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Resumen

El objetivo actual del grupo de Coronavirus es el estudio de las bases moleculares de
induccidén y resolucion del edema pulmonar en las infecciones por coronavirus (CoV),
como una estrategia para prevenir y tratar las infecciones por CoV respiratorios
humanos. Para conseguirlo estamos aplicando dos aproximaciones. Una es la
identificacién de rutas de sefializacién implicadas en la interaccién de los CoVs con el
hospedador y de mecanismos que dan lugar a una enfermedad pulmonar grave. La
segunda estrategia es la identificacion de genes virales implicados en virulencia, porque
su delecién da lugar a virus atenuados, que son candidatos a vacunas.

Summary

The aim of the Coronavirus group is the study of the molecular basis of the induction and
resolution of lung edema caused by coronavirus (CoV) infections, as a strategy to prevent
and treat infections by human respiratory CoVs. To this end two goals have been
addressed. One is the identification of signaling pathways involved in virus-host
interactions and the mechanisms leading to acute lung disease and lung edema that may
cause death. The second strategy is the identification of viral genes responsible for virus
virulence, as their deletion would lead to the selection of attenuated viruses, which in
principle are vaccine candidates.

http://www.sebbm.es/
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El desarrollo de estos estudios lo hemos dividido en tres objetivos:

El primero propone identificar los factores del hospedador implicados en la induccion de
edema pulmonar (Fig. 1A). En estudios previos de nuestro laboratorio se ha mostrado
gue tanto el CoV del sindrome respiratorio agudo y grave (SARS-CoV) que aparecio en
China, como el CoV causante del sindrome respiratorio que emergié en Oriente Medio
(MERS-CoV) tienen proteinas que incluyen un dominio estructural (PBM) que se une a
dominios PDZ presentes en proteinas celulares. La relevancia de esta observacion es
gue los dominios PDZ, formados por unos 80 aminoacidos, estan presentes en unas 400
proteinas celulares. En total se conocen 256 motivos PDZ diferentes, y una proteina
puede incluir de 1 a 13 de estos dominios, lo que les confiere la capacidad de ser un
centro aglutinador de proteinas con motivos PBM, formando complejos activos. Ello hace
gue el virus pueda cambiar el funcionamiento de la célula en beneficio propio.

Una de las interacciones entre el motivo viral PBM de la proteina de la envuelta (E) del
virus con la proteina celular sintenina que hemos identificado, ha tenido especial
relevancia. Esta unién da lugar a un aumento de la fosforilacion de la proteina p38
MAPK, que esta implicada en la activacion de la inflamacion (Fig. 1B). La seleccién de
inhibidores de la p38 MAPK dio lugar a la proteccion de la casi totalidad de los ratones
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infectados por el SARS-CoV, lo que representa la
identificacién de un antiviral efectivo para este coronavirus
mortal humano. Los CoVs letales para el hombre inducen
edema pulmonar que, en condiciones normales, se
resuelve por el transporte de iones mediado
fundamentalmente por tres proteinas: Na'/K" ATPasa, el
canal epitelial de iones Na® (ENC) y el regulador de la
conductancia a través de membranas de la fibrosis
quistica (CFTR). Estas tres moléculas contienen dominios
PDZ y hemos comprobado que los virus SARS-CoV y
MERS-CoV incluyen proteinas que interaccionan con
estos transportadores ionicos, lo que da lugar a edema
pulmonar.

Por ello estamos centrando nuestros esfuerzos en estudiar
el proteoma de interacciones entre los dominios PBM del
MERS-CoV y proteinas celulares que incluyen dominios
PDZ. La relevancia de estos estudios radica en que hemos
mostrado que el motivo PBM viral es un factor de
virulencia y que las interacciones PBM-PDZ forman parte
de rutas de sefializacion implicadas en patogénesis viral.
La identificacion de péptidos o compuestos quimicos que
interfieran con estas uniones PBM-PDZ facilitara la
seleccion de antivirales.

El segundo objetivo propone estudiar la relevancia de los
RNAs no codificantes (ncRNAS) en la inflamacion inducida
por los coronavirus humanos SARS- y MERS-CoV. Este
estudio esta dirigido fundamentalmente por Isabel Sola y
se describe en la seccion "Rincon del profesor de ciencias"
de esta web.

El tercer objetivo propone el disefio de vacunas para
prevenir infecciones por el MERS-CoV. En particular
proponemos obtener vacunas basadas en mutantes
atenuados generados mediante la delecién de genes no
esenciales utilizando un cDNA infectivo que hemos
ensamblado en un cromosoma artificial de bacterias
(BAC). Los virus atenuados asi obtenidos se estan
evaluando para determinar su estabilidad genética y el
grado de proteccion que confieren frente al desafio con un
virus virulento. Probablemente el candidato mas
interesante que hemos construido es el que se basa en un
virus competente en replicacion, pero defectivo en
propagacion, lo que le convierte en un virus que se auto
elimina y por tanto debe de ser bioseguro.
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Fig. 1B La prolema E del virus SARS-CoV interacciona con
la la ion de la p38 MAPK
dando Iugar a inflamacion pulmonar y edema

Fig. 1A. Enfermedad respiratoria aguda causada por
los virus SARS-CoV y MERS-CoV
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La seguridad de los candidatos a vacuna que disefiamos
es una de nuestras prioridades. Por ello, introducimos en
las vacunas al menos tres mutaciones que atendan el
virus nativo basandose en distintos principios: reduccion
de su crecimiento, eliminacion de su capacidad para inhibir
la respuesta inmune innata, o la de optimizacién de
codones, lo que hace a los virus menos competitivos.

La evaluacion de la eficacia en proteccion de los
candidatos a vacuna es posible porque en colaboracion
con otros laboratorios de EE.UU. hemos obtenido dos
modelos animales de infeccion por SARS-CoV y el MERS-
CoV. El primero utiliza ratones convencionales que son
infectados por un virus adaptado a los mismos, que hemos
construido incluyendo en el cDNA infectivo las mutaciones
que le confieren esta propiedad. En el caso del MERS-
CoV, hemos construido ratones “knock in” en los que el
receptor del virus, la proteina DPP4, se ha “humanizado”
mediante la reconstruccién de los tres exones que son
relevantes en la interaccion con el virus.

La viabilidad y éxito potencial del trabajo de nuestro
laboratorio sin duda depende del disefio de un sistema de
genética reversa para los CoV, y de los modelos de raton
susceptible al virus, que reproducen fielmente las
patologias que estos CoVs producen en humanos.
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