciéon en PBS™ del colorante Giemsa (Merck) 5
mg/ml (Estepa and Coll, 1997; Rocha et al., 2004b). La extension de la
fusion se estimo por recuento con un ocular 20x de un microscopio
invertido (Leica DM IRB) del numero de nucleos en sincitios de tres o
mas nucleos. Se contaron unos 10.000 nucleos/pocillo. Los sincitios se
fotografiaron con una camara digital (Leica DC 250) acoplada al

microscopio invertido.

e Formacion de sincitios mediada por la Gyysy presente en
la superficie de los viriones (“fusion from without”)

Células EPC crecidas hasta 100 % confluencia en pocillos de
placas de 96 pocillos se incubaron durante 1 h a 4 °C con 2.5 x 10°
ffu/célula de VHSYV tratado o no de manera previa a la infeccion con ap5
(4 ha 14 °C con 3 yM) en un volumen final de 100 ul/pocillo de medio de
cultivo con 2% SFB. Tras tres lavados con PBS pre-enfriado 4 °C para
retirar el virus no unido, se indujo y valoré la fusién tal y como se
describe en los ensayos de formacién de sincitios entre células
infectadas con VHSV.

3.4.15. Translocacién de PS inducida por el frg 11 de la cara
interna a la externa de la membrana plasmatica.

La exposicion de PS inducida por el frg11 se analizé por
citometria de flujo y microscopia de fluorescencia en células EPC que

como cualquier membrana biolégica modelo presenta una distribucion



asimétrica del contenido en PS (mayoritario en la cara interna) [Estepa,
2001 #1513].Células EPC crecidas hasta 100 % confluencia en pocillos
de placas de 24 pocillos se incubaron durante 1 h a 14 °C con diferentes
concentraciones de frg11en un volumen final de 300 ul/pocillo de RPMI
1640 (sin bicarbonato tamponado con 20 mM HEPES y 20 mM MES a
pH 6. No se realizaron incubaciones con medio de cultivo a pH inferiores
para evitar que las células se desprendieran de los pocillos. La
exposicion de PS en la cara externa de la membrana plasmatica se
estimo incubando las células tratadas con el frg11 durante 15 min con
10 yg/ml anexina V marcada con fluoresceina FITC (Clontech) y 5 ug/mli
de ioduro de propidio (IP). Se utilizd IP para no contabilizar en el
analisis, si las hubiere, células en apoptosis que también PS en la cara
externa de la membrana. Tras la tincidn, las células se lavaron tres
veces con PBS+ y levantaron de los pocillos con PBS” 10 mM EDTA. La
fluorescencia asociada a 25000 células/pocillo se estimdé con el
citometro de flujo (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) y el programa
Expo 32. La fluorescencia de células EPC no tratadas con frg11 se
consideré el fondo de fluorescencia. Las células con fluorescencia
positiva se definieron como aquellas con una fluorescencia mayor que la
fluorescencia del 95 % de las células EPC no tratadas con frg11 y que
ademas fueran IP" (células anexina V-FITC® IP"). El porcentaje de
células IP" no superé el 8 % del total. Ademas, las células se
visualizaron y fotografiaron con un microscopio invertido de

fluorescencia (Leica DM IRB) equipado con camara digital (DC 250).

3.5. APROXIMACION A LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL
DE LA Gynsv.

La aproximacion a la estructura tridimensional de la GVHSV se obtuvo
por alineamiento/superposicion de la secuencia de aa de la GVHSV y
Gysy a partir de los datos de la estructura tridimensional de la Gysy a pH
acido obtenidos por cristalografia de rayos X (Roche et al., 2006). Se
utilizé el archivo pdb correspondiente a la Gysy del Banco de datos de
estructuras tridimensionales de proteinas RCSB
(http://www.rcsb.org/pdb/Welcome.do;jsessionid=WV8HVsDAESnXDAqg3h

Ensayos celulares

91



Material y Métodos

92

ah8-w** ). El alineamiento se baso en las posiciones conservadas que
ocupan las C en la secuencia de las G de 14 rabdovirus pertenecientes a
géneros distintos de la familia Rhabdoviridae (vesiculovirus, lisavirus,
efemerovirus y Novirabdovirus) (Walker and Kongsuwan, 1999) que se
utilizaron como guia para alinear todas las demas posiciones. Dado que
varios alineamientos son igualmente posibles por la existencia de
posiciones vacias (gaps) en algunas regiones de la estructura, las
figuras obtenidas deben de considerarse aproximaciones de + 3 aa. Las

estructuras se visualizaron utilizando el visor de Glaxo (Swiss-Pdb viewer).
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4.1. ADECUACION DEL INMUNOENSAYO DE DETECCION DE
FOCOS A LA IDENTIFICACION DE MODULADORES DE LA
INFECTIVIDAD DEL VHSV.

Para adaptar el inmunoensayo de deteccion de focos de
infecciébn en células infectadas con VHSYV, inicialmente disefiado
(Lorenzo, Estepa, and Coll, 1996) para realizar ensayos de
neutralizacion de VSHV con anticuerpos, a un ensayo que permitiera la
identificacion rapida de compuestos con capacidad de modular la
infectividad del VSHV (cribado de gran numero de muestras), se
determind en primer lugar los tiempos de infeccidon 6ptimos no solo para
detectar y cuantificar los focos de infeccion (numero de focos) sino
también para estudiar la evolucién/desarrollo de la infeccion con el
tiempo (variacién con el tiempo del numero de células infectadas por
foco o tamafo de los focos).

Las infecciones se realizaron con VHSV procedente de
sobrenadante de cultivo de células EPC infectadas con VHSV, obtenido
tal y como se describe en el material y métodos y con titulo de 1 x 10°
ffu/ml. En la linea celular EPC, a la moi. utilizada y en ausencia de
moduladores, 12 h p.i., la mayoria de los focos observados en los tapices
de células infectadas, son unicelulares, lo que indica que con las
condiciones de ensayo y a este tiempo p. i. s6lo se pueden detectar las
células inicialmente infectadas (llustracion 21, llustracion 22B) y que
se necesitan tiempos mas largos de infeccion para valorar si los nuevos
viriones producidos son capaces de infectar las células vecinas.
Veinticuatro h p.i. ya se observan focos formados por varias células
infectadas, siendo el tamafio medio de foco de unas 20-30 células
(Figura 21, 22C). Asi pues, 24 h p.i pude evaluarse con este ensayo si
los viriones producidos a partir de las células inicialmente infectadas son
infectivos. A 36 h p.i., se observaron focos con un ndmero muy elevado
de células infectadas (100-110 células/foco) pero también otros con un
numero reducido de células infectadas (1-10 células/foco) (llustracién
21, llustracion 22D). Este dato indica que a este tiempo de infeccién
aumenta el tamafio de los focos iniciales y que los viriones producidos

infectan células alejadas de los focos iniciales de infeccion dando lugar



a nuevos focos unicelulares o con un numero reducido de células
infectadas. A partir de la 48 h p.i. (llustracién 22E, F) no se detectan
focos ya que toda la monocapa celular aparece infectada y ya es

evidente el efecto citopatico.
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A partir de estos resultados, se seleccioné el tiempo de infeccion
de 24 h para ensayos de cribado, ya que de entre todos los tiempos p.i.
ensayados en los que se detectan focos formados por varias células
infectadas, fue el que mostré una homogeneidad mayor en el tamafo de
los focos de infeccién. Una vez optimizada la duracién del ensayo de
cribado, se procedid a determinar cual seria en numero medio de
focos/pocillo (numero de unidades infectivas de VSHV por célula con las
que se deberia realizar la infeccion) necesario, que ademas fuera
estadisticamente significativo, para poder evaluar la actividad de los
posibles inhibidores/activadores, teniendo en cuenta que, i) si el nUmero
era muy pequefo en presencia de cualquier inhibidor, por muy baja que
fuera su actividad, no se observarian focos Yy ii) si el nUmero era muy
elevado en presencia de un activador seria imposible cuantificar los
focos porque toda la placa estaria tefiida. Con este propdsito, se
realizaron ensayos de infeccion con VHSV a diferentes moi y se
cuantifico a cada una de ellas 24 h p.i., tanto el nimero de focos como el
numero de células infectadas/foco. El nUmero de focos/pocillo detectado

aumenté progresivamente en el rango de moi comprendido entre 1 x 10°®

Figura 21. Estudio de Ia
evolucién/desarrollo de los focos
de infecciéon con el tiempo.
Células EPC se infectaron con
VSHV (m.o.i.1.5x10-3 pfu) a 14 °C
de 12 a 60 h. Después, las
monocapas de células infectadas
se fijaron y se tifieron con el AcMo
anti-NVSHV 2C9 y DAB. Se
muestra el numero de focos por
rango de tamafio expresado como
un porcentaje segun la férmula:
numero de focos del rango /
numero de focos totales x 100. El
numero total de focos analizados
fue de 125 en las infecciones a 12
h (-=A--) y de 150 para las
infecciones de 24 (—@—) y 36
(-=V--) h. No se muestran las
distribuciones de tamafio de foco
de la infecciones de 48 y 60 h, ya
que al estar la monocapa
totalmente tefida, no se pudieron
distinguir focos de infeccion. Los
tamafios se agruparon en los
siguiente rangos: 1 (1célula/ foco),
2 (2 células/foco), 4 (3-5
células/foco), 8 (6-10 células/foco),
16 (11-21 células/foco), 32 (22-42

células/foco), 64 (43-85
células/foco), 128 (86-170
células/foco), 256 (>170
células/foco).
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llustracién 22. Aspecto de tapices de cé€lulas EPC infectadas con VHSV a distintos tiempos p.i. Células
no infectadas (A),Células infectadas, 12 h p.i. (B), 24h p.i. (C), 36 h p.i. (D), 48 h p.i. (E) y 60 h p.i. (F) .



y 1.5 x 107 pfu/célula, observandose ya infeccion completa del tapiz
celular a la moi. de 1 x 10 pfu/célula (llustracién 23). Ademas, en este
rango de moi se observo una gran homogeneidad en cuanto al tamafio,
ya que casi todos tenian de 20-40 células infectadas/foco (llustracion
24).

A partir de estos resultados, para realizar los ensayos de cribado
basados en infectividad, se seleccioné la moi de 1 x 10™ pfu/célula (50-
100 focos/pocillo) sin descartar que tuvieran que utilizarse moi superiores
en el caso de encontrar inhibidores de la infectividad de VHSV muy

eficaces.
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llustracién 24. Variacion del tamano de los focos en fucion de la moi Celulas
EPC se infectaron con VHSV a distintas m.o.i. y 24 h p.i. se cuantifico el nimero de
células infectadas/ foco con el inmunoensayo de decteccion de focos El numero de
focos para cada rango de tamarfo se expresé en pocentaje segun la férmula:
numero de focos del rango / nimero de focos totales x 100. El numero total de
focos analizados fue, 22 para la m.o.i. 1x10-5 pfu (==A==), 49 para la la m.o.i.
1x10-4 pfu (—@—), 42 para la m.o.i. 1x10-3 pfu (—M—), 100 para la la m.o.i.
1.5x10-3 pfu (==O=-=) y 45 para la la m.o.i. 1x10-2 pfu (==V'--).. Los tamafios de
los focos de infeccién (numero de células tefiidas/foco) se agruparon en los rangos
descritos para la llustracion 22.
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llustracién 23. Variacion del
numero de focos/pocillo en
fucion de la moi. Celulas EPC se
infectaron con VHSV a distintas
m.o.i. y 24 h p.i. se cuantifico el
numero de focos/ pocillo que se
detectaban utilizando el
inmunoensayo de decteccion de
focos Los datos corresponden a Se
las medias y desviaciones estandar
del numero de focos/pocillo de 2
experimentos distintos cada uno de
ellos realizado por triplicado
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4.2. INFLUENCIA DEL pH DEL MEDIO EN LAS INFECCIONES
IN VITRO CON VHSV.

Una vez establecidas las condiciones experimentales (tiempo de
infeccién y moi) 6ptimas del inmunoensayo de deteccién de focos, se
procedié a evaluar si cambios en el pH del medio podian, en alguna
medida, variar los resultados del ensayo (numero y tamano de focos de
infeccién), y ser los responsables de las variaciones ‘“inter-ensayo”
observadas en algunas ocasiones en el laboratorio. Ademas, trabajos in
vitro muy antiguos sobre la infectividad de los rabdovirus [Fiszman, 1974
#3246] sefalan al pH de medio de cultivo como un posible inhibidor de la

replicacion estos virus en cultivo celular.

4.2.1. Variacion del numero y tamaino de los focos de
infeccion en funcion del pH del medio

Para evaluar el efecto del pH del medio de cultivo en el nimero y
tamanio de los focos de infeccion, células EPC se infectaron durante 24 h
a 14°C con VHSV a una moi de 1,5 x 10 pfu en un volumen final de
100ul de medio de cultivo a distintos pHs. Los resultados obtenidos
muestran que en estas condiciones experimentales, el mayor numero de
focos de infeccion (334 + 30.75 ffu/pocillo) y el mayor tamarfio de foco
(10-20 células/foco) se obtiene cuando las infecciones se realizan a pH
7,5 (llustracion 25).

A pH superiores o inferiores a 7,5 la infectividad del VHSV se vio
claramente inhibida, ya que el numero de focos fue menor, siendo la
disminucién siempre mas acusada a pH acidos que basicos. Asi, el
numero de focos disminuyo un 50% a pH 6.5 y el tamafio medio de foco
pas6 de 10-20 a 1-2 células/foco. A pH 6.0-5.5 tan s6lo se detectaron
~10 focos/pocillo también de 1-2 células/foco. Igualmente, el aumento
del valor del pH del medio de 7,5 a 8 también redujo ~ 50 % el numero
de focos aunque el tamafo de foco se mantuvo en 10-20 células/foco

(llustracion 25).

Para investigar que etapa/s de infeccion estaban siendo

alteradas por efecto del pH se escogieron como representativos los pH



de 7.5 (pH fisioldgico) y 6.5 (pH acido)
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4.2.2. Influencia del pH en la unién del VHSV a la superficie de
las células (adsorcion).

La influencia del pH en la unién del VHSV a células EPC
(llustracion 26) se valoro directamente, cuantificando por citometria de
flujo el numero de células fluorescentes que se obtenia tras incubar las
células durante 2 h a 4°C con VHSV marcado con biotina (VHSVg) a pH
7, 5y 6,5 e indirectamente, titulando el virus que quedaba en los
sobrenadantes de infeccion tras la adsorcién a esos dos pH (virus no

unido tras 2 h de incubacién a con las células a 4°C).

llustracién 25. Variacion del
nuamero y tamano de los focos de
infeccién en funcién del pH del
medio.Células EPC se infectaron
con VSHV a distintos pH y 24 h p.i
se procedio al recuento del numero
(A) y tamafio (B de los focos de
infeccién. Los tamarios de los focos
se agruparon en los siguientes
rangos:1 (1 célula/ foco), 2 (2
células/foco), 4 (3-5 células/foco), 8
(6-10 células/foco), 16 (11-21

células/foco), 32 (22-42
células/foco), 64 (43-85
células/foco), 128 (86-170
células/foco), 256 (>170

células/foco). Los datos referidos a
el numero de focos son la media de
dos experimentos cada uno
ralizado por hexaplicado. El tamafio
de foco se expresa en porcentaje
de acuerdo con la formula: numero
de focos del rango / nimero de
focos totales x 100. ==A=-= pH 6.0.
—@— pH 6.5. —/[J— pH 7.5.
-=0== pH 8.0.
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llustracion 26. Influencia del
pH de medio de cultivo en la
unién del VHSYV a células EPC. A,
Células EPC se incubaron a 4 °C
con VSHVg en medio a pH 6.5 o
pH 7.5 y tras 2 h se retiraron y
guardaron los sobrenadantes de
infeccién y se cuantifico el nimero
de células fluorescentes (células
con el virus unido a su superficie) a
ambos pH. Se representan las
medias y desviaciones estandar de
2 experimentos realizados por
duplicado. B, Los sobrenadantes
de infecciébn del ensayo A se
titularon utilizando el inmunoensayo
de deteccion de focos. Para ello, el
pH de los sobrenadantes de las
infecciones a pH 6,5 tuvo que se
primeramente reajustado a pH 7,5.
Los resultados se expresan en
porcentaje de acuerdo con la
férmula: numero de ffu en el
sobrenadante / numero de en el
inéculo  inicial x  100. Se
representan las medias y
desviaciones  estandar de 2
experimentos realizados por
duplicado. pH 6.5 (—@®—), pH 7.5
(—O=-).
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En contra de lo esperado, a pH 6.5 el porcentaje de células
fluorescentes (30.11 + 1.83 %) fue ~1.4 veces superior al obtenido a pH
7.5 (20.4 + 0.86 %) (llustraciéon 26A), resultado que en principio para
indicar que a pH ligeramente acido la unién del VHSV a las células EPC
es algo mas eficaz. Este dato fue posteriormente confirmado cuando se
valoré cuanto VHSV, respecto al inéculo inicial que fue incubado con las
células a pH 7,5 o 6,5 durante 2 h 4°C, permanencia en los
sobrenadantes de infeccion. Los porcentajes de VSHYV recuperado en los
sobrenadantes con respecto al indculo inicial fueron de ~ 53 % a pH 7.5
y ~ 40 % a pH 6.5 (llustracién 26B) independientemente del titulo del

inéculo inicial con el que se realizé la infeccion.
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Teniendo en cuenta los resultados de los dos ensayos
anteriores, parece posible concluir que la adsorcién VHSV-célula no se
ve sustancialmente afectada por el pH acido y que por lo tanto, la
inhibicion de la infectividad del VHSV por el pH debe ocurrir en alguna

otra etapa del ciclo de replicacién de este virus.

4.2.3. Influencia del pH en la propagacion in vitro de la
infeccion

Para analizar la posible influencia del pH en la propagacién del VHSV
desde las células inicialmente infectadas a las adyacentes, se estudio la

evolucién temporal del tamafio de los focos de infeccién en infecciones in



vitro realizadas a pH 7.5y 6.5. Para ello y con el propdsito de evitar las
pequefas diferencias observadas a pH 6,5 y 7,5 en la etapa de
adsorcion (llustracién 26A, B) en estos ensayos de infectividad, la
adsorcion se hizo siempre a pH 7,5. El tamafo de los focos se analizo a
12, 24, 48, 60 h p.i. En las infecciones a pH 7,5 (llustraciéon 27B), el
numero de células infectadas/foco aumenté progresivamente con el
tiempo de infeccion de manera que 12 h p.i. la mayoria de los focos
contenian 1-2 células infectadas/foco; 24 h p.i. 10-20 células/foco, 36 h
p.i. 50-70 células/foco y partir de las 48 h p.i. ya no podian distinguirse

focos individuales (toda las células de la monocapa estaban infectadas).
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A pH 6.5 (llustracion 27A), el tamano medio de foco (1-2 células/foco)
se mantuvo constate a todos los tiempos p.i. estudiados, lo que parece
indicar que el virus es incapaz de propagarse desde las células
inicialmente infectadas a las vecinas. Resultados similares fueron
obtenidos cuando en vez de la linea celular EPC se emple6 en los

ensayos, la linea celular de origen fibroblastico RTG-2 (datos no

llustraciéon 27. Influencia del pH
en la propagacion in vitro de las
infecciones de VHSV. Células
EPC se infectaron a pH 7,5 con
VSHV (m.o.i. 0.01 ffu) durante 2 h a
14 °C. A continuacién se lavaron
las células para retirar el virus no
unido y se adiciono a las células
infectadas medio fresco a pH 7.5
(B) o 6.5 (A). Las infecciones se
dejaron transcurrir durante 12, 24 y
36, 48 y 60 h. Los resultados se
expresan como porcentaje del
numero focos en funcién del
tamafio de foco, calculado como:
numero de focos de un rango de
tamafio / nimero de focos totales x
100. Los datos se obtuvieron a
partir de dos  exprerimentos
independientes  realizados  por
duplicado y el numero de focos
contados a cada tiempo y pH fue
de 88-150 entre los dos
exprerimentos. Infecciones a pH
6.5: 12 h pi. (—O—), 24 h p.i
(—O=—), 36 h p.i. (—@—), 48 h p.i.
(—®—) y 60 h p.i (—S=—) .
Infecciones a pH 7.5: 12 h p.i.
(—=—), 24 h p.i. (—7—) y 36 h p.i.
(—M—) . El numero de células por
foco se agrup6é en los siguiente
rangos: 1 (1célula/ foco), 2 (2
células/foco), 4 (3-5 células/foco), 8

(6-10 células/foco), 16 (11-21
células/foco), 32 (22-42
células/foco), 64 (43-85
células/foco), 128 (86-170

células/foco) y 256 (>170
células/foco).
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mostrados). Por lo tanto, el efecto del pH acido sobre la infectividad del
VHSV es independiente de la linea celular utilizada.

La influencia del pH en la propagacion in vitro del VHSV se
confirmé analizando 7 dias p.i. el titulo de VHSYV intra y extracelular de
infecciones realizadas a pH 7,5 y 6,5 y de infecciones en las que el pH
del medio durante el periodo de adsorcién fue distinto al pH del medio
durante el resto del tiempo de infeccién. En la Tabla 3 se muestran las
combinaciones entre pHs de adsorcion y de infeccion utilizadas para el

estudio.

Tabla 3. Titulo de VSHV en los sobrenadantes y asociado a
células procedente de infecciones realizadas a distintas

combinaciones de pHs de adsorcion e infeccion

. ™
VHSV (ffu/ml)?
pH
Adsorcion
+ Lisado Lisado Efecto
iy Sobrenadante o e o
Infeccién celular celular,% citopatico
6.5+ 6.5 2.5x 108 2.7x103 52.90 -
6.5+7.5 3.0x 108 8.0 x 104 <0.0003 +++
75+7.5 2.5x 108 <1.0x10° <0.0004 +++
7.5+ 6.5 6.7 x 103 5.9x 103 45.38 -
N J

?Células EPC se incubaron durante 2 h a 142C con VHSV (m.o.i 0.01), a pH 7.5 0 6.5
(adsorcién.). Transcurrida la incubacién se retiraron los inéculos se lavaron las células
y se afiadié medio fresco a pH 7.5 o0 6.5. Siete dias p.i., sobrenadantes y lisados de
células infectadas se titularon. Antes de titular, el pH de todas las muestras se
reajusto a pH 7.5. El porcentaje de virus asociado a células se calculo de acuerdo con
la formula: Los porcentajes se calcularon segun la formula: ffu en lisado celular / ffu
sobrenadante + ffu lisado celular x 100.

Independientemente del cual hubiera sido el pH durante la
adsorcion, cuando las infecciones trascurrieron a pH 7,5, al cabo de 7
dias siempre habia efecto citopatico (~ 95 % de lisis celular) y
practicamente todo el virus detectable estaba en el sobrenadante de
infeccién (virus extracelular) (Tabla 3). Por el contrario, cuando las
infecciones trascurrieron a pH 6,5, aunque el pH durante la adsorcion

hubiera sido 7,5, no se observd nunca efecto citopatico y ~50 % del



VHSYV detectable estaba asociado a células (virus intracelular). Ademas,
la produccién total de virus (intracelular mas extracelular) fue ~ 10* veces
menor en las infecciones realizadas integramente a pH 6,5 en
comparacion con las realizadas integramente a pH 7,5 (Tabla 3).

Los resultados de estos experimentos confirman que son etapas
del ciclo de multiplicacién de VHSV posteriores a la adsorcion las que se
ven alteradas como consecuencia de la disminucién del pH del medio de

cultivo a valores inferiores de 7,5.

4.2.4. Andlisis de la presencia de las proteinas del VHSV en
células infectadas a pH 7.5y 6.5

En un intento por esclarecer como una ligera acidificacion del
medio de cultivo impedia la propagacion célula-célula del VHSV, se
analizé si en las células infectadas a pH acido, y en comparacion con las
infectadas a pH neutro, se expresaban y acumulaban de igual manera
las proteinas del VHSV. El analisis se llevd a cabo por western blot a
partir de células infectas con VHSV (moi, 10 ffu) a pH 7.5 0 6.5 durante
24 h. Se utilizd una moi de infeccion muy alta para aumentar la
posibilidad de que todas las células se infectaran y asi estar seguros de
que en el caso de encontrar diferencias entre ambos pH, estas no se
debieran a que a pH 6.5 no habia reinfeccion desde las células
inicialmente infectadas.

Transcurrido el tiempo de infeccidon, los extractos celulares
recogidos se separaron en geles de electroforesis de poliacrilamida que
se transfirieron membranas de nylon. Para detectar las proteinas de
VHSV se utilizd6 un AcPo anti-VSHV y AcMos anti- cada una de las
proteinas del virus a excepcién de la L (la polimerasa) (llustracién 29).
No se encontraron diferencias significativas en la presencia de Nyspy
entre las células infectadas a pH 6,5 y pH 7,5 aunque si en la presencia
de las proteinas GVHSV, M1yspv Y M2yshy, que fue siempre menor en
las células infectadas a pH 6.5 (llustracién 29). Concretamente, 1.6, 2.2
y 3.6 veces menor a pH 6.5 que a pH 7,5 para las GVHSV, M1ygyy ¥

M2yshv, respectivamente (llustracion 30).
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llustracién 29. Influencia del pH
en la presencia de las proteinas
del VSHV en células infectadas.
Células EPC crecidas en frascos
de cultivo de 600 cm2 se infectaron
con VSHV a 10 ffu/célula durante 2
h a 14 °C a pH 7.5. Después se
retiraron los in6culos 'y las
monocapas se incubaron a pH 6.5
o0 pH 7.5 durante 24 h a 14 °C. El
analisis de la presencia de proteina
viricas en las células infectadas se
por Western-Blot utilizando el AcPo
B (A), el AcMo anti-Gysny 116 (B), el
AcMo anti-Nysy 2C9 (C), el AcMo
anti-M1ysyy 1C10 (D) o el AcMo
anti—MZVSHV 4E4 (E) A, B, C, D, E,
Fotografias representativas de un
experimento. Calle 1, infecciones a
pH 6.5. Calle 2, infecciones a pH
7.5
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llustracién 30. Influencia del pH
en la acumulacion de proteinas
del VSHV en las células
infectadas. Densitometria
(inmunoreactividad) de las bandas
del Western blot mostrado en la
figura llustracion 29A. Los
resultados se expresan en
porcentaje de acuerdo con la
férmula: area de cada proteina /
area de Nysyy @ pH 7.5 x 100. Se
representan las medias y
desviaciones estandar de las
densitometrias de 2 ensayos
independientes. Barras negras,
infeccion a pH 6.5. Barras blancas,
infeccion a pH 7.5.
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Para determinar si la disminucion y alteracion de las
proporciones relativas de las proteinas de VSHV a pH 6.5 se
correspondia también con alguna alteracion de los ARNm que para ellas
codifican, se analizo por RT-PCR en células infectadas a pH 7.5y 6.5
con VHSV la presencia de los ARNm correspondientes a Nyspy y GVHSV
(como los mas representativos). Después de densitometrar la bandas
correspondientes a los ADNc amplificados a partir de geles de agarosa,
se observé que mientras la intensidad de la banda correspondiente al
ADNCc de la Nysyy se mantuvo constante a pH 7.5 y 6.5, la del cADN de
la Gynsy fue 2.8 veces inferior a pH 6.5 (datos no mostrados). Por lo
tanto, la menor presencia de Gyysy en las células infectadas a pH 6.5 se
debe a una menor presencia de transcritos de estas proteinas en estas

células.

4.2.5. Expresion y capacidad fusogénica de la Gyuysy presente
en la membrana de células infectadas con VHSVapH 7.5y 6.5

Para investigar si la disminucién en la acumulacion de la Gyusy
en las células infectadas a pH 6.5 se correspondia también con una
menor presencia o una ausencia de Gyysy en la membrana plasmatica de
estas células, que claramente implicaria la produccion de viriones con
una capacidad infectiva muy reducida, la expresion de la Gyusy se
analizé por inmunofluorescencia en células fijadas con parafolmaldehido.
Para ello, células EPC y RTG-2 se infectaron a pH 6.5 0 7.5 con VHSV y
24 h p.i. en las células EPC y 36 h p.i. en las células RTG-2, se realiz6 la
inmunofluorescencia utilizando un céctel de AcMo anti-GVHSV (AcMo
lineal 116 + el AcMo conformacional 3F1A12) o el AcMo conformacional
3F1A12.

Con el coctel de AcMo anti-Gynsy se observé en ambas lineas
celulares que las células infectadas expresaban G en la membrana tanto
a pH 7.5 como a pH 6.5 (llustracion 31ABEF). Sin embargo, mientras
que a pH 7.5 las células que expresaban Gyysy formaban parte de focos
de infeccién, a pH 6.5 eran células aisladas (llustracién 31AE). Por el
contrario, con el AcMo conformacional 3F1A12 sdélo se detectaron

células expresando Gynsy en la membrana en células infectadas a pH 7.5



llustraciéon 31. Expresién de la Gysyy en la membrana de células infectadas con VHSV a pH 7.5 y 6.5.
Células EPC (A, B, C, D) y RTG-2 (E, F) se infectaron con 0.01 ffu de VSHV a pH 6.5 (A, C, E) o a pH 7.5 (B,
D, F) durante 24 h para las células EPC y 36 h para RTG-2, . Las monocapas se fijaron con Citofix (4%
paraformaldehido) y la expresion de la Gysyy en la membrana de las células infectadas se detecté con una
mezcla de AcMo anti-Gysyy 110+3F1A12 (A, B, E, F) o con el AcMo anti-G 3F1A12 (C, D) y Ac anti-Igs de
raton-FITC.
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llustracion 32. Reconocimiento
de la Gyswwy con los AcMo
conformacionales C10 y 3F1A12
a diferentes pH. Pocillos se placas
de ELISA de 96 pocillos se
tapizaron durante toda la noche a
14 °C con 1 ug/pocillo de VSHV
concentrado. Después de bloquear,
los pocillos se incubaron durante
30 min en ausencia de AcMo a pH
65 (—@®—) o pH 7.5 (—W—) y
después 60 min en presencia del
AcMo C10 o el AcMo 3F1A12 a
diferentes pH. Se representan los
valores de AbS192-620nm en
porcentaje obtenidos segun la
formula: AbSsgz.620nm @ cada pH /
AbS492_320nm a pH 7.5 x 100. Los
datos son medias y desviaciones
estandar de 3 experimentos
independientes realizados por
duplicado. Una vez restados los
fondos de pocillos sin tapizar, el
valor de AbS49.620nm Obtenido a pH
7.5 fue de: 1.2 + 0.1y 1.25 +0.13
para el AcMo C10 y el AcMo
3F1A12, respectivamente.
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(llustraciéon 31D), lo que sugiere que la Gyysy expresada en la
membrana de las células infectadas a pH 6.5 tiene alterada su
conformacion. En ensayos de ELISA con VSHV en fase sodlida se
confirmé que el reconocimiento de la Gypsy por los AcMo
conformacionales C10 y 3F1A12 fue mayor a pH 7.5 que a 6.5

(llustracion 32).
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La posible alteracion de la conformacion de la Gynsy expresada
en la membrana de las células infectadas a pH 6.5 se valoré analizando
su capacidad para mediar fusién a pH acido en tapices de células
infectadas (“fusion from within”) a distintas moi. La fusion se estimo
utilizando ensayos de formacion de sincitios. No se detectaron sincitios a
pH 6.5 independientemente de la moi utilizada mientras que a pH 7.5, el
numero de nucleos en sincitios aumento progresivamente con la moi y
fue del 100% (todas las células fusionadas) a una moi de 0,1 ffu
(llustraciéon 33A). La pérdida de capacidad fusogénica de la Gypsy a pH
6.5 se pudo recuperar tras ajustar el pH a 7.5 e incubar las células
durante 5 min a 14°C (llustracion 33B), lo que confirma que la
ausencia de fusion a pH 6.5 se debe a una alteracion de la conformacion
de la Gyusy, ¥ que a pH 6.5 la Gyysy Se expresa y se localiza en la

membrana de las células infectadas..



Como conclusioén, la inhibicion de la infectividad de VHSV a pH
6.5 ocurre, ademas de por una alteracién de las proporciones relativas
de las proteinas de VSHV en las células infectadas que reduce la
cantidad de viriones producidos, por una inactivacion directa por el pH
del medio de la Gypsy presente en la superficie de los pocos viriones que

salen de estas células.
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4.2.6. Reversibilidad del cambio conformacional a pH 7.5y 6.5

Si el efecto del pH 6.5 sobre la conformacion de la Gynsy que
conduce a su perdida de capacidad para mediar fusién se revertia tras
una corta incubacién a pH 7.5, es de suponer que los viriones que se
producen a partir de las infecciones a pH 6,5 pudieran recuperar su
infectividad de manera anéloga. Para verificar esta hipoétesis, se llevaron
a cabo infecciones a pH 7.5 0 a 6.5 en las que 12 h p.i. se variaba el pH
del medio a 6.5 o 7.5 respectivamente. Tras el cambio de pH las células
infectadas se incubaron a 14°C por un periodo adicional de 12 h.
Independientemente del pH inicial de infeccién (llustracion 34A, B), sélo
en las infecciones que transcurrieron a pH 7.5 durante las ultimas 12 h
de incubacion (llustracion 34E, F) se pudo observar que la infeccion se
propagaba desde las células inicialmente infectadas a las adyacentes y

por lo tanto aparecian focos de infeccion formados por varias células

llustracién 33. Fusion célula-
célula mediada por la Gyusy a pH
dcido entre  células EPC
infectadas con VSHV a pH 7.5 y
6.5. A, Células EPC crecidas en
placas de 96 pocillos se infectaron
con 0.02 ffu/célula de VSHV a pH
7.5 0 6.5 a 14 °C,. Veinticuatro h
p.i., se lavaron y se incubaron las
células infectadas durante 30 min
con medio de fusion pH 6 para
inducir la fusién. Después las
células se incubaron durante 2 h a
20 °C con medio de fusiéon pH 7.4.
Las monocapas se lavaron y se
fijaron con metanol y se tifieron con
Giemsa. Los resultados se
expresan en porcentaje calculado
segun la formula: numero de
ntcleos en sincitios / numero de
nucleos totales x 100. Los datos
son las medias y desviaciones
estandar de 2 experimentos
independientes realizados por
triplicado. —M—, pH 7.5. —@— pH
6.5. B, Porcentaje de fusion
obtenido en infecciones similares a
pH 7.5 0 pH 6.5 donde antes de la
fusioén, el pH se revirti6 a 7.6 (+) o
no (-) durante 5 min a 14 °C. Se

representan las medias y
desviaciones estandar de 2
experimentos independientes

realizados por triplicado.
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llustraciéon 34. Reversibilidad de la inhibiciéon de la infectividad del VSHV por pH 6.5. Células EPC
crecidas en placas de 96 pocillos se infectaron con VSHV a (moi 0.01 ffu/célula) a pH 6.5 (A, C, E)oa pH 7.5
(B, D, F) . Doce h p.i las células infectadas se fijaron con metanol (A, B), se incubaron durante 12 h mas a pH
6.5 (C, D) o pH 7.5 (E, F). Después, las monocapas C, D, E y F se fijaron con metanol y se tiferon con AcMo
anti Nysny 2C9 y DAB. Las fotografias son representativas de uno de los dos experimentos realizados. Dentro
de cada experimento, cada una de las condiciones de infeccion se ensay6 por triplicado .




infectadas. Por el contrario, aunque las infecciones se realizaran
inicialmente a pH 7,5y 12 p.i. se observaran ya focos de infeccion, estos
focos no aumentaban de numero y/o tamafo si las 12 dltimas h de
infeccion transcurrian a pH 6.5 (llustracion 34C, D). En consecuencia
con estos resultados, podemos afirmar que el efecto del pH en las

infecciones in vitro con VHSV es reversible.

4.3. MODULADORES EN LA SECUENCIA DE AMINO ACIDOS
DE LA Gyusv
4.3.1. Cribado del pepscan de péptidos de 15-mer

Con el propésito de identificar posibles péptidos del VHSV
inhibidores/estimuladores de la infectividad de su VHSV, se disefié y
sintetizd6 un pepscan consistente en 51 péptidos de 15-mer solapantes
en 5 aa derivados de la secuencia completa de la GVHSV. El cribado de
dicho pepscan se realizd por ensayos de focos utilizando 4 tipos de
incubaciones: i) incubacién VHSV-péptido a pH 7.4 antes de la infeccion,
ii) incubacién VHSV-péptido a pH 5.6 antes de la infeccidn, iii) incubacion
células EPC-péptido antes de la infeccion y iv) incubacion células EPC-
péptido después de la infeccién. Las infecciones se realizaron a 14 °C,
pH 7.5 durante 24 h y sin retirar los inéculos/péptidos durante la
infeccion.

Tras realizar las incubaciones del VHSV a pH 7.5 o0 5.6 con los
péptidos 15-mer no se pudo identificar ningun péptido con capacidad
inhibitoria de la infectividad del VHSV. Por el contrario vy
sorprendentemente, en ambos tipos de incubaciones solo se
identificaron secuencias capaces de aumentar la infectividad del VHSV.
En los ensayos con incubacion VHSV a pH 7.5 se identificaron 7
secuencias donde se obtuvo de 2 a 2.5 veces el numero de focos
obtenido con VHSV (43 + 12 ffu/pocillo). Estos 7 péptidos fueron los aa
79-93, 99-113, 199-213, 199-213, 219-233, 239-253 y 379-393
(llustracion 35A). En los ensayos con incubacion VHSV-péptido a pH
5.6, el numero de péptidos estimuladores se redujo a los aa 99-113
(p24), 199-213 (p25) y 359-373 (p26). El numero de focos obtenido en

presencia de estos péptidos fue de 4 a 5 veces el numero de focos
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llustracién 35. Ensayo de focos
VSHV del pepscan de péptidos
de 15-mer de la Gysyv. Las
monocapas de células EPC en
placas de 96 pocillos se infectaron
(100ud/pocillo) con VSHV en
presencia o ausencia de ~ 3 uM de
péptidos de 15-mer solapantes en
5 aa correspondientes al pepscan
que cubre la secuencia completa
de la GVSHV (aa 1 a 510). El
tratamiento con los péptidos se
realiz6 durante 4 h, 14 °C y 50
w/pocillo por 4 tipos diferentes de
incubaciones: A) VSHV-péptido pH
7.4 antes de la infeccién. B) VSHV-
péptido pH 5.6 antes de Ila
infeccion. C) células EPC-péptidos
antes de la infeccién. D) células
EPC-péptidos despues de la
infeccion. Las infecciones se
realizaron a 24 h, 14 °C, pH 7.4 y
no se retiraron los indculos durante
la infeccion. Las monocapas se
fijaron con metanol y se tifieron con
el AcMo anti-NVSHV 2C9 y DAB.
Los porcentajes se calcularon
segun la férmula: numero de focos
por pocillo en presencia del péptido
/ numero de focos por pocillo en
ausencia de péptido x 100. Se
muestran las medias y
desviaciones  estandar de 2
experimentos por triplicado (A,B) o
el valor obtenido de un experimento
(C,D). El numero de focos/pocillo
en el control de VSHV fue de 43 +
12 ffu/pocillo (A), 37 + 14 ffu/pocillo
(B) y 47 + 14 ffu/pocillo (C,D).
Barras en blanco, numero de
focos/pocillo similares al control en
ausencia de péptido. Barras
coloreados, numero de
focos/pocillo superiores al control
en ausencia de péptido.
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14 ffu/pocillo) (llustracién 35B). Estos

infectividad de VHSV se caracterizaron por el

mantenimiento del tamafo de los focos (datos no mostrados).
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En los ensayos con incubacién VHSV-péptidos a pH 7.5 con las

células EPC antes de la infeccion (llustracién 35C) o después de la

infeccion (llustracion 35D), no se detectaron variaciones en el niumero
de focos de VHSV (47 + 14 ffu/pocillo).



Debido a que la mayor estimulacién de la infectividad del VHSV
se obtuvo cuando la incubacion VHSV-péptido se realizé a pH 5.6 (pH de
la fusién) antes de la infeccion, los péptidos identificados podrian ser
aquellos que interaccionan con regiones expuestas en la conformacion

de la Gypsv @ pH acido y por lo tanto relacionados con la fusion.

4.3.2. Influencia del frg11 en la infectividad del VHSV

Como en trabajos previos se estudiaron fragmentos de la
GVHSYV implicados en fusion (frg11, aa 56-110) y el frg11 contenia uno
de los péptidos estimuladores identificados en el pepscan a pH 6.5 (aa
99-113), se evalué la posible estimulacién de la infectividad del VHSV del
frg11 por el ensayo de focos de VHSV disefiado para el cribado.

Confirmando estas expectativas, después de incubar 250 ug/ml
(~ 261 uM) de frg11 con VHSV a pH 5.6 antes de la infeccion, se obtuvo
7-8 veces el numero de focos obtenido con VHSV. Esta estimulacion
también se caracterizé por un aumento del nimero de focos obtenido sin
alterar su tamano (datos no mostrados). Por el contrario, ni la incubacién
VHSV-frg11 a pH 7.4 antes de la infeccién, ni la incubacién del VHSV
con el péptido que contiene la cola de poli-histidinas poliH (afiadido al
frg11 por necesidades de clonaje y para facilitar su purificacion por
cromatografia de afinidad) antes de la infeccion, mostraron alteraciones
significativas de la infectividad del VHSV a ninguna de la
concentraciones de frg11 o de poliH empleadas (0-250 pg/ml)

(llustracion 37).

e Localizaciéon del frg11 en la secuencia de aa de la Gyusy
Debido al caracter estimulador del frg11 en la infectividad del
VHSV vy su interaccion con fosfolipidos (el p2, aa 82-109, incluido en el
frg11 es el péptido de mayor interaccion con PS) (Estepa and Coll,
1996a), se estudio la localizacion estructural del frg11 en la Gysy. El
frg11 comprende la region de la Gyysy correspondiente a los aa 56-110
formado por: el p2 (contiene el principal dominio de unién a PS de la
Gvrsv Y la mitad de las heptadas no candnicas amino terminales) y el p9,

aa 58-80 (contiene la otra mitad de las heptadas no candnicas amino

e

llustracion 36. Localizacion de
los principales péptidos
activadores en la estructura de la
Gysy . : aa 99-113, p24 (verde),
199-213, p25 (rojo) y 359-373, p26
(azul).
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llustracién 37. Estimulacién de la
infectividad del VSHV por el
frg11. Las monocapas de células
EPC en placas de 96 pocillos se
infectaron (100pl/pocillo) con VSHV
en presencia o ausencia del frg11.
El frg11 se incub6é con el VSHV
antes de la infeccién durante 2 h a
14°CyapH740apH56. La
infeccién se realizd durante 24 h a
14 °C y a pH 7.4. Las monocapas
se fijaron con metanol y se tifieron
con el AcMo anti-NVSHV 2C9 vy
DAB. Los valores se dan en
porcentaje segun la férmula:
numero de focos por pocillo en
presencia de frg11 / numero de
focos por pocillo en ausencia de
frg11 x 100. Se muestran las
medias y desviaciones estandar de
3 experimentos por duplicado. El
nimero de focos obtenido en
ausencia de frg11 fue de 99.5 +
19,09 focos/pocillo. —O=—, VSHV
incubado a pH 7.4 con frg11.
—®@—, VSHV incubado a pH 5.6
con frg11. ==O=-, VSHV incubado a
pH 5.6 con poliH.
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terminales) y flanqueado por los puentes disulfuro C64-C315 y C110-
C152 (llustracion 38B). Basandose en la reciente determinaciéon de la
estructura tridimensional de la Gysy por rayos X (Roche et al., 2006) y en
el alineamiento de secuencia de aa propuesto para la G de 14 rabdovirus
animales (Walker and Kongsuwan, 1999), se ha podido comprobar que
el frg11 recorre la estructura de la Gysy de arriba abajo, recorriendo los 4

dominios propuestos (llustraciéon 38A).

o Propiedades del frg11 purificado

Para producir suficiente frg11 para experimentacion, se partio de
cultivos de E.coli recombinante inducidos con IPTG. La purificacion del
frg11 se llevé a cabo por cromatografia de afinidad sobre columnas de
Ni* y una segunda columna de Sephadex G-100. Debido a que no se
pudo eliminar del frg11 recombinante el segmento poliH ya que los
intentos de corte con enteroquinasa fueron infructuosos, se utiliz6 como
control el péptido poliH sintetizado quimicamente. Del 16 % de pureza
del frg11 inicialmente presente en el lisado bacteriano, se obtuvo un 88-
95 % de pureza en el preparado final del frg11. El rendimiento final
obtenido fue de 25-30 mg de frg11 por litro de cultivo bacteriano

(llustracién 39).
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Una vez purificado el frg11, se descubrié su tendencia a
precipitar cuando se dializaba frente a tampén citrato-fosfato pH 7.6.
Para evitar la precipitacion del frg11 recombinante se varid el pH
utilizado en la dialisis. De todos los pH ensayados (7.6, 6, 5.6, y 4), fue a
pH 4 donde se pudo obtener una concentracién por encima de 1 mg/ml,
mientras que a pH 7.6 no se superaron los 50 ug/ml. Por electroforesis
(SDS +, B-

Mercaptoetanol -), se demostré que el 94.2 % del frg11 se encontraba en

en condiciones desnaturalizantes no reductoras

forma monomérica, detectandose una banda mayoritaria de ~ 10 kDa

llustracion 38. Localizacion en la
Gyswv de dominios (D), puentes
disulfuro (A) y frg11 (B). Se
esquematiza la localizaciéon de los
dominios y el frg11 sobre la
estructura tridimensional a pH
acido de la GVSV {Roche, 2006
#2799} (Figuras a la izquierda) y
los puentes disulfuro (A) y el frg11
en la secuencia de aa de la Gysny
(B). La lIocalizacion sobre la
estructura de la Gysy se basoé en el
alineamiento de secuencia
propuesto para 14 Grabdovirus
{Walker, 1999 #201). A, Se
muestran en la secuencia lineal de
aa los dominios identificados en la
estructura tridimensional de la
Gysy. m® Dominio |. m® Dominio Il
de trimerizacion. s, Dominio Il de
PH. , Dominio IV de fusion. O, C
conectadas por lineas que unen los
puentes disulfuro propuestos en la
Gysmyv- B, Localizacién y secuencia
del frg11 aa 56-110 de la GVSHV.
(mm), compuesto por los péptidos p2
y p9. Los numeros indican el aa
con el que empieza cada regién de
la Gyshv-
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llustracion 39. Expresion y
purificacion del frg11. Fotografia
de un gel de poliacrilamida tefiido
con azul de Coomassie, obtenido
tras la expresion y purificacion del
frg11, tal y como se describe en
material y métodos. Las muestras
se tomaron a 0, 6 y 24 h de
incubacién de las bacterias E.coli
recombinantes en ausencia y en
presencia de IPTG. M, marcadores
en KDa. frg11, después de la
purificaciéon  por columnas de
afinidad.
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(10.3 KDa tedricos). El resto se encontraba en forma multimérica,
probablemente como consecuencia de la formacion de puentes disulfuro
intercatenarios: 2.7 % de dimeros, 1.9 % trimeros y 1.1 % formando
agregados no resueltos en la electroforesis. Por el contrario, por
electroforesis en condiciones desnaturalizantes reductoras (SDS +, B-
Mercaptoetanol +) tan sélo se detectd la banda correspondiente a los ~
10 KDa (llustracion 39). Por otro lado, una banda de ~ 10 kDa también
se obtuvo por Western-blotting llevado a cabo con AcPo anti-frg11
producidos en ratén (no mostrado) y se comprobd la secuencia del
correspondiente inserto de la construccion recombinante, confirmando la

identidad del frg11.

o Ensayos de agregacion del frg11 con liposomas

Para investigar la posible implicacion del frg11 en la fusién del
VHSV se realizaron ensayos de agregacion con liposomas tanto de
fosfatidilserina (PS), (PA) vy

fosfatidilglicerol (PG) como de caracter neutro, fosfatidilcolina (PC). Estos

caracter anionico, acido fosfatidico
ensayos se llevaron a cabo a pH 7.4 (pH fisiolégico) y a pH 5.6 (pH
optimo de fusion del VHSV).

La llustraciéon 40 muestra que con liposomas anionicos y a 8.5
MM de frg11 (maxima concentraciéon de frg11 ensayada) se obtuvo un
incremento de ~ 1.2 unidades de densidad 6ptica (OD) a pH 5.6. Por el
contrario, a pH 7.5 se obtuvo un incremento de solo 0.83, 0.65 y 0.39
para la PS, PG y PA respectivamente y no se observaron incrementos de
OD ftras las incubaciones del frg11 con PC a ninguno de los dos pH
ensayados. En comparacion con el p2, utilizado en anteriores estudios,
el frg11 presentd una capacidad ~ 5 veces mayor de agregar PS
(llustracion 40). Por otro lado, el poliH no fue capaz de incrementar la

OD en presencia de ninguno de los fosfolipidos antes mencionados.

¢ Induccién de sincitios en monocapas de EPC por el frg11
Para evaluar la capacidad fusogénica del frg11 sobre las células
EPC, se ensay6 la formacion de sincitios en monocapas de células EPC.

Al incubar 200 ng/ml de frg11 con células EPC a pH 6.0, se detecté un
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llustracion 40 Agregaciéon de
liposomas inducida por el frg11.
Se incub¢ el frg11 o el poliH con

0.14 mM liposomas de
fosfatidilserina (PS), acido
fosfatidico (PA), fosfatidilglicerol

(PG) o fosfatidilcolina (PC), durante
1 ha 37 ° y pH 7.6/5.6. Los
valores se calcularon segun la
formula: DOgzeonm €n presencia de
péptido — DOzs0nm €n ausencia de
péptido. Se representa las medias
+ desviaciones estandar de 3
ensayos. —O=— liposomas+frg11 a
pH 7.6.—@—, liposomas+frg11 a
pH 5.6. —//—, liposomas+p2 a pH
7.6. —M—, liposomas+p2 a pH 5.6.
--A=-= liposomas+poli (H) a pH
5.6. Independientemente del pH o
del tipo de liposoma los valores
obtenidos para el poliH fueron
similares a los obtenidos por este
péptido en presencia de PS a pH
5.6 (datos no mostrados).
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llustracion 41. Extensiéon de la
superficie  celular (A,B) e
induccion de sincitios (C,D,) por
la adicion de frg11 a monocapas
de células EPC. Las monocapas
de células EPC en placas de 24
pocillos se incubaron con frg11, p2
o poliH durante 30 minutos a 14 °C
en medio de fusion a pH 6.0.
Despues, se lavaron las células y
se incubaron durante 2 h con
medio de fusion a pH 7.5. Las
monocapas de células se fijaron
con metanol y se tifieron con
Giemsa. A, microfotografia de
extension celular en presencia de
200 ug/ml de frg11. B,
microfotografia de células en
ausencia de frg11. Barra horizontal,
40 uM. C, microfotografia de
sincitios en presencia de 200 ug/ml
de frg11. Las flechas sefialan los
sincitios obtenidos. D,
microfotografia de células en
ausencia de frg11

Barra horizontal, 100 uM. E, se
muestra el recuento de ~ 400
nucleos/pocillo, de ntcleos en
sincitios de 3 o mas nucleos. Los
valores se calcularon segun la
férmula:  nimero de  nicleos
presentes en sincitios / numero
total de nucleos x 100. Se
representan las medias y
desviaciones  estandar de 3
experimentos por duplicado. —@—,
incubacién con frg11. —M—,
incubacién  con  p2. — =
incubacién con poliH.
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aumento de la superficie de las células EPC (llustracién 41A)
mientras que con el poliH no se apreciaron cambios en la morfologia
celular. Ademas se indujo la formacion de sincitios mientras que el poliH
no fue capaz de formarlos (llustracion 41C, llustracion 41E). El
aumento de la concentraciéon de frg11 de 50 a 200 pg/ml provocd un
aumento del niumero de nucleos presentes en sincitios del 5 al 10 % del

total de nucleos (llustracion 41E).
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e Exposiciéon de PS en la membrana plasmatica por el frg11
Debido a que se demostré la interaccién del frg11 con la PS y a
que la PS se localiza preferencialmente en la cara interna de las
membranas plasmaticas celulares era posible que la afinidad del frg11
por la PS pudiera provocar una translocacion de la PS de la cara interna
a la cara externa de la membrana durante la fusién. Es por ello que
utilizando anexina (proteina que presenta una alta afinidad por la PS)-
FITC, se estudié si el frg11 era capaz de provocar la aparicion de
fluorescencia en la cara externa de la membrana plasmatica de células
tratadas con frg11 a pH 6.5 (llustracién 42). Para descartar apoptosis
(debido a que también causa la translocacion de PS a la cara externa de

la membrana plasmatica), las células se tifieron simultaneamente con
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péptidos, pg f ml
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llustracion 42.Tincién con
Anexina-FITC de células EPC
tratadas con frg11. Las
monocapas de células EPC en
placas de 24 pocillos se incubaron
30 min a pH 6.0 con frg11. Las
monocapas se lavaron y se tifieron
con Anexina-FITC + loduro de
propidio  (IP). Después, se
levantaron con PBS- y se
analizaron por citometria. Se
consideraron positivas para ambos
marcajes todas aquellas células
que presentaron una fluorescencia
superior al 95 % de la presente en
los controles de EPC no tratados
con frg11. El % de células IP+
(células muertas) no super6 el 8 %
del total. A, microfotografias de
fluorescencia. B, el mismo campo
en contraste de fases. Las
microfotografias corresponden a
células EPC tefiidas con Anexina-
FITC en presencia del frg11 a una
concentracion de 65 ug/ml. Las
flechas sefalan las células donde
se ha producido la fluorescencia de
membrana de células EPC por la
tincion con Anexina-FITC . C, se
muestran las medias +
desviaciones estandar del % de
células Anexina-FITC+, 1P-
obtenido en 3 experimentos. —@—,
incubacién con frg11. —M—,
incubaciéon con  p2. ==A-=
incubacién con poliH.
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loduro de propidio (IP) que solo tifie los nucleos de las células muertas.
La llustracién 42C muestra que al afiadir 200 ng de frg11 por ml
a pH 6.5, se obtuvo un ~ 50 % de células anexina-FITC" IP", mientras
que a 25 pg/ml tan sélo se obtuvo un ~ 5 % de células anexina-FITC" IP°
. Por el contrario, la adicién de 200 ug / ml de p2 o poliH no produjeron

incrementos en el porcentaje de células anexina-FITC" IP".

e Estructura del frg11 por IR y CD a distintos pH

La agregacion del frg11 a pH fisiolégico en tampones
citrato/fosfato sugirio que el frg11 sufria cambio conformacionales al
variar el pH, por lo que se estudiaron las conformaciones del frg11 a
distintos pH por infrarrojo (IR) y por dicroismo circular (CD). Para
estudiar ademas la posible influencia de las membranas en la
conformacion del frg11 se realizaron dichos estudios en ausencia y en
presencia de liposomas de PS.

El espectro CD del frg11 a pH 5.6 mostré6 un 34.4 % de
estructura en hoja-p (llustraciéon 43A, B), valor similar al obtenido por IR
(llustracién 44). El espectro CD del frg11 a pH 5.6 en presencia de PS
mostré un aumento de la estructura en hoja-p hasta el 84 %, a diferencia
de lo observado con la estructura de giro-f§ que disminuyé del 28.2 al 1.7
% (llustraciéon 43A, B). Al incrementar la relacion fosfolipido/frg11 de 11
a 40:1 no se apreciaron variaciones en el espectro de CD. Por el
contrario, la adicion de PS al poliH, o de PC al frg11 no provocaron
cambios significativos en el espectros correspondientes (datos no
mostrados). A pH 7.6, no se pudieron obtener espectros de CD debido a
la agregacion del frg11 tanto en ausencia como en presencia de PS. Que
la variaciéon de la conformacion se debi6 a la parte carboxi terminal del
frg11 se demostré por la similitud de los espectros entre frg11 y p2 en

comparacion con p9 (llustracién 43A, B).



La descomposicion del espectro de la banda amida mostré un
incremento en la banda de 1633-1637 nm al bajar el pH de 7.6 a 5.6,
debido al incremento en el contenido de hoja-p del 5.8 + 1.2 al 25.4 + 2.7

% (llustracién 44) confirmando los datos obtenidos por CD.
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Estructura frg11 p9 p2
Péptido Hoja-B 35.3 31.8 28
No ordenado 36.5 34.7 31
Giro-p 28.2 33.5 43
Péptido + PS Hoja-p 84.4 32.2 91
No ordenado 13.9 34.2 8
Giro-p 1.7 33.6 1
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llustracion 43. Conformacién del frg11 a pH 7.5 y 5.6 en ausencia (O) o
presencia de PS (®) por CD. A, Espectro de dicroismo circular (CD) de 100 ug/ml
de frg11 a pH 5.6 incubado en ausencia o presencia de PS a una relacién molar
lipido/péptido de 11:1 (se obtuvieron resultados similares tras utilizar una relacion
40:1). El espectro CD a pH 7.6 no fue posible debido a la agregacion del frg11. B,
Se muestra el célculo de porcentaje de estructura secundaria de los espectros.
Para su comparacion se muestran también los espectros obtenidos previamente
para el p2 (aa 58-80) y p9 (aa 82-109).

VY

1700 1675 1650 1625 1600

llustracion 44. Espectros por
FTIR del frg11 a pH 7 y 5.6. El
pico sombreado corresponde con la
componente de hoja-f (1633-
1637nm). — espectro de infrarrojo
original. == curva tedrica, obtenida
por una distribucién gaussiana del
espectro de infrarrojo. -
descomposicion individual de las
bandas.
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4.4. MODULADORES EN UNA QUIMIOTECA DE aPEPTIDOS
(ap).
4.4.1. Diseino de una quimioteca de ap

Se disend una quimioteca de péptidos de 17-mer con alta
tendencia a formar hélices-a en formato de rastreo posicional
(llustracion 19), denominados en adelante ap. Para favorecer que los
ap presentaran una alta tendencia a formar hélices-a, se incluyeron: i) la
S y G en posiciones 1 y 17, respectivamente, aa con propiedades de
“‘end capping” de hélices-a en los extremos N vy C-terminal,
respectivamente, ii) un alto numero de A en posiciones 2,3,4,7,11,13,15,
aa con alta tendencia a formar hélices-a y iii) pares de G y K en
posiciones 4-8 y 12-16, para permitir la formaciéon de puentes salinos
para aumentar la solubilidad y estabilizacion de las hélices-a (llustracién
19A). Por otro lado, con el propésito de generar toda la diversidad de la
quimioteca (137180 ap), se incluyeron cuatro posiciones variables (X) en
una de las caras de la a-hélice: residuos 6, 9, 10, 14. Como resultado la
quimioteca se organizé en 4 subquimiotecas (llustracién 19B), una por
cada residuo variable. A su vez, cada subquimioteca se subdividié en 20
mezclas de 6859 ap cada una. Este nimero de mezclas se obtiene tras
fijar cada una de las posiciones variables (O) con cada uno de los 20 aa.
El nimero de ap por mezcla se obtiene tras combinar las otras tres
posiciones variables (X) con 19 aa, todos a excepcion de la C. No se
incluyé la C en las posiciones X para evitar la formacion de puentes

disulfuro que podrian romper la formacion de las hélices-a.

4.4.2. Cribado de las mezclas de ap.

El cribado de la quimioteca se realizé incubando antes de la
infecciéon el VHSV con distintas concentraciones de las mezclas de ap
durante 4 h, 14 °C y a pH 7.4. Ninguna de la mezclas,
independientemente de la concentracion utilizada, presentd efectos
citotoxicos ni provocoé variaciones en el pH de los medios durante la
infeccién posterior a 24 hy 14 °C.

No se detectaron mezclas de ap capaces de inhibir la infectividad

del VHSV. Por el contrario, se observaron mezclas de ap con capacidad
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llustraciéon 45. Cribado de las
mezclas de ap. Las monocapas
de células EPC en placas de 96
pocillos se infectaron con VSHV en
presencia o ausencia de 15 ug/ml
de las mezclas de ap. EI VSHV se
incub6 4 h a 14 °C con las mezclas
de ap (50ul/pocillo) antes de la
infeccioén. La infecciéon
(100ud/pocillo) se realizd durante 24
h a 14 °C. Las monocapas se
fijaron con metanol y se tifieron con
el AcMo anti-NVSHV 2C9 y DAB.
Los valores se obtuvieron segun la
férmula: numero de focos por
pocillo en presencia de las mezclas
de ap / nimero de focos por pocillo
en ausencia de las mezclas de ap x
100. Se representan las medias y
las desviaciones estandar de un
experimento por duplicado. Los
resultados obtenidos se agrupan en
4 subgrupos, 1 por cada una de las
4 subquimiotecas (X6, X9, X10,
X14). En el eje de ordenadas se
indica el aa (cédigo de una letra) en
la posiciébn O de cada mezcla de
ap. El nuimero de focos obtenido en
el ausencia de ap fue de 37 + 10.5
focos/pocillo (control). Barras en
blanco, numero de focos similares
al control. Barras en negro, numero
de focos superiores al control.

123



Resultados

llustracion 46. Cribado de las
mezclas de ap estimuladoras
seleccionadas en el primer
cribado. Las monocapas de
células EPC en placas de 96
pocillos se infectaron (100ul/pocillo)
con VSHV en presencia o ausencia
de las mezclas de ap identificadas
en el primer cribado. El tratamiento
del VSHV con 7.5 (barras a la
izquierda) o 1 (barras a la derecha)
ug/ml de las mezclas de ap se
realiz6 durante 4 h a 14 °C
(50ud/pocillo) antes de la infeccion.
La infeccion se realizd durante 24
h a 14 °C. Las monocapas se
fiiaron con metanol y se tifieron con
el AcMo anti-NVSHV 2C9 y DAB.
Los valores se obtuvieron segun la
férmula: numero de focos por
pocillo en presencia de las mezclas
de ap / numero de focos por pocillo
en ausencia de las mezclas de ap x
100 (medias 'y desviaciones
estandar de un experimento por
duplicado). Los resultados
obtenidos se agrupan en 4
subgrupos, 1 por cada una de las 4
subquimiotecas (X%, X°, X, X").
En el eje de ordenadas se indica el
aa (codigo de una letra) en la
posicibn O de cada mezcla. El
numero de focos obtenido en
ausencia de ap fue de 35 + 12.3
focos/pocillo  (control).  Barras
blancas, nimero de focos similares
al control. Barras negras y grises,
numero de focos superiores al
control.
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estimuladora de la infectividad del VHSV. La estimulacién se caracterizo
por un aumento en el niumero de focos detectado, el mantenimiento del
tamafo de los focos y la dependencia entre el numero de focos y la
concentracion de mezcla (datos no mostrados). A 15 ug/ml de ap, se
detectaron 14 mezclas de ap que aumentaron 2-3 veces el numero de
focos. Las mezclas de ap que provocaron un aumento de la infectividad
de VHSV a 15 ug/ml fueron aquellas que poseian: el aa A, K, L 0 S en
posicion X% elaaA,LoN en posicion X% elaaC,N,RoTen posicion
X" yelaaE, | oT en posicion X" (llustracion 45). Al reducir la
concentracion de la mezcla de ap a 1-7.5 pg/ml también disminuyo el
nivel de estimulaciéon y tan sélo se detectaron 6 mezclas de ap con un

nivel de estimulacion similar al anterior.
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Las mezclas de ap que provocaron un aumento de la infectividad
de VHSV a 1-7.5 pg/ml fueron aquellas que poseian: el aa A en la
posicion X% elaaAoNenla posicion X% elaaTenla posicion X' y el
aa E o T en la posicion X' (llustracion 46).

Teniendo en cuenta estos resultados, se sintetizaron las 4
secuencias de ap derivadas de los resultados con la mayor estimulacién
tedrica posible: SAAEASAKATAEAEAKG (ap3),
SAAEASAKNTAEAEAKG (ap4), SAAEASAKATAEATAKG (ap5) vy
SAAEASAKNTAEATAKG (ap6) (llustracion 47).
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llustracioén 47. Secuencias de aa de los ap sintetizados.

Se indican las secuencias de los ap3, ap4, ap5 y ap6 con los aa identificados como mas estimulantes en las
posiciones X6, X9, X10, X14 tras el doble cribado de la quimioteca de ap y sus estructuras tridimensionales
mas probables,. Se muestran en rojo los aa fijados en cada una de las 4 posiciones variables. Circulos rojos en
el modelo estructural y subrayado en la secuencia, los aa diferentes entre los 4 ap sintetizados.
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llustracién 48. Dependencia de la
estimulacion, de la
concentracion de ap.

Las monocapas de células EPC en
placas de 96 pocillos se infectaron
con VSHV en presencia o ausencia
de ap3, ap4, ap5 apb. EI
tratamiento del VSHV con los ap se
realiz6 durante 4 h a 14 °C
(50ul/pocillo) antes de la infeccion.
La infeccién se realizé durante 24 h
a 14 °C. El rango de
concentraciones de ap fue de 0,1-
3 uM. Las monocapas se fijaron
con metanol y se tifieron con el
AcMo anti-NVSHV 2C9 y DAB. A,
Los valores se calcularon segun la
formula: numero de focos  por
pocillo en presencia del ap /
numero de focos por pocillo en
ausencia de ap x 100. Se muestra
las medias y desviaciones estandar
de 2 experimentos por triplicados.
El numero de focos obtenido en
ausencia de ap fue de 34 + 5.4
focos/pocillo.  ==A== VSHV-ap3.
=-=V== VSHV-ap4. —@—, VSHV-
ap5. —M—, VSHV-ap6. =-0O--
VSHV-poliH. B, Distribucién del
tamafio de foco segtn la formula:
tamafio de foco por grupo en
presencia de 3 uM ap5 / tamario
de foco por grupo en ausencia de
ap5 x 100. Se muestra el nimero
de focos en porcentaje del total de
analizados para cada rango de
tamafio de foco en 150 focos.
—@— VSHV-ap5 a 24 h. o,
VSHV. —O— ap5a 12 h. = Loy
VSHV a 12 h.
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4.4.3. Ensayo de los 4 ap sintetizados.

De los 4 ap sintetizados, tan sélo ap5 y ap6 fueron capaces de
estimular la infectividad del VHSV. Tanto en infecciones a 12 h (datos no
mostrados) como a 24 h (llustraciéon 48A), el aumento de la infectividad
se caracterizd por un aumento en el niumero de focos obtenido sin
variaciones en el tamafo de los focos (6-20 células/foco) (llustracion
48B). Después de la incubacion del VHSV con 3 pM (concentracion
maxima ensayada) de ap5 o ap6, ambos presentaron un nivel de
estimulacién similar, detectdndose 4-5 veces el numero de focos

obtenido en las infecciones en ausencia de ap (34 + 5.4 focos/pocillo).
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Al reducirse la concentracién de ap, se redujo la estimulacién de
ambos ap, aunque a 0,1-0,8 uM el ap5 mostré una mayor estimulacion
que el ap6. Contrariamente a lo esperado, los ap3 y ap4 no fueron
capaces de aumentar la infectividad de VHSV a ninguna de las
concentraciones ensayadas. Resultados similares a los obtenidos con
ap3 y ap4 se obtuvieron con ap7 (péptido irrelevante que se utilizé como
control negativo de estimulacion, denominado poliH en los ensayos
relacionados con el frg11 comentados con anterioridad).

Ninguno de los ap ensayados provoco variaciones en el pH de
los sobrenadantes de infeccién, ni efectos citotoxicos sobre las células
EPC.



4.4.4. Estructura de ap5 y ap6

Para comprobar que la tendencia de los ap5 y ap6 a formar
hélices-a se correspondia con la realidad, se determind la estructura de
ambos por espectroscopia IR (llustraciéon 49).

El 40 % de la composicion de la banda Amida | en los espectros
de los ap5 o ap6 disueltos en D,O:DMSO:TFE, se caracterizé por la
aparicion de un pico a 1650 cm™, pico caracteristico de hélices-a.

La composicién de la banda Amida | en los espectros de los ap
disueltos en D,O:DMSO se caracterizé por la aparicion de 2 picos a:

1619 cm’™ y 1695 cm™. Estos picos son caracteristicos de estructuras-8

intermoleculares indicadoras de agregacion.
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llustracion 49. Espectro IR de
ap5 (A) y ap6 (B).

Banda Amida | obtenida del
espectro de infrarrojo (IR). La
determinacién se llevé a cabo en
D20 (~+) y en D20O:TFE (60:40)
(—). Se indica en vertical la longitud
de onda en nm de los picos
obtenidos.
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llustracién 50. Influencia del tipo
de incubacioén en la estimulacion
de los ap.

Las monocapas de células EPC en
placas de 96 pocillos se infectaron
(100ul/pocillo) con VSHV en
presencia o ausencia de 3 uM de
ap3, ap4, apb, ap6 o ap28. La
incubacién de los ap se llevé a
cabo por 3 tipos de incubacion: A,
VHSV-ap antes de la infeccion a
pH 5.6 (4 h 4 °C, 50ul/pocillo). B,
células-ap antes de la infeccién (0-
24 h 14 °C, 100ul/pocillo).C,
células-ap despues de la infeccion
(0-24 h 14 °C, 100ul/pocillo). Las
infecciones se realizaron durante
24 h a 14 °C y pH 74.las
monocapas se tifieron con el AcMo
anti-NVSHV 2C9 y DAB. Se
representan los porcentajes segun
la férmula: nimero de focos por
pocillo en presencia del ap /
numero de focos por pocillo en
ausencia de ap x 100, medias y
desviaciones  estandar de 2
experimentos por triplicado. El
numero de  focos/pocillo  en
ausencia de ap fue de 53.5 +5.38
(A), 40.5 + 5,27 (B) y 105.5 +4.79
(C). Barras rayadas, incubacién
antes de la infeccion VSHV-ap a
pH 5.6. Barras blancas, incubacioén
antes de la infeccion VSHV-ap a
pH 7.4. ==-A=-- VSHV + ap3.
==V== VSHV + ap4. —@—, VSHV
+ apb. —Mm—, VSHV + apé.
==0== \/SHV + ap28.
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4.4.5. Analisis de la estimulaciéon de ap5 y ap6

e Tipo de incubacién en la estimulacién ap

La influencia del tipo de incubacién en la estimulacién de los ap,

se evalué por 3 tipos diferentes de incubacion al empleado en el cribado

(incubacion de VHSV-ap a pH 7.4 antes de la infeccién). Los 3 nuevos

tipos de incubacion ensayados fueron: i) incubacion de VHSV-ap a pH

5.6 antes de la infeccion, ii) incubaciéon de células-ap antes de la

infeccién vy iii) incubacion de células-ap después de la infeccion. En todas

ellas se utilizé una concentraciéon de ap de 3 uM, la concentracion con la

que se obtuvo una mayor estimulacién en el cribado y no se retiraron los

inéculos durante la infeccién, que se realiz6 durante 24 ha 14 °C y a pH
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7.4.

La llustracion 50A muestra que en la incubacion de VHSV-ap5 o
VHSV-ap6 a pH 5.6 antes de la infeccidon se obtuvieron 2-3 veces el
numero de focos obtenido en el control en vez de las 4-5 veces obtenidas a
pH 7.4. En la incubacion células-ap antes o después de la infeccion, el
numero de focos obtenido no aumento significativamente (llustracion 50B,
C).

Por otro lado, ap3, ap4 y ap28 (ap de igual composiciéon de aa pero
con distinta secuencia que el ap5), carecieron de estimulacion alguna en
ninguno de los tipos de incubacién ensayados (llustracion 50).

Para ninguno de los ap, ni para los distintos tipos de incubacién
se detectaron cambios en la distribucion de los tamafios de foco (datos

no mostrados).

e Concentracién de ap en la estimulacion ap

El cribado demostré que existe una dependencia entre la
concentracion de los ap y su estimulacion. Sin embargo, debido a que el
cribado se llevd a cabo utilizando las mismas concentraciones de ap en
la incubacion antes de la infeccién y durante la infeccion, no se pudo
determinar en qué momento estimulaban los ap. Con el propésito de
definir el momento preciso de la estimulacién, se llevaron a cabo
infecciones a 3.6 y 12 uM ap durante la incubacion antes de la infeccion
y manteniendo a 3 pM los ap durante la infeccion. La llustracién 51
muestra que en el caso del ap5, a la concentracion de 12 uM se obtuvo
~ 6 veces el numero de focos obtenido en el control, mientras que a 3-6
MM se obtuvo un nimero de focos de solo ~ 3 veces el obtenido en el
control. En el caso del ap6, aunque la estimulacion fue inferior a la
obtenida para el ap5, fue también dependiente de la concentracién de ap
en la incubacién VHSV-ap antes de la infeccién. Al realizar estos
ensayos con el ap3, ap4 o ap28, no se detecté aumento alguno en el
numero de focos a ninguna de las concentraciones ensayadas (datos no

mostrados).
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llustraciéon 51. Influencia de la
concentracion de ap en la
incubacion VSHV-ap

Las monocapas de células EPC en
placas de 96 pocillos se infectaron
(100ud/pocillo) con VSHV en
presencia o ausencia de ap3, ap4,
apb, ap6 o ap28. El tratamiento del
VSHV con los ap se realiz6 antes
de la infeccion durante 4 h a 14 °C
a pH 7.4. La infeccioén se realiz6 a 3
UM de ap durante 24 ha 14°C y a
pH 7.4. Las monocapas se tifieron
con el AcMo anti-NVSHV 2C9 y
DAB. Los porcentajes se
obtuvieron segun la férmula:
numero de focos por pocillo en
presencia del ap / nimero de focos
por pocillo en ausencia de ap x
100. Se representan las medias y
desviaciones  estandar de 2
experimentos por triplicado. El
numero de  focos/pocillo  en
ausencia de ap fue de 38.48 +
13.11. Barras blancas, incubacion
antes de la infeccion con 3 uM de
ap. Barras rayadas, incubacion
antes de la infeccién con 6 uM de
ap. Barras azule, incubacion antes
de la infeccién con 12 uM de ap.
Resultados  similares a los
obtenidos con el ap28 se
obtuvieron con el ap3 y ap4 (datos
no mostrados).
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llustraciéon 52. Influencia del
tiempo de incubacién VSHV-ap.
Las monocapas de células EPC en
placas de 96 pocillos se infectaron
(100ul/pocillo) con  VSHV en
presencia o ausencia de ap3, ap4,
ap5, ap6 o ap28. El tratamiento del
VSHV con los ap se realiz6 antes
de la infeccién durante los tiempos
indicados a 14 °C, pH 7.4 y a 0,6
uM (A) y 0,15 uM (B) de ap. La
infeccién se realizé durante 24 h a
14 °C y pH 7.4. Las monocapas se
tineron con el AcMo anti-NVSHV
2C9 y DAB. Los porcentajes se
obtuvieron segun la férmula:
numero de focos por pocillo en
presencia de ap / numero de focos
por pocillo en ausencia de ap x 100
(medias y desviaciones estandar
de 2 experimentos por triplicado).
El numero de focos/pocillo en
ausencia de ap fue de 53.32 +
6.11. —@®— VSHV-ap5. —MN—,
VSHV-apb. ==O== VSHV-ap28.
Resultados  similares a  los
obtenidos con el ap28 se
obtuvieron con el ap3 y ap4 (datos
no mostrados)
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e Tiempo y temperatura en la estimulacion ap

Para estudiar la influencia del tiempo de incubaciéon VHSV-ap
antes de la infeccidn en la estimulacion de la infectividad del VHSV, la
incubacion VHSV-ap antes de la infeccion se realizé desde 0 a 8 h. Estos
ensayos se llevaron a cabo a concentraciones de ap de 0.6 uM
(llustracion 52A) y 0.15 uM (llustracion 52B), por debajo del maximo
estimulatorio (3 pM). Al adicionar los ap al inicio de la infeccion (0 h) o a
1 h, no se detectdé estimulacion alguna de los ap a ninguna de las 2
concentraciones ensayadas. Sin embargo, a medida que se aumento el
tiempo de incubacién, ambos ap recuperaron su capacidad estimuladora.
La incubacion de 0.15 uM ap a 4 h, estimulé ~ 3 veces y 2.5 veces el
numero de focos para el ap5 y el ap6, respectivamente. La incubacion de
0.6 uM ap a 4 h, estimulé ~ 4 veces el niumero de focos para el ap5 y el
ap6. En incubaciones a 8 h y a 24 h (datos no mostrados),
independientemente de la concentracion utilizada, el numero de focos
obtenido en presencia de ap5 y ap6 se mantuvo a ~ 4 veces. Tanto el

ap28 como los ap3 y ap4, no aumentaron el numero de focos (datos no

mostrados).
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Para estudiar la influencia de la temperatura de incubacién
VHSV-ap en la estimulacidon de la infectividad del VHSV, se realizaron

incubaciones VHSV- ap a 14 °C (temperatura utilizada en los ensayos



previos)ya4°C,a3 pMya 0,15 pMy/oa 10 a4 h. La llustraciéon 53
muestra que la estimulacion después de la incubacién VHSV-ap durante
4 h a4 °C solo se redujo un 5-10 % en comparacion con la obtenida a
14 °C, independientemente de la concentracién/tiempo utilizada tanto
con el ap5 como con el ap6. Tanto el ap28 como los ap3 y ap4 no

mostraron estimulacion alguna al incubarlos a 4 °C (datos no mostrados).
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e Linea celular en la estimulacién ap
Para estudiar la influencia de la linea celular en la estimulacién
de la infectividad del VHSV, se utilizé la linea RTG-2 (materiales y
métodos). Esta linea celular fibroblastica y de morfologia filamentosa
permite la obtencién de focos de VHSV a las 36 h post-infeccion

(llustracion 54A).

Las incubaciones del VHSV con 2 0,75 uM ap5 y ap6 durante 4
h antes de la infeccion, aumentaron ~ 3 veces el numero de focos
VHSV (llustracion 54B). Tampoco se

observaron variaciones significativas en cuanto a la distribucion de los

obtenido con respecto al

tamafios de foco en presencia de ap5 y ap6 (datos no mostrados). Por

llustraciéon 53. Influencia de la
temperatura de incubacion
VSHV-ap. Las monocapas de
células EPC en placas de 96
pocillos se infectaron (100ul/pocillo)
con VSHV en presencia o ausencia
de apb, ap6 o ap28. La incubacién
del VSHV con los ap antes de la
infeccion fue a pH 74 y 4 °C
(Barras rayadas) o 14 °C (Barras
azules) y durante 1 0 4 h, segtin se
indica. Las infecciones se
realizaron durante 24 h a 14 °C y
pH 7.4. Las concentraciones de ap
durante la infeccién fueron de 3
uM (A) o 0,15 uM (B). Las
monocapas se tifieron con el AcMo
anti-NVSHV 2C9 y DAB. Los
porcentajes se calcularon segun la
férmula: numero de focos por
pocillo en presencia del ap /
numero de focos por pocillo en
ausencia de ap x 100 (medias y
desviaciones  estandar de 2
experimentos  por triplicado). El
numero de  focos/pocillo  en
ausencia de ap fue de 38.3 + 3.2.
Resultados  similares a los
obtenidos con ap28 se obtuvieron
con ap3 y ap4 (datos no
mostrados).
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llustraciéon 54. Influencia de la
linea celular RTG-2. Las
monocapas de células RTG-2
crecidas en placas de 96 pocillos
se infectaron (100ul/pocillo) con
VSHV en presencia o ausencia de
ap3, ap4, apb, ap6 o ap28
incubados antes de la infeccion
durante 4 ha 14 °C y apH 7.4, en
50ul/pocillo. La infeccién se realizd
durante 36 h a 14 °C. Las
monocapas se tifieron con el AcMo
anti-NVSHV 2C9 y DAB. A,
Microfotografia de monocapas de
células RTG-2 infectadas con
VSHYV (los focos se observan como
areas oscuras). B, Se representan
porcentajes segun la férmula:
numero de focos por pocillo en
presencia de ap / nimero de focos
por pocillo en ausencia de ap x
100. Se muestran las medias y
desviaciones  estandar de 2
experimentos con triplicados. El
numero de  focos/pocillo  en
ausencia de ap fue de 63.3 + 3.05.
-=A=-- VSHV-ap3. -=V-- VSHV-
ap4., —@— VSHV-ap5. —MN—,
VSHV-ap6. =-O-= VSHV-ap28.
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otro lado, las incubaciones del VHSV con ap3, ap4 o ap28 no alteraron
significativamente ni el nimero (llustraciéon 54B), ni el tamario (datos no
mostrados) de los focos obtenidos en infecciones con VHSV sobre

monocapas de células RTG-2.
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e Particula virica en la estimulacion ap
Para estudiar la especificidad de los ap con respecto a la

particula virica en la estimulacion de su infectividad, inicialmente se



estimé la estimulacion de los ap con otro Norvirhabdovirus relacionado
con el VHSV, el virus de la necrosis hematopoyética virica (IHNV). El
estudio de la estimulacion de los ap se llevé a cabo por un ensayo de
focos de IHNV sobre monocapas de células EPC basado en la deteccion
de la sintesis de la Ny transcurridas 44 h post-infeccion a 14 °C.
Incubaciones con IHNV incubado antes con 3 yM ap5 y ap6 durante 4 h,
aumentaron ~ 3 veces el numero de focos de IHNV (llustraciéon 55),
manteniéndose inalterado el tamafo de los mismos (datos no
mostrados). Por otro lado, las incubaciones del IHNV con ap3, ap4 o
ap28 no provocaron alteraciones significativas en la infectividad del IHNV

sobre las células EPC (llustracion 55).
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Como alternativa a los Norvirhabdovirus de peces, se estimé la
estimulacién de los ap frente a un Birnavirus de peces, el virus de la
necrosis pancreatica virica (IPNV). La estimulacion de los ap sobre el
IPNV se evalud por un ensayo de focos de IPNV sobre células RTG-2
basado en la deteccion de la sintesis de la VP2pny transcurridas 36 h
post-infeccion. A diferencia de lo observado para los Norvirhabdovirus,

todas las incubaciones de IPNV ya fueran con ap5, ap6 o ap28 no

llustracion 55. Estimulaciones
con IHNV- ap e IPNV- ap. Las
monocapas de células EPC o RTG-
2 en placas de 96 pocillos se
infectaron con IHNV o IPNV,
respectivamente, en presencia o
ausencia de 3 uM de ap3, ap4,
apb, ap6 o ap28. El tratamiento del
VSHV con los ap se realizo antes
de la infeccién durante 4 h a 14 °C
y pH 7.4, en 50 ul/pocillo. La
infeccion se realizd durante 44
(EPC) 0 36 (RTG-2) h a 14 °C. Las
monocapas se tileron con un
cocktail de AcMo anti-NIHNV o el
AcMo anti-VP2IPNV 'y DAB. Los
porcentajes se obtuvieron segun la
férmula: numero de focos en
presencia de ap / numero de focos
en ausencia de ap x 100. Se
representan las medias y
desviaciones  estandar de 2
experimentos por triplicado. El
numero de  focos/pocillo  en
ausencia de ap fue de 133.5 +
13.43 y de 26.11 + 7.8 para EPC y
RTG-2, respectivamente.
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llustracién 56. Influencia del ap5
en la infectividad del VSV. Las
monocapas de células BSR
crecidas en placas de 96 pocillos
se infectaron con 30 o 80
pfu/pocillo de VSV (Barras blancas)
y VSV-ap5 (Barras azules). El
tratamiento de VSV con ap5 se
realizé durante 4 h a 37 °C antes
de la infeccién. La infecciéon se
realiz6 durante 24 h a 37 °C,
retirandose los indculos despues
de 2 h. Para 80 pfu/pocillo las
infecciones también se llevaron a
cabo en ausencia (Barra rayada
izquierda) o presencia (Barra
rayada derecha) de 40 mM NH4CI
2 h despues de la infeccion. Las
monocapas se lavaron y se
incubaron con medio con 1 %
agarosa (3 mi/pocillo) hasta el final
de la infeccion y despues se fijaron
con metanol y se tifieron con cristal
violeta. =~ Se  representan los
porcentajes segun la férmula:
numero de pfu por pocillo en
presencia de ap5 / numero de pfu
por pocillo en ausencia de apb x
100 y las medias y desviaciones
estandar de 2 experimentos por
duplicado.
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provocaron variaciones significativas en la infectividad del IPNV
(llustracion 55).

Para comprobar si la estimulacion del ap5 observada en 2
rhabdovirus de peces VHSV (llustracion 48) e IHNV (llustracion 55) y
no en el Birnavirus de peces IPNV (llustraciéon 55), era observable en
rhabdovirus de otros organismos, se estudié la estimulacion de ap5
sobre la infectividad del virus de la estomatitis vesicular (VSV), un
rabdovirus de mamiferos muy utilizado como modelo para estudios sobre
rabdovirus.

La estimulacion de ap5 sobre el VSV se evalué por el ensayo de
formacién de placas sobre células BSR crecidas en placas de 6 pocillos.
Incubaciones del VSV con el ap5 durante las 4 h antes de la infeccion
provocaron un aumento de ~ 3 veces el numero de placas (llustracién
56). Este aumento de la infectividad del VSV se pudo comprobar tanto al
realizar los ensayos a una multiplicidad de 30 pfu/pocillo como a 80
pfu/pocillo, obteniéndose en presencia de ap5 valores de infectividad de
70 + 8.48 pfu/pocillo y 215 + 7.07 pfu/pocillo, respectivamente.

Para comprobar si el efecto del ap5 observado sobre VSV era
similar al identificado anteriormente en VHSV e IHNV, se analizd su
resistencia a tratamientos transitorios con NH4CI. La llustracion 56
muestra que la infectividad del VSV incubado con NH,Cl durante 2 h
antes de la infeccion se inhibi6 totalmente. Por el contrario, la infectividad
del VSV-ap5 incubando con NH,CI durante 2 h antes de la infeccion fue
detectable (48 + 2.83 pfu/pocillo) aunque menor de la obtenida en
ausencia de NH,CI (215 + 7.07 pfu/pocillo). Por otro lado, como se
muestra en la llustracién 57, no se observaron cambios significativos en
cuanto al tamano de placa observado en infecciones con VSV o VSV-
ap5.

La estimulacion de ap5 también se comprob6é sobre la
infectividad del virus Semliki Forest (SFV) que posee una proteina de
superficie que si bien permite la fusién a pH acido pertenece al tipo Il de
proteinas de fusion, por lo que no presenta apenas relaciéon con la
Grabdovius: EN presencia de ap5 no se observaron variaciones en la

infectividad del SFV control (datos no mostrados).



4.4.6. Interaccion de VHSV-ap a nivel molecular

e Ensayos de unién entre VHSV y ap.

Con el propésito de estudiar la posible interaccién entre ap vy el
VHSV, se realizaron ensayos de union entre ap en fase sélida y VHSV
purificado en fase soluble. Una vez finalizada la incubacion entre ap y
VHSV, la uniéon VHSV-ap se detectd por ELISA con el AcMo anti-Nysny
2C9. La llustracion 58A muestra que a pH 7.4, con 1 ug de ap se
obtuvo ~ 4 veces mas Abssgo.620nm CON ap5 (1.22 + 0.05) que con ap6
(0.33 £ 0.01). Con 2 ug de ap se obtuvo un nivel similar de unién con ap5
y ap6. Al realizar el ensayo con ap28, ap3 o ap4 en fase solida, no se
obtuvo un incremento significativo de los valores de Absg.620nm CON
respecto a los obtenidos en ausencia de ap (datos no mostrados). A pH
5.6, la Abssg2.620nm disminuy6 a 0.17 + 0.011, ~ 3.5 veces menos que la
obtenida a pH 7.4 (llustracion 58B).
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llustracién 58. Ligamiento entre VSHV (fase soluble) y ap (fase solida). Los
pocillos se tapizaron con ap3, ap4, ap5, ap6 o ap28. Una vez bloqueados con 2 %
de leche durante 2 h, los pocillos se incubaron con 1 ug/pocillo de VSHV purificado
durante 1 h a 14 °C a pH 7.4 (A,B) y en el caso de ap5 también a pH 5.6 (B).
Después, los pocillos se lavaron y se tifieron con el AcMo anti-NVSHV 2C9, AcPo
anti-lgs de ratén-peroxidasa y OPD. Se muestra la Abs492-620nm despues de
restar el fondo sin ap, las medias y desviaciones estandar de 2 experimentos con
duplicados. —@—, ap5. —M—, apb. =--O-- ap3, ap4 o ap28. Barras negras,
incubacioén a pH 7.4. Barras rayadas, incubacion a pH 5.6.

VSV

llustraciéon 57. Influencia del ap5
en la infectividad del VSV.
Fotografia representativa de los
placas de infeccién obtenidas a 30
pfu/pocillo  en ausencia y en
presencia de ap5.
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Demostrado que los ap interaccionaban con VHSV, dicha
interaccién podria tener lugar entre los ap por un lado y la membrana
virica o la Gypsy, por otro.

Para estudiar la posible interacciéon de los ap con la membrana
virica del VHSV, se realizaron ensayos biofisicos similares a los
descritos para la interaccién entre el frg11 y liposomas de distinta
composicion lipidica (PS, PA, PC) (agregacion, calorimetria, infrarrojo,
etc). Pero no se detectaron interacciones significativas entre ap5 o ap6 y
los liposomas utilizados (datos no mostrados).

Para el estudio de la posible interaccion entre los ap y la GVHSV
se realizaron ensayos de union en fase sdlida. Los ap en fase soélida se
incubaron con 3 ug de GVHSV purificada a pH 7.4. Los resultados
obtenidos mostraron valores maximos de 1.5-2 Abs4gy620nm CcUando se
utilizé, al menos, 500 ng de ap5 por pocillo. La AbSg;_g20nm aumento
proporcionalmente con la cantidad de ap5 en fase sdlida. Este aumento
se detectd unicamente cuando se utilizaron para la deteccion de la Gypsy
los AcMo 3F1A12, IP1H3 y 110 y no con el AcMo C10 (llustracion 59A).
Estos resultados confirmados por la inhibicién de la Abssgo_620nm al afiadir
1 ug de apb a la fase soluble (llustracion 59B), demuestran la existencia
de interacciones entre el ap5 y la GVHSV. También se inhibi6 la Absyg,..
e2onm al afadir a la fase soluble los péptidos estimuladores
correspondientes a las secuencias aa 99-113 (p24) y 199-213 (p25)
(identificados por el pepscan de péptidos 15-mer de la GVHSV) y por el
contrario, no se inhibid la Abssg_s20nm al afiadir a la fase soluble, ni el
péptido estimulador correspondiente a la secuencia de aa 369-383
(p26), ni el frg11 (aa 56-110) (llustracion 59B). En experimentos
similares realizados con el ap6 en fase sdlida, la Abssgr_s20nm fue
ligeramente inferior a la obtenida con ap5 pero de caracteristicas
similares a las obtenidas con ap6 (datos no mostrados). En experimentos
realizados con ap28 en fase solida, no se detectd ningun incremento de

la Abs4g2-620nm CON Ninguno de los AcMo empleados (llustracion 59A).
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llustraciéon 59. Ensayos de ELISA entre Gyusy y ap5. Ligamiento entre Gysuy
(fase soluble) y ap (fase sélida)(A). Competicién entre ap5, péptidos 15-mer y
frg11 por la unién a Gyusy (B). A,los pocillos se tapizaron con 1 ug/pocillo de ap5,
ap6 o ap28. Una vez bloqueados con 2 % de leche durante 2 h, los pocillos se
incubaron con 3 ug/pocillo de GVSHV purificada durante 1 h a 14 °C y pH 7.4.
Después se lavaron y se tifieron con AcPo B (—@®—), un cocktail de AcMo (C10,
3F1A12, IP1H3, y 110) (—O=), el AcMo C10 (—5—) o sin AcMo (—<—). Después
se incubaron con AcPo anti-Igs de ratén-peroxidasa, y OPD. Se muestra en cada
caso la Abs492-620nm una vez restado el fondo sin ap. Se representan las medias
y desviaciones estandar de 1 experimento llevado a cabo por duplicado.
Resultados inferiores a los obtenidos con el ap5 se obtuvieron con el ap6 (datos no
mostrados). La Abs492-620nm con el ap28 y el AcPo B fue similar a la obtenida
con el cocktail de AcMo o el AcMo C10 (datos no mostrados). B, los pocillos se
tapizaron con 1 ug/pocillo de ap5. Paralelamente 3 ug de GVSHV se incubaron
durante 1 h a pH 5.6 con frg11 (—A—), p24 aa 99-113 (—@®—), p25 aa 199-213
(—l—), p26 aa 359-373 (—®—) y a pH 7.5 con ap28 (--O--) y ap5 (--O--).
Despues se reajusto el pH de todas las mezclas a pH 7.5 y se adicionaron a los
pocillos de ELISA tapizados previamente con ap5. La estimacién de la unién de
GVSHV al ap5 se detectdé AcPo anti-GVSHV, AcPo anti-Igs de ratén-peroxidasa y
OPD. Se representan los porcentajes segin la férmula: Abs492-620nm en
presencia de péptido / Abs492-620nm en ausencia de péptido x 100, las medias y
desviaciones estandar obtenidos de un experimento por duplicado. El valor de
Abs492-620nm en ausencia de péptido fue de 1.6 +0.3.

¢ Mapeo de la interaccion ap5 y Gyusv.

Con el propésito de localizar la regidon de interaccion Gyysy-ap5
en la Gyysy, se llevaron a cabo ensayos de unién de ap5 biotinilado (ap5-
biot) en fase soluble a péptidos en fase sdlida derivados de la Gyysy en 2
pepscans distintos, incluyendo cada uno de ellos, la totalidad de la
secuencia de la Gynsy: el pepscan de péptidos de 15-mer consistente en
51 péptidos solapantes en 5 aa (llustracion 60A) y el pepscan de

péptidos de 20-mer, consistente en 40 péptidos solapantes en 10 aa
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llustracién 60. Interaccion entre
ap5-biot y péptidos de los
pepscans de la GVSHV (A,B) y
localizacion de los péptidos
capaces de unir ap5-biot en la
secuencia lineal de la Gyusy (C) .
Los pocillos tapizados con ~ 1ug de
péptidos por pocillo de 2 pepscans
de la GVSHV se incubaron con 3
UM de apb-biot durante 1 h a pH
7.4. Despues del lavado, se tifieron
con Streptavidina-peroxidasa y
OPD. Se representan para los 51
péptidos del pepscan 15-mer (A) y
los 40 péptidos del pepscan 20-mer
(B), una vez restado el fondo sin
péptidos, las medias y
desviaciones estandar de la
Abs492-620nm de un experimento
llevado a cabo por duplicado.
Barras verdes, regién discontinua
que se corresponde con los epitopo
del AcMo C10 (aa 140 y 433,
rombos negros), la primera barra
verde se corresponde con la
secuencia L129-E143 (verde) (C),
las segundas barras verdes estan
fuera de la secuencia dilucidada de
la GVSV. Barras azules, region que
incluye la zona de unién propuesta
para la fibronectina {Bearzotti, 1999
#1516}, que se corresponde con la
secuencia L350-N370 (azul) (C).
Barras rojas, region discontinua
localizada en la cara externa de los
puentes disulfuro C49-C359 y C64-
C315, que se corresponde con la
secuencia K270-1290 (rojo)(C). Las
secuencias S88-A96 (amarillo) (C)
tienen homologia de secuencia con
el apb.
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(llustracién 60B). Los resultados obtenidos muestran que el apS-biot
interacciond con péptidos pertenecientes a regiones similares en ambos

pepscans.

4 N

Abs 492-620 nm

0 100 200 300 400 500

- /

Teniendo en cuenta su posible localizacion en el modelo de la

estructura tridimensional de la Gysy, las secuencias peptidicas
identificadas que presentaban una Abssg.6200nm > 1 Se pueden agrupar
en 3 regiones:

i) la regidon discontinua que se corresponde con la localizacién

del epitopo definido para el AcMo C10 (aa 140 y 433) (Bearzotti et al.,



1995a). Identificada por las secuencias del pepscan de 15-mer: 129-143
+ 429-443 + 439-453 vy las del pepscan de 20-mer: 130-150 + 410-430 +
420-440. Localizadas en la estructura tridimensional de la Gysy como se
aprecia en la llustracién 61.

i) la regién que incluye la zona de unién propuesta para la
fibronectina, componente mayoritario del receptor de VHSV (Bearzotti et
al., 1999). Identificada por las secuencias del pepscan de 15-mer: 279-
293 + 289-303 + 299-313, y las del pepscan de 20-mer: 260-280 + 270-
290 + 280-300 + 290-310. Localizadas en la estructura tridimensional de
la Gysy como se aprecia en la llustraciéon 61.

i) la region discontinua localizada en la cara externa de los
puentes disulfuro C49-C359 y C64-C315, adyacentes en la estructura
tridimensional de la Gyysy. Identificada por las secuencias del pepscan
de 15-mer: 9-23 + 19-33 + 369-383 y las del pepscan de 20-mer: 20-40 +
350-370. Localizadas en la estructura tridimensional de la Gysy como se

aprecia en la llustracion 61.

Tabla 4. Anticuerpos anti-Gysy utilizados.

\
AcMo Localizacion Tipo de Referencias
anti Epitopo: aa epitopo
VSHV
C10 G gyy 140-433  Conformacional {Bearzotti, 1995
neutralizante #3883}
3F1A12 Gygyy 293 Conformacional (comunicacién
neutralizante personal)
116 Gygyy 139-153  Lineal {Fernandez-
Alonso, 1998
#1373}
IH10 Gyshy Lineal {Sanz, 1992
no mapeado #433}
IP1H3 Gygyy 339-413  Lineal {Fernandez-
Alonso, 1998
#1373}
2D5 Control Lineal {Sanz, 1992
negativo anti- #1743}
NVSHV

llustracion 61. Localizacion de
los péptidos capaces de unir
ap5-biot (Figura 62) en la
estructura tridimensional de la
GVSV {Roche, 2006 #3923} . La
secuencia  S88-A96  (amarillo)
tienen homologia de secuencia con
el apb.
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llustracion 62. Ensayos de
competicion entre los ap y AcMo
anti-GVSHV. Los pocillos se
tapizaron con 1pg/pocillo de VSHV
en presencia de 0.5 (2:1) o 0.0625
(16:1) pg/pocillo de ap5 o en
presencia de 0.5 (16:1) pg/pocillo
de ap28. Una vez bloqueados con
2 % de leche durante 2 h, se
incubaron con los AcMo (Tabla 4) y
con Ac anti-Igs de ratén-peroxidasa
y OPD. Se muestra la Abs492-
620nm calculada segun la formula:
Abs492-620nm en presencia de ap
/ Abs492-620nm en ausencia de ap
x 100. Se representan las medias y
desviaciones estandar de 3
experimentos para el AcMo C10,
de 2 experimentos para el AcMo
3F1A12, y de un experimento para
los AcMo 2D5, IP1H3, IH10, 116,
todos por duplicado. Los valores de
Abs492-620nm obtenidos para los
controles sin ap una vez restados
los respectivos fondos de pocillos
sin tapizar fueron de 2.34 + 0.26
para el AcMo 2D5, 0.34 + 0.07 para
el AcMo IP1H3, 0.79 + 0.03 para el
AcMo [H10, 1.14 £+ 0.1 para el
AcMo 3F1A12, 1.47 + 0.24 para el
AcMo C10 y 0.18 + 0.03 para el
AcMo 116.
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Con el propésito de confirmar los resultados obtenidos en los
ensayos de interaccidén entre ap5-biot y los péptidos de los pepscans de
la Gynsvy, se realizé un estudio del efecto de los ap en el reconocimiento
del VHSYV por parte de AcMo anti-Gyysy (Tabla 4).

Para ello se disenaron ELISAS en los que se inmovilizé6 VHSV
purificado en fase sodlida, se incubaron con distintas concentraciones de

ap y después se reconocieron los epitopos con los AcMo.

~

125 2D5 IP1H3 IH10 | 425
100-+ + - 100
—7 7 7
75 L 75
50 - -50
X 251 -25
t
§ 0 T T T T T T T T T 0
& b bbb bbb b b b b L
wg; &@b 6(91, '3(9 '91, 6’01, &\9 &\9 ’s'p& 6(91, '9,91, ’9@1/ 6'[,
9 B, R Ls, R, Ry L5 B, R Ls.
7. %5 7. %7 (7. S, °r7.
< 7 /e 776) 7,‘_.) /e/ 176) 7 /7“9/ 7,,6)
05| €10 FIAI2Z | 116 | |4
7'7_
1oo-+ % + + 100
75 7 L 75
50 - -50
25- L 25
0 T T T T T T T T T 0
L bbb bbb b b b b L
&‘S‘P &&P &\9 6'1(9 &\91, 6:9 &6‘ 's'[,& &&I/ &\91, 6:91, '91{9
By 02, B By 02, s By 2, Vs
(7. %5 (7. (7..°% (7. 7. %5 (7.
.@ ’.@ .’6) .‘3/ 7.9/ .76) .‘3/ ,'ej .76)

La llustracién 62 muestra que después de la incubaciéon con
3uM ap5, la unién de los AcMo con el VHSV en fase sélida se afectd un
445+ 1.4 % con el AcMo IH10 (epitopo no mapeado), 31.4 +2.4 % con



el AcMo 3F1A12 (epitopo aa 254) y 36.4 + 6.4 % con el AcMo C10
(epitopos aa 140 y 433), confirmando la implicacién de algunas de las
regiones identificadas por pepscan. Para el resto de AcMo ensayados los
niveles de Absyg,.620nm Obtenidos en presencia del ap5 fueron similares a
los obtenidos en el control en ausencia de ap5. No se detectaron Absgg,.
s2onm distintas del control en ausencia de ap en todos los AcMo
ensayados tanto en las incubaciones con 3 yM ap28 como en las

incubaciones con ap5 a una concentracion de 0.375 uM.

4.4.7. INTERACCION VHSV-ap EN LAS ETAPAS TEMPRANAS.

e Unidn al receptor celular

Para estudiar la influencia del ap5 en la unién al receptor celular
del VHSV, se realizaron ensayos de unién de VHSV biotinilado (VHSV-
biot) a las células EPC o de VHSV a células EPC-GFP en presencia o
ausencia de ap5. La cantidad de VHSV-biot ligado se estimé por
ligamiento de Streptavidina fluorescente. Para estos ensayos se utilizd
una temperatura de 4 °C para permitir la unién del VHSV-biot al receptor
celular evitando su internalizacion dependiente de temperatura. La
llustraciéon 63CD muestra que la preincubacion del VHSV-biot con ap5
(VHSV-biot-ap5) no alteraba la estimulacion con ap5 puesto que también
aumento el numero de focos obtenido con VHSV-biot después de 24 h
de infeccion. La llustraciéon 63A muestra en el andlisis por citometria de
las células EPC fluorescentes debido al ligamiento de VHSV-biot, que la
preincubacién con ap5 no aumentd significativamente ni la intensidad
media de fluorescencia de las células EPC, ya que esta pas6 de 3.09 +
0.49 en ausencia de ap5 a 4.96 + 0.1 en presencia de ap5, ni el numero
de células EPC fluorescentes que se mantuvo en ~ 40 % de células
fluorescentes positivas (llustracion 63B). La union de VHSV o VHSV-
ap5 a células EPC-GFP tampoco demostré diferencias entre la cantidad
de Nyspy estimada por Western blots en presencia o ausencia de ap5
(datos no mostrados).

Por otro lado, para comprobar si era posible obtener estimulacién
afiadiendo el ap5 después de la union del VHSV a su receptor celular y

no antes como se habia utilizado en todos los experimentos descritos
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llustracién 63. Influencia del ap5
en la unién de VSHV-biot a
células EPC. Las monocapas de
células EPC en placas de 24
pocillos se incubaron durante 2 h a
4 °C (150ul/pocillo) con 40000
ffu/pocillo  de  VSHV-biot en
presencia de 3 uM de ap5 o en
ausencia de apb. Las monocapas
se lavaron y se tifieron con
streptavidina-FITC durante 45 min
a 4 °C. Despues 25000
células/pocillo se analizaron por
citometria. A, Se  muestran
histogramas obtenidos para las
células EPC (--), EPC-VSHV-biot
(— negro) y EPC-VSHV-biot-ap5
(— azul). B) Porcentajes de células
fluorescentes (Streptavidina-FITC+)
y medias del Log de intensidad de
fluorescencia (medias y
desviaciones estandar de 5
experimentos). C, D, Numero de
focos fluorescentes obtenido
despues de 24 h de infeccion a 14
°C. Las monocapas se fijaron con
metanol y se tifieron con el AcMo
anti-NVSHV 2C9 y anti-lgs de
ratén-FITC. C, EPC-VSHV-biot y D,
EPC-VSHV-biot-ap5.
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hasta ahora, se realizaron ensayos de focos en los que el ap5 se

adiciond a los pocillos después de incubar el VHSV con las células. Esta
incubacion, que se llevé a cabo a 4 °C y durante distintos tiempos,
provocd un aumento de tan sélo 1.5-2 veces el numero de focos
obtenido en las infecciones en presencia de ap28, no alcanzandose en
ningun tiempo de incubacion ensayado las 4-5 veces de estimulacion de
la infectividad de VHSV obtenido por incubacién del VHSV con el ap5
antes de la infeccion (llustracion 64).
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e pH y tipo de vesiculas que intervienen en la endocitosis

La entrada del VSV en su célula huésped requiere endocitosis
acida (ver introduccién). Es por ello que se estudié la endocitosis acida
en caso del VHSV en ausencia y presencia de ap5 (VHSV-apb)
utilizando un inhibidor de la acidificacion endosomal: el NH,CI.

Los ensayos se llevaron a cabo a 0.001 ffu/pocillo de VHSV y se
incluyeron controles en paralelo a 0.004 ffu/pocillo (moi 4 veces mayor)
para estimar mejor la estimulacion producida por el ap5 (~ 4 veces) en
cada experimento. La llustraciéon 65A muestra que al igual que en otros
experimentos anteriores, la infectividad del VHSV-ap5 en ausencia de
NH4CI registré un numero de focos de ~ 4 veces el obtenido en el control
de VHSV correspondiente a 0.001 ffu/célula y muy similar al obtenido a
0.004 ffu/célula. A medida que se aumento la concentracion de NH,CI el
numero de focos por pocillo se fue reduciendo, no detectandose focos a
>10 mM NH,CI. El perfil de reduccion de focos fue similar en VHSV-ap5
y en VHSV a 0.004 ffu/célula. Por otro lado, infecciones similares con
VHSV previamente tratado con ap28 también mostraron perfiles

similares a los obtenidos para VHSV (datos no mostrados).

llustraciéon 64. Estimulacion del
numero de focos inducida por la
adicion de ap a distintos tiempos
antes (azul) o despues (negro) de
la adsorcion del VHSV % ap5 a
las monocapas de EPC. Las
monocapas de células EPC en
placas de 96 pocillos se incubaron
con VSHV a 0.01 ffu/célula durante
1 h a 4 °C. Las monocapas se
lavaron y se incubaron o no con 3
uM de apb5/ap28 durante los
tiempos indicados, después se
lavaron y se incubaron durante un
total de 22 h a 14 °C y se tifieron
con el AcMo anti-NVSHV 2D5 y
anti-lgs  de  raton-FITC. Los
porcentajes se calcularon segun la
férmula: numero de focos por
pocillo en presencia de ap / nimero
de focos por pocillo en ausencia de
ap x 100 (medias y desviaciones
estandar de 2 experimentos por
duplicado). ==--  VSHV y ap28
antes o después de la adsorcion.
—@®— VSHV y ap5 después de la
adsorcion —®@®— VSHV-ap5
antes de la adsorcion.
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llustraciéon 65. Influencia del
NHA4CI en la infectividad de VSHV
y VSHV-ap5 (A) y comprobacion
de la inhibicion de la
acidificacion del endosoma por
NHA4CI (B). A, Las monocapas de
células EPC en placas de 96
pocillos se infectaron con VSHV o
VSHV-ap5. EI VSHV se incub6 con
3 UM de ap5 durante 4 h a 14 °C
antes de la infeccion. La infeccién
se realizo durante 24 h a 14 °C en
ausencia o en presencia de NH4ClI.
Las monocapas se fijaron con
metanol y se tifieron con AcMo
anti-NVSHV 2C9 y DAB. Se

representan las medias y
desviaciones  estandar de 3
experimentos por duplicado.

----- e 0.001 ffu/célula de VHSV.

—@—, 0.001 ffu/célula de VSHV-
apb. B, Las monocapas de células
EPC en placas de 24 pocillos se
incubaron durante 5 min a 14 °C
con 0.5 uM de Lysotracker-Green
DND-26  (indicador  del pH
endosomal).  Despues, 25000
células/pocillo se analizaron por
citometria. Se representan las
medias y desviaciones estandar del
porcentaje de células fluorescentes
(barras blancas) y las medias del
Log de intensidad de fluorescencia
(barras rayadas) obtenidas en 2
experimentos.
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Para confirmar que el NH,Cl aumentaba el pH endosomal de las
células EPC, se estimé el pH de los endosomas de EPC utilizando el
Lysotracker Green DND-26, un fluoréforo que marca preferencialmente
endosomas de caracter acido. Utilizando Lysotracker Green DND-26, el
valor medio de intensidad de fluorescencia de las EPC estimado por
citometria se redujo de 17.5 £ 0.5 a 2.96 = 0.1 en presencia de 40 mM de
NH,4CI, mientras que el porcentaje de células fluorescentes en ambos
casos se mantuvo en ~ 90-99 % (llustracion 65B). Una vez comprobado
el requerimiento de la endocitosis de caracter acido para la entrada de
VHSV y VHSV-ap5, se estudié la naturaleza de las vesiculas implicadas
en las endocitosis correspondientes.

Debido a que para la entrada en la célula huésped de VSV se ha
descrito la participacidon de vesiculas de clatrina (Sun et al., 2005), se
estudi6 si este tipo de vesiculas también estaba implicado en la entrada
de VHSV y VHSV-ap5. Para ello se llevaron a cabo ensayos de entrada
de VHSV en presencia de inhibidores de la formacion de vesiculas de
clatrina: Chlorpromazina y sacarosa (Sun et al., 2005). De acuerdo con
las condiciones de ensayo publicadas para VSV, la incubacion de las
células EPC con los inhibidores de vesiculas de clatrina se realizd
durante 30 min antes de la infeccion y 2 h después de la infeccion,
retirandose antes de continuar la infeccion. Para evitar interferencias con
las siguientes etapas de la infeccion estas ademas se inhibieron con 40
mM de NH,CI (llustracion 67).



El rango de concentraciones utilizado (0-30 uM Chlorpromazina
y 0-0.45 mM Sacarosa) se escogié después de estimar con el ensayo
PMS/TMS la viabilidad de las células EPC en presencia de diferentes
concentraciones de Chlorpromazina (llustracion 68A) y Sacarosa
(llustracion 68B).

En las condiciones arriba indicadas, después de 24 h tan sélo se
observaron al microscopio focos de infeccion unicelulares
correspondientes a las células inicialmente infectadas tanto para
VHSV(llustraciéon 66,

(llustracién 66, llustracion 67B). En ausencia de los inhibidores de

llustracion 67A,) como para VHSV-ap5

vesiculas de clatrina el numero de focos unicelulares detectados
aumentd de 109.96 + 12.95 ffu/pocillo en infecciones con VHSV o con
VHSV-ap28 a 307.7 + 31.01 ffu/pocillo en infecciones con VHSV-ap5. La
infectividad del VHSV a 0.004 ffu/pocillo fue de 353.39 + 34.38 ffu/pocillo,

valor similar al obtenido con VHSV-ap5 llustracion 66A, B).
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Una concentracion de Chlorpromazina de 0.12 uM no produjo
cambios significativos en el numero de focos obtenidos con VHSV ni con

VHSV-ap5. Al aumentar la concentracion de Chlorpromazina a 1.25 pM,

llustraciéon 66 Influencia de
inhibidores de la formacién de
vesiculas (Chlorpromazina y
Sacarosa) en la entrada del
VSHV y VSHV-ap5 en la células
EPC. Las monocapas de células
EPC en placas de 96 pocillos se
infectaron con VSHV o VSHV-apb.
El VSHV se incub6 con 3 uM de
ap5 durante 4 h a 14 °C antes de la
infeccion.  El  tratamiento  con
Chlorpromazina (A) y Sacarosa (B)
se realizo durante 30 min antes de
la infeccion y 2 h después de la
infeccion. Después, los inhibidores
se retiraron, se lavé la monocapa y
se adiciond6 medio de -cultivo
conteniendo 40 mM de NH4CI. La
infeccion se realizé durante 24 h a
14 °C en ausencia o en presencia
de NHA4CIl. Las monocapas se
fijaron con metanol y se tifieron con
AcMo anti-NVSHV 2D5 y anti-Igs
de raton-FITC. Se representan las
medias y desviaciones estandar de
3 experimentos por duplicado.
----- <y 0.001 ffu/célula de VHSV.
----- [ ] 0.004 ffu/célula de VHSV.
—@®—, 0.001 ffu/célula de VSHV-
apb.
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el numero de focos de VHSV-ap5 obtenido fue de 215 + 21.2 ffu/pocillo,
manteniéndose constante el obtenido con VHSV (107 + 4.2 ffu/pocillo).
Concentraciones mayores (7,5uM-30uM) afectaron la entrada del VHSV
y VHSV-ap5 de manera similar, alcanzandose una inhibicion total para
ambos a concentraciones de 20 uM o superiores. Por otro lado, al
infectar con VHSV a 0.004 ffu/célula se registraron niveles de inhibicion
similares a los obtenidos para VHSV-ap5 en todas las concentraciones
de Chlorpromazina (llustraciéon 66A). Concentraciones de 20 uM
también inhibieron la infectividad del VHSV y VHSV-ap5 al utilizar una
moi de 0.02 ffu/célula (llustracién 67C, D).

Las infecciones en presencia de Sacarosa mostraron un comportamiento
similar a las de Chlorpromazina. A 450 mM se inhibié totalmente la
entrada de todos los indculos virales tanto en mois de 0.001-0.004
ffu/célula (llustracion 66B), como en la moi de 0.02 ffu/célula
(llustracion 67E, F).

Con el propésito descartar cualquier posible efecto de los
inhibidores de de vesiculas de clatrina sobre la sintesis de Nygny, se
realizaron infecciones similares pero incubando con los inhibidores
también después de las 2 h de infeccion. En la llustracion 68C se
muestra como independientemente del in6culo utilizado, incubaciones de
este tipo con 20 uM Chlorpromazina o 450 mM sacarosa, no afectaron al
numero de focos detectados con anti-Nyspy.

Por ultimo, como alternativa al ensayo de deteccion de Nyshy, €l
efecto de 20 yM de Chlorpromazina o de 450 mM de sacarosa se
confirmé por ensayos con VHSV-biot y Streptavidina-FITC. Las
infecciones tanto con VHSV-biot como con VHSV-biot-ap5 en presencia
de los inhibidores de vesiculas de clatrina, produjeron ~ 20 % de células
EPC Streptavidina-FITC positivas (llustracion 68D), valor inferior al ~ 40
% obtenido en las infecciones en ausencia de inhibidores. Las
intensidades de fluorescencia asociada a las células se mantuvieron

constantes (~ 3)
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llustracion 67. Influencia de inhibidores de la formacion de vesiculas (Chlorpromazina y Sacarosa) en la
entrada del VSHV y VSHV-ap5 en la células EPC (2). Microfotografias: A, VHSV. C, VHSV + 20 uM
Chlorpromazina. E, VHSV + 0.45 mM Sacarosa. B, VHSV-ap5. D, VSHV-ap5 + 20 uM Chlorpromazina. F,
VSHV-ap5 + 0.45 mM Sacarosa. Las infecciones se llevaron de igual modo que las comentadas en la
llustracién 66 utilizandose una moi de 0.02 ffu/célula.
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llustracioén 68. Viabilidad celular de las EPC en presencia de inhibidores de la
formacion de vesiculas de clatrina: Chlorpromazina (A) y Sacarosa (B) y
unién del VSHV-biot a las células EPC estimada por ensayo de focos (C) o
citometria (D,E). A, B, Las células EPC en placas de 96 pocillos se incubaron con
Chlorpromazina y Sacarosa durante 2 h 'y 30 min a 14 °C. Las monocapas se
lavaron y se estimoé la viabilidad celular de las EPC por el ensayo MTS/PMS. Se
representan los porcentajes segun la formula: Abs492nm en presencia de
inhibidores / Abs492nm en ausencia de inhibidores x 100, medias y desviaciones
estandar de 1 experimento por triplicado. La Abs492nm en ausencia de inhibidores
fue de 1.3 + 0.33. C, Las monocapas de células EPC en placas de 96 pocillos se
infectaron con 0.001 y 0.004 ffu/célula de VSHV y 0.001 ffu/célula de VSHV-ap5.
El VSHV se incub6 con 3 uM de ap5 durante 4 h a 14 °C antes de la infeccion. Los
inéculos se incubaron durante 2 h a 14 °C, se retiraron y las monocapas previo
lavado se incubaron durante 2 h 30 min con 20 uM Chlorpromazina y 450 mM
Sacarosa. Las monocapas se lavaron y se afiadio 40 mM NH4CI durante 22 h a 14
°C. Despues se tifieron con el AcMo anti-NVSHV 2D5 y anti-Igs de raton-FITC. Se
representan las medias y desviaciones estandar de 1 experimento por duplicado.
D,E, Las monocapas de células EPC en placas de 24 pocillos se incubaron durante
2 h a 4 °C con 40000 ffu/pocillo de VSHV-biot o VSHV-biot-ap5 en presencia o
ausencia de 20 uM Chlorpromazina o 450 mM Sacarosa. EI VSHV se incubé con 3
UM de apb durante 4 h a 14 °C antes de la infeccion. El tratamiento con inhibidores
se realiz6 durante 30 min antes de la infeccion y 2 h despues de la infeccion. Las
monocapas se lavaron y se incubaron con Streptavidina-FITC durante 45 min a 4
°C y 25000 células/pocillo se analizaron por citometria. Se representa el porcentaje
de células fluorescentes y la media del Log de intensidad de fluorescencia
asociada a las células, medias y desviaciones estandar de 2 experimentos. Barras
azules, ausencia de inhibidores. Barras blancas, Chlorpromazina. Barras
rayadas, Sacarosa.
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para VHSV-biot en presencia o ausencia de ambos inhibidores. Las
intensidades de fluorescencia para VHSV-biot-ap5 se mantuvieron
constantes (4-5) en presencia de Chlorpromazina (llustracion 68E) pero
se redujeron (~ 3) en presencia de sacarosa (llustraciéon 68E).

Todos los resultados comentados en este apartado demuestran
que el VHSV requiere vesiculas de clatrina para su entrada en las
células EPC ya que su entrada se inhibe por inhibidores de clatrina.
Debido a que la inhibicion se obtuvo tanto en ausencia como en
presencia de ap5, es posible concluir que el ap5 no afecta la entrada de

VHSYV a través de vesiculas de clatrina.

e Progresion de la endocitosis

Una vez comprobada la necesidad de endocitosis de caracter
acido mediada por vesiculas de clatrina para la infeccién de VHSV y que
el ap5 no interferia en dichas etapas, se continu6é con el estudio de la
progresién de la endocitosis en infecciones con VHSV y VHSV-ap5. Para
ello, se realizaron ensayos de entrada en presencia de inhibidores del
citoesqueleto, soporte del trafico endosémico.

Los inhibidores del citoesqueleto que se utilizaron fueron: la
Citocalasina B que impide la polimerizacion de la actina en
microfilamentos, el DMSO que cambia la permeabilidad de la
membrana, induciendo una redistribuciéon de microfilamentos de actina y
el Nocodazol y la Colchicina, inhibidores del ensamblaje de microtubulos
de tubulina (llustracion 69, llustracion 70, llustraciéon 71). Los rangos
de concentraciones a utilizar, se seleccionaron entre los que mantenian
la viabilidad de células EPC: 0-30 yM Citocalasina B, 0-2 % DMSO, 0-50
MM Nocodazol y 0-240 uM Colchicina (llustracion 72AB).

Para confirmar los efectos de los inhibidores sobre las células
EPC se realizaron marcajes tanto de los filamentos de actina
(llustracion 69) como de microtubulos (llustraciéon 70), con phalloidina-
FITC o con un AcMo anti-tubulina, respectivamente. Como era de
esperar en ausencia de tratamiento ambos marcajes permitieron
observar la morfologia caracteristica de los filamentos de actina

(llustracién 69A) y de microtubulos (llustracién 70A). En presencia de
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llustracién 69. Efectos sobre los filamentos de actina de las células EPC de la Citocalasina B, DMSO,
Nocodazole y Colchicina. Las monocapas de células EPC se incubaron durante 30 min a 14 °C en ausencia
(A) o presencia de Citocalasina B 30 uM (B), DMSO 2.5 % (C), Nocodazol 50 uM (D) o Colchicina 240 uM
(E). Transcurrida esta incubacién, las monocapas se lavaron y se fijaron con Citofix durante 10 min.
Posteriormente se realiz6 el marcaje de los filamentos de actina mediante la phalloidina-FITC. Se muestran
iméagenes representativas de 2 experimentos llevados a cabo por duplicado.
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llustracion 70. Efectos sobre los microtiubulos de las células EPC de la Citocalasina B, DMSO,
Nocodazole y Colchicina. Las monocapas de células EPC se incubaron durante 30 min a 14 °C en ausencia
(A) o presencia de Citocalasina B 30 uM (B), DMSO 2.5 % (C), Nocodazol 50 uM (D) o Colchicina 240 uM
(E). Transcurrida esta incubacién, las monocapas se lavaron y se fijaron con Citofix durante 10 min.

Posteriormente se realiz6 el marcaje de los microtibulos mediante un AcMo anti-tubulina-TRIC. Se muestran
imagenes representativas de 2 experimentos llevados a cabo por duplicado.

,

e,
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los inhibidores de actina a 20 pM Citocalasina B o0 a 2 % DMSO se
pudo observar un redondeamiento de las células, que se caracterizé por
la aparicion de marcajes punteados de los filamentos actina, no viéndose
alterado el marcaje filamentoso de los microtubulos (llustracién 69B, C,
y llustracion 70B, C, respectivamente). Contrariamente, en presencia
de 50 pM Nocodazol o 240 uM Colchicina se perdid el marcaje
filamentoso de los microtubulos, manteniéndose inalterado el de los
filamentos de actina (llustracion 69D, E, y llustracion 70D, E
respectivamente).

La llustraciéon 71A muestra que en presencia de Citocalasina B
se redujo el numero de focos con VHSV-ap5 a niveles similares a los
obtenidos con VHSV, perdiéndose totalmente el efector estimulador de
ap5 a todas las concentraciones ensayadas. Al aumentar la
concentracién a 30 uM de Citocalasina B, las infecciones con VHSV y
VHSV-ap5 se redujeron de ~ 300 ffu/pocillo en ausencia de inhibidores a
37.75 + 16.62 y 50 =+ 0.71 ffu/pocillo, con VHSV y VHSV-ap5
respectivamente.

La llustracion 71B muestra que en presencia de DMSO se
redujo el nimero de focos con VHSV-ap5 a niveles ~ 2 veces mayores
que los obtenidos con VHSV, perdiéndose parcialmente el efector
estimulador de ap5 a todas las concentraciones ensayadas. Al aumentar
el porcentaje a 2 % DMSO, las infecciones con VHSV y VHSV-ap5 se
redujeron de ~ 300 ffu/pocillo en ausencia de inhibidores a ~ 46 y 80
ffu/pocillo, respectivamente.

La llustracion 71C y la llustracion 71D muestran que en
presencia de Nocodazol y Colchicina, respectivamente, se redujo el
numero de focos con VHSV-ap5 a niveles ~ 2 veces mayores que los
obtenidos con VHSV, perdiéndose parcialmente el efector estimulador de
ap5 a todas las concentraciones ensayadas. Al aumentar el porcentaje a
50 uM Nocodazol (llustraciéon 71C) o 20 uM Colchicina (llustracién
71D), las infecciones con VHSV y VHSV-ap5 se redujeron de ~ 300
ffu/pocillo en ausencia de inhibidores a ~ 75 y 120 ffu/pocillo o ~75 y 160

ffu/pocillo, respectivamente.
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Con el propésito de descartar cualquier posible efecto de los

inhibidores sobre la acumulacién de Nyshy, se realizaron infecciones
similares pero incubando con los inhibidores durante toda la infeccién. La
llustracién 72C muestra que las adiciones de 20 uM Citocalasina B, 2 %
DMSO, 50 uM Nocodazol o 240 uM Colchicina a varias moi de VHSV no
provocaron variaciones en el nimero de focos obtenido detectado con
anti-Nysny.

En resumen, los experimentos comentados con inhibidores de
citoesqueleto (Citocalasina B, DMSO, Nocodazol y Colchicina)
demostraron que las fases tempranas de la infeccion con VHSV y en
menor medida con VHSV-ap5 se inhibieron con estos compuestos a
concentraciones sin efectos ni sobre la viabilidad celular ni sobre la

acumulacion de la Nyghy.

llustracion 71. Influencia de
inhibidores del citoesqueleto en
la entrada del VSHV y VSHV-ap5.
Las monocapas de células EPC en
placas de 96 pocillos se infectaron
con VSHV o VSHV-ap5 en
presencia o ausencia de distintos
inhibidores del citoesqueleto. El
VSHV se incubé con 3 uM de ap5
durante 4 h a 14 °C antes de la
infecciéon. La infeccion se realizo
durante 24 h a 14 °C en ausencia o
en presencia de NH4CI, sin retirar
los inéculos. Las monocapas se
fijaron con metanol y se tifieron con
el AcMo anti-NVSHV 2C9 y DAB.
El tratamiento con Citocalasina B
(A), DMSO (B), Nocodazol (C) o
Colchicina (D) se realizé durante 30
min antes de la infeccion y 2 h
despues de la infeccion. Despues
del lavado de la monocapa, se
adicion6 40 mM NH4Cl y se incubo
durante 22 h a 14 °C. Se tifieron
con el AcMo anti-NVSHV 2D5 y
anti-lgs de raton-FITC. Se

representan las medias y
desviaciones estandar de 3
experimentos por duplicado.

----- <l 0.001 ffu/célula de VHSV.
----- [, 0.004 ffu/célula de VHSV.
—@®—, 0.001 ffu/célula de VSHV-
ap5s.
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llustracién 72. Viabilidad celular
de las EPC en presencia de
inhibidores del citoesqueleto
(A,B) e influencia de los
inhibidores del citoesqueleto en
la acumulacion de NVSHV.(C). A,
B, Las células EPC en placas de
96 pocillos se incubaron con las
concentraciones indicadas  de
Citocalasina B, DMSO, Nocodazol
y Colchicina durante 2 h y 30 min a
14 °C. Transcurrida esta incubacién
las monocapas se lavaron y se
estimé la viabilidad celular de las
EPC por el ensayo MTS/PMS. Se
representan los porcentajes segun
la formula: Abs492nm en presencia
de los inhibidores / Abs492nm en
ausencia de los inhibidores) x 100,
medias y desviaciones estandar de
1 experimento por triplicado. La
Abs492nm en  ausencia de
inhibidores fue de 1.3 + 0.33. C,
Las monocapas de células EPC en
placas de 96 pocillos se infectaron
con 0.001 ffu/célula de VSHV o
VSHV-ap5 en presencia o ausencia
de inhibidores del citoesqueleto. EI
VSHV se incubé con 3 uM de ap5
durante 4 h a 14 °C antes de la
infeccién. Los inéculos se
incubaron durante 2 h a 14 °C y las
monocapas previo lavado se
incubaron durante 2 h 30 min con
las indicadas concentraciones de
30 uM Citocalasina B, 2.5 %
DMSO, 50 uM Nocodazol y 240
UM Colchicina. Las monocapas se
lavaron y se incubaron afiadiendo
40 mM NHA4CI durante 22 h a 14
°C. Despues se tifieron con el
AcMo anti-NVSHV 2D5 y Ac anti-
Igs de raton-FITC. Se representan
las medias y desviaciones estandar
de 1 experimento por duplicado.
Barras azules, ausencia de
inhibidores. Barras rayadas
horizontalmente, Citocalasina B.
Barras rayadas oblicuamente,

DMSO. Barras cuadradas,
Nocodazol. Barras blancas,
Colchicina.
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El hecho de que las infecciones con VHSV-ap5 fueran menos

sensibles (~ 2 veces) a los inhibidores del citoesqueleto que las
obtenidas con VHSV, sugirié la posibilidad de que la adicion de ap5 al
VHSV provocara una ralentizacion del progreso de su endocitosis. Para
confirmar esta hipétesis se estudiaron comparativamente las cinéticas de
progreso endosémico de VHSV y VHSV-ap5 estudiando el tiempo que la
infeccion es sensible al inhibidor de acidez endosomal (resistencia al
tratamiento con 40 mM de NH,CI). Para ello tanto el VHSV como el
VHSV-ap5 se incubaron con las células durante 1 h a 4 °C (para permitir
la unién al receptor celular y la sincronizacion de las infecciones con
VHSV y VHSV-ap9) y después, se aumento la temperatura a 14 °C y se
adicion6 NH4Cl a distintos tiempos de 0 a 60 min. Finalmente,
transcurridas 24 h a 14 °C, se determind el niumero de focos obtenidos.

La llustracion 73 muestra una cinética mas lenta cuando se usa VHSV-



ap5. Las incubaciones con 40 mM NH,CI a tiempo O (es decir
inmediatamente después de la union al receptor) redujeron el numero de
focos obtenido a ~ 0 tanto para VHSV como para VHSV-ap5. A medida
que se aumento el tiempo de incubacién a 14 °C en ausencia de NH4CI
antes de anadir el NH4Cl, se detectdé un incremento en el nimero de
focos obtenido para VHSV y VHSV-ap5. El aumento de 3-4 veces de la
infectividad provocado por ap5 tan solo se detecté a partir de los 20 min

antes de anadir NH4CI.

250

200

150 -

100 -

Nidmero de focos/pocillo
A
o
|

o
|

100

Tiempo de adicion NH,Cl, min

El ajuste de Boltzman de los perfiles sigmoideos obtenidos
permitid calcular que el 50 % de resistencia a NH,Cl se alcanz6 a los
13.4 + 1.8 min después de la unién al receptor para VHSV, mientras que
se alcanz6 a los 24.4 + 2.1 min después de la unién al receptor para
VHSV-ap5. Infecciones similares con VHSV a 0.004 ffu/pocillo mostraron
una cinética similar para VHSV, alcanzandose un 50 % de resistencia al
tratamiento con NH4CI transcurridos 14.5 + 1.09 min después de la

unién al receptor.

llustracién 73. Cinética del efecto
del NH,CI. Las monocapas de
células EPC en placas de 96
pocillos se incubaron durante 2 h a
4 °C con VSHV o VSHV-ap5. El
VSHV se incub6 con 3 uM de ap5
durante 4 h a 14 °C antes de la
infeccion. La infeccién se realiz6
durante 24 h a 14 °C en ausencia o
en presencia de NH4CI, sin retirar
los inéculos. Las monocapas se
fijaron con metanol y se tifieron con
AcMo anti-NVSHV 2C9 y DAB. Las
monocapas se lavaron y se
incubaron anadiéndose NH4C| a
los tiempos indicados  post-
infeccion. ElI NH4Cl no se retiré
durante la infeccion, durante 24 h a
14 °C. Se tifieron con el AcMo anti-
NVSHV 2D5 y el Ac anti-Ilgs de
raton-FITC. Se representan las
medias y desviaciones estandar de
3 experimentos por duplicado.
----- < 0.001 ffu/célula de VHSV.
----- [ J 0.004 ffu/célula de VHSV.
—®&®—, 0.001 ffu/célula de VSHV-
apb. Los ensayos en presencia de
ap28 mostraron resultados
similares a los obtenidos con VSHV
(datos no mostrados)
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llustracion 74. Resistencia del
VSHV y VSHV-ap5 al tiempo de
permanencia en el endosoma
(inhibicion por incubacion con
NHA4CI durante distintos tiempos)
en EPC y RTG-2. Las monocapas
de células EPC o RTG-2 en placas
de 96 pocillos se incubaron durante
2 ha4°C con VSHV o VSHV-ap5.
El VSHV se incub6 con 3 uM de
ap5 durante 4 h a 14 °C antes de la
infeccion. Las monocapas se
lavaron y se incubaron con NH4CI
40 mM durante los periodos de
tiempo indicados. Despues se retiré
el NHA4Cl y las monocapas se
incubaron durante 24 o 36 h,
respectivamente. Despues  se
fijiaron con metanol y se tifieron con
AcMo anti-NVSHV 2C9 y Ac anti-
Igs de raton-FITC. Se representan
las medias y desviaciones estandar
de 2 experimentos por duplicado.
----- s 0.001 ffu/célula de VHSV.
e Jeeens 0.004 ffu/célula de VHSV.
—@—, 0.001 ffu/célula de VSHV-
apb. Los ensayos con ap28
mostraron resultados similares en
ambas lineas celulares a los
mostrados con VSHV (datos no
mostrados).
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Finalmente, después de inhibir el paso de VHSV y VHSV-ap5 por
el endosoma durante 2-8 h con 40 mM NH,CI (secuestro transitorio), se
determind el ndmero de focos supervivientes. De esta manera se
estimaba el nivel de resistencia al tiempo de estancia en el endosoma de
VHSV y VHSV-ap5 (resistencia a la digestién endocitica). Como se
muestra en la llustraciéon 74, la infectividad del VHSV-ap5 en ausencia
de NH,CI (122.25 + 2.47 ffu/pocillo) sélo se redujo al ~ 50 % (66.5 *
28.99 ffu/pocillo) después de 8 h con NH,CI mientras que la infectividad
de VHSV en ausencia de tratamiento (41.25 + 3.18 ffu/pocillo) se redujo
a 8.25 + 0.35 ffu/pocillo después de solo 2 h con NH4CI. Igualmente, la
infectividad de VHSV a 0.004 ffu/pocillo en ausencia de NH,CI (105
ffu/pocillo) se redujo a 16 + 2.82 ffu/pocillo después de 2 h con NH,CI.
Las infecciones del VHSV-ap28 mostraron un perfil similar al obtenido

con VHSV (datos no mostrados). Los resultados obtenidos demuestran,

01251 .\ EPC RTG-2 [125
= @
= e +
8100 e ¢( No - 100
@
S 751 \‘ /' | 75
s O
()] 4 . L
-g 50 4 ) Dot - 50
3 25 - .
E® E&"m" %......4 _________________ g%
Z 07 T \4\] ..... .4\:] ..... J:g T T T T T T T _o
0 2 4 6 8 0 20 40 60 80 100120
Tiempo de incubacion NH,CI
h min

por lo tanto, que la adiciéon de ap5 al VHSV protege al VHSV de la
estancia en el endosoma. Muy probablemente ello es debido a que el
ap5 aumenta la resistencia de la Gyusy a la digestion endosomal.

Para confirmar si la proteccion del ap5 existia en otras lineas

celulares, se estudio la resistencia de la particula virica en presencia o



ausencia de ap5 al tratamiento transitorio con NH4Cl en el efecto
estimulador observado en infecciones con VHSV sobre la linea celular
RTG-2 (llustracion 74). En la llustracion 74B se muestra como el
numero de focos obtenido con VHSV-ap5 sobre la linea celular RTG-2
(~100 ffu/pocillo) se mantuvo incluso tras 2 h de tratamiento transitorio
con NH4CI (tiempo de incubacién maximo ensayado en la RTG-2).
Contrariamente, los 32 ffu/pocillo obtenidos con VHSV en ausencia de
tratamiento con NH,CI, se redujeron a 10-15 ffu/pocillo después de
incubaciones transitorias con NH4Cl de al menos 30 min. Las infecciones
en RTG-2 con VHSV a 0.004 ffu/pocillo o con VHSV-ap28 (datos no
mostrados) mostraron un perfil similar al obtenido en la infecciones
VHSV. Los resultados obtenidos demuestran, por lo tanto, que la adicion
de ap5 al VHSV protege al VHSV de la digestién endosomal tanto en
EPC como en RTG-2.

e Fusion de las membranas celular y virica.

Para estudiar la posible influencia del ap5 en la fusién del VHSV
se llevaron a cabo ensayos de formacidon de sincitios desde dentro
(monocapas de células EPC infectadas con VHSV) y desde fuera
(adicionando gran cantidad de VHSV purificado a las monocapas de
células EPC) en ausencia y en presencia de ap5. La formacion de
sincitios en monocapas de células EPC infectadas durante 24 h con 0.01
ffu/célula VHSV (desde dentro) se pudo observar al incubar las células a
pH de 5.5 a 6.0. A estos pH el porcentaje de nucleos en sincitios (células
fusionadas) fue del ~ 40 %. No se observaron nucleos en sincitios a pH
superiores a 6.5. En presencia de 3 pM ap5 o ap28, las células
infectadas formaron un numero de nucleos en sincitios similar al obtenido
con el VHSV en ausencia de ap, obteniéndose maximos del ~ 40 % a pH
5.5-6.0 y no detectandose nucleos en sincitios a pH superiores a 6.5
(llustracion 75A).

La variacion en el numero de nucleos en sincitios formados por
adicion de 2.5 x 10° ffu/célula de VHSV a monocapas de células EPC
(desde fuera) en funcion del pH fue similar al obtenido en los ensayos

desde dentro. Adicionando VHSV a pH 5.5 o 6.0, el porcentaje de
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llustracion 75 Formacién de
sincitios desde dentro (A) y
desde fuera (B) * ap5. A, Las
monocapas de células EPC se
infectaron a 0.01 ffu/pocillo durante
24 h a 14 °C. Las monocapas se
lavaron y se incubaron con 3 uM
ap5 durante 2 h a 4 °C. B, Las
monocapas de células EPC se
incubaron con 2.5 x 103 ffu/célula
de VSHV o VSHV-ap5 (4 h a 14 °C
con 3 uM de ap5) durante 1 h a 4
°C. En ambos ensayos, despues,
las monocapas se lavaron y se
incubaron durante 30 min a 14 °C
con medio de fusion a los pH
indicados y 2 h a 20 °C con medio
de fusién a pH 7.5. Se fijaron con
metanol y se tifieron con Giemsa.
Se representan los porcentajes
segun la férmula:  nimero de
nucleos en sincitios por pocillo /
numero de nucleos totales por
pocillo x 100, medias y
desviaciones  estandar de 2
experimentos por triplicado. El
numero de  nucleos totales
analizados en ambos ensayos fue
de ~ 1000 por pocillo. == Lo
VSHV. —@— VSHV-ap5. —O=—,
ap5. Los ensayos con VSHV-ap28
mostraron resultados similares a
los obtenidos con VSHV (datos no
mostrados)
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nucleos en sincitios (células fusionadas) fue del ~ 50 %, no apreciandose
sincitios a pH superiores a 6.5. Adicionando VHSV-ap5 a pH 5.5 0 6.0,
el porcentaje de nucleos en sincitios (células fusionadas) fue del ~ 60 %
(llustracion 75B), obteniéndose ~10 % de nucleos en sincitios a pH
superiores a 6.5. Los datos obtenidos en ensayos de formacién de
sincitios desde fuera anadiendo VHSV-ap28 fueron similares a los

obtenidos afiadiendo VHSV (datos no mostrados).
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4.4.8. Aplicaciones al diagnodstico del ap5

Como ejemplo de posibles aplicaciones practicas de los ap
estimuladores de la infeccién del VHSV, se estudié la capacidad del ap5
para aumentar la sensibilidad de los tests de diagndstico basados en
infectividad del VHSV. Debido a que las unidades infecciosas presentes
en las muestras clinicas de peces infectados corresponden en gran
medida a virus intracelular, los ensayos de infectividad se llevaron a cabo
con VHSYV intracelular obtenido de extractos de células RTG-2

previamente infectadas.



En la llustracion 76 se muestra las ffu obtenidas tanto del
extracto intracelular como del extracelular en presencia de 3 uM ap5.
Tanto en extractos intracelulares como extracelulares, hay un aumento
de la infectividad con respecto a cada control no tratado con ap (el
tratamiento fue de 8 h con 3 uM de ap5). En extractos extracelulares la
infectividad (42.33 + 7.23 ffu/pocillo) aumentd un 551 + 51 % después
de un tratamiento con ap5 (233.67 + 21.83 ffu/pocillo), mientras que en
extractos intracelulares la infectividad | (18.67 + 5.03 ffu/pocillo) aumento
un 212 + 72 % después del tratamiento con ap5 (39.67+13.43 ffu/pocillo).

Para confirmar el aumento de infectividad del extracto
intracelular después del tratamiento con ap5 (16 h con 3 uM de ap5), se
realizaron ensayos similares pero aumentando la dilucién del extracto
intracelular a 1:1000 y 1:20000. Una vez finalizado el ensayo, los
pocillos donde se detecté al menos 1 ffu/pocillo se contabilizaron como
positivos. En la dilucion 1:1000 del extracto no tratado se obtuvieron 94
% de pocillos positivos (2.1 ffu/pocillo) mientras que en la del extracto
tratado con ap5 se obtuvieron 100 % de pocillos positivos (4.7
ffu/pocillo). En la diluciéon 1:20000 del extracto no tratado no se
obtuvieron pocillos positivos, mientras que en la del extracto tratado con
ap5 1 h se obtuvieron 70 % de pocillos positivos (1.3 ffu/pocillo) y con
ap5 16 h, se obtuvieron 100 % de pocillos positivos (2.5 ffu/pocillo)
(Tabla 5).

Por ultimo para comprobar si el aumento de la sensibilidad del
ensayo de focos (ffu en 1 dia) es reproducible en el ensayo de formacioén
de placas (pfu, 8 dias) y en el ensayo de dilucién limite (TCIDsq 9 dias),
se determind la estimulacion de los extractos intracelulares tratados con
3 uM ap5 en dichos ensayos. En la Tabla 6, se muestran los titulos
obtenidos de un mismo stock de VHSYV intracelular para los tres tipos de
ensayos en presencia o ausencia de ap5. De todos ellos, el mas sensible
fue el ensayo de focos, donde se detectaron 7.8 x 10 ffu/ml comparados
con 2.2 x 10™ pfu/ml y 2.7 x 10 TCIDso/ml del ensayo de placas y de
dilucion limite, respectivamente. Al adicionar ap5 a una concentracion de
6 uM la sensibilidad de los tres ensayos fue un ~ 200 % la obtenida en

ausencia del ap5.

Intracelular Extracelular

VHSV

llustracion 76. Efecto de la
preincubaciéon con ap5 en la
infectividad del VSHV
intracelular y extracelular. Las
monocapas de células EPC en
placas de 96 pocillos se infectaron
con  extractos extracelulares o
intracelulares de infeccién de RTG-
2 con VSHV obtenidos seglin se
describe en el material y métodos,
en presencia (Barras blancas) o
ausencia (Barras azules) de 3 uM
apb. El tratamiento de ap5 con los
extractos se realizo durante 8 h a 4
°C antes de la infeccién. La
infeccion de las células EPC se
realiz6 durante 24 h a 14 °C. Las
monocapas se fijaron con metanol
y se tifieron con AcMo anti-NVSHV
2C9 y DAB . Se representan las
medias y desviaciones estandar de
2 experimentos por duplicado.
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El titulo de VSHV en un extracto
células RTG-2
VSHV  diluido

ausencia (-) o

intracelular  de
infectadas  con
1:20000 en

presencia (+)de ap5 se determiné
segun se describe en materiales y

métodos por los ensayos de focos,
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Tabla 5. Detecciéon de VSHV en extractos intracelulares * ap5

por ensayo de focos (ffu).

Dilucion de la muestra

1:1000 (n=18) 1:20000 (n=10)

Pocillos + , ffu/pocillo? Pocillos + , ffu/pocillo?
% %

VSHV 94 2.1 0 -
control
VSHV+ap5 ND ND 70 1.3
(1h)
VSHV+ap5 100 4.7 100 2.5
(16 h)

Las monocapas de células EPC en placas de 96 pocillos se infectaron con una
dilucién 1:1000 o una dilucién 1:20000 de extractos intracelulares de RTG-2
infectadas con VSHV en presencia o ausencia de 3 uM de ap5 (1 0 16 h a 4 °C
antes de la infeccién). La infeccion se realizo durante 24 h a 14 °C. Las
monocapas se fijaron con metanol y se tifieron con AcMo anti-Nysny 2C9 y DAB. n,
indica el numero de muestras analizadas. El porcentaje de pocillos positivos (+) se
obtuvo segun la férmula: nimero de pocillos con al menos 1 foco / n x 100. ND, no

determinado. a, media de los ffu/pocillo de los pocillos +.

Tabla 6. Comparacion de titulos de VSHV * ap5 en extractos
intracelulares de RTG-2 infectados con VSHV diluidos 20000

veces
Tipo de Titulo de Titulo de Estimulacion Tiempo,
ensayo VSHV x 105 VSHV x 10° por ap5, % dias
-ap5 +ap5

Focos 0.78 1.21 159 2
(ffu/ml)

Placas 0.22 0.41 180 8

(pfu/ml)

Dilucién 0.27 0.51 189 9
limite

(DICT5o/ml)




4.5. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE
MODULADORES DE LA INFECTIVIDAD DEL VHSV EN LOS
COMPUESTOS DE QUIMIOTECAS DE N,N’ 2,5
PIPERAZINDIONAS (DKPs)

4.5.1. Cribado de las quimiotecas de DKP

Con la intencion de identificar inhibidores de la infectividad del
VHSV se analiz6 la capacidad inhibitoria de los 98 compuestos (R1-DKP-
R2) pertenecientes a las dos quimiotecas de DKPs (DKP-l y DKP-II)
cuya estructura y composicion de muestra se muestra en la llustracion
20 (material y métodos).

Para realizar el cribado, el VHSV se incubé de manera previa a
la infeccién con cada uno de los R1-DKP-R2 (400 pM) y a continuacion
con las mezclas de infeccion (VHSV+R1-DKP-R2,) se infectaron células
EPC durante 24 h. El cribado inicial de la librerias identificé 11
compuestos en la DKP-I capaces de reducir al 0-30 % la infectividad del
VHSV, que se estimo en ausencia de DKP en unos 96.3 + 5.2
focos/pocillo (Tabla 7). En la quimioteca DKP-II tan sélo se identificaron
3 compuestos (6-DKPII-9, 6-DKPII-13 y 7-DKPII-9) capaces de reducir al
30-40 % el numero de focos obtenido en ausencia de DKP. Como los
cribados se llevaron a cabo a concentracién de R1-DKP-R2 de 400 uM
(una concentracion relativamente alta), tan sélo las 7 R1-DKP-I-R2 que
abolieron completamente la infectividad del VSHV (ndmero de
focos/pocillo = 0), se seleccionaron para continuar con el estudio. Las 7
R1-DKP-R2 seleccionadas poseian en R1: N-(2,4-diclorofenitilo) (5-
DKPI-8 y 5-DKPI-14), N-(3,3 difenilpropilo) (6-DKPI-8, 6-DKPI-11, 6-
DKPI-12 y 6-DKPI-14) y N-(3-(1-imidazol) propilo) (3-DKPI-12).

4.5.2. Viabilidad celular en presencia de las DKP

Para descartar que posibles efectos toxicos de las 7 R1-DKPI-R2
sobre las células fueran en parte responsables de la inhibiciéon de la
infectividad del VHSV, células EPC fueron incubadas con distintas
concentraciones de las R1-DKPI-R2 activas durantes 48 h y a

continuacion se analizo su viabilidad. A 400 uM, la concentracién usada
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Tabla 7. Cribado de las quimiotecas DKP-I y DKP-II.

/ R1-> 1 2 3 4 5 6 7

R2{
1110+ 647+ 905%

8 A i 2% g65:3  0%0  0%0 6229
9 1+ 83447 806+2 566+0 446+6 584+8 O0/%
28 27
90.8 £ 68.5 + 729 +
10 831:4 87.0x2 05* grexg O80F 5y4ys 729
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11 i ” b o 230:1 020 6872
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10 s28x7 L0 er2:3 95 8 X P
DKP-II 958+  100.7 + 1207+ 1518+ 1233+ 11292
11 22 15 871%0 5 16 3 17
;g 1374 1001+ 127.8% 1210% 503+ 107.4% 137.4%
5 36 3 1 21 9 17
1034+ 1110+ 1296+ 1278+ 693+ 99.3 +
13 7 5 . - PR P R
1251+ 898+ 1115+ 1224+ 1206+ 775%
14 11 19 34 15 19 21 816%7

\J

Las monocapas de células EPC en placas de 96 pocillos se infectaron (100ul/pocillo) con VSHV en presencia o
ausencia de 400uM de DKP. El tratamiento del VSHV con las DKP se realiz6 antes de la infeccion durante 4 h
a 14 °C y en 100 pl/pocillo. La infeccion se realizd durante 24 h a 14 °C. Las monocapas se fijaron con metanol
y se tifieron con el AcMo anti-NVSHV 2C9 y DAB. se muestra el porcentaje segun la férmula: nimero de focos
por pocillo en presencia de DKP / numero de focos por pocillo en ausencia de DKP x 100, en un experimento
por duplicado. Negritas, inhibicién total de la infectividad del VSHV. El numero de focos/pocillo en ausencia de



en el cribado de las quimiotecas, todas las R1-DKPI-R2, con excepcion
de solo 5-DKPI-8 y 6-DKPI-14, redujeron la viabilidad de las EPC

(llustracion 77).

100 28@=— B
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X 75 aL
! \ -
w%
50, ¢ 2
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o O
0 T T T T T
0 100 200 300 400

Concentracion de DKPs, uM

Consecuentemente, los estudios posteriores solo se realizaron con 5-
DKPI-8 y 6-DKPI-14 (llustraciéon 78A). Ademas, tras la incubacion de
las células con las mezclas de infeccion (VHSV+R1-DKP-R2) no se
observaron cambios en el pH del medio durante el periodo de infeccién
por lo que se puede descartar que el efecto anti-VSHV observado fuera a

variaciones de pH (datos no mostrados).

4.5.3. Estudio de la inhibicion de la infectividad de VHSV
causada por 5-DKP-8 y 6-DKP-14

Para determinar la minima concentracion de 5-DKPI-8 y 6-DKPI-
14 requerida para detectar inhibicion de la infectividad del VSHV, se
realizé una curva dosis-respuesta con concentraciones de 25 a 200uM
de las 5-DKP-8 y 6-DKP-14. Para ambos compuestos, se observé una
dependencia directa entre la concentracion y grado de inhibicion de la

infectividad de VSHV (llustracion 78B). Los valores Clsy (concentracion

llustraciéon 77. Viabilidad de las
células EPC en presencia de las
DKP. Las monocapas de células
EPC en placas de 96 pocillos se
incubaron en presencia o ausencia
de las DKP que presentaron una
mayor inhibicién. Esta incubacion
se realiz6 durante 48 h a 28 °C. La
viabilidad celular de las EPC se
ensayé por MTS/PMS. Los
resultados se expresan segun la
formula: Abs492nm en presencia
de DKP / Abs492nm en ausencia
de DKP x 100. Se representan las
medias y desviaciones estandar de
2 experimentos por hexaplicados
en ausencia de DKP y triplicados
en presencia de DKP. El valor de
Abs492nm registrado en ausencia
de DKP fue de 1.5 + 0.23. ==-=
3-DKP-12. —M—, 5-DKP-8. --</--,
5-DKP-14. - 6-DKP-8.
-=A== 6-DKP-11. =-=O== 6-DKP-
12. —@—6-DKP-14.
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llustracién 78. Curva dosis-
respuesta de 5-DKP-8 y 6-DKP-
14. A, Estructura quimica de 5-
DKP-8 y 6-DKP-14, las DKP con
mayor actividad anti-VSHY sin
efectos citotéxicos. B, Curva dosis
respuesta de la inhibicion de la
infectividad del VSHV por la 5-
DKP-8 y 6-DKP-14. Las
monocapas de células EPC en
placas de 96 pocillos se infectaron
(100ud/pocillo)  con VSHV en
presencia de 5-DKP-8 o 6-DKP-14.
El tratamiento del VSHV con 5-
DKP-8 o 6-DKP-14 se realizé antes
de la infeccién durante 4 h a 14 °C,
en 100ul/pocillo. La infeccién se
realiz6 durante 24 h a 14 °C. Las
monocapas se fijaron con metanol
y se tifieron con el AcMo anti-
NVSHV 2C9, y DAB. Los
resultados se expresan segun la
férmula: numero de focos por
pocillo en presencia de DKP /
numero de focos por pocillo en
ausencia de DKP x 100. Se
muestran los valores obtenidos de
2 experimentos por triplicados. El
numero de  focos/pocillo  en
ausencia de DKP fue de 90.3 +
10.2 ffu/pocillo.—M—, VSHV con 5-
DKP-8. —@®—, \/SHV con 6-DKP-
14.
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de compuesto necesaria para inhibir la infectividad al 50%) obtenidos
fueron 86.2 y 51.1 uM, para 5-DKP-8 y 6-DKP-14, respectivamente,
sugiriendo por tanto una mayor capacidad antiviral de la 6-DKP-14.
Mientras que a 100 uM 6-DKP-14 no se detectaron focos de infeccion
(efecto inhibitorio del 100 %), a la misma concentracion de 5-DKP-8 la
infectividad del VHSV fue ~ 45 % del control (virus no tratado).

4 A

5-DKP-8 6-DKP-14

%

100 @—

50- +\¢

-~

25-
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4.5.4. Reduccién del tamaio de los focos de infeccidon en
cultivos celulares infectados en presencia 5-DKP-8 o 6-DKP-
14.

Confirmando observaciones preliminares realizadas al hacer el
recuento de los focos de infeccidon en los ensayos de dosis-respuesta,

cuando las infecciones de las células EPC se realizaban con VHSV



tratado con 5-DKP-8 o de 6-DKP-14 ademas de una reduccion del
numero de focos (Tabla 7, llustracion 78B) hay una reduccion del
numero de células infectadas /foco (tamafo de foco) (llustracion 79A).
.Veinticuatro h p.i., en las infecciones realizadas con VSHV no tratado
mas del 41 % de los focos de infeccion estaba formado por 16-20
células infectadas/foco (llustracion 79A, B). Por el contrario, en las
infecciones realizadas con VHSV tratado con 5-DKP-8 o de 6-DKP-14 el
80-90 % de los focos eran unicelulares o de un tamafio maximo de 2-5
células/foco (llustracion 79A, C). Estos resultados sugieren que en
presencia de 5-DKP-8 o 6-DKP-14, como ocurria cuando el pH del medio
era 6.5, la propagacion de la infeccion de las células EPC inicialmente

infectadas a las vecinas esta inhibida.

Nimero de focos , % del total

7 2.8, 7 g 2 S
s T d’f"'?ﬂ{"?d’ “%
Tamano defoco, n® célulasffoco
Lot _

4.5.5.
adicién de las 5-DKP-8 y 6-DKP-14.

En todos los ensayos realizados hasta ahora, el VSHV se incubé
con las R1-DKP-R2 antes de la infeccién de las células EPC (4 h a 14

°C) y con estos indculos formados por VHSV-R1-DKP-R2 se infectaron

Influencia en la actividad antiviral del momento de

las células. Como ademas lo in6culos no se retiraron, las R1-DKP-R2

estuvieron presentes durante toda la infeccion. Sin embargo, cuando se

llustraciéon 79. Tamaio de focos
en presencia de 5-DKP-8 y 6-
DKP-14. A, Las monocapas de
células EPC en placas de 96
pocillos se infectaron (100ul/pocillo)
con VSHV en presencia o ausencia
de las DKP. Los tratamientos del
VSHV con 100 uM de DKP se
realizaron durante 4 h, a 14 °C
antes de la infeccion, en
100ul/pocillo.  La infeccion  se
realiz6 durante 24 h a 14 °C. Las
monocapas se fijaron con metanol
y se tifieron con AcMo anti-NVSHV
2C9 y DAB . El nimero de focos
analizados fue de 150 en ausencia
de DKP, 70 para el VSHV con 5-
DKP-8 y 60 para el VSHV con 6-
DKP-14. ==A== ausencia de DKP.

, 5-DKP-8. —@—, 6-DKP-14.
B, Microfotografia de los focos
obtenidos en ausencia de DKP. C,
Microfotografia de los focos
obtenidos en presencia de 6-DKP-
14.
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llustraciéon 80. Influencia del
tiempo de adiciéon de 5-DKP-8 y
6-DKP-14 en su inhibicién. Las
monocapas de células EPC en
placas de 96 pocillos se infectaron
(100ud/pocillo) con VSHV en
presencia o ausencia de 100 uM de
DKP. Las infecciones se realizaron
durante 24 h a 14 °C. Las
monocapas se fijaron con metanol
y se tifieron con AcMo anti-NVSHV
2C9 y DAB. Los resultados se
calcularon segun la férmula:
numero de focos por pocillo en
presencia de DKP / numero de
focos por pocillo en ausencia de
DKP x 100. Se muestra las medias
y desviaciones estandar de 2
experimentos por triplicados. EI
numero  de  focos/pocillo  en
ausencia de DKP fue de 98.3 + 9.5
ffu/pocillo. Barras grises,
infecciones en presencia de 5-
DKP-8. Barras verdes, infecciones
en presencia de 6-DKP-14.
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retiraron las mezclas VHSV-R1-DKP-R2 tras el periodo de (2 h 14 °C) y
a las células infectadas se les anadié medio fresco sin R1-DKP-R2, tanto
en presencia de 5-DKP-8 como de 6-DKP-14, la infectividad del VSHV
con respecto al control de virus no tratado, se mantuvo en ~ 90 %, es
decir no se detectd inhibicién de la infectividad (datos no mostrados). De
acuerdo con estos resultados, no parece preciso el periodo previo de
incubacion VHSV-R1-DKP-R2 para que los compuestos ejerzan su
actividad antiviral y si parece necesario que estén presentes durante las
etapas de la infeccién posteriores a la adsorcion.

Para determinar el tiempo p.i al que era necesario adicionar las
R1-DKPII-R2 para observar inhibicion de la infectividad del VSHYV, se
5-DKP-8 o de 6-DKP-14 se

adicionando a las células previamente infectadas con VHSV sin tratar a

realizaron infecciones en las que

0, 4 y 12 h p.i.. Los resultados obtenidos confirman que el periodo de
preincubacion del VHSV con los compuestos no es necesario porque se
obtuvieron niveles de inhibicion similares cuando 5-DKP-8 o de 6-DKP-
14 se preincubaron con el virus antes de la infeccién (llustracién 78B) o
se adicionaron justo en el momento de la infeccion (t=0) (llustracion
80). Ademas, la actividad inhibitoria de 5-DKP-8 y de 6-DKP-14 fue
similar cuando se adicionaban a los cultivos a 0 0 4 h p.i., sugiriendo que
las etapas tempranas de infecciébn no se ven afectadas por estos
compuestos. En el caso concreto de 6-DKP-14, la infectividad de VHSV
se redujo el ~ 95 % cuando el compuesto se adiciono 0 0 4 h p.i. y el
~50% cuando se adiciono 12 h p.i. 5-DKP-8 mostré un patron de
inhibicién temporal similar al de 6-DKP-14 aunque su capacidad de
inhibicién fue menor que la de 6-DKP-14 a cualquier tiempo de adicion,
confirmando la mayor actividad de 6-DKP-14 con respecto a la 5-DKP-8
tal y como previamente se habia determinado en los ensayos de dosis-
respuesta (llustraciéon 78B).

4.5.6. Produccién de VHSV en presencia de 5-DKP-8 y 6-DKP-
14

Cuando se titulo el VHSV presente en el sobrenadante de

infecciones realizadas en presencia o ausencia de 5-DKP-8 y 6-DKP-14



(Tabla 8) se comprobd que 24 h p.i. el titulo de virus en relacién con el
de los cultivos infectados con virus no tratado, se redujo un 76.1 y 98.6
% en presencia de 5-DKP-8 y 6-DKP-14 respectivamente. A 48 p.i. las
reduccion fue del 96.4 y 99.4 % (Tabla 8). Estos resultados confirman
otra vez la mayor capacidad de inhibicion de 6-DKP-14 en relaciéon con
5-DKP-8 e indican que la reducciéon de la .propagacion de la infeccion in
vitro de VHSV en presencia de estos compuestos se debe en parte a
una reduccién de la presencia de virus infectivo en los sobrenadantes de

cultivo.

Tabla 9. Titulos de los sobrenadantes de infecciones de
células EPC con VSHV en presencia de 5-DKP-8 o 6-DKP-14.

sobrenadante de infeccion, % de

inhibicion
_ Tiempo VSHV - 5-DKP-8  VSHV - 6-DKP-14
infeccién, h
24 76.1+12.7 98.6 +21.2
48 96.4 + 14.1 99.4 +5.6

Las monocapas de células EPC crecidas sobre pocillos de placas de 96 pocillos se
infectaron (100u/pocillo) con VSHV en presencia o ausencia de 100 uM de 5-DKP-
8 y 6-DKP-14. La adicién de las DKP se llevé a cabo al inicio de la infeccién, no
retirandose durante la infeccion. La infeccion se realizé a 14 °C, a 3 x 10™ ffu/célula
(30 ffu/pocillo). Despues se recogieron los sobrenadantes de las monocapas de
células y se titularon por ensayo de focos. Los porcentajes de inhibicién se
calcularon segun la férmula: 1 - (nimero de focos por pocillo en presencia de DKP /
numero de focos por pocillo en ausencia de DKP) x 100. Se representan las
medias y desviaciones estandar de 2 experimentos por duplicado.

En principio, la ausencia/reduccion de la infectividad en los
sobrenadantes de cultivo de infecciones realizadas en presencia de 5-
DKP-8 o 6-DKP-14 puede deberse i) a que los viriones alli presentes no
son infectivos o ii) a una reducciéon de particulas viricas (infectivas o
no). Para comprobar cual de las dos posibilidades tenia lugar, células
EPC se infectaron con VHSV en presencia de 6-DKP-14 y 24 h p.i se

analizé la presencia de virus en los sobrenadantes de infeccion
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M1
M2

M1
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llustraciéon 81. Influencia de 6-
DKP-14 en la acumulacién de
proteinas del VSHV en
sobrenadantes de infeccién (A) y
células EPC infectadas (B). Las
monocapas de células EPC en
placas de 96 pocillos se infectaron
durante 24 h, 14 °C en presencia o
ausencia de 100 uM de 6-DKP-14.
La adicion de la 6-DKP-14 se llevo
a cabo al inicio de la infeccién, no
retirandose durante la infeccion,
que se realiz6 durante 24 h a 14 °C
a 3 x 10-4 ffu/célula (30 ffu/pocillo).
Transcurrido el tiempo de infeccién,
tanto los sobrenadantes (A) como
los extractos de células infectadas
(B) se sometieron a electroforesis
en gel de poliacrilamida, se
transfirieron a membranas de nylon
y se tifieron con AcPo anti-VSHV.
Se muestran blots representativos
de 3 experimentos
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valorando las presencia relativa de las bandas de las proteinas del virus
por Western blot. Estos ensayos se realizaron solo con 6-DKP-14 por ser
el compuesto mas activo de los dos. En todos los ensayos realizados
pudo observarse una reduccion general de ~85% en los niveles de
proteinas de VHSV en los sobrenadantes procedentes de células
infectadas en presencia de 6-DKP-14 en comparacion con los
procedentes de cultivos control (infecciones en ausencia de compuesto)
(llustracion 81A). Por el contrario, la acumulacion de proteinas viricas
en las células infectadas apenas reflejd6 una leve reducciéon en la
produccién de la proteina G y M1 (llustracion 81B), manteniéndose
constantes el resto de las proteinas de VSHV. La densitometria
correspondiente a las bandas G y M1 mostr6 una reduccion del 31.2 % y
42.9 %, respectivamente con respecto al VSHV no tratado con DKP.
Asi, aunque en el interior de las células infectadas no parece haber
alteraciones en la presencia y proporcién del proteinas de VHSV, son

muy pocos los viriones que salen de esas células.
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5.1. INHIBICION DEL VHSV POR EL pH 6.5

La inhibicién de la replicacién y/o fusién virica por el pH acido se
ha descrito en infecciones de VHSV (DeKinkelin, 1972; Vestergaard-
Jorgensen, 1972; Wolf and Quimby, 1973), VSV (La Ferla and Peluso,
1989), RV (Gaudier, Gaudin, and Knossow, 2001; Gaudin, 2000b;
Gaudin et al., 1993; Maillard et al., 2003), influenza virus (Bui, Whittaker,
and Helenius, 1996), poliovirus (Fiszman et al., 1974) y retrovirus (Portis,
McAtee, and Evans, 1985).

Fue una observacion que el VHSV solo causaba efectos
citopaticos in vitro a pH 7 o mayores de 7 desde 1970 (Vestergaard-
Jorgensen, 1972; Wolf and Quimby, 1973; Wolf et al., 1973) (DeKinkelin
and Scherrer, 1970).

Debido a que la incubacion de los posibles moduladores durante
la infecciéon podria variar el pH del medio, causando la aparicién de
falsos  negativos/positivos en el cribado, se estudi6 la
sensibilidad/viabilidad del ensayo de focos en funcién del pH.
Confirmando las observaciones ya publicadas, las variaciones del pH
fisiolégico tanto a pH basicos como acidos, provocaron la reduccion de la
infectividad del VHSV sobre la linea celular EPC, si bien, la inhibicion de
la infectividad fue mayor hacia valores de pH acidos (llustraciéon 25).
Una vez confirmado que en el ensayo de focos, el éptimo de infeccién se
obtuvo a pH 7.2-7.5, los cribados se llevaron a cabo a dicho pH.

Debido a la importancia de la inhibicion por pH acido, ya fuera
para el cribado, para la inactivacion de VHSV presentes en fluidos
biolégicos (Kasermann, Wyss, and Kempf, 2001) o para el correcto
diagnostico de las enfermedades que provoca (Coll, 1992), se estudio6 la
influencia del pH acido en la infectividad del VHSV, ya que aun no se ha
sugerido una explicacion de su mecanismo de inhibicion de la
infectividad del VHSV.

Este estudio ha permitido descartar tanto la unién del VHSV al
receptor celular (llustracién 26) como el bloqueo en el transporte de la
GVHSYV (llustracion 31) a la membrana de la célula infectada como
causas posibles de la inhibicién por pH acido, comprobandose que en

esta inhibicion se produce una reduccion del progreso de infeccion de las



células inicialmente infectadas a las vecinas caracterizada ademas por la
inhibicion preferencial de la acumulacion de G yysy, M1ysiy Y M2yspy, asi
como de la reduccion de la capacidad fusogénica de la nueva GVHSV
sintetizada.

Efectivamente, los ensayos de unién al receptor celular a pH 6.5
(pH representativo de pH acido con efecto inhibitorio) y a pH 7.5 (pH
fisiolégico), lejos de indicar influencias negativas del pH acido en la unién
del virus al receptor celular, mostraron incluso una mayor uniéon a pH
acido, confirmando estudios anteriores con liposomas (Coll, 1995¢) por lo
que el efecto inhibitorio del pH deberia afectar a procesos posteriores de
la infeccion del VHSV (llustraciéon 26). La union del virus al receptor
celular también fue mas eficiente a pH acido que a pH neutro para el
caso de RV (Wunner, Reagan, and Koprowski, 1984), asi como para el
VSV (La Ferla and Peluso, 1989) o el retrovirus murino (Portis, McAtee,
and Evans, 1985).

Para confirmar la inhibicién del pH acido se efectuaba en etapas
posteriores a la union del VHSV al receptor celular, se estudio el progreso
de la infeccion a pH 7.5 y 6.5. Para ello, se estimaron los titulos y tamarios
de foco obtenidos de infecciones de 7 dias. A pH 6.5 se pudo comprobar
una pérdida de 4-5 logaritmos en el titulo de VHSV obtenido a pH 7.5
independientemente del pH utilizado en la etapa de adsorcion (Tabla 3).
Ademas, mientras que el tamario de foco observado a pH 7.5 fue creciendo
a 60-100 células/foco transcurridas 60 h de infeccién, a pH 6.5 tan sdlo se
pudieron apreciar focos unicelulares a cualquier tiempo de infeccion
(llustracion 27, llustracion 28).

Para caracterizar la inhibicion del progreso de la infeccion unas
células a otras, se estudio la posible interferencia del pH en la acumulacién
de proteinas del VHSV. Los resultados obtenidos a pH 6.5 mostraron una
reduccidon en la acumulacidon de las proteinas GVHSV, M1yspy Y M2yshy
mientras que la Nysyy se mantenia constante (llustracion 29, llustracion
30), confirmadas por una reduccion del ARNm de la G sy (datos no
mostrados). Este efecto fue especifico para las proteinas de VHSV, puesto
que el nivel de expresion de la GFP en células EPC transfectadas a pH 6.5

no mostré cambios significativos con respecto al obtenido a pH 7.5. Por
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tanto, la descompensacion entre las cantidades acumuladas de las distintas
proteinas viricas a pH 6.5 con respecto a las que se acumulan a pH 7.5,
podria explicar esta inhibicién del progreso de la infeccion, al evitar un
correcto ensamblaje y por lo tanto la salida de las nuevas particulas de
VHSV. Esta hipotesis esta de acuerdo con el hecho de que en infecciones
a pH 6.5 tan solo la mitad del VHSV producido se encuentra en el
sobrenadante de infeccion, a diferencia de lo observado en infecciones a
pH 7.5 donde casi el total del VHSV producido se encuentra en el
sobrenadante de infeccion (Tabla 3).

Puesto que la acumulacién de cada proteina de los rabdovirus
decrece en el orden M1>M2>G (es decir conforme aumenta la distancia de
los genes al extremo 3’ del genoma de VHSV: 3 N-M1-M2-G-L-5)
(Wagner, 1987), es posible que la atenuacién descrita para la transcripcion
de los rabdovirus se vea acentuada en VHSV a pH 6.5. Esta atenuacion de
la transcripcién que se da en la intersecciones entre genes en rabdovirus
consiste en un descenso del nimero de mensajeros sintetizados conforme
se aleja del extremo 3’ (donde se encuentra el unico promotor de la
polimerasa) (Wagner, 1987).

Para estudiar la infectividad de los nuevos viriones se estudio el
transporte a la membrana, la conformacién y la actividad fusogénica de la
GVHSV a pH 6.5. Las inmunofluorescencias y ELISAS con AcMo
dependientes o no de conformacién mostraron, que a pH 6.5, la GVHSV se
transportaba a la membrana de la célula infectada (llustracién 31), pero no
en conformacioén activa para la fusion (llustraciéon 33). Esta observacion
confirma trabajos previos con la Ggry, en la que se ha podido comprobar
que adopta la conformacién activa en fusién cuando se transporta a la
membrana plasmatica y se expone a un pH fisiolégico (Gaudin, Ruigrok,
and Brunner, 1995; Gaudin et al., 1993; Gaudin et al., 1995a; Maillard and
Gaudin, 2002). Por ensayos de formacién de sincitios, se pudo comprobar
que la actividad fusogénica de la GVHSV expresada en la membrana de
células previamente infectadas o transfectadas a pH 6.5 estaba inhibida
reversiblemente (llustracion 33)

Con todos estos resultados se puede concluir que la inhibicién de

la infectividad del VHSV a pH 6.5 se debe tanto a la disminucion en la



produccion de VHSV (posiblemente provocada por la reducciéon en la
acumulacion de GVHSV, M1yspv ¥ M2yshy), como a la inhibicion de la
adquisicion de la conformacion de la GVHSV activa para la fusion. Ambos

procesos contribuyen a inactivar el VHSV producido.

5.2. SECUENCIAS DE LA Gyysv ESTIMULADORES DEL VHSV
5.2.1. Andlisis de la actividad estimuladora de los péptidos 15-
mer y frg11

A diferencia de lo descrito para otros virus con envuelta, ninguno
de los péptidos derivados de la Gyysy mostraron actividad inhibitoria de
la infectividad del VHSV. Por el contrario, se aislaron secuencias
capaces de aumentar la infectividad del VHSV tales como los péptidos
correspondientes al pepscan 15-mer: p24 aa 99-113, p25 aa 199-213 y
p26 aa 359-373 (llustracion 35) y la region correspondiente al frg11 (aa
56-110) (llustracion 37) que contiene gran parte del p24 (Tabla 9).

El mecanismo de accion de estas secuencias de la GVHSV
parece estar relacionado con la fusion del VHSV, ya que tanto el p24 (aa
99-113) como el frg11 (aa 56-110) definen una regiéon que ya ha sido
relacionada con la fusion del VHSV en trabajos anteriores (Estepa and
Coll, 1996b; Nunez et al., 1998). Ademas, los péptidos estimuladores aa
99-113 y 199-213 son las que mostraron la mayor capacidad para unir
PS, de todos los péptidos de 15-mer de la GVHSV (Estepa and Coll,
1996a). Asimismo, el hecho de que el aumento de la infectividad
provocado por estos péptidos esté favorecido por la preincubacion previa
con el VHSV a pH 5.6 (pH 6ptimo de fusién para el VHSV) sugiere que
para que se dé la estimulacion, es necesaria la interaccion de estos
péptidos con la GVHSV a la conformacién a pH 5.6, conformacién
relacionada con la fusiéon en el VHSV y en otros rabdovirus (Durrer et al.,
1995; Gaudin et al., 1993; Gaudin et al., 1991; Konieczko, Whitaker-
Dowling, and Widnell, 1994). Después de la reciente caracterizacion por
rayos X de la estructura de la conformacion a pH acido de la Gysy (Roche
et al., 2006), la localizacion del frg11 y en particular su péptido aa 99-113
en la estructura tridimensional de la GVHSV (llustracién 36), sugieren

que podrian actuar como muelles que al encogerse o extenderse
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favorecieran la conformacién activa o inactiva, respectivamente, para la
fusion. Confirmando esta hipotesis, se han demostrado cambios
estructurales del frg11 recombinante que aumentan la agregacion a pH
7.5 y la estructura en hojas-p extendida a pH 6.5 (Estepa et al., 2001).
Ademas se ha demostrado que las interacciones del frg11 con liposomas
a pH 6.5 aumentan del 35.3 al 84.4 % la conformacion del frg11 en
hojas-p extendidas (llustracion 43).

Ya que la estimulacion provocada por los péptidos del pepscan y
el frg11, tan solo se caracteriza por un aumento del nimero de focos y
no del tamano de los mismos y no se obtiene tras adicionar los péptidos
una vez iniciada la infeccion, ni tampoco tras adicionarlos a las células
previamente a la infeccion (llustracion 37), es probable que solo afecte
a las etapas tempranas de la entrada del VHSV en la célula y no a las
etapas posteriores. Ahora bien, para poder descartar definitivamente
esta hipotesis es necesario comprobar en futuros ensayos la influencia
de estos péptidos en procesos del ciclo replicativo del VHSV tales como
la replicacion del genoma Vvirico, sintesis de proteinas Vviricas,
ensamblaje y salida de los nuevos viriones, asi como la infectividad de
los nuevos viriones. Una posible explicacion de la estimulacion
observada seria que la interaccion de los péptidos estimuladores y del
frg11 con la membrana celular desestabilizarian dicha membrana

favoreciendo la fusién posterior con el VHSV.

5.2.2. Participacion del frg11 en la fusion de membranas.

De todos los segmentos seleccionados para el estudio de la fusion:
P9, p2, p3, p4 y frg11 (p9+p2), el frg11 fue el unico capaz de inducir fusién
al adicionarlo a monocapas de células EPC (Rocha et al., 2004b). A estos
datos, se afade su actividad especifica mas alta en su interaccion con
fosfolipidos anionicos (llustracion 40) y su capacidad de translocar PS en
la membrana desde la cara interna a la externa (llustraciéon 42). La
inhibiciéon con anti-frg11 de la fusiéon célula-célula de monocapas celulares
transfectadas con GVHSV a bajo pH confirmaba la posible implicacion del
frg11 en la fusion del VHSV (Rocha et al., 2004a). Su localizacion

tridimensional en la Gysy (llustracién 36) sugiere que la conformacion del



frg11 puede controlar la localizacion del doble bucle implicado en fusion.
Puesto que se ha demostrado por IR y DC (llustracion 43, llustracion
44), que el frg11 adopta una conformacién globular a pH fisiolégico
disminuyendo su solubilidad al aumentar el pH (datos no mostrados) y una
conformacién hoja-f3 extendida al disminuir el pH (llustraciéon 43), siendo
estos cambios reversibles, podria ser el frg11 el responsable de que el
doble bucle se encontrara retraido en el interior de la GVHSV a pH
fisiologico mientras que a pH bajo su extensién diera lugar a la estructura
tridimensional observada en la Gysy a bajo pH (Roche et al., 2006).

Aunque el ligamiento de PIPP (Rocha et al., 2004a) confirmé la
especificidad del p2 en el ligamiento de fosfolipidos anidnicos (Nunez et al.,
1998), el frg11 era mas activo en la agregacion de fosfolipidos aniénicos
que el p2 (llustracion 40). Estas interacciones no tenian lugar con
fosfolipidos neutrales indicando la especificidad de la agregacion y la
importancia de sus componentes electrostaticos. La importancia de las
secuencias p2 del frg11 en la interaccién con fosfolipidos se confirmd por
espectroscopia IR y DC (llustracion 43, llustracion 44), pasando su
conformacion R deun 58 % apH7.5aun254 % apH6.5yaun84.4 %
en presencia de PS (llustracion 43). A pesar de la continuacion de las
heptadas hidrofébicas repetidas del p2 en el p9, el DC del frg11 demostré
que el p9 no interaccionaba con PS, sugiriendo ademas que las heptadas
hidrofébicas repetidas no participan en la interaccién con los fosfolipidos
sino en otras interacciones estructurales de la GVHSV como podrian ser las
implicadas en la agregacion

Todos estos resultados sugieren que mientras que el p9 en la parte
amino-terminal del frg11, afade las interacciones péptido-péptido
causantes de la agregacion del frg11 a pH 7.5, las interacciones con PS
estan restringidas al p2 en la parte carboxi-terminal del frg11. Los
resultados obtenidos en este trabajo junto a los descritos anteriormente
también sugieren que la correspondiente estructura del frg11 en la GVHSV
podria estar enterrada en la cabeza o implicada en la formacién de los
trimeros de GVHSV a pH 7.5. Cuando el pH disminuye, los cambios
conformacionales en la GVHSV no solo afectan al frg11 adoptando una

estructura en hoja-R extendida, sino que ademas deben de afectar a
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regiones mas amplias de la GVHSV debido a que el frg11 esta flanqueado
por C64 y C110 formando puentes disulfuro con otras regiones distantes
(Einer-Jensen et al., 1998). En Gysy se han demostrado cambios mas
amplios de conformacion durante la fusién que los del bucle de fusion
(Zhang and Ghosh, 1994). Dichos cambios se han confirmado para los
dominios carboxi terminales de la Gysy (Jeetendra et al., 2002; Odell et al.,
1997; Shokralla et al., 1998).

Los cambios conformacionales inducidos por la disminucion de pH
exponen el p2 a la superficie de la GVHSV, tal y como demuestran la
dependencia de pH ~ 5 de su reconocimiento por AcPo anti-p2 (Estepa and
Coll, 1996b) y de la inhibicion de la formaciéon de sincitios en células
transfectadas con AcMo anti-G, AcPo anti-VHSV, Ac de trucha anti-VHSV y
los AcPo anti-p2 y anti-frg11 (Rocha et al., 2004b). A bajo pH, el dominio
del frg11 en la GVHSV puede convertirse en una estructura totalmente
extendida, toda B, al interaccionar con los fosfolipidos de la membrana tal y
como se demuestra que ocurre en el frg11 recombinante con la PS (Estepa
and Coll, 1996b; Nunez et al., 1998). La transicion del frg11 hacia la
conformacioén de bajo pH podria explicarse por el atrapamiento de protones
por las histidinas presentes en posiciones 66, 84, 99 y 102 (Carneiro et al.,
2003). También se ha descrito la exposicion de una estructura hidrofébica
no identificada enterrada en la estructura nativa de la Ggry con la
disminucion del pH (Gaudin et al., 1999) y en VSV (Lenard, 1993) y parece
ser una caracteristica comun en las conformaciones activas de la Gapgovirus
durante la fusion (Clague et al., 1990; Gaudin et al., 1993).

Hay que resaltar el hecho de que la adiciéon de frg11 a monocapas
de EPC a bajo pH sea capaz de causar fusion celular en ausencia del resto
de la molécula de Gypsy (llustracion 41). Aunque la adicién de p2 a bajo
pH a una monocapa de EPC expandia las células (probablemente debido a
su insercion en la membrana) (llustracién 41 AB), la adicion del frg11
inducia tanto su expansion como la fusion célula-célula (llustraciéon 41
CD), sugiriendo que la diferencia observada entre el comportamiento de p2
y frg11 es debida a la presencia del p9. Por otra parte, es dificil imaginar
como el frg11 sin la ayuda del p9, podria translocar PS de uno a otro lado

de la membrana (llustraciéon 42). Ahora bien, el frg11 era ~ 200 veces



menos eficiente que la GVHSV en inducir fusiéon (aunque esta actividad
especifica fue probablemente 3-6 veces mayor debido a la insolubilidad
del frg11). Es decir, los resultados comparativos de eficiencia de fusion
entre el frg11 y la GVHSV, también sugieren que la fusiéon del VHSV
requiere no solo el frg11 sino también otros dominios de la GVHSV,
confirmando lo comentado con anterioridad para la Gysy (Odell et al., 1997;
Shokralla et al., 1998; Zhang and Ghosh, 1994).

Puesto que una molécula de p2 interacciona con 15-17 moléculas
de fosfolipidos anidnicos y ~ 1/20 es la relaciéon molar para formar
agregados entre el frg11 y los fosfolipidos anidnicos (llustracion 43),
podemos especular sobre el numero de moléculas que podrian participar
en el proceso de fusion a través de los trimeros de GVHSV. Si en VHSV
ocurre lo mismo que en RV en que el complejo minimo de fusion se ha
estimado en 6 trimeros (Gaudin, de Kinkelin, and Benmansour, 1999;
Roche and Gaudin, 2002), la penetracién de p2 en las membranas
provocaria una concentracion local de 6 x 3 p2 y por lo tanto de 270 a 360
fosfolipidos anionicos por cada complejo de fusion. La translocacion de
todas esas moléculas de fosfolipidos aniénicos de la cara interna de la
membrana a la externa causaria una poderosa desestabilizacion local en

la membrana que ayudaria al proceso de fusion (Budker et al., 1996).

5.3. aPEPTIDOS ESTIMULADORES DEL VHSV

5.3.1. Andlisis de la actividad estimuladora de ap5 y ap6

Como alternativa a los péptidos derivados de la GVHSV, la
busqueda de moduladores de la infectividad del VHSV se trasladé a la
quimica combinatoria o quimiotecas. Esta busqueda se centré en una
quimioteca de 137180 a-péptidos (ap) de 17 aa en formato de rastreo
posicional (llustracion 19). El analisis de la infectividad del VHSV
(cribado) en presencia de las 80 mezclas de péptidos que componen la
quimioteca, tan solo permitid la identificacion de mezclas capaces de
aumentar la infectividad del VHSV (llustracion 45 y llustracion 46).
Tras la deconvolucion de la quimioteca, se sintetizaron 4 secuencias con
la mayor capacidad activadora tedrica posible: SAAEASAKATAEAEAKG
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(ap3), SAAEASAKNTAEAEAKG (ap4), SAAEASAKATAEATAKG (ap5) y
SAAEASAKNTAEATAKG (ap6)(llustracion 47).

El analisis posterior de estas secuencias por ensayo de focos,
demostré que solo ap5 y ap6, fueron capaces de estimular la infectividad
del VHSV. La sustitucién del aa T por el aa E en la posiciéon 14, tanto
para ap5—ap3 como para ap6—ap4, o el cambio de secuencia al azar
del ap5— ap28 (ASKASEAATAAETKGAA), provocod la pérdida de
estimulacion (llustracion 48). Estas observaciones indicaron por tanto,
que la interaccion VHSV-ap (ap5 y ap6) es dependiente de la secuencia
de aa del ap.

El hecho de que no se detectara la actividad estimulatoria
predicha tedricamente para ap3 y ap4 puede tener que ver con el
formato de la quimioteca. Al presentar la quimioteca un formato de
rastreo posicional, su cribado permite predecir el aa mas eficaz para
obtener un ap activo en las posiciones variables (6, 9, 10,
14)(llustracion 19). Pero, debido a que esta determinacién se lleva a
cabo de manera independiente para cada una de las 4 posiciones
variables, no implica necesariamente una prediccion de la secuencia final
completa, es decir que pueden aparecer falsos positivos. Ademas, la
actividad observada en la mezcla de ap que contienen el aa T en la
posicién 14 y que sugiri6 la sintesis de ap3 y ap4, puede que resida en el
efecto sumatorio de varias secuencias de las 6859 presentes en la
mezcla y por tanto una secuencia individual (por ejemplo, las de ap3 y
ap4) podria carecer de actividad, tal y como de hecho ha sucedido.

La identificacion de péptidos con capacidad para estimular la
infectividad de virus se ha limitado al aislamiento de péptidos de 2-3 aa
para el caso del virus de leucemia bovina {Voneche, 1993 #2017} y de
un péptido de 4 aa para el caso del retrovirus murino xenotrépico {Suk,
1983 #2015}. Por lo tanto, los resultados aqui expuestos constituyen la
primera identificacion de péptidos capaces de aumentar la infectividad de
rabdovirus.

La razon por la que no se ha podido identificar péptidos
inhibidores para el VHSV puede residir en la naturaleza de los péptidos y

ap analizados. A lo largo de los afos, se han podido aislar péptidos



capaces de inhibir el HIV ya sea de secuencias viricas o de quimiotecas
de péptidos, siendo el rango de concentracion activo dependiente del
tamafio de la secuencia. Por ejemplo, péptidos inhibidores de 6 aa han
presentado actividad en el rango de mM, péptidos inhibidores de 11 aa la
han presentado en el rango de uM y péptidos de 22 aa la han presentado
en el rango de nM (Eckert and Kim, 2001; Epand, 2000; Lenard, 1993).
En este trabajo, no hemos analizado todas las posibles secuencias de la
GVHSV, ni todas las de otros péptidos de igual, menor o mayor tamafio.
Ademas solo se han ensayado en un rango de concentraciones de 3-10
uM. Por todo ello es posible, al igual que ha sido descrito para otros
virus, que la variacion del tamafio de las secuencias y/o del rango de
concentraciones permita en un futuro el aislamiento de inhibidores del
VHSV.

Con el propésito de identificar péptidos inhibidores de la
infectividad del VHSV, recientemente la busqueda se ha trasladado en
nuestro laboratorio hacia péptidos de un tamano inferior. Para ello se ha
iniciado el cribado de una quimioteca de péptidos de 6 aa. Todavia no se
disponen de resultados definitivos, ya que el disefio de esta quimioteca
provoca que su deconvolucion se lleve a cabo de manera secuencial (el
cribado de cada posicién requiere la sintesis de una nueva quimioteca).
Sin embargo, los resultados obtenidos hasta la fecha, permiten ser
optimistas, ya que una vez cribadas las 4 primeras posiciones, la mezcla
de péptidos RWYQXX, compuesta por 400 péptidos resultado de
combinar las 2 posiciones variables X con los 20 aa, presenta una
actividad inhibitoria significativa frente a la infectividad del VHSV en un
rango de concentracion de tan solo 25 pug/ml (~ 40uM).

Otro posible motivo que pudiera explicar la ausencia de péptidos
inhibidores de la infectividad del VHSV y mas concretamente aquellos
relacionados con la fusibn de membranas, podria residir en los
mecanismos de la fusién de los rabdovirus, diferentes a los de otras
familias de virus (Lenard, 1993). Para los rabdovirus, incluido el VHSV,
no se da una proteolisis de la proteina de fusion, el péptido de fusion
permanece interno durante la fusién y los cambios conformacionales que

se dan como consecuencia del pH bajo son reversibles. Estas
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propiedades fusogénicas tan originales, ha provocado que se clasifique a
la Grapdovius dentro de un nuevo tipo de proteinas de fusion, el tipo Ill. El
resto de proteinas de fusion se han incluido en el tipo | (proteinas de
fusion de retrovirus, ortomyxovirus, paramyxovirus y filovirus) o en el tipo
Il (proteinas de fusion de alfavirus y flavivirus) (Bentz, 1993; Da Poian,
Carneiro, and Stauffer, 2005; Eckert and Kim, 2001).

Debido a que el cribado de la quimioteca de ap se llevo a cabo
por preincubaciones a pH 7.4 entre el VHSV y las mezclas de ap, el
o6ptimo de actividad de ap5 y ap6 se obtuvo tras este tipo de
preincubacioén. A diferencia de lo observado para el caso de los péptidos
estimuladores del pepscan 15-mer y frg11, la preincubaciéon a pH 5.6
entre ap5/ap6 y VHSV provoco una reduccion en la actividad de los ap.
Este dato ya indica que el mecanismo de estimulacion entre ambos tipos
de estimuladores no es el mismo. Por otro lado, el analisis de la actividad
de los ap demostré que: i) no se detectd estimulaciéon por ap5 y ap6 al
incubarlos con las células antes o después de la infeccion (llustracion
50), ii) el nivel de estimulacién de ap5 y ap6 fue dependiente de la moi,
de la concentracion de ap (llustracion 51), de la temperatura
(llustracién 53) y del tiempo de preincubacion (jError! No se encuentra
el origen de la referencia.), iii) la estimulacion por ap5 y ap6 se obtiene
tanto en EPC como en RTG-2 (llustracién 54), iv) ap5 estimula la
infeccion no solo de VHSV sino también de otros rabdovirus tanto de
peces como el IHNV (llustraciéon 55) o de mamiferos como el VSV
(llustracion 56, llustracion 57) y v) ap5 no estimula la infectividad de
virus pertenecientes a otras familias ya sean virus de peces como el
IPNV (birnavirus) (llustracion 55) o de mamiferos como el SFV
(alphavirus).

Todos estos resultados, sugirieron que la estimulaciéon se debe a

la unién de los ap al VHSV (a la membrana o a la GVHSV).

5.3.2. Dianas moleculares de la interaccion VHSV-ap5
A diferencia de los observado para el frg11, los resultados
obtenidos de los ensayos biofisicos (agregacion, calorimetria, IR, DC),

no detectaron interacciones entre ap5 0 ap6 con membranas de



liposomas, ya fueran de lipidos anidnicos, catidnicos o neutros (datos no
mostrados) .

Por el contrario, la deteccion de interacciones por ensayos de
unién entre ap5 o ap6 en fase solida y VHSV en fase soluble
(llustracion 58), permiten concluir que la estimulacion se debe a la unién
de los ap a la GVHSV. Las interacciones GVHSV-ap provocaron
cambios conformacionales en la GVHSV, detectados por la disminucion
de reactividad con los AcMo C10 y AcMo 3F1A12 (llustracién 62). Ya
que el reconocimiento de la GVHSV tanto por el AcMo C10 como por el
AcMo 3F1A12 fue dependiente de pH (llustracion 32), los
correspondientes epitopos estan accesibles en la conformacién nativa a
pH fisiolégico en la GVHSV y se pierden o enmascaran cuando se
disminuye el pH. Esta pérdida o enmascaramiento se inicia a pH 6.5,
donde probablemente al igual que se ha descrito para las Ggry y Gysy, la
GVHSV adopte la conformacion activa en fusion, conformacion de
caracter hidrofébico que interacciona con membranas, y que supone el
primer paso en el proceso de fusion (Gaudin, Ruigrok, and Brunner,
1995; Gaudin et al., 1993; Roche et al., 2006).

Resumiendo los resultados comentados anteriormente, parece
que como consecuencia de la interaccion GVHSV-ap, la GVHSV pierde
su conformacién activa en fusion adoptando una conformacion que
podria ser 0 no similar a la producida por la bajada del pH (conformacion
inactiva en fusion).

En los ensayos de reconocimiento con AcMo comentados, el
VHSV y los AcMo C10 y 3F1A12 se incubaron con ap5 durante mas de
12 h mientras que a tiempos inferiores, el ap no interfiri6 con el
reconocimiento de los AcMo aun cuando si se detectd estimulacion de la
infectividad del VHSV. Este ultimo dato sugiere que para que se dé la
estimulacion no es necesario que la totalidad de las GVHSV presentes
en la envuelta del VHSV interaccionen con el ap5.

Por otro lado, debido a que tanto el AcMo C10 como el AcMo
3F1A12 son AcMo dependientes de la conformacion de la GVHSV, no se
puede afirmar con certeza que la zona de interaccion del ap5 con la

GVHSV se encuentre localizada en el epitopo de estos AcMo, ya que

181



Discusion

182

cualquier interaccion de los ap con otra regién de la GVHSV podria
provocar cambios conformacionales que indujeran igualmente la pérdida
0 enmascaramiento de dichos epitopos.

Para intentar dar respuesta a esta cuestion y definir la region de
interaccion entre la GVHSV y el ap5, se realizaron ensayos de
reconocimiento por AcMo frente a la GVHSV, pero en esta ocasion con
AcMo de epitopos lineales, como los 116, 110 y IP1H3 (llustracion 62).
Por otro lado, también se determiné la interaccién del ap5 biotinilado
marcado (ap5-biot) con los péptidos correspondientes con dos pepscans
que cubren la totalidad de la secuencia de la GVHSV.(llustracién 60).
Los resultados obtenidos sugieren que la interaccion entre la GVHSV y
ap5 no se da exclusivamente en una localizacion de la GVHSV sino en
distintas regiones. Se identificaron 3 regiones principales de interaccion:
i) aa 129-143, regidn discontinua que corresponde con la localizacién de
uno de los epitopos definidos para el AcMo C10 (aa 140 y 433), ii) aa
350-370, regidbn que incluye la zona de union propuesta para la
fibronectina, que ha sido descrita como el componente mayoritario del
receptor de VHSV en las células RTG-2 (Bearzotti et al., 1999) y iii) aa
270-290, regién discontinua localizada en la cara externa de los puentes
disulfuro C49-C359 y C64-C315, adyacentes tedricamente en la
estructura tridimensional de la GVHSV (Roche et al., 2006; Walker and
Kongsuwan, 1999).

Aunque no se puede afirmar que ap5 interaccione con las 3
regiones identificadas, el hecho de que se observe una interaccién con la
region que incluye al epitopo del AcMo C10 indica que la pérdida de
reconocimiento del VHSV por el AcMo C10 podria deberse a la
interaccion con ap5. Por el contrario debido a que no se ha detectado
ninguna region de interacciéon del ap5 con la regién correspondiente al
epitopo del 3F1A12, la interaccion de ap5 con alguna de las 3 regiones
identificadas podria cambiar la conformacion de la GVHSV de tal manera
que el epitopo del 3F1A12 se pierda o deje de estar accesible.

Debido a que al adicionar ap5 después de la unién del VHSV a
su receptor celular, la estimulacion del nimero de focos no alcanzé el

nivel de estimulacion obtenido al adicionar ap5 antes (4-5 veces)



(llustracion 64), el ap5 deberia de actuar en alguna de las fases
tempranas de la infeccion del VHSV. Para estudiar en que fase temprana
de la infeccion del VHSV actuaba el ap5, se estudiaron
comparativamente infecciones con VHSV + ap5 en: i) experimentos de
unién al receptor celular utilizando ap5-biotinilado (ap5-biot) (llustracién
63), ii) ensayos de focos en los que el ap5 se adicion6 a los pocillos
después de incubar el VHSV con las células (llustracién 64), iii)
infecciones en presencia de inhibidores: de acidificacion de endosomas
(NH4CI) (llustracion 65), de la formacién de vesiculas de clatrina
(Chlorpromazina y sacarosa) (llustracion 66, llustracion 67), del
citoesqueleto de actina y tubulina (Citocalasina B, DMSO, Nocodazol y
la Colchicina) (llustracién 71), iv) ensayos de resistencia del VHSV a la
digestion endocitica (llustraciéon 74) y v) ensayos de formacion de
sincitios desde dentro (monocapas de células EPC infectadas con
VHSV) y desde fuera (adicionando el VHSV a las monocapas de células
EPC) (llustracion 75).

Primero se comprobd que la infeccion de VHSV requeria una
endocitosis acida y vesiculas de clatrina, pero en ninguna de esta fases
habia diferencias significativas entre infecciones con VHSV y VHSV-ap5.
Por ejemplo, la preincubacion con ap5-biot no aumentd
significativamente la intensidad media de fluorescencia ni el nimero de
células EPC fluorescentes (llustraciéon 63) y aunque si se comprobo el
requerimiento de una endocitosis acida (sensibilidad de la infeccién al
NH4CI), no se encontraron diferencias significativas entre VHSV y VHSV-
ap5 (llustracién 65). Todos los resultados obtenidos con los inhibidores
Chlorpromazina y sacarosa demostraron que el VHSV requiere vesiculas
de clatrina para su entrada en las células EPC tanto en ausencia como
en presencia de ap5 (llustracién 66, llustracién 67),

Una vez comprobada la necesidad de endocitosis de caracter
acido mediada por vesiculas de clatrina para la infeccion de VHSV
(Boshra et al., 2005), se continu6 con el estudio de la progresién de la
endocitosis en infecciones con VHSV y VHSV-ap5. Para ello, se
realizaron ensayos de entrada en presencia de inhibidores del

citoesqueleto, soporte del trafico endosémico.
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Los experimentos con inhibidores de citoesqueleto (Citocalasina
B, DMSO, Nocodazol y Colchicina) demostraron que las fases
tempranas de la infeccion con VHSV y en menor medida con VHSV-ap5
(~ 2 veces) se inhibieron con estos compuestos a concentraciones sin
efectos ni sobre la viabilidad celular ni sobre la acumulacion de la Nygpy.
El hecho de que las infecciones con VHSV-ap5 fueran menos sensibles
a los inhibidores del citoesqueleto que las obtenidas con VHSV, sugirio la
posibilidad de que la adicion de ap5 al VHSV provocara una ralentizacion
del progreso de su endocitosis. Para confirmar esta hipotesis se
estudiaron comparativamente las cinéticas de progreso endosémico de
VHSV y VHSV-ap5 estudiando el tiempo que la infeccion es sensible a
un inhibidor de acidez endosomal (resistencia al tratamiento con NH,CI)
(llustracion 73), comprobandose una ralentizacion del progreso de
VHSV-ap5 respecto al de VHSV. Finalmente se comprobd, después de
inhibir el paso de VHSV y VHSV-ap5 por el endosoma durante 2-8 h con
NH,4CI (secuestro transitorio), que la adicién de ap5 al VHSV protege al
VHSV de la digestion endosomal (llustracion 74). La proteccion a la
digestién endosomal con ap5 fue similar cuando se utilizé para los
experimentos la linea celular RTG-2 (llustraciéon 74). Finalmente no se
pudieron detectar diferencias significativas en ensayos de formacion de
sincitios desde dentro (monocapas de células EPC infectadas con
VHSV) y desde fuera (adicionando el VHSV a las monocapas de células
EPC) en ausencia y en presencia de ap5, por lo que parece que uno de
los efectos del ap5 es la proteccién de la digestion endosomal de la
GVHSV.

5.3.3. Aplicaciones del ap5.

Como una primera posible aplicacion de los ap estimuladores
identificados en este trabajo se estudié su capacidad para aumentar la
sensibilidad de varios test de diagndstico de infectividad del VHSV.

En los tres test de diagndstico estudiados (ensayo de focos,
formacién de placas de lisis y dilucién limite), independientemente del
tiempo de infeccion del ensayo, (2 ,8 y 9 dias respectivamente), la

preincubacién de los extractos de células RTG-2 previamente infectadas



con VHSV con ap5 aumento la sensibilidad de los ensayos (llustracion
76, Tabla 6).

Aunque en estos ensayos, la estimulacion ( ~ 2 veces) no
alcanzo el nivel obtenido con sobrenadantes de infeccion (~ 4-5 veces),
esta diferencia puede ser debida a la interacciébn de ap5 con
componentes celulares de los extractos. Por otro lado, el ap5 también
podria estar interaccionando no solo con particulas VHSV infectivas sino
también con particulas VHSV deficientes. Es por todo ello que en un
futuro seria conveniente el desarrollo de estimuladores mas especificos
que mostraran niveles de estimulacion similares a los obtenidos en
sobrenadantes de infeccion.

A pesar de no alcanzar niveles de estimulacién idénticos a los
obtenidos con VHSV extracelular, al utilizar diluciones de extractos
intracelulares por debajo del nivel de detecciéon del ensayo de focos, la
preincubacion con ap5 fue capaz de detectar VHSV con un 100 % de
deteccion de las muestras ensayadas (Tabla 5). Esto permite albergar
esperanzas de que ap como el ap5 permitan en un futuro detectar
cantidades muy pequefias de VHSV tal y como las que estan presentes
en portadores asintomaticos de rabdovirosis. Ello permitiria combatir con

mayor eficacia estas enfermedades tan perjudiciales para los peces.

5.4 DKP INHIBITORIAS DEL VHSV.

Dado que no se encontraron ni péptidos de la Gyysy ni ap de
quimioteca capaces de inhibir la infectividad del VHSV, se trasladé la
busqueda a quimiotecas combinatoriales de 2,5-piperazindionas N,N'
disustituidas, DKP-1 y DKP-II (llustracién 20). Estos compuestos, tienen
la ventaja frente al empleo de péptidos, de una mayor resistencia a la
proteolisis. Estrategias similares se han llevado a cabo con éxito para la
identificacion de inhibidores frente a la infectividad del virus HIV (Ferrer
et al., 1999; Frecer, Burello, and Miertus, 2005; Park and Raines, 2000;
Rinnova et al., 2000; Srivastava et al., 2004), picornavirus (Tsang et al.,
2001), influenza virus (Hochgurtel et al., 2002) y adenovirus (Horne et al.,
2005).
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El cribado de la quimioteca DKP-l permitié identificar 7
compuestos capaces de inhibir completamente la infectividad del VHSV,
bajo las condiciones ensayadas (moi ~100 ffu/pocillo, DKP 400 uM). Sin
embargo, al realizar el cribado de la DKP-Il no se aislé6 ningun
compuesto capaz de alcanzar este nivel de inhibicion (Tabla 7). Debido a
que la unica diferencia entre las 2 quimiotecas esta en la adicién de un
N-oxido en el sustituyente R2 de la DKP-II, se puede afirmar que esta
adicion, que introduce una carga negativa en el compuesto, reduce
drasticamente la capacidad inhibitoria de los compuestos similares de la
DKP-I.

De las 7 DKP seleccionadas, 2 de ellas presentaron en el
sustituyente R1, el radical N-(2,4-dichlorophenthyl) (5-DKP-8 y 5-DKP-
14) y 4 de ellas el radical N-(3,3-diphenylpropyl) (6-DKP-8, 6-DKP-11, 6-
DKP-12, y 6-DKP-14) (llustracion 20, Tabla 7), sugiriendo que la
actividad inhibitoria de las DKP esta relacionada con la presencia de
anillos aroméaticos en el sustituyente R1.

A diferencia de lo observado con los péptidos, al adicionar las
DKP se observaron alteraciones morfolégicas de las monocapas de
células EPC, por lo que para excluir una posible alteracion celular como
causa de la disminucion de la infectividad de VHSV observada, se estimo
la viabilidad celular en presencia de las DKP seleccionadas.
Exceptuando la 5-DKP-8 y 6-DKP-14 y a diferencia de lo observado en la
linea celular HeLa (Carbonell et al., 2000), el resto de DKP exhibieron
citotoxicidad (llustracion 77). Es por ello, que estas 2 DKP se
seleccionaron para posteriores ensayos de focos de VHSV.

La inhibicion de la infectividad del VHSV (moi 1 x 10 ffu/célula)
con 5-DKP-8 y 6-DKP-14 se obtuvo incluso reduciendo la concentracion
de estas DKP a 100 uM (4 veces inferior a la utilizada en el cribado)
(llustracion 78) similar a las dosis de 2,6-piperazindiona N sustituida
(flutimide) para obtener una inhibicion completa de la infectividad del
virus de la gripe (Tomassini et al., 1996).

Por otro lado, el efecto inhibitorio fue independiente de una
preincubacién previa VHSV-DKP y de las primeras h después de la

infeccion (llustracion 80), sugiriendo que la estimulacion de las DKP no



reside en una alteracion de las etapas tempranas de la replicacién del
VHSV tales como la union al receptor, endocitosis o descapsidacion y
por el contrario si podria estar relacionada con interferencias en alguna
etapa posterior del ciclo replicativo del VHSV. En este sentido se ha
podido demostrar una reduccion del progreso de infeccion de las células
inicialmente infectadas a las vecinas (llustracién 79), asi como una
reduccién de la liberacion al sobrenadante de infeccion de los nuevos
viriones sintetizados (Tabla 8).

El mecanismo de accién propuesto para la flutimide fue la
inhibicién de la transcripcion primaria del virus de la gripe y mas
concretamente la actividad endonucleasa cap-dependiente de la
transcriptasa (Tomassini et al., 1996). Si la actividad transcriptasa de la
polimerasa L del VHSV se hubiese visto afectada se tendria que haber
observado una reduccién similar de la acumulacion de todas sus
proteinas, sin embargo, la reduccién sélo se observo para la Gypsy Y la
M1yusy (llustracion 81), por lo que es probable que la inhibicion por las
DKP en VHSV implique un mecanismo diferente.

Por otro lado, ya que la disminucién de la acumulacion de
proteinas del VHSV en presencia de DKP no permite explicar el nivel de
inhibicién apreciado, esta podria deberse a alteraciones en los procesos
de ensamblaje o salida del VHSV de la célula. El hecho de que se vea
reducida la sintesis de la GVHSV y M1yshy, ambas esenciales en los
procesos del ensamblaje final del virus (Das and Pattnaik, 2005; Green
et al., 2000; La Ferla and Peluso, 1989; Maillard et al., 2003), sugiere
que no se dan las condiciones estequiométricas necesarias para el
correcto ensamblaje y salida del VHSV. No seria un mecanismo nuevo,
puesto que alteraciones en el proceso de ensamblaje del VSV se han
propuesto como explicacion de la inhibicién inducida por la presencia de
INF-B (Trottier, Palian, and Shoshkes Reiss, 2005).

5.5. MODULADORES IDENTIFICADOS
La seleccion de los moduladores de la infectividad del VHSV
identificados en este trabajo ha dependido del tipo de ensayo utilizado

para su deteccion: el ensayo de focos de VHSV.
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Para aislar moduladores de manera eficiente rapida y sencilla en
gran numero de muestras, se adaptd el ensayo de focos desarrollado
con anterioridad para seroneutralizacion (Lorenzo, Estepa, and Coll,
1996). Este ensayo se fundamenta en la deteccién por inmuno-
histoquimica de la Nyspy en células EPC infectadas. A diferencia de otros
ensayos de infectividad mas tradicionales, tales como el ensayo de
formacién placas (pfu) o el ensayo por dilucién limite (TCIDsy) que
requieren tiempos de infeccion de al menos 1 semana, el microensayo
seleccionado solo requiere 1-2 dias y se realiza en placas de 96 pocillos
(100 pl). Sin embargo, en el ensayo de focos para seroneutralizacion, el
tiempo de infeccion 6ptimo fue de ~ 16 h, tiempo suficiente para permitir
la entrada del virus en la célula y la sintesis de Nysyy en la célula
infectada y en un numero reducido de células adyacentes. Por tanto, con
la utilizacion de este tiempo de infeccién, tan sdélo se hubieran
identificado moduladores de etapas tempranas de la infectividad del
VHSV y no de etapas posteriores, ya que seria necesario un mayor
numero de rondas de replicacion del VHSV para detectar sus efectos. Es
por ello que con el propdsito de ajustar el ensayo para la identificacion de
moduladores de cualquier etapa del ciclo replicativo del VHSV, se
estudidé detalladamente la evolucion de la infeccion con el tiempo que
llevo a escoger 24 h como el tiempo idoneo para llevar a cabo los
cribados. Para otros virus tales como el IHNV y el IPNV el tiempo de
infeccién se aumenté a 36 h.

Una vez optimizado el tiempo de infeccion, también se ajusté la
moi de infecciéon de VHSV para que permitiera tanto la identificacién de
moduladores inhibitorios como estimuladores. Los ensayos con distintas
moi mostraron que entre 50-100 ffu/pocillo el nimero de focos es lo
suficientemente alto como para permitir estadisticas significativas de la
actividad de los distintos compuestos ensayados y se encuentra lejos de
la saturacion del numero de focos que impide su recuento.

En resumen utilizando las condiciones 6ptimas de cribado, se
han identificado los moduladores que se esquematizan en la Tabla 9. Es
decir que el ensayo de focos ha demostrado su utilidad ya que ha

permitido identificar no solo inhibidores sino también estimuladores de la



infeccion de VHSV, no solo péptidos derivados de la secuencia de la
GVHSV sino también de quimiotecas de ap, no solo péptidos sino
también otros compuestos como las DKP o el H" y por ultimo ha
permitido identificar moduladores que actuan en casi todas las etapas de
la infeccion de VHSV. Por ejemplo, que actian en: la unién al receptor
como los ap, en la fusién como los péptidos derivados de la secuencia
de la GVHSV y el pH, en la digestion endosomal como los ap, en la
sintesis de proteinas como el pH o en etapas tardias todavia no
identificadas como las DKP. La identificacion de estos moduladores no
solo ha permitido estudiar y permitira profundizar en los mecanismos de
las distintas etapas de la infeccion de VHSV sino que también estos
moduladores podran utilizarse en aplicaciones tales como la que se ha
demostrado en la mejora de la sensibilidad de los métodos de

diagnéstico con ap.
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Tabla 9.Moduladores identificados durante este trabajo

-

Compuesto Tipo de Mecanismo
compuesto
Estimula- p24 Péptido 15-mer Gysny ~ Fusién
dores ®HYLHRVTYRVTCSTS'®
p25 Péptido 15-mer Gyspy ~ Fusion
'PTHWQGVYWVGATPKA?™
p26 Péptido 15-mer Gysny ~ Fusion
*CDYEAVVSINYNRAQ®"
frg1 1 Péptido 50-mer Gysny ~ Fusion
PIRPAQLRCPHEFEDINKG - #%33* ~p24
I HYLHRVTYRVTC'?
ap5 Péptido 17-mer Uniodn receptor
SAAEASAKATAEATAKG  Nelice-a digestion
a endosomal
ap6 Péptido 17-mer Unién receptor
SAAEASAKNTAEATAKG ~ nélice-a digestion
- endosomal
Inhibi- pH acido lones hidrégeno Sintesis de
dores proteinas
descompensada.
Conformacion
inactiva en fusion
6-DKP-14 Diketopiperazindiona  Etapas tardias de
: la infeccion
. _'IT"“L ’
LT
5.DKP-12 Diketopiperazindiona  Etapas tardias de

o

la infeccion

/
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Las conclusiones de este trabajo se resumen en:

Se ha adaptado un ensayo de deteccion de virus basado en
infectividad a la identificaciéon rapida y eficaz de compuestos con
capacidad de modular la infectividad. Con el han identificado tanto
estimuladores como inhibidores de la infectividad del VHSV.

Se ha investigado por primera vez la inhibicion reversible de la
infectividad in vitro del VHSV por el pH acido. Los resultados
obtenidos parecen indicar que a pH acido, hay en el interior de las
células infectadas una disminucién de las cantidades relativas de
algunas de las proteinas de VHSV que limita o casi impide Ia
produccién y salida de nuevos viriones de esas células. Ademas, la
capacidad fusogénica de la Gynsy de nueva sintesis esta inhibida.

Se han identificado péptidos estimuladores de la infectividad de
VHSV dentro de la secuencia de la Gyusy ¥ el estudio de su
mecanismo de activacion sugiere que existe una estrecha relacion
entre la activacion de la infectividad y el proceso de fusién.

Se han identificado 2 péptidos, ap5 y ap6 estimuladores de la
infectividad de VSHYV tras el cribado de una quimioteca de 137180
péptidos 17-mer con tendencia a formar hélices-a (ap). La actividad
estimuladora de estos péptidos parece relacionada con un aumento
de la eficacia en la union del VHSV a sus células huésped y con una
mayor resistencia del virus tratado con estos péptidos a la digestion
de las enzimas lisosomales.

ap5 es capaz de aumentar la infectividad no solo de otro rabdovirus
de peces relacionado, el IHNV, si no también del rabdovirus de
mamiferos VSV.

Utilizando ap5 se ha conseguido aumentar el nivel de deteccion de
los test de diagnéstico de VHSV ye IHNV basados en infectividad.

Se han identificado dentro de una quimioteca de compuestos
discretos basados en el esqueleto de una piperazindiona dos 2
inhibidores de la infectividad de VSHV que actian en etapas tardias

de la infeccion.



8. La identificacion de moduladores de la infectividad del VHSV vy el
estudio de su mecanismo de accién ha puesto de manifiesto la
utilidad de este tipo de reactivos para abordar el estudio en
profundidad de las distintas etapas del ciclo de multiplicacién de
VSHV.
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