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Resumen

RESUMEN

La acuicultura es una actividad de gran interés econdmico y ecoldgico, que
presenta un alto potencial de crecimiento, y cuyo desarrollo sostenible constituye
la via dptima de aprovechamiento de los recursos pesqueros sin perjuicio de las
poblaciones naturales de las especies cultivadas. Hasta 1990 el cultivo de peces
marinos en Espafia estaba dominado por la dorada (Sparus aurata); sin embargo, la
necesidad de diversificacion ha llevado al cultivo de otras especies, entre las que
destaca el lenguado senegalés (Solea senegalensis), que se ha convertido en una de
las especies mas prometedoras de la acuicultura del sur de Europa.

Como consecuencia del creciente desarrollo de la acuicultura han surgido
una serie de problemas, entre los que destaca la aparicion de brotes epizodticos de
enfermedades infecciosas, que representan una de las mayores amenazas para el
sistema comercial. Entre dichas enfermedades, las de etiologia viral revisten gran
trascendencia, debido a que: (i) provocan altas mortalidades; (ii) pueden inducir
infecciones persistentes, lo que hace que los supervivientes de una epizootia puedan
actuar como portadores asintomaticos eliminando particulas viricas durante largos
periodos de tiempo; (iii) pueden producir infecciones duales, lo que afecta al
diagnostico y control de la enfermedad; y (iv) no existen tratamientos efectivos.

En los Gltimos afios se ha detectado un numero creciente de virus que
infectan a peces cultivados. En el caso concreto del lenguado senegalés se ha
descrito la susceptibilidad al Virus de la Necrosis Pancreética Infecciosa (IPNV),
al Virus de la Enfermedad de Linfocistis (LCDV), al Virus de la Necrosis Nerviosa
Viral (VNNV) y al Virus de la Septicemia Hemorragica Viral (VHSV), a este
ultimo solo en infecciones experimentales. Ante esta situacion, resulta prioritario
mejorar la resistencia de los animales a las infecciones viricas, por lo que es
necesario conocer tanto los procesos patoldgicos como la respuesta inmune del
hospedador.

El sistema inmune de teledsteos, al igual que el de vertebrados
filogenéticamente superiores, estd compuesto por el sistema inmune innato, natural
o inespecifico, y el adquirido o especifico. En peces, al contrario que en vertebrados

superiores, el sistema inmune innato presenta una mayor importancia relativa que
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el adaptativo, constituyendo la primera linea de defensa frente a infecciones viricas.
El sistema inmune innato incluye, entre otros mecanismos, la produccion de
interferones (IFN), que son glicoproteinas (citoquinas) secretadas principalmente
por celulas del sistema inmune en respuesta a una variedad de inductores,
especialmente virus. En teledsteos se han detectado hasta la fecha dos tipos de IFN,
el IFN tipo I (IFN 1) y el IFN tipo I, siendo la induccion del IFN I en respuesta a
las infecciones viricas la mas estudiada. La sintesis de IFN I se produce rapidamente
tras la infeccion virica, induciendo, a su vez, la transcripcion de genes estimulados
por IFN (ISG), como Mx, ISG15y el gen que codifica a la Proteina Kinasa R (PKR),
entre centenares de otros genes, en las células vecinas.

La sintesis de proteinas antivirales se produce tras la unién del IFN | a
receptores especificos, lo que activa la tirosina quinasa 2 (TYK2) y la Janus quinasa
(JAK1Y), que fosforilan las proteinas activadoras de la transcripcion 1y 2 (STAT1
y STAT2). Los STAT activados penetran en el nucleo celular y, asociados a factor
regulador de la transcripcion del interferon 9 (IRF9), se unen a los elementos de
respuesta estimulados por IFN (ISRE), presentes en los promotores de los I1SG.
Algunos de los ISG identificados en peces son los que codifican las proteinas
ISG15, PKR, vigl, una proteina similar a la proteina con motivos tripartitos de
mamiferos (TRIM), y la proteina Mx. Todos los ISG mencionados incrementan su
nivel de transcripcion en respuesta tanto a la induccion con &cido poliinosinico-
policitidilico (poli 1:C), como a la infeccion por algunos virus; sin embargo, su
actividad antiviral en peces sélo estd demostrada en el caso de la PKR de platija
japonesa (Paralichthys olivaceus), la ISG15 de pez cebra (Danio rerio), que tiene
actividad frente a distintos virus, y por altimo, las proteinas Mx, que han sido
ampliamente estudiadas en diversas especies de teledsteos, y que tradicionalmente
se han utilizado como modelo de actividad antiviral del sistema del IFN 1, por lo
que es el ISG en el que se centra esta tesis doctoral.

Las proteinas Mx son GTPasas de alto peso molecular pertenecientes a la
superfamilia de las dinaminas que estan ampliamente caracterizadas en mamiferos,
ya que juegan un papel fundamental en la respuesta antiviral activada por el IFN I.
Todas las GTPasas de gran tamafio tienen la capacidad de auto-ensamblarse

formando oligdbmeros y cooperar en la hidrolisis de GTP. Las proteinas Mx
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purificadas forman homo-oligdbmeros de alto peso molecular y se auto-ensamblan
in vitro formando anillos o hélices, lo que parece ser critico para su actividad
GTPasica, su estabilidad, y el reconocimiento de las estructuras virales diana. Las
proteinas Mx suelen presentar distintas isoformas que difieren tanto en su
especificidad antiviral como en su localizacion intracelular. La localizacién
diferencial de estas proteinas hace que necesariamente inhiban el ciclo vital del
virus en diferentes fases.

Nuestro grupo de investigacion ha clonado el cDNA de la proteina Mx de
lenguado senegalés (SsMx), y ha confirmado mediante Southern blot la presencia
de un solo gen Mx en el genoma de esta especie. Ademas, se han realizado estudios
sobre su cinética de expresion en animales inoculados con poli I:C e infectados con
IPNV, observandose en ambos casos un aumento significativo en la transcripcion
de este gen y la generacion de un estado antiviral tras la induccién del sistema del
IFN I mediante poli I:C.

A nivel funcional apenas existe informacion sobre las proteinas Mx en
peces, asi, la especificidad antiviral y el mecanismo de accion son aspectos
parcialmente desconocidos. En cuanto a la informacion sobre los promotores de los
genes Mx en peces, solo se han descrito en algunas especies, determinandose que la
regulacién de la transcripcion de los ISG es compleja, estando, ademas, involucrada
directamente en la actividad antiviral mediada por el sistema del IFN 1.

En relacion a estos antecedentes, se propone como objetivo principal de esta
tesis doctoral la caracterizacion funcional de la proteina SsMx, como modelo de la
actividad del sistema mediado por IFN 1. Para la consecucion de este objetivo, se
ha realizado el estudio de la regulacién transcripcional de SsMx, lo que resulta
esencial para entender las interacciones virus-hospedador que se establecen durante
la infeccidn virica (capitulo 1 de la presenta tesis doctoral). Ademas, también se ha
determinado el papel de la proteina SsMx frente a la infeccion virica mediante el
estudio in vitro de la especificidad antiviral (capitulo 2) y el estudio in vivo del papel
del sistema del IFN | de lenguado senegalés frente a la infeccion con VHSV
(capitulo 3). Todos los resultados obtenidos colaboran en el avance del

conocimiento sobre la actividad de los ISG, lo que ayuda a asentar las bases para el
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desarrollo de futuras estrategias encaminadas al control de las infecciones virales

que afectan al cultivo intensivo de esta especie.

CAPITULO 1: CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL
DEL PROMOTOR DEL GEN Mx DE LENGUADO SENEGALES (Solea
senegalensis)

Los estudios sobre los mecanismos involucrados en la regulacion de la
transcripcion de genes Mx en teledsteos son alin escasos, ya que unicamente se han
clonado y caracterizado los promotores de unos pocos de estos genes. Sin embargo,
la caracterizacion de los elementos regulares implicados en la transcripcion de los
ISG en general, y de los genes Mx en particular, es imprescindible para determinar
algunos de los factores implicados en la actividad antiviral de estas proteinas.

En el presente capitulo se ha obtenido la secuencia del promotor de SsMx
mediante la técnica Genome walking, que permite conocer secuencias de DNA
colindantes a una secuencia conocida. Este promotor presenta elementos
caracteristicos de los promotores de los ISG, aunque también muestra
caracteristicas Unicas. Asi, este promotor, junto al promotor de Mx de la platija
japonesa, es el Unico promotor de Mx que contiene tres ISRE. Otra caracteristica
diferencial del promotor de SsMx es la presencia de una region rica en nucleo6tidos
G-C cercana al codon de inicio de la transcripcion, que incluye un sitio de unién al
factor de transcripcion SP1, por lo que parece que constituye el sitio de inicio de la
transcripcion. Ademas, esta region G-C contiene una region microsatélite, cuya
variabilidad se ha estudiado en tres poblaciones de lenguado, encontrandose 4
alelos diferentes, lo que no habia sido descrito en promotores de Mx en teledsteos
hasta la fecha. Por otro lado, en el promotor de SsMx se ha identificado un sitio de
activacion de IFN gamma (GAS), cuya funcionalidad no ha sido estudiada en el
presente trabajo, pero que constituye un elemento importante para estudios futuros.

La caracterizacion funcional del promotor de SsMx se ha realizado en las
células gonadales de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss, RTG-2) y células
embrionarias de salmén chinook (Oncorhynchus tshawytscha, CHSE-214),

transfectadas transitoriamente con distintas construcciones insertas en el vector
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pGL4.22 (pGL4-Luc), que expresa el gen de la luciferasa bajo el control de distintas
regiones del promotor de SsMx. La actividad luciferasa se determind en ambos tipos
celulares después de distintos tiempos post-estimulacion (p.e.) con poli I:.C y
después de la inoculacion con distintas dosis de diferentes virus patégenos para
peces, obteniéndose los valores de actividad a distintos tiempos post inoculacion
(p.i.).

La estimulacion con poli I:C activé el promotor completo de SsMx en ambas
lineas celulares, con un incremento maximo de la actividad luciferasa de 2,83 y 5,96
veces en células RTG-2 y CHSE-214, respectivamente. Este estudio constituye la
primera referencia de induccién de un gen Mx en células de especies de peces no
relacionadas filogenéticamente. Ademas, se estudio la actividad luciferasa tras la
induccion con poli I:C en células transfectadas con las distintas construcciones del
promotor de SsMx en el vector pGL4-Luc. Los resultados indicaron que el ISRE1,
cercano al coddn de inicio de la traduccion, es fundamental para la actividad del
promotor, mientras que los ISRE2 e ISRE3 contribuyen parcialmente a su actividad.
Para confirmar la implicacion del ISRE1 en la actividad del promotor se introdujo
una mutacién puntual en su secuencia, lo que provocd la desaparicion total de su
actividad, confirmando la importancia de esta region en la regulacién de la actividad
del promotor de SsMx. Del mismo modo, la delecion de la regién rica en nucleotidos
G-C también provoca pérdida de la actividad del promotor de SsMx, por lo que esta
region esta involucrada en el control de la transcripcion de SsMx al mismo nivel
que lo esta el ISREL.

La respuesta del promotor frente a infecciones viricas se estudio en células
RTG-2 y CHSE-214 transfectadas transitoriamente con la construccion que
contiene el gen de la luciferasa bajo el control del promotor completo de SsMx.
Dichas células fueron inoculadas con IPNV, VHSV vy el Virus de la Necrosis
Hematopoyética Epizodtica (EHNV) a diferentes dosis. Los resultados mostraron
una induccion diferencial dependiendo del virus y/o tipo celular. Concretamente, la
infeccion con EHNV indujo el promotor de SsMx sé6lo en células CHSE-214,
mientras que la infeccion con VHSV produjo un incremento en la actividad
luciferasa solo en células RTG-2. La infeccion con IPNV no incremento la actividad

del promotor en ninguno de los dos tipos celulares ensayados. Estos resultados
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ponen de manifiesto la existencia de factores celulares especificos en el control de
la ruta de sefializacion del IFN 1, y la falta de induccion del promotor de SsMx frente
a la infeccién por algunos virus, lo que sugiere la existencia de mecanismos de
actividad antagonista en algunos de los virus ensayados frente al sistema del IFN 1,

estando involucrados en el éxito de la infeccidn virica.

CAPITULO 2: ESPECIFICIDAD ANTIVIRAL DE LA PROTEINA Mx DE
LENGUADO SENEGALES (Solea senegalensis)

La especificidad antiviral de las proteinas Mx depende de distintos factores,
como el tipo celular, el cual indica diferencias en la ruta de induccion del gen Mx;
la presencia de estrategias antagonistas virales frente al sistema del IFN I; y de
mecanismos de accion especificos de cada proteina Mx. Por este motivo, se hace
necesario el estudio de la actividad antiviral de cada proteina Mx en particular.

La especificidad antiviral de la proteina SsMx se ha determinado en un clon
de células CHSE-214 (CHSE-SsMx), que expresa la proteina recombinante SsMx
de forma constitutiva, homogénea y estable. Este tipo de sistemas in vitro son
herramientas adecuadas para estudiar la actividad antiviral de estas proteinas, ya
que en ellos la expresion de SsMx es independiente de los mecanismos de induccion
del IFN I, y en consecuencia, su actividad depende solamente de los virus
considerados en el estudio. El clon desarrollado en este trabajo también representa
una herramienta valida para estudiar la proteina SsMx a nivel funcional.

La especificidad antivirica de SsMx se determino frente a virus patdgenos
de peces capaces de multiplicarse en células CHSE-214 y que presentan distintos
tipos de material genético. Concretamente se utilizaron el Virus de Siluros
Europeos (ESV, familia Iridoviridae), el VHSV (familia Rhabdoviridae), y el IPNV
(familia Birnaviridae).

En los estudios realizados se detectd una fuerte actividad antiviral de SsMx
frente a los virus IPNV y VHSV, observandose una disminucion en la produccion
virica de hasta 100 veces en celulas CHSE-SsMx inoculadas con IPNV y VHSV a
las 72 h p.i. con respecto a las células control. Ademas, se produjo una disminucion

en los valores relativos del RNA viral que codifica la poliproteina (para IPNV) a
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las 48 h p.i., y la nucleoproteina (en el caso de VHSV) a las 24 y 48 h p.i. en células
que expresan la proteina recombinante SSMx con respecto a las células control. De
este modo, la actividad antiviral de SsMx frente a estos virus parece ocurrir, al
menos en parte, mediante una reduccion de la sintesis del RNA viral. Por otro lado,
la proteina SsMx no inhibe la replicacion de ESV, ya que no se observaron
diferencias significativas ni en el titulo virico, ni en la transcripcion del gen que
codifica la proteina principal de la capside de ESV en las células que expresan la
proteina SsMx con respecto a las que no. Los resultados obtenidos indican que
SsMx no tiene actividad antiviral frente a ESV, aunque debe seguirse
profundizando en el estudio de la actividad antiviral del sistema del IFN | completo

frente a este virus.

CAPITULO 3: PAPEL DEL SISTEMA DEL IFN | FRENTE A LA
INFECCION CON VHSV EN JUVENILES DE LENGUADO SENEGALES

(Solea senegalensis)

En el capitulo 2 del presente trabajo se ha demostrado la actividad antiviral
de la proteina SsMx frente a VHSV in vitro. En el presente capitulo se han realizado
experimentos in vivo con el fin de determinar el papel del sistema del IFN | de
lenguado senegalés frente a la infeccidn con distintos aislados de VHSV.

La estimulacion del sistema del IFN | por la infeccion virica se evalud
mediante la cuantificacion relativa de la transcripcion de diferentes ISG (Mx, 1ISG15
y PKR) en rifidn cefalico de animales inyectados de forma intraperitoneal con dos
aislados diferentes de VHSV a una dosis subletal de (10* TCIDso/pez): (i) un aislado
marino, altamente patégeno para lenguado, y (ii) un aislado de agua dulce, que no
causa o0 causa baja mortalidad en esta especie. La induccion de los tres ISG
estudiados fue similar en respuesta a la infeccion por ambos aislados en todos los
tiempos analizados, obteniéndose niveles relativos de transcripcion maximos y mas
tempranos para el gen ISG15. Los valores relativos de RNA viral (nucleoproteina)
en el rifdn cefélico de los animales inoculados con el aislado de VHSV patogeno
es superior a los valores relativos obtenido en peces inoculados con el aislado no

patdgeno a las 12, 24,y 48 h p.i. (etapas tempranas de la infeccion). Estos resultados
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sugieren que el aislado no patégeno induce la transcripcion de los ISG estudiados
al mismo nivel que el aislado patdgeno con un menor nivel de replicacion.

El papel protector del sistema del IFN | frente a la infeccion con VHSV se
determind en juveniles de lenguado inoculados con poli I:C. Trascurridas 24 h estos
animales se inocularon con una dosis letal de un aislado de VHSV patogeno para
lenguado (10° TCIDso/pez). Los controles utilizados fueron: (i) animales inoculados
con VHSV sin previa estimulacion con poli I:C, (ii) animales inoculados s6lo con
medio L-15 y (iii) animales inoculados Unicamente con poli I:C.

La actividad antiviral del sistema del IFN I se determino mediante el calculo
de la mortalidad acumulada a los 30 d p.i., la determinacion de la productividad
virica en bazo y corazén, y la cuantificacion de RNA viral en rifién cefalico a
distintos tiempos p.i. Los resultados mostraron una drastica disminucion de la
mortalidad, asi como de la sintesis de RNA viral y de la productividad virica en el
grupo estimulado con poli I:C con respecto al grupo no estimulado, lo que indica
que el sistema del IFN I de lenguado protege frente a la infeccion por VHSV. Para
determinar el papel del sistema del IFN I en la proteccion observada se cuantifico
la transcripcion de Mx, 1ISG15 y PKR en rifion cefalico, detectdndose un aumento
del nivel de transcripcion de los tres ISG en respuesta tanto a poli 1:C como a
VHSV. Ademas, la infeccién con VHSV en lenguados previamente estimulados
con poli I:C causd una disminucién en la transcripcién temprana de los ISG
analizados con respecto al control inoculado Unicamente con poli I:C. Estos
resultados indican una posible actividad antagonista de VHSV frente al sistema del
IFN I de lenguado que afectaria a la transcripcion de los 1ISG analizados, al menos

en las primeras etapas de la infeccion virica.
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SUMMARY
INTRODUCTION

Type | interferon (IFN 1) plays a key role in the innate immune system
against viral infections in fish, inducing the expression of IFN-stimulated genes
(ISGs) and promoting an antiviral state. One of the most studied 1SG is Mx, which
plays an important role within the fish antiviral immune system, and has been
traditionally used as a marker of the IFN I activity.

Mx proteins are dynamins involved in intracellular membrane remodeling
and intracellular trafficking. These proteins have been detected in mammals, birds,
fish, and invertebrates. In fish, a variable number of isoforms have been recorded,
depending on the fish species considered. The antiviral activity of the piscine Mx
proteins depends on the fish species, the Mx isoform and the virus considered.

The gene encoding the Mx protein of Senegalese sole (Solea senegalensis)
(SsMx), one of the most important fish species in the Spanish aquaculture, has been
recently cloned and characterized. Senegalese sole has only one Mx isoform, which
shows antiviral activity against the Infectious Pancreatic Necrosis Virus (IPNV);
however, since this fish species can be affected by other viral pathogens, its antiviral
activity should be tested against a higher number of fish viruses.

The expression of ISGs is under a complex spatial and temporal regulation,
responsible for the establishment of an antiviral state mediated by the IFN | system.
Hence, the study on the regulation of the IFN I response is essential to understand
virus-host interactions. In addition, the evaluation of fish ISG role against viral
infections, their antiviral specificity, as well as their mechanisms of action and
transcriptional regulation, may help to develop strategies to control viral infections

affecting the aquaculture industry.
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CHAPTER 1.
STRUCTURAL AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF THE
SENEGALESE SOLE (Solea senegalensis) Mx GENE PROMOTER

The mechanisms involved in the transcriptional regulation of fish Mx genes
are poorly understood, as only few Mx promoters have been cloned and
characterized to date. Likewise, the study on the Mx gene transcription regulation
in fish is of great importance, since some Mx proteins show antiviral activity, and
their expression is induced by a wide range of viruses. Therefore, the
characterization of the regulatory mechanisms controlling the transcription of Mx
genes could significantly contribute to understand the virus-host interaction in fish.
In this chapter, the structural and functional characterization of the Senegalese sole
Mx promoter has been performed using a reporter system that expresses the
luciferase gene under the control of the SsSMx promoter.

The sequence of SsMx promoter was obtained by Genome walking. This
promoter, along with the Japanese flounder Mx promoter, is the only one in fish that
contain three interferon-stimulated response elements (ISREs). Another specific
feature of the SsMx promoter is the presence of a 24-bp G-C island, sited close to
the ATG codon, which includes one Sp1 binding site, and may be the transcriptional
start site. This G-C island is a variable microsatellite, which has never been reported
in teleost Mx promoters to date. Furthermore, this promoter also contains a gamma
interferon activation site (GAS) element. Therefore, the presence of the above
described elements confirms that SsSMx promoter shows the typical 1SG promoter
structure.

For the functional characterization, the salmonid cell lines CHSE-214 and
RTG-2 were transiently transfected with a construct consisting of the SsMx
promoter linked to a luciferase reporter gene (in the pGL4.22 vector). The ability
of the SsMx promoter to drive the expression of luciferase was determined in both
systems after stimulation with polyinosinic-polycytidylic acid (poly I:C) and after
inoculation with different doses of several fish viruses. The study was performed at
different times post-infection (p.i.).
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A clear activation of the SsMx promoter was recorded after poly I:C
stimulation in both cell lines (maximum fold induction: 2.83 and 5.96, for RTG-2
and CHSE-214 cells, respectively). This PhD Thesis constitutes the first study
reporting the induction of an Mx gene transcription by IFNs from fish species not
phylogenetically related (salmonids). In addition, in order to determine the role of
each ISRE in the activation of the SSMx promoter, several constructs containing
different deletions were obtained. The results indicated that the ISRE1, close to the
start codon, is crucial for the SsMx promoter activity, whereas ISRE2 and ISRE3
show a minor additive effect. To confirm the main implication of the ISREL in the
activity of the SsMx promoter, a point mutation was introduced in this sequence.
This change totally abolished the promoter activity, confirming the essential role of
the proximal ISRE in the SsMx promoter response. Similarly, the poly I:C
stimulation of cells transfected with a SsMx promoter construct lacking the C-G
microsatellite demonstrated that this region is involved in the SsMx transcriptional
control at the same level as the ISREL.

In order to study the response of the SsMx promoter to viral infections,
CHSE-214 and RTG-2 cells transiently transfected with the complete SsMx
promoter construct were inoculated with the IPNV, the Viral Haemorrhagic
Septicaemia Virus (VHSV) and the Epizootic Hematopoietic Necrosis Virus
(EHNV). The results obtained were different depending on the cell line considered.
Specifically, EHNV infection induced the SsMx promoter only in CHSE-214 cells,
whereas the infection with VHSV induced the promoter only in RTG-2 cells. The
infection with IPNV did not result in the induction of the SsMx promoter in any of
the cell lines considered. These results indicate the relevance of specific cellular
factors on the control of the IFN I signalling pathway, and suggest the existence of
viral antagonistic activity, which is probably involved in the success of the viral

evasion strategies.
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CHAPTER 2:
ANTIVIRAL SPECIFITY OF THE SENEGALESE SOLE (Solea
senegalensis) Mx PROTEIN

The antiviral specificity of fish Mx proteins may depend on several factors,
such as the cell type, which may indicate differences in the Mx induction pathway
and/or the presence/absence of specific receptors in the cell surface; the presence
of viral antagonistic strategies against the IFN | system; and the specific mechanism
of each Mx protein, which may be related to the antiviral specificity. Therefore, the
antiviral specificity of each particular Mx protein must be specifically determined.

Transfected cells expressing exogenous Mx proteins are adequate tools to
study the antiviral activity of these proteins, since in these in vitro systems their
expression does not depend on IFN-induced mechanisms, and, in consequence,
their activity only depends on the virus considered. Thus, in order to study the SsMx
antiviral specificity, a stable monoclonal population of CHSE-214 cells expressing
SsMx (CHSE-SsMx) was established and characterized. The stable transgenic clone
developed in this study represents a valuable tool to examine the SsMx protein at a
functional level.

CHSE-SsMx cells have been used to test the antiviral activity of SsMx
against RNA and DNA viruses pathogenic to fish: IPNV (Birnaviridae), VHSV
(Rhabodoviridae) and the European Sheatfish Virus (ESV, Iridoviridae). A strong
inhibition of IPNV and VHSV replication was observed in SsMx-expressing cells,
as has been shown by the virus yield reduction and the decrease in the synthesis of
the viral RNA encoding the polyprotein (for IPNV) at 48 h p.i., and the
nucleoprotein (for VHSV) at 24 and 48 h p.i. The titres of both viruses replicating
on SsMx-expressing cells were at least 100 times lower than those recorded on
control cells. Therefore, the activity of SSMx against these viruses seems to occur
by a reduction in the synthesis of the viral RNA.

On the other hand, SsMx did not inhibit ESV replication, since no significant
differences were observed between SsMx-expressing and control cells regarding
the virus yield or the major capsid protein gene transcription. The results obtained
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showed the lack of SsMx activity against this virus. However, an anti-ESV activity
by the complete IFN | pathway of Senegalese sole cannot be ruled out.

CHAPTER 3:
ROLE OF THE IFN | SYSTEM AGAINST VHSV INFECTION IN
JUVENILE SENEGALESE SOLE (Solea senegalensis)

The antiviral activity of the SsMx protein against VHSV infection has been
demonstrated in this PhD Thesis using an in vitro approach (see Chapter 2). For this
reason, in the present chapter several in vivo assays have been performed in order
to determine the role of the IFN | system of Senegalese sole against the infection
by pathogenic and non-pathogenic VHSV isolates. In addition, a protection assay
has been conducted to determine if poly I:C is able to induce an antiviral state
against the pathogenic VHSV isolate.

The IFN | system stimulation by the viral infections has been evaluated by
the relative quantification of the transcription of several 1SGs, such as Mx, 1SG-15
and PKR. These analyses have been performed in head kidney samples from
animals intramuscularly injected with two different VHSV isolates (10
TCIDso/fish): (i) a marine isolate highly pathogenic to sole, and (ii) a fresh-water
isolate causing very low or no mortality in this fish species (non-pathogenic isolate).
The induction of the three ISGs tested was similar regardless of the viral isolate
considered at all times p.i. analyzed, and the maximum level of transcription was
always obtained for the 1SG-15 gene. The quantitative analysis of viral RNA
(nucleoprotein) showed a higher level of viral genome in head kidney samples from
animals inoculated with the pathogenic VHSV isolate compared to the viral genome
level in fish inoculated with the non—pathogenic isolate at 12, 24 and 48 h p.i. Taken
together, these results suggest that the non-pathogenic isolate induces similar 1SG
response at lower level of replication.

To study the protective role of the innate immune system against VHSV
infection, the IFN I-mediated system of juvenile Senegalese sole was stimulated by
intra-muscular injection of poly I:C. These animals were maintained for 24 h, and
subsequently challenged by intramuscular injection with the pathogenic VHSV

isolate (2x10° TCIDso/fish). The cumulative mortality at the end of the experiment
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(30 days p.i.) in the control group (L-15-VHSV) was 68%, whereas in the poly I:.C
stimulated group (poly I:C-VHSV) was reduced to 5%. Thus, poly I:C promoted an
antiviral state that protected the fish from the VHSV infection. This protection
interfered with VHSV replication, as a decrease of the viral RNA was recorded in
animals sampled from the poly I:C-VHSV group compared to viral RNA in control
fish (L-15-VHSV group) at all sampling times analyzed.

In addition, the quantitative analysis of the Mx, 1SG-15 and PKR genes
transcription showed that VHSV interfered negatively with the early I1SG
stimulation triggered by poly I:C (at 3-6 h p.i.). These results suggest that the marine
VHSYV isolate used in this study may have mechanisms to evade or limit the innate
host defenses, increasing the preferential transcription and translation of its own
genes in the early infection. However, the IFN system is recovered at 12-24 h p.i.,
as the transcription level of the three ISGs studied was quantitatively similar in the
poly I:C-VHSV and L-15-VHSV groups at those times p.i.

These results support the suitability of 1SG expression analysis, including

Mx, as a marker to study the virus-host interaction in fish.
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INTRODUCCION GENERAL

EL LENGUADO SENEGALES (Solea senegalensis): CARACTERISTICAS
GENERALES

El lenguado sencgalés (Solea senegalensis) es una especie piscicola
bentonica que se distribuye por el mar Mediterraneo y el océano Atlantico.
Pertenece a la familia Soleidae, y se encuentra dentro del orden Pleuronectiformes,
conocido cominmente como “peces planos”.

El cultivo del lenguado se inici6 en los afios 80 en Espafia y Portugal con la
introduccion de dos especies: el lenguado comtn (Solea solea) y el lenguado
senegalés (Person-le-Ruyet et al., 1980). Ambas especies presentan un ciclo de vida
muy similar (Russell, 1976), el lenguado senegalés posee importantes ventajas para
su cultivo, ya que alcanza mayor peso y talla que el lenguado comun en condiciones
controladas de temperatura (Olmedo et al., 2003; Rodriguez y Souto, 2003). La
produccion espanola de esta especie fue de 194 toneladas en 2012 un 176,3% mas
que en 2011 (110 toneladas) y un 270,9% mas que en 2008 (55 toneladas), siendo
las principales comunidades productoras Galicia, Canarias y Andalucia
(APROMAR, 2013). De este modo, el lenguado senegalés se ha convertido en una
de las especies piscicolas con mayor importancia a nivel de rentabilidad en la

acuicultura espafiola, alcanzando en 2012 el mayor valor econdmico por Kg (Tabla

).

Tabla 1. Produccién en toneladas, valor por Kg y valor total en euros de las especies de teledsteos
cultivadas en Espafia durante 2012 (APROMAR, 2013).

Produccién Precio Valor total
(Toneladas) (E/KQ) €
Dorada (Sparus aurata) 16.930 5,00 84.650.000
Rodaballo (Psetta maxima) 7.755 9,14 70.880.700
Lubina (Dicentrarchus labrax) 14.367 4,96 71.260.320
Corvina (Argyrosomus regious) 2.879 4,20 12.091.000
_Anguila (Anguillaanguilla) 402810 3.256.200_ _
- Lenguado (Solea senegalensis) 194 1,00 ___ 1 1.210.000__-
Besugo (Pagellus bogaraveo) 200 9,60 1.920.000
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Las principales causas por las que el cultivo de lenguado senegalés no
consigue su despegue definitivo son la dificultad de controlar las condiciones de
reproduccion en cautividad, asi como la incidencia de enfermedades infecciosas.
Dentro de estas enfermedades, las de origen virico presentan una especial
relevancia debido a diversos factores, entre los que destaca la falta de tratamientos
antivirales, haciéndose, por tanto, necesario el desarrollo de medidas de prevencion
y control. En este sentido, resulta esencial conocer los mecanismos de defensa de

esta especie frente a infecciones viricas.

VIRUS QUE AFECTAN A LENGUADO SENEGALES

Las condiciones de cultivo intensivo en las instalaciones de acuicultura
suponen una importante fuente de estrés para los animales, lo que puede ocasionar
situaciones de inmunodepresion que favorezcan la aparicion de enfermedades
infecciosas (Bly et al., 1997). Aunque las enfermedades de origen virico presentan
una baja incidencia, constituyen uno de los principales problemas en el cultivo del
lenguado y de otras especies de teledsteos, debido a las altas mortalidades que
provocan y a la induccion de infecciones persistentes, lo que conlleva la aparicion
de portadores asintomadticos que pueden convertirse en reservorios que dispersan
particulas viricas durante largos periodos de tiempo. Todo ello, unido a la escasez
de tratamientos antivirales, hace que estas enfermedades puedan provocar la
pérdida de hasta el 100% de la produccion (Masoero et al., 1986; Wolf, 1988;
Meyer, 1991).

Los virus descritos hasta la fecha que pueden afectar al lenguado senegalés
son el Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPNV, familia Birnaviridae), el
Virus de la Enfermedad de Linfocistis (LCDV, familia Iridoviridae), el Virus de la
Necrosis Nerviosa Viral (VNNV, familia Nodaviridae) y el Virus de la Septicemia
Hemorragica Viral (VHSV, familia Rhabdoviridae). A continuacion se realiza una
breve descripcion de las especies viricas que se utilizan en el presente trabajo:
IPNV, el virus que causa la enfermedad de la Necrosis Hematopoyética Epizootica
(EHNV) y VHSV. Aunque EHNV no causa enfermedad en lenguado, en este

trabajo se ha utilizado como modelo de virus DNA.
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Virus de la Necrosis Pancreéatica Infecciosa

Es el agente causal de la necrosis pancreatica infecciosa (IPN), enfermedad
de amplia distribucion en los paises productores de salmonidos de América, Europa
y Asia, aunque también se ha descrito en peces marinos cultivados. Asi, en Espafa
este virus se ha detectado en lenguado senegalés, rodaballo (Psetta maxima), urta
(Pagrus auriga) y pargo (Pagrus pagrus) (Ledo et al., 1990; Novoa et al., 1991,
1993; Rodriguez Saint-Jean et al., 1997; Cutrin et al., 2000; Lopez-Jimena et al.,
2010). Los sintomas descritos en salmonidos y peces marinos son similares, y
consisten en: distension abdominal, natacion erratica, oscurecimiento de la piel, y
lesiones focales necroticas en el tejido pancreatico exocrino (McKnight y Roberts,
1976). Otros signos observados son palidez branquial, ligera exoftalmia, y erosion
severa en la aleta dorsal.

IPNV es un virus icosaédrico, desnudo, de 60 nm de didmetro (Figura 1.A),
perteneciente a la familia Birnaviridae, cuyo genoma consta de dos segmentos, A
y B, de RNA bicatenario (dsRNA) (Figura 1.B).

El segmento A contiene dos marcos abiertos de lectura (ORF). El de mayor
tamafio codifica el precursor de la poliproteina (PP), de 106 kDa, que se escinde
cotraduccionalmente por accion de una proteasa viral para generar tres
polipéptidos: pVP2 (precursor de la proteina principal de la capside, VP2), VP3
(proteina minoritaria de la cépside, implicada en el empaquetamiento del RNA
viral), y VP4 (proteina no estructural con actividad autoproteasica, responsable de
la digestion de la poliproteina). E1 ORF de menor tamafio se solapa con el anterior
en el extremo 5’, y codifica un polipéptido no estructural rico en arginina (VP5)
(Figura 1.B), de 17 kDa, que esté involucrada en mecanismos de evasion del sistema
inmune innato (Suzuki et al., 1997; Skjesol et al., 2011).

El segmento B consta de un tnico ORF que codifica el polipéptido VP1,
que se corresponde con una RNA polimerasa dependiente de RNA (Duncan et al.,
1991). VP1 se encuentra en el virion libre o unido covalentemente al extremo 5’ de
ambos segmentos de RNA genomico (VPg) (Song et al., 2005), e interviene en la

sintesis de mRNA y en el ensamblaje de la particula viral (Maraver et al., 2003).
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Figura 1. (A) Estructura tridimensional de IPNV, las proteinas VP4 y VP5 no forman parte del

virion, la proteina VP1 se encuentra unida a los extremos 5° de cada segmento. (B) Mapa gendmico
de IPNV (Rodriguez Saint-Jean et al., 2003).

Virus de la Necrosis Hematopoyética Epizodtica

Aunque no se ha demostrado que el EHNV afecte al lenguado senegalés, si
parece ser una amenaza para otras especies de peces cultivados como el bagre
(Ictalurus melas), la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), o el rodaballo
(Langdon et al., 1988; Pozet el al., 1992; Bloch y Larsen, 1993). EHNV es el primer
aislado virico reconocido como agente causal de la enfermedad de la necrosis
hematopoyética epizodtica (EHN) (Langdon y Humphrey, 1987), aunque
posteriormente se han descrito sindromes similares producidos por otros virus como
el Virus Europeo de pez gato (Ictalurus melas) (ECV) (Pozet et al., 1992) y el Virus
de Siluros Europeos (Silurus glanis) (ESV) (Ahne et al., 1989; 1990). EHN muestra

signos clinicos generales. Asi, en los peces muertos suelen aparecer lesiones en la
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piel, aletas y branquias, y en peces moribundos también se ha observado
desorientacion y un oscurecimiento de la piel (Reddacliff y Whittington, 1996).
EHNV, ECV y ESV pertenecen al género Ranavirus, familia Iridoviridae,
cuya especie tipo es al Virus 3 de Rana (FV3) (Chinchar et al., 2005). Los virus
pertenecientes al género Ranavirus presenta viriones icosaédricos de 150 a 180 nm
de didmetro (Figura 2.A), cuya capside proteica esta constituida fundamentalmente
por la proteina principal de la capside (MCP). Su genoma consta de una molécula
de DNA lineal de doble cadena (dsDNA) de aproximadamente 150-170 kb (Figura
2.B). Toda la estructura puede estar rodeada por una envuelta lipoproteica externa,
adquirida a partir de la célula hospedadora durante el proceso de liberacion
(Braunwald et al., 1985), cuya presencia incrementa la especificidad de la infeccion,
aunque no resulta esencial para mantener la infectividad virica. Su ciclo de
replicacion se produce tanto en el nucleo como en el citoplasma de la célula
infectada, siendo en el citoplasma donde se produce el ensamblaje de la capside

viral (Chinchar et al., 2005).

(A) (B)

Envuelta externa

DNA genémico

Membrana interna

Figura 2. Representacion de un iridovirus. (A) Esquema tridimensional. (B) Estructura y
organizacion del virion (modificado de ViralZone, Swiss institute of bioinformatics).
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Virus de la Septicemia Hemorragica Viral

Este virus es el agente causal de la septicemia hemorragica viral (VHS),
cuyos sintomas mas comunes son anorexia, lentitud de movimientos, letargia,
oscurecimiento de la piel, palidez de las branquias, anemia, petequias y hemorragias
en los ojos, en la base de las aletas y, en algunas ocasiones, en la piel, presentando
con frecuencia exoftalmia bilateral o unilateral y edemas (Wolf, 1988). Se ha
aislado, al menos, de 48 especies de peces, tanto marinas como de agua dulce (Skall
et al., 2005), habiéndose descrito 11 especies susceptibles bajo condiciones
experimentales. La trucha arcoiris se encuentra entre los hospedadores mas
susceptibles.

Aunque esta enfermedad no se ha detectado en poblaciones cultivadas de
lenguado senegalés, recientemente se ha demostrado su susceptibilidad a un aislado
marino de VHSV mediante infeccion experimental (Lopez-Vazquez et al., 2011),
por lo que este virus podria ser un patdgeno potencial para esta especie.

VHSYV, familia Rhabdoviridae (Walker et al., 2000), presenta como material
genético una molécula de RNA monocatenario (ssSRNA) de polaridad negativa (11-
12 kb) que contiene seis ORF (Figura 3.A) que codifican la nucleoproteina (N), la
fosfoproteina (M1), la proteina matriz (M2), la glicoproteina de la envuelta (G), la
proteina no estructural (NV), y la polimerasa asociada al virus (L) (Schutze et al.,
1999). Los viriones tienen un tamafo aproximado de 70 nm de didmetro y 180 nm
de longitud (Figura 3.B). Estan constituidos por un core ribonucleoproteico (RNP)
formado por el RNA rodeado por un alto numero de moléculas de la proteina N vy,
en menor medida, por L, y envuelto por una bicapa lipidica que incluye la
glicoproteina viral G. La fosfoproteina (20-30 kDa) es un cofactor de la polimerasa
viral requerido para la transcripcion y replicacion, que en células infectadas se
asocia a N favoreciendo la encapsidacion. La proteina M2 (20-30 kDa) es un
componente interno del viridn que une el core RNP al dominio citoplasmatico de
la G. La proteina NV solo esta presente en células infectadas, y su funcion no esta
bien estudiada, aunque su presencia mejora la multiplicacion virica y parece estar
involucrada en procesos de evasion del sistema inmune innato por parte de VHSV
(Biacchesi et al., 2000; Thoulouze et al., 2004, Kim y Kim, 2012).
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Figura 3. (A) Organizacién genémica de VHSV. Los ) A
(,‘nre ribonucleoproteico

numeros indican las posiciones de inicio y final de cada &
ORF. (B) Estructura del core ribonucleoproteico y el
virion de un rhabdovirus (Schutze et al., 1999; Tordo et
al., 2005).

Nucleoproteina

EL SISTEMA INMUNE INNATO DE TELEOSTEOS

El sistema inmune de tele6steos, al igual que el de vertebrados superiores, esta
compuesto por el sistema inmune innato, natural o inespecifico, y el adquirido o
especifico. En peces, al contrario que en vertebrados superiores, la importancia
relativa del sistema inmune innato es muy superior a la del adaptativo, ya que estos
animales presentan una menor diversidad de anticuerpos, poca memoria
inmunolodgica, y una proliferacion de linfocitos lenta (Magnadottir, 2006). Por el
contrario, la respuesta inmune innata es rapida, inespecifica, muy poderosa, versatil
y mds independiente de la temperatura que en vertebrados superiores.

El sistema inmune innato incluye, entre otros mecanismos, la produccion de
interferones (IFN) (Samuel, 2001). Los interferones son glicoproteinas (citoquinas)
secretadas principalmente por células del sistema inmune en respuesta a una
variedad de inductores, especialmente virus. Presentan propiedades antivirales,
antiproliferativas e inmuno-moduladoras (Samuel, 2001; Kontsek et al., 2003;
Pestka et al., 2004). En mamiferos, los IFN se dividen en tres grupos diferentes,
IFN tipo I (IFN I), IFN tipo II (IFNy) e IFN tipo III, que se diferencian en base a su
funcion biologica, estructura y tipo de receptor. El IFN tipo II esta implicado tanto
en la actividad del sistema inmune innato como en la respuesta del sistema

adaptativo; sin embargo, los IFN 1 y tipo III forman parte tinicamente del sistema
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inmune innato, y su expresion se induce en respuesta a las infecciones viricas
(revisado en Langevin et al., 2013a).

En teledsteos se han detectado hasta la fecha dos tipos de IFN (IFN I y tipo
II) que, aunque comparten la misma nomenclatura que los IFN de mamiferos,
presentan distintas caracteristicas biologicas y estructurales. El nimero de genes de
IFN I inducidos por infeccion virica en peces es variable, asi se ha descrito un tnico
gen en el pez globo (Takifugu rupries) y en el pez medaka (Oryzias latypes), cuatro
genes en el pez cebra (Danio rerio) y hasta once genes en salmoén atlantico (Salmo
salar) (revisado en Sun et al., 2009; Langevin et al., 2013a). En pez cebra (tomado
como modelo) el IFN I se subdivide en dos grupos, que se diferencian en base al
tipo de receptor al que se unen y al nimero de residuos de cisteina unidos por
puentes disulfuro que contiene su secuencia (2 en el IFN I grupo 1, y4 enel IFN |
grupo II) (revisado en Langevin et al., 2013a). En salmoén atlantico, el IFN inducido
por infeccidn virica y/o el acido poliinosinico-policitidilico (poli I:C) se divide en
4 subgrupos (IFNa, IFNb, IFNc e IFNd), incluyéndose los [FNa e IFNd dentro del
grupo [ y los IFNb e IFNc dentro del grupo II (Aggad et al., 2009).

El IFN juega un papel fundamental en la primera linea de defensa frente a
infecciones viricas en peces (Jensen y Robertsen, 2002; Rodriguez Saint-Jean y
Perez-Prieto, 2006; Zhang et al., 2007), por lo que nos vamos a centrar en su

estudio.

EIIFN I

En vertebrados superiores, la expresion de IFN I se induce tras la deteccion
celular temprana de patrones moleculares asociados a los patdgenos viricos
(VAMP), tales como moléculas de dsRNA que se producen durante el ciclo de
multiplicacion virica (Jacobs y Langland, 1996; Goodbourn et al., 2000), ssSRNA
viral, DNA viral, imidazoquinolinas (inmunomoduladores), motivos de secuencias
de DNA ricas en Citosina y Guanina no metiladas (CpG-DNA), que pueden
encontrarse en el genoma de virus y bacterias, o por el poli I:C, un analogo sintético
del dsRNA muy utilizado en estudios in vitro e in vivo (revisado en Robertsen,

2008) (Figura 4).
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La deteccion de VAMP corre a cargo de un nimero limitado de receptores
de reconocimiento de patrones (PRR) (Takeuchi y Akira, 2007). Los principales
PRR en células nucleadas de mamiferos son la RNA helicasa RIG-1, la proteina del
gen asociado a la diferenciacion del melanoma 5 (MDAS), que reconocen ssSRNA

o dsRNA (Figura 4), y los receptores tipo Toll (TLR).

ssRNA dsRNA
Viral Vlral

V LJV[::\

RIG-1 MDAS

IFN tipo |

Figura 4. Vias de activacion de los promotores de los genes de IFN tipo I en vertebrados superiores
(adaptado de Robertsen, 2008).

En teledsteos se han clonado diferentes receptores TLR, entre los que
destacan los TLR 3, 7, 8, 9 y 22, que poseen distintos patrones de reconocimiento;
de esta forma, el TLR3 parece reconocer pequefios fragmentos de dsRNA y poli
I:C, mientras que TLR7 y 8 reconocen ssRNA. Por otro lado, se ha demostrado que
el TLRO reconoce motivos de secuencias CpG-DNA y que el TLR22 de teledsteos
responde a infecciones viricas, poli I:C y grandes fragmentos de dsRNA (revisado
en Langevin et al., 2013a). Ademas, se han clonado diferentes factores reguladores

de transcripcion del interferén como el 3 y/o 7 (IRF3, IRF7) y MDAS (Su et al.,
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2010; Langevin et al., 2013a), y se ha demostrado la induccion de IFN tipo I en
respuesta a la infeccion por diferentes virus patogenos de peces, asi como por accion
de poli I:C (Robertsen, 2006; Garcia-Rosado et al., 2010; Langevin et al., 2013a).
Todas estas vias conducen a una activacion coordinada de los factores IRF3
e IRF7 que, junto con el factor de transcripcion nuclear kappa B (NFk-B), se unen
al promotor del gen que codifica el IFN I para iniciar asi, su transcripcion. Estos
datos confirman que las rutas descritas estan muy conservadas evolutivamente, por
lo que se propone un mecanismo de induccion de IFN I en teledsteos muy similar

al de vertebrados superiores.

Genes estimulados por IFN |

El IFN I de vertebrados superiores es secretado por las células infectadas, y
activa la sintesis de proteinas antiviricas en las células vecinas mediante su union a
receptores especificos (IFNART1, IFNAR2), que estan presentes en todas las células
nucleadas (Biron y Sen, 2001). Esta unidn activa la Tirosina quinasa 2 (TYK2) y la
Janus quinasa 1 (JAK1), que fosforilan las proteinas activadoras de la transcripcion
1y 2 (STATI y STAT2), estableciendo la denominada ruta JAK/STAT (Figura 5).
Los STAT activados penetran en el nucleo celular asociados junto al factor
regulador de transcripcion del interferon 9 (IRF9), y se unen a los motivos
GAAAN(N)GAAA o elementos de respuesta estimulados por el IFN (ISRE)
presentes en los promotores de los genes estimulados por IFN I (ISG) (Goodbourn
et al., 2000). Finalmente, se produce la transcripcion de los ISG, muchos de los
cuales codifican proteinas con actividad antiviral directa (Robertsen, 2006).

En el pez cebra se ha descrito una ruta similar a la de vertebrados superiores,
habiéndose identificado dos tipos de receptores para el IFN I; uno de ellos esta
formado por el complejo CRFB5/CRFBI, al que se unen el IFN¢1 o IFN¢4 (IFN I,
grupo I), mientras que el otro receptor se encuentra formado por el complejo
CRFBS5/CRFB2, al que se unen el IFN¢2 o el IFN¢3 (IFN I, grupo II) (revisado en
Langevin et al., 2013a). Por otro lado, se han secuenciado los genes que codifican
TYK2, JAK1, STATI1, STAT2 e IRF9, y se ha determinado que TYK2 se encuentra
asociada a CRFBS5, mientras que Jakl se encuentra unida a CRFBI1 y CRFB2
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(Figura 5). Esta ruta propone un mecanismo de activaciéon mediante la ruta
JAK/STAT similar a la de vertebrados superiores. Ademas, la presencia de motivos
ISRE, indispensables para la transcripcion de ISG, se ha descrito también en

promotores de ISG de distintas especies de teledsteos (Collet y Secombes, 2001).

Pez cebra Hombre
IFN tipo I A%, (IFNG2, IFNG3) -IFN e
LA U | i | e
(IFNG1-4) &% Grupo i :
Qe !
” ]
| \
= W b (jaK1 ) :
(IENG1, IFNGa) ()™ :
Grupo 1 ) )
po -/ |
]

5,
StaTia ) (IRFS ), —

a e T STAT2 ‘-'TJ’AKIV_
7 | El=)8 E IS6s =il

Figura 5. Induccién de la expresion de los genes estimulados por IFN (ISG) por
accion del IFN tipo I (ruta JAK/STAT) en el pez cebra y hombre (adaptado de
Langevin et al., 2013a).

Algunos de los ISG identificados en peces son los que codifican la proteina
ISG15 (O’Farrell et al., 2002; Rokenes et al., 2007; Liu et al., 2010; Yasuike et al.,
2010; Langevin et al., 2013b); la proteina quinasa R dependiente de dsSRNA (PKR)
(Hu et al., 2004; Rothenburg et al., 2008; Zhu et al., 2008); la proteina vigl
(Boudinot et al., 1999; Chin y Cresswell, 2001; DeWitte-Orr et al., 2007); una
proteina parecida a la proteina con motivos tripartitos de mamiferos (TRIM)
(Reymond et al., 2001; O’Farrell et al., 2002: Rajsbaum et al., 2008; Furnes y
Robertsen, 2010); y la proteina Mx (revisado en Garcia-Rosado et al., 2010) (Figura
0).
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Todos los ISG mencionados incrementan su transcripcion en respuesta tanto
a poli I:C como a infeccion virica; sin embargo, su actividad antiviral en peces s6lo
se ha demostrado en el caso de la PKR de platija japonesa (Paralichthys olivaceus),
que inhibe la multiplicacién de un rhabdovirus (Zhu et al., 2008); la ISG15 de pez
cebra, que tiene actividad antiviral frente a virus RNA y DNA (Langevin et al.,
2013b); y, por ultimo, las proteinas Mx, que han sido ampliamente estudiadas en
diversas especies de teledsteos y que tradicionalmente se han utilizado como
modelo de actividad antiviral del sistema del IFN I, por lo que es el principal gen

en el que centraremos este estudio (Garcia-Rosado et al., 2010).
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Inhibicién de la traduccién de proteinas
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Marcaje de proteinas para su destruccion

.

Figura 6. ISG identificados en teledsteos y sus funciones (adaptado de Verrier et al., 2011).

Proteinas Mx

Las proteinas Mx son GTPasas de la familia de las dinaminas, las cuales
estan involucradas en el trafico intracelular. Se encuentran altamente conservadas
en vertebrados (Horisberger y Gunst, 1991). Fueron descubiertas por Lindenmann

(1962) al estudiar una estirpe de ratones inmune al virus de la influenza A, letal
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para otras. Esta resistencia estaba mediada por el producto de un solo gen, al que
denominé Mx1. Las proteinas Mx presentan un dominio amino-terminal muy
conservado, que contiene un motivo tripartito de unién a GTP, y un dominio efector
en el extremo carboxilo terminal (Figura 7), implicado en la oligomerizacion de las
proteinas, que contiene el dominio interactivo central (CID) y una cremallera de
leucinas (LZ) (Haller et al., 2007).

Todas las GTPasas de gran tamafio tienen la capacidad de auto-ensamblarse
formando oligdémeros y cooperar en la hidrélisis de GTP (Melen y Julkunen, 1994;
Accola et al., 2002; Kochs et al., 2002), lo que parece ser critico tanto para su
actividad GTPasica, como para su estabilidad y el reconocimiento de estructuras
virales diana. La oligomerizacion parece ser el resultado de la union de la region
LZ de una molécula al dominio CID de una segunda molécula vecina (Haller y
Kochs, 2002).

Las proteinas Mx de vertebrados suelen aparecer en distintas isoformas,
como ocurre en el hombre (MxA, MxB), en rata (Mx1, Mx2, Mx3) (revisado en
Lee y Vidal, 2002; Li et al., 2009), o en algunas especies de teledsteos, como la
dorada (Sparus aurata) (SauMx1, SauMx2, SauMx3) (Fernandez-Trujillo et al.,
2011). Las isoformas pueden diferenciarse tanto en su especificidad antiviral como
en su localizacion celular, que puede ser citoplasmatica o nuclear. Estas tltimas
poseen una sefal de localizacion nuclear (NLS), que puede aparecer en el extremo
amino o carboxilo, segun la especie considerada (Figura 7). La localizacion nuclear
o citoplasmatica de estas proteinas hace que inhiban el ciclo de multiplicacion virica
en diferentes fases.

Aunque existen proteinas Mx carentes de actividad antiviral demostrada,
como la MxB del hombre, varios estudios indican una clara actividad antivirica de
numerosas proteinas Mx de vertebrados superiores frente a un amplio rango de
virus, discutiéndose si dicha actividad es casual y provocada por una funcion celular
inespecifica, o si se trata de una respuesta que inhibe especificamente a un conjunto

de patogenos (revisado en Lee y Vidal, 2002).
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Figura 7. Estructura de las proteinas MxA (huMxA), MxB (huMxB) del hombre y Mx1 de ratéon
(Mus musculus) (muMx1). El extremo amino (N) contiene los elementos tripartitos de union a GTP
(lineas verticales rojas). En el extremo carboxilo (C) se localiza el dominio efector, compuesto por
el dominio interactivo central (CID) y la cremallera de leucinas (LZ). La linea negra representa la
sefal de localizacion nuclear (NLS) ( modificado de Haller et al., 2007).

Actualmente se conoce el nimero de isoformas y la localizacion intracelular
de proteinas Mx de diferentes especies de peces (Tabla 2), habiéndose demostrado
su actividad antiviral frente a virus pertenecientes a diferentes familias (revisado en
Garcia-Rosado et al., 2010; Limin et al., 2012).

En cuanto a la regulacion de la expresion de los genes Mx, como en el caso
de otros ISG, parece ser bastante compleja, ya que es una de las claves de la
interaccion patdgeno-hospedador (Zou y Secombes, 2011). Por otro lado, la
expresion de Mx parece ser la diana de la actividad antagonista frente al sistema del
IFN I por varios virus (Collet et al., 2007; Jorgensen et al., 2007; Skjesol et al.,
2009). Existen pocos estudios sobre la regulacion de la expresion de ISG, pero hay
consenso en que su caracterizacion es uno de los aspectos mas importantes para

comprender la respuesta antiviral generada por IFN 1.
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Tabla 2. Isoformas de Mx caracterizadas en teledsteos y localizacion intracelular (adaptado de
Garcia-Rosado et al., 2010; Limin et al., 2012). ND: No Determinado.

. Localizacion
Especies Isoformas -
intracelular
Pez cebra 7 .
(Danio rerio) Citoplasma
Trucha arcoiris Mxl Citoplasma
(Oncorhynchus mykiss) ﬁxg N
X ucleo
. Fletdn atl%_lntlco 2 Nucleo+Citoplasma
(Hippoglossus hippoglossus)
Platija japonesa .
(Paralichthys olivaceus) ! Citoplasma
Pez gato 5
(Ictalurus punctatus) ND
, . ASMx1 Citoplasma
Salmoén atlantico ASMx2
(Salmo salar) X ND
ASMx3
Dorad SauMx1
orada .
(Sparus aurata) SauMx2 Citoplasma
SauMx3
Perca barramundi
(Lates calcarifer) ND ND
MxI
(Epinephl\e/{ﬁgocoioides) Mxll Citoplasma
MxIIT
Lenguado senegal_es SsMx Citoplasma
(Solea senegalensis)
Rodaballo Mx tipo 1
(Psetta maxima) Mx tipo 2 ND
Perca
(Perca fluviatilis) ! ND
Pez globo .
(Takifugu rubripes) ! Citoplasma
AaMxA
Anguila AaMxB ND
(Anguilla anguilla) AaMxC
AaMxD
Mero de marmol marréon | ND
(Epinephelus fuscoguttatus)
Gobiocypris rarus 1 ND
Larimichthys crocea 1 ND
Besugo de roca RbMx1
(Oplegna%hus fasciatus) RbMx2 ND
RbMx3
. CiMx1 Nucleo+Citoplasma
Carpa china CiMx2 Citoplasma
(Ctenopharyngodon idella) . - P
CiMx3 Nucleo+Citoplasma
Lubina MxA
(Dicentrarchus labrax) MxB ND
Carpa dorada CaMxl1 Citoplasma
(Carassius auratus) CaMx2 P
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LA PROTEINA Mx DE LENGUADO SENEGALES

En estudios previos, nuestro grupo de investigacion ha clonado el cDNA del
gen Mx de lenguado senegalés (SSMX), asi como el DNA gendémico, confirmando
mediante Southern la presencia de un solo gen Mx, que codifica una unica isoforma
de la proteina, cuya secuencia completa presenta 12 exones y 11 intrones
(Fernandez-Trujillo et al., 2006; 2008). La longitud de los exones del gen SSMXx es
practicamente idéntica a la de los exones de los genes de las proteinas Mx de fugu
(Takifugu rubripes), Mx1 de pez gato (Ictalurus punctatus), Mx1 de dorada y MxA
y MxB de lubina (Dicentrarchus labrax) (Figura 8). Sin embargo, existen grandes

diferencias en la longitud de los intrones.

DoradaMxl [ —-i) -9 HO—H

Fugu
Lenguado [ DD DD ) DD DO
Pezgaol  —)—) DO—00—D 00—

wonatea  B——B-B—B-B-1-0-5-B-B-D-1

wename  B——§-B—0—D-H-— DD M

Figura 8. Comparacion de la estructura del gen que codifica la proteina Mx1 de dorada, fugu,
lenguado senegalés, Mx1 pez gato y MxA y MxB de lubina. En colores se representan los exones y
con una linea los intrones.

El gen SsMx presenta un ORF de 1.872 pb, que codifica una proteina de 623
aminoacidos (Fernandez-Trujillo et al., 2006) (GenBank, niimero de acceso:
AY790537). El analisis filogenético de las secuencias de aminoacidos de las
proteinas Mx de teledsteos indica que la proteina SsMx se encuentra dentro del
grupo filogenético formado por el orden Pleuronectiformes, al que pertenece el

lenguado senegalés (Figura 9).
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Figura 9. Arbol filogenético de las secuencias de aminoacidos de la proteina Mx de diferentes
teledsteos. Los numeros indican las distancias filogenéticas (adaptado de Gonzalez-Mariscal, 2014).

El andlisis comparativo de la secuencia aminoacidica de SsMx frente a la de
otras especies de teledsteos revela un porcentaje de identidad que oscila entre el
67,9% (pez cebra) y el 80,1% (platija japonesa), lo que indica que son secuencias
muy conservadas. Las regiones mas conservadas se encuentran en el extremo amino
terminal (dominio de union a GTP), mientras que las més variables se localizan en

el extremo carboxilo terminal (dominio efector) (Fernandez-Trujillo, 2008).
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Teniendo en cuenta estos antecedentes, puede decirse que el conocimiento
en profundidad de la especificidad antiviral, el mecanismo de accion, la regulacion
transcripcional, o el papel relativo respecto a otros ISG, de la Mx de las distintas
especies piscicolas en general, y de SsMx en particular, puede contribuir
significativamente al desarrollo de estrategias que posibiliten el ambicioso objetivo

de controlar las infecciones viricas en acuicultura.
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Objetivos

OBJETIVOS

Debido a la importancia del sistema inmune innato en la primera linea de
defensa frente a las infecciones viricas en teledsteos, en el presente trabajo se

plantea como objetivo global la caracterizacion funcional de la proteina Mx de

lenguado senegalés (Solea senegalensis) (SsMx), como modelo de la actividad del

sistema mediado por interferon tipo | (IFN 1).

Para ello se plantean los siguientes objetivos parciales:

e Clonacion, y caracterizacion estructural y funcional del promotor del gen
SsMx.

e Evaluacion in vitro de la actividad de la proteina SsMx frente a virus
patdgenos de peces.

e Evaluacion in vivo de la actividad del sistema mediado por IFN | de
juveniles de lenguado frente a la infeccion por aislados patdégenos y no

patdgenos del Virus de la Septicemia Hemorrégica Viral (VHSV).
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Aims

AIMS

Since the innate immune system constitutes the first line of defense against viral
infections in teleosts, the main_aim of the present PhD Thesis has been the
functional characterization of Senegalese sole (Solea senegalensis) Mx protein
(SsMx), considered as a marker of the antiviral activity mediated by the type |

interferon system (IFN I).

In order to fulfil this aim, the study has focused on:

e Cloning, and structural and functional characterization of the SsMx gene
promoter.

e Invitro evaluation of the SSMx protein activity against fish viral pathogens.

e In vivo evaluation of the Senegalese sole IFN I-mediated activity against
pathogenic and non-pathogenic Viral Haemorrhagic Septicaemia Virus
(VHSV) isolates.
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CAPITULO 1
CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DEL PROMOTOR
DEL GEN Mx DE LENGUADO SENEGALES (Solea senegalensis)

Alvarez-Torres D, Bejar J, Collet B, Alonso MC, Garcia-Rosado E (2013). Structural and
functional characterization of the Senegalese sole (Solea senegalensis) Mx promoter. Fish and Shellfish
Immunology. 35, 1642-1648. (Annex 1)

Alvarez-Torres D, Alonso MC, Garcia-Rosado E, Collet B, Bejar J (2014). Differential response
of the Senegalese sole (Solea senegalensis) Mx promoter to viral infections in two salmonid cell lines.

Veterinary Immunology and Immunopathology. (Submitted, annex 2)
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Introduccion

INTRODUCCION

Los mecanismos que regulan la expresion de los genes estimulados por
interferon (ISG) estan implicados en el control de la defensa frente a las infecciones
viricas. Por este motivo, conocer los elementos y mecanismos de regulacién de
estos genes ayuda a comprender las interacciones entre virus y hospedadores.

En vertebrados superiores se han caracterizado los promotores de diversos
ISG, como los de ISG15, 1ISG20 e ISG54 en el hombre (Levy et al., 1986; Reich et
al., 1987; Gongora et al., 2000), y varios promotores de los genes Mx (Hug et al.,
1988; Horisberger et al., 1990; Schumacher et al., 1994; Anne et al., 2006; Li et al.,
2009).

En teledsteos, la mayoria de promotores de ISG caracterizados hasta la fecha
corresponden a genes Mx, aunque también se han descrito los promotores de ISG15
de bacalao atlantico (Gadus marhua) y pez cabeza de serpiente (Channa argus)
(Seppola et al., 2007; Weizhang y Qionglin, 2008), y el promotor del gen de la
proteina quinasa R (PKR) en carpa dorada (Carassius aurata). En concreto, los
promotores de genes Mx descritos hasta el momento son los del pez globo (Takifugu
rupries), uno de los genes Mx del pez cebra (Danio renio), el de Mx1 de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss), el de platija japonesa (Paralichthys olivaceus), uno
de los genes Mx de mero (Epinephelus coioides), el de Mx1 de pez gato (Ictalurus
punctatus) y los de tres genes Mx de dorada (Sparus aurata) (Collet et al., 2001;
Yap et al., 2003; Altmann et al., 2004; Chen et al., 2006; Ooi et al., 2006; Plant y
Thune, 2008; Gonzalez-Mariscal et al., 2014).

La estructura de dichos promotores varia dependiendo de la especie; de
forma general, pueden presentar de uno a tres elementos de respuesta estimulados
por IFN (ISRE), un numero variable de elementos GAAA/TTTC, de sitios de
activacion del IFN gamma (GAS) (Zhang et al., 1994; Gonzalez-Mariscal et al.,
2014) y, en algunos casos, se ha descrito la presencia de cajas TATA, y sitios de
unién al factor de transcripcion SP1.

A pesar de que la proteina Mx es uno de los ISG mejor estudiados, los
mecanismos que regulan su expresion en peces son aun poco conocidos. Las

variaciones en los elementos reguladores de los promotores de genes Mx se
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traducen en diferencias en los patrones de activacion en respuesta tanto al acido
poliinosinico-policitidilico (poli I:C), como a infecciones producidas por distintos
patogenos viricos. Esta diversidad hace necesario el estudio de estas regiones en
cada una de las especies piscicolas de interés, ya que la regulacién de la expresion
de genes Mx puede estar relacionada con la susceptibilidad de diferentes especies

de peces a virus especificos.
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DISCUSION

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DEL PROMOTOR DE SsMx

El analisis de la secuencia ha mostrado que el promotor de SSMX no posee
caja TATA, contiene 3 secuencias ISRE, una secuencia GAS, 14 motivos
GAAA/TTTC y una region rica en nucledtidos G-C cercana al codon de inicio, la
cual incluye el sitio de union al factor de transcripcion SP1 y tiene estructura de
microsatélite. En los promotores de Mx de vertebrados superiores, asi como en los
de teleosteos, las secuencias ISRE estan bastante conservadas, y atienden a la
secuencia consenso (A/G/T)GAAA(N)1-2GAAA(C/G)(A/C/T) (Collet 'y
Secombes, 2001). Las secuencias de los ISRE1 e ISRE3 del promotor de SsSMx
coinciden con esta secuencia consenso, mientras que el ISRE2 presenta la secuencia
reverso complementaria, este tipo de secuencias reversas de los motivos ISRE se
han encontrado en otros promotores de Mx, demostrandose igual implicacién en la
funcionalidad de los promotores en los que se encuentran que las secuencias ISRE
consenso (Yap et al., 2003; Thomas et al., 2006; Plant et al., 2008). En los
promotores de Mx que poseen varios ISRE, dos de ellos suelen encontrarse
proximos al sitio de inicio de la transcripcion, y cercanos entre si. Es el caso de los
promotores de uno de los genes Mx de pez globo, pez cebra y mero (Yap et al.,
2003; Altman et al., 2004; Chen et al., 2006), asi como el de los promotores de MxA
de hombre, Mx2 de raton y Mx1 de cerdo (Nadake et al., 1997; Asano et al., 2003;
Thomas et al., 2006). Sin embargo, en el promotor de SSMx el ISRE1 es el tnico
cercano al codon ATG (-115 pb), mientras que los ISRE2 e ISRE3 se encuentran a
400 pb de dicho coddn, aunque cercanos entre si. Esta localizacion de los ISRE es
similar a la descrita en el promotor de Mx de platija japonesa, Unica especie de
teledsteo en la que se han encontrado 3 secuencias ISRE hasta la fecha (Figura 11).
La estrecha relacién filogenética entre lenguado senegalés y platija japonesa,
pertenecientes ambos al orden Pleuronectiformes, puede explicar la similitudes
encontradas en la estructura de los promotores de sus genes Mx.

El promotor de SSMx contiene 14 motivos independientes GAAA/TTTC,

los cuales se han descrito con bastante frecuencia en otros promotores de MX y otros
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ISG (Hug et al., 1988; Reid et al., 1989; Chang et al., 1991). En el promotor de Mx
de pez cebra se han descrito 10 motivos GAAA/TTTC, que tienen un papel
importante en el incremento de la expresion génica (Altmann et al., 2004).

En el promotor de SSMx se ha encontrado un elemento GAS con una
secuencia coincidente con la secuencia consenso TTNCNNNAA (Jorgensen et al.,
2007), que se solapa en parte con la secuencia del ISRE1. Estos elementos también
se han localizado en los promotores de los genes Mx descritos de platija japonesa,
trucha arcoiris, pez cebra y cerdo (Figura 11). En vertebrados superiores, los
elementos GAS estan involucrados en la respuesta mediada por el IFN gamma
(IFNy), y diversos estudios apuntan a que en teledsteos puede existir un mecanismo
similar. Concretamente, en células CHSE-214 transfectadas de forma estable con
una construccion que contiene el gen de luciferasa bajo el control del promotor de
Mx1 de trucha arcoiris (CHSE-Mx10), se ha descrito un aumento en la expresion
de luciferasa en respuesta a IFNy de trucha arcoiris (Jorgensen et al., 2007). Los
autores sugieren que este resultado puede deberse a la presencia de un elemento
GAS en el promotor de Mx1 de trucha arcoiris, lo que permitiria la respuesta a [IFNy,
aunque no descartan que el IFNy desencadene la expresion del IFN I (Zou et al.,
2005; Jorgensen et al., 2007), y que sea éste el que, en Ultima instancia, active el
promotor de Mx de trucha arcoiris. La posible activacion del promotor de SSMX por
el IFNy no ha sido evaluada en este estudio, aunque la presencia de un elemento
GAS en su secuencia hace de este promotor una buena herramienta para abordar el
estudio de los mecanismos de activacion de genes Mx por IFNy.

El promotor de SSMx presenta una region rica en nucleétidos G-C (isla G-
C), que contiene, a su vez, la secuencia consenso (G/T)GGGCGG(G/A)
(G/A)(G/C), correspondiente a la secuencia de union del factor de transcripcion
SP1, situada a 75 pb del codon de inicio de la traduccion. Las islas G-C suelen
aparecer en promotores que carecen de caja TATA, como ocurre en el promotor de
SsMx. Los genes que presentan en sus promotores islas G-C poseen con frecuencia
multiples sitios de inicio de la transcripcion, lo que implica un complejo sistema en
la regulacion de la expresion de los mismos (Deaton y Bird, 2011). Ademas, los
dominios ricos en nucledtidos G-C en promotores parecen incrementar la

probabilidad de unidn de factores de transcripcion generales.
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En los promotores de Mx1 de ratén, de MxA de hombre, y de Mx bovina y
porcina aparecen secuencias de union al factor de transcripcion SP1 cercanas al sitio
de inicio de la transcripcion (Hug et al., 1988; Nakade et al., 1997; Gerardin et al.,
2004; Thomas et al., 2006), aunque el promotor de Mx1 de cerdo es el Unico que,
ademas, carece de caja TATA (Thomas et al., 2006). En teledsteos también se han
encontrado secuencias de union a SP1 en los promotores de Mx de platija japonesa
y Mx1 de trucha arcoiris, pero, a diferencia de lo que ocurre en el promotor de SSMX,
se localizan a mayor distancia del codon ATG (Ooi et al., 2006; Collet y Secombes,
2001).
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Figura 11. Representacion esquemética de la estructura de los promotores de Mx en diferentes
especies de vertebrados respecto al codon de inicio de la traduccion (ATG). Los rectangulos blancos
representan las cajas TATA, las secuencias GAS estan representadas por los tridngulos en blanco,
las secuencias ISRE por rectangulos negros, los sitios Spl por rombos grises, la region rica en
nucleétidos G-C por rectdngulos grises y los motivos GAAA/TTTC por lineas verticales.
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La delecion de la region G-C del promotor de SSMX provoca la desaparicion
de la actividad luciferasa en células transfectadas, lo que sugiere que esta region es
un elemento clave para el inicio de la transcripcion del gen SSMX.

El andlisis de la secuencia de la isla G-C ha permitido determinar que esta
region contiene repeticiones consecutivas de nucledtidos, y que estas repeticiones
constituyen un microsatélite. Los microsatélites son repeticiones en tandem de
motivos cortos de hasta 6 pares de bases que estan ampliamente distribuidos por
todo el genoma de vertebrados, generalmente en zonas no codificantes (Toth et al.,
2000). Sus secuencias pueden, ademas, presentar alta tasas de mutacion, por lo que
se utilizan como marcadores moleculares en estudios de variabilidad y andlisis
genético de poblaciones (Queller et al., 1993). En cuanto a su funcion, se ha descrito
su papel en la regulacion de la transcripcion de los genes, especialmente en
microsatélites situados en promotores o en intrones (Liu et al., 2005). En concreto,
varios autores han demostrado que diferencias alélicas en microsatélites estan
relacionadas con el nivel de activacion de los promotores de diversos genes de
vertebrados superiores (Gazzoli y Kolodner, 2003; Harendza et al., 2003; Stevens
et al., 2003; Baseggio et al., 2004), incluyendo casos en los que aparecen
microsatélites en las secuencias de unién a factores de transcripcion, como en el
promotor de SSMX.

En teledsteos se han descrito microsatélites en promotores de distintos
genes, aunque su implicacion en la actividad del promotor atn se desconoce, es el
caso del promotor del gen de la hormona de crecimiento de dorada (Almuly et al.,
2005), de los factores reguladores de la transcripcion del IFN (IRF) del pez cabeza
de serpiente (Weizhang y Qionglin, 2008) o del promotor de la IL-6 de la platija
japonesa (Kong et al., 2010). El anélisis de la variabilidad de la regién microsatélite
del promotor de SSMx ha demostrado la existencia de cuatro alelos diferentes en las
tres poblaciones analizadas. Dado el pequefio tamafio de estas poblaciones, es
posible que exista una mayor variabilidad alélica que la descrita en este estudio. El
significado funcional de las variantes alélicas encontradas no ha podido abordarse
en este estudio, sin embargo algunas caracteristicas de la distribucion de los alelos
y de la estructura genética de las poblaciones respaldarian esta linea de

investigacion, ya que el hecho el que el alelo 1 esté presente en todos los individuos
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analizados podria sugerir que es indispensable para la viabilidad de los individuos,
dado que su frecuencia es alta, pero no tanto como para alcanzar ese nivel de
presencia. De hecho, eso podria justificar el importante exceso de heterocigotos que
presentan las dos poblaciones analizadas, que aunque s6lo es significativo en el
caso de la poblacion gallega, en el caso de la poblacion natural de Cédiz, el reducido
tamafio de la poblacion afecta probablemente a la significacion del parametro Fis.

Atendiendo a la funcion de los microsatélites en los promotores de genes de
vertebrados superiores, se podria sugerir que los polimorfismos encontrados en la
secuencia del microsatélite G-C del promotor de SSMx pueden estar involucrados
en los niveles de activacion del mismo. Sin embargo, esta hipdtesis necesita ser
confirmada, pero si existiese una relacion funcional entre las variantes alélicas del
microsatélite del promotor de SSMx y la regulacion de la expresion de este gen, lo
cual a su vez estuviera relacionado con la susceptibilidad/resistencia a las
infecciones virales de esta especie, podriamos estar ante un posible marcador para
la seleccion y mejora genética de lenguado senegalés respecto al caracter resistencia
a las infecciones virales. Un planteamiento similar se ha hecho en rodaballo
(Scophthalmus maximus), una especie muy cercana al lenguado, en el que
diferencias en la estimulacion de la Mx2 se han asociado a la susceptibilidad a
VHSYV de los individuos (Diaz-Rosales et al., 2012).

Seglin se deduce de los resultados presentados en esta tesis doctoral, el
promotor de SSMX presenta una estructura que difiere de la del resto de promotores
de teledsteos descritos hasta la fecha, siendo, junto al de la platija japonesa, el tinico
promotor de Mx de teledsteos que posee 3 motivos ISRE. Ademas, es el unico
promotor de Mx en el que se ha detectado una region G-C cercana al codén de inicio
de la traduccion que contiene un microsatélite, lo que supone un nuevo elemento de
variabilidad en la estructura de este tipo de promotores. Esta region esta claramente
involucrada en la regulacion del promotor de SSMx, lo que la convierte en un

atractivo elemento de regulacion, no observado con anterioridad en promotores MXx.
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CARACTERIZACION FUNCIONAL DEL PROMOTOR DE SsMx

En el presente trabajo se ha establecido un sistema que expresa la luciferasa
bajo el control de dicho promotor en células CHSE-214 y RTG-2 transfectadas.
Dichas células fueron tratadas con distintas concentraciones de poli I:C, un potente
estimulador del sistema del IFN I (Biron y Sen, 2001), observandose un incremento
de la actividad luciferasa dependiente de la concentracion de poli I:C (entre 1,6 y
2,5 veces en el caso de células RTG-2 y de 4 hasta casi 5 veces en el caso de células
CHSE-214). La inducibilidad maxima del promotor de SSMx en células RTG-2 fue
menor que en células CHSE-214 transfectadas, sin embargo, la comparacion de la
actividad del promotor en los dos tipos celulares puede no ser adecuada, debido a
la utilizacion de diferentes protocolos de estimulacion. En concreto, las células
CHSE-214 necesitan la transfeccion con poli I:C para estimular el sistema del IFN
I (Jensen et al., 2002), lo que puede provocar una mayor eficiencia en la
estimulacion debido a la introduccion directa del poli I:C en las células.

Con respecto a la cinética de activacion, en células RTG-2 la actividad
luciferasa comenz6 a las 6 h p.e., mientras que en células CHSE-214 no se detectd
hasta las 48 h p.e., obteniéndose los valores maximos en este tipo celular a las 72 h
p-e. (5,96 veces superior respecto a las células control). En trabajos anteriores
realizados con el promotor de Mx1 de trucha arcoiris se han obtenido resultados
similares, observandose un retraso en la actividad del mismo en respuesta a la
activacion con IFN I en células CHSE-214 con respecto a células RTG-2
transfectadas (Collet et al., 2004; Jorgensen et al., 2007). El conjunto de estos datos
indica que las cé¢lulas CHSE-214 pueden poseer un mecanismo de activacion de la
ruta mediada con IFN I més lento.

Los valores de activacion del promotor de SSMx obtenidos en el presente
estudio son inferiores a los descritos para otros genes de proteinas Mx, como el gen
Mx1 de trucha arcoiris, estudiado en células RTG-2 y CHSE-214 con un sistema
experimental similar al utilizado en este trabajo (Collet y Secombes, 2001; Collet
et al., 2004; Johansen et al., 2004). Estos estudios utilizan el vector de expresion de
luciferasa pGL3, que permite la acumulacion de la proteina luciferasa en el interior

celular, mientras que en el presente trabajo se ha utilizado el vector pGL4, que
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contiene dos secuencias que desestabilizan el mRNA de la proteina luciferasa
evitando asi su acumulacién y permitiendo, por tanto, la obtencién de una medida
puntual de la actividad del promotor. Por otro lado, usando sistemas que utilizan el
vector pGL3 en lineas celulares diferentes a RTG-2 y CHSE-214 se han
determinado valores de actividad de luciferasa similares a los descritos en el
presente estudio, es el caso del promotor de Mx del pez globo en células de
hepatoma de pez (PHLC-1) y del promotor de Mx1 de pez gato en células epiteliales
de ciprinidos (EPC) (Yap et al., 2003; Plant y Thune, 2008). Estos resultados
indican que la inducibilidad de los promotores depende de distintos factores, que
incluyen tanto el vector de expresion como el sistema celular. El presente trabajo
constituye el primer estudio en el que se describe la induccion por IFN I de dos
especies de salmonidos (trucha arcoiris y salmén chinook) de un gen Mx
perteneciente a una especie de pez no relacionada filogenéticamente (lenguado
senegalés), indicando que la ruta de senalizacion de IFN I de salménidos esta lo
bastante conservada como para tener la capacidad de activar el promotor de SSMX.

Para determinar el papel de las distintas secuencias ISRE encontradas en la
secuencia del promotor de SSMX, se realizaron construcciones que contenian
diversas mutaciones. Dichas construcciones fueron insertadas en el vector pGL4 y
transfectadas en células CHSE-214 y RTG-2. La delecién de los ISRE distales
(ISRE2 e ISRE3) produjo una reduccion significativa de la actividad del promotor
en ambos tipos celulares. Sin embargo, la delecion del ISRE1 (mads cercano al codon
ATG) provocod la pérdida total de la actividad del promotor. Estos resultados
indican que el ISREI es fundamental para la actividad del promotor, mientras que
el ISRE2 e ISRE3 contribuyen a que el promotor de SSMx alcance su maxima
actividad, presentando un efecto aditivo. Estos resultados son similares a los
descritos para el promotor de Mx de platija japonesa (Ooi et al., 2006), y para
promotores que contienen dos ISRE proximos al codon ATG (MxA de hombre, Mx1
de cerdo, Mx de pez globo y uno de los genes Mx de pez cebra), en los que ambos
ISRE son esenciales para la actividad del promotor (Yap et al., 2003; Altmann et
al., 2004).
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Para confirmar la implicacion del ISREI en la actividad del promotor de
SsMX, se introdujo una mutacién puntual en su secuencia, lo que provocd la
desaparicion de la actividad del promotor en respuesta a poli I:C, por lo que la
actividad del promotor de SsSMx depende del ISREIL. En el promotor de MxA de
humanos se ha descrito que un cambio de nucleétido simple (SNP) puede afectar
significativamente a los niveles de expresion de dicho gen. De hecho, el cambio de
un unico nucleotido en la secuencia ISRE de dicho promotor provoca la inactividad
del mismo (Tran et al., 2012).

Por otro lado, la delecion de un fragmento de 841 pb del extremo 5'del
promotor de SSMXx (construccion promSsMx-483) provoco un ligero incremento en
el porcentaje de la actividad del promotor en células RTG-2 transfectadas,
indicando la posible presencia de elementos de regulacion negativa en esta region,
lo que ha sido previamente sugerido en el promotor de Mx de platija japonesa (Ooi
et al., 2006). Este efecto no aparece en las células CHSE-214 transfectadas con esta
construccion, lo que refuerza la idea de que en la actividad del promotor pueden
estar implicados diferentes factores celulares. Dichos factores parecen diferir segiin
la especie piscicola, siendo diferentes incluso en especies muy cercanas

filogenéticamente, como la trucha arcoiris y el salmén chinook.

RESPUESTA DEL PROMOTOR DE SsMx A INFECCIONES VIRICAS

Este estudio se ha llevado a cabo cuantificando la actividad luciferasa en
células RTG-2 y CHSE-214 transfectadas con la construccion completa del
promotor de SSMx tras la inoculacion con IPNV, VHSV y EHNV. Los virus
utilizados se han seleccionado en base a la permisibilidad de las lineas celulares
RTG-2 y CHSE-214 a la infeccién por dichos virus (Nygaard et al., 2000; Isshiki
et al., 2001; Song et al., 2005; Ariel et al., 2009), y al tipo de acido nucleico que
poseen. Este tipo de sistema se ha utilizado con el mismo fin en estudios previos,
determinandose la expresion del promotor de Mx1 de trucha arcoiris en células
RTG-2 y CHSE-214 (células RTG-P1 y CHSE-Mx10) en respuesta a la infeccion
por IPNV, VHSV vy el Alfavirus de Salmén (SAV) (Collet et al., 2004; 2014;
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Jorgensen et al., 2007), asi como la expresion del gen Mx de platija japonesa tras la
infeccion con VHSV en células EPC (Kim y Kim, 2012).

En el presente trabajo, la infeccion con IPNV no ha inducido el promotor en
ninguna de las lineas celulares ensayadas. Jorgensen et al. (2007) describieron
resultados similares en células CHSE-Mx10, que expresan luciferasa bajo el control
del promotor de Mx1 de trucha arcoiris, inoculadas con IPNV. La capacidad de
IPNV de suprimir los mecanismos celulares activados por IFN I estd ampliamente
demostrada, lo que puede explicar la falta de inducibilidad del promotor en los
sistemas descritos. Concretamente, la inoculacion de IPNV en células RTG-P1 y
CHSE-Mx10 cuya actividad luciferasa habia sido previamente activada, provoco la
disminucidn significativa, o incluso supresion, de la actividad luciferasa, indicando
un bloqueo de la sefializacion en la ruta del IFN I por el virus (Collet et al., 2007;
Jorgensen et al., 2007). Posteriormente, Skjesol et al. (2009) determinaron que las
proteinas VP4 y VP5 de IPNV interaccionan con factores de la ruta de sefializacion
del IFN I, provocando un bloqueo en dicha ruta, lo que imposibilita la transcripcion
de Mx. Ademas, la ausencia de expresion de Mx endogeno en células CHSE-214
tras la infeccidon con IPNV descrita por diversos autores, y corroborada en la
presente tesis doctoral (capitulo 2), también sugiere una actividad antagonista de
IPNV frente al sistema del IFN I en este tipo celular (Larsen et al., 2004; Fernandez-
Trujillo et al., 2008b; 2011).

En el presente trabajo se ha demostrado que VHSV activa el promotor de
SsMx, aunque unicamente en las células RTG-2, alcanzando bajos valores de
inducibilidad maxima (2,89 veces respecto a las células control no infectadas a las
48 h p.i. en la dosis mas alta de virus utilizada). Resultados similares han sido
descritos por Collet et al. (2004), quienes sugieren que VHSV puede poseer algiin
tipo de actividad antagonista que bloquee parcialmente la ruta de activacion de ISG
desencadenada por el IFN I, lo que justificaria los bajos valores de inducibilidad
tras la infeccion por este virus. La estimulacion del sistema del IFN I tras infeccion
por VHSV estd claramente demostrada en diversas especies de teledsteos,
habiéndose descrito como un potente activador de dicho sistema (Kinkelin y
Dorson, 1973; Boudinot et al., 1999; 2001; O Farrell et al., 2002). Sin embargo, en

el presente trabajo no se ha detectado actividad luciferasa en células CHSE-214
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transfectadas con el promotor de SSMx tras la infeccion con este virus, lo que
sugiere una posible supresion de los mecanismos de activacion de la ruta del IFN 1
en las células CHSE-214, que no ha sido descrita hasta la fecha. Recientemente,
Kim y Kim (2013) han establecido la implicacion de la proteina no estructural (NV)
de VHSV en la supresion de la actividad del promotor de Mx de platija japonesa en
células EPC, mediante la interaccion con el factor de transcripcion nuclear kappa B
(NFk-B).

La inoculacion de EHNV en células CHSE-214 transfectadas con el
promotor completo de SSMX produjo un incremento en la expresion de la luciferasa,
siendo éste el primer estudio en el que se realiza esta observacion. Sin embargo, la
inoculacion del mismo virus en monocapas de células RTG-2 no indujo la
activacion del promotor, aunque si se desarrollaron ECP. Este resultado hace
suponer un posible mecanismo antagonista de EHNV frente al sistema del IFN I de
trucha arcoiris. Otros virus con genoma DNA patoégenos de peces presentan
mecanismos de supresion del sistema del IFN 1, es el caso del ranavirus Virus Z de
Rana catesbeiana (Rothenburg et al., 2011), el adenovirus Koiherpesvirus (KHV)
(Sunarto et al., 2012) o el Singapore Grouper Iridovirus (SGIV), entre otros
iridovirus (Hansen et al., 2009). Estos datos indican que los virus han desarrollado
complejos mecanismos, independientemente del genoma y/o grupo al que
pertenezcan, que desregulan funciones celulares basicas, utilizando la maquinaria
de replicacion celular y bloqueando total o parcialmente los elementos antivirales
que los organismos han desarrollado a lo largo del proceso evolutivo.

Las distintas estrategias desarrolladas por virus para evadir la respuesta del
IFN I se desconocen en parte, por lo que es necesario profundizar en su estudio para
entender mejor las interacciones virus-hospedador que se producen durante la
infeccion viral. Por otro lado, las diferencias en la induccion del promotor de SSMx
en células CHSE-214 y RTG-2 después de la infeccion con los mismos virus
parecen indicar que existen factores celulares especificos que estan involucrados en
la respuesta de sefializacion del IFN I. Por este motivo, utilizar estos dos sistemas
celulares puede resultar util e interesante para continuar en el estudio de los
mecanismos virales de evasion del sistema del IFN I e identificar los factores

celulares involucrados en dichos mecanismos en distintas especies de teledsteos.
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CAPITULO 2
ESPECIFICIDAD ANTIVIRAL DE LA PROTEINA Mx DE LENGUADO
SENEGALES (Solea senegalensis)

Alvarez-Torres D, Garcia-Rosado E, Fernandez-Trujillo MA, Bejar J, Alvarez MC, Borrego JJ,
Alonso MC (2013). Antiviral specificity of the Solea senegalensis Mx protein constitutively expressed in
CHSE-214 cells. Marine Biotechnology. 15, 125-132. (Annex 3)
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Introduccion

INTRODUCCION

Aunque actualmente esta claramente demostrada la actividad antiviral de las
proteinas Mx de diversas especies de peces (Tabla 1), los resultados muestran que
ésta depende de numerosos factores relacionados tanto con el tipo celular
(diferencias en la via de induccién o en la eficiencia de la respuesta), como con el
tipo de virus (tipo de &cido nucleico, ciclo de multiplicacion, presencia de proteinas
virales antagonistas frente al sistema del IFN tipo I, IFN I) o con el mecanismo de
accion de cada proteina Mx.

En este sentido, los sistemas basados en la expresién constitutiva de
proteinas Mx en una linea celular exdgena constituyen una herramienta idonea, ya
que en ellas la expresion de dichas proteinas es independiente de los mecanismos
de induccidn del sistema del IFN 1, y, por tanto, independiente del tipo celular, lo
que hace que el efecto antiviral determinado dependa s6lo de la proteina Mx y del
virus considerado en el estudio.

Esta aproximacion experimental se ha utilizado con éxito en estudios
previos para determinar la actividad antiviral de proteinas Mx de diferentes especies
de peces, como la platija japonesa (Paralichthys olivaceus) contra distintos virus de
la familia Rhabdoviridae (Caipang et al., 2002; 2003); perca (Lates calcarifer)
contra virus de las familias Nodaviridae y Birnaviridae (Wu y Chi, 2007); la
actividad de la proteina Mx1 de salmon atlantico (Salmo salar) frente a la infeccion
por el Virus de la Necrosis Pancreética Infecciosa (IPNV) o el Virus de la Anemia
Infecciosa de Salmén (ISAV), asi como para el estudio de la actividad de las
proteinas Mx de dorada (Sparus aurata) frente a IPNV, al Virus de la Septicemia
Hemorrégica Viral (VHSV), al Virus de Siluros Europeos (ESV) y al Virus de la
Enfermedad de Linfocistis (LCDV) (Larsen et al., 2004; Kibenge et al., 2005;
Fernandez-Trujillo et al., 2011; 2013).
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Tabla 1. Especificidad antiviral de proteinas Mx en peces (adaptado de Garcia-Rosado et al., 2010;
Limin et al., 2012). ND: No determinado.
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. Especificidad antiviral
Especies Isoformas - —
Virus Familia
Pez cebra 7
(Danio rerio) ND
Birnaviridae,
Trucha arcoiris Mx1 IPNV, SAV Togaviridae
(Oncorhynchus mykiss) Mx2
Mx3
Fletan atlantico .
(Hippoglossus hippoglossus) 2 posibles ND
Platija japonesa HIRRV .
(Paralichthys olivaceus) ! VHSV Rhabdoviridae
Pez gato 5 posibles ND
(Ictalurus punctatus)
. A ASMx1 IPNV Birnaviridae
Salmén atléntico ASMX2
(Salmo salar) ASMX3
SauMx1 VHSV, LCDV Birnaviridae
(Spa?lfsrﬁata) SauMx2 ES\fbh(\:/DV' Rhabdoviridae,
Iridoviridae
SauMx3 VHSV, IPNV
Perca barramundi ND VNNV Betanodaviridae
(Lates calcarifer) IPNV Birnaviridae
MxI
Mero YGNNV .
(Epinephelus coioides) ME::I VNNV Betanodaviridae
Lenguado senegalés SsMix IPNV Birnaviridae
(Solea senegalensis)
Rodaballo Mx tipo 1 ND
(Scophthalmus maximus) Mx tipo 2
Perca
(Perca fluviatilis) 1 ND
Pez globo
(Takifugu rubripes) 1 ND
AaMxA
Anguila AaMxB ND
(Anguilla anguilla) AaMxC
AaMxD
Mero del marmol marrén 1 ND
(Epinephelus fuscoguttatus)
Gobiocypris rarus 1 ND
Larimichthys crocea 1 ND
RbMx1
Besugo de roca RbMx2 ND
(Oplegnathus fasciatus) RbMx3
Carpa china CiMx1
P , CiMx2 GCRV Reoviridae
(Ctenopharyngodon idella) CiMx3
Lubina MXxA ND
(Dicentrarchus labrax) MxB
Carpa dorada CaMx1 ND
(Carassius auratus) CaMx2




Introduccion

En un trabajo previo, nuestro grupo de investigacion caracteriz6 la actividad
antiviral de la proteina Mx de lenguado senegalés (Solea senegalensis) (SsMx)
frente a IPNV utilizando una poblacion policlonal de células embrionarias de
salmén chinook (Oncorhynchus tshawytscha) (CHSE-214) que expresaban de
forma constitutiva dicha proteina (Fernandez-Trujillo et al., 2008b). Este estudio
constituye el punto de partida del presente trabajo, en el que se ha desarrollado una
poblacion monoclonal de células CHSE-214 denominada CHSE-SsMXx, que
expresa de forma constitutiva, estable y homogénea la proteina SsMx,. Las células
CHSE-214 son las mas empleadas en este tipo de estudios, ya que son faciles de
cultivar, y cuentan con protocolos de transfeccion, seleccion y obtencién de lineas
clonales claramente estandarizados y optimizados (Larsen et al., 2004; Kibenge et
al., 2005). Siendo, ademas, susceptibles a un amplio rango de virus patégenos de
peces, entre los que se encuentran los que vamos a utilizar en este trabajo (Nygaard
et al., 2000; Isshiki et al., 2001; Song et al., 2005; Ariel et al., 2009). El objetivo de
este estudio es determinar la especificidad antiviral de la proteina SsMx usando el
sistema experimental desarrollado CHSE-SsMx frente a virus patdgenos de peces

con distinto material genético.
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DISCUSION

CARACTERIZACION DEL SISTEMA EXPERIMENTAL
DESARROLLADO

El estudio de la especificidad antiviral de Mx de peces resulta esencial para
comprender la interaccion patogeno-hospedador en especies de interés en
acuicultura, como el lenguado senegalés. En este trabajo se ha desarrollado una
poblacion clonal de células embrionarias CHSE-214 que expresan la proteina SSMx
de forma constitutiva y estable. Este sistema experimental constituye una
herramienta muy valiosa para el estudio de la actividad antiviral de dicha proteina,
lo que incluye la determinacion de su especificidad antiviral.

Este sistema in vitro supone una mejora del sistema desarrollado
anteriormente, que estaba basado en una poblacion policlonal (Fernandez-Trujillo
et al., 2008b). En concreto, la poblacion monoclonal muestra una mayor
homogeneidad y estabilidad en la expresion de la proteina, lo que resulta
fundamental para obtener resultados fiables, repetitivos y comparables entre
experimentos. El carécter estable de la transcripcion del gen SsMx en el clon CHSE-
SsMx se ha confirmado mediante RT-PCR convencional en varios subcultivos
celulares consecutivos. Ademas, mediante gPCR se obtuvieron siempre valores
relativos de expresion similares (cercanos a 0,03, con respecto al e-Fle), con
independencia del numero de subcultivos celulares realizados y de la infeccion con
los distintos virus analizados. Estos resultados indican que en la poblacion clonal la
transcripcion de SsMx es estable, aunque no muy elevada, lo que puede deberse a
la incompatibilidad entre niveles altos de transcripcion de los genes exogenos y la
viabilidad celular, de modo que las células con altos niveles de transcripcion
mueren durante el proceso de seleccion (Frese et al., 1995; Landis et al., 1998;
Larsen et al., 2004). Fernandez-Trujillo et al. (2011), obtuvieron resultados
similares con los valores de expresion de los genes de proteinas Mx de dorada
(SauMx1, SauMx2 y SauMx3) incluso inferiores a los presentados en el presente
trabajo (0,001-0,01, valores relativos a e-F1a) en poblaciones monoclonales de
células CHSE-214.
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En cuanto a la tasa de crecimiento, las celulas CHSE-SsMx mostraron un
comportamiento similar al de las células no transfectadas. La tasa de crecimiento
de celulas CHSE-214 transfectadas es similar a las publicadas previamente en otros
estudios que utilizan este sistema de expresion de proteinas Mx de peces (Larsen et
al., 2004; Fernandez-Trujillo et al., 2008b; 2011). Aunque los dos tipos celulares
presentan una tasa de crecimiento similar, se observan diferencias significativas en
el numero de células entre la linea celular CHSE-214 y el clon CHSE-SsMx hasta
los 7 dias de incubacion, lo que se debe a diferencias en la eficiencia de adhesion
de ambos tipos celulares. Estos datos demuestran que la expresion del gen exdgeno
no altera las funciones celulares y, por tanto, los posibles cambios en el titulo virico
y/o en la sintesis de RNA viral observados en las células CHSE-SsMx se deben
exclusivamente a la actividad antiviral de la proteina SsMx, y no a cambios
funcionales de las células causados por el proceso de transfeccion y seleccion

clonal.

ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE LA PROTEINA SsMx

En el presente trabajo se ha evaluado la actividad antiviral de SsMx frente a
los virus patdgenos de peces IPNV, VHSV y ESV, que presentan distinto tipo de
material genético. Estos virus se han seleccionado en base a su infectividad en
lenguado senegalés, tipo de genoma y capacidad de replicacién en la linea celular
CHSE-214.

Los tres virus se inocularon a una MOI de 0,1. La inoculacién de una mayor
cantidad de virus puede no ser adecuada para demostrar la proteccion mediada por
proteinas Mx en este tipo de sistemas experimentales (Lee et al., 2000; Lin et al.,
2006), ya que ésta parece depender de la proporcion entre proteina Mx-virus en el
interior celular (Fernandez-Trujillo et al., 2013). Ademas, esta dosis infectiva ha
sido utilizada previamente en estudios similares, obteniéndose resultados
satisfactorios de inhibicion (Larsen et al., 2004; Fernandez-Trujillo et al., 2008b;
2011).

Los ensayos realizados muestran una clara ausencia de ECP en las células

que expresan la proteina SsMx después de la infeccion con IPNV y VHSV, asi
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como una disminucién de al menos 100 veces en la produccion de dichos virus a
las 72 h p.i., lo que demuestra la actividad antiviral de SsMx frente a ambos virus.
La actividad anti-IPNV de la proteina SsMx habia sido descrita previamente por
nuestro grupo de investigacion (Fernandez-Trujillo et al., 2008b); por el contrario,
este estudio constituye el primer trabajo que describe la actividad anti-VHSV de la
proteina SsMx. Hasta la fecha, sdlo se habia descrito la actividad antiviral frente a
este virus por accion de la proteina Mx de la platija japonesa y las SauMx1 y
SauMx3 de dorada (Caipang et al., 2003; Fernandez-Trujillo et al., 2013).

La inhibicion de la produccion de IPNV por accidon de SsMx es similar a la
descrita por accion de la proteina Mx1 de salmoén atlantico (ASMx1) y las proteinas
SauMx2 y SauMx3 de dorada (Larsen et al., 2004; Fernandez-Trujillo et al., 2011).
Ademas, los resultados obtenidos anteriormente por nuestro grupo de investigacion,
utilizando un sistema policlonal de expresion constitutiva de SsMx, también
muestran una disminucion en la produccion de IPNV (1.000 veces) (Fernandez-
Trujillo et al., 2008b).

IPNV y VHSV son virus de multiplicacién citoplasmatica, por lo que su
inhibicién es coherente con la localizacién citoplasmatica de la proteina SsMx
(Fernandez-Trujillo et al., 2008b). Esta relacion entre la localizacion de la proteina
Mx y el lugar de la replicacion viral ha sido descrita con anterioridad para otras
proteinas Mx de peces (Lee et al., 2000; Caipang et al., 2003; Larsen et al., 2004;
Lin et al., 2006).

Los estudios de PCR a tiempo real han demostrado una disminucion en la
sintesis del RNA que codifica la poliproteina de IPNV (a las 48 h p.i.) y la N de
VHSV (24 y 48 h p.i.) por accién de SsMx, por lo que dicha proteina parece inhibir
la multiplicacién de estos virus actuando, al menos en parte, a nivel de la sintesis
de RNA viral. Las diferencias en los tiempos en los que se detectd una disminucion
significativa en la sintesis de RNA viral pueden deberse a la distinta cinética de
replicacion de los virus considerados. La disminucién en la cantidad relativa del
RNA viral que codifica la poliproteina de IPNV por accion de SsMx es similar a la
descrita por accion de la proteina SauMx3 de dorada, que inhibe la sintesis de RNA
de IPNV alas 48 h p.i. (Fernandez-Trujillo et al., 2011). La inhibicion de la sintesis

del RNA que codifica la N de VHSV es también parecida a la descrita por accion
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de la proteina Mx de platija japonesa, que inhibe dicha sintesis a las 24, 48 y 120 h
p.i. (Caipang et al., 2003).

Los birnavirus y rhabdovirus pueden afectar a un gran nimero de especies
piscicolas a nivel mundial, por lo que la actividad de las proteinas Mx frente a virus
pertenecientes a estas familias ha sido ampliamente estudiada, demostrdndose su
actividad antiviral en diversas especies de peces (Caipang et al., 2003; Larsen et al.,
2004; Wu y Chi 2007; Fernandez-Trujillo et al., 2011; 2013). La mayoria de estos
estudios describen la inhibicion de la sintesis de RNA virico en células que expresan
la proteina Mx objeto de estudio (Larsen et al., 2004; Skjesol et al., 2009; Wu et al.,
2010; Fernandez-Trujillo et al., 2011). Sin embargo, otros autores han descrito un
efecto protectivo de las proteinas Mx en ausencia de cambios en la sintesis de RNA
virico, lo que sugiere un mecanismo antiviral post-transcripcional (Chen et al.,
2008; Fernandez-Trujillo et al., 2011). Asi, Chen et al. (2008) han descrito un
mecanismo post-transcripcional para la Mx de mero (Epinephelus coioides), que
confiere resistencia frente a nodavirus mediante su interaccion con la proteina de la
capside, evitando la formacion del virion. La posible interaccion de SsMx con
alguna de las proteinas de IPNV y VHSV esta por determinar.

Por otro lado, se ha comprobado que IPNV y VHSV no inducen la
transcripcion del gen Mx de las células CHSE-214 (ChsMx), lo que indica que la
Mx enddgena no contribuye a la proteccién frente a estos virus demostrada en las
células CHSE-SsMx, siendo ésta debida exclusivamente a la accion de SsMx.
Trabajos anteriores han demostrado la ausencia de expresion del gen ChsMx tras la
infeccion con IPNV (Jensen y Robertsen, 2000; Larsen et al., 2004; Fernandez-
Trujillo et al., 2008b; 2011), pero no tras la infeccién con VHSV. Este resultado
puede deberse a mecanismos antagonistas viricos. En concreto, el efecto
antagonista de IPNV frente al sistema IFN | ha sido extensamente estudiado en
diversas especies de teledsteos, demostrandose que este virus inhibe la expresion
de ChsMx (Jargensen et al., 2007; Skjesol et al., 2009). En concreto, Skjesol et al.
(2009) demostraron que las proteinas viricas VP4 y VP5 inhiben la ruta de
sefializacion del IFN I. En el caso de VHSV, se ha descrito un mecanismo similar
para la proteina no-estructural (NV) en células EPC y en la platija japonesa, pero
no en células CHSE-214 (Kim y Kim, 2012).
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El iridovirus ESV se ha seleccionado en el presente estudio como modelo
de virus con un genoma dsDNA debido a su eficiente replicacion en la linea celular
CHSE-214. Los resultados obtenidos muestran la ausencia de actividad antiviral de
SsMx frente a este virus, aunque no se descarta la actividad anti-ESV por accion de
otros mecanismos mediados por el sistema del IFN | de lenguado. Este resultado
coincide con los obtenidos para la proteina Mx de platija japonesa, perca y trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) frente al iridovirus de pargo (RSIV), el iridovirus
de mero en Taiwan (TGIV) y el Virus de la Necrosis Hematopoyética Epizodtica
(EHNV), respectivamente (Caipang et al., 2002; Wu y Chi, 2007; Lester et al.,
2012). Por otro lado, algunas proteinas Mx de vertebrados superiores, como la MxA
de humanos, poseen un amplio rango de accion antiviral, que incluye virus DNA
(Gordien et al., 2001; Netherton et al., 2009). En peces, se ha demostrado la
actividad anti-LCDV mediada por el sistema del IFN | tras la induccién con poli
I:C en células fibroblasticas de dorada (SAF-1) (Valverde et al., 2011). Sin
embargo, la estimulacién de células con poli I:C no demuestra de forma directa la
actividad antivirica de la proteina Mx, ya que en el efecto antivirico observado
pueden participar otras proteinas estimuladas por IFN I. La actividad anti-LCDV
de dorada ha sido posteriormente confirmada utilizando un sistema in vitro similar
al descrito en el presente trabajo, determinandose que SauMx1 y SauMx2 inhiben
la multiplicacion de LCDV y que SauMx2 es capaz de inhibir la multiplicacion de
otro iridovirus, ESV (Fernandez-Trujillo et al., 2013), lo que constituye el Unico
caso descrito hasta la fecha de actividad antiviral de una proteina Mx de peces frente
a estos virus DNA.

Al contrario de lo descrito para IPNV y VHSV, ESV si estimula la
transcripcion de ChsMx. Este resultado concuerda con estudios anteriores en los
gue se ha demostrado que los iridovirus pueden inducir la expresion de Mx sin ser
inhibidos por ésta, como ocurre en mero y perca (Chen et al., 2006; Wu y Chi, 2007;
Hu et al., 2011; Wu et al., 2012).

En resumen, en este estudio se ha desarrollado un sistema experimental in
vitro para la caracterizacion antiviral de la proteina SsMx y se ha demostrado una
clara actividad antiviral de dicha proteina frente a los virus patégenos de peces

IPNV y VHSV, asi como una reduccion en la sintesis del RNA viral que codifica
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la poliproteina (IPNV) y la nucleoproteina (VHSV). En cambio, SSMx no posee
actividad antiviral contra el iridovirus ESV, al menos, en las condiciones utilizadas

en este estudio.
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CHAPTER 3
ROLE OF THE IFN | SYSTEM AGAINST VHSV INFECTION IN JUVENILE
SENEGALESE SOLE (Solea senegalensis)
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Introduction

INTRODUCTION

Type | IFN (IFN 1) promotes an antiviral state in cells by inducing the
expression of several antiviral proteins. In fish, some of the most important
interferon stimulated genes (ISGs) with antiviral activity are Mx, the interferon-
stimulated gene 15 (ISG15), and the protein kinase R gene (PKR) (Langevin et al.,
2013a), which will be considered in this study as markers of the IFN | activity in
Senegalese sole (Senegalese sole).

Mx proteins are large GTPases involved in intracellular membrane
remodeling and intracellular trafficking (Kochs et al., 2005). The expression of
teleost Mx proteins in response to polyinosinic-polycytidylic acid (poly I:C) or viral
infection has been described in vivo and in vitro in several species. Thus, poly I:C
induces Mx transcription in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), Atlantic salmon
(Salmo salar), channel catfish (Ictalurus punctatus), rock bream (Oplegnatus
fasciatus), gilthead seabream (Sparus aurata) and Senegalese sole (Trobridge et al.,
1997; Jensen et al., 2002; Purcell et al., 2004; Plant et al., 2005; Fernandez-Trujillo
et al., 2008a; Basanta et al., 2009; Zenke and Kim, 2009). Mx induction has also
been described after Infectious Hematopoietic Necrosis Virus (IHNV) infection in
rainbow trout, Hirame Rhabdovirus (HIRRV) infection in Japanese flounder
(Paralichthys olivaceus), Infectious Salmon Anaemia Virus (ISAV) infection in
Atlantic salmon, Viral Nervous Necrosis Virus (VNNV) infection in gilthead
seabream and seabass (Dicentrarchus labrax), as well as after Infectious Pancreatic
Necrosis Virus (IPNV) infection in Senegalese sole, Atlantic salmon and brown
trout (Salmo trutta) (Lee et al., 2000; Kileng et al., 2007; Lockhart et al., 2007,
Saint-Jean and Perez-Prieto, 2007; Fernandez-Trujillo et al., 2008a; 2011; Novel et
al., 2013). The virus-specific antiviral activity of fish Mx proteins has been
demonstrated against viruses belonging to several families, such as
Betanodaviridae, Birnaviridae, Iridoviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae and
Togaviridae (Table 1 in chapter 2). Though the basic mechanism of the antiviral
activity of Mx proteins is not completely understood, it seems clear that it relies on
a direct interaction between the Mx protein and a viral target that needs to be

defined in each case. Thus, two general mechanisms have been described in humans
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and teleosts: the inhibition of viral genome synthesis, and the inhibition of viral
particle assembly, preventing the production of infective virions (Kochs et al.,
2002; Haller et al., 2007; Chen et al., 2008; Wu et al., 2010).

ISG15 is an ubiquitin-like protein composed of two tandem repeats of
ubiquitin-like domains; ISG15 can conjugate to cellular target proteins via the C-
terminal LRLRGG sequence (ISGylation) (Haas et al., 1987; Loeb and Haas, 1992).
However, unlike ubiquitin, ISGylated proteins are not degraded in the proteasome
(Dao and Zhang, 2005). The ISGylation and deconjugation are mechanisms
controlled by a series of IFN-inducible enzymes. Furthermore, cellular proteins
involved in different pathways, including IFN I signaling, as well as viral proteins
are the targets for the ISGylation. Interestingly, ISG15 can be secreted, acting as a
cytokine that promotes IFN I production by T cells (Knight and Cordova, 1991,
Recht et al., 1991). Therefore, ISG15 proteins seem to play a role in the regulation
of IFN I signaling, and they also shows antiviral activity (Osiak et al., 2005; Kim
et al., 2006). In teleosts, ISG15 gene transcription has been studied in rainbow trout
(O’Farrell et al., 2002), catfish (Liu et al., 2002), crucian carp (Carassius auratus)
(Zhang et al., 2007b), black rockfish (Sebastes schlegeli) (Baeck et al., 2008),
Atlantic salmon (Rokenes et al., 2007), Atlantic cod (Gadus morhua) (Seppola et
al., 2007; Furnes et al., 2009), Japanese flounder (Yasuike et al., 2010), red drum
(Sciaenops ocellatus) (Liu et al., 2010), and, more recently, in grouper (Epinephelus
coioides) (Huang et al., 2013), zebrafish (Danio rerio) (Langevin et al., 2013b) and
turbot (Scophthalmus maximus) (Pereiro et al., 2014). Fish ISG15 proteins contain
the critical C-terminal glycine residues, suggesting that they could conjugate to
cellular target proteins and have similar antiviral activity as their mammalian
counterparts. In fact, antiviral activity of 1ISG15 has been reported in several fish
species (Rokenes et al., 2007; Langevin et al., 2013b).

PKR proteins are involved in many cellular processes, including cell
proliferation and cell growth, apoptosis, and tumor suppression, being one of the
best known ISGs in humans (Garcia et al., 2006). In mammals, PKR is activated by
autophosphorylation triggered by double-strain RNA (dsRNA). Activated PKR
induces the phosphorylation of the eukaryotic initiation factor 2 (elF-2a), leading

to a strong inhibition of protein synthesis (Sudhakar et al., 2000). PKR genes have
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been studied or sequenced to date in different fish species, such as crucian carp (Hu
et al., 2004), zebrafish (Rothenburg et al., 2005), Japanese flounder (Zhu et al.,
2008), Atlantic salmon (GenBank access no. ABU24344), rock bream (Zenke et al.,
2010), fugu (Takifugu rubripes) (del Castillo et al., 2012), rainbow trout (GenBank
access no. NP001139363) and grass carp (Ctenopharyngodon idellus) (Hu et al.,
2013). PKR transcription has been reported in spleen of rock bream and in
leucocytes of fugu after poly I:C inoculation (Zenke et al., 2010; del Castillo et al.,
2012). However, the antiviral mechanisms of fish PKR have only been described
in embryonic cells of Japanese flounder, where over-expression of PKR increases
elF-2a0 phosphorylation (Zhu et al., 2008).

VHSV is the causal agent of the viral haemorrhagic septicaemia (VHS), an
important disease affecting farmed salmonid species. The occurrence of VHSV in
wild marine fish has increased recently, and has led to the conclusion that VHSV is
enzootic in the marine environment (Skall et al., 2005). The existence of marine
reservoirs of VHSV represents a potential risk for the marine farmed fish, including
Senegalese sole, which is susceptible to VHSV by experimental infection (Lopez-
Vazquez et al., 2011). The induction of the Senegalese sole IFN | system has been
studied only after inoculation with poly I:C and IPNV, and its antiviral activity
against IPNV infection has also been demonstrated (Fernandez-Trujillo et al.,
2008a). However, although Senegalese sole Mx protein (SsMx) shows in vitro
antiviral activity against VHSV (chapter 2 of this PhD Thesis), and VHSV infection
activates the SsMx promoter in RTG-2 cells (chapter 1), there is no information
about the in vivo response of the IFN | system to a VHSV infection in this species.
Therefore, in this study, the activity of the IFN | system of juvenile Senegalese sole
against infections with VHSV isolates pathogenic and non-pathogenic to sole has
been evaluated by measuring the transcription of Mx, ISG15 and PKR. Additionally,
the protection conferred by the IFN | system against the pathogenic VHSV isolate
has been tested by stimulating the fish IFN | system with poly I:C prior to the

infection.
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DISCUSSION

VHSV INFECTION INDUCES Mx, 1SG15 AND PKR TRANSCRIPTION IN
SENEGALESE SOLE

IFN I exerts the antiviral activity by inducing the expression of ISGs via the
JAK/STAT pathway; however, the ISG antiviral mechanisms are not fully
understood (Langevin et al., 2013a). ISGs have been classically used as indicators
for evaluating the IFN I system activation by viral infections or chemical inducers,
such as poly I:C.

In this study, the induction of the transcription of different 1SGs, such as
Mx, 1ISG15 and PKR, has been quantified in Senegalese sole after the inoculation
with poly 1:C or VHSV isolates with different levels of virulence, a marine isolate,
pathogenic to sole under experimental conditions (Lopez-Vazquez et al., 2011), and
a freshwater isolate, which replicates in sole, although it does not cause mortality
in this fish species (I Bandin, personal communication). The origin of VHSV
isolates seems to have a substantial effect on their virulence. In fact, previous
studies have shown that VHSV marine isolates are not pathogenic to Atlantic
salmon and rainbow trout (King et al., 2001; Brudeseth al., 2008), whereas turbot
is not susceptible to the infection by freshwater VHSV isolates (King et al., 2001).
In addition, the geographical origin of VHSV was revised in Skall et al. (2005)
suggesting that VHSV has been transmitted to the freshwater aquaculture from
marine fish species (primary host), which are still used as freshwater fish feed. After
introduction to the freshwater environment, VHSV isolates may, by mutations, have
changed their host range from marine to freshwater species, losing virulence for
marine species (Skall et al., 2005).

This is the first report of ISG15 and PKR transcriptional induction in
Senegalese sole after poly I:C or viral infection, whereas high levels of SsMx
transcription had been previously reported after poly I:C inoculation (Fernandez-
Trujillo et al., 2008a). The induction of the 1ISG expression has been evaluated by
the mRNA quantification, which has been expressed relative to two housekeeping

genes, RPS4 and UBQ. These genes express at a constant level in flatfish
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(Senegalese sole and Atlantic halibut, Hippoglossus hippoglossus) larvae submitted
to different experimental conditions (Infante et al., 2008). Furthermore, the present
study indicates that they are also adequate for the relative quantification of gene
transcription in juvenile soles, at least after poly I:C treatment and VHSV infection.

In this work, poly I:C inoculation resulted in the transcription of the three
ISGs under study, with the ISG15 gene showing the earliest (at 3 h p.i.) and highest
transcriptional levels, which is in concordance with previous studies. In particular,
an early ISG15 transcription after poly I:C stimulation has been reported in Atlantic
cod, Japanese flounder, black rockfish peripheral blood leukocytes, crucian carp
CAB cells and grouper spleen cells (GS) (Seppola et al., 2007; Zhang et al., 2007b;
Baeck et al., 2008; Yasuike et al., 2010; Huang et al., 2013). In addition, studies
carried out in Atlantic salmon and turbot have evidenced a high level of 1SG15
transcription after poly I:C induction (Rakenes et al., 2007; Pereiro et al., 2014),
and zebrafish 1ISG15 transcription was induced after Spring Viraemia of Carp Virus
(SVCV) and IHNV infections (Langevin et al., 2013b).

The transcription of Mx began 12 h after poly I:C treatment (9 h later than
ISG15 transcription), showing transcriptional levels 10-folds lower than those
recorded for the ISG15 gene. Similar results have been described for Mx genes from
other fish species, such as channel catfish, rainbow trout, Atlantic salmon, rock
bream, gilthead seabream and carp (Plant et al., 2005; Lockhart et al., 2007; Tafalla
et al., 2007; Zenke and Kim, 2009; Bravo et al., 2011; Falco et al., 2014). PKR
transcription has only been detected at 12 h p.i., showing relative values of
transcription 100-folds lower than the ISG15 gene and 3.4-folds over non-
stimulated fish. This low transcription level induced by poly I:C has also been
described in rock bream and fugu (Zenke et al., 2010; del Castillo et al., 2012).
However, these studies were conducted in spleen and leukocytes, whereas the sole
ISG transcription was analyzed in head kidney. One-time and low PKR
transcription could be associated with the activity of PKR (phosphorylation of the
elF-2a), leading to a strong inhibition of protein synthesis. Therefore, high levels
of PKR transcription throughout time could compromise cellular viability.

In general terms, VHSV infection induced the transcription of the three ISGs
later than poly I:C. This observation agrees with the results reported in Senegalese
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sole for Mx transcription after IPNV inoculation (Fernandez-Trujillo et al., 2008b),
as well as in other species infected with different viruses (O’Farrel et al., 2002;
Purcell et al., 2004; Plant et al., 2005; Lockart et al., 2007; Tafalla et al., 2007,
Avunje et al., 2011). However, maximum ISG transcription levels were lower after
poly I:C stimulation than after VHSV infection, regardless of the viral isolate used.
Thus, although in other species viral infections induced a lower IFN | response than
poly I:C (O’Farrel et al., 2002; Purcell et al., 2004; Plant et al., 2005; Lockart et al.,
2007; Tafalla et al., 2007; Fernandez-Trujillo et al., 2008; Avunje et al., 2011), in
Senegalese sole VHSV seems to be a more potent IFN inducer than poly I:C.

Regarding the magnitude of the induction after VHSV infection, the results
showed a similar pattern to that obtained after poly I:C stimulation: powerful
induction of Mx and ISG15 transcription and low PKR transcription after VHSV
infection. Similar levels of ISG15 transcription after VHSV infection has been
described in other flatfish (Avunje et al., 2011; Pereiro et al., 2014). In fact, Verrier
et al. (2011) reported that VHSV infection in salmonids induces the transcription
of diverse ISGs, such as Mx, VIG and TRIM genes.

The comparison between the response triggered by both VHSV isolates
proved that the kinetics and transcription level of the three ISGs tested was similar,
although Mx and I1SG15 transcription began 24 h later after infection with the non-
pathogenic isolate. However, viral nucleoprotein RNA quantification in head
kidney showed earlier and higher replication levels of the pathogenic isolate,
suggesting that lower levels of RNA of the non-pathogenic VHSV isolate are
needed to induce the IFN response at the same level as the pathogenic isolate. This
finding might represent an important difference between both isolates regarding the
interaction with the host, and could partly account for the lack of virulence of the
freshwater VHSV isolate to Senegalese sole. These results are supported by the
results obtained from the quantification of titre of infective viral particles in pooled
spleen and heart, which are viral target organs, as the titre of the pathogenic VHSV
isolate increased at 72 h p.i., whereas the titre of the non-pathogenic VHSV isolate
remained stable throughout time, and could be the initial inoculum.
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POLY I:C-STIMULATED IFN | SYSTEM PROTECTS SENEGALESE
SOLE AGAINST VHSV INFECTION

Cumulative mortality at the end of the experiment in animals inoculated
only with the pathogenic VHSV (L15+VHSV group) was 68%, which is similar to
the mortality recorded in 20 g Senegalese sole intraperitoneally inoculated with
similar virus doses (50% at 60 days p.i.) (Lopez-Vazquez et al., 2011). However,
the inoculation of poly I:C prior to infection (poly 1:C+VHSV group) resulted in a
drastic decrease in mortality (5%), indicating that IFN | system stimulated by poly
I:C promotes protection against VHSV infection in Senegalese sole. In fact, viral
multiplication in these animals seems to be inhibited, since viral titre in pooled
spleen-heart was constant throughout time. On the contrary, viral replication was
clearly demonstrated in animals from the L15+VHSV group. Furthermore, viral
RNA relative values in poly I:C-treated animals were always significantly lower
than those recorded in non-treated fish. Therefore, poly I:C induces an antiviral
state that severely compromises the replication of the marine VHSV isolate in
Senegalese sole. Previous studies have also established the antiviral state elicited
by poly I:C in several fish species against different viruses (Trobridge et al., 1997,
Jensen et al., 2002; Lockhart et al., 2004; Plant et al., 2005; Nishizawa et al., 2009;
Oh et al., 2012). Specifically, in flatfish it has been reported that poly I:C-treated
Japanese flounder was protected against VHSV infection, and poly I:C inoculation
in Senegalese sole decreased IPNV replication (Fernandez-Trujillo et al., 2008a;
Takami et al., 2010).

The antiviral state triggered by poly I:C in Senegalese sole could be partly
due to the induction of Mx, ISG15 and PKR transcription. Antiviral activity exerts
for these three 1SGs has been previously described in several fish species.
Specifically, PKR antiviral mechanisms have only been described in Japanese
flounder, where over-expression of PKR gene inhibited Scophtalmus maximus
Rhabdovirus (SMRV) multiplication (Zhu et al., 2008); however, the Mx antiviral
properties had been determined in several fish species (Garcia-Rosado et al., 2010;
Verrier et al., 2011). Besides, ISG15 antiviral activity has been detected in some

fish species, such as Atlantic salmon 1SG15, which interacts with an ISAV protein
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(Rokenes et al., 2007), and, more recently, Langevin et al. (2013b) have reported
that zebrafish 1SG15 conjugates to both, the non-structural (NV) and
phosphoprotein (P) IHNV proteins, which are targets for ISGylation.

VHSV INTERFERES WITH ISG INDUCTION PROMOTED BY POLY I:C

The relative quantification of Mx, ISG15 and PKR transcription in soles
from the poly I:C+VHSV group revealed that, at the very early stages of the
infection (3-6 h p.i.), the ISG transcriptional levels were significantly lower than
those recorded in animals from the poly 1:C+L15 group. This result suggests that
VHSV interferes with the IFN | response, likely in order to evade or limit the innate
host defences. In fact, Kim and Kim (2012) have suggested that the NV protein of
VHSV may suppress the activity of the Japanese flounder Mx gene promoter in EPC
cells. More recently, these authors reported that the NV protein suppresses the early
activation of the nuclear factor kB (NF-K) in host cells (Kim and Kim, 2013). Other
reports suggested that the NV protein has an antiapoptotic function at the early stage
of virus infection, thus preventing infected cells from undergoing cell death before
the virus finishes its multiplication cycle (Ammayappan and Vakharia, 2011). In
addition, the antagonistic effect of this viral protein has been described in other
rhabdoviruses, having been speculated that it may interact with host cytoskeleton
elements, or suppress the IFN I system (Chiou et al., 2000; Choi et al., 2011). The
IFN I antagonist effect of non-structural proteins has been previously reported for
different viruses. Thus, IPNV VP4 and VP5 proteins and two ISAV proteins block
the signaling cascade triggered by IFN I (McBeath et al., 2006; Garcia-Rosado et
al., 2008; Skjesol et al., 2009). However, in the present study, further experiments
are necessary to confirm the involvement of the NV protein in the VHSV
antagonism observed.

Intriguingly, at 12 h p.i. ISG transcription levels were similar in infected
(poly 1:C+VHSV group) and non-infected fish (poly I:C+L15 group thus it is
tempting to think that a quick inhibition of the VHSV antagonists is carried out by
the stimulated IFN | system, which would allow to restore the IFN | response.

Actually, the Senegalese sole Mx has antiviral activity against VHSV (present
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study, chapter 2), and the NV and P proteins of IHNV is a target of the zebrafish
ISG15 (Langevin et al., 2013b). Thus, these two proteins might contribute to
counteract the inhibition of the IFN system shown by VHSV.

In summary, in this study we demonstrated the main role of the IFN | system
against VHSV in Senegalese sole by several lines of evidence. First, the lower
replication level of the non-pathogenic VHSV isolate required to induce the IFN |
response at the same level as the pathogenic isolate, which can partly be responsible
for the lack of virulence to sole of this isolate. Second, the antiviral state generated
by poly I:C in juvenile Senegalese sole that protects them from the infection with a
pathogenic VHSV isolate. And third, the probable antagonistic activity carried out
by VHSV, which affects the transcription of the three 1SGs tested. This antagonistic
activity seems to be quickly counteracted. Further analysis on the molecular
mechanisms responsible for our findings shall clarify the role of the different IFN
stimulated genes and/or pathways involved in the interaction between VHSV and

the Senegalese sole IFN | system.
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General remarks

GENERAL REMARKS:

This PhD Thesis is a step forward in the knowledge of the Mx protein role
within the innate immune system against viral infections in Senegalese sole (Solea
senegalensis). It is a comprehensive work comprising in vitro studies on the
regulation of the Senegalese sole Mx gene (SsMx) transcription, and on the SSMx
protein antiviral activity, as well as an in vivo approach to determine the role of the
type | interferon (IFN 1) system of Senegalese sole against the infection by Viral
Haemorrhagic Septicaemia Virus (VHSV).

The issues addressed in this PhD Thesis include:

- The structural characterization of the SsMx promoter, including the role of
the main regulatory motifs found.

- The assessment of the SsMx promoter activity in response to polyinosinic-
polycytidylic acid (poly I:C). Both, the dose response and the time-course
of the induction, were established in two different in vitro systems.

- The evaluation of the SSMx promoter activity in response to three different
viral infections was also carried out in two different in vitro systems.

- The characterization of the antiviral activity of the SsSMx protein against
three different viruses.

- The description of the early response of interferon stimulated genes (ISGs)
of Senegalese sole juveniles after infection with two different VHSV
isolates (pathogenic and non-pathogenic to this fish species).

- The confirmation of the protection conferred by the IFN | system of
Senegalese sole juveniles against VHSV infection.

- The observation that VHSV may exert an antagonistic activity on the IFNI

system of Senegalese sole.
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A typical Mx promoter with particular features

The SsMx promoter shows a typical ISG promoter structure, although it also
has some particular features, which make it different from any other fish Mx
promoter described to date. Specifically, SsMx promoter displays three interferon-
stimulated response elements (ISREs), which has only been described for the
Japanese flounder (Paralichthys olivaceus) Mx promoter, with the proximal,
ISRE1, being essential for the promoter activation. In addition, it contains a region
rich in guanosine-citosine nucleotides (G-C rich region), which has been
demonstrated to be an important area for the SsMx transcription regulation (at the
same level as the ISREL1). The presence of G-C regions often implies the lack of
TATA boxes, as it happens in the SsMx promoter, and the presence of multiple
transcription start sites, suggesting a complex gene expression regulation system
(Deaton and Bird, 2011).

This G-C rich region constitutes a variable microsatellite. Although the
presence of microsatellites in promoters has been frequently reported (Almuly et
al., 2005; Weizhang and Qionglin, 2008; Kong et al., 2010), this is the first
description of a fish Mx promoter containing these sequences. Microsatellites in
gene promoters are commonly involved in the transcriptional regulation, and allelic
differences are frequently related to the promoter activation level (Gazzoli and
Kolodner, 2003; Harendza et al., 2003; Stevens et al., 2003; Baseggio et al., 2004;
Liu et al., 2005). For this reason, it is tempting to suggest that the polymorphisms
founded in the G-C microsatellite of the SsMx promoter might have a functional
meaning. However, the relation between the different alleles and the level of SsMx
transcription requires further studies, in which it would be mostly interesting to
evaluate if this variability is related to the Senegalese sole resistance to viral
infections. If such relationship exists, the microsatellite locus in the SsSMx promoter
could be used as a marker for genetic selection in these species. Therefore, the
present PhD Thesis represents the starting point of this new line of investigation.
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The response of the Senegalese sole Mx promoter depends on cellular
factors

The activation of the SsMx promoter by poly I:C and viral infections was
studied in Chinook salmon (Oncorhynchus tshawytscha) embryo cells (CHSE-214)
and Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) gonad tissue cells (RTG-2 cells), both
derived from different fish species and tissues. This experimental approach has
highlighted the relevant role of specific cellular factors involved in the IFN I-
mediated activation, since different induction patterns were obtained depending on
the cellular type considered.

Thus, the use of different cell lines to characterize IFN I signaling regulation
is a useful approach that may lead to a wider understanding of the IFN I-system
control, and, therefore, of the virus-host interactions. In addition, the successful
response of the SsMx promoter in cells from phylogenetically distant species
supports the conservation of the IFN | system signaling pathways in fish, and open
this type of approaches to species where specific cell lines are not available.

Transient transfection has been an appropriate approach for the functional
characterization of the SsMx promoter; however, future studies on the factors
involved in SsMx induction, and on the interaction between viruses and the IFN |
system, will require the development of stable cellular systems that allow to address

further questions on IFN signaling regulation.

SsMx antiviral specificity

As it has been demonstrated in chapter 1, the Mx induction by viral
infections clearly depends on the cell type. For this reason, the evaluation of the
antiviral activity of the SsMx protein required in vitro systems constitutively
expressing the Mx protein under study, that is, systems where SsMx transcription
does not depend on the IFN | pathway and, therefore, the Mx activity depends only
on the virus considered. This kind of systems, consisting of transfected cells
expressing exogenous Mx proteins, has been successfully used in previous studies
(Larsen et al., 2004; Kibenge et al., 2005; Fernandez-Trujillo et al., 2008b; 2011,

2013). In this work, a monoclonal population of CHSE-214 cells expressing SsSMx
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(CHSE-SsMx) under the control of the Cytomegalovirus (CMV) promoter has been
established and characterized. Using this experimental system, it was evidenced
that the SsMx protein clearly protects the expressing cells against Infectious
Pancreatic Necrosis Virus (IPNV) and VHSV infection by reducing the viral RNA
production, although other complementary mechanisms cannot be ruled out. On the
contrary, SsMx did not protect the cells against the DNA virus considered, the
European Sheatfish Virus (ESV). To complete the antiviral spectrum of the SsMx
protein, further experiments will test its antiviral activity against other viruses, as

well as against different viral isolates showing differences in virulence.

Similar ISG transcriptions with lower replication level of the non-

pathogenic VHSV isolate

Two different in vivo challenges were designed in order to: (i) study the
induction of several ISGs triggered by VHSV infection, and (ii) study the anti-
VHSV activity of the IFN | system stimulated by poly I:C. This virus was
considered a good model to perform the in vivo study because the anti-VHSV
activity of the SsMx protein was clearly demonstrated in vitro (chapter 2), and
marine VHSV isolates may cause mortality in economically important flatfish
species, such as turbot (Scophthalmus maximus) or Japanese flounder. Furthermore,
these isolates also cause mortality in Senegalese sole under experimental conditions
(Ross et al., 1995; Issiki et al., 2001; Lopez-Vazquez et al., 2011; 2007).

Viral haemorrhagic septicaemia (VHS) is an infectious disease that causes
high mortality in salmonids, although its etiologic agent (VHSV) has also been
isolated from an increasing number of wild marine fish species (Mei et al., 2014).
In general, marine fish, like Senegalese sole, are only susceptible to marine VHSV
isolates, suggesting that marine and freshwater isolates vary substantially in their
host specificity (King et al., 2001; Brudeseth al., 2008), which may likely imply
differences regarding their interaction with the IFN | system (i.e. different
stimulation pattern of ISGs, different specificity of antiviral proteins, or different
success of viral antagonistic strategies). For this reason, two VHSV isolates with

different origin (marine and freshwater) have been used in this study.
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To carry out the experiments, new RT-gPCR protocols to quantify the protein
kinase R (PKR) and ISG15 transcription in Senegalese sole have been developed,
and both cDNAs have been partially sequenced (data non-shown). Thus, the
characterization of these two genes (structure, regulation and activity) in Senegalese
sole is a new line of research opened by this PhD work.

According to our results, both isolates stimulate the transcription of Mx,
ISG15 and PKR at the same level at all times post-infection (p.i.) tested, being
ISG15 the one showing the earliest and highest response, and thus suggesting that
this ISG may have a key role in the first stage of the IFN I-stimulated system in
sole, which is worthy to look into.

However, the quantification of viral genome in head kidney indicates that a
lower level of viral replication is required for the non-pathogenic isolate to induce
the IFN I response. Hence, this differential amount of viral genome required to
trigger the IFN | system may, at least partly, account for the differential

pathogenicity showed by the two VHSV isolates.

IFN I system protects Senegalese sole juveniles from VHSV infection

The current PhD Thesis has also demonstrated that poly I:C induces an
antiviral state that prevents mortality caused by the marine isolate and inhibits the
replication of VHSV in Senegalese sole. The inhibition of viral replication after
poly I:C inoculation has also been reported for several viruses in several fish species
(reviewed in Langevin et al., 2013a). In general, resistance to a viral infection can
be based on multiple immune mechanisms, including the IFN pathways. In this
case, the stimulation of the IFN I system is sufficient to protect Senegalese sole
against VHSV, which highlights the role of this system in the antiviral defense of

this species.
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IPNV and VHSV antagonistic effect

VHSV, did not activate the SsMx promoter in transfected CHSE-214 cells
(chapter 1), and it also failed in stimulating the transcription of the endogenous
CHSE-214 Mx gene (chapter 2). In addition, the experimental infection conducted
in chapter 3 showed that VHSV infection interferes with the previously stimulated
sole IFN I system, decreasing the transcription of several ISGs (Mx, ISG15 and
PKR) in the early infection stage. Taken together, all these results suggest the
interference of VHSV infection with the IFN I-induced system. This putative
antagonistic effect must be through the interaction between VHSV proteins or
genome with host subcellular factors. In fact, it has been demonstrated that a non-
structural VHSV protein (NV) is involved in blocking the IFN I system activity
against viral infections in epithelioma papulosum cyprinid (EPC) cells and in
Japanese flounder (Ammayappan and Vakharia 2011; Kim and Kim, 2012; 2013).

Interestingly, we also observed that this antagonism is counteracted in vivo,
since, an increase on the ISG transcriptions, in the last time points assayed, was
observed in the VHSV inoculated group, previously stimulated with poly I:C.
Further experiments are necessary to complete the characterization of this
interaction, which represents one of the most interesting lines of research initiated
by the present study.

On the other hand, the IPNV antagonistic effect is well-stablished in other
fish species (Collet et al., 2007; Jargensen et al., 2007; Skjesol et al., 2009; Lester
etal., 2012), and has also been suggested in Senegalese sole by Fernandez-Trujillo
el al. (2008a). Therefore, it was not surprising the absence of response of the SsMx

promoter after IPNV infection (chapter 1).
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Final remark

Although biotechnological developments in the aquaculture industry are not
as fast as those in land-based food production systems, it is evident that the
application of this technology to the culture of fish species may significantly
contribute to improve this activity (Hew and Fletcher, 2001; Melamed et al., 2002;
De-Santis et al., 2007). Some of the biotechnological approaches that have been
addressed to date in order to control viral infections in fish farms include the use of
DNA vaccines, immunostimulants, antisense technology, as well as the
identification of markers for disease resistance and transgenesis (Hew and Fletcher,
2001; Dunham, 2009). Now that the antiviral activity of Mx and other ISGs has
been established for a variety of fish species, it would be of great interest to develop
an Mx/1SG-based technology in order to control viral diseases. These genes might
be useful as transgenes, as blueprint to design/engineer novel antiviral substances,
or as markers for genetic selection. Progress on these issues will probably allow the
development of new tools to fight virus infections in fish aquaculture.

Particularly, Senegalese sole is an important and promising commercial fish
species that represents an interesting candidate to explore these new strategies in

order to improve their natural resistance to viral diseases.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1) El promotor del gen que codifica la proteina Mx de lenguado senegalés
(SsMx) posee los elementos caracteristicos de los promotores de genes inducidos
por interferon tipo | (IFN 1). Destaca la presencia de tres elementos de respuesta
estimulados por IFN | (ISRE), siendo el mas proximo al cod6n de inicio de la
transcripcion (ISRE1) el implicado principalmente en la regulacion de la
transcripcion de SsMx.

2) La region rica en nucleodtidos G-C del promotor del gen SsMx contiene un
microsatélite que presenta variabilidad, lo que constituye la primera descripcion de
este tipo de elementos en promotores de genes Mx de teleGsteos. Esta region estd
implicada en el control de la transcripcion de SsMx al mismo nivel que el ISREL.
3) El tipo celular influye en la activacion diferencial del promotor de SsMx en
respuesta a distintas infecciones viricas.

4) La proteina SsMx presenta una clara actividad antiviral in vitro frente a las
infecciones por los virus RNA, Virus de la Necrosis Pancredtica Infecciosa (IPNV)
y Virus de la Septicemia Hemorragica Viral (VHSV), careciendo de actividad
frente al virus DNA, Virus de Siluros Europeos (ESV). Dicha actividad antivirica
se produce, al menos en parte, a nivel de la sintesis de RNA virico.

5) In vivo, un menor nivel de replicacion del aislado de VHSV no patogeno
para lenguado induce niveles de transcripcion de los genes estimulados por IFN |
Mx, ISG15 y PKR similares a los inducidos por el aislado patdgeno, que presenta
niveles de replicacion superiores.

6) La estimulacion del sistema del IFN I por poli I:C protege a juveniles de
lenguado frente a una infeccion por un aislado patdgeno de VHSV, indicando el
papel primordial de este sistema en la defensa frente a este virus.

7) La infeccion por un aislado de VHSV patogeno disminuye los niveles de
transcripcion temprana de Mx, ISG15 y PKR en lenguados previamente estimulados
con poli I:C, lo que sugiere que VHSV tiene actividad antagonista frente al sistema

inmune mediado por IFN | de lenguado.
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Conclusions

CONCLUSIONS

1) The promoter of the Senegalese sole Mx gene (SsMx) contains the typical
elements described for type I interferon (IFN I)-induced genes, showing three IFN-
stimulated response elements (ISREs). The most proximal to the start codon
(ISREZ1), is the main ISRE involved in the SSMx promoter activity.

2) The G-C-rich region of the SsMx promoter contains a variable
microsatellite, which has not been previously described in any teleost Mx gene
promoter. This region is involved in the SsMx transcriptional control at the same
level as the ISRE1.

3) The cellular type affects the differential activation of the SsSMx promoter by
different viral infections.

4) In vitro, SsMx protein shows a clear antiviral activity against the RNA
viruses, Infectious Pancreatic Necrosis Virus (IPNV) and Viral Haemorrhagic
Septicaemia Virus (VHSV), whereas it lacks antiviral activity against a DNA virus,
the European Sheatfish Virus (ESV). The recorded antiviral activity is caused, at
least partially, by reducing viral RNA synthesis.

5) In vivo, a lower replication level of the VHSV isolate non-pathogenic to
sole induces the transcription of the IFN-stimulated genes Mx, PKR and ISG15 at
the same level as the pathogenic isolate, which displays higher replication levels.
6) The IFN | system stimulated by poly I:C protects juvenile Senegalese sole
against the infection with a pathogenic VHSV isolate, indicating the main role of
this system against this virus.

7) The early transcription of Mx, PKR and 1SG15 stimulated by poly I:C in
juvenile sole is reduced by the subsequent inoculation of a pathogenic VHSV
isolate, suggesting that VHSV exerts antagonism against the Senegalese sole IFN 1

system.
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