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1. NOMENCLATURA

°C Grados centigrados

Mg Microgramos

pL Microlitros

3D Tercera dimension

BH Dominio de homologia Bcl-2

CR Complejos de replicacion

DNA Acido desoxirribonucleico

DNAc ADN complementario

dNTP’s Desoxirribonucledtidos trifosfatados
DTT Ditiotreitol

FCV Calicivirus felino

g Gramos

gRNA Acido ribonucleico genémico

IAPs Proteinas inhibidoras de la apoptosis
LC Lider de la capside

M Molar

mg Miligramos

min Minutos

ml Mililitros
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mMRNA ARN mensajero

ng Nanogramos

nm Nanometros

NoV Norovirus humano

NS No estructural

nt Nucledtido

ORF Marco de lectura abierto

pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

pH Logaritmo negativo de la concentracion de iones de H

PMEM Permeabilizacion de membrana externa de la
mitocondria

RdRp RNA polimerasa dependiente de RNA

RHDV Virus hemorragico de conejo

RNA Acido ribonucleico

RNT Regién no traducida

rpm Revoluciones por minuto

SgRNA Acido ribonucleico subgenoémico

™ Temperatura de fusion

VP1 Proteina mayoritaria de la capside

VP2 Proteina minoritaria de la capside
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4. RESUMEN

Los Norovirus humanos (NoV) han sido catalogados como los principales agentes
generadores de brotes de gastroenteritis a nivel mundial. Debido a que no se ha
encontrado una manera de cultivarlo eficientemente, su estudio se ha desarrollado
en modelos como el calicivirus felino (FCV). Uno de los procesos inducidos por los
calicivirus, es la apoptosis celular, ya que facilita la liberacion y diseminacion de
las particulas virales de la célula huésped, sin embargo, los factores virales
responsables de la induccién de este proceso, no se encuentran del todo
identificados. Es por ello que este estudio se centrd en determinar si las proteinas
no estructurales (NS) del FCV inducen apoptosis. Para ello, mediante la prediccién
de las estructuras 3D de las proteinas NS, se determin6 su posible funcién por
homologia estructural con proteinas conocidas, encontrando que la proteina NS1
podria tener la capacidad de unirse al DNA y estar implicada en la transcripcion o
traduccion; la NS2 podria fungir como una proteina de mimetismo celular
implicada en el transporte de moléculas fuera o dentro de la célula; la proteina
NS3, podria tener la funcién de ATPasa; la proteina NS4 podria tener actividad
enzimatica, debido a que posee homologia estructural con proteinas asociadas
con la degradacion de glucosa y lactona; NS5 posee homologia con proteinas
asociadas con el control de la traduccién y transcripcién, ya que ésta es una
proteina involucrada con la traduccién del genoma viral y, la proteasa-polimerasa
NS6/7, posee homologia estructural con la proteina 3CD de poliovirus, asi como
con la polimerasa de coxsackievirus y poliovirus, lo cual se encuentra en funcién
de los estudios ya reportados para este complejo proteico. Asi mismo, se realiz6 la
clonacion de la secuencia codificante a la proteasa-polimerasa NS6/7 en un vector
de expresion, el cual se transfectd en células HEK297T, obteniendo la sefial de la
proteina reportera, sin embargo, la actividad de la NS6/7 en las células

transfectadas, no pudo ser determinada.
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ABSTRACT

Human Norovirus has been cataloged as the main aethiologyc agent of
gastroenteritis outbreaks worldwide. Due to the lack of an efficient system for its
propagation, its study has been done in models such as feline calicivirus (FCV).
One of the main processes induced by calicivirus is cell apoptosis, since it
facilitates the viral particles release and dissemination through the host cell;
however, the viral factors that trigger this process have not been completely
identified. Thus, the focus of this study, was to determine if FCV non-structural
(NS) proteins induce apoptosis; first, the 3D structures of NS proteins were
predicted by structural homology with known proteins. We found that NS1 could
bind to DNA and it could be involved in transcription of translation; NS2 could act
as a cellular mimicry protein involved in the molecules transport outside or inside of
the cell; NS3 protein could be an ATPase; NS4 protein could have enzymatic
activity, because it has a structural homology with proteins associated with glucose
and lactone degradation; NS5 possesses a homology with proteins associated with
the translation and transcription control , since it is a protein involved with the viral
genome translation; NS6/7 protein has a strict homology with the poliovirus 3CD
protein, coxsackievirus and poliovirus polymerase, based on in the previously
reported functional ostudies for this protein complex. Moreover, we cloned NS6/7
protease-polymerase coding sequence in an expression vector, which was further
transfected into HEK297T cells. The reporter protein signal was obtained.

However, the activity of the NS6/7 protein could not be determined.
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5. INTRODUCCION
I

Los virus de la familia Caliciviridae, son patdogenos obligados de varios animales,
incluyendo a los humanos; esta familia se encuentra dividida en los siguientes
géneros: Vesivirus, Lagovirus, Norovirus, Sapovirus, y Nebovirus. Todos son virus
pequefios no envueltos, con un genoma de RNA monocatenario de polaridad
positiva, de un diametro entre 25 y 35 nm con una forma caracteristica de “Estrella
de David” (Figura 1) (Kapikian et al., 1972).

Especificamente, los Norovirus humanos (NoV) representan un importante
problema de salud, ya que son los agentes principales generadores de brotes de
gastroenteritis a nivel mundial. Se estima que son responsables de 23 millones de
casos de gastroenteritis en los Estados Unidos cada afio y 200, 000 muertes de
nifios en paises en desarrollo (Patel 2008; Scallan 2011). Debido a que no se ha
encontrado una forma eficiente de cultivo para los NoV, su estudio se ha
desarrollado mediante modelos filogenéticamente cercanos. Uno de ellos es el
calicivirus felino (FCV) perteneciente al género Vesivirus (Carter et al., 1991), el
cual posee un crecimiento eficiente en cultivos celulares y para el cual se han
establecido sistemas de genética reversa (Sosnovtsev et al., 1998). El genoma del
FCV, tiene un tamafo aproximado a 7.7 kb; en el extremo 3’ se encuentra
poliadenilado mientras que el extremo 5’ posee una proteina viral (VPg) (Figura 1).
Las proteinas virales se encuentran en tres marcos de lectura abiertos (ORF’s): el
ORF1 codifica a una poliproteina que corresponde a las proteinas no estructurales
(NS) que incluyen a una proteasa viral y a una RNA polimerasa dependiente de
RNA. Esta poliproteina es escindida postraduccionalmente por la proteasa viral.
EL ORF2 codifica a la proteina mayoritaria de la capside (VP1) y el ORF3 codifica
a la proteina estructural minoritaria (VP2) (Seal et al., 1993; Sosnovtsev et al.,
2000).

Los virus han desarrollado una serie de estrategias para contrarrestar los
mecanismos de defensa llevados a cabo por las células infectadas. A través del

proceso de co-evolucion entre el patdgeno y el hospedero, los virus han adquirido
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la capacidad para prevenir la apoptosis celular, proceso por el cual son eliminadas
las células infectadas (Castanier et al., 2011). Sin embargo, varios virus pueden
inducir la apoptosis para facilitar la liberacion y diseminacion de las particulas
virales, prevenir la presentacion de antigenos de las células infectadas, inducir la
muerte de células no infectadas o células del sistema inmune que podrian limitar
la propagacion viral (Neumann et al.,, 2015). Los FCV inducen cambios
caracteristicos de apoptosis intrinseca, los cuales incluyen, translocacion de
fosfatidil serina hacia el exterior de la membrana plasmatica, condensacion de la
cromatina y fragmentacion del DNA, ademés del incremento en la activacion de
las caspasas 3, 8 y 9 (Sosnovtsev et al., 2003). Recientemente, se ha sugerido
qgue la proteina lider de la capside, que forma parte del precursor de la proteina
mayoritaria de la capisde codificada por el ORF2, est4 asociada con la induccion
de la apoptosis (Abente et al., 2013). En contraste, se ha determinado que la
expresion del ORF1 de Norovirus murino (MNV), induce la apoptosis en células
HEK293T (Herod et al., 2014). Por ende, en este proyecto se estandarizaron las
herramientas para determinar el potencial apoptético de las proteinas no
estructurales del FCV mediante su clonacion y expresion en células CrFK.
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6. ANTECEDENTES

6.1. Infecciones gastrointestinales

Las infecciones agudas del tracto intestinal figuran entre las enfermedades
infecciosas mas frecuentes. Segun la OMS, a nivel mundial la tasa de muerte
asociada con dichas infecciones, es alrededor de 2.2 millones de muertes por afo,
las cuales pueden ser causadas por bacterias, virus o protozoarios patégenos. En
México, en un estudio gubernamental realizado en 2003, se reportaron 4, 556
decesos causados por infecciones intestinales (Paniagua et al., 2007).

Las enfermedades gastrointestinales infecciosas, son causadas por bacterias
como Escherichia coli, Salmonella spp y Shigella spp; parasitos protozoarios
como Giardia lamblia y diversas especies de amibas. Este tipo de enfermedades
también son generadas por virus, principalmente los rotavirus, astrovirus,
adenovirus y los norovirus humanos, cuyo prototipo es el virus Norwalk, que

pertenece a la familia Caliciviridae (Hernandez et al., 2011).

6. 2. Norovirus humano

Los NoV son una de las principales causas de brotes de gatroenteritis no asociada
a bacterias a nivel mundial. Los NoV pertenecen al género Norovirus de la familia
Caliciviridae, A pesar de su importancia clinica, el estudio de su patogénesis ha
sido limitado debido a que su propagacion in vitro aun se encuentra en desarrollo
(Duizer et al, 2004), por ende, su estudio se ha llevado a cabo en diferentes
modelos filogenéticamente cercanos (Vashist et al., 2009). Un ejemplo importante
es el calicivirus felino (FCV), miembro del género Vesivirus, el cual puede ser

propagado en cultivos celulares (Sosnovtsev y Green, 1995).
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6.3 Calicivirus felino

El FCV es miembro del género Vesivirus que infecta a gatos, generando una
enfermedad cuyos signos clinicos varian entre las diversas cepas de FCV, como:
cuadros de conjuntivitis, ulceracién oral, afectaciones en las vias respiratorias
altas y, en los casos severos, infeccion sistémica (Gaskell, 1985; Pesavento et al.,
2008). Sin embargo, a pesar de que su patogenia es distinta a la que se presenta

en los NoV, la organizacion genética es muy semejante entre ambos géneros.

6.3.1 Estructura genética del FCV

El genoma de FCV, estd compuesto por tres marcos de lectura abiertos (ORFs),
los cuales se esquematizan en la Figura 1 (Tohya et al., 1991; Carter, 1991). El
ORF1, codifica a las proteinas no estructurales (Neill, 1990); el ORF2, codifica al
precursor de la proteina de la capside y, en el extremo 3’, se encuentra el ORF3,
que codifica a una proteina estructural pequefia o VP2 (Neill et al.,, 1991). La
secuencia nucleotidica entre la uniébn del ORF1-ORF2 y ORF2-ORF3, es
absolutamente conservada. El codén de terminacion del ORF1 esta seguido por
dos bases, mientras que la primera base del codon de inicio del ORF2, posee un
marco de lectura -1 con respecto al ORF1. El ORF3 posee un marco de lectura -1
con respecto al ORF2 pero, en este caso, el codén de terminacion del ORF2, se
empalma con el codén de inicio del ORF3 por cuatro nucleétidos (Herbert et al.,
1996).

Brenda Beatriz Xoconostle Moran 18



INDUCCION DE LA APOPTOSIS POR LA EXPRESION DEL ORF1 DEL CALICIVIRUS FELINO

A)

B)

ORF1 ORF2 ORF3

NS1 ~NS2 NS3 NS4 NS5  NS6/7 VP2 A(n)
s IC VPl

RNA gendmico '
o A

vre RNA subgenémico

Figura 1. Genoma del calicivirus felino. A) Los calicivirus son virus con un
tamafio de 25 a 35nm, son no envueltos, su genoma es de RNA de cadena simple
y polaridad positiva, posee un tamafo aproximado a 7.7 kb; el extremo 3’ se
encuentra poliadenilado mientras que el extremo 5’ posee una proteina viral (VPQ).
B) La organizacion genética del FCV, consiste en tres marcos de lectura abiertos.
El ORF1 codifica a las proteinas no estructurales; el ORF2, da lugar a la proteina
mayoritaria de la capside (VP1) que posteriormente es procesada para dar origen
a la proteina lider de la capside (LC) y a la VP1 madura. EI ORF3, codifica a la
proteina minoritaria de la cépside (VP2). A partir del RNA subgendmico, se
sintetizan las proteinas codificadas por los ORF2 y 3. La proteina viral VPg,
necesaria para la traduccion, se encuentra representada por un évalo naranja.

Modificado de Green et al., 2000.
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6.3.1.1 Proteinas no estructurales del FCV (ORF1)

El codon de inicio del ORF1, comienza en el nucleétido 19 y procede hasta el
nucleétido 5314. La poliproteina producida por este marco de lectura, contiene a
todas las proteinas no estructurales, las cuales se encuentran en un rango de
tamafo entre 13 y 96kDa, (Carter et al., 1992). Esta poliproteina produce una
proteasa que escinde sitios con residuos E, A, D, Ny S en la posicion P1, ademas,
es la encargada del procesamiento de la poliproteina, dando lugar a 6 proteinas
maduras (Figura 2) (Sosnovtsev et al., 2002). En el caso particular del FCV, la
proteasa y polimerasa no son escindidas, por ende, siempre estan presentes

como proteina Unica denominada NS6/7 con actividad de proteasa y polimerasa.

960E/A961
46E/A47 331E/D332 685E/N686 1071E/51072
! l l l l l 1763
NS2 NS3 NS5

Figura 2. Sitios de escision de la poliproteina de FCV. La proteasa viral
escinde a la poliproteina en los sitios indicados con una flecha azul, dando lugar a
las 6 proteinas no estructurales NS1-NS6/7.

NS1y NS2

La funcion de la proteina NS1 de los miembros de la familia Calciviridae, no ha
sido descrita, sin embargo, en NoV se ha encontrado asociada al Aparato de
Golgi. La proteina NS2 tiene secuencia analoga a otras proteinas virales y
celulares implicadas en la regulacion de la proliferacion celular. Posiblemente se
encuentra relacionada con el anclaje de los complejos de replicacion (CR) unidos
a la membrana, ya que se ha reportado que interactia con las proteinas NS3, NS4
y NS6/7 (Ettayebi et al., 2003; Kaiser et al., 2006; Bailey, 2010).
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NS3 (NTPasa 2C-like)

Mediante el analisis de la secuencia de la proteina NS3 de diversos miembros de
la familia Caliciviridae, se determiné que es la menos divergente del ORF1 y
muestra similitud con la proteina 2C de los Picornavirus, ademas posee
secuencias conservadas que corresponden a dominios de unién a NTP, los cuales
estan asociados con la actividad NTPasa (Gorbalenya et al., 1989; Neil, 1990;
Clarke y Lambden, 1997). Especificamente, la proteina NS3 de FCV posee una
alta homologia con la NTPasa del virus hemorragico del conejo (RHDV por sus
siglas en Inglés “Rabbit Haemorrhagic Disease Virus”) (Meyers et al, 2000). En
células infectadas con FCV, ésta proteina se encuentra asociada a los complejos
de replicacion, sugiriendo que posee un papel en la replicacién del genoma viral
(Green et al, 2002).

NS4

La funcion de la proteina NS4 es desconocida, aunque se ha observado que forma
parte de un precursor que contiene a la VPg y a la proteina NS6. La proteina NS4

se encuentra presente en los complejos membranales (Green et al., 2002).

NS5 o VPg

El extremo 5 del RNA gendmico (gRNA) y el RNA subgenomico (sgRNA) de
calicivirus se encuentra unido covalentemente a una proteina viral llamada VPg, la
cual posee un tamafio entre 10-15kDa (Clarke y Lambden, 2000; Sosnovtsev et al,
2002). La secuencia que codifica a la VPg de calicivirus, se encuentra antes de la
secuencia codificante a la cisteina proteasa-polimerasa NS6/7 (Clarke y Lambden,
2000).

El RNA mensajero (mMRNA) del calicivirus, no posee la estructura “cap” en el

extremo 5 y no existe evidencia de que los calicivirus posean un sitio de union
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interna del ribosoma o IRES que dirija la traduccion del mRNA viral (Clarke y
Lambden, 2000). Se ha demostrado que la remocion de la VPg del RNA viral
mediante su digestion con proteasas, genera una pérdida de infectividad y reduce
significativamente la traduccion del RNA de FCV in vitro (Herbert et al., 1997).
Ademas, se ha determinado que la VPg recombinante, se une al factor de
iniciacion eucaridtico 3 (elF-3) in vitro y en lisados celulares (Daughenbaugh et al.,
2003). La interaccion entre la VPg y elF4E es requerida para la traduccion viral, ya
que la proteina 4E-BP1 (proteina 1 de unién a 4E) que inhibe a elF-4E, impide la
traduccion dependiente de VPg in vitro (Goodfellow et al., 2005). Es por ello que
se ha determinado que la VPg funciona como un sustituto de cap o cap
proteinaceo para permitir el reclutamiento de los factores de iniciacién eucariética

y de ésta manera iniciar la sintesis de las proteinas virales.

NS6/7 (Proteasa 3C-like-polimerasa)

La proteasa-polimerasa NS6/7 se encuentra formada por un complejo estable de
76 kDa que contiene una actividad de cisteina proteasa en el extremo amino
terminal (NS6) y una de RNA polimerasa dependiente de RNA o RdRp (NS7) que

polimeriza a las moléculas de RNA.

El analisis estructural ha revelado que existen cuatro aminoacidos cruciales para
la actividad de la proteasa-polimerasa: NS6/7: H39, E60, C122 y H137 en FCV. En
FCV, la proteasa genera la escision en cinco sitios de la poloproteina, los cuales
son E46/A47, E331/D332, E685/N686, E960/A961 y E1071/S1072 (Figura 2)
(Sosnovteva et al., 1999; Oka et al., 2007).

La proteasa-polimerasa NS6/7 también juega un papel importante en el
establecimiento de la infeccion, ya que causa la inhibicion de la traduccion celular
durante la infeccion con el FCV mediante la escision e inactivacion de la proteina

de union a tractos de Poli(A) (PABP), removiendo su dominio C-terminal y
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generando la reduccién de la traduccién del mRNA celular en los estados tardios

de la infeccion (Kuyumcu-Martinez et al., 2004).

La RdRp (NS7) es la proteina responsable de la replicacion del genoma de los
calicivirus. En FCV, la forma activa de la RdRp es el precursor NS6/7, que posee
la funciobn de proteasa y polimerasa. La escision proteolitica entre los dos
dominios, no es necesaria para la actividad de la polimerasa y, la molécula
precursora NS6/7, se acumula significantemente en células infectadas por FCV in
vitro (Sosnovtseva et al., 1999; Wei et al., 2001).

6.3.1.2 Proteinas estructurales

Las proteinas estructurales VP1 y VP2 se encuentran codificadas en el genoma
viral, sin embargo, su sintesis se lleva a cabo a partir de un sgRNA que es idéntico
a los ORF2 y 3. La sintesis del sgRNA resulta en un mecanismo eficiente para

producir grandes cantidades de la proteina de la capside (Herbert et al., 1996).

Proteina mayoritaria de la capside (VP1)

El ORF2 comienza en el nucleotido 5314 y, debido a que se empalma con el
ORF1, el ORF2 posee un marco de lectura -1 con respecto al marco de lectura 1.
El ORF2 del FCV codifica a un precursor de la capside de aproximadamente 73
kDa, el cual es postraduccionalmente procesado para liberar a la proteina de la
capside madura (VP1) y a una pequefia proteina de 124 aminoéacidos, llamada
lider de la capside (LC), implicada en el establecimiento del efecto citopético
(Clarke y Lambden, 1997; Carter, 1989; Sosnovtsev et al., 1998; Abente et al.,
2013).
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Proteina minoritaria de la capside 2 (VP2)

Todos los calicivirus poseen una o dos copias de la proteina de la capside VP2 en
cada virion maduro (Sosnovtsev y Green, 2000). Esta proteina estd codificada
dentro del ORF3 (Clarke y Lambden, 2000). La proteina producida es de 8.5 a 23
kDa dependiendo del género, especificamente el tamarfio de la VP2 de FCV es de
12.2 kDa. Por medio de ensayos de eliminaciéon del ORF3 completo del genoma
de FCV, asi como eliminaciones de algunos fragmentos de este ORF y la
introduccion de codones de paro, se demostré que la proteina VP2 es esencial
para la sintesis y maduracion de las particulas virales, ya que los cambios ya
mencionados, generan particulas virales incapaces de infectar (Carter et al., 1991;

Sosnovtsev et al., 2005).

6.3.2 Ciclo de replicacion del FCV

6.3.2.1 Union a la célula hospederay desempaquetamiento

El clico de replicacién de los calicivirus comienza con la internalizacion del virion
mediada por receptor. Especificamente, el receptor en FCV es la molécula
“Junctional Adhesién Molecule 1 -1” (JAM-1) (Makino et al., 2006). El proceso de
penetracion y desempaqguetamiento durante la infeccion con FCV, es conducido
por la ruta endocitica mediada por clatrina, seguido de un paso dependiente del
cambio de pH llevado a cabo por agentes lisosomotrépicos que generan la
acidificacion de las vesiculas, lo cual conduce a la liberacion del RNA viral hacia el
citoplasma (Kreutz y Seal, 1995).

6.3.2.2 Traduccién

Una vez liberado el RNA viral en el citoplasma, éste actia como mRNA y es
traducido por la maquinaria celular (Figura 3). El genoma de los calicivirus posee

dos regiones no traducidas (RNT) en sus extremos terminales, que funcionan
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como reguladores de la traduccion y la replicacién viral. La RNT 5’ es muy corta en
esta familia de virus (entre 5 y 20 nt dependiendo del virus) y el RNA viral no
posee la estructura “cap”. Sin embargo, tiene unida covalentemente a la proteina
viral VPg, la cual se encarga de reclutar a los factores del inicio de la traduccion
elF3, elFGI, elF4G, con la proteina ribosomal 6S y la subunidad ribosomal 40S
para que se lleve a cabo el inicio de la traduccion. Cabe destacar que los
requerimientos particulares de cada uno de estos factores en la replicacion de los
distintos virus de la familia estudiados, son diferentes (Daughenbaugh et al.,
2003). La traduccién de la poliproteina y su procesamiento co-traduccional por la
NS6/7, da lugar a la liberacion de las proteinas NS, las cuales estan involucradas
con los complejos enzimaticos que replican el genoma viral y sintetizan el RNA

antigenémico (CR).

Asi mismo, los calicivirus producen un sgRNA de cadena simple y polaridad
positiva de 2.4 kb (Neill y Mengeling, 1988). Este sgRNA también es poliadenilado
en el extremo 3’ y, al igual que el gRNA, esta unido covalentemente a la proteina
VPg en el extremo 5, la cual promueve la traduccién de las proteinas VP1 y VP2
(Herbert et al., 1996).

6.3.2.3 Replicacion del RNA gendmico y subgenémico

A partir del gRNA, se sintetiza RNA de polaridad negativa, el cual es usado como
molde para la sintesis tanto del RNA de cadena positiva (JRNA) como del sgRNA.
La sintesis de RNA en FCV es llevada a cabo en el citoplasma en la regién
perinuclear. Al inicio de la sintesis de RNA, la nucleolina se relocaliza del nucleo
hacia el nucleoplasma, asi como a la region perinuclear, donde colocaliza con la
RdRp (Cancio et al., 2011). Se ha determinado que los FCV forman CR asociados
con las membranas intracelulares y con varias proteinas no estructurales, como la
NS6/7, NS4-VPg, NS4 y NS2, asi como la NTPasa, sugiriendo que estas proteinas
participan en la replicacion del RNA viral (Green et al., 2002).
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Se ha descrito en el FCV un mecanismo que involucra un “sitio de unién ribosomal
rio arriba del sitio de terminacion” (TURBS), que regula la tasa de produccion de
las proteinas VP1/VP2 durante el proceso de replicacion (Luttermann y Meyers,
2007).

Existen dos modelos propuestos para explicar la sintesis del sgRNA, los cuales se
muestran en la Figura 3. El primero, es el modelo de iniciacién interna, en el cual
la polimerasa sintetiza la cadena de polaridad positiva del sgRNA a partir de un
promotor interno presente en la hebra de RNA de polaridad negativa. En el modelo
de terminacion prematura, la polimerasa se disocia a partir de un templado
gendmico en el terminador inicial, conduciendo la sintesis y acumulacién de la
cadena negativa truncada (o RNA subgendmico), la cual servira como templado
para generar la cadena positiva de RNA subgendémico (Miller et al., 1985; Miller y
Koev, 2000).

Iniciacion interna  +
n O

sgRNA

Terminacion prematura

| m—
Y

9> .

sgRNA  +

Figura 3. Modelos de la sintesis del RNA subgendmico (sgRNA). Las lineas
azul (-) y roja (+) representan la polaridad positiva y negativa del RNA,
respectivamente. Los sitios de inicio de la transcripcion del RNA gendmico se
encuentran representados por las cajas azules y las secuencias de terminacién
por las rojas. EI RNA templado esta representado por la linea gruesa roja y su
complementario por la linea gruesa azul. Los circulos verdes representan a la
replicasa viral y las barras verticales el final de la transcripcion.
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En Norovirus y Vesivirus, la transcripcién del sgRNA produce grandes cantidades
de las proteinas estructurales VP1 y VP2 (Matsuura et al., 2000; Sosnovtsev et al.,
1998). Se ha demostrado que el sgRNA es empaquetado dentro de particulas
virales. La encapsidacion del sgRNA, dirige la produccion de particulas virales de
baja densidad, también llamadas particulas defectuosas, las cuales no poseen
funcién aparente. Los aislados de FCV con baja virulencia, producen mas

particulas defectuosas (Neill, 2002).

6.3.2.4 Ensamblaje

En un punto dado en el ciclo de multiplicacion, el sgRNA es empaquetado y
posteriormente los viriones maduros son liberados hacia el exterior de la célula.
Las proteinas estructurales también se encuentran asociadas con los CR,
indicando que las membranas de los complejos de replicacién podrian formar un
andamio para empaquetar el RNA viral. Finalmente, en el dltimo estado de la
replicacion, los FCV inducen apoptosis en las células huésped, sugiriendo que
este proceso favorece la diseminacion de la progenie viral en el huésped. En la
Figura 4 se esquematiza el ciclo de replicacion de calicivirus (Al-Molawi et al.,
2003; Sosnovtsev et al., 2003).
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Figura 4. Ciclo de replicacion de los calicivirus. Después de la union al
receptor celular, el virion se internaliza en la célula, generando el desnudamiento
del genoma viral, seguido por la traducciéon de la poliproteina precursora y el
procesamiento co-traduccional, liberando las proteinas no estructurales. Estas
proteinas se reunen en un complejo de replicacion que sintetiza el RNA
antigenémico, el cual es usado como molde para la sintesis de los RNAs
gendmico y subgendémico. Los RNAs gendmicos recién sintetizados se traducen
como un precursor de la poliproteina o se utilizan para el empaquetamiento en el
ensamblado de la proteina viral. EI RNA subgendmico codifica a las proteinas
estructurales, VP1 y VP2. En un momento aun no definido en el ciclo de vida del
virus, se produce el ensamblaje de las proteinas estructurales, asi como el
empacamiento del RNA gendmico, procesos que son concomitantes para la
formacion de la particula viral, seguido por la liberacién del viribn maduro de la

célula.
Modificado de Rohayem et al., 2010.
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6.4 Apoptosis

La apoptosis es un proceso altamente coordinado para controlar la homeostasis
celular en organismos multicelulares en respuesta a un amplio rango de estimulos,
incluyendo estrés e infecciones virales (Vaux y Strasser, 1996). La apoptosis es

inducida por dos rutas de sefializacion: la extrinseca y la intrinseca.

6.4.1 Apoptosis extrinseca

La via extrinseca es desencadenada por ligandos extracelulares que se unen
especificamente a sus respectivos receptores de superficie, causando su
oligomerizacion (Strasser et al., 2009). Un cambio conformacional sobre la cara
citoplasmatica de dichos receptores, conduce el reclutamiento de la proteina
adaptadora FADD, cuya funcion es atraer a la pro-caspasa 8 desde el citosol hacia
el receptor de muerte con el fin de llevar dos moléculas monoméricas de pro-
caspasa 8 en la proximidad mas cercana para su autoprocesamiento y activacion
subsecuente. Este complejo, referido como complejo de sefalizacion inductor de
muerte (DISC), interactia con el efector ya dimerizado pro-caspasa 3 y/o pro-
caspasa 7, que se activa a través de la escision mediada por la caspasa 8,
seguida del autoprocesamiento. El efector activo de caspasas, escinde varios
sustratos que inducen la alteracion del citoesqueleto, inhibicién de la reparaciéon
del DNA, inicio de la fragmentacion del DNA y la exposicién de sefiales que
conducen la eliminacién de células apoptéticas por macréfagos (Neumann et al.,
2015).

6.4.2 Apoptosis intrinseca

La via intrinseca de apoptosis es activada por la falta de factores de sobrevivencia
solubles, hormonas, interacciones célula-célula y célula-matriz, la exposicion de
células a patdogenos como los hongos, bacterias y virus o el tratamiento con

estimulos genotoxicos y de dafio a DNA (como la radiacion y farmacos
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guimioterapéuticos), toxinas o pro-oxidantes, asi como agentes que generan
estrés al reticulo endomplasmico, inhibicion de las proteina cinasas, degradacion
proteosomal o perturbacién del citoesqueleto (Youle y Strasser, 2008; Hotchkiss et
al., 2009). El paso critico de esta ruta, es la permeabilizaciébn de la membrana
externa de la mitocondria (PMEM), que genera la liberacion de factores
apoptogénicos desde el espacio intermembranal de la mitocondria. Una de estas
proteinas es el citocromo c, que se une a la proteina adaptadora Apaf-1 que
recluta a la pro-casapasa-9 citosolica dentro de un complejo heptamérico llamado
apoptosoma. La caspasa-9 se dimeriza sobre la plataforma apoptosomal
conduciendo el autoprocesamiento y activacion inducidos por proximidad. La
caspasa-9 activa se escinde y activa a las caspasas-3 y -7 efectoras. Existen otras
proteinas que son liberadas desde la mitocondria y que estimulan un proceso de
muerte celular desconocido independiente de caspasas.

La PMEM es un resultado de la sefalizacion de muerte celular dependiente e
independiente de caspasas, éste es un punto de revision en el cual se toma la
decision entre mantener la vida de la célula o inducir su muerte; asi mismo, se ha
determinado que es un punto de no retorno. Este punto de revisién es controlado
por la familia de proteinas Bcl-2 (Youle y Strasser, 2008; Chipuk et al., 2010). La
familia Bcl-2, esta subdividida en base a su estado de conservacion estructural de
los llamados “dominios de homologia de Bcl-2” (BH). Las proteinas pro-
apoptéticas que contienen dominios BH3 (Bim, Bid, Bad, Bik, Bmk, Htk, Puma,
Noxa) sélo comparten entre 20 y 30 aminoacidos a lo largo de la hélice alfa del
dominio BH3 con el resto de la familia Bcl-2. Estos actGan como sensores del
estimulo apoptético que activa la ruta mitocondrial intrinseca (Happo et al., 2012).
Dependiendo del estimulo apoptético, un grupo particular de proteinas es
transcripcionalmente inducido o postraduccionalmente modificado, migra y se
inserta en la MEM, activando en este sitio, una segunda subclase de proteinas de
la familia Bcl-2, llamada “efectores” Bax y Bak (Happo et al., 2012). Bax y Bak
inducen directamente la PMEM, ambas contienen dominios BH1, BH2 y BH3, que

forman un complejo de unién hidrofébica que interactia con otros miembros de la
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familia Bcl-2 (Suzuki et al., 2000; Borner y Andrews, 2014). En células sanas, Bax
reside en su forma inactiva en el citoplasma y la periferia de la MEM. Por otro lado,
Bak se encuentra inserto establemente en la MEM, pero se mantiene bajo control
por proteinas inhibitorias como VDAC2 y Bcl-2 (Wang et al., 2001). Las proteinas
Bin, Bid y Puma, son capaces de activar directamente a Bax/Bak en la MEM (Letali
et al., 2002).

El tercer subgrupo de la familia Bcl-2, estd formado por las proteinas
antiapoptoticas Bcl-2, Bcl-x, Mcl-1, Bcl-w y Al (Youle y Strasser, 2008). Estas
proteinas contienen dominios BH1, BH2 y BH3, algunas de ellas poseen un

dominio adicional BH4 en la region N-terminal.

6.4.3 Proteinas Inhibidoras de la Apoptosis

La actividad de las caspasas esta sujeta a la inhibicion por los miembros de la
familia de “Proteinas Inhibidoras de la Apoptosis” (IAPs). Por ejemplo,
Smac/DIABLO y Htr2A/Omi se unen a XIAP, miembro de las IAPs que participa
como inhibidor endbégeno de las caspasas-9 y -3, previniendo su
autoprocesamiento accidental en células sanas (Deveraux y Reed, 1999). XIAP no
se une a las caspasas-9 y -3, hasta que es secuestrado por Smac u Omi, por
ende, permite la activacion completa de dichas caspasas en respuesta a estimulos

apoptoticos, activando la via mitocondrial intrinseca.

6.4.4 Modulacién viral de la apoptosis

Dada la importancia de la ruta intrinseca mitocondrial de la apoptosis, los virus han
adquirido diferentes estrategias para inhibirla. Por ejemplo, la generacion de
productos genéticos que mimetizan la accion de los factores de sobrevivencia Bcl-
2 para potenciar la inhibicién de la PMEM, inducir inhibicion de la via intrinseca de

apoptosis mediante la modulacion de los miembros de la familia Bcl-2 a nivel
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transcripcional o mediante modificaciones postraduccionales. Asi mismo, han
desarrollado estrategias para inhibir a p53 o, en contaste, inducen la activacion de
NFkB para inducir la inhibicion de la apoptosis, entre otros mecanismos como el

blogueo de la actividad de las caspasas.

Algunos virus han desarrollado estrategias para activar la muerte de las células
hospederas infectadas, probablemente para evadir la presentacion de antigenos
virales. Cabe resaltar que la apoptosis inducida no elimina ni dafa a los virus
nuevos. Por ejemplo, mediante la proteina Vpr, los HIV pueden activar la ruta
intrinseca mitocondrial, induciendo el hinchamiento de la mitocondria y la PMEM
(Stewart et al., 1999; Jacotot et al., 2000). El coronavirus causante del sindrome
respiratorio agudo grave (SARS-CoV) posee una proteina que inhibe directamente
a Bcl-xL y otros factores de sobrevivencia (Tan et al., 2007). Algunos virus
codifican proteasas que escinden proteinas con dominios BH3 como Bid. Estas
proteasas son requeridas para el ciclo de replicacién, ya que procesan
polipéptidos precursores de proteinas estructurales y no estructurales (Strauss y
Strauss, 1994). Algunas de las proteasas virales, son capaces de escindir
componentes importantes de la apoptosis y, por ende, activar dicha ruta. Por
ejemplo, los lentivirus puma (PLV), sintetizan dos proteasas (2Apro y 3Cpro) que
activan la apoptosis dependiente de caspasas (Barco et I., 2000; Calandria et al.,
2004). Los HIV codifican a una proteasa que es capaz de procesar y activar la
caspasa-8 in vitro y en células T, conduciendo la escision de Bid y la apoptosis

mediada por mitocondria (Nie et al., 2002).

6.5 Induccion de la apoptosis por calicivirus

Se ha observado que la replicacion de FCV en células CrFK genera la induccion
de cambios caracteristicos de la apoptosis intrinseca, los cuales incluyen la
translocacion de fosfatidil serina hacia el lado externo de la membrana plasmatica,
condensacion de cromatina y fragmentacion del DNA. La infeccion por FCV ha
sido asociada con el incremento de la actividad de las caspasas 3, 8 y 9
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(Sosnovtsev et al., 2003). Ademas, se ha demostrado que los FCV inducen la ruta
mitocondrial de la apoptosis a través de la translocacion de Bax desde el citosol a
la mitocondria, generando la pérdida del potencial de membrana mitocondrial,
liberacién de citocromo ¢ de la mitocondria hacia el citoplasma y la activacion de
las caspasas-9 y -3 (Natoni et al., 2006). En otros calicivirus, como el MNV, se ha
registrado que en el proceso de replicacion se induce la apoptosis en células
RAW264.7 infectadas, sistema en el cual se demostré que la muerte celular se
encuentra asociada con la activacion de las caspasas-9 y -3 a través de la via
mitocondrial (Bok et al., 2009; Furman et al., 2009).

Se ha propuesto que la apoptosis inducida por los calicivirus facilita la liberacion y
propagacion de la progenie viral, asi mismo, se crea una ventana de tiempo mas
amplia para la replicacion del virus y, se ha sugerido, que la induccion de la
apoptosis genera proteccion contra la respuesta inmune (Deng et al.,, 2008;
O’bien, 1989, Tren et al., 2013)

Hoy en dia se desconoce qué componente o0 componentes virales son
responsables de la induccion de la apoptosis por parte de los calicivirus. Durante
la infeccion por FCV, mediante ensayos de clonacién de la LC, asi como su
transfeccion en células CrFK, se ha relacionado a esta proteina con los efectos
citopéticos generados por el virus (Abente et al., 2013) sin embargo no se pudo
demostrar la induccion de la actividad de caspasas. Por otro lado, la expresion del
ORF1 completo de MNV mediante un sistema de expresion inducible en células
eucaridticas regulado por tetraciclina, indujo apoptosis, caracterizada por la
activacion de la caspasa-9 y la subregulaciéon de survivina (Herod et al., 2014).
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7. JUSTIFICACION

La apoptosis intrinseca es un proceso inducido por proteinas virales NS y por

proteasas virales.

Particularmente, se conoce que los miembros de la familia Caliciviridae inducen la
apoptosis como un proceso para que se lleve a cabo la replicacion viral y la
diseminacion de la progenie viral en el huésped. Se sabe que se necesita una
replicacion activa para que se induzca la apoptosis; especificamente, la proteina
LC de FCV esta asociada con la induccién de este proceso, mientras que en el
MNV se sabe que se induce con la expresion de las proteinas no estructurales.
Sin embargo, no se conoce el papel de las proteinas NS en la induccion de la
apoptosis por la infeccion con el FCV. El determinar si alguna proteina NS, como
la proteasa, participa en la inducciébn de la apoptosis, contribuira con el
conocimiento de sus estrategias replicativas y podria coadyuvar con el control de

células resistentes a la apoptosis.
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8. HIPOTESIS

La expresion del ORF1 de FCV contribuye con la induccién de la apoptosis.

9. OBJETIVO GENERAL

Determinar la induccién de la apoptosis mediante la expresién del ORF1 que
codifica a las proteinas no estructurales de FCV.

10. OBJETIVOS PARTICULARES

1) Predecir in silico la estructura tridimensional de las proteinas NS de FCV.

2) Analizar la homologia estructural de las proteinas NS de FCV con otras
proteinas conocidas.

3) Determinar si la proteina NS6/7 induce apoptosis.

4) Determinar si la expresion del fragmento del ORF1 que codifica a las

proteinas NS1-NS5 participa en la induccién de la apoptosis.

Brenda Beatriz Xoconostle Moran 35



INDUCCION DE LA APOPTOSIS POR LA EXPRESION DEL ORF1 DEL CALICIVIRUS FELINO

11. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Prediccion de las estructuras 3D de las proteinas NS

Obtencion de las
secuencias
nucleotidicas en
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Prediccion de la Prediccién de la
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Clonacién de los fragmentos codificantes a NS1-5y NS6/7
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12. MATERIALES Y METODOS

12.1 Prediccion de las estructuras 3D de las proteinas NS

12.1.1 Obtencion de las secuencias de las proteinas NS

La secuencia nucleotidica del genoma de FCV cepa F9, fue obtenida del GenBank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) con el cédigo de acceso M86379.

Posteriormente, se realizo la traduccion del ORF1 por medio del programa CLC
Main Workbench 6. 8. 1. La determinacién de la secuencia de las proteinas NS fue
realizada con los datos reportados de los sitios de escision de la poliproteina por la
proteasa-polimerasa NS6/7 (Sosnovtsev et al., 2002; Seal et al., 1993; Furman et
al., 2009).

12.1.2 Prediccién de las estructuras 3D y homologias

estructurales

La prediccion fue realizada con el servidor I-TASSER (Roy et al., 2010). En este
método, las secuencias de las proteinas diana, son comparadas con una libreria
de estructuras desde la base de datos del Protein Data Bank (PDB) (Berman et al.,
2000). Este programa permite buscar los posibles plegamientos mediante diversos

algoritmos de comparacién de secuencias.

Las predicciones de los moldes de union a ligando fueron calculadas con el
algoritmo COACH de I-TASSER.

12.1.3 Anélisis de los modelos obtenidos con I-tasser

El analisis de los modelos 3D predichos por I-TASSER, fue realizado con los

algoritmos QMEANG (https://swissmodel.expasy.org/) y plots de Ramachandran en

el servidor RAMPAGE (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).
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12.2 Clonacion de los fragmentos codificantes a NS1-5y NS6/7

12.2.1 Cultivo celular y titulo viral

Linea celular CrFK

Las células CrFK fueron sembradas en medio minimo esencial de Eagle con
solucién de sal balanceada de Earle (BSS) y L-glutamina modificada al 2 mM
(EMEM) por ATTC, con lo cual se obtuvieron los siguientes compuestos y
concentraciones: piruvato de sodio al 1.0 mM, aminoacidos no esenciales al 0.1
mM y 1.5 g/l de bicarbonato de sodio. El medio fue suplementado con suero fetal
bovino al 10%, 5000 U de penicilina y 5 g/ml de estreptomicina. Las células se
incubaron a 5% de CO:2 a 37°C. La infeccion de las células CrFK para su uso

como control positivo se llevé a cabo con la cepa viral F9 de FCV.

Linea celular HEK293T

Esta linea celular fue sembrada en medio DMEM, suplementado con L-glutamina
4 mM vy suero fetal bovino al 10%, 100U/ml de penicilina y 100U/ml de

estreptomicina. Estas células se incubaron a 5% de CO2 a 37°C.

12.2.2 Aislados bacterianos y plasmidos

Las bacterias competentes usadas para la transformacién de los plasmidos
recombinantes fueron la DH5a y XL10-Gold de Escherichia coli. ElI plasmido
elegido para clonar la region codificante a NS1-NS5, corresponde al pAmCyanl-
N1, el cual expresa una proteina reportera color cian. Para el fragmento que
codifica la proteina NS6/7, se eligio el vector de expresién pDsRed2-N1, el cual

expresa una proteina reportera color rojo.
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12.2.3 Seleccion de los sitios de restriccion y disefio de

oligonucledtidos iniciadores

La secuencia nucleotidica del ORF1 de FCV perteneciente al aislado viral F9, fue
obtenida en la base de datos del GenBank con el codigo de acceso M86379. Por
medio del “software SerialCloner 2.6.1”
(http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html), se investigaron los sitios de
restriccidbn presentes en el vector de expresion y ausentes en la secuencia que
codifica a NS1-NS5, con el fin de definir a las enzimas de restriccion candidatas a
ser utilizadas para realizar la clonacion de la region codificante al fragmento NS1-

5, las cuales fueron Kpnl para el extremo 5’ y Agel para el 3’ (Tabla I).

Tabla I. Oligonucléotidos iniciadores de la region codificante a la proteina

NS1-5
Nombre del Sitios de Posicidon Producto
oligonucleétido restriccion Oligonucledtido iniciador en el amplificado
iniciador ORF1 esperado
5’- CCC GGT ACC ATG TCT CAA ACT
FW F9 1 Kpnl CTG AGC TTC GTG C -3 20-44
5-CGG ACC GGT CCT TCC TCA GCA AAG 3214- Y[
RV F9 3213 Agel CTG ACG -3 3732

Asi mismo, los oligonucleétidos iniciadores correspondientes al fragmento que
codifica a la proteasa-polimerasa NS6/7, fueron disefiados con los sitios de
restriccion Hindlll en el extremo 5’ y EcoRI en el 3’ determinados con el uso de los

parametros anteriormente descritos (Tabla II).

Tabla Il. Oligonucléotidos iniciadores de laregién codificante a la proteina

NS6/7
L P
Nombre del Sitios de Posicion | LONEe,
oligonucledtido triccio Oligonucledtido iniciador en el P
iniciador restriceion ORF1 N
esperado
EW F9 red Hindlll 5- AAG CTT CAG GAC CAG GCA CCA AG-3 3233-
L 3250
RV F9 red EcoRI 5- GAATTC AAC TTC GAA CAC ATC ACAGTG -3 5288- A9
— 5308
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Todos los oligonucledtidos iniciadores se disefiaron manualmente y fueron

rectificados con el programa CLC Main Workbench

(http://www.clcbio.com/products/clc-main-workbench), verificando que éstos se

encontrasen en marco de lectura +1 con el vector de expresion.

12.2.4 Extraccion de RNA totales

Siete millones de células infectadas por FCV F9 fueron homogenizadas con TriZol
en una proporcion de 50 a 100 mg de células por 1 ml de TriZol. Posteriormente,
la mezcla se incubd por 5 min a temperatura ambiente y se agregaron 0.2 ml de
cloroformo por cada ml de TriZol. Los tubos se agitaron suavemente por 15
segundos (s) y se incubaron a temperatura ambiente por 2 6 3 minutos (min). A
continuacion, la mezcla se centrifugé a 12, 000 x g por 15 min a 4°C. La fase
acuosa se mezclo con isopropanol por cada ml de TriZol usado, se incub6 a 4°C
por 10 min a 12, 000 x g, el sobrenadante se removié y se agregé etanol al 75%,
el cual fue removido mediante centrifugacion y decantacion. Finalmente, el RNA

se resuspendio en agua libre de RNasas.

12.2.5 Sintesis del cDNA y purificacion del producto de PCR

La sintesis del cDNA fue realizada con el kit de sintesis de cDNA SCRIPT (Jena
Bioscience). Brevemente, se realizé una reaccion con 300 ng de oligo-dT y 100 ng
de RNA aforada a 20 pl con agua libre de RNasas, posteriormente, se incub6 a
65°C por 5min y se realizé una incubacion en hielo. El segundo paso de esta
reaccion, consisti6 en agregar 4 pl del amortiguador completo SCRIPT RT 5x,
dNTP’s 500 pM, soliccion DTT 5 mM, 40 unidades de inhibidor de RNasas y 100
unidades de Transcriptasa Reversa SCRIPT. Esta mezcla fue aforada a 40 pl con
agua libre de RNasas, posteriormente, se incub6 a 42°C por 10 min, seguido de

una incubacion por 60min a 50°C.
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Mediante PCR punto final, se obtuvieron los amplicones del fragmento codificante
a NS1-5 y NS6/7. Las reacciones fueron realizadas con 5 pl de amortiguador de
Alta Fidelidad 10x, 200 uM de dNTP’s, 0.5 uM de cada oligonucleétido iniciador,
50 ng del DNA molde y 1.25 unidades de la DNA polimerasa de alta fidelidad
(Jena Bioscience). El programa de amplificacion de los fragmentos codificantes a
NS1-5y NS6/7, se muestran en las Tablas Il y IV.

Tabla Ill. Programa de amplificacion del fragmento codificante a NS1-5

Temperatura | Tiempo

Desnaturalizacion inicial | 94°C 2 min
94°C 30s

35 ciclos 56°C 30s
72°C 3.5 min

Extension final 72°C 2 min

Tabla IV. Programa de amplificacion del fragmento codificante a NS6/7

Temperatura | Tiempo

Desnaturalizacion inicial | 94°C 2 min
94°C 30s

35 ciclos 63°C 30s
72°C 2 min

Extension final 72°C 2 min

La purificacion del producto de PCR se llevé a cabo mediante el kit de purificacion
de DNA en gel de agarosa “QlAquick Gel Extraction” (Qiagen, Amersham)

siguiendo la metodologia especificada por el fabricante.
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12.2.6 Clonacién del fragmento purificado en vectores de

transito

El fragmento que codifica a las proteinas NS1-5 fue clonado en los vectores de
transito pJET1.2 (Thermo Scientific, EU) y pCR™4-TOPO (Thermo Fisher
Scientific, EU). El fragmento que codifica a NS6/7 fue clonado en el vector
pCR™4-TOPO. La clonacion fue realizada con productos de PCR amplificados
con los oligonucledtidos especificos para el fragmento que codifica a las proteinas
NS1-5y NS6/7, el protocolo de ligacion que fue llevado a cabo, es el sugerido por

el manual de los vectores de transito ya mencionados.

12.2.7 Subclonacién del fragmento purificado en el vector de

expresioén

La subclonacion del fragmento que codifica a las proteinas NS6/7 en el vector
pDsRed2-N1 y NS1-5 en el vector pAmCyanl1-N1, fue realizada mediante la doble
restriccion de dichos vectores con las enzimas elegidas para realizar la clonacion
dirigida (Tablas | y IlI). En seguida, se realizd la liberacion del inserto de los
vectores de transito recombinantes que contienen a los fragmentos que codifican a
NS1-5y NS6/7. La doble restriccion del vector de transito y el vector de expresion
fue analizada por electroforesis en geles de agarosa al 0.8% p/v, el tamafio de los
productos requeridos fue calculado mediante marcadores de peso o tamafio
molecular y pares de bases, posteriormente, las bandas correspondientes a los
pesos requeridos, fueron cortadas y purificadas con el kit de purificacion de DNA
Quiagen (Amersham). Una vez obtenido el vector de expresion lineal y el inserto
purificado, se realizaron ligaciones con las siguientes proporciones molares vector-
inserto: 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 y 1:6. La reaccion de ligacién fue llevada a cabo con

1 pl de T4 DNA ligasa (Invitrogen) en una reaccion de 20 pl durante 16 h a 16°C.
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12.2.8 Transformacion de las bacterias competentes con los

plasmidos de interés

12.2.8.1 Obtencion de células competentes

Las células competentes E. coli DH5a y XL10-Gold fueron obtenidas de la
siguiente manera: se sembrd una colonia de las bacterias competentes en 50 ml
de medio SOB (Triptona al 2% pl/v, extracto de levadura al 0.5% p/v, NaCl 8.56
mM y KCI 2.5mM), la cual fue incubada hasta obtener una absorbancia entre 0.4 y
0.6. Posteriormente, el cultivo liquido se centrifug6é a 4000 rpm por 5 min, se
descart6 el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 8 ml de amortiguador
FSB (Acetato de potasio pH 7.5 10mM, MnCl2 45mM, CaCl2 10mM, KCI 100mM,
Hexaaminocobalto 3mM y Glicerol al 10%), en seguida, fueron afiadidos 70 pl de
DMSO y se incub6é por 5 min a 4°C, finalmente, se realizaron alicuotas

almacenadas a -80°C.

12.2.8.2 Protocolo de transformacion por choque térmico

La transformacién de las bacterias competentes con los vectores recombinantes,
se realiz6 agregando 2 ul de la mezcla de ligaciébn a 100 ul del cultivo de las
bacterias competentes, enseguida, la mezcla se incubdé por 30 min a 4°C.
Posteriormente, se indujo un choque térmico colocando el tubo con la mezcla de
las bacterias y los plasmidos de interés a 42°C por 90 s, posteriormente se realizé
una incubacion a 4 ° C por 2 min. El paso siguiente consistié en colocar toda la
mezcla a 925 ul de medio SOC (medio SOB suplementado con MgCI2 10mM y
Glucosa 20mM) y ésta se incubd a 37°C a 250 rpm en agitacion constante por 1h.
El cultivo anterior descrito, fue sembrado en medio sélido LB suplementado con
ampicilina como antibiético de resistencia para el vector pJET1.2 y kanamicina
para los vectores pCR™4-TOPO, pDsRed2-N1 y pAmCyanl1-N1. Enseguida, las
placas fueron incubadas a 37°C por 18 h. Las colonias obtenidas del crecimiento,

fueron resembradas en una caja Petri muestra con LB sdlido y, cada una de las
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clonas, se enumerd para su identificacion y analisis posterior mediante restriccion

y PCR punto final.

12.2.8.3 Purificacién del DNA plasmidico mediante el
método de lisis por ebullicion (Boiling lysis)

Para aislar el DNA plasmidico de las clonas, una colonia de las bacterias
transformadas y crecidas en medio LB soélido de la caja muestra, fue sembrada en
medio LB liquido suplementado con el antibiotico de resistencia, posteriormente,
este cultivo fue incubado por 16 h a 37°C con una agitacidén constante de 250 rpm.
Después, el cultivo se centrifugdé a 13, 000 rpm por 3 min para obtener un pellet
bacteriano, el cual fue resuspendido en 330ul de la solucién STET (sacarosa 8%,
Tritdbn X-100 0.1%, EDTA 50mM y Tris-HCI 50mM). Posteriormente, se agregaron
24 ul de lisozima al 10% a la mezcla anterior y se agitd vigorosamente, enseguida,
se hirvio el tubo por 2min y se centrifug6 a 13, 000 rpm por 5 min, de esta manera
se obtuvo un precipitado que fue retirado del tubo, al liquido restante que contiene
el DNA plasmidico, se le agregd isopropanol y se centrifugd nuevamente para
obtener una pastilla que fue secada y resuspendida en agua estéril libre de

nucleasas.

12.2.9 Transfeccion en células CrFK

Se agregaron 5 pl de lipofectamina (Invitrogen) a 100 pl de medio opti-MEM; por
otro lado, se colocaron 3.5 ug de DNA plasmidico recombinante a 100 pl de medio
opti-MEM, posteriormente, el contenido del tubo con la mezcla del DNA
plasmidico, fue agregado lentamente al tubo con lipofectamina, se mezclo
cuidadosamente y se incubo6 por 15 min para permitir la formacion de liposomas.
Como controles, se generé una reaccién sin DNA plasmidico y otra sin DNA
plasmidico ni lipofectamina. Posteriormente, fue retirado el medio de cultivo de
células CrFK o HEK293T sembradas en una multiplaca de seis pozos a una
confluencia entre el 70% y 90%, para realizar dos lavados con 800 pl de opti-MEM
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por cada pozo, enseguida se agrego el contenido de los tubos a la placa de 6
pozos y se incubo a 37°C por 5 h a 5% de COz2, al término de la incubacion, se
agrego 1 ml de medio completo en cada pozo. Después de 48 h, las células fueron
observadas por microscopia de fluorescencia y éstas fueron colectadas para su

posterior analisis.

El efecto citopatico se determiné por microscopia de campo claro, 24 y 48 h
después de la transfeccion mediante la deteccién visual de la pérdida de
refringencia, destruccion de la monocapa, cambio de la morfologia celular y

formacion de agrupaciones celulares.

12.2.10 Extraccion de proteinas, Western blot y electroforesis
SDS-PAGE

Para la extraccion de proteinas totales, las células transfectadas fueron cultivadas
entre un 80 y 90% de confluencia en placas de Petri de 100mm. Se agregaron 15
pl de buffer de proteinas (Tris 25 mM, Glicina 192 mM y SDS 0,1 % p/v) para
obtener un extracto de proteinas totales que fueron desnaturalizadas a 96°C en
bloque térmico por 10 min. Posteriormente, fueron separadas electroforéticamente
en una cadmara Bio Rad (Mini PROTEANT Tetra System) por SDS-PAGE al
15%(Acrilamida-Bisacrilamida 30%- 0.8%, 0.375M Tris-HCI pH 8.8, 0.1% SDS,
0.05% persulfato de amonio y TEMED) con tampon de corrida Tris-Glicina-SDS
(25mM/190mM/SDS 0.05%). A continuacion, se realizé la transferencia a una
membrana de PDVF de 0.45nm (Perkin Elmer) en una camara hiumeda (Bio-Rad).
La membrana se bloque6é por una hora con una solucién al 5% de leche
descremada en TBS (Tris 10 Mm pH 7.5, NaCl 100 mM) suplementado con 1% de
Tween20 en agitacion y a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubd por 18
h a 4°C en agitacién constante con el anticuerpo primario anti-NS7 en una dilucién
1:7000 de anticuerpo-leche al 5%. Para determinar el control de carga, la region
de la membrana correspondiente a 45 kDa, fue incubada con anticuerpo anti-

actina (1:1000, anticuerpo-leche 1%). Enseguida, las membranas fueron lavadas
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por 10 min, 5 veces con TBS-Tween y se incubaron a temperatura ambiente y en
agitacion con el anticuerpo secundario por 1.5 h. Para el anticuerpo anti-NS7, se
uso6 anticuerpo secundario anti-conejo y, el anticuerpo secundario empleado para
la anti-actina, fue un anticuerpo anti-ratén. Luego de 5 lavados con TBS 1x por 10
min, las membranas fueron reveladas por quimioluminiscencia (Super Signal West
Pico/Femto Chemiluminiscent Susbstrate de Thermo Scientific; ChemiDoc MP

Imaging System).
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13. RESULTADOS

13.1 Prediccidn de la estructura 3D y validacion de los modelos

calculados

Los modelos 3D de las proteinas NS fueron predichos usando un programa de
construccion de modelos por homologia, I-TASSER y los graficos moleculares
obtenidos  fueron visualizados con el programa UCSF Chimera
(https://lwww.cgl.ucsf.edu/chimera/). La secuencia de cada proteina estructural, fue
introducida completamente en el programa I-TASSER, no se analizé la secuencia
de la proliproteina sin escindir. Para cada proteina NS analizada por el programa,
se obtuvieron cinco modelos, los cuales fueron validados con los algoritmos
QMEANSG y graficos de Ramachandran para determinar el modelo mas estable; los
valores para cada modelo, se encuentran descritos en la Tabla V. Los criterios de
seleccién de los modelos predichos, fueron aquellos que presentaron valores de
QMEANG cercanos a 1 y que tuviesen el mayor porcentaje de residuos en la
region favorecida y la region permitida en los gréficos de Ramachandran. Con
base a los datos obtenidos, de los cinco predichos, se eligié al modelo 1 para las
proteinas NS1, NS3 y NS6/7 y al modelo 2 para las proteinas NS2, NS4 y NS5
(Figura 5).
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Tabla V. Valores QMEANG y Graficos de Ramachandran

Proteina mongcszl?lar Modelo Gréaficos de Ramachandran QMEANG6
Residuos en la Residuos en la Residuos fuera
region favorecida | regién permitida de laregion

Modelo 1 86.40% 11.40% 2.30% 0.706

Modelo 2 59.10% 29.50% 11.40% 0.556

NS1 5.6 kDa Modelo 3 72.70% 18.20% 9.10% 0.528
Modelo 4 84.10% 9.10% 6.80% 0.55

Modelo 5 77.30% 20.50% 2.30% 0.314

Modelo 1 39.20% 28.30% 32.50% 0.117

Modelo 2 64.70% 21.20% 14.10% 0.372

NS2 32 kDa Modelo 3 57.60% 22.30% 20.10% 0.192
Modelo 4 64.00% 20.50% 15.50% 0.312

Modelo 5 58.70% 24.70% 16.60% 0.237

Modelo 1 74.70% 17.60% 7.70% 0.358

Modelo 2 70.70% 19.60% 9.70% 0.253

NS3 39 kDa Modelo 3 76.40% 15.90% 7.70% 0.24
Modelo 4 81.80% 12.20% 6.00% 0.303

Modelo 5 69.90% 19.90% 10.20% 0.245

Modelo 1 56.80% 26.00% 17.20% 0.229

Modelo 2 62.60% 26.70% 10.60% 0.342

NS4 30 kDa Modelo 3 64.10% 22.00% 13.90% 0.284
Modelo 4 64.80% 23.80% 11.40% 0.315

Modelo 5 57.50% 23.10% 19.40% 0.52

Modelo 1 70.60% 15.60% 13.80% 0.258

Modelo 2 75.20% 13.80% 11.00% 0.365

NS5 13 kDa Modelo 3 58.70% 27.50% 13.80% 0.315
Modelo 4 70.60% 13.80% 15.60% 0.246

Modelo 5 61.50% 19.30% 19.30% 0.316

Modelo 1 56.10% 24.20% 19.70% 0.441

Modelo 2 59.00% 22.10% 18.90% 0.437

NS6/7 76 kDa Modelo 3 59.90% 22.80% 17.30% 0.372
Modelo 4 56.20% 23.20% 20.50% 0.323

Modelo 5 58.00% 22.60% 19.40% 0.425
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Figura 5. Prediccion de la estructura tridimensional de las proteinas NS de
FCV. Se muestran las estructuras tridimensionales de las proteinas NS1 a NS6/7
predichas por el programa I-TASSER vy validadas con los valores QMEANG vy
graficos de Ramachandran.

13.2 Predicciéon de funcién

Mediante el algoritmo COACH, se predijeron los posibles ligandos de las proteinas
NS mediante homologia estructural con otras proteinas de la base de datos PDB.
El criterio de seleccion de las proteinas homologas, fue el valor C-score que indica
el grado de confianza de la prediccion, en la cual, aquellas predicciones con los c-
score mas cercanos a 1, son las mas exactas. También se reportan las proteinas
estructuralmente mas cercanas a las proteinas NS con los valores de TM-score, la
cual es una medida métrica de la similitud estructural entre dos proteinas, en las
cuales, los valores mas cercanos a 1, indican un perfecto empalme entre las dos
secuencias. En la Tabla VI, se registran las proteinas con segmentos o dominios
estructuralmente cercanos a las proteinas NS de FCV y, en la Tabla VI, se

muestran las proteinas molde del algoritmo COACH.
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Tabla VI. Prediccion de funcion de las proteinas NS

nglgo Proteina Especie Clasificacién sccc:)_re
lead) Represor transcripcional CopG Streptococcus Regulacion 0.12
spp genética 0.10
NS1
4h10A | Dominio hélice-bucle-hélice del Homo sapiens Transcripcién
complejo CLOCK-BMALL1 sapiens
2y50B | Colagenasa G Clostridium Hidrolasa 0.03
histolyticum
NS2
2w6dB | Tubo lipidico de la dinamina-like Nostoc Hidrolasa 0.03
punctiforme
2ce7C | Proteasa integral de membrana Thermotoga Proteasa 0.73
NS3 . "
dependiente de ATP maritima
3dhcA | N-Acil Homoserina Lactona Bacillus Hidrolasa 0.11
NS4 Hidrolasa thuringiensis
4n07B | Dominio de unién a ligando GIuA2 | Rattus Proteina de 0.09
Norvegicus membrana
NS5
5dggA | Dominio central de la proteina Legionella Funcion 0.05
Lpgl1148 pneumophila desconocida
4k4yA Polimerasa B3 Coxsackievirus Transferasa 0.14
NS6/7
2ilyA Polimerasa Poliovirus Trasnferasa 0.07
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Tabla VII. Moldes de las proteinas estructuralmente homoélogas a las

proteinas NS

PDB Proteina Especie Clasificacién T™-
score
NS1 | 1fpo Chaperona tipo j Escherichia coli Chaperona 0.668
4fdca | Transportador Caenorhabditis Transportador de 0.511
multifarmaco elegans proteinas
NS2 | 2w6dA | Dinamina-like Nostoc punctiforme | Hidrolasa 0.483
3g61A | Glicoproteina P Mus musculus Proteina de 0.482
membrana
3cflB | Proteina P97/vcp Thermoplasma Proteina de 0.930
acidophilum transporte
NS3
5g4fA | Proteina tipo ATPasa Thermoplasma Hidrolasa 0.802
gue contiene valosina acidophilum
2r2dA | Lactonasa “quorum- Agrobacterium Hidrolasa 0.708
quenching” tumefaciens
NS4
3ai0A | Beta glucosidasa Clostridium Hidrolasa 0.639
cellulovorans
2n4hA | Proteina TDP-43 Homo sapiens Proteina de unién al | 0.588
2pidA sapiens DNA
5fb1A
RNA polimerasa dirigida | FagoT7 Transferasa de DNA | 0.482
NS5
por DNA
Dedos PHD del Homo sapiens Proteina estructural | 0.478
autoantigeno Sp100C sapiens de transcripcion
2ijd1 Precursor de la proteina | Poliovirus Transferasa 0.869
3CD hidrolasa
NS6/7
1khvB | Polimerasa de RNA Virus hemorragico Transferasa 0.686

dependiente de RNA

del conjejo

La proteina con segmentos o dominios estructuralmente cercanos a la proteina
NS1 determinados por el programa I-TASSER, fue una chaperona tipo J de E. coli
(cédigo PDB: 1fpoA2). Con respecto a las predicciones del ligando obtenidas con
el algoritmo COACH, que son determinadas mediante la comparacion estructural
de la proteina en estudio con la base de datos del PDB, se obtuvo que los moldes
computados para la proteina NS1 fueron el represor transcripcional CopG de
Streptococcus spp (codigo PDB: 1ea4J) con union al DNA, asi como los dominios
hélice-bucle-hélice del complejo CLOCK-BMALL1 de humano (cédigo PDB: 4h10A)

con unién a DNA. Con respecto a la proteina NS2, se determiné que los
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polipéptidos o secciones de las proteinas estructuralmente cercanas a ésta, fueron
el transportador multi-farmaco de Caenorhabditis elegans (codigo PDB: 4f4ca);
una dinamina like de Nostoc punctiforme (Cédigo PDB: 2w6dA) y una
glicoproteina P de Mus musculus (cédigo PDB: 3g61A). Las proteinas molde
determinadas por COACH para la prediccion del ligando, poseen C-score de 0.03,

lo cual indica poca confiabilidad.

Asi mismo, se encontraron los siguientes péptidos o secciones de proteinas
cercanas estructuralmente a NS3: proteina P97/vcp (cédigo PDB: 3cflB) con
uniébn a ADP, asi como la proteina tipo ATPasa que contiene valosina de
Thermoplasma acidophilum (cédigo PDB: 5g4fA). Las proteinas molde para la
prediccion del ligando, presentaron un C-score menor a 0.02, excepto la proteasa
integral de membrana dependiente de ATP de Thermotoga maritima (cédigo PDB:
2ce7C), con un C-score de 0.73.

Los moldes estructuralmente cercanos a la proteina NS4 fueron la lactonasa
“quorum-quenching” de Agrobacterium tumefaciens (cédigo PDB: 2r2dA) y la beta-
glucosidasa de Clostridium cellulovorans (codigo PDB: 3ai0OA). El modelo de
prediccién de ligando con el C-score mas alto, fue la N-Acil Homoserina Lactona
Hidrolasa de Bacillus thuringiensis (codigo PDB: 3dhcA), que hidroliza la N-acil-I-

homoserina lactona.

Para la proteina NS5, se obtuvieron las siguientes proteinas con segmentos
cercanos estructuralmente a ésta: la proteina TDP-43 de union a DNA/RNA de
humano (codigo PDB: 2n4hA), la RNA polimerasa dirigida por DNA del fago T7
(codigo PDB: 2pi4A) y los dedos PHD del autoantigeno Spl100C de humano
(codigo PDB: 5fblA). Los modelos de prediccion del ligando predichos por

COACH tuvieron un C-score bajo, por lo tanto no se consideraron en este estudio.

Los segmentos cercanos estructuralmente a la proteina NS6/7 fueron el precursor

de la proteina 3CD de poliovirus (cédigo PDB: 2ijd1) y la polimerasa de RNA
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dependiente de RNA del virus RdRP (cédigo PDB: 1khvB). Los modelos de
prediccion del ligando fueron la polimerasa B3 del Coxsackievirus (cédigo PDB:

4k4yA) y la polimerasa de poliovirus (codigo PDB: 2ilyA) ambas con unién al RNA.

13.3 Clonacion del fragmento codificante a NS1-5 en el vector de

expresiéon pAmCyanl1-N1

13.3.1 Clonacién en los vectores de transito pCR 4-TOPO y
pJET1.2

Primeramente, se extrajo el RNA de células CrFK infectadas con FCV F9 y se
realizé una RT-PCR con los oligonucledétidos iniciadores FW F9_1y RV F9_3213
para amplificar la region codificante a las proteinas NS1-5 (Figura 6). Debido a que
no se observaron bandas inespecificas en el analisis por electroforesis en geles de
agarosa, se realizo la clonacion de este fragmento en los vectores de transito pCR
4-TOPO y pJET1.2 con el uso del producto de PCR sin purificar, los plasmidos
recombinantes fueron llamados pCR 4-TOPO-NS1-5 y pJET1.2-NS1-5. Se
obtuvieron siete clonas del plasmido pJET1.2-NS1-5 (Figura 7) y ocho del pCR 4-
TOPO-NS1-5 (Figura 10), la presencia del inserto en los plasmidos
recombinantes, fue analizada mediante la extraccion del DNA plasmidico de las
clonas obtenidas para su uso como molde en una PCR punto final con los
oligonucledtidos iniciadores FW F9_1y RV F9 3213, como control positivo, se uso
cDNA de células infectadas por FCV F9. Para corroborar los datos obtenidos en la

PCR punto final, se realiz6 una doble restriccion con las enzimas Kpnl y Agel.
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3,233 pb

500 —

Agarosa 0.8%

Figura 6. Amplificacion del fragmento codificante a NS1-5 mediante PCR.
Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (p/v) que muestra la amplificacion del
fragmento codificante a NS1-5, con un tamafio de 3,233 pb mediante RT-PCR del
RNA de células CrFK infectadas. El marcador de tamafio molecular esta sefialado
con la letra M.

Se eligieron las clonas 1, 2 y 4 del plasmido pJET1.2-NS1-5 para realizar la PCR,
en las cuales se obtuvo la banda esperada de 3,233 pb correspondiente al
fragmento que codifica a NS1-5 (Figura 8). La doble restriccion fue realizada con
el DNA plasmidico de la clona 1 de pJET1.2-NS1-5, en la cual se obtuvo el inserto
esperado de 3,233 pb que corresponde a NS1-5 y la banda del vector pJET1.2
que posee un tamafo de 2,974 pb (Figura 9).
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Cl1 C2 Cc3 c4 G5 C6 C7

~

Agarosa 0.8%

Figura 7. DNA plasmidico de las clonas obtenidas del vector pJET1.2-NS1-5.
Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (p/v) que muestra el DNA de las siete
clonas (C) pJET1.2-NS1-5.
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Figura 8. Amplificacion por PCR del fragmento codificante a NS1-5 del
plasmido pJET1.2-NS1-5. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (p/v) que
muestra la amplificacién del fragmento de 3, 233 pb correspondiente al cDNA de
NS1-5 de las clonas 1, 2 y 4. El marcador de tamafio molecular se encuentra
sefalado con la letra M y en el control positivo indicado con la letra C en el dltimo
carril, se observa una banda correspondiente a la amplificacion del fragmento
codificante a NS1-5 de células CrFK infectadas por FCV F9.
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Figura 9. Doble restricciéon del plasmido pJET1.2-NS1-5. El cDNA de la clona 1
pJET1.2-NS1-5 se sometié a una doble restriccion con las enzimas Kpnl y Agel.
La flecha verde indica la banda correspondiente al inserto NS1-5 con un tamafio
de 3, 233 pb y la flecha roja, indica la banda correspondiente al vector pJET1.2
lineal, con un tamafo de 2,974 pb.

El DNA de las ocho clonas obtenidas en la trasformacién de la ligacion del vector
pCR 4-TOPO-NS1-5 fueron analizadas por PCR punto final, todas éstas
presentaron la banda esperada de 3,233 pb correspondiente a NS1-5 (Figura 11).
Posteriormente, se realizo la doble restriccion del DNA plasmidico de la clona 1,
mediante la cual se registré el inserto esperado de 3,233 pb que corresponde al
fragmento codificante a NS1-5 y la banda especifica del vector pCR 4-TOPO de 3,
900 pb (Figura 12).
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Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8

Agarosa 0.8%

Figura 10. DNA plasmidico de las clonas obtenidas del vector pCR 4-TOPO-
NS1-5. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (p/v) del cDNA de las ocho clonas
(C1-C8) obtenidas en la transformacion de E. coli DH5a con la ligacion del vector
PCR 4-TOPO con el producto de PCR de la region codificante a NS1-5.

M C1 C2 C3C4 C5 C6 C7 C8 C
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Figura 11. Amplificacién por PCR del fragmento codificante a NS1-5 del
plasmido pCR 4-TOPO-NS1-5. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (p/v) que
muestra la amplificacion del fragmento codificante a NS1-5 de las ocho clonas
(C1-C8) con el producto de PCR de la region codificante a NS1-5. El producto de
amplificacion es de 3, 233 pb. El marcador de tamafio molecular se encuentra
sefalado con la letra M y en el control positivo indicado con la letra C en el dltimo
carril, se observa una banda correspondiente a la amplificacion del fragmento
codificante a NS1-5 de células CrFK infectadas por FCV F9.
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Figura 12. Doble restriccion del plasmido pCR 4-TOPO-NS1-5. El cDNA de la
clona 1 pCR 4-TOPO-NS1-5 se sometid a una doble restriccion con las enzimas
Kpnl y Agel. La flecha roja indica la banda correspondiente al inserto NS1-5 con
un tamafo de 3, 233 pb vy, la flecha verde, indica la banda correspondiente al
vector pCR 4-TOPO-NS1-5 lineal, con un tamafio de 3, 900 pb. En el carril M, se
muestra el marcador de tamafio molecular.

13.3.2 Secuenciacioén del vector pJET1.2-NS1-5

Una vez obtenido el amplicén de NS1-5 de las clonas 1 y 4, éstos se enviaron
para su secuenciacion en la Unidad de Secuenciciéon del Langebio, Cinvestav. Los
oligonucledtidos empleados para la secuenciacion, fueron los empleados para
amplificar este fragmento, por ende, s6lo se obtuvieron las secuencias parciales
de cada clona. El analisis de dichas secuencias, nos permitidé confirmar que los
insertos clonados corresponden a FCV, ademas, se encontraron mutaciones

silenciosas en los nucledétidos 642 y 3810 (Figuras del apéndice Aly A2).
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13.3.3. Subclonacién en el vector de expresion
pAmCyanl-N1

Una vez corroborado que la secuencia de NS1-5 no poseia mutaciones y que el
vector transfectado producia la proteina cian, los pladsmidos recombinantes
pJET1.2-NS1-5 y pCR 4-TOPO-NS1-5 fueron sometidos a una doble restriccion
con las enzimas Agel y Kpnl para la obtencion del inserto correspondiente a NS1-
5. Asi mismo, se llevé a cabo una doble restriccion del vector pAmCyan1-N1 con
las enzimas Agel y Kpnl para realizar la clonacion dirigida del fragmento

codificante a NS1-5 en el vector pAmCyanl1-N1 (Figura 13).

M 1 2

pb

5, 000
4, 000
3, 000

2,000

4,700 pb

Figura 13. Doble restriccion del plasmido pAmCyan1-N1. El DNA plasmidico
del vector pAmCyan1-N1 se sometié a una doble restriccion con las enzimas Kpnl
y Agel. El carril 1 corresponde al plasmido lineal de 4, 700 pb vy, el carril 2, al
plasmido circular.

Otra estrategia para realizar la subclonacion de NS1-5 en el vector de expresion,
fue el uso de las siguientes enzimas isoesquizoméricas: Asp718 que sustituyo a

Kpnl y CspAl para sustituir a Agel. El procedimiento anteriormente descrito fue
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realizado con las enzimas substitutas y se transformaron bacterias competentes E.
coli DH5a y XL10-Gold con el producto de ligacion, sin embargo, no se logro

obtener el plasmido recombinante.

13.3.4 Transfeccién con lipofectamina del vector de expresién

pAmCyanl1-N1 en células CrFK

Por otro lado, se realizaron ensayos de transfeccion del vector pAmCyan1-N1 en
células CrFK para estandarizar la técnica, el tiempo de expresion del mRNA
correspondiente a la proteina bandera color cian, fue de 24 horas y la mayor
expresion a nivel de proteina, fue en las células transformadas con una cantidad

de 3mg del vector (Figura 14).

Figura 14. Transfeccion por lipofectamina del vector pAmCyanl-N1 en
células CrFK. Microscopia de epifluorescencia de células CrfK transfectadas con
3mg del vector pAmCyanl1-N1 a las 24 horas postransfeccion.
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13.4 Clonacion del fragmento codificante de NS6/7 en el vector de

expresion pDsRed2-N1

13.4.1 Clonacion en los vectores de transito pCR 4-TOPO y
pJET1.2

Por otro lado, para la clonacién de la regibn NS6/7, que contiene a la proteasa
polimerasa del FCV, se realiz6 una RT-PCR con los oligonucleoétidos iniciadores
FW F9_red y RV F9_red para amplificar la regién codificante a la proteina NS6/7.
En el andlisis por electroforesis en geles de agarosa, se observé Unicamente la
banda del tamafio esperado (Figura 15). Posteriormente, se realizé la clonacion de
este fragmento en el vector de transito pCR 4-TOPO con el uso del producto de

PCR sin purificar, el plasmido recombinante fue nombrado pJET1.2-NS6/7.
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Figura 15. Amplificacion del fragmento codificante a NS6/7 mediante PCR.
Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (p/v) que muestra la amplificacion del
fragmento codificante a NS6/7, de 2085 pb mediante PCR a partir del RNA de
células CrFK infectadas. El marcador de tamafio molecular esta sefialado con la
letra M.
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Para determinar la presencia del inserto en las clonas resultantes de la
transformacién de E. coli DH5a, se extrajo el DNA plasmidico de diez clonas
elegidas al azar (Figura 16) para llevar a cabo una PCR punto final con los
oligonucléotidos iniciadores FW F9 red y RV F9 red. Como se muestra en la
Figura 17, en todas las clonas, excepto la numero seis, se detectd la banda
esperada de 2, 085 pb correspondiente al amplicon NS6/7. En la doble restriccion
realizada con las enzimas EcoRI y Hindlll de las diez clonas del vector pCR 4-
TOPO-NS6/7, se obtuvo una banda de 2, 085 pb, la cual era la esperada para
NS6/7 en todas las clonas con excepcion de la seis. Asi mismo, se observo una
banda de 3, 900 pb, cuyo tamafo es el esperado para el vector pCR 4-TOPO
lineal (Figura 18).

Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10

Agarosa 0.8%

Figura 16. DNA plasmidico de diez clonas obtenidas de la transformaciéon de
bacterias competentes con el vector pCR 4-TOPO-NS6/7. Electroforesis en gel
de agarosa al 0.8% (p/v) de diez clonas (C1-C10) elegidas al azar obtenidas de la
transformacién de E. coli DH5a con la ligaciéon del vector pCR 4-TOPO con el
producto de PCR de la regién codificante a NS6/7.
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Figura 17. Amplificaciéon por PCR del fragmento codificante a NS6/7 del
plasmido pCR 4-TOPO-NS6/7. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (p/v) que
muestra la amplificacion del fragmento codificante a NS6/7 de ocho clonas
(indicadas con la letra C y el numero de la clona) obtenidas en la transformacion
de E. coli DH5a con la ligacion del vector pCR 4-TOPO con el producto de PCR de
la region codificante a NS6/7, con un producto de amplificacién de 2, 085 pb. El
marcador de tamafo molecular se encuentra sefialado con la letra M y en el
control positivo indicado con la letra C en el dltimo carril, se observa una banda
correspondiente a la amplificacion del fragmento codificante a NS6/7 de células
CrFK infectadas por FCV F9.
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Figura 18. Doble restriccion del plasmido pCR 4-TOPO-NS6/7. Se muestra la
doble restriccion de ocho clonas de las bacterias E. coli DH5a transformadas con
el vector pCR 4-TOPO-NS6/7. Con la flecha roja se encuentra indicada la banda
correspondiente al inserto NS6/7 con un tamafo de 2, 085 pb vy, la flecha morada,
indica la banda correspondiente al vector pCR 4-TOPO lineal, con un tamafio de 3,
900 pb. EI marcador de tamafio molecular se encuentra sefialado con la letra M y
en el control positivo indicado con la letra C en el ultimo carril, se observa una
banda correspondiente a la amplificacion por PCR del fragmento codificante a
NS6/7 de células CrFK infectadas por FCV F9.
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13.4.2 Subclonacion en el vector de expresion pDsRed2-N1

El plasmido recombinante pJET1.2-NS6/7 obtenido de la clona 1, fue sometido a
una doble restriccion con las enzimas EcoRI y Hindlll para liberar el inserto
correspondiente a NS6/7. Por otro lado, se realizé la doble restriccién del vector
pDsRed2-N1 con las mismas enzimas para efectuar la clonacion dirigida,
obteniendo un plasmido recombinante que fue nombrado pDsRed2-N1-NS6/7.
Para determinar si el plasmido contenia el inserto esperado, se realizo la
extraccion de DNA plasmidico de las seis clonas obtenidas en el proceso de
transformacioén con la ligacion del vector pDsRed2-N1 con el fragmento codificante
a NS6/7, con la finalidad de usarlo como molde para realizar los ensayos de PCR
punto final (Figura 19). En la mayoria de las clonas (excepto la cinco), se obtuvo
una banda del tamafio de 2,085 pb que corresponde a NS6/7 (Figura 20). Asi
mismo, todas las clonas fueron sometidas a una doble restriccion con las enzimas
EcoRl y Hindlll y fueron analizadas por electroforesis en gel de agarosa, manera
por la cual se observo una banda con un tamafio de 2, 085 pb correspondiente al
inserto NS6/7, también se visualiz6é la banda especifica del vector pDsRed2-N1

lineal, que posee un tamafo de 4, 700 pb (Figura 21).

C1C2 C3 C4 C5 C6

Agarosa 0.8%

Figura 19. DNA plasmidico de las seis clonas obtenidas de la transformacion
de bacterias competentes con pDsRed2-N1-NS6/7. Electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% (p/v) de las seis clonas obtenidas de la transformacién de E. coli
DH5a con la ligacion del vector pDsRed2-N1 con NS6/7. Las clonas se encuentran
indicadas con la letra C y el nimero correspondiente a la clona.
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Figura 20. Amplificacién por PCR del fragmento codificante a NS6/7 del
plasmido pDsRed2-N1-NS6/7. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (p/v) que
muestra la amplificacion del fragmento codificante a NS6/7 de las seis clonas(C1-
6) obtenidas en la transformacién de E. coli DH5a con la ligacién del vector
pDsRed2-N1 con NS6/7. La flecha roja muestra el tamafo esperado de 2, 085 pb
del fragmento codificante a NS6/7. El marcador de tamafio molecular se encuentra
sefalado con la letra M y en el control positivo indicado con la letra C en el Ultimo
carril, se observa una banda correspondiente a la amplificacion del fragmento
codificante a NS6/7 de células CrFK infectadas por FCV F9.
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Figura 21. Doble restriccion del plasmido pDsRed2-N1-NS6/7. Se muestra la
doble restriccion de las clonas 1-6 de las bacterias E. coli DH5a transformadas con
el vector pDsRed2-N1-NS6/7. Con la flecha roja se encuentra indicada la banda
correspondiente al inserto NS6/7 con un tamafio de 2, 085 pb vy, la flecha morada,
indica la banda correspondiente al vector pDsRed2-N1 lineal, con un tamafo de 4,
700 pb. El marcador de tamafo molecular se encuentra sefialado con la letra M y
en el control positivo indicado con la letra C en el Ultimo carril, se observa una
banda correspondiente a la amplificacion del fragmento codificante a NS6/7 de
células CrFK infectadas por FCV F9.
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13.4.3 Secuenciacion del vector pDsRed2-N1-NS6/7

Para determinar si el inserto NS6/7 del vector pDsRed2-N1-NS6/7 no poseia
mutaciones que comprometieran el estudio, las clonas 1, 2, 3 y 4 fueron enviadas
a secuenciar a la Unidad de Secuenciacion del Langebio, Cinvestav.
Posteriormente, se realizo el analisis de las secuencias nucleotidicas de las cuatro
clonas, en las cuales registraron mutaciones silenciosas en los nucleotidos 3417
en las clonas 1, 2 y 3, asi como el nucleétido 4179 en la clona 4. En todas las
clonas se determinaron las siguientes mutaciones: 3942, 4179, 4521, 4524 y 4833,
por otro lado (Figura del apéndice A5), se identificé una mutacién con cambio de
sentido en el nucleétido 3777, el cual genera el cambio de una asparagina por una

serina en el residuo 1314 (Figura del apéndice A6).

13.5 Transfeccion con lipofectamina del vector de expresion pDsRed2-
N1-NS6/7 en células Hek 293T

Para expresar a la proteina NS6/7 y determinar su posible efecto en la induccion
de la apoptosis, se realizaron ensayos de transfeccién de los vectores pDsRed2-
N1 y pDsRed2-N1-NS6/7 en células HEK293T con diferentes cantidades de DNA
plasmidico, las células fueron analizadas por microscopia de epifluorescencia a

las 24 y 48 h después de la transfeccion.

En la Figura 22, se muestran las imagenes de las células transfectadas con el
vector pDsRed2-N1 con un tiempo de incubacion de 24 h postransfeccion, en el
cual se observo en una muy baja proporcion la fluorescencia de la proteina rojo
fluorescente en las células transfectadas con 0.5 y 1pl del vector de expresion. Sin
embargo, a las 48h post-transfeccion, se observdo en una mayor proporcion la

sefal de la proteina rojo en las células transfectadas (Figura 23).

La transfeccion de las células con el plasmido recombinante pDsRed2-N1-NS6/7,
fue realizada con las clonas 3 y 4. Las células observadas a las 24 h
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postransfeccion, mostraron la sefial de la proteina bandera rojo, con excepcion de

las tratadas con 0.5 pl del plasmido recombinante (Figura 24).

A las 48 h postransfeccion, la mayoria de las células tratadas con las diferentes
cantidades de plasmido recombinante pDsRed2-N1-NS6/7 mostraron la presencia
de la proteina bandera rojo (Figura 25), indicando que la transfeccion se habia

llevado a cabo de manera eficiente.
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Campo claro Epifluorescencia

Masa del vector usada en la transfeccion

Células no Células
transfectadas transfectadas con
liposomas vacios

Figura 22. Células HEK293T 24 h postransfeccién con el vector pDsRed2-N1
por medio de liposomas. Las células HEK293T, fueron transfectadas con el
vector de expresion eucariotico pDsRed2-N1, el cual posee una proteina bandera
fluorescente color rojo, por 24h. En la fila A), se muestran las células transfectadas
con 0.5pug del vector pDsRed2-N1. La fila B) corresponde a las células
transfectadas con 1ug del vector pDsRed2-N1. En C) se muestran las células que
no fueron sometidas a transfeccion, en la fila D), se encuentran las células
transfectadas con liposomas vacios.
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Figura 23. Células HEK293T 48 h postransfeccion con el vector pDsRed2-N1
por medio de liposomas. Las células HEK293T, fueron transfectadas con el
vector de expresion eucariotico pDsRed2-N1, el cual posee una proteina bandera
fluorescente color rojo por 48 h. La transfeccion se llevé a cabo con diferentes
masas del vector pDsRed2-N1, las iméagenes de las células transfectadas, se
encuentran ordenadas de manera ascendente en funcion de la cantidad del vector
usado. De A a E se muestran transfecciones de 0.5,1,1.5, 2, 2.5 3, 3.5y 4 ug de
vector. En 1) se muestran las células que no fueron sometidas a transfeccion, en la
fila J), se encuentran las células transfectadas con liposomas vacios.
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Figura 24. Células HEK293T 24 h postransfeccidon con el vector pDsRed2-N1-
NS6/7 por medio de liposomas. Las células HEK293T fueron transfectadas con
el vector de expresion eucariotico pDsRed2-N1-NS6/7, el cual posee una proteina
bandera fluorescente color rojo fusionada con el fragmento codificante a NS6/7.
De A a G se muestran transfecciones de 1,1.5, 2, 2.5 3, 3.5 y 4ug de vector,
respectivamente. En H) se muestran las células que no fueron sometidas a
transfeccion y, en la fila I), se encuentran las células transfectadas con liposomas

vacios.
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Figura 25. Células HEK293T 48 h postransfeccidon con el vector pDsRed2-N1-
NS6/7 por medio de liposomas. Las células HEK293T, fueron transfectadas con
el vector de expresion eucaridtico pDsRed2-N1-NS6/7, el cual posee una proteina
bandera fluorescente color rojo fusionada con el fragmento codificante a NS6/7, la
cual se observa en las imagenes de la columna correspondiente a la microscopia
de epifluorescencia y a la columna de la mezcla del campo claro y de
epifluorescencia. La transfeccion se llevé a cabo con diferentes masas del vector
pDsRed2-N1-NS6/7, las imagenes de las células transfectadas, se encuentran
ordenadas en orden ascendente en funcion de la cantidad del vector usado. De A
a H, se muestran transfecciones de 0.5,1,1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 y 4ug de vector. En J),
se muestran las células que no fueron sometidas a transfeccion, en la fila K), se
encuentran las células transfectadas con liposomas vacios.

13.6 Expresion del mRNA correspondiente a la proteina NS6/7
fusionada con la proteina bandera con fluorescencia color rojo

Para determinar si la expresion del mRNA de la proteina NS6/7 recombinante
inducia efecto citopatico en las células HEK293T transfectadas con el vector
pDsRed2-N1-NS6/7, se compararon las imagenes de campo claro entre las
células transfectadas a las 24 y 48 h de incubacion (Figuras 24 y 25), encontrando
que hay un aumento en el desprendimiento de la monocapa y acumulacion de
células conforme aumenta la masa del DNA plasmidico usado para las

transfecciones.

Adicionalmente, se realizé un analisis por western blot, para detectar la presencia
de la proteina NS6/7 recombinante en los extractos de proteinas de las células
transfectadas con el vector pDsRed2-N1-NS6/7, sin embargo, no se detectd la

presencia de esta proteina (datos no mostrados).
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14. DISCUSION

El trabajo realizado en este proyecto, se centrd en el interés de estudiar los
factores virales responsables de la induccién de la apoptosis durante la infeccion
por FCV; particularmente las proteinas NS. Para ello, inicialmente determinamos,
mediante ensayos in silico, la estructura 3D de cada una de las proteinas NS
(NS1-NS6/7), para relacionarlas por homologia estructural con posibles dominios o
fragmentos de proteinas implicadas en la apoptosis 0 en procesos celulares
relacionados con el secuestro de los mecanismos celulares de traduccion y
replicacion. Para determinar la prediccion de la estructura 3D de las proteinas NS,
la secuencia primaria de cada una de éstas fue obtenida en la base de datos del
GenBank y fueron analizadas en la plataforma en linea I-TASSER, la cual calculd
las estructuras 3D de estas proteinas, que fueron validadas con los algoritmos de
QMEANS®G y graficos de Ramachandran. Asi mismo, la homologia estructural fue

determinada con el algoritmo COACH.

Para cada proteina NS, se obtuvieron cinco modelos calculados por I-TASSER,
gue fueron validados mediante los valores QMEAN y graficos de Ramachandran,
Para la proteina NS1 se eligio al modelo 1, mediante el cual fueron determinadas
las proteinas con dominios estructuralmente cercanos a NS1 predichos por I-
TASSER. Una proteina estructuralmente homadloga a NS1 predicha, es la Hsc20,
la cual es una co-chaperona tipo J de E. coli que actia cuando esta bacteria es
sometida a estrés. (Vickery et al., 2000). Existe una gran lista de chaperonas de
RNA codificadas por virus de RNA que participan en el plegamiento correcto del
RNA viral necesario para el proceso de infeccion. Por ejemplo, algunos virus que
codifican este tipo de chaperonas, son los rotavirus, cuya proteina no estructural
NSP2, funge como una chaperona de RNA putativa. Asi mismo, en los poliovirus
se ha encontrado que la proteina 3AB posee propiedades asociadas con el
plegamiento del RNA viral y en los flavivirus, que codifican a una proteina llamada
2C, se ha determinado que esta también posee actividad de chaperona (Jeffrey et
al., 2006; Yang et al., 2015). Los moldes computados por COACH para la proteina

NS1, fueron el represor transcripcional CopG de Streptococcus spp con unién al
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DNA, asi como los dominios hélice-bucle-hélice del complejo CLOCK-BMALL1 de
humano con unién a DNA, dicho complejo es un factor de traduccién y un
regulador de los genes del criptocromo y los genes Period, implicados en el ciclo
circadiano (Wang et al., 2013). Esto indica que, probablemente, la proteina NS1
posee dominios de unién a acidos nucleicos y que esta implicada en procesos de

transcripcion o traduccion.

Con respecto a la proteina NS2, se eligio al modelo 2, mediante el cual fueron
determinadas las proteinas con dominios o fragmentos estructuralmente cercanos
predichos por I-TASSER. Dos de éstas predicciones, fueron la glicoproteina-P de
las especies Caenorhabditis elegans y Mus musculus, la cual es un transportador
multi-farmaco con union a ATP, que confiere la resistencia a farmacos en el
tratamiento contra el cancer, ya que expulsa sustancias de la célula hacia el
espacio extracelular (Jin et al., 2012). Debido a que la proteina NS2 posee
aminoacidos con alta energia, el andlisis in silico no fue preciso. Sin embargo, se
sabe que la proteina NS2 de FCV, es una proteina transmembranal con
localizacion en el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi que, junto con las
proteinas NS3 y NS4, inician la formacion de los complejos de replicacion (Bailey
et al., 2005). No se ha encontrado una funcion que sugiera que la NS2 sea una
proteina de transporte, no obstante, podria fungir como una proteina de
mimetismo celular implicada en el transporte de moléculas fuera o dentro de la
célula. Las proteinas molde determinadas por COACH para la prediccion del
ligando poseen un C-score de 0.03, lo cual indica poca confiabilidad y no se

incluyeron en este estudio.

El modelo elegido para la proteina NS3 fue el modelo 1, mediante el cual se
predijeron péptidos o secciones de proteinas cercanas estructuralmente a NS3,
que fueron la proteina P97/vcp, la cual es una ATPasa asociada con varias
funciones celulares como la degradacion asociada al reticulo endoplasmico y a la
fusion homotipica de membranas (Davies et al., 2008). Asi como una ATPasa que

contiene valosina de Thermoplasma acidophilum. Una de las proteinas molde para
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la prediccion del ligando, fue la proteasa integral de membrana dependiente de
ATP de Thermotoga maritima, FtsH, la cual esta involucrada en la degradacion de
proteinas de membrana dafiadas o no necesarias para las bacterias. Se ha
determinado in vitro, que la proteina NS3 de calicivirus, se encuentra asociada a
membranas intracelulares como la del reticulo endoplasmico y, junto con otras
proteinas virales NS, para formar los complejos de replicacion. Ademas, NS3
posee secuencias conservadas que corresponden a dominios de union a NTP, los
cuales estan asociados con la actividad NTPasa (Gorbalenya et al., 1990; Neil,
1990; Clarke y Lambden, 1997).

Para la proteina NS4 se eligié el modelo 2. Los moldes estructuralmente cercanos
a ésta, fueron la lactonasa “quorum-quenching” de Agrobacterium tumefaciens
(cédigo PDB: 2r2dA) y la beta-glucosidasa de Clostridium cellulovorans (codigo
PDB: 3ai0A). El modelo de prediccién de ligando con el C-score mas alto fue la N-
Acil Homoserina Lactona Hidrolasa de Bacillus thuringiensis (cdédigo PDB: 3dhcA),
que hidroliza la N-acil-l-homoserina lactona. Esto podria sugerir que la proteina
NS4 posee una funcion enzimética. Sin embargo, el nivel de confianza de las
predicciones de esta proteina no son altos, por ende, los datos no pueden ser

concluyentes para NS4.

El modelo 2 fue elegido para la proteina NS5. Las proteinas con segmentos
cercanos estructuralmente a ésta, fueron: la RNA polimerasa dirigida por DNA del
fago T7 y la proteina TDP-43 de unién a DNA/RNA de humano que posee
multiples funciones en la represion transcripcional, “splicing” del pre-mRNA y
regulacion traduccional, se ha encontrado que ésta reprime la traduccion del VIH-I.
La proteina NS5 o VPg funciona como un “cap” proteinaceo para permitir el
reclutamiento de los factores de iniciacion eucarittica y de ésta manera, iniciar la
sintesis de las proteinas virales, por ende, es de esperarse que posea homologia
con proteinas asociadas con el control de la traduccion y transcripcion. Los
modelos de prediccion del ligando predichos por COACH tuvieron un C-score bajo,

por lo tanto no se consideraron en este estudio.
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Para la proteasa-polimerasa viral NS6/7, se eligié al modelo 1. Los segmentos
cercanos estructuralmente a la proteina NS6/7 fueron el precursor de la proteina
3CD de poliovirus y la polimerasa de RNA dependiente de RNA del virus de la
enfermedad hemorragica del conejo. Los modelos de prediccion del ligando fueron
la polimerasa B3 del Coxsackievirus y la polimerasa de poliovirus, ambas con
unién a acidos nucleicos. La proteasa polimerasa NS6/7, es una de las mas
estudiadas de los calicivirus, cuya funcion principal es escindir la poliproteina para
liberar a las proteinas NS. Se ha determinado que posee homologia con la
proteina 3CD de poliovirus, como se observo en este analisis in silico. Asi mismo,
se observo que la polimerasa de FCV posee homologia estructural con la NS7 del
virus RHD, el cual es un calicivirus. Los datos obtenidos por el andlisis in silico
para la proteasa-polimerasa NS6/7 se encuentran en funcién de los estudios ya

reportados para este complejo proteico.

A pesar de que no se encontraron proteinas estructuralmente homélogas a las NS
de FCV cuya funcién se encuentre directamente asociada con la apoptosis,
sabemos que la NS6/7 es un complejo asociado con la replicacién y traduccion
viral, asi como la escision de proteinas celulares. A este respecto, un estudio
realizado en el 2016 por Kaiser et al., el cual consistié en clonar al complejo NS6/7
en un sistema de expresion en levaduras inducido por farmacos, se encontré que
la expresion de dicho complejo fue téxica después de la induccion, probablemente
por la actividad proteolitica de la polimerasa viral, la cual degradé a las proteinas
elF4G y PABP. En los poliovirus, los cuales son cercanos filogenéticamente a los
calicivirus, existe un proceso de induccién de la apoptosis desencadenado por la
expresion de la proteasa 2A, la cual se encarga de escindir los factores del inicio
de la traduccion elF4Gl y elF4GIl, ocasionando la inhibicién de la sintesis de
proteinas celulares. Se ha sugerido que la proteasa 2A induce apoptosis por
medio del arresto de la traduccion dependiente de cap de algunos mRNAs
celulares que codifican proteinas necesarias para mantener la viabilidad celular,

asi como el control de la traduccién de mRNAs involucrados con la induccion de la
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apoptosis (Goldstaub et al., 2000). En el analisis in silico, se encontrd que la NS1
tiene homologia estructural con un factor de traduccion y un represor
transcripcional, lo cual podria indicar que esta proteina podria participar en la
traduccion de proteinas pro-apoptoéticas, asi como en la represibon de la
transcripcion de mRNAs asociados con la sobrevivencia celular.

El procedimiento de la induccion de la apoptosis por las proteinas NS, se baso6 en
la clonacion de los fragmentos codificantes a NS1-5 y al complejo de las proteinas
NS6/7 en vectores de expresion eucaridtica para su transfeccion en células
eucariotas. Para ello, se extrajo el RNA de células CrFK infectadas por FCV F9, a
partir del cual se realiz6 una RT-PCR con los oligonucleétidos especificos para
amplificar los fragmentos codificantes a NS1-5 y NS6/7, ambos fragmentos fueron
clonados en vectores de transito y, posteriormente, subclonados en vectores de
expresion eucariotica para realizar el proceso de transfeccion y determinar si
existe una induccion de la apoptosis por el fragmento de la poliproteina NS1-5y la

proteasa-polimerasa NS6/7.

La clonacion en los vectores de transito del fragmento que codifica a NS1-5, se
llevé a cabo de manera exitosa. Sin embargo, la subclonacién de dicho fragmento
en el vector de expresion, no fue exitosa con el primer protocolo utilizado, por
ende, se realizaron varias estrategias para ligar el vector de expresion con el
fragmento codificante a NS1-5, una de éstas, fue escindir al vector de transito y al
vector de expresidn con enzimas isoesquizoméricas, asi como realizar la
transformaciéon en bacterias E. coli ultracompetentes XL10-Gold con diferentes
proporciones molares vector-inserto, no obstante, no se obtuvo el plasmido
recombinante. Una de las razones por las cuales no se pudo subclonar el inserto
NS1-5 en el vector de expresion, es porque probablemente la secuencia
codificante a NS1-5, es altamente inestable, ademas, se ha determinado que
existen dificultades en la clonacion de insertos que codifican proteinas que
interfieren con las funciones celulares normales, inhibiendo el crecimiento celular,

dando como resultado la muerte de las bacterias transformadas (Kimelman et al,
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2012), el ORF1 codifica proteinas que estan involucradas con el secuestro de la
maquinaria celular de traduccion, asi como de estructuras celulares, lo cual

explicaria la dificultad de clonar NS1-5 en el vector de expresion.

La clonacién en el vector de transito de la regién codificante a NS6/7, fue lograda
con éxito, asi como la subclonacién de este inserto en el vector de expresion
pDsRed2-N1, generando un plasmido recombinante que fue llamado pDsRed2-
N1-NS6/7 que, al ser traducido, produce a la proteina NS6/7 fusionada en su
extremo C-terminal a la proteina reportera con fluorescencia roja. La presencia del
inserto NS6/7 en el vector de expresion, fue confirmada mediante PCR punto final
y doble restriccion del DNA plasmidico de las bacterias transformadas. Ademas,
mediante la secuenciacion del inserto, se determiné que existen mutaciones
silenciosas en los nucle6tidos 204, 564, 1308, 1311 y 1620. Aunado a que se
identificd una mutacién con cambio de sentido en el nucleotido 729, la cual genera
el cambio de una asparagina por una serina en el residuo 243, ambos son
aminoacidos pequefios, polares y sin carga. Cabe destacar que la sustitucién
N243S no se encuentra dentro del sitio catalitico de la proteasa viral en estudio,
por lo tanto el plasmido pDsRed2-N1-NS6/7 fue usado para realizar la

transfeccion.

La transfeccion del plasmido pDsRed2-N1-NS6/7 fue realizada en células
HEK293T, ya que esta linea celular contiene el antigeno T de SV40 que permite la
replicacion episomal de los plasmidos transfectados que contienen el origen de
replicacion SV40, lo cual genera un aumento en la expresion de los vectores y, en
consecuencia, un incremento en la produccién de proteina recombinante (Graham
et al., 1977). Las cantidades del DNA plasmidico de los vectores pDsRed2-N1 y
pDsRed2-N1-NS6/ que fueron usadas en la transfeccion, fueron de 0.5ug a 4ug y
las células fueron analizadas por microscopia de fluorescencia a las 24 y 48h

postransfeccion.
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Las células transfectadas con el vector pDsRed2-N1 después de 24h
postransfeccion, mostraron poca sefial de fluorescencia roja de la proteina
reportera en las diferentes cantidades de DNA plasmidico ensayadas. Sin
embargo, la eficiencia de la transfeccién aument6 cuando se analiz6 a las 48 h,
condicion en la que se pudo observar una mayor presencia en la produccion de la
proteina reportera en las células tratadas con 2.5, 3, 3.5 y 4 ug de DNA
plasmidico. Un fendmeno interesante es que, conforme aumenté la cantidad de
DNA plasmidico, se observo un incremento en el desprendimiento de la monocapa
y se registré la formacion de cumulos celulares, razén por la cual las células no
pudieron ser cuantificadas (Figura del apéndice A7). Estos acontecimientos,
pueden deberse a que en el laboratorio se ha observado que la lipofectamina
genera dafio en las membranas celulares o a que el plasmido no se encontrase

altamente puro.

Las transfecciones con el vector pDsRed2-N1-NS6/7 en las células HEK293T
observadas a las 24 h postransfeccion, mostraron sefial de la proteina reportera
en las células transfectadas con 1ug de plasmido, obteniendo un incremento en la
produccion de la proteina en las células tratadas con 2.5, 3, 3.5y 4 ug de DNA
plasmidico. A las 48 h postransfeccion, se observé un aumento en la produccion
de la proteina, ya que en todos los tratamientos con las diferentes cantidades de
DNA plasmidico, se detecté sefial de fluorescencia roja de la proteina reportera
Las células tratadas con 2 u hasta los 4 ug de DNA plasmidico fueron las que
presentaron mayor eficiencia de transfeccion, sin embargo, éstas también se
desprendieron de la monocapa y formaron cumulos celulares. Debido a que la
formacién de cumulos celulares y desprendimiento de la monocapa, también
fueron observados en las células transfectadas con el vector pDsRed2-N1 a las
48h postransfeccion, este evento no puede adjudicarse a un efecto de la expresion
de la proteina NS6/7 (Figura del apéndice A7). Sin embargo, aunque
cualitativamente no observamos un efecto citopatico relacionado a la transfeccion
de la proteina NS6/7, era importante determinar su expresion de forma

cuantitativa, por ende, realizamos ensayos de western blot con anticuerpos
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policlonales dirigidos contra la polimerasa NS7 generados en nuestro laboratorio.
A pesar de ello, bajo ninguna de las condiciones ensayadas logramos la

deteccidn de esta proteina.

La expresion de proteasas tanto en sistemas procariotas como eucariotas, es una
tarea dificil, debido a que el efecto de su actividad proteolitica en ambos sistemas
es dafnino. Dado a que: 1) los dos plasmidos de expresion de la NS6/7
provenientes de dos clonaciones distintas fueron secuenciados y no se encontrd
ninguna mutacion o cambio del marco de lectura para su expresion, y 2) a que se
observo la fluorescencia de la proteina NS6/7 fusionada a la proteina fluorescente
color rojo durante los ensayos de transfeccion, es posible que su deteccion con los
anticuerpos utilizados no sea eficiente, ya que se han presentado algunas
dificultades para ello en otras condiciones experimentales en el laboratorio.
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15. RESUMEN DE RESULTADOS

1) Se realizaron las predicciones in silico de los modelos 3D de las proteinas
NS de FCV.

2) El fragmento que codifica a la proteasa-polimerasa NS6/7, fue clonado en el
vector de expresion eucaridtica pDsRed2-N1, con la proteina bandera rojo
“cherry” fusionada al extremo C-terminal de la NS6/7.

3) No se detecto la proteina NS6/7 recombinante mediante western blot en
extractos de proteinas de células transfectadas con la construccién
pDsRed2-N1-NS6/7.

16. PERSPECTIVAS

1) Realizar el refinamiento de los modelos 3D de las estructuras predichas
para las proteinas NS.

2) Clonar la secuencia codificante a NS1-5 en vectores de expresion
inducidos por farmacos.

3) Utilizar otros anticuerpos contra la la proteina NS6/7 recombinante para
detectar su expresion.

4) Determinar si el desprendimiento de la monocapa transfectada con los
vectores pDsRed2-N1 y pDsRed2-N1-NS6/7 es una consecuencia de la

muerte celular.
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ATGTCTCAAA
ATGTCTCAAA
ATGTCTCAAA

TCTGTCAAGT
TCTGTCAAGT
TCTGTCAAGT

CGCACTATAC
CGCACTATAC
CGCACTATAC

ACCTCTGGTG
ACCTCTGGTG
ACCTCTGGTG

GTCACAAAGT
GTCACAAAGT
GTCACAAAGT

CCTGAGGACT
CCTGAGGACT
CCTGAGGACT

CCGGCTAATG
CCGGCTAATG
CCGGCTAATG

ATGCTGCCCC
ATGCTGCCCC
ATGCTGCCCC

TTGGAATGGA
TTGGAATGGA
TTGGAATGGA

GTGTCAAAAG
GTGTCAAAAG
GTGTCAAAAG

TATTGTAAAT
TATTGTAAAT
TATTGTAAAT

AAAAACTTTG
AAAAACTTTG
AAAAACTTTG

TTCTTGACCG
TTCTTGACCG
TTCTTGACCG

AAACCCCTGA
AAACCCCTGA
AAACCCCTGA

ATCACA 846
ATCACA 846
ATCACA 846

19. APENDICE

20

|
CTCTGAGCTT
CTCTGAGCTT
CTCTGAGCTT
80

|
TAACACTTGC
TAACACTTGC
TAACACTTGC
140

|
GTGCTGAGGC
GTGCTGAGGC
GTGCTGAGGC
200

|
ACGTCCCGGA
ACGTCCCGGA
ACGTCCCGGA

260
|

CTTCAACCTA
CTTCAACCTA
CTTCAACCTA

320
|

TGGTTAATGT
TGGTTAATGT
TGGTTAATGT

380
|

CTGAAATGTG
CTGAAATGTG
CTGAAATGTG

440
|

AACGATCCCG
AACGATCCCG
AACGATCCCG

500
|

GGGAGAAATT
GGGAGAAATT
GGGAGAAATT

560
|

ATATTCTCCA

ATATTCTCCA

ATATTCTCCA
620

|
CCTATGGAGA
CCTATGGAGA
CCTATGGAGA
680

|
AGAGTGATAC
AGAGTGATAC
AGAGTGATAC
740

|
TGGACAACCC
TGGACAACCC
TGGACAACCC
800

|
ATTTGGCGAT
ATTTGGCGAT
ATTTGGCGAT

CGTGCTTAAA
CGTGCTTAAA
CGTGCTTAAA

ACGGAGGCGC
ACGGAGGCGC
ACGGAGGCGC

TTGCCCTTCT
TTGCCCTTCT
TTGCCCTTCT

TGACGGGTCT
TGACGGGTCT
TGACGGGTCT

CTCTCTCCTG
CTCTCTCCTG
CTCTCTCCTG

GGCTGCTCAT
GGCTGCTCAT
GGCTGCTCAT

CAAAGAACAG
CAAAGAACAG
CAAAGAACAG

AGCGTCAATC
AGCGTCAATC
AGCGTCAATC

CTTCTCTAAA
CTTCTCTAAA
CTTCTCTAAA

AACTACTGCG
AACTACTGCG
AACTACTGCG

GCAGTGGTTC
GCAGTGGTTC
GCAGTGGTTC

GCTAAAACCT
GCTAAAACCT
GCTAAAACCT

AAACCCGATG
AAACCCGATG
AAACCCGATG

GATTATTGAT
GATTATTGAT
GATTATTGAT

40

|
ACTCACAGTG
ACTCACAGTG
ACTCACAGTG
100

|
GATCTTCAGT
GATCTTCAGT
GATCTTCAGT
160

|
TGTGCTAGTT
TGTGCTAGTT
TGTGCTAGTT

220
|

TCGACAATGT
TCGACAATGT
TCGACAATGT

280
|

CTCTCTGAGG
CTCTCTGAGG
CTCTCTGAGG

340
|

ATCCGTAAGG
ATCCGTAAGG
ATCCGTAAGG

400
|

CTCACTTTCT
CTCACTTTCT
CTCACTTTCT

460
|

CCACTGCACC
CCACTGCACC
CCACTGCACC

520
|

CCTCTTGACT
CCTCTTGACT
CCTCTTGACT

580
|

ATTTGGAAAA

ATTTGGAAAA

ATTTGGAAAA
640

|
ACTGCTGCCA
ACTGCTGCCA
ACTGCTGCCA
700

|
CTTATTGGTG
CTTATTGGTG
CTTATTGGTG
760

|
GGTTTCCTCC
GGTTTCCTCC
GGTTTCCTCC
820

|
AATCATGAAA
AATCATGAAA
AATCATGAAA

TCCGAAAGGA
TCCGAAAGGA
TCCGAAAGGA

ATATTTATAA
ATATTTATAA
ATATTTATAA

ACGACGTATG
ACGACGTATG
ACGACGTATG

CGATTCCATC
CGATTCCATC
CGATTCCATC

ACACCTCCGA
ACACCTCCGA
ACACCTCCGA

CGCTATCCAC
CGCTATCCAC
CGCTATCCAC

TATTAGTCAT
TATTAGTCAT
TATTAGTCAT

AACAACACAC
AACAACACAC
AACAACACAC

TTCTCCTTGA
TTCTCCTTGA
TTCTCCTTGA

TTATCTTGGA
TTATCTTGGA
TTATCTTGGA

AACAAAAGTT
AGCAAAAGTT
AGCAAAAGTT

GATTTATAGA
GATTTATAGA
GATTTATAGA

CAAAACTCAT
CAAAACTCAT
CAAAACTCAT

ACACAATATC
ACACAATATC
ACACAATATC

60

|
CTTTGTGCAC
CTTTGTGCAC
CTTTGTGCAC
120

|
CAAGCTCTCA
CAAGCTCTCA
CAAGCTCTCA
180

|
TCCTAACTGC
TCCTAACTGC
TCCTAACTGC

240
|

ATGGGAGGAT
ATGGGAGGAT
ATGGGAGGAT

300
|

CGAGTTATGC
CGAGTTATGC
CGAGTTATGC

360
I

TCAGTCCCAC
TCAGTCCCAC
TCAGTCCCAC

420
|

GGCTGAGGCG
GGCTGAGGCG
GGCTGAGGCG

480
|

GGCTGCACGG
GGCTGCACGG
GGCTGCACGG

540
|

AAGAGTTGGT
AAGAGTTGGT
AAGAGTTGGT

600
I

AAAAGCATGC
AAAAGCATGC
AAAAGCATGC

660

|
AAGGGAAATG
AAGGGAAATG
AAGGGAAATG
720

|
TGGTCTACGG
TGGTCTACGG
TGGTCTACGG
780

I
AGGGCTTGTA
AGGGCTTGTA
AGGGCTTGTA

840

|
TGGCTGGATC
TGGCTGGATC
TGGCTGGATC

60
60

120
120
120

180
180
180

240
240

300

300

360
360
360

420
420
420

480
480
480

540
540
540

600
600
600

660
660
660

720
720
720

780
780

840
840
840
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Figura Al. Secuencias nucleotidicas parciales del fragmento codificante a
NS1-5 de la regiéon 5. Al lado izquierdo de las secuencias nucleotidicas, se
especifica la primer secuencia corresponde a la obtenida en el Genbank, con el
namero de acceso M86379, las siguientes secuencias son las clonas 1y 4. A la
derecha, especifica el numero total de nucleétidos de las secuencias obtenidas.

Se indica el nimero de nucleétido en la barra vertical superior en el alineamiento.
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3,280
|

GTCAATGACA

GTCAATGACA

GTCAATGACA
a.3|40

TCGGTGTTTG

TCGGTGTTTG

TCGGTGTTTG
ﬁm

GCTATCAGAG

GCTATCAGAG

GCTATCAGAG
3.4]60

CACTGGATGG

CACTGGATGG

CACTGGATGG
ﬁm

GGTGGCATAG

GGTGGCATAG

GGTGGCATAG
ﬁw

GTGATCCGAG

GTGATCCGAG

GTGATCCGAG
3.fi40

TTATCTGCGC
TTATCTGCCC
TTATCTGCCC

3,700
|

AGAATTTGGT
AGAATTTGGT
AGAATTTGGT

3,760
|

TCTAGATTTA

TCTAGATTTA

TCTAGATTTA
ﬁm

AGGGGTCGCG

AGGGGTCGCG

AGGGGTCGCG
ﬁm

TCCAGAAAAT

TCCAGAAAAT

TCCAGAAAAT
3.9:40

GGAGCCGACG

GGAGCCGACG

GGAGCCGACG
ﬂm

GCCAATGATT

GCCAATGATT

GCCAATGATT
4.0]60

AGAACCAATA
AGAACCAATA
AGAACCAATA

Figura A2. Secuencias

NS1-5 de la regiéon 3.

GTGTTAGGTT
GTGTTAGGTT
GTGTTAGGTT

ATTTGGCCTG
ATTTGGCCTG
ATTTGGCCTG

CCGCATATGA
CCGCATATGA
CCGCATATGA

ATGAGACCTC
ATGAGACCTC
ATGAGACCTC

TCATCCTGGA
TCATCCTGGA
TCATCCTGGA

CAGGAGGTGT
CAGGAGGTGT
CAGGAGGTGT

CAACCATGCC
CAACCATGCC
CAACCATGCC

CATCTGTCAA
CATCTGTCAA
CATCTGTCAA

GACCAAAATC
GACCAAAATC
GACCAAAATC

GTGTAGCGCT
GTGTAGCGCT
GTGTAGCGCT

TGGATTTGTC
TGGATTTGTC
TGGATTTGTC

ACAATGATGC
ACAATGATGC
ACAATGATGC

ATGAGGATGT
ATGAGGATGT
ATGAGGATGT

CCCTAAAAGC
CCCTAAAAGC
CCCTAAAAGC

3,300
|

GGATGAACTA

GGATGAACTA

GGATGAACTA
3‘3|60

GGCTGTTCGT

GGCTGTTCGT

GGCTGTTCGT
%m

TGTGCTTACT

TGTGCTTACT

TGTGCTTACT
3.180

CTTTTCTGAT
CTTTTCTGAT
CTTTTCTGAT

3,540
|

GTCTTGCGGT

GTCTTGCGGT

GTCTTGCGGT
ﬁw

CACCGCAACC

CACCGCAACC

CACCGCAACC
3‘6;60

ATGGTCCGAG
ATGGTCCGAG
ATGGTCCGAG

3,720
I

AGTATCAGCC
AGTATCAGCC
AGTATCAGCC

3,780
I

GGAAGCAAAA
GGAAGCAAAA
GGAAGCAAAA

3,840
|

GACTGATGAC
GACTGATGAC
GACTGATGAC

3,900
|

AGTGGAGGAT
AGTGGAGGAT
AGTGGAGGAT

3,960
|

AGTAAAATTC

AGTAAAATTC

AGTAAAATTC
ﬂm

CACCGTAATT

CACCGTAATT

CACCGTAATT
ﬂm

TGTGGATCGT
TGTGGATCGT
TGTGGATCGT

CCCGCCAATC
CCCGCCAATC
CCCGCCAATC

CGTCATCTCA
CGTCATCTCA
CGTCATCTCA

GTCCCCGACA
GTCCCCGACA
GTCCCCGACA

GACCACGTTG
GACCACGTTG
GACCACGTTG

GGTGCACGCA
GGTGCACGCA
GGTGCACGCA

CCAACCGGAG
CCAACCGGAG
CCAACCGGAG

ATCTTTCGTG
ATCTTTCGTG
ATCTTTCGTG

CTAGTACTAA
CTAGTACTAA
CTAGTACTAA

GGAAAAACCA
GGAAAAACCA
GGAAAAACCA

GAGTACGATG
GAGTACGATG
GAGTACGATG

TTCTTAATGT
TTCTTAATGT
TTCTTAATGT

CGGTCGTGGT
CGGTCGTGGT
CGGTCGTGGT

GGCAAAGGTG
GGCAAAGGTG
GGCAAAGGTG

GGTTATGACG
GGTTATGACG
GGTTATGACG

3,320
|

AGCATGTGGT

AGCATGTGGT

AGCATGTGGT
3.3]80

CACTGGCAGG

CACTGGCAGG

CACTGGCAGG
ﬁw

AGATCCCTGC

AGATCCCTGC

AGATCCCTGC
3.5:00

TAACACAATT
TAACACAATT
TAACACAATT

3,560
|

TCTGGGCTTT

TCTGGGCTTT

TCTGGGCTTT
ﬁm

GATGTGTTAG

GATGTGTTAG

GATGTGTTAG
3.6]80

AGCTCTTCTC
AGCTCTTCTC
AGCTCTTCTC

3,740
|

CTGCTCTTGG
CTGCTCTTGG
CTGCTCTTGG

3,800
|

AATTGAAGAT
AATTGAAGAT
AATTGAAGAT

3,860
|

AGTGGCGCGA

AGTGGCGCGA

AGTGGCGCGA
1?0

TGCGCCATCG

TGCGCCATCG

TGCGCCATCG
3,5180

GGAACTCCAG
GGAACTCCAG
GGAACTCCAG

4,040
|

GCGTCAAACA

GCGTCAAACA

GCGTCAAACA
qm

TCAGCTTTGC
TCAGCTTTGC
TCAGCTTTGC

AACCGTTAAT
AACCGTTAAT
AACCGTTAAT

GCAGTTTCAA
GCAGTTTCAA
GCAGTTTCAA

AATGTTGCGT
AATGTTGCGT
AATGTTGCGT

TGTAACACCT
TGTAACACCT
TGTAACACCT

AGGTCGCAAC
AGGTCGCAAC
AGGTCGCAAC

GTTAATGGGA
GTTAATGGGA
GTTAATGGGA

TCTCTTAGGT
TCTCTTAGGT
TCTCTTAGGT

AATGTACGCA
AATGTACGCA
AATGTACGCA

TGGGACATAC
TGGAACATAC
TGGAACATAC

ACACAACGCC
ACACAACGCC
ACACAACGCC

TGCCGCTCTA
TGCCGCTCTA
TGCCGCTCTA

AACCAAAATG
AACCAAAATG
AACCAAAATG

TGAAAAGATC
TGAAAAGATC
TGAAAAGATC

TGAGGAA 837
TGAGGAA 837
TGAGGAA 837

60
60
60

120
120
120

180

180

240

240

300
300
300

360

360

420

420

480

480

540
540
540

600
600
600

660
660
660

720
720
720

780
780
780

nucleotidicas parciales del fragmento codificante a

Al lado izquierdo de las secuencias nucleotidicas, se

muestra la primer secuencia que corresponde a la obtenida en el Genbank con el

namero de acceso M86379, las siguientes secuencias, son las clonas 1y 4. A la

derecha, se especifica el nUmero total de nucleétidos de las secuencias obtenidas.

Se indica el numero de nucleotido en la barra vertical superior en el alineamiento.
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NS1-NS5
Clona 1
Clona 4

NS1-NS5
Clona 1
Clona 4

NS1-NS5
Clona 1
Clona 4

NS1-NS5
Clona 1
Clona 4

NS1-NS5
Clona 1
Clona 4

Figura

region

MSQTLSFVLK
MSQTLSFVLK
MSQTLSFVLK

TSGDVPDDGS
TSGDVPDDGS
TSGDVPDDGS

PANAEMCKEQ
PANAEMCKEQ
PANAEMCKEQ

VSKDILQTTA
VSKDILQTTA
VSKDILQTTA

FLTVDNPNPM
FLTVDNPNPM
FLTVDNPNPM

20

|
THSVRKDFVH
THSVRKDFVH
THSVRKDFVH

80
|

STMS | PSWED
STMS | PSWED
STMS | PSWED

140
|

LTFLLVMAEA
LTFLLVMAEA
LTFLLVMAEA

200
|

IWKI I LEKAC
IWK I | LEKAC
IWKI I LEKAC

260
|

GFLPKLIGLV
GFLPKLIGLV
GFLPKLIGLYV

SVKLTLARRR
SVKLTLARRR
SVKLTLARRR

VTKSSTYSLL
VTKSSTYSLL
VTKSSTYSLL

MLPQRSRAS |
MLPQRSRAS |
MLPQRSRAS |

YCKSYGEQWF
YCKSYGEQWF
YCKSYGEQWF

KPLNLAMI ID
KPLNLAMI ID
KPLNLAMI ID

40

|
DLQY I YNKLS
DLQY I YNKLS
DLQY I YNKLS

100
|

LSEDTSDELC
LSEDTSDELC
LSEDTSDELC

160
|

PLHQQHTAAR
PLHQQHTAAR
PLHQQHTAAR

220
|

TAAKQKLREM
TAAKQKLREM
TAAKQKLREM

280
|

NHENT I SGWI
NHENT I SGWI
NHENT I SGWI

RT IRAEACPS
RT IRAEACPS
RTIRAEACPS

PEDLVNVAAH
PEDLVNVAAH
PEDLVNVAAH

LEWREKFFSK
LEWREKFFSK
LEWREKFFSK

KNFESDTLKP
KNFESDTLKP
KNFESDTLKP

1T 282
1T 282
1T 282

60

|
CASYDVCPNC
CASYDVCPNC
CASYDVCPNC

120
|

IRKALSTQSH
IRKALSTQSH
IRKALSTQSH

180
|

PLDFLLERVG
PLDFLLERVG
PLDFLLERVG

240
|

LIGGFIDGLR
LIGGF IDGLR
LIGGFIDGLR

60

60

120
120
120

180
180
180

240
240
240

A3. Secuencias del fragmento de la poliproteina NS1-5 desde la

amino terminal. Se muestran las secuencias de proteinas obtenidas a

partir de la secuenciacion de las clonas 1y 4. Al lado izquierdo de las secuencias

de las proteinas, se especifica la primer secuencia que corresponde a la obtenida

en el Genbank, con el numero de acceso M86379, las siguientes secuencias, son

las clonas 1y 4. A la derecha, se especifica el nimero total de aminoéacidos de las

secuencias obtenidas. El nimero de aminoéacido se indica con la barra vertical

superior en el alineamiento.
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NS1-NS5
Clona 1
Clona 4

NS1-NS5
Clona 1
Clona 4

NS1-NS5
Clona 1
Clona 4

NS1-NS5
Clona 1
Clona 4

NS1-NS5
Clona 1
Clona 4

Figura

800
|

VNDSVRLDEL
VNDSVRLDEL
VNDSVRLDEL

860
|

HWMDETSFSD
HWMDETSFSD
HWMDETSFSD

920
|

LSAPTMPWSE
LSAPTMPWSE
LSAPTMPWSE

980
|

RGRGVALTDD

RGRGVALTDD

RGRGVALTDD
m*o

ANDYEDVTV I
ANDYEDVTV I
ANDYEDVTV I

PANQHVVTVN
PANQHVVTVN
PANQHVVTVN

DHVVTQFVTP
DHVVTQFVTP
DHVVTQFVTP

IFRELFSLLG
IFRELFSLLG
IFRELFSLLG

EYDEWREHNA
EYDEWREHNA
EYDEWREHNA

GKGGVKHEK |
GKGGVKHEK |
GKGGVKHEK |

820
|

SVFDLAWAVR
SVFDLAWAVR
SVFDLAWAVR

880
|

GGIVILESCG
GGIVILESCG
GGIVILESCG

940
|

RIWSSVKVSA

RIWSSVKVSA

RIWSSVKVSA
Wm

SRKLDLSVED

SRKLDLSVED

SRKLDLSVED
1,(}60

RTNTLKAVDR
RTNTLKAVDR
RTNTLKAVDR

RHLTLAGQFQ
RHLTLAGQFQ
RHLTLAGQFQ

GARIWALGRN
GAR IWALGRN
GAR IWALGRN

LVLTALGMYA
LVLTALGMYA
LVLTALGMYA

FLMLRHRAAL
FLMLRHRAAL
FLMLRHRAAL

840
|

AIRAAYDVLT
AIRAAYDVLT
AIRAAYDVLT

900
|

VIRAGGVTAT
VIRAGGVTAT
VIRAGGVTAT

960
|

SRFRPKSEAK

SRFRPKSEAK

SRFRPKSEAK
wm

GADDNDAVKF

GADDNDAVKF
GADDNDAVKF

GYDVSFAEE 279
GYDVSFAEE 279
GYDVSFAEE 279

VPDKIPAMLR
VPDKIPAMLR
VPDKIPAMLR

PTGGCVRLMG
PTGGCVRLMG
PTGGCVRLMG

GKTKLKIGTY
GKTKLKIGTY
GKTKLKIGTY

RSWWNSRTKM
RSWWNSRTKM
RSWWNSRTKM

60

60

120
120
120

180
180
180

240
240
240

A4. Secuencias del fragmento de la poliproteina NS1-5 desde la

region carboxilo terminal. Se muestran las secuencias de las proteinas

obtenidas a partir de la secuenciacion de las clonas 1y 4. Al lado izquierdo de las

secuencias, se especifica la primer secuencia que corresponde a la obtenida en el

Genbank con el nimero de acceso M86379, las siguientes secuencias, son las

clonas 1y 4. A la derecha se indica el numero total de aminoacidos. El nUmero de

aminoacido se muestra con la barra vertical superior en el alineamiento.
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NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

TTGGATCTGT
TTGGATCTGT
TTGGATCTGT
TTGGATCTGT
TTGGATCTGT

GTGTTTACGC
GTGTTTACGC
GTGTTTACGC
GTGTTTACGC
GTGTTTACGC

TTTTTGATCT
TTTTTGATCT
TTTTTGATCT
TTTTTGATCT
TTTTTGATCT

GTGCTGCACC
GTGCTGCACC
GTGCTGCACC
GTGCTGCACC
GTGCTGCACC

CTGAGTGGAA
CTGAGTGGAA
CTGAGTGGAA
CTGAGTGGAA
CTGAGTGGAA

CAACTTCAAC
CAACTTCAAC
CAACTTCAAC
CAACTTCAAC
CAACTTCAAC

GGGTGACCGG
GGGTGACCGG
GGGTGACCGG
GGGTGACCGG
GGGTGACCGG

TGCCATATGT
TGCCATATGT
TGCCATATGT
TGCCATATGT
TGCCATATGT

CAAAGCCTGA
CAAAGCCTGA
CAAAGCCTGA
CAAAGCCTGA
CAAAGCCTGA

TACCAAAAGG
TACCAAAAGG
TACCAAAAGG
TACCAAAAGG
TACCAAAAGG

3,260
|

CACAGATGTT
CACAGATGTT
CACAGATGTT
CACAGATGTT
CACAGATGTT

3320
|

ATCCGTAGCT
ATCCGTAGCT
ATCCGTAGCT
ATCCGTAGCT
ATCCGTAGCT

3,380
|

TAAGACTAAT
TAAGACTAAT
TAAGACTAAT
TAAGACTAAT
TAAGACTAAT

3,440
|

TTTCTTTTCT
TTTCTTTTCT
TTTCTTTTCT
TTTCTTTTCT
TTTCTTTTCT

3,500
|

GCCTAAAATG
GCCTAAAATG
GCCTAAAATG
GCCTAAAATG
GCCTAAAATG

3,560
|

TGAAACTCAC
TGAAACTCAC
TGAAACTCAC
TGAAACTCAC
TGAAACTCAC

3,620
|

CCTCCACACT
CCTCCACACT
CCTCCACACT
CCTCCACACT
CCTCCACACT
B
GCATATTGAC
GCATATTGAC
GCATATTGAC
GCATATTGAC
GCATATTGAC
3.7I40
TATAAGTTAC
TATAAGTTAC
TATAAGTTAC
TATAAGTTAC
TATAAGTTAC

3,800
|

CACACGTCTC
CACACGTCTC
CACACGTCTC
CACACGTCTC
CACACGTCTC

TGTGGGGAGC
TGTGGGGAGC
TGTGGGGAGC
TGTGGGGAGC
TGTGGGGAGC

CACGTGGTGA
CACGTGGTGA
CACGTGGTGA
CACGTGGTGA
CACGTGGTGA

GGTGAATTTT
GGTGAATTTT
GGTGAATTTT
GGTGAATTTT
GGTGAATTTT

GGGAAGCCCA
GGGAAGCCCA
GGGAAGCCCA
GGGAAGCCCA
GGGAAGCCCA

TACACAACAA
TACACAACAA
TACACAACAA
TACACAACAA
TACACAACAA

CCGGGAGACT
CCGGGAGACT
CCGGGAGACT
CCGGGAGACT
CCGGGAGACT

GGCTCTGGGG
GGCTCTGGGG
GGCTCTGGGG
GGCTCTGGGG
GGCTCTGGGG

ATGAAGACTA
ATGAAGACTA
ATGAAGACTA
ATGAAGACTA
ATGAAGACTA

AAAGGCTTAA
AAAGGCTTAA
AAAGGCTTAA
AAAGGCTTAA
AAAGGCTTAA

CATGTCTCCC
CATGTCTCCC
CATGTCTCCC
CATGTCTCCC
CATGTCTCCC

3,280
|

ACAAAGGCTA
ACAAAGGCTA
ACAAAGGCTA
ACAAAGGCTA
ACAAAGGCTA

3,340
|

AAGGGGATTC
AAGGGGATTC
AAGGGGATTC
AAGGGGATTC
AAGGGGATTC

3,400
|

GCTGCTTTCG
GCTGCTTTCG
GCTGCTTTCG
GCTGCTTTCG
GCTGCTTTCG

3,460
|

CTCGTGATCC

CTCGTGATCC

CTCGTGATCC

CTCGTGATCC

CTCGTGATCC
3, 5120

CCTCTGGAAA
CCTCTGGAAA
CCTCTGGAAA
CCTCTGGAAA
CCTCTGGAAA

3,580
|

GTGGCCTCCC
GTGGCCTCCC
GTGGCCTCCC
GTGGCCTCCC
GTGGCCTCCC

3,640
|

GACCCAAAAC
GACCCAAAAC
GACCCAAAAC
GACCCAAAAC
GACCCAAAAC

3,700
|

AATCCGTCAC
AATCCGTCAC
AATCCGTCAC
AATCCGTCAC
AATCCGTCAC
3.7I€0
TTTGTAAGCA
TTTGTAAGCA
TTTGTAAGCA
TTTGTAAGCA
TTTGTAAGCA

3,820
|

CAGCCCACAC
CAGCCCACAC
CAGCCCACAC
CAGCCCACAC
CAGCCCACAC

TTGCATCCAC
TTGCATCCAC
TTGCATCCAC
TTGCATCCAC
TTGCATCCAC

ATTTTTCTTG
ATTTTTCTTG
ATTTTTCTTG
ATTTTTCTTG
ATTTTTCTTG

CAGCACGAAA
CAGCACGAAG
CAGCACGAAG
CAGCACGAAG
CAGCACGAAA

GTGGGGATCC
GTGGGGATCC
GTGGGGATCC
GTGGGGATCC
GTGGGGATCC

GATTCTGGGG
GATTCTGGGG
GATTCTGGGG
GATTCTGGGG
GATTCTGGGG

ATATATTGAT
ATATATTGAT
ATATATTGAT
ATATATTGAT
ATATATTGAT

CCCAAGTGCC
CCCAAGTGCC
CCCAAGTGCC
CCCAAGTGCC
CCCAAGTGCC

TGCTCAAAAG
TGCTCAAAAG
TGCTCAAAAG
TGCTCAAAAG
TGCTCAAAAG

ATTGGATGAG
ATTGGATGAA
ATTGGATGAA
ATTGGATGAA
ATTGGATGAA

TGAGGATTAT
TGAGGATTAT
TGAGGATTAT
TGAGGATTAT
TGAGGATTAT

i
ATGGGCCACG
ATGGGCCACG
ATGGGCCACG
ATGGGCCACG
ATGGGCCACG

3,360
|

GGTGAAAGGA
GGTGAAAGGA
GGTGAAAGGA
GGTGAAAGGA
GGTGAAAGGA

3420
|

ATTCTACCTA
ATTCTACCTA
ATTCTACCTA
ATTCTACCTA
ATTCTACCTA

3,480
|

CCCGTGGCAA
CCCGTGGCAA
CCCGTGGCAA
CCCGTGGCAA
CCCGTGGCAA

3,540
|

TGCTTTGCAA
TGCTTTGCAA
TGCTTTGCAA
TGCTTTGCAA
TGCTTTGCAA

3,600
|

GACAACGGGA
GACAACGGGA
GACAACGGGA
GACAACGGGA
GACAACGGGA
T
AAGTTGGTGG
AAGTTGGTGG
AAGTTGGTGG
AAGTTGGTGG
AAGTTGGTGG

3,720
|

TATGACGTAA
TATGACGTAA
TATGACGTAA
TATGACGTAA
TATGACGTAA
3‘7'80
ATTAGGATTA
ATTAGGATTA
ATTAGGATTA
ATTAGGATTA
ATTAGGATTA

3,840
|

CAAGAATGCT
CAAGAATGCT
CAAGAATGCT
CAAGAATGCT
CAAGAATGCT

60
60
60
60
60

120
120
120
120
120

180
180
180
180
180

240
240
240
240
240

300
300
300
300
300

360
360
360
360
360

420
420
420
420
420

480
480
480
480
480

540
540
540
540
540

600
600
600
600
600
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INDUCCION DE LA APOPTOSIS POR LA EXPRESION DEL ORF1 DEL CALICIVIRUS FELINO

NS6/7 M86379

Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379

Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379

Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379

Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379

Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379

Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379

Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379

Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379

Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379

Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379

Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379

Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

TTGGATCTGT
TTGGATCTGT
TTGGATCTGT
TTGGATCTGT
TTGGATCTGT

GTGTTTACGC
GTGTTTACGC
GTGTTTACGC
GTGTTTACGC
GTGTTTACGC

TTTTTGATCT
TTTTTGATCT
TTTTTGATCT
TTTTTGATCT
TTTTTGATCT

GTGCTGCACC
GTGCTGCACC
GTGCTGCACC
GTGCTGCACC
GTGCTGCACC

CTGAGTGGAA
CTGAGTGGAA
CTGAGTGGAA
CTGAGTGGAA
CTGAGTGGAA

CAACTTCAAC
CAACTTCAAC
CAACTTCAAC
CAACTTCAAC
CAACTTCAAC

GGGTGACCGG
GGGTGACCGG
GGGTGACCGG
GGGTGACCGG
GGGTGACCGG

TGCCATATGT
TGCCATATGT
TGCCATATGT
TGCCATATGT
TGCCATATGT

CAAAGCCTGA
CAAAGCCTGA
CAAAGCCTGA
CAAAGCCTGA
CAAAGCCTGA

TACCAAAAGG
TACCAAAAGG
TACCAAAAGG
TACCAAAAGG
TACCAAAAGG

CACACCAACC
CACACCAACC
CACACCAACC
CACACCAACC
CACACCAACC

TAGTTGTTGA
TAGTTGTTGA
TAGTTGTTGA
TAGTTGTTGA
TAGTTGTTGA

3,260
|

CACAGATGTT
CACAGATGTT
CACAGATGTT
CACAGATGTT
CACAGATGTT

3,320
|

ATCCGTAGCT
ATCCGTAGCT
ATCCGTAGCT
ATCCGTAGCT
ATCCGTAGCT
N
TAAGACTAAT
TAAGACTAAT
TAAGACTAAT
TAAGACTAAT
TAAGACTAAT

3,440
|

TTTCTTTTCT

TTTCTTTTCT

TTTCTTTTCT

TTTCTTTTCT

TTTCTTTTCT
3,500

|
GCCTAAAATG
GCCTAAAATG
GCCTAAAATG
GCCTAAAATG
GCCTAAAATG

3,560
|

TGAAACTCAC

TGAAACTCAC

TGAAACTCAC

TGAAACTCAC

TGAAACTCAC
3,620

!
CCTCCACACT
CCTCCACACT
CCTCCACACT
CCTCCACACT
CCTCCACACT

3,680

|
GCATATTGAC
GCATATTGAC
GCATATTGAC
GCATATTGAC
GCATATTGAC
3,740

I
TATAAGTTAC
TATAAGTTAC
TATAAGTTAC
TATAAGTTAC
TATAAGTTAC

3,800

|
CACACGTCTC
CACACGTCTC
CACACGTCTC
CACACGTCTC
CACACGTCTC

3,860
|

CGCATCACTT

CGCATCACTT

CGCATCACTT

CGCATCACTT

CGCATCACTT
3,9|20

TTCTCTAAAA
TTCTCTAAAA
TTCTCTAAAA
TTCTCTAAAA
TTCTCTAAAA

TGTGGGGAGC
TGTGGGGAGC
TGTGGGGAGC
TGTGGGGAGC
TGTGGGGAGC

CACGTGGTGA
CACGTGGTGA
CACGTGGTGA
CACGTGGTGA
CACGTGGTGA

GGTGAATTTT
GGTGAATTTT
GGTGAATTTT
GGTGAATTTT
GGTGAATTTT

GGGAAGCCCA
GGGAAGCCCA
GGGAAGCCCA
GGGAAGCCCA
GGGAAGCCCA

TACACAACAA
TACACAACAA
TACACAACAA
TACACAACAA
TACACAACAA

CCGGGAGACT
CCGGGAGACT
CCGGGAGACT
CCGGGAGACT
CCGGGAGACT

GGCTCTGGGG
GGCTCTGGGG
GGCTCTGGGG
GGCTCTGGGG
GGCTCTGGGG

ATGAAGACTA
ATGAAGACTA
ATGAAGACTA
ATGAAGACTA
ATGAAGACTA

AAAGGCTTAA
AAAGGCTTAA
AAAGGCTTAA
AAAGGCTTAA
AAAGGCTTAA

CATGTCTCCC
CATGTCTCCC
CATGTCTCCC
CATGTCTCCC
CATGTCTCCC

GGAAGCGGGG
GGAAGCGGGG
GGAAGCGGGG
GGAAGCGGGG
GGAAGCGGGG

CCATACTGTG
CCATACTGTG
CCATACTGTG
CCATACTGTG
CCATACTGTG

3,2|80
ACAAAGGCTA
ACAAAGGCTA
ACAAAGGCTA
ACAAAGGCTA
ACAAAGGCTA

3,340
|

AAGGGGATTC
AAGGGGATTC
AAGGGGATTC
AAGGGGATTC
AAGGGGATTC
e
GCTGCTTTCG
GCTGCTTTCG
GCTGCTTTCG
GCTGCTTTCG
GCTGCTTTCG

3,460
|

CTCGTGATCC

CTCGTGATCC

CTCGTGATCC

CTCGTGATCC

CTCGTGATCC
3, 5I20

CCTCTGGAAA
CCTCTGGAAA
CCTCTGGAAA
CCTCTGGAAA
CCTCTGGAAA

3,580
|

GTGGCCTCCC

GTGGCCTCCC

GTGGCCTCCC

GTGGCCTCCC

GTGGCCTCCC
3,640

I
GACCCAAAAC
GACCCAAAAC
GACCCAAAAC
GACCCAAAAC
GACCCAAAAC

3,700

|
AATCCGTCAC
AATCCGTCAC
AATCCGTCAC
AATCCGTCAC
AATCCGTCAC
3,760

I
TTTGTAAGCA
TTTGTAAGCA
TTTGTAAGCA
TTTGTAAGCA
TTTGTAAGCA

3,820

|
CAGCCCACAC
CAGCCCACAC
CAGCCCACAC
CAGCCCACAC
CAGCCCACAC

3,880
|

ATCCCCGCTG
ATCCCCGCTG
ATCCCCGCTG
ATCCCCGCTG
ATCCCCGCTG
e
AGAACGTTGA
AGAAGGTTGA
AGAAGGTTGA
AGAAGGTTGA
AGAAGGTTGA

TTGCATCCAC
TTGCATCCAC
TTGCATCCAC
TTGCATCCAC
TTGCATCCAC

ATTTTTCTTG
ATTTTTCTTG
ATTTTTCTTG
ATTTTTCTTG
ATTTTTCTTG

CAGCACGAAA
CAGCACGAAG
CAGCACGAAG
CAGCACGAAG
CAGCACGAAA

GTGGGGATCC
GTGGGGATCC
GTGGGGATCC
GTGGGGATCC
GTGGGGATCC

GATTCTGGGG
GATTCTGGGG
GATTCTGGGG
GATTCTGGGG
GATTCTGGGG

ATATATTGAT
ATATATTGAT
ATATATTGAT
ATATATTGAT
ATATATTGAT

CCCAAGTGCC
CCCAAGTGCC
CCCAAGTGCC
CCCAAGTGCC
CCCAAGTGCC

TGCTCAAAAG
TGCTCAAAAG
TGCTCAAAAG
TGCTCAAAAG
TGCTCAAAAG

ATTGGATGAG
ATTGGATGAA
ATTGGATGAA
ATTGGATGAA
ATTGGATGAA

TGAGGATTAT
TGAGGATTAT
TGAGGATTAT
TGAGGATTAT
TGAGGATTAT

TCCAAAATCT
TCCAAAATCT
TCCAAAATCT
TCCAAAATCT
TCCAAAATCT

GGGTCCTCCA
GGGTCCTCCA
GGGTCCTCCA
GGGTCCTCCA
GGGTCCTCCA

3
ATGGGCCACG
ATGGGCCACG
ATGGGCCACG
ATGGGCCACG
ATGGGCCACG

3,360
|

GGTGAAAGGA
GGTGAAAGGA
GGTGAAAGGA
GGTGAAAGGA
GGTGAAAGGA

3,420
|

ATTCTACCTA

ATTCTACCTA

ATTCTACCTA

ATTCTACCTA

ATTCTACCTA
3,4|80

CCCGTGGCAA

CCCGTGGCAA

CCCGTGGCAA

CCCGTGGCAA

CCCGTGGCAA
3.5I40

TGCTTTGCAA
TGCTTTGCAA
TGCTTTGCAA
TGCTTTGCAA
TGCTTTGCAA

3,600
|

GACAACGGGA

GACAACGGGA

GACAACGGGA

GACAACGGGA

GACAACGGGA
3,660

|
AAGTTGGTGG
AAGTTGGTGG
AAGTTGGTGG
AAGTTGGTGG
AAGTTGGTGG
3,720

|
TATGACGTAA
TATGACGTAA
TATGACGTAA
TATGACGTAA
TATGACGTAA
3,780

|
ATTAGGATTA
ATTAGGATTA
ATTAGGATTA
ATTAGGATTA
ATTAGGATTA
3,6:40

CAAGAATGCT
CAAGAATGCT
CAAGAATGCT
CAAGAATGCT
CAAGAATGCT

3,900
|

CTCACTGCTA
CTCACTGCTA
CTCACTGCTA
CTCACTGCTA
CTCACTGCTA
e
CATGATGTTT
CATGATGTTT
CATGATGTTT
CATGATGTTT
CATGATGTTT

60
60
60
60
60

120
120
120
120
120

180
180
180
180
180

240
240
240
240
240

300
300
300

300

360
360
360
360
360

420
420
420
420
420

480
480
480
480
480

540
540
540
540
540

600
600
600
600
600

660

660
660
660

720

720
720
720
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NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

TGCACAGAGT
TGCACAGAGT
TGCACAGAGT
TGCACAGAGT
TGCACAGAGT

CCTCGGAAAC
CCTCGGAAAC
CCTCGGAAAC
CCTCGGAAAC
CCTCGGAAAC

CATACTTGGG
CATACTTGGG
CATACTTGGG
CATACTTGGG
CATACTTGGG

TGGATCTCCT
TGGATCTCCT
TGGATCTCCT
TGGATCTCCT
TGGATCTCCT

ACACAATTGG
ACACAATTGG
ACACAATTGG
ACACAATTGG
ACACAATTGG

GGATGATTTG
GGATGATTTG
GGATGATTTG
GGATGATTTG
GGATGATTTG

TTAGCGATGC
TTAGCGATGC
TTAGCGATGC
TTAGCGATGC
TTAGCGATGC

ATAGCCCCAG
ATAGCCCCAG
ATAGCCCCAG
ATAGCCCCAG
ATAGCCCCAG

TCGATTATTC
TCGATTATTC
TCGATTATTC
TCGATTATTC
TCGATTATTC

TCCTTCGTTA
TCCTTCGTTA
TCCTTCGTTA
TCCTTCGTTA
TCCTTCGTTA

GCCCTCCTGT
GCCCTCCTGT
GCCCTCCTGT
GCCCTCCTGT
GCCCTCCTGT

GAATGCCTCT
GAATGCCTCT
GAATGCCTCT
GAATGCCTCT
GAATGCCTCT

3,980

I
TCAAAAGATG
TCAAAAGATG
TCAAAAGATG
TCAAAAGATG
TCAAAAGATG

4,040
|

CTCTATGCTC
CTCTATGCTC
CTCTATGCTC
CTCTATGCTC
CTCTATGCTC

4,100
|

TGGCAGAAAG
TGGCAGAAAG
TGGCAGAAAG
TGGCAGAAAG
TGGCAGAAAG
4,1|eo
GTCTGCAAAA
GTCTGCAAAA
GTCTGCAAAA
GTCTGCAAAA
GTCTGCAAAA
4220

|
GCTAAAGGAC
GCTAAAGGAC
GCTAAAGGAC
GCTAAAGGAC
GCTAAAGGAC
4‘2|80
GGGTTGTGAT
GGGTTGTGAT
GGGTTGTGAT
GGGTTGTGAT
GGGTTGTGAT

4,340
|

CATCACAGCA
CATCACAGCA
CATCACAGCA
CATCACAGCA
CATCACAGCA
5
CGTCGAAGCG
CGTCGAAGCG
CGTCGAAGCG
CGTCGAAGCG
CGTCGAAGCG
4,480

|

CAAATGGGAT
CAAATGGGAT
CAAATGGGAT
CAAATGGGAT
CAAATGGGAT

4,5;20
CTTTTCCGAT
CTTCTCTGAT
CTTCTCTGAT
CTTCTCTGAT
CTTCTCTGAT

4,580

|
TGCAATCTTT
TGCAATCTTT
TGCAATCTTT
TGCAATCTTT
TGCAATCTTT
4,6|40
TACCTCAGTA
TACCTCAGTA
TACCTCAGTA
TACCTCAGTA
TACCTCAGTA

CTTATCGACC
CTTATCGACC
CTTATCGACC
CTTATCGACC
CTTATCGACC

TCAGCTTTCC
TCAGCTTTCC
TCAGCTTTCC
TCAGCTTTCC
TCAGCTTTCC

AAAGATCACA
AAAGATCACA
AAAGATCACA
AAAGATCACA
AAAGATCACA

TGGAAATTGG
TGGAAATTGG
TGGAAATTGG
TGGAAATTGG
TGGAAATTGG

GAGTTAAGGC
GAGTTAAGGC
GAGTTAAGGC
GAGTTAAGGC
GAGTTAAGGC

GTTGGCGTCG
GTTGGCGTCG
GTTGGCGTCG
GTTGGCGTCG
GTTGGCGTCG

AACCACCAGT
AACCACCAGT
AACCACCAGT
AACCACCAGT
AACCACCAGT

CTGTTCCAAA
CTGTTCCAAA
CTGTTCCAAA
CTGTTCCAAA
CTGTTCCAAA

TCGACCCAAT
TCGACCCAAT
TCGACCCAAT
TCGACCCAAT
TCGACCCAAT

CGCTCTCCAA
CGCTCTCCAA
CGCTCTCCAA
CGCTCTCCAA
CGCTCTCCAA

AATGGTGTTG
AATGGTGTTG
AATGGTGTTG
AATGGTGTTG
AATGGTGTTG

ATCAATTCCC
ATCAATTCCC
ATCAATTCCC
ATCAATTCCC
ATCAATTCCC

4,000

!
ACCTTTCAGG
ACCTTTCAGG
ACCTTTCAGG
ACCTTTCAGG
ACCTTTCAGG

4,060
|

ACAAACTCAA
ACAAACTCAA
ACAAACTCAA
ACAAACTCAA
ACAAACTCAA

4120
|

TGGCTAACGG
TGGCTAACGG
TGGCTAACGG
TGGCTAACGG
TGGCTAACGG
ﬂw
CAACCCAAGG
CAACCCAAGG
CAACCCAAGG
CAACCCAAGG
CCACCCAAGG
4,240

|
CCGTGGAGAA
CCGTGGAGAA
CCGTGGAGAA
CCGTGGAGAA
CCGTGGAGAA

4,300
|

CTACTGTCTG

CTACTGTCTG

CTACTGTCTG

CTACTGTCTG

CTACTGTCTG
4,360

|

ACGGGCCTAT
ACGGGCCTAT
ACGGGCCTAT
ACGGGCCTAT
ACGGGCCTAT

4,4|zo
GGATCAAAAG
GGATCAAAAG
GGATCAAAAG
GGATCAAAAG
GGATCAAAAG

4,480

|

CGCCTCGTGT
CGCCTCGTGT
CGCCTCGTGT
CGCCTCGTGT
CGCCTCGTGT

4‘5I4O
TTGTTGACTC
TTGTTGACTC
TTGTTGACTC
TTGTTGACTC
TTGTTGACTC

4,600

|
CTGTAAAAGT
CTGTAAAAGT
CTGTAAAAGT
CTGTAAAAGT
CTGTAAAAGT
L
TTAATCATTG
TTAATCATTG
TTAATCATTG
TTAATCATTG
TTAATCATTG

CTTTGTCCCT
CTTTGTCCCT
CTTTGTCCCT
CTTTGTCCCT
CTTTGTCCCT

TCATGATACT
TCATGATACT
TCATGATACT
TCATGATACT
TCATGATACT

TGAGCCGGAC
TGAGCCGGAC
TGAGCCGGAC
TGAGCCGGAC
TGAGCCGGAC

CATAGCACTA
CATAGCACTA
CATAGCACTA
CATAGCACTA
CATAGCACTA

GGTTAGTGAA
GGTTAGTGAA
GGTTAGTGAA
GGTTAGTGAA
GGTTAGTGAA

TGCAGCTGCG
TGCAGCTGCG
TGCAGCTGCG
TGCAGCTGCG
TGCAGCTGCG

ACAGGTTGGT
ACAGGTTGGT
ACAGGTTGGT
ACAGGTTGGT
ACAGGTTGGT

CGCGGCCAAG
CGCGGCCAAG
CGCGGCCAAG
CGCGGCCAAG
CGCGGCCAAG

CAGTGCAGCT
CAGTGCAGCT
CAGTGCAGCT
CAGTGCAGCT
CAGTGCAGCT

AGCCTCTAAC
AGCCTCTAAC
AGCCTCTAAC
AGCCTCTAAC
AGCCTCTAAC

GTCCTCTGGC
GTCCTCTGGC
GTCCTCTGGC
GTCCTCTGGC
GTCCTCTGGC

TCTGTATGTT
TCTGTATGTT
TCTGTATGTT
TCTGTATGTT
TCTGTATGTT

4,020
|

ATGAACATTT
ATGAACATTT
ATGAACATTT
ATGAACATTT
ATGAACATTT

4,080
|

TCCTGTGGAC

TCCTGTGGAC

TCCTGTGGAC

TCCTGTGGAC

TCCTGTGGAC
4.1I4O

AAGCAGTTAT
AAGCAGTTAT
AAGCAGTTAT
AAGCAGTTAT
AAGCAGTTAT

4,200
|

CCACATGAGT

CCACATGAGT

CCACATGAGT

CCACATGAGT

CCACATGAGT
4,260

|

GGGAAGAGAA
GGGAAGAGAA
GGGAAGAGAA
GGGAAGAGAA
GGGAAGAGAA

4.::20
TTCAAGGGTG
TTCAAGGGTG
TTCAAGGGTG
TTCAAGGGTG
TTCAAGGGTG

4,380

|

ATCAACATGG
ATCAACATGG
ATCAACATGG
ATCAACATGG
ATCAACATGG

4‘.4'40
GTATTTGCGG
GTATTTGCGG
GTATTTGCGG
GTATTTGCGG
GTATTTGCGG

4,500

|

TCAATTGACA
TCAATTGACA
TCAATTGACA
TCAATTGACA
TCAATTGACA

.8
ACACTGAAGA
ACACTGAAGA
ACACTGAAGA
ACACTGAAGA
ACACTGAAGA

4,620

|
TTACCATCTG
TTACCATCTG
TTACCATCTG
TTACCATCTG
TTACCATCTG
o
GGGTGTGCCA
GGGTGTGCCA
GGGTGTGCCA
GGGTGTGCCA
GGGTGTGCCA

780
780

780
780

840
840
840
840
840

900
900
900
900
900

960

960
960
960

1020
1020
1020
1020
1020
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NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

NS6/7 M86379
Clona 1_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 2_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 3_pDsRed2-N1-NS6/7
Clona 4_pDsRed2-N1-NS6/7

TTCTTCAATC
TTCTTCAATC
TTCTTCAATC
TTCTTCAATC
TTCTTCAATC

ATATCATGAC
ATATCATGAC
ATATCATGAC
ATATCATGAC
ATATCATGAC

GTGACCAAAT
GTGACCAAAT
GTGACCAAAT
GTGACCAAAT
GTGACCAAAT

CCGTTGGAGC
CCGTTGGAGC
CCGTTGGAGC
CCGTTGGAGC
CCGTTGGAGC

CAAGGACACC
CAAGGACACC
CAAGGACACC
CAAGGACACC
CAAGGACACC

ATTATATTAA
ATTATATTAA
ATTATATTAA
ATTATATTAA
ATTATATTAA

CATCTCGAGG
CATCTCGAGG
CATCTCGAGG
CATCTCGAGG
CATCTCGAGG

TTTTCAACAA
TTTTCAACAA
TTTTCAACAA
TTTTCAACAA
TTTTCAACAA

AACCCCCAAC
AACCCCCAAC
AACCCCCAAC
AACCCCCAAC
AACCCCCAAC

CGCGGTCTGA
CGCGGTCTGA
CGCGGTCTGA
CGCGGTCTGA
CGCGGTCTGA

4,700
|

CCTAGAAGCT

CCTAGAAGCT

CCTAGAAGCT

CCTAGAAGCT

CCTAGAAGCT
4,7'60

TTACGGGGAT

TTACGGGGAT

TTACGGGGAT

TTACGGGGAT

TTACGGGGAT
4820

|
TTTTGGAAAT
TTTTGGAAAT
TTTTGGAAAT
TTTTGGAAAT
TTTTGGAAAT
4,880

|
AATTGAGCCT
AATTGAGCCT
AATTGAGCCT
AATTGAGCCT
AATTGAGCCT

4,840
|

TCAGGGGATA
TCAGGGGATA
TCAGGGGATA
TCAGGGGATA
TCAGGGGATA

5,000
|

AGGTGAGAAC
AGGTGAGAAC
AGGTGAGAAC
AGGTGAGAAC
AGGTGAGAAC

5,060
|

GCAACAGCTT
GCAACAGCTT
GCAACAGCTT
GCAACAGCTT
GCAACAGCTT

5120
|

GGTTTACAGG
GGTTTACAGG
GGTTTACAGG
GGTTTACAGG
GGTTTACAGG
5.1|&0
ATATGCTTCG
ATATGCTTCG
ATATGCTTCG
ATATGCTTCG
ATATGCTTCG
5,2'40

CCAGATCGAC
CCAGATCGAC
CCAGATCGAC
CCAGATCGAC
CCAGATCGAC

AAGGCCATTC
AAGGCCATTC
AAGGCCATTC
AAGGCCATTC
AAGGCCATTC

GATGGTGTCT
GATGGTGTCT
GATGGTGTCT
GATGGTGTCT
GATGGTGTCT

CTTTCTTCCT
CTTTCGTCCT
CTTTCGTCCT
CTTTCGTCCT
CTTTCGTCCT

ATTGATCCTG
ATTGATCCTG
ATTGATCCTG
ATTGATCCTG
ATTGATCCTG

AGGGGTTTAC
AGGGGTTTAC
AGGGGTTTAC
AGGGGTTTAC
AGGGGTTTAC

TCCGATGACT
TCCGATGACT
TCCGATGACT
TCCGATGACT
TCCGATGACT

TGGAATGCCT
TGGAATGCCT
TGGAATGCCT
TGGAATGCCT
TGGAATGCCT

CTGGCCGAGA
CTGGCCGAGA
CTGGCCGAGA
CTGGCCGAGA
CTGGCCGAGA

GCTTTGGATC
GCTTTGGATC
GCTTTGGATC
GCTTTGGATC
GCTTTGGATC

TCGAGTG
TCGAGTG
TCGAGTG
TCGAGTG
TCGAGTG

2007
2007
2007
2007
2007

4720
|

CCGTCACTTG
CCGTCACTTG
CCGTCACTTG
CCGTCACTTG
CCGTCACTTG
4,7|80
ACATGTTTCC
ACATGTTTCC
ACATGTTTCC
ACATGTTTCC
ACATGTTTCC
4.Bl40
ATGGCCTGAA
ATGGCCTGAA
ATGGCCTGAA
ATGGCCTGAA
ATGGCCTGAA
4,900

|
ACTCTGTTGT
ACTCTGTTGT
ACTCTGTTGT
ACTCTGTTGT
ACTCTGTTGT

4,980
|

TTGATCGCAG

TTGATCGCAG

TTGATCGCAG

TTGATCGCAG

TTGATCGCAG
5.(:20

GGAAGAGCCC
GGAAGAGCCC
GGAAGAGCCC
GGAAGAGCCC
GGAAGAGCCC

5,080
|

GTCTGTACGC

GTCTGTACGC

GTCTGTACGC

GTCTGTACGC

GTCTGTACGC
5.1|4o

GGGCTGTTGA

GGGCTGTTGA

GGGCTGTTGA

GGGCTGTTGA

GGGCTGTTGA
5,200

|
ATTACAACAG
ATTACAACAG
ATTACAACAG
ATTACAACAG
ATTACAACAG

GAACCTTTTC
GAACCTTTTC
GAACCTTTTC
GAACCTTTTC
GAACCTTTTC

TATTATGTAT
TATTATGTAT
TATTATGTAT
TATTATGTAT
TATTATGTAT

ACCAACTCGG
ACCAACTCGG
ACCAACTCGG
ACCAACTCGG
ACCAACTCGG

TTTCTTGAAG
TTTCTTGAAG
TTTCTTGAAG
TTTCTTGAAG
TTTCTTGAAG

CTCTATAATA
CTCTATAATA
CTCTATAATA
CTCTATAATA
CTCTATAATA

CCCAAAACAT
CCCAAAACAT
CCCAAAACAT
CCCAAAACAT
CCCAAAACAT

TAGCCAACAT
TAGCCAACAT
TAGCCAACAT
TAGCCAACAT
TAGCCAACAT

ATATGAAGAG
ATATGAAGAG
ATATGAAGAG
ATATGAAGAG
ATATGAAGAG

CCAGTTCAAT
CCAGTTCAAT
CCAGTTCAAT
CCAGTTCAAT
CCAGTTCAAT

4,740
|

TCAACTTTTG

TCAACTTTTG

TCAACTTTTG

TCAACTTTTG

TCAACTTTTG
4,800

|
GCAAGTATTA
GCAAGTATTA
GCAAGTATTA
GCAAGTATTA
GCAAGTATTA
4,860

|
GTTGACAAGT
GTTGACAAGT
GTTGACAAGT
GTTGACAAGT
GTTGACAAGT
4,920

|
AGAACAATCA
AGAACAATCA
AGAACAATCA
AGAACAATCA
AGAACAATCA

4,980
|

AGACAATTCT
AGACAATTCT
AGACAATTCT
AGACAATTCT
AGACAATTCT

5,040
|

ATTGACCCAA
ATTGACCCAA
ATTGACCCAA
ATTGACCCAA
ATTGACCCAA

5,100
|

GGCTTGGAGT
GGCTTGGAGT
GGCTTGGAGT
GGCTTGGAGT
GGCTTGGAGT

5,160
|

CTGCACTTTG

CTGCACTTTG

CTGCACTTTG

CTGCACTTTG

CTGCACTTTG
5,220

|
GGCGTGGAGG
GGCGTGGAGG
GGCGTGGAGG
GGCGTGGAGG
GGCGTGGAGG

Figura A5. Secuencias del fragmento codificante a NS6/7 desde la regién 5’.

Se especifica la primer secuencia que corresponde a la obtenida en el Genbank

con el nimero de acceso M86379, las siguientes secuencias, son las clonas 1 a 4.

A la derecha, se indica el numero total de aminoacidos de las secuencias v, el

namero de nucleotido, con la barra vertical superior en el alineamiento.
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INDUCCION DE LA APOPTOSIS POR LA EXPRESION DEL ORF1 DEL CALICIVIRUS FELINO

NS6/7
Clona 1
Clona 2
Clona 3
Clona 4

NS6/7
Clona 1
Clona 2
Clona 3
Clona 4

NS6/7
Clona 1
Clona 2
Clona 3
Clona 4

NS6/7
Clona 1
Clona 2
Clona 3
Clona 4

NS6/7
Clona 1
Clona 2
Clona 3
Clona 4

NS6/7
Clona 1
Clona 2
Clona 3
Clona 4

NS6/7
Clona 1
Clona 2
Clona 3
Clona 4

NS6/7
Clona 1
Clona 2
Clona 3
Clona 4

NS6/7
Clona 1
Clona 2
Clona 3
Clona 4

NS6/7
Clona 1
Clona 2
Clona 3
Clona 4

GSVTDVCGEH
GSVTDVCGEH
GSVTDVCGEH
GSVTDVCGEH
GSVTDVCGEH
qm

RDPWGSPVAT
RDPWGSPVAT
RDPWGSPVAT
RDPWGSPVAT
RDPWGSPVAT

PYVHIDMKTK
PYVHIDMKTK
PYVHIDMKTK
PYVHIDMKTK
PYVHIDMKTK
L?O

PRCPKSLTAI
PRCPKSLTAI
PRCPKSLTAI
PRCPKSLTAI
PRCPKSLTAI

YLGGRKKDHM
YLGGRKKDHM
YLGGRKKDHM
YLGGRKKDHM
YLGGRKKDHM
Ww

TVCAAAFKGV
TVCAAAFKGV
TVCAAAFKGV
TVCAAAFKGV
TVCAAAFKGV

LRYFSDRSP |
LRYFSDRSP |
LRYFSDRSP |
LRYFSDRSP |
LRYFSDRSP |
1.5|80
VTWNLFSTFD
VITWNLFSTFD
VITWNLFSTFD
VTWNLFSTFD
VTWNLFSTFD

RTPQGIRGLL
RTPQGIRGLL
RTPQGIRGLL
RTPQGIRGLL
RTPQGIRGLL
L?O

AVEYEELHFE
AVEYEELHFE
AVEYEELHFE
AVEYEELHFE
AVEYEELHFE

1,100

|
KGYC | HMGHG
KGYC I HMGHG
KGYC I HMGHG
KGYC | HMGHG
KGYC | HMGHG

EWKPKMYTTT
EWKPKMYTTT
EWKPKMYTTT
EWKPKMYTTT
EWKPKMYTTT
ﬁm

SVTAQKYDVT
SVTAQKYDVT
SVTAQKYDVT
SVTAQKYDVT
SVTAQKYDVT

VVDSLKPYCE
VVDSLKPYCE
VVDSLKPYCE
VVDSLKPYCE
VVDSLKPYCE
ﬁw

ANGEPDKQLL
ANGEPDKQLL
ANGEPDKQLL
ANGEPDKQLL
ANGEPDKQLL

SDAITANHQY
SDAITANHQY
SDA I TANHQY
SDA I TANHQY
SDAITANHQY
ﬁm

VDSASNTLKS
VDSASNTLKS
VDSASNTLKS
VDSASNTLKS
VDSASNTLKS

IMTYGDDGVY
IMTYGDDGVY
IMTYGDDGVY
IMTYGDDGVY
IMTYGDDGVY

1,660
|

DRSS | IRQFY
DRSS | IRQFY
DRSS | IRQFY
DRSS | IRQFY
DRSS | IRQFY

PPTYASALDH
PPTYASALDH
PPTYASALDH
PPTYASALDH
PPTYASALDH

VYASVAHVVK
VYASVAHVVK
VYASVAHVVK
VYASVAHVVK
VYASVAHVVK
qw

SGKILGCFAT
SGK I LGCFAT
SGKILGCFAT
SGKILGCFAT
SGKILGCFAT
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Figura A6. Secuencias de la proteina NS6/7. Se muestran las secuencias de
proteinas obtenidas a partir de la secuenciacion de las clonas 1 y 4. Al lado
izquierdo de las secuencias de las proteinas, se especifica la primer secuencia
que corresponde a la obtenida en el Genbank con el nimero de acceso M86379,
las siguientes secuencias, son las clonas 1 a 4. A la derecha, se indica el nUmero
total de aminoéacidos de las secuencias obtenidas. El numero de aminoacido se

especifica con la barra vertical superior en el alineamiento.
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Figura A7. Desprendimiento de la monocapa de las células HEK293T
tranfectadas. Se muestra un aumento del campo claro de las células HEK293T
sin transfectar (A), transfectadas con liposomas vacios (B) y liposomas con
pDsRed2-N1 a las 24 y 48 h (C y D) con 1 y 4 pg de DNA plasmidico
respectivamente. En E) y F) se observan las células transfectadas con 4 ug del
vector pDsRed2-N1-NS6/7 a las 24 y 48h respectivamente.
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