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REPLICACION, INTERACCION VIRUS-HUESPED Y PROTECCION EN CORONAVIRUS

Luis Enjuanes

Resumen

Los coronavirus tienen un genoma RNA de
cadena sencilla y positiva con un tamarfno de
30 kb, y son responsables de infecciones en
las mucosas del tracto respiratorio y entérico.
Los coronavirus tienen un alto impacto en
salud humana y animal. Nuestro grupo esta
interesado en las bases moleculares de la

replicacion y transcripcion, ensamblamiento e

interaccién virus-huésped utilizando como
modelos experimentales el coronavirus de la
gastroenteritis porcina transmisible (TGEV) y el
virus productor del sindrome respiratorio
agudo y severo (SARS-CoV). La informacion
derivada de estos estudios se esta aplicando a
la ingenieria de vectores basados en genomas

de coronavirus.

La replicacién y transcripcién, asi como las
interacciones virus-huésped, estan mediadas
por uniones entre el RNA y proteinas virales y
del huésped, y por interacciones proteina—pro-
teina. Nosotros hemos postulado que la repli-
cacion y transcripcion del genoma de corona-
virus implica la interaccion de los extremos 5’
y 3’ del genoma y estamos comprobando esta

hipotesis e identificando las proteina virales y

celulares implicadas en este proceso. La trans-
cripcion de coronavirus requiere la sintesis dis-
continua de RNA, mediante la que el lider se
une a las secuencias codificantes, en un pro-
ceso de seleccidn de copia mediada por
recombinacion de RNA asistida por homologia
de secuencias. Basandonos en una coleccién
de datos generados por genética reversa,
nuestro laboratorio ha propuesto un mecanis-
mo de transcripcidon. Hemos demostrado que
la extension del apareamiento entre la cadena
naciente de RNA y secuencias del lider regulan
la cantidad de RNA subgendémico. No obstan-
te, existen mecanismos reguladores adiciona-
les que modulan la cantidad de RNA subgeno-
mico producido, tales como las interacciones

RNA-proteina. Un objetivo importante de

nuestro programa es el estudio del papel de
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las chaperonas RNA en el cambio de molde

durante la sintesis de RNA viral.

En la segunda area de trabajo del grupo, inter-
accion virus-huésped, hemos postulado que
proteinas especificas del virus, tales como la

proteina N que se ha encontrado en el

CORONAVIRUS TRANSCRIPTION

nucleo de la célula, y proteinas virales no esen-
ciales, modulan estas interacciones. Utilizando
estrategias de genética reversa, basadas en la
construccién de dos clones cDNA infectivos
producidos en nuestro laboratorio para los

virus TGEV y SARS-CoV, estamos estudiando

la influencia de los genes de coronavirus en la
atenuacion de estos virus, sobre el ciclo celu-
lar, o sobre funciones relevantes del huésped
tales como la respuesta inmune. La informa-
cién generada por protedmica y gendémica fun-

cional sera esencial para estos estudios.
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Figura 1. Diagrama de los elementos estructurales implicados en la transcrip-
cion de coronavirus. En la barra superior se indican las secuencias implicadas
en la sintesis discontinua de la cadena de RNA negativa. CS-L y CS-B, secuen-
cias conservadas del lider y de la zona codificante, respectivamente. TRS-L y
TRS-B, secuencias reguladoras de la transcripcion situadas a continuacion del
lider y precediendo a cada gen, respectivamente. An, Poli A. En la parte inferior
de la figura se muestra un esquema de la transcripcion en coronavirus, en el
que se indica la produccion discontinua de la cadena negativa. Los acrénimos
CS-B y cTRS-B representan las secuencias complementarias CS-B y ¢cTRS-B,
respectivamente. Un, Poli U. La secuencias del lider y las secuencias codifican-
tes probablemente se encuentran proximas en el espacio debido a la formacion
de estructuras de orden superior que se mantienen por interacciones RNA-pro-
teina y proteina-proteina.
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Los objetivos fundamentales de nuestro labo-
ratorio van dirigidos a comprender las bases
moleculares en la patogenia de agentes infec-
Ciosos y su relacion con el huesped, asi como
utilizar estos conocimientos para desarrollar
vacunas que puedan ser efectivas en el control
de enfermedades como Sida, Malaria y

Leishmaniasis.

PUBLICACIONES

PROYEGTOS

CIENTIFICOS TESIS DOCTORALES

Como sistema modelo de agente infeccioso
y como vector de expresion, utilizamos el
virus vaccinia que pertenece a la familia de los

poxvirus.

Las lineas de investigacion son:

1. Mecanismo de ensamblaje del virus
vaccinia;

2. Interaccioén virus-célula y accién de los inter-
ferones;

3. Desarrollo de vacunas contra sida, malaria 'y

leishmania.

Queremos responder a las siguientes
preguntas:

a) Cual es la estructura de las distintas formas
del virus vaccinia (VV) y su contribucion a la

infeccién y distribucién en tejidos.

CONTRATOS

PATENTES

b) Cual es la estructura del complejo viral

A27L/A17L responsible de la union del virus a

la membrana cellular.
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c) Como el VV inhibe la sintesis de proteinas

celulares.

d) Cual es el impacto del VV y de sus formas
mutantes sobre la expression de genes celula-
res humanos y cémo estos genes facilitan/inhi-

ben el proceso de replicacion viral.

€) Cual es el papel de los genes inducidos por
los interferones (IFN), como PKR y el sistema de
la 2-5A sintetasa/RNasal, en la actividad antivi-
ral y antitumoral de los IFN; como los virus eva-
den el sistema del IFN y como se pueden utili-

zar estos genes para destruir células tumorales.

f) Cémo modular el sistema immune (humoral
y cellular) con poxvirus recombinantes y gene-
rar vacunas eficaces contra enfermedades
humanas prevalentes (SIDA, malaria, leishma-

naia, HCV, cancer).

PROYEGTOS
CIENTIFICOS

TESIS DOCTORALES

CONTRATOS

PATENTES
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boost immunization schedule.” J Immunol 172(10): 6209-20.

Esteban, M. (2004). Conceptos y futuras aplicaciones de la gendémica, protedmica y bioinformatica en el campo de la
salud. En Genoma Espafia, Salud Humana, pp 99-104

Esteban, M. (2004). Desarrollo de nuevas vacunas basadas en poxvirus. En “Real Expedicion Filantropica de la Vacuna.
Doscientos afos de lucha contra viruela”. Biblioteca de Historia de América, CSIC. p 333-345.

Gil, J. and Esteban, M. (2004). Vaccinia virus recombinants as a model system to analyze interferon-induced pathways.
J. Interferon and Cytokine Research 24, 637-646




ol LINEA DE

INVESTIGACION

Y

PROYECTOS

CIENTIFICOS PATENTES

PERSONAL Y PUBLICACIONES T Y TESIS DOCTORALES Y CONTRATOS T

hEI‘l t|f| cC !--r _l—_-

S R Yl 5

centro nacional de biotecnologia

Biologia molecular y celular

- . "0
Indice saccién

HOME

| K &0
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Mariano Esteban. Principal Spanish Investigator.
Effector and memory anti-malaria CD8+ cell responses.
National Institutes of Health (NIH), 1 RO1 Al44375-01, 1999-2003, US $165.000.

Mariano Esteban. Principal Spanish Investigator.
Visceral Leishmaniasis vaccine: murine model studies.
National Institute of Health (NIH), USA. RO1 Al45044. 2000-2003.US $ 50.000

Project Leader of the EuroVac Cluster, European Vaccine Effort Against HIV/AIDS, Fifth Framework Programme, QLRT-
PL1999-01321, Euros 329.065, 1999-2004.

Concerted Action, Fifth Framework Programme, European Vaccine against Aids (EVA) CFAR, QLRT-PL1999-00609, 2000-
2003.

Mariano Esteban. Principal Investigator.
Contract wih GALENICA , USA, 2003-2004.

Mariano Esteban. Principal Investigator.
Premio IBERDROLA Ciencia y Tecnologia, Profesores Visitantes, 2000-2003.

Mariano Esteban. Principal Investigator.

Desarrollo de nuevas herramientas moleculares para el estudio del virus de la hepatitis C y su aplicacion a morfogénesis,
estructura, resistencia del virus a interferon y caracterizacion de la respuesta inmune al virus.

BI02000-0340-P4, 2001-2003. 171.649 Euros.

Mariano Esteban. Principal Investigator.
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Disefio y utilizacion del virus vaccinia como vacuna contra distintas enfermedades: andlisis de la interaccion virus-célula y
modulacion de la respuesta inmune.
BI02001-2269, 2001-2003, 170.000 Euros.

Mariano Esteban. Principal Investigator.
Desarrollo de nuevas herramientas moleculares para el estudio del virus de la hepatitis C y su aplicacion a morfogénesis,
estructura, resistencia del virus a interferon y caracterizacion de la respuesta inmune al virus.

B BI02000-0340-P4. 2000-2003, 171.649 Euros.

centro nacional de biotecnologia

Mariano Esteban. Principal Investigator.

Mecanismo de accion de los interferones: andlisis structural y funcional de la proteina quinasa PKR, un activador de
apoptosis e inhibidor viral.

BMC2002-03246, 2002-2005, 196.650 Euros.

Biologia molecular y celular Mariano Esteban. Principal Investigator.
Analysis of the molecular mechanism of hepatitis C virus (HCV) resistance to antiviral therapy.
EU QLK2-CT-2002-00954. 2002-2005, 124.313 Euros.

Mariano Esteban. Coordinator.
Increasing the potency of vaccinia MVA vaccines.
EU QLK2-CT-2002-01867. 2002-2005. 220.000 Euros.

Mariano Esteban. Principal Investigator.
Potenciacion de la respuesta inmune (sistémica y de mucosas frente al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1).
FIPSE, 2002-2005, 209.365 Euros.

Mariano Esteban. Principal Investigator.
Vaccine strategies for combined targeting of innate and adaptive immune pathways (VaccTIP).
EU-2004-012161. 177.000 euros. 2004-2006.
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Mariano Esteban. Principal Investigator.

Disefio de nuevas vacunas tanto preventivas como terapéuticas para las enfermedades de mayor prevalencia: sida,

hepatitis C y cancer de prostata.
BI02004-03954,180.000 euros. 2004-2007.

Mariano Esteban. Principal Investigator.
Desarrollo de vacunas contra enfermedades prevalentes.
Fundacion Botin, 200.000 euros/year. 2005-2010.

Mariano Esteban. Principal Investigator.
Desarrollo de una vacuna contra Leishmaniasis.
Comunidad de Madrid. 41000 euros. 2005.

Mariano Esteban. Principal Investigator.
Contract with GRIFOLS. 2005-2006.
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Juan Carlos Gallego Gomez (2003).
Biologia celular de la infeccion y morfogénesis de mutantes atenuados del virus vaccinia.
Universidad Autonoma de Madrid. Sobresaliente cum laude.

Carmen E. Gomez (2003).

Respuesta inmune generada por sistemas combinados de vacunacion frente a péptidos de la envuelta del VIH-1 incluidos
en la proteina multiepitopica TAB-13.
Universidad Autonoma de Madrid. Sobresaliente cum laude.

Maria Angel Garcia Chaves (2004).
Mecanismo de accion y regulacion de la proteina quinasa inducida por interferon, PKR.
Universidad Autonoma de Madrid. 30 Abril de 2004. Sobresaliente cum laude. Premio Extraordinario UAM.
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Empresas:

Analisis de anticuerpos contra el virus vaccinia en preparados de inmunoglobulinas humanas (IGIVs).
GRIFOLS, S.A, 2004-2006.

Fundaciones:
Principal investigator.

Potenciacion de la respuesta inmune (sistémica y de mucosas) frente al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1).

FIPSE, 2002-2006.

Principal Investigator.
Desarrollo de vacunas contra enfermedades prevalentes.
Fundacion Botin, 2005-2010.
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Pérez-Jiménez, E. y Esteban, M.

VECTORES RECOMBINANTES BASADOS EN EL VIRUS MODIFICADO DE ANKARA (MVA) COMO VACUNAS CONTRA
LEISHMANIASIS.

Solicitud de invencion N° 200501886.

SN TRCIGE MOl LT IOIORS Gomez, C.E., Najera, J.L., Jiménez, V. y Esteban, M.

VECTORES RECOMBINANTES BASADOS EN EL VIRUS MODIFICADO DE ANKARA (MVA) COMO VACUNAS PREVENTIVAS Y
TERAPEUTICAS CONTRA EL SIDA.
Solicitud de invencion N° 200501841
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MODELOS ANIMALES POR MANIPULACION GENETICA

Lluis Montoliu

Resumen

Estamos interesados en entender el funciona-
miento y la organizacién de los dominios de
expresion de en el genoma de mamiferos. Nos
gustaria conocer los elementos reguladores
necesarios que identifican un dominio de
expresion determinado y especifican su patrén
de expresion en espacio, en tiempo y canti-

dad, con objeto de mejorar el disefio de estra-

tegias de transferencia génica, usadas en
transgénesis animal y en terapia génica.
Usamos dos modelos experimentales: el gen
de la tirosinasa y el gen de la proteina acida del
suero de la leche de ratén, dos locus indepen-
dientes, regulados a nivel de desarrollo y espe-
cificos de tejido, que nos han servido para
identificar elementos reguladores fundamenta-
les, como por ejemplo aisladores gendmicos y
regiones controladoras de locus (LCR).
Desarrollamos nuestros experimentos in vivo,
mediante el uso de animales transgénicos, con
grandes construcciones basadas en cromoso-
mas artificiales que modificamos mediante
recombinacion homodloga, con objeto de
investigar el papel funcional de secuencias

especificas. También in vitro, mediante el uso

de células y anadlisis cromatinicos de

interaccion DNA-proteina. Adicionalmente,
nuestro laboratorio ha generado y analizado
nuevos modelos animales para el estudio de
las anomalias en el desarrollo de la retina aso-
ciadas al albinismo, y de los genes implicados
en el proceso. Finalmente, a través de colabo-
raciones, hemos desarrollado varios modelos
animales adicionales (transgénicos y mutantes)
para el estudio de enfermedades o procesos

asociados al SNC (Alzheimer, dolor, psicosis).
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Figura 1. Ratén albino y transgénico (delante)
generado por ICSI con un YAC que contiene el gen
de la tirosinasa en el que se ha eliminado la region
controladora de locus (LCR) mediante recombina-
cion homologa en levaduras. Se aprecia una dismi-
nucion importante de la expresion de tirosinasa en
la piel pero no en el ojo (ver Moreira et al. 2004).
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Fotografia del Laboratorio (Diciembre 2004) De izquierda a
derecha: Lluis Montoliu, Alfonso Lavado, Victoria Tovar,
Lucia Regales, Julio Pozueta, Rosa Roy (delante), Soledad
Montalban, Marta Cantero, Angel Garcia, Patricia Cozar.

Jefe de Linea:
Dr. Lluis Montoliu José

Investigadores Postdoctorales :

Dr. Alfonso Lavado Judez

(desde / from 01-04-2004)

Dra. Patricia Giraldo Carbajo

(hasta / up to 30-03-2003)

Dra. Victoria Tovar Herrador

Dra. Rosa Roy Barcelona

(desde / from 01-11-2003)

Dr. Francisco Javier Rodriguez Jiménez
(desde / from 01-10-2003 hasta / up to
28-02-2004)

Becarios Predoctorales:

Alfonso Lavado Judez

(hasta / up to 31-03-2004)

Lucia Regales Alvarez

Angel Garcia Diaz

Julio Pozueta Larios

Julia Fernandez Punzano (Titulado Superior,
desde / from 01-11-2004)

Estudiantes Predoctorales Visitantes:
Rodolfo Moreno (desde / from 01-02-2003
hasta / up to 30-04-2003)

Estudiantes de licenciatura visitantes:
Elisa Jiménez (hasta / up to 30-06-2003)

Técnicos de investigacion:
Patricia Cozar Ldopez
Marta Cantero Gonzalez

Servicio de Histologia del CNB:

Noemi Magan (desde / from 01-03-2004
hasta / up to 30-11-2004)

Soledad Montalban Iglesias

(desde / from 01-12-2004)

Cientificos Visitantes:

Dra. Karoline Lassnig (IFA Tulln, Department
of Animal Production, Tulln, Austria) (March
2003)

Dra. M2 Carmen Mufoz (Trasngenic Unit,
Parc Cientific de Barcelona, PCB) (July-
August 2004)

Dr. Glen Jeffery (University College London,
Institute of Ophthalmology, London, UK)
(January and December 2004)
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Moreira, P.N., Giraldo, P., Cozar, P., Pozueta,. J, Jiménez, A., Montoliu, L.* and Gutiérrez-Adan A*.(2004). Efficient
generation of transgenic mice with intact yeast artificial chromosomes by intracytoplasmic sperm injection. Biology of
Reproduction Dec;71(6):1943-7.

Montoliu, L. (2004). 5th Transgenic Technology meeting (http://www.imbim.uu.se/transtech) Transgenic Research
13:605-6. [meeting report]

Giménez, E., Lavado, A., Giraldo, P., Cozar, P., Jeffery, G., Montoliu, L. (2004). A transgenic mouse model with inducible
Tyrosinase gene expression using the tetracycline (Tet-on) system allows regulated rescue of abnormal chiasmatic
projections found in albinism. Pigment Cell Research Aug;17(4):363-70.

Montoliu, L., Larue, L. and Beermann, F. (2004). On the use of regulatory regions from pigmentary genes to drive the
expression of transgenes in mice. Pigment Cell Research Apr;17(2):188-90.

Regales, L., Giraldo, P., Garcia-Diaz, A., Lavado, A. and Montoliu, L. (2003). Identification and functional validation of a
5’ upstream regulatory sequence in the human tyrosinase gene homologous to the locus control region of the mouse
tyrosinase gene. Pigment Cell Research Dec;16(6):685-92.

Giraldo, P., Rival-Gervier, S., Houdebine, L.M. and Montoliu, L. (2003). The potential benefits of insulators on
heterologous constructs in transgenic animals. Transgenic Research Dec;12(6):751-5.

Giménez, E., Lavado, A., Giraldo, P. and Montoliu, L. (2003). Tyrosinase gene expression is not detected in mouse brain
outside the retinal pigment epithelium cells. European Journal of Neurosciences Nov;18(9):2673-6.

Montoliu, L. (2003). Manipulating the mouse embryo: easier than ever! Transgenic Research 12:635-6. [Dook review].
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Giraldo, P., Martinez, A., Regales, L., Lavado, A., Garcia-Diaz, A., Alonso, A., Busturia, A. and Montoliu, L. (2003).
Functional dissection of the mouse tyrosinase locus control region identifies a new putative boundary activity. Nucleic
Acids Research Nov 1;31(21):6290-305.

Langa, F., Codony, X., Tovar, V., Lavado, A., Giménez, E., Cozar, P., Cantero, M., Dordal, A., Hernandez, E, Pérez R, Monroy,
X., Zamanillo, D., Guitart, X. and Montoliu, L. (2003). Generation and phenotypic analysis of sigma receptor type | (sigma
1) knockout mice. European Journal of Neurosciences 18(8):2188-96.

centro H-n cional de bictecnologia Millot, B., Montoliu, L., Fontaine, M.L., Mata, T. and Devinoy, E. (2003). Hormone-induced modifications of the chromatin
structure surrounding upstream regulatory regions conserved between the mouse and rabbit whey acidic protein
genes. Biochemical Journal 15;372(Pt 1):41-52.

Montoliu, L. (2003). Simple databases to monitor the generation and organisation of transgenic mouse colonies.
Transgenic Research 12(2):251-3.

Biologia molecular y celular
INTERNATIONAL BOOKS AND BOOK CHAPTERS

Montoliu, L. (2003). Large-scale preparation of agarose plugs of yeast DNA (pp. 326-328); Purification of YAC DNA with
filtration units (pp- 329-331). Preparing injection buffer for BAC/YAC DNA (pp. 333). In: Manipulating the Mouse
Embryo. A Laboratory Manual (Third Edition). Andras Nagy, Marian Gertsenstein, Kristina Vintersten, Richard Behringer
(Eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York.

Millot, B., Montoliu, L., Petitbarat, M., Mata, T., Fontaine, M.L. and Devinoy, E. (2003).Regulation of milk protein gene
expression. In: Milk & Research (38° Simposio Internazionale di Zootecnia) G.F. Greppi & G. Enne (eds.). MG Print on
Demad. Lodi, pp. 3-13.
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NATIONAL BOOKS AND BOOK CHAPTERS

Montoliu, L.  (2004). Clonacion en mamiferos: aspectos cientificos e implicaciones terapéuticas. En: Ultimas
investigaciones en biologia: células madre y células embrionarias. José Fernandez Piqueras (Ed.), Publicaciones de la
Universidad Internacional Menéndez y Pelayo (UIMP), Ministerio de Educacion y Ciencia. (pp. 55-88).

Montoliu, L. (2003). Trasiego de genes (animales transgénicos, mutantes y clonicos). En: 50 afios de ADN. Pedro Garcia
Barreno (Ed.), Editorial Espasa-Forum, capitulo 6, (pag. 183-227), Madrid.

Montoliu, L. (2003). Células troncales: aspectos cientificos. En: Células troncales humanas: aspectos cientificos, éticos
y juridicos. Juan Ramon Lacadena (Ed.), Coleccion Dilemas Eticos de la medicina actual-17, Vol. 49 (pag. 23-62).
Publicaciones de la Universidad Pontificia Comillas/Editorial Desclée de Brouwer, S.A.
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Montoliu, Lluis
Functional and structural characterisation of genomic boundaries
Spanish Ministry of Science and Technology, National Plan R+D+i, Biotechnology Program, BI02003-08196, 2004-2006.

Montoliu, Lluis (sub-project, Coordinator: Dr. Mara Dierssen, CRG, Barcelona)
Murine models of central nervous system (CNS) disease.
Autonomous Government of Catalunya, Generalitat de Catalunya, Thematic Network, 2003-2005, 2001-2003.

centro nacional de biotecnologia

Montoliu, Lluis

ldentification of genes associated with retinal development: analysis of visual deficits associated with hypopigmentary
diseases (albinism).

Biologia molecular y celular Autonomous Government of Madrid, CAM, 08.5/0046.1/2003, 2003-2004.

Montoliu, Lluis (Austrian partner: Prof. Mathias Miiller, Veterinary University of Vienna)
Artificial chromosomes in mammary gland transgenesis.
Joint Collaborative Project, Spain-Austria, HU2001-0025, 2002-2003.

Montoliu, Lluis
Genomic boundaries in gene transfer events.
Spanish Ministry of Science and Technology, National Plan R+D+i, Biotechnology Program, BI02000-1653, 2001-2003.
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Mata Gonzalez, Teresa

Functional and structural characterisation of new mammary gland-specific expression vectors based in the mouse whey
acidic protein gene.

Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados (CINVESTAV), Instituto Politécnico Nacional, México DF (2004). Mark: Apto
Supervisors: Dr. Vianney Ortiz-Navarrete (CINVESTAV, México, DF) and Dr. Lluis Montoliu.

Lavado Judez, Alfonso Javier

Animal models for the functional study of the mouse tyrosinase gene and the consequences associated with its mutation
in the mammalian visual system.

Autonomous University of Madrid (2004). Mark: Excellent cum laude.

Supervisor: Dr. Lluis Montoliu




LINEA DE PROYECTOS Y T Y W 8 — =
i PERSONAL PUBLICACIONES : TESIS DOCTORALES PATENTES = B
INVESTIGACION Y T Y CIENTIFICOS | CONTRATOS ,

scientific repofe

2003-2004 \

Memaoria ﬂiﬂh‘h

CONTRATOS

Lluis Montoliu
Formation in techniques for the generation and the analysis of trasngenic and knockout mice.
Fundacion Parc Cientific de Barcelona (PCB), Barcelona Science Park Foundation (Barcelona), June-August 2004.
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: Lluis Montoliu
centro nacional o biotecnologia

Generation of chimeras to obtain knockout mice for the LAT2 gene.
Fundacion Institut de Recerca Oncologica (IRO), Institute of Oncology Research Foundation (Barcelona).
June-August 2004.

Lluis Montoliu

Production, rederivation and cryopreservation of knockout mice for the Sigma-I receptor gene.
Biologia molecular y celular Laboratorios del Dr. Esteve, S.A. (Barcelona).

July 2003- June 2006.

Lluis Montoliu

Analysis of genetic polymorphisms (microsatellite variants) in mice.
Bionostra, S. L. (Madrid).

May-July 2003.

Lluis Montoliu

Analysis of the phenotype of knockout mice for the Sigma-I receptor gene.
Laboratorios del Dr. Esteve, S.A. (Barcelona).

September 2001-August 2004,
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Moreira, P.N, Gutiérrez-Adan, A. and Montoliu, LI.

A method for the stable introduction of large DNA sequences in the genome of non-human mammals
INIA and CSIC

Spain (OEP: P 200400857) 6 April 2004
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ANALISIS FUNCIONAL EL REPRESOR TRANSCRIPCIONAL DREAM

Jose Ramon Naranjo

Resumen

La linea de investigacion de mi laboratorio
durante los ultimos afnos ha ido enfocada a
comprender los mecanismod de regulacién de
la expresion génica en neuronas, en respuesta
a senales externas que inducen depolarizacion
de la membrana plasmatica. Desde el estudio

de la respuesta temprana, en los ultimos anos

nos centramos en el estudio de la sefal del
calcio y la sefalizacioén por estos iones en cito-
sol y/o en nucleo para controlar redes trans-
cripcionales de expresion en poblaciones neu-
ronales concretas frente a estimulos especifi-

cos tanto fisioldgicos como patolégicos.

Nuestros objetivos incluyen i) el conocimiento
de estos mecanismos moleculares tanto en
sistemas experimentales sencillos como su
andlisis in vivo mediante modelos animales
modificados genéticamente o protocolos
usando ARNSs de interferencia en animal ente-
ro y ii) la caracterizacion fenotipica de modelos
animales de patologias humanas con valor
potencial para el rastreo farmacologico o su

aplicacion en estrategias de terapia génica.

eseccccccccccce

-~

Figura 1. Cultivo de neuronas corticales de ratdn expresan-
do la proteina GFP 48 horas despues de la infeccion con un
vector lentiviral codificando para GFP.

A) imagen de contraste de fases.

B) Imagen de fluorescencia mostrando el marcaje GFP.
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Jefe de Linea:
José Ramon Naranjo

Personal cientifico:

Britt Mellstrom (Ramén y Cajal Prog.)
Marta Nieto (Ramon y Cajal Prog.)

Becarios Postdoctorales:
Dr. Magali Savignac

Dr. Malgorzata Palczewska
Dr. Marcos Rivas

Dr. Rosa Gomez

Becarios Predoctorales:
J. Rubén Cabrera
Jorge Barrio

Técnicos de Investigacion:

David Campos
M. Paz Gonzalez

Marie Curie CEE Prog.

FEBSS Fellow
CAM Prog
J. de la Cierva Prog.

MEC (3rd year)
MEC (3rd year)
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Zamorano, A., Lamas, M., Vergara, P., Naranjo, J.R. and Segovia, J. (2003). Transcriptionally mediated gene targeting of
gas1 to glioma cells elicits growth arrest and apoptosis. J. Neurosci. Res. 71: 256-63.

Klattenhoff, C., Montecino, M., Soto, X., Guzman, L., Romo, X., De Los Angeles Garcia, M., Mellstrom, B., Naranjo, J.R.,
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Amelia Nieto

Resumen

Segun progresamos en el estudio de las dife-
rentes funciones de las proteinas virales y de
los mecanismos que los virus utilizan para
expresar su genoma, se hace mas evidente la
contribucién de la célula huésped. Existen
muchos ejemplos de virus que utilizan protei-
nas celulares o RNAs como cofactores para su

propia transcripcion y/o replicacion y muchos

virus RNA parasitan la maquinaria de expresion
celular, lo que termina en una sintesis preferen-
cial de proteinas virales concomitantemente

con una inhibicién de las celulares.

El virus de la gripe posee un genoma segmen-
tado de ocho cadenas de RNA de polaridad
negativa y su polimerasa esta compuesta por
tres subunidades denominadas PB1, PB2 y
PA. Durante varios afios hemos estado involu-
crados en i) la caracterizacion de la funcién
individual de la subunidad PA de la polimerasa
y ii) la caracterizacion de la funcion de la pro-
teina no estructural NS1 en la activacion tra-
duccional especifica de los mRNAs virales. A
lo largo de estos estudios hemos buscado fac-
tores celulares que pudieran estar involucra-

dos en estas funciones virales. Estos estudios

nos forzaron a estudiar tanto las funciones
celulares de estas proteinas como su relevan-
cia para el ciclo del virus. Como ejemplo del
trabajo realizado se caracterizé la funcién de
modulador transcripcional de la RNA polimera-
sa Il de una proteina que interacciona con la
subunidad PA de la polimerasa del virus de la
gripe necesaria para la expresion viral. Estos
datos sugieren que la polimerasa viral y la
celular podrian requerir factores comunes para
una correcta expresion del genoma. Por otro
lado se encontré que la asociacion del factor
de iniciacion de la traduccién elF4Gl a NS1,
junto con su asociacion a la proteina de unién
a poly A esta involucrada en el mecanismo por
el cual NS1 realiza la activacién traduccional
selectiva de los mRNAs virales. Por todo ello

ademas de los aspectos mencionados nos
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Figura 1. Se representa la entrada del virus de la gripe en una célula infectada, asi como la
presencia del genoma viral en el nucleo celular, donde se realizan todos los procesos de
transcripcion y replicacion virales. En amarillo se representa las interacciones del virus con
la célula infectada que estan relacionadas con la transcripcion y la traduccion celulares.
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TRANSCRIPCION Y REPLICACION DEL RNA DEL VIRUS DE LA GRIPE

Juan Ortin

Resumen

Los virus de la gripe tienen gran incidencia en
la salud humana, ya que disponen de un
amplio reservorio animal y reaparecen conti-
nuamente en la poblacion humana. Son muy
variables genéticamente y dan origen a
infecciones respiratorias en el hombre. Estos
virus contienen un genoma de RNA segmenta-

do y polaridad negativa. Cada una de estas

moléculas de RNA replican independiente-
mente en forma de ribonucleoproteinas
(RNPs), en el nucleo de las células infectadas.
Nuestro objetivo a largo plazo es determinar
las estructuras del complejo de la RNA poly-
merasa viral y de la RNP para entender los
mecanismos por los que esta maquina mole-
cular transcribe y replica el genoma viral. En
este sentido, sera muy importante determinar
las interacciones entre la RNP y los factores
celulares involucrados en estos procesos, asi
como en el control posttranscripcional de la
expresion génica. Nuestro grupo esta abor-
dando estos objetivos mediante una combina-

cién de estrategias experimentales de Biologia

Estructural, Bioquimica y Biologia Celular.

.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.

Figura 1. Estructura tridimensional de la polimerasa del
virus de la gripe (A) y de una mini-ribonucleoproteina
recombinante con 9 monimeros de nucleoproteina (B). Las
zonas coloreadas indican la localizacion aproximada de las
subunidades de la polimerasa: Rojo-PB2; Violeta-PA; Verde-
PB1.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DE TOROVIRUS

Dolores Rodriguez Aguirre

Resumen

Los torovirus son virus con envuelta, con un
genoma RNA de cadena sencilla y polaridad
positiva, y cuyas particulas son muy pleomor-
ficas. Estos virus fueron identificados por
primera vez en 1972, y han sido incluidos
recientemente como un nuevo género dentro
de la familia Coronaviridae. Los escasos estu-
dios epidemiolégicos llevados a cabo en dis-

tintos paises indican que los Torovirus pueden

ser una importante causa de gastroenteritis
tanto en la poblacion humana como en distin-
tas especies animales de gran importancia en
ganaderia. A pesar de ello, y de su amplia dis-
tribucién geografica, y de su capacidad para
infectar una gran variedad de especies anima-
les, estos virus han sido muy pobremente
caracterizados. Entre las mayores dificultades
para su estudio se encuentran la imposibilidad
de crecer los torovirus en células en cultivo a
excepcion de un aislado equino (BEV), que

corresponde al primer torovirus identificado.

El primer objetivo del laboratorio al iniciar este
proyecto fue la obtencién de herramientas que
nos permitieran abordar el estudio de la
biologia molecular de torovirus, y desarrollar
sistemas de diagndstico con los que determi-
nar su incidencia en la poblacién humana, asi
como en la industria ganadera. Para ello, se

han utilizado sistemas heterdlogos (recombi-

nantes de baculovirus y del virus vaccinia) para
la expresion de las proteinas estructurales de
BEV. Esto nos permite estudiar sus caracteris-
ticas en ausencia de la infeccién por el virus
BEV, y purificar estas proteinas para, por una
parte, producir anticuerpos policlonales y
monoclonales especificos, y por otra, utilizar-
las como antigeno para la deteccion de sueros
positivos frente a torovirus. Con los anticuer-
pos obtenidos podremos hacer un seguimien-
to de las proteinas durante el proceso morfo-
genético tanto por microscopia confocal como

por inmunomicroscopia.

Figura 1. Particulas purificadas del torovirus equino BEV
observadas por microscopia electronica.
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José F. Rodriguez-Aguirre

Resumen

Los virus pertenecientes a la familia
Birnaviridae se caracterizan por la posesion de

una capsida icosaédrica, formada por una

Unica capa proteica, que encierra un genoma

dsRNA bipartito. Entre los miembros de esta

familia se encuentran patdgenos de gran

L
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importancia econémica para la industria avico-

la y piscicola. Los sistemas de control de

enfermedades causadas por birnavirus tienen
una eficacia muy limitada. La situacion epide-
miolégica del virus de la bursitis infecciosa del
pollo (IBDV), nuestro modelo de trabajo funda-
mental, refleja la precariedad estos sistemas.
El empleo sistematico de programas de vacu-
nacion intensivos basados en el empleo de
vacunas vivas no ha impedido la dispersion de
la enfermedad ni el incremento constante en la
virulencia del virus. Nuestro trabajo tiene como
finalidad ultima el desarrollo de estrategias
seguras y eficaces para el control de las enfer-
medades causadas por birnavirus. Este des-
arrollo requiere un conocimiento preciso de
aspectos claves de la biologia molecular de
este grupo de virus. Nuestro esfuerzo se ha
centrado en tres areas fundamentales: i)

Caracterizacion de la estructura y morfogénesis

viral; ii) Desarrollo de vacunas de subunidad; y

iii) Generacion de lineas de pollo genéticamen-

te resistentes a la infeccién por IBDV.

Figura 1. Deteccion de ensamblados de IBDV formados en
diferentes sistemas de expresion. Las imagenes de micos-
copia electronica corresponden a fibroblastos embrionarios
de pollo infectados con IBDV, células BSC1 infectadas con
el virus vacunal recombinante vT7 Poly que expresa la poli-
proteina de IBDV y a céLulas de insecto H5 coinfectadas
con los baculovirus recombinantes FB/pVP2 y FB/his-VP3,
respectivamente. La barra indica 250 nm.
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FORMACION Y FUNCION DE LOS mRNAS

Carlos M? Suié Negre

Resumen

Durante las ultimas décadas, hemos aprendi-
do que los mecanismos que regulan la pro-
duccién de mRNAs maduros (transcripcion,
capping, splicing y poliadenilacién entre
otros) son altamente complejos y, aunque
bioquimicamente independientes, se encuen-
tran intimamente relacionados de forma que

cada uno de estos procesos influencia la

especificidad y eficiencia del otro.

El objetivo a largo plazo del laboratorio es
entender las conexiones fisicas y funcionales
entre la elongacion de la transcripcion y el spli-
cing de los mMRNAs. A pesar de que la existen-
cia de esas conexiones esta ampliamente
aceptada, su naturaleza y los mecanismos
moleculares que las regulan permanecen por

ser dilucidados.

Parte del laboratorio estudia una proteina, el
factor de transcripcion CA150 que puede ser
clave en la regulaciéon de la elongacién y el
splicing de los mRNAs. Otra parte del labora-
torio se encuentra estudiando los mecanismos
moleculares de la regulacion de la elongacién

transcripcional por los complejos de la RNAPII.

Los proyectos que se estan desarrollando en

la actualidad tienen como objetivos:

i) La caracterizacion bioquimica y funcional
de las conexiones entre CA150 y la maquinaria
de splicing.

ii) El analisis molecular de los complejos de la

RNAPII que regulan transcripcion.
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Figural. Numerosas investigaciones realizadas durante las
ultimas décadas han demostrado la importancia del control
de la transcripcion como mecanismo regulador de la expre-
sién génica. El objetivo a largo plazo de nuestra investiga-
cion es entender los mecanismos moleculares de la elon-
gacion de la transcripcion por los complejos de la RNA poly-
merase |l (RNAPII) y sus conexiones con otras etapas del
procesamiento del RNA, en particular el splicing de los pre-
mRNAs. Los proyectos que se estan desarrollando en la
actualidad tienen como objetivos: i) La caracterizacion bio-
quimica y funcional de las conexiones entre TCRG1/CA150
y la maquinaria de splicing (figura de microscopia confocal,
panel izquierdo: TCRG1/CA150 colocaliza en la célula con
factores de splicing). ii) El andlisis molecular de los comple-
jos de la RNAPII que regulan transcripcion (esquemay figu-
ra de gel, panel derecho: aislamiento y caracterizacion de
complejos de pre-iniciacion [PIC] y elongacion [EC] de la
transcripcion).
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MODULACION DE LA RESPUESTA IMMUNE POR VIRUS

Antonio Alcami
(adscripcion temporal desde marzo 2004)

Resumen

El principal objetivo de nuestro laboratorio es
el entendimiento de la interaccién de virus
DNA de gran tamafo (poxvirus y herpesvirus)
con el sistema immune del huésped. La bata-
lla entre los virus y el sistema immune ha teni-
do lugar durante millones de afios de co-evo-
lucion virus-huésped. Nuestra hipoétesis es que
los virus han influido en la evolucion de varios
aspectos de la inmunidad y los genomas vira-

les se pueden considerar repositorios de infor-

macion sobre el sistema immune del huésped.
Un major entendimiento de las estrategies
virales de evasién del sistema immune nos
aportara informacioén sobre patogénesis viral,
el funcionamiento del sistema immune y nue-
vas estrategies de modulacién immune con

aplicaciones terapéuticas.

Nuestra investigacion puede dividirse en varias
areas: (1) identificacién y caracterizaciéon de
nuevas proteinas codificadas por poxvirus y
herpesvirus que mimetizan receptores de cito-
quinas del huésped e inhiben la actividad de
citoquinas y quimioquinas.; (2) investigaciones
en mousepox, una enfermedad causada por el
virus ectromelia, como un modelo natural de
infeccién en ratones para entender la contribu-
cién de las proteinas virales a la patogénesis y
modulacién immune; y (3) el desarrollo de pro-
teinas inmunomoduladoras humanas como
agentes anti-inflamatorios que pueden utilizar-

se en la clinica para tratar enfermedades

humanas causadas por una reaccion

inmunopatologica.

\

Figura 1. Microscopla electronica de células infectadas con
el virus ectromelia..

4 . N

Figure 2. Modulacion viral de la actividad de quimioquinas:
protelnas virales de union a quimioguinas (VCKBP) y mime-
tismo molecular de quimioquinas (CK) y receptores de qui-
mioquinas (VCKR).
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