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RESUMEN

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qQPCR) se ha convertido en una de las
técnicas de eleccién en el diagndstico clinico por su rapidez, sensibilidad y especificidad. Esta
técnica se ha implementado como reemplazo o apoyo a las técnicas de diagndstico
convencionales, ya que su rapidez y fiabilidad permiten, ademas de identificar al agente
etiolégico de la enfermedad, orientar el tratamiento del paciente, contener la infeccion y frenar
los contagios. Recientemente, su papel en el control de la pandemia por el Coronavirus de tipo
2 causante del Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV-2) ha sido crucial para llevar a
cabo un buen control epidemioldgico. Ademas, esta técnica permite cuantificar el nimero de
copias de un gen diana en particular, lo que resulta muy valioso como indicador de la evolucidn
de un paciente a un determinado tratamiento.

El incremento de la disponibilidad de ensayos gPCR debe ir asociado a una mayor disponibilidad
de materiales de referencia, esto es, controles del proceso que permitan validar la técnica y
detectar posibles resultados falsos positivos o negativos, los cuales podrian tener un impacto
desfavorable en la salud del paciente y en el control de la enfermedad. Por otra parte, estos
controles son necesarios para comparar la sensibilidad y especificidad entre diferentes ensayos
gPCR, interpretar los resultados de los analisis inter- e intra-laboratorio o llevar a cabo estudios
de validacién de ensayos gPCR cumpliendo la normativa vigente. Sin embargo, a pesar de su
relevancia, la disponibilidad de controles del proceso para ensayos gPCR es limitada, ya sea por
la escasa disponibilidad de muestras clinicas, en el caso de patdégenos emergentes, exdticos y/o
endémicos, la dificultad técnica de su cultivo o la necesidad de instalaciones de alto nivel de
bioseguridad para su manipulacién.

Un control de proceso debe cumplir idealmente los siguientes requisitos: monitorizar todas las
etapas del proceso, presentar una estructura similar a la muestra testada, ser no infeccioso,
reproducible, estable en el tiempo, y aplicable a una amplia gama de ensayos.

Existen en el mercado diferentes tipos de controles, en su mayoria consistentes en secuencias
sintéticas de DNA, plasmidos que contienen el DNA de interés o secuencias de RNA obtenidas
por transcripcidn in vitro. Estos controles permiten monitorizar la reaccién de qPCR, pero no
monitorizan con fidelidad el paso previo de extraccion de acidos nucleicos, ya que no imitan al
patédgeno que se desea identificar, carecen de estructura externa y son susceptibles a la
degradacion por nucleasas; y, en el caso de las secuencias sintéticas de DNA o DNA plasmidico,
tampoco se monitoriza la etapa previa de retrotranscripcidn. Por otra parte, se comercializan
cepas de diferentes bacterias, virus o parasitos que son aislados de pacientes con infeccién y
permiten la monitorizacion completa del proceso de gPCR (incluyendo la extraccidon de acidos
nucleicos), pero, en algunos casos, su manipulacion requiere medidas y contencién propia de un
nivel de bioseguridad 3 o superior, por lo que se precisa de instalaciones muy concretas y
personal experimentado.

En este proyecto de investigacién se propone una estrategia, basada en la transfeccién de
células 293T con plasmidos lentivirales, para la generacién in vitro de particulas virales
recombinantes, no infecciosas y de genoma RNA, dando respuesta a las limitaciones
anteriormente comentadas. Los vectores lentivirales estan ampliamente extendidos en el
campo de la terapia génica, en virologia o en el desarrollo de vacunas, sin embargo, su aplicacion
para la generacion de controles de proceso de los ensayos de qPCR es novedosa.

Esta tecnologia explota la capacidad que poseen los virus de empaquetar un acido nucleico
exogeno, siempre que su tamano no exceda el limite del sistema y su secuencia contenga unas
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RESUMEN

minimas sefiales de empaquetamiento. Se trata de un sistema muy versatil, mediante el cual es
posible crear infinidad de controles, cuya estructura externa sea comun a todos ellos
(correspondiente a lentivirus) y el genoma empaquetado variable, en funcién del control de
proceso disefiado.

En el presente proyecto, para la generacidn in vitro de particulas virales recombinantes de
genoma RNA ha sido necesario, en primer lugar, la confeccidn de una coleccién de pldsmidos
que contengan fragmentos del genoma o el genoma completo de los virus de interés. En
segundo lugar, la puesta a punto de un protocolo de generacién de particulas virales v,
finalmente, la purificacién de las particulas virales, su cuantificacion por PCR digital y su
estabilizacion mediante liofilizacidn. Las particulas virales desarrolladas se han validado para su
uso como control positivo de ensayos de RT-gPCR, evaluando su funcionalidad tras ser
procesadas por diferentes sistemas de extracciéon de dcidos nucleicos y diferentes ensayos de
PCR en tiempo real, asi como su reproducibilidad y repetibilidad. También se han realizado
diferentes ensayos orientados a determinar la vida util del producto y su estabilidad en
diferentes condiciones. Por Ultimo, se ha evaluado su capacidad infectiva y se ha verificado,
mediante secuenciacidn masiva, la secuencia del RNA contenido en las particulas virales.

Los resultados obtenidos indican que las particulas virales sintetizadas en este proyecto:

e Son particulas virales no infecciosas y defectivas para la replicacién. Todas las particulas
virales creadas mediante este sistema pueden ser manipuladas en nivel de bioseguridad
tipo 2.

e Son un control fiable del proceso de extraccion de acidos nucleicos, ya que mimetizan
la estructura de un virus salvaje, por lo que se consigue una monitorizacién completa
del proceso, desde la extraccién de acidos nucleicos hasta la amplificacidon por qPCR,
incluyendo la etapa previa de retrotranscripcion.

e Se trata de un producto reproducible y estable en el tiempo. Se presenta en formato
liofilizado, por lo que se puede transportar y almacenar a temperatura ambiente, y
presenta una vida util de dos afios.

e De uso universal. Son compatibles con cualquier sistema optimizado de extraccion de
acidos nucleicos y PCR en tiempo real y accesibles a cualquier laboratorio, sin necesidad
de instalaciones y medidas de contencién propias de un nivel de bioseguridad elevado.
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1.1 INTRODUCCION A LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

El término biologia molecular fue acufiado en 1938 por Warren Weaver, matematico y director
del departamento de ciencias naturales de la Fundacién Rockefeller [1]. Afios mas tarde (1944),
el fisico cuantico Erwin Schrodinger publicd el libro «éQué es la vida?», donde contemplaba la
estructura molecular de la vida desde un punto de vista fisico, sugeria que el cddigo basico de la
vida tenia la estructura de un «cristal aperiodico» y planteaba por primera vez la existencia de
un cddigo genético [2]. Sus ideas sirvieron de inspiracidn a James Watson y Francis Crick,
quienes en 1953 descubrieron la estructura de doble hélice del DNA, apoyados por los
resultados de Rosalind Franklin y Maurice Wilkins [3].

Afios mas tarde (1958) Francis Crick postulé el dogma central de la biologia molecular, el cual
afirma que el DNA dirige su propia replicacidn y transcripcién, dando lugar a un RNA mensajero
(mRNA) y este mRNA es traducido a aminoacidos para constituir las proteinas [4]. En la década
de 1960 se consiguid descifrar el cddigo genético, gracias a las contribuciones de Marshall W.
Nirenberg y Har Gobind Khorana [5], y se reveld asi la correspondencia entre las 4 bases
nitrogenadas que componen la secuencia del RNA y los 20 aminoacidos que conforman las
proteinas. Gracias a este descubrimiento en décadas posteriores se comenzaron a desarrollar
las diferentes tecnologias que hoy en dia conforman el campo de la biologia molecular, entre
otras destacan, la tecnologia del DNA recombinante, técnicas de amplificacidén y deteccion de
acidos nucleicos, técnicas de clonaje, sintesis de genes o técnicas de secuenciacion.

Dentro de este contexto, en 1983 se produjo un hito que marcé la historia de la biologia
molecular: la invencién por Kary Mullis de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) [6]. Esta
técnica, desarrollada en profundidad en los siguientes apartados, ha trascendido a numerosas
areas de conocimiento y hoy en dia cuenta con multiples aplicaciones.

I1.L1.1 FUNDAMENTOS BASICOS DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccidn en cadena de la polimerasa consiste en la amplificacién de un fragmento de DNA sin
necesidad de su clonaje. Este fragmento de DNA es copiado millones de veces en presencia de
los siguientes componentes esenciales [7]:

-Cebadores especificos (primers): son oligonucledtidos que presentan un tamafio aproximado
de 20-25 nucledtidos (nt) que flanquean e hibridan en sentido directo (forward) o reverso
(reverse) con una de las dos hebras del DNA molde.

-Desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs): son el sustrato de la reaccidn y estan constituidos por
una base nitrogenada (adenina (A), timina (T), guanina (G) o citosina (C)) unida a una molécula
de desoxirribosa, a la cual a su vez se le unen tres grupos fosfato. En la reaccion de PCR se afiaden
los siguientes dNTPs en cantidades equimolares: desoxiadenosina trifosfato (dATP),
desoxitimidina trifosfato (dTTP), desoxicitidina trifosfato (dCTP) y desoxiguanosina trifosfato
(dGTP).

-DNA polimerasa: enzima que cataliza la sintesis de DNA, este proceso es dependiente de un
DNA molde, sobre el cual la enzima va afiadiendo los dNTPs complementarios. La enzima DNA
polimerasa utilizada en un inicio era termolabil, por lo que se inactivaba tras la primera etapa
de la PCR (etapa de desnaturalizacién que tiene lugar a elevada temperatura) y, por tanto, era
necesaria su adicion continuada en cada ciclo de PCR. El descubrimiento de una DNA polimerasa
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termoestable (derivada de la bacteria Thermus aquaticus) [8] simplific6 enormemente la
metodologia ya que esta enzima se mantiene activa durante todo el proceso.

-Cationes divalentes: |la actividad de la DNA polimerasa es dependiente de este tipo de iones.
En los ensayos de PCR generalmente se incluyen iones Mg*2.

-Solucién tampodn: mantiene el pH adecuado para el funcionamiento de la DNA polimerasa.
Generalmente se suele trabajar con el tampdn Tris-(hidroximetil) aminometano clorhidrato
(Tris-HCI) en un valor de pH préximo a 8.

-DNA molde: contiene el fragmento de DNA que se desea amplificar.

Los primeros ensayos de PCR utilizaban DNA como material de partida, pero pronto se extendid
su aplicacidon a RNA [9-11]. En este caso se requiere un componente adicional:

-Retrotranscriptasa (RT) o transcriptasa inversa: es una enzima de tipo DNA polimerasa que
sintetiza DNA de doble hebra utilizando como molde RNA monocatenario, es decir, cataliza la
conversion del RNA en DNA complementario (cDNA).

La reaccion de amplificacion por PCR es exponencial y requiere de repetidos ciclos,
generalmente 30-40 ciclos. Tedricamente en cada ciclo (n) se duplica la cantidad de DNA molde,
por lo que al finalizar la reaccién habra 2" copias del DNA molde inicial. Un esquema de las
diferentes etapas que se suceden de forma repetida en cada ciclo de PCR [6, 12] se muestra en
la Figura 1y las particularidades de cada una de ellas se detallan a continuacion:

Etapa 1-Desnaturalizacidn: en esta etapa se produce la separacién de la doble hebra del DNA
molde, generalmente a una temperatura superior a 90°C.

Etapa 2-Hibridacion: durante esta etapa se produce la unidn de los cebadores especificos directo
y reverso con el DNA molde, habitualmente la unidn tiene lugar a una temperatura entre 3°Cy
5°C inferior a la temperatura de fusion de los cebadores (Tn, del inglés melting temperature). El
valor de Tn, indica la temperatura a la cual el 50% del DNA de doble hebra se encuentra
desnaturalizado, es decir, sus hebras se han separado. Este valor es dependiente de la secuencia
y longitud que presente el cebador del cual se quiere averiguar su Tm, ya que este parametro se
calcula en base a su contenido de guanina-citosina (GC) y adenina-timina (AT). Las bases
nitrogenadas GC se unen por complementariedad mediante tres puentes de hidrégeno,
mientras que la unidn AT tiene lugar a través de dos puentes de hidrégeno. De este modo, un
cebador con un alto porcentaje de GC presentard una mayor dificultad para separar sus hebras,
lo que conducira a un valor de T, mas elevado.

Etapa 3-Extension: en la etapa de extensién se produce la amplificacion del DNA molde por la
DNA polimerasa, mediante la adicidn de dNTPs. Generalmente la extensidn tiene lugar en el
rango de temperaturas de 55°C-75°C. Hoy en dia es frecuente encontrar protocolos optimizados
donde los pasos de hibridacion y extension se realizan de forma simultdnea, ya que la
hibridacidon de los cebadores con el DNA molde y la extensién de este mediante la DNA
polimerasa pueden realizarse a la misma temperatura.

En el caso de utilizar RNA como material de partida de la reaccién de PCR, en lugar de DNA, se
requiere un paso adicional, previo a la etapa de desnaturalizacidn, en el cual se convierte el RNA
en cDNA. Este paso se lleva a cabo por la enzima retrotranscriptasa, habitualmente a una
temperatura entre 45°C y 55°C, que varia en funcién de la enzima utilizada.
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Figura 1. Esquema de las diferentes etapas que se suceden repetidamente en cada ciclo (n) de PCR, dando lugar a 2"
copias del DNA de partida. Etapa 1: Desnaturalizacion (separacion de la doble hebra del DNA molde); Etapa 2:
Hibridacion (union de los cebadores especificos con el DNA molde); Etapa 3: Extension (amplificacion por la DNA
polimerasa del DNA molde mediante la adicién de dNTPs). Fuente: [13].

A partir de la técnica de PCR desarrollada por Kary Mullis, denominada PCR convencional, han
ido surgiendo diferentes variantes, como las técnicas de PCR en tiempo real (qPCR), PCR en
tiempo real con transcriptasa inversa (RT-gPCR) o PCR digital, las cuales se abordan en
profundidad en los siguientes apartados.

11.L1.2 PCREN TIEMPO REAL

La técnica de PCR en tiempo real se diferencia de la PCR convencional por la incorporacién en la
reaccion de una molécula fluorescente, denominada fluoréforo. De este modo, es posible
visualizar los resultados a tiempo real, sin necesidad de realizar una electroforesis posterior.
Cuando el material de partida que se desea amplificar es DNA, la técnica se denomina PCR en
tiempo real, mientras que si el material de partida es RNA se requiere un paso previo de
retrotranscripcion y se denomina PCR en tiempo real con transcriptasa inversa.

La implementacion de la técnica de PCR en tiempo real requiere la utilizaciéon de un equipo
especifico denominado termociclador, el cual debe contar con un bloque de resistencia eléctrica
que permita realizar los ciclos de PCR a la temperatura y tiempo requeridos, ademds de con un
sistema Optico capaz de excitar a los fluoréforos y de recoger la sefial emitida. Esta sefial es
convertida en una curva de amplificacion que refleja la cantidad de producto amplificado [14].
Existen diferentes tipos de termocicladores que difieren, entre otros, en formato, capacidad o
sistema optico. Algunos de los termocicladores mds extendidos son AriaMx Real-Time PCR
System (Agilent Technologies), CFX96™ Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) y V-
Lab96 VIASURE Real Time PCR platform (Linear).

A principios de los noventa Higuchi et al. (1992, 1993) [15, 16] describieron el proceso de qPCR
utilizando como molécula fluorescente bromuro de etidio y Becker et al. (1996) [17] utilizaron
en su lugar SYBR Green |I. Ambas moléculas se intercalan en la doble hebra de DNA de forma
inespecifica y, por tanto, son los cebadores directo y reverso los que determinan la especificidad
de la reaccién. Con el objetivo de incrementar dicha especificidad, se comenzé a incluir en la
reaccion de gPCR un tercer oligonucledtido especifico (sonda) unido a una molécula
fluorescente, como alternativa a los agentes intercalantes inespecificos [18-20].
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Hoy en dia existen multitud de sondas basadas en diferentes tecnologias y con aplicaciones
diversas [21]. El tipo de sonda cuyo uso esta mas extendido son las sondas de hidrdlisis (en
concreto el tipo TagMan®) [18]. Estas sondas poseen en 5’ una molécula donadora de
fluorescencia (fluordforo o reporter) y en 3’ una molécula receptora de fluorescencia (quencher).
La sonda en solucién no emite sefial debido a la proximidad de ambas moléculas. Sin embargo,
durante la fase de extension de la qPCR, la actividad 5’-3’ exonucleasa de la DNA polimerasa
degrada la sonda liberando ambas moléculas con la consiguiente emisién de fluorescencia. Un
esquema del mecanismo de accidn de los agentes intercalantes inespecificos, tipo SYBR Green,
frente al mecanismo de accidn de las sondas de hidrdlisis, tipo TagMan®, se muestra en la Figura
2.

Agente intercalante Sonda de hidrélisis
Probe
Primer Primer R—}
Desnaturalizacidn
Hibridacién — P s
Extension - N N e
. Polymerase Reporter @ Quencher

Figura 2. Esquema comparativo del mecanismo de accion de un agente intercalante, tipo SYBR Green, frente a una
sonda de hidrdlisis, tipo TagMan®, durante las diferentes etapas (desnaturalizacién, hibridacion y extension) de la
reaccion de qPCR. Fuente: [22].

La incorporacién de sondas en la reaccidén no solo incrementa su especificidad y sensibilidad,
sino que ademas permite la deteccidn simultanea de varias dianas en una misma reaccién. En
estos ensayos de qPCR, denominados multiplex, cada sonda se encuentra unida a un fluoréforo
diferente, entre los mas comunes destacan FAM (o su equivalente Alexa Fluor 488), HEX (o su
equivalente Alexa Fluor 532), ROX y Cy5. Cada fluordforo se excita a una determinada longitud
de onda y emite a otra longitud de onda mayor, tal y como se muestra en la Figura 3.

Silos espectros de emisién de los fluoréforos empleados en el ensayo multiplex presentan zonas
de solapamiento, se puede incurrir en un fendmeno de paso de fluorescencia o cross-talk. En
este caso, la sefial de un fluoréforo concreto puede ser leida en un canal adyacente, lo que
conduce a la aparicidn de falsos positivos. Debido a ello, en la configuracién de ensayos multiplex
se recomienda trabajar con fluoréforos cuyos espectros se encuentren lo mas distantes entre si,
aunque existen en el mercado ensayos especificos para corregir este fendmeno y en algunos
termocicladores la correccién ocurre de forma automatica.
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Figura 3. Espectros de absorcion (en linea discontinua) y emision (en linea continua y drea de la curva coloreada)
correspondientes a los fluordforos Alexa Fluor 488 (verde oscuro), Alexa Fluor 532 (verde claro), ROX (naranja) y Cy5
(rojo). Se representa la intensidad relativa (%) frente a la longitud de onda (nm). Fuente: [23].

11.1.2.1 INTERPRETACION DE RESULTADOS OBTENIDOS POR PCR EN TIEMPO REAL

Durante la amplificacidn por qPCR se genera una sefial fluorescente que refleja la cantidad de
producto amplificado y se traduce en una curva de amplificacién. La cinética de la reaccion
consta de 4 fases: 1) fase basal, 2) fase exponencial o logaritmica, 3) fase lineal y 4) fase
estacionaria o plateau (Figura 4A).

Durante la fase inicial, la cual suele estar comprendida entre los 10-15 primeros ciclos, el nivel
de fluorescencia es minimo, no se consigue discriminar la sefial del ruido basal y no se supera el
umbral conocido como threshold (Th). El threshold se fija manual o automaticamente en la
region exponencial de la curva de amplificacidon y determina el nivel a partir del cual el valor de
fluorescencia es significativo.

En la fase exponencial, los reactivos de la reaccidn se encuentran en exceso, por lo que la
eficiencia (E) de la amplificacidn se sitla préxima al 100%. En esta fase se duplica la cantidad de
DNA en cada ciclo, por lo que, pasado un determinado nimero de ciclos (n), la cantidad de
producto serd 2".

La fase lineal comienza cuando alguno de los reactivos comienza a ser limitante, lo que conduce
a una disminucién de la eficiencia. Por ultimo, en la fase estacionaria la amplificacion se detiene
debido a que alglin componente se ha agotado, por lo que la sefial de fluorescencia es constante
y no aumenta a pesar de incrementar el nimero de ciclos.

El nivel de fluorescencia alcanzado es directamente proporcional a la cantidad de DNA molde de
partida y el ciclo en el que la fluorescencia supera el umbral, esto es, el punto en el que la linea
de threshold corta con la curva de amplificacion, se denomina ciclo de cuantificacion (Cq, del
inglés quantification cycle) [24, 25]. Cuanto mayor sea la cantidad inicial de DNA, antes se
alcanzara el nivel de fluorescencia umbral y, por tanto, menor serd el valor de C,,.

La deteccién por fluorescencia en gPCR no solo evita la realizacidn posterior de una
electroforesis, sino que también permite la cuantificacion relativa de la muestra analizada,
mediante el valor de C,. Para ello, se requiere la presencia de un estandar de concentracion
conocida, del cual se realizan diluciones seriadas y se analizan por gPCR. Los valores de Cq
obtenidos se representan frente al logaritmo en base 10 de la concentracidn inicial de cada una
de las diluciones seriadas. Se crea, de este modo, una recta estdndar, a partir de la cual es posible

11
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determinar la concentracidon de una muestra problema mediante extrapolacion de su valor de
C, (Figura 4B), siguiendo las ecuaciones 11y 12.

Las diluciones seriadas del estdandar deben entrar en el rango dindmico de la gPCR
(habitualmente de 6-9 logio), es decir, deben estar dentro del rango de concentraciones en el
que la reacciéon tiene un comportamiento lineal [25, 26].

A A e * AB
| Plateau |
re—— e testemm R | :
9 | !
% | | Cq :
(%) | Linear | s
2 | |
= | | ®
] | | t
= L o f
[T Exponen{al —— H
/1 Threshold Line <
- |
L Baseline | . >
Cq Log Co

Figura 4. (A) Curva tipica sigmoide de la evolucién de fluorescencia durante la reaccion de qPCR donde se destacan
las diferentes fases: basal, exponencial, lineal y estacionaria o plateau. Se representan los términos Cq y threshold. (B)
Recta estdndar obtenida mediante la representacion del valor de C, frente al logaritmo de la concentracion inicial (Log
Co) de las diluciones seriadas de un estdndar de concentracion conocida. Se marca con un punto rojo la extrapolacion
del valor de C, de una muestra problema en la recta estdndar, con el objetivo de determinar la concentracién de la
muestra problema. Fuente: Adaptado de [22].

Es posible valorar el comportamiento lineal de la reaccién de gPCR mediante el cdlculo del
coeficiente de correlacion de Pearson (R?), el cual debe ser préximo a 1. Otro pardmetro que
debe ser considerado es la eficiencia de la reaccién, una eficiencia del 100% implica que en cada
ciclo se estd duplicando la cantidad de DNA molde. En la practica, la eficiencia de la reaccidn
suele situarse en el rango 90-105% y se calcula a partir de la pendiente (a) de la recta estandar
[26, 27]:

-1
E=10a —1 (Ecuacion 1)

Los ensayos de gPCR no siempre van acompafnados de la realizacidon de una curva estdndar. En
ese caso, es posible comparar la concentracién inicial de dos muestras (Ca y Cs) mediante la
diferencia de su valor de Cq (ACy), aplicando la siguiente ecuacion [28]:

& = 24¢, (Ecuacion 2)
Cp

En el supuesto de que la muestra A presentase un Cq 3 veces mayor que la muestra B (Ejemplo:

Cqa= 18; Cga= 15; AC4=3), la muestra B estaria 8 veces mds concentrada que A.

En la ecuacidn 2 se ha considerado una eficiencia de la reaccién del 100%, debido a que se asume
esta eficiencia en la fase exponencial de la reaccion, fase donde se asigna el valor de Cq. Si no se
cumple este supuesto tedrico de eficiencia 100% debe aplicarse la ecuacién 3, donde se tiene
en cuenta la eficiencia propia de cada ensayo:

Ca (1 + E)4Cq (Ecuacion 3)

cg
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11.1.2.2 RELEVANCIA DE LA PCR EN TIEMPO REAL EN EL DIAGNOSTICO CLINICO Y OTRAS
APLICACIONES

La técnica de gPCR se ha incorporado en numerosas areas como la virologia, bacteriologia,
parasitologia y micologia, debido a su rapidez, sensibilidad y especificidad. En el ambito del
diagndstico clinico, esta técnica ha reemplazado a los métodos convencionales como el cultivo,
la microscopia o los ensayos inmunoldgicos basados en la deteccidn de antigenos o anticuerpos.

El cultivo ha sido, durante muchos afios, la técnica estdndar de referencia (gold standard) para
el aislamiento del agente etioldgico de la enfermedad. En base a la sospecha clinica se utilizan
unos determinados medios de cultivo selectivos, diferenciales y de enriquecimiento, para
favorecer el crecimiento del patégeno buscado, frente a otros patégenos. El cultivo es un
proceso lento y laborioso, que requiere la presencia de personal experimentado, especialmente
en el cultivo de aquellos microorganismos con requerimientos de crecimiento muy especificos.
Un ejemplo de ello es el virus del papiloma humano, los norovirus o las bacterias Mycobacterium
tuberculosis, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrheae y Bordetella pertussis, cuyo
crecimiento en cultivo es complejo y, en algunos casos, inaccesible [29, 30]. A su vez, el cultivo
puede verse afectado en aquellos casos en los que no se puedan garantizar unas condiciones
adecuadas de conservacion de la muestra, ya que resulta critico mantener la viabilidad de los
microorganismos desde la toma de muestra del paciente. Ademas, el cultivo suele requerir la
realizacion posterior de pruebas confirmatorias (mediante diferentes pruebas bioquimicas o
tinciones especificas y visualizacién por microscopia) o de tipado (mediante técnicas como la
espectrometria de masas MALDI-TOF® o aglutinaciones con antisueros especificos). En la
mayoria de los casos, el diagndstico final no se encuentra disponible hasta pasadas 1-4 semanas.
Resulta crucial reducir este tiempo de respuesta para administrar el tratamiento adecuado en
un inicio temprano de la enfermedad, asi como para aislar al paciente y contener la enfermedad,
evitando su propagacion.

Los métodos inmunoldgicos también se encuentran ampliamente extendidos en el diagndstico
clinico, siendo frecuentes las pruebas rapidas de deteccion de antigenos o anticuerpos. Estas
pruebas suelen presentar valores de sensibilidad y especificidad variables y, en algunos casos,
se observan fendmenos de reactividad cruzada en la deteccién de anticuerpos. Un ejemplo de
ello es la reactividad cruzada observada entre virus del género Flavivirus, al cual pertenecen el
virus del dengue, el virus de la fiebre amarilla o el virus de Zika [31]. Por otra parte, el diagndstico
por serologia no es aplicable en los inicios de la infeccidén y, en ocasiones, resulta complicado
discernir si se trata de una infeccién presente o pasada.

Otra técnica frecuentemente utilizada en el diagndstico clinico es la microscopia, ya que suele
ser la técnica de eleccion en la identificacion de diferentes hongos y parasitos, como
Pneumocystis jirovecii o Entamoeba spp. [32]. Para su identificacidn se requiere de personal muy
experimentado y, en algunos casos, no es posible la diferenciacion morfoldgica entre especies,
como la diferenciacién entre Entamoeba histolytica (patégena) y Entamoeba dispar (no
patdgena, forma parte de la flora intestinal) [33].

Todo ello ha motivado la implementacidn de la técnica de gPCR en numerosos algoritmos
diagndsticos, como reemplazo o apoyo a las técnicas convencionales [34-37]. La técnica de gPCR
destaca por su elevada sensibilidad y especificidad, ademds de ofrecer resultados en un tiempo
reducido (2-4h). Este tiempo de respuesta ha jugado un papel crucial en el control y deteccion
de virus emergentes como el virus de Zika, virus del Ebola o SARS-CoV-2. Por otra parte, la
elevada sensibilidad de la gqPCR permite identificar a un patdgeno presente a muy baja

13



INTRODUCCION

concentracién (en muchos casos 1 copia por reaccién) en una matriz compleja. Esto ha motivado
la sustitucidn de ciertas técnicas invasivas, como la realizacidn de una biopsia, por el andlisis
mediante gPCR de otro tipo de muestras de facil obtencion [29].

Hoy en dia, la técnica de qPCR estd muy presente en el campo del diagndstico clinico, donde es
frecuente encontrar paneles de qPCR comerciales constituidos por diferentes ensayos multiplex,
los cuales permiten la identificacidn, en una misma reaccién, de un gran nimero de patégenos.
Los patdgenos que permite identificar cada panel de gPCR suelen ser todos ellos causantes de
un mismo tipo de patologia (gastrointestinal, respiratoria, enfermedades de transmision
sexual...etc). De este modo, se selecciona el panel de qPCR acorde a la sintomatologia del
paciente, realizando un cribado de los posibles agentes infecciosos y, a su vez, siendo mas
probable la deteccidn de posibles coinfecciones, las cuales pasan inadvertidas en el diagndstico
por técnicas convencionales. Dentro del diagndstico clinico, la utilizacién de la técnica de qPCR
también es muy frecuente en la deteccién de bacterias portadoras de genes de resistencia a
antibiéticos, como la deteccidn de Staphylococcus aureus resistente a meticilina o la
identificacion de las cepas de Escherichia coli o Klebsiella pneumoniae que son portadoras de
betalactamasas de espectro extendido [29]. Respecto al diagndstico de virus, la obtencién de
resultados cuantitativos mediante la técnica de gPCR permite realizar un seguimiento
exhaustivo de la carga viral en pacientes con enfermedades crénicas, como las causadas por el
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), virus de la hepatitis B o virus de la hepatitis
C. Este seguimiento de la carga viral es un indicador de la respuesta a diferentes terapias
antivirales y permite detectar resistencias incipientes. Por ultimo, otra aplicacidon destacada de
la técnica de gPCR en el campo del diagnéstico clinico es el genotipado de bacterias y virus, ya
que esta caracterizacion molecular contribuye a detectar los focos de infeccién y es una parte
importante de los estudios epidemiolégicos.

Las aplicaciones de la qPCR se extienden mds alla de la microbiologia clinica, siendo una técnica
muy utilizada en farmacogenética para la elaboracidon de un tratamiento personalizado por
paciente. Este tratamiento personalizado se basa en un andlisis del genoma del paciente por
gPCR, en el cual es posible inferir la respuesta del paciente a diferentes farmacos. Para ello, se
analiza la secuencia de aquellos genes implicados en el metabolismo de farmacos, como los
genes que codifican para el citocromo P450 o la N-acetiltransferasa [38]. Mediante el estudio
por gPCR del genoma humano también es posible realizar estudios de expresion génica, la
deteccion de enfermedades hereditarias o determinar la predisposicion a sufrir ciertas
enfermedades [39]. Por otra parte, la técnica de gPCR esta muy presente en el campo de la
medicina forense para identificacidon de sujetos, relaciones de parentesco o incluso para inferir
las caracteristicas fisicas de un sujeto a partir de su genoma [38]. Por ultimo, la qPCR juega un
papel importante en la industria alimentaria, mediante el control de calidad de alimentos y la
verificacion del correcto funcionamiento de los procesos de esterilizacion, en los que se analiza
la presencia de diferentes microorganismos como Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Salmonella spp., Campylobacter o Listeria monocytogenes [40].

1I.L1.3 PCRDIGITAL

En la evolucidn de la técnica de PCR en tiempo real cabe destacar la aparicién de la PCR digital,
término descrito por primera vez por Vogelstein y Kinzler en 1999 [41]. La PCR digital se basa en
la divisién de la muestra en multitud de particiones, en las cuales ocurre la reacciéon de PCR de
forma independiente, permitiendo la cuantificacién absoluta de la muestra sin necesidad de un
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estandar [14, 42]. Se considera una particidn como positiva cuando presenta una intensidad de
fluorescencia superior al nivel basal, por tanto, la fluorescencia final es utilizada para realizar
una clasificacién binomial: 1 (particion positiva: contiene al menos una molécula diana) y 0
(particidn negativa: no contiene ninguna molécula diana).

Esta técnica comparte la misma metodologia que la PCR en tiempo real en cuanto a preparacion
de la reaccién de amplificacidn [43, 44], pero difiere en el método de carga de la muestra, ya
que esta debe afiadirse a un soporte que permita su distribucién en multitud de particiones.
También difiere en la lectura e interpretacion de resultados. Un esquema de los diferentes pasos
gue constituyen el proceso de PCR digital se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Esquema de los diferentes pasos del proceso de PCR digital: preparacion de la mezcla de reaccidn, division
de la mezcla en particiones, amplificacion y andlisis de resultados. Fuente: [22].

Existen en el mercado diferentes plataformas de PCR digital que utilizan distintos métodos para
la dispersidon de la muestra en multitud de particiones [45, 46]. Los métodos mas extendidos se
describen a continuacion y las caracteristicas propias de cada sistema se recogen en la Tabla 1.

-Creacién de gotas mediante una emulsion de agua y aceite. La muestra se distribuye en
multitud de gotas, las cuales se crean mediante equipos especificos como los sistemas
comerciales QX100™ y QX200™ Droplet Digital™ PCR System (Bio-Rad) y RainDrop® System
(RainDance™ Technologies).

-Chips compuestos por micropocillos. Los chips suministrados por el fabricante ya contienen
particiones en las que se distribuird la muestra. El sistema comercial QuantStudio® 3D Digital
PCR System (Thermo Fisher Scientific) utiliza este método de dispersién de la muestra.

-Chips compuestos por microcanales. Son analogos a los chips compuestos por micropocillos,
ya que el soporte contiene de fabrica las particiones, pero difieren en los pardmetros recogidos
en la Tabla 1. En este método se basan los sistemas comerciales BioMark™ System y EP1™
System (Fluidigm).

También se han descrito otros métodos de dispersidén de la muestra, basados en particulas de
hidrogel [47] o técnicas de impresion [48], cuyo su uso esta menos extendido. Los estudios
reportados en la bibliografia sobre la comparativa entre diferentes plataformas comerciales de
PCR digital muestran una elevada reproducibilidad y repetibilidad, independientemente del
sistema utilizado [46, 49, 50]. Se recomienda, con el objetivo de asegurar una correcta dispersion
de la muestra y una mayor fiabilidad en la medicién, trabajar con un tamafio y volumen de
particion (Vp) reducidos, un alto nimero de particiones, una buena estabilidad térmica de la
reaccion y un elevado ratio de dispersién [45].
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Tabla 1. Caracteristicas de las distintas plataformas de PCR digital, las cuales emplean diferentes estrategias de
dispersion de la muestra. Se utiliza el simbolo * para indicar el nivel de estabilidad térmica de la reaccién. Cuanto
mayor sea el numero de *, mayor es la estabilidad térmica en ese sistema. Fuente: Adaptado de [45].

, Parametros de dispersion
Método de " — -
. . Tamafio de , Estabilidad Ratio de
dispersion de . Volumen de Ndmero de P . <
particidon (mm) L . térmica de dispersion
la muestra particién (nl) particiones - o
la reaccion (min™)
20.000- i
Gotas 0,1-0,01 0,001-1 10.000.000 2.000
Micropocillos 0,01-0,001 0,8-1 20.000 HR A 60.000
Canales 0,1-0,01 6,25 14.112 rRE 10.000
Particulas 0,1-0,01 Variable 10.000.000 ok 3.000.000
Impresién 0,1 0,8 nL 400 KoKk 100

En el proceso de PCR digital se asumen los siguientes supuestos [51]:

1) Todas las particiones presentan el mismo volumen. Este volumen viene determinado por el
fabricante. Diferentes autores han encontrado cierta desviacidon del volumen real de cada
particion, respecto al volumen tedrico determinado por el fabricante, lo que puede ser una
fuente de variabilidad [52, 53]. Un volumen desigual entre particiones conduce a una
infraestimacién de la concentracién de la muestra, como se refleja en la Figura 6.

* & W l!I ™ L] * & e L - L]
L] . - - . » - »
& - .
. C * —" N | . “
- - . @ s * - 8 - - - 2.
=y L = - I m -
39/56 30/56

Figura 6. (A) El volumen de todas las particiones es idéntico, se observan 39/56 particiones positivas. (B) El volumen
de las particiones es variable, se observan 30/56 particiones positivas. Fuente: [54].

2) Las moléculas diana se distribuyen aleatoriamente entre las particiones. En este caso todas
las particiones tendrian la misma probabilidad de contener moléculas diana [55].

Cumpliendo estos dos supuestos es posible determinar la concentracion de una muestra
problema siguiendo las ecuaciones 4 y 5, fundamentadas en la distribucion de Poisson [56].

En primer lugar, se debe calcular el pardmetro A que hace referencia a la media de moléculas

diana presentes por particion. Se entiende por k, el nUmero de particiones positivas, y n, el
numero total de particiones.

A=—In(1- E) (Ecuacion 4)
n

En segundo lugar, es posible calcular la concentracién (C) de la muestra problema considerando

el valor A obtenido en la ecuacidn 4, el volumen de la particién y la dilucion (D) que ha sufrido la
muestra durante el proceso.
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1
C=AX(—)XD Ecuacion 5
) ( )

El modelo tedrico indica que la varianza alcanza su minimo en un valor de A = 1,59 copias por
particién, el cual es equivalente al 20% de las particiones vacias, por lo que la fiabilidad en la
cuantificacion disminuye conforme nos alejamos de dicho valor [53, 57]. Esto implica que la
precision en la cuantificacién no es constante a lo largo de su rango dinamico, sino que es inferior
en los extremos de dicho rango [42]. En el caso de cuantificar una muestra muy concentrada
(alto valor de A), en la mayoria de las particiones se encontrarian varias moléculas diana. Esto
conduciria a una infraestimaciéon de la concentracién, puesto que no hay modo de diferenciar
las particiones que contienen 1 molécula frente a las que contienen multiples moléculas.

La PCR digital destaca frente a la PCR en tiempo real por una mayor sensibilidad en la deteccién
de secuencias que se encuentran en baja proporcion en la muestra analizada, asi como por una
menor susceptibilidad a los inhibidores de fluorescencia. Ambas caracteristicas son
consecuencia de la distribucidon de la muestra en particiones, en las cuales ocurre la reaccion de
PCR de forma independiente y, por tanto, disminuye la competencia entre reactivos [43]. En su
contra, las particiones condicionan la escalabilidad de la PCR digital, la cual es mas limitada que
la PCR en tiempo real, al igual que su rango dinamico [42, 58]. Por otra parte, el hecho de poder
prescindir de un estandar en la cuantificacién por PCR digital conduce a una mejora en la
reproducibilidad entre laboratorios y en el tiempo vy, a su vez, asegura una correcta trazabilidad
respecto al Sistema Internacional de Unidades [59].

Debido a las ventajas expuestas anteriormente, la PCR digital ha sido el método de eleccién por
diferentes autores para la cuantificacion de materiales de referencia [52, 59-62]. A su vez, es el
primer método de medicién de acidos nucleicos aceptado como referencia por el Comité
Conjunto para la Trazabilidad en Medicina de Laboratorio (JCTLM, Joint Committee on
Traceability in Laboratory Medicine), debido a su elevada repetibilidad y reproducibilidad [46,
51].

1.2 MATERIALES DE REFERENCIA PARA PCR EN TIEMPO REAL

Se define como estandar bioldgico aquella muestra de referencia positiva que se incluye en un
ensayo bioldgico para garantizar que dicho ensayo funciona correctamente. Este estandar debe
permitir la calibracién y armonizacién de los datos del ensayo. A su vez debe funcionar en una
amplia gama de ensayos y reflejar cémo se comportaria una muestra problema en estos ensayos
[63].

El uso de estandares bioldgicos se remonta a 1890 con el descubrimiento por Behring y Kitasato
de la antitoxina diftérica, la cual se obtenia al inyectar toxina diftérica a cobayas. El suero de
estos animales servia para inmunizar a la poblacién y evitar asi la propagacién de la enfermedad.
Surgid entonces la necesidad de estandarizar la medicidn de la cantidad de antitoxina presente
en diferentes lotes de suero, con el objetivo de administrar la misma dosis de antitoxina,
independientemente del lote utilizado [64, 65]. En 1897 Paul Ehrlich suplié esta necesidad
creando el primer estandar biolégico consistente en suero liofilizado y preservado a bajas
temperaturas, garantizando asi su estabilidad a largo plazo [66, 67].

Afios mas tarde (1972) se fundd el Instituto Nacional de Estandares y Control Bioldgicos (NIBSC,
del inglés National Institute for Biological Standards and Control), el cual produce actualmente
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mas del 95% de los estandares bioldgicos (antigenos, anticuerpos, hormonas, productos
terapéuticos, virus, vacunas...) de todo el mundo [63, 68].

El origen de los materiales de referencia para la estandarizacidon de las técnicas moleculares,
como la técnica de PCR en tiempo real, se sitla en 1997 con la aparicion del primer liofilizado
de plasma con altos titulos del virus de la Hepatitis C [69]. Desde entonces distintos materiales
de referencia (principalmente virus), cuya intencion de uso es servir como control en las técnicas
de amplificacién de acidos nucleicos, se han sumado a la lista de materiales de referencia
proporcionados por NIBSC. Actualmente, se encuentran en desarrollo nuevos materiales como
los virus causantes de fiebres hemorragicas: virus de Lassa, virus de Marburgo, virus de Nipah,
coronavirus causante del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) y virus de la
fiebre hemorragica de Crimea-Congo [68, 70].

Los materiales de referencia se pueden clasificar en 3 grandes grupos en funcién de su disefio e
intencion de uso [70]:

-Estandares internacionales: son disefiados y validados segin las recomendaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [71], su concentracion se expresa en Unidades
Internacionales y son los Unicos materiales de referencia con los que es posible calibrar un
ensayo en Unidades Internacionales. Estos estdndares deben estar accesibles por un largo
periodo de tiempo (5-10 afios) para asegurar un comparador consistente e invariable. Un
estandar internacional puede tardar 2-3 afos en establecerse y suelen estar disponibles en
cantidades relativamente limitadas, por lo que se recomienda su uso para la caracterizacién y
calibracién de estandares secundarios [63].

-Estandar secundario o control externo: se recomienda su calibracién mediante el estandar
internacional. Sirven para monitorizar el rendimiento de un ensayo, cuantificar una muestra o
establecer comparativas entre ensayos realizados en diferentes dias, por distintos operadores o
laboratorios...etc.

-Control interno: este tipo de control suele suministrarse con el ensayo y sirve para validar los
resultados de cada reaccién. En la técnica de PCR en tiempo real el control interno suele incluirse
en la mezcla de reaccion junto con los cebadores, sondas, enzimas u otros reactivos esenciales.

A continuacion, se realiza una revision de las diferentes metodologias y estrategias llevadas a
cabo en la sintesis de materiales de referencia para su aplicacion en ensayos qPCR. En esta
revisién se han clasificado los materiales de referencia segln su capacidad de monitorizar el
proceso de amplificaciéon por gPCR o el proceso completo, incluyendo en este ultimo caso el
paso previo de extraccién del material genético.

1I1.2.1 MATERIALES DE REFERENCIA PARA EL CONTROL DEL PROCESO DE
AMPLIFICACION POR QPCR

Los materiales de referencia contemplados en este apartado se basan en secuencias sintéticas
de DNA o RNA transcrito in vitro y, por tanto, permiten monitorizar Unicamente el proceso de
amplificacion por gPCR (y la reaccién de retrotranscripcion en el caso de los materiales de RNA).
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11.2.1.1 SECUENCIAS SINTETICAS DE DNA

La sintesis de novo de DNA mediante sintesis quimica permite la creacidon de fragmentos de
tamafio aproximado de hasta 100 pares de bases (pb) [72, 73], ya que cuanto mayor es la
longitud del oligonucledtido sintetizado, mayor es la tasa de error [74]. La necesidad de construir
fragmentos con un tamafio superior ha conducido al desarrollo de diferentes estrategias para la
creacion de largas construcciones de DNA [75].

11.2.1.1.1 METODOS BASADOS EN EL ENSAMBLAIJE CiCLICO DE LA POLIMERASA

El ensamblaje ciclico de la polimerasa (PCA, del inglés polymerase cycling assembly) permite la
creacion de largos constructos de DNA mediante la utilizacién de oligonucleétidos con zonas de
solapamiento, que son extendidas por la actuacién de la DNA polimerasa (Figura 7). Es una
reaccién diferente a la PCR estdndar, puesto que no se afiaden cebadores ni se da una
amplificacidon exponencial, aunque una vez sintetizado el fragmento de interés se suele realizar
una PCR para su multiplicacién. Habitualmente este producto de PCR es clonado en un plasmido
para su crecimiento y seleccion en bacterias.
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Figura 7. Esquema de sintesis de un control positivo (secuencia sintética DNA) para su uso en ensayos qPCR. Paso 1:
hibridacion de los oligonucledtidos en zonas complementarias y extension por la DNA polimerasa. Paso 2:
amplificacion por PCR del fragmento de DNA generado en el paso 1. Fuente: [76].

El ensamblaje ciclico de la polimerasa fue utilizado por primera vez por Dillon y Rosen (1990)
[77] para la sintesis del gen rev (303 pb) del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-
2). Afios mas tarde, Stemmer et al. (1995) [78] utilizaron este método para ensamblar en una
Unica reaccion 56 oligonucleétidos de 40 pb cada uno, crearon asi un fragmento de 1.100 pb
gue contenia el gen de la B-lactamasa TEM-1. Posteriormente, este método fue utilizado para el
desarrollo de controles positivos que permitieron monitorizar la reaccién de qPCR. David et al.
(2008) [76] crearon controles positivos para los genes recA y tceA, presentes en la bacteria
Dehalococcoides ethenogenes, y para el gen todC, presente en la bacteria Pseudomonas putida.
Conrad et al. (2012) desarrollaron diferentes controles positivos, todos ellos dirigidos a su
utilizacion en aquellos ensayos de gPCR que permiten identificar los nueve serotipos
patogénicos de Escherichia coli productora de toxina Shiga.

Una estrategia similar, denominada método Uni-Control, fue descrita por Whiley et al. (2010)
[79], donde también se requiere la actuacion de la DNA polimerasa, pero en este caso es
necesaria la presencia de dos oligonucleétidos sintéticos y un acido nucleico no especifico que
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actue como molde iniciador. Whiley et al. describieron la sintesis de los controles positivos del
virus de influenza A (HIN1) y del metapneumovirus humano, para la monitorizacién de la
reaccién de gPCR. Esta sintesis se realizd a partir de dos acidos nucleicos no especificos,
correspondientes al virus de parainfluenza tipo 2 y al virus del herpes equino, respectivamente,
(Figura 8A). En este estudio se observé que el oligonucleétido que contenia la sonda tendia a
dimerizar a bajas concentraciones de control positivo, dando una sefial residual en gPCR, por lo
gue se desaconsejo este tipo de control positivo para el calculo del limite de deteccion de un
ensayo de gqPCR. Recientemente, Cho et al. (2020) [80] han solventado esta limitacién con una
optimizacion del método, mediante el cual han sintetizado un control positivo de DNA que
contiene los genes RdRP, Ey N del virus SARS-CoV-2 (Figura 8B).
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Figura 8. Esquema del proceso de sintesis de controles positivos basado en la presencia de un dcido nucleico no
especifico (dcido nucleico iniciador). A. RNA del virus parainfluenza tipo 2 como dcido nucleico iniciador para la sintesis
del control positivo del virus influenza A. B. Secuencias inespecificas B, D y E para la sintesis del control positivo del
virus SARS-CoV-2 a partir de la secuencia de los cebadores forward (A), reverse (F) y sonda (C). Fuente: [79, 80].

Estrategias similares basadas en la actuacion de la DNA polimerasa, junto con ligasas, han sido
utilizadas en el campo de la biologia sintética para reconstituir genomas completos y, por tanto,
también pueden ser aplicadas en la generacion de materiales de referencia para gPCR. Destacan
los experimentos de Smith et al. (2003) [81], quienes lograron reconstituir de forma sintética el
genoma completo del bacteridfago X174 (5.386 pb), a partir del ensamblaje de multiples
oligonucledtidos.

11.2.1.1.2 METODOS BASADOS EN EL ENSAMBLAJE DE FRAGMENTOS DE DNA SOBRE UN
PLASMIDO

La incorporacién de diferentes fragmentos de DNA sobre un DNA plasmidico para su uso como
control positivo de ensayos gPCR ha sido ampliamente reportada [72, 82-84]. Generalmente se
describe un ensamblaje secuencial que es mediado por la digestién con enzimas de restriccion
y posterior ligacién de los fragmentos de DNA con el pldsmido.
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Charrel et al. (2004) [85] publicaron un método orientado al disefio de controles positivos de
gPCR para aquellos patégenos clasificados como posibles agentes de bioterrorismo, debido a la
necesidad de este tipo de controles por su elevada peligrosidad y escasa disponibilidad. En
primer lugar, sintetizaron de novo las secuencias especificas de cada patégeno y las amplificaron
por PCR de forma independiente. A partir de este punto se procedié a trabajar en grupos de 2
secuencias que fueron digeridas mediante enzimas de restriccidn, unidas con la enzima T4 DNA
ligasa y clonadas en un plasmido. Este proceso es repetido tantas veces como sea necesario, en
funcién de los fragmentos que interese incluir en el control positivo. El resultado final es un DNA
plasmidico circular que contiene secuencias especificas de los patégenos de interés. Un
esquema del mismo se muestra en la Figura 9.

Seql smallpox virus Seq2 B. anthracis Seq3 F. tularensis — Seqd Y. pestis
I LB | 1 LI | 1

Cat.A Plasmid

Figura 9. Esquema de control positivo sintético basado en el plasmido PGEM-T al cual se han introducido secuencias
especificas de agentes de bioterrorismo de categoria A (virus causante de la viruela, Bacillus anthracis, Francisella
tularensis y Yersinia pestis). Se compone de secuencias estabilizadoras (gris), sitios de restriccion de Sacl (rojo), sitios
de hibridacion de los cebadores (verde), secuencias especificas de patégeno (blanco), sitios de hibridacion de la sonda
(rosa) y secuencias exdgenas (amarillo) que contienen el sitio de restriccion de Notl (azul). Fuente: [85].

Kodumal et al. (2004) [86] utilizaron una estrategia similar para la sintesis de un DNA plasmidico
(31.700 pb) que incluyese todos aquellos genes comprendidos en el complejo policétido sintasa.
Asi mismo, Sakai et al. (2017) [87] sintetizaron los controles positivos pNUversa (DNA plasmidico
circular de tamafio 10.873 pb) y NUversa (DNA lineal de tamafio 8.175 pb) que destacan por el
gran numero de dianas incorporadas. Ambos controles contienen las 67 dianas requeridas para
la identificacién de los 94 serotipos de Streptococcus pneumoniae.

11.2.1.1.3 METODOS BASADOS EN RECOMBINACION HOMOLOGA

El método de ensamblaje en serie de fragmentos de DNA contemplado en el apartado anterior
11.2.1.1.2, basado en sucesivas reacciones con enzimas de restriccion y ligacion, resulta lento y
laborioso. Por este motivo, surge el método de ensamblaje de Gibson, basado en la unién de
fragmentos de DNA mediante recombinacién homdloga. El proceso se basa en el disefio de
fragmentos con zonas complementarias que solapen entre si. En presencia de estos fragmentos
se afiade una mezcla de enzimas y polietilenglicol, este Ultimo actua como estimulante del
proceso de recombinacion.

Inicialmente, este proceso se realizaba en 2 etapas a diferentes temperaturas. En un primer paso
(en ausencia de dNTPs a 37°C), se afiadia una exonucleasa (T4 DNA polimerasa) que eliminaba
los nucleétidos de los extremos de la doble hebra de DNA. Después se inactivaba la enzima a
75°Cy se descendia la temperatura a 60°C para permitir la recombinacién de los fragmentos. En
un segundo paso (en presencia de dNTPs a 45°C), los huecos generados eran completados por
la actuacién de la Tag DNA polimerasa y las mellas selladas por la Tag DNA ligasa [88], tal y como
se muestra en la Figura 10.
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Actualmente, es posible llevar a cabo la reaccién en un Unico paso a temperatura constante de
50°C. Esto es posible gracias al reemplazo de la enzima T4 DNA polimerasa por la T5 exonucleasa,
esta ultima no tiene actividad DNA polimerasa y puede ejercer su funcién en presencia de dNTPs.
Ademas, se recomienda el reemplazo de la enzima Tag DNA polimerasa por la enzima Phusion®
DNA polimerasa, ya que esta Ultima es de alta fidelidad. Esta estrategia fue utilizada por Gibson
et al. (2010) [89] para sintetizar el genoma mitocondrial de ratdn completo (16.299 pb), a partir
de 600 fragmentos solapantes de 60 pb cada uno.
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Figura 10. Esquema de las diferentes etapas que constituyen el método de ensamblaje de Gibson basado en la
recombinacion homdloga de fragmentos con zonas de solapamiento. Fuente: Adaptado de [88].

En la revision anterior observamos la existencia de dos tipos de estandar: DNA lineal y DNA
plasmidico. Diferentes autores han evaluado su rendimiento en ensayos qPCR y su estabilidad a
largo plazo. Sakai et al. (2017) [87] evaluaron el comportamiento de los controles positivos
sintéticos pNUversa (DNA plasmidico) y NUversa (DNA lineal), en comparacién con un DNA
gendmico. Observaron que ambos controles mostraban altos valores de linealidad (pNUversa R?
=0,996; NUversa R? = 0,991) y eficiencia (pNUversa E = 98,8%; NUversa E = 97,0%), similares a
los obtenidos en DNA gendémico (R? = 0,994; E = 97,3%). Sin embargo, la reaccién de gPCR se
veia afectada en presencia del plasmido pNUversa, como demuestra su valor de y-intercepto (y-
intercepto = 42,942), el cual es superior respecto al de NUversa (y-intercepto = 40,302) y al del
DNA gendmico (y-intercepto = 39,837). Se demostré que esta diferencia observada era
estadisticamente significativa y que, por tanto, la cuantificacién realizada considerando como
estandar el plasmido pNUversa conducia a una sobreestimacién de la concentracién.

Estas observaciones coinciden con la informacién aportada por diferentes autores [90, 91],
cuyas investigaciones revelan que la conformacién superenrollada que adopta un DNA
plasmidico afecta negativamente a la reaccion de qPCR. Generalmente no se observa una
disminucién de la eficiencia de la reaccidn, pero si valores de Cqy mas retrasados respecto al DNA
lineal, por lo que la precision en la cuantificacion mediante este tipo de controles es menor.

Debido a que el DNA plasmidico es mas estable a largo plazo que el DNA en su forma lineal, ya
que es menos susceptible a degradacidén por exonucleasas, se recomienda disponer de un DNA
plasmidico como estandar para su almacenamiento y linealizarlo en el momento previo a la
reaccion de gPCR [91-93]. También existen en el mercado diferentes opciones de DNA lineal
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como es el caso de las secuencias sintéticas gBlocks™ Gene Fragments o Ultramer™ DNA
Oligonucleotides (Integrated DNA Technologies), que muestran elevados valores de linealidad,
eficiencia y reproducibilidad al utilizarse como materiales de referencia en ensayos qPCR, asi
como una elevada estabilidad a largo plazo [93-95]

11.2.1.2 RNA TRANSCRITO IN VITRO

Los materiales de referencia basados en una secuencia sintética de DNA o cDNA pueden
monitorizar la reaccidén de PCR propiamente dicha, pero no el paso previo de retrotranscripcion,
es decir, el nUmero de moléculas que pasan de RNA a cDNA. Recientemente, Madala et al. (2021)
[96] ofrecen una monitorizacién mas exhaustiva del proceso con la creacidon de controles
positivos sintéticos de RNA. Su objetivo es suministrar un control positivo de SARS-CoV-2 que
contenga las dianas de PCR contempladas en los protocolos de la OMS. Para ello clonan estas
dianas en un DNA plasmidico, concretamente en una regién flanqueada por el promotor T7 y
una sefial de poliadenilacion (poliA). Estos elementos permiten la transcripcion in vitro del DNA
plasmidico a RNA, generando un control positivo sintético de RNA. A su vez, proponen distribuir
las dianas de SARS-CoV-2 en dos plasmidos para lograr que un mismo plasmido actue de forma
simultanea como control positivo o negativo, en funcién de la diana analizada.

Anteriormente, diferentes autores habian recurrido ya a esta metodologia, Cello et al. (2002)
[97] crearon un RNA sintético de poliovirus; Martinez-Martinez et al. (2011) [98] sintetizaron un
RNA que incluia las dianas mds comunes en la deteccién por gPCR de virus entéricos; Kodani et
al. (2011) [99] incluyeron en un mismo RNA fragmentos de 20 patégenos diferentes causantes
de patologia en humanos; Bermuidez de Ledn et al. (2013) [100] disefiaron un RNA del virus de
influenza A (H1IN1) y Dimaculangan et al. (2020) [101] desarrollaron un control positivo de RNA
para el virus Sindbis y el virus del Nilo Occidental.

11.2.2 MATERIALES DE REFERENCIA PARA EL CONTROL DEL PROCESO DE
EXTRACCION DEL MATERIAL GENETICO Y AMPLIFICACION POR QPCR

El principal inconveniente de los controles positivos basados en secuencias sintéticas de DNA o
RNA transcrito in vitro, descritos en el apartado 11.2.1, es su incapacidad para monitorizar el
proceso de extraccidon de acidos nucleicos, junto con su susceptibilidad a ser degradados por
nucleasas. Ambas limitaciones son consecuencia de la ausencia de una estructura externa que
proteja al acido nucleico.

A continuacién, se realiza una revisién de los materiales de referencia disponibles para la
monitorizacién completa del proceso de qPCR, desde la extraccion de acidos nucleicos hasta la
reaccién de amplificacién. La siguiente revision se centra en materiales de referencia para el
diagndstico de virus, ya que son el objetivo central de este trabajo de investigacion.

11.2.2.1 VIRUS SALVAJE (WILD-TYPE)

La mayoria de los materiales de referencia suministrados por NIBSC consisten en virus salvajes
(wild-type). Estos generalmente han sido aislados de un cultivo procedente de una muestra
clinica y conservan su capacidad infectiva. A su vez, casas comerciales como Vircell con la gama
de productos AmpliRun®Total, Zeptometrix con los productos NATtrol™ Molecular Controls, o
Thermo Fisher Scientific con los productos AcroMetrix™, ofrecen preparaciones de virus
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salvajes. En este caso, suelen ser preparaciones inactivadas mediante diferentes tratamientos
fisicoquimicos.

La manipulacién de este tipo de controles, especialmente aquellos no inactivados, requiere de
personal experimentado y de diferentes medidas de bioseguridad y contencidn. Suelen ser
materiales cuya accesibilidad estd restringida, tanto por su elevada peligrosidad como por su
cantidad limitada. En algunos casos el cultivo de estos virus es lento, laborioso y presenta un
rendimiento bajo, siendo incluso algunos de ellos no cultivables [98]. Como ventaja destaca su
fiabilidad, puesto que su estructura y genoma son idénticos al virus que interesa diagnosticar,
pero debido a su accesibilidad limitada no se puede garantizar su universalidad.

Cabe destacar el estudio de Bateman et al. (2017) [61], quienes realizaron un analisis exhaustivo
del estandar internacional de la OMS del virus BK, el cual es suministrado por NIBSC y consiste
en una preparacion del virus salvaje que ha sido obtenido por cultivo. En el estudio reportaron
la existencia de subpoblaciones de virus BK que presentaban deleciones en la region del
antigeno T. Este tipo de deleciones también ocurren con frecuencia durante el cultivo de otro
poliomavirus denominado virus John Cunningham (JC). Estos hallazgos demostraron la
importancia de validar los materiales de referencia mediante la aplicacion de técnicas de
secuenciacién, como la secuenciacién de nueva generacion (NGS, del inglés next-generation
sequencing), con el objetivo de verificar la secuencia del genoma viral.

11.2.2.2 PARTICULAS VIRALES RECOMBINANTES

La generacion in vitro de particulas virales recombinantes permite disponer de forma rapida y
segura de materiales de referencia para ensayos qPCR. Estos materiales imitan al virus salvaje y
son capaces de monitorizar el proceso completo de qPCR.

Las particulas virales recombinantes se generan principalmente mediante el uso de
bacteriéfagos o mediante el uso de vectores virales. Dentro de los materiales de referencia
derivados de bacteriéfagos se encuentran en el mercado los controles Armored RNA Quant® de
Asuragen, basados en el bacteriéfago MS2. Por otra parte, dentro de los controles positivos
derivados de vectores virales destaca la gama de productos Accuplex™ de Seracare (basados en
alphavirus) o los productos AcroMetrix™ de Thermo Fisher Scientific (basados en el virus de la
diarrea bovina).

Los principios basicos del sistema basado en el uso de bacteriéfagos se desarrollan a
continuacién, mientras que los vectores virales, por el interés que presentan en el proyecto
actual, se abordan en profundidad en el apartado I1.3.

1.2.2.2.1 PARTICULAS VIRALES RECOMBINANTES BASADAS EN BACTERIOFAGOS

Pickett y Peabody demostraron en 1993 la capacidad del bacteriéfago MS2 de empaquetar una
secuencia de RNA exdgena, es decir, diferente al propio genoma viral. Este descubrimiento puso
de manifiesto la posibilidad de sintetizar infinidad de virus recombinantes de genoma variable y
estructura externa comun (propia del bacteriéfago MS2). El bacteriéfago MS2 es un virus que
infecta a Escherichia coli (E. coli) y presenta una estructura externa formada por 180 proteinas,
en cuyo interior se encuentra el genoma viral consistente en un RNA monocatenario positivo de
longitud 3,6 kilobases (kb) [102].

Cuatro afios mas tarde, DuBois et al. (1997) [103] patentaron el proceso de produccion de este
virus recombinante no infeccioso basado en el bacteriéfago MS2 y cuyo acido nucleico, gracias
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a la estructura exterior proteica que lo contiene, es resistente a la digestién por ribonucleasas.
A su vez, destacaron su potencial aplicacidn como estdndar para la cuantificacién de virus de
genoma RNA como el VIH-1y el virus de la hepatitis C.

Pasloske et al. (1998) [104] continuaron los experimentos con el bacteriéfago MS2 con el
empaquetamiento de insertos de RNA de diferente tamaiio (0,5, 1, 1,5, 2, 3y 4 kb) y observaron
gue Unicamente las particulas virales que contenian el inserto de 0,5 kb eran homogéneas en el
tamanfio del inserto. En el resto de las construcciones se observaba una amplia variedad de
tamafios en el RNA empaquetado. De este trabajo se concluyd que Unicamente resultaba
eficiente el empaquetamiento de insertos de tamafio maximo 0,5 kb. En consecuencia, se
observaba que a medida que aumentaba el tamafio del inserto, incrementaba la preferencia del
bacteriéfago MS2 por empaquetar RNAs de E. coli, bacteria donde tenia lugar la produccidn de
estos virus, frente al RNA de interés.

Este sistema basado en el bacteriéfago MS2 ha sido ampliamente estudiado y utilizado [105-
109], ya que, a pesar de sus limitaciones en cuanto a tamafio del inserto, es capaz de suministrar
de forma rapida, eficaz, segura y versatil un control positivo de RNA resistente a nucleasas. A su
vez, un mayor conocimiento del sistema ha permitido optimizar el tamafio maximo del RNA que
es posible empaquetar de forma eficaz. Zhan et al. (2009) [110] publicaron el empaquetamiento
exitoso en el bacteriéfago MS2 de un inserto de RNA del VIH-1 de longitud 3.034 pb. Afios mas
tarde, Zhang et al. (2015) [111] demostraron que este sistema no solo era compatible con
genoma RNA sino que también era posible encapsular DNA de doble cadena (dsDNA, del inglés
double-stranded DNA) hasta un maximo de 6,5 kb.

Hoy en dia, este método sigue siendo una alternativa ante la necesidad de desarrollo de
controles positivos para la monitorizacion de ensayos de amplificacién de acidos nucleicos,
destinados a la deteccidn de patégenos emergentes como el virus Zika [112] o SARS-CoV-2 [113].
Sin embargo, otros autores [114, 115] se decantan por la utilizacion del bacteriéfago QB, frente
a MS2, para el desarrollo de particulas virales recombinantes por su mayor estabilidad [116,
117].

La producciéon de particulas virales basadas en bacteriéfagos tiene lugar en bacterias
(principalmente E. coli), cuya multiplicacién permite la obtencién de altos titulos virales. Los
bacteriéfagos no presentan la capacidad de infectar células eucariotas, lo cual constituye una
ventaja en términos de bioseguridad. En su contra, destacan dos limitaciones previamente
comentadas: el tamafio maximo del acido nucleico empaquetado y la incorporacidon de RNAs
celulares no especificos (baja especificidad del empaquetamiento).

1.3 VECTORES VIRALES

11.3.1 INTRODUCCION A LOS VECTORES VIRALES

A principios de los afios 80, se publicaron los primeros experimentos donde se demostraba con
éxito la posibilidad de reemplazar parte del genoma de un virus por un gen exégeno (transgén).
A estos virus modificados, que actian como vehiculo para introducir material genético exégeno
en una célula, se les denomind vectores virales. Los primeros experimentos fueron realizados
en virus de genoma DNA como el virus simio 40 [118, 119] y en virus de genoma RNA como
retrovirus [120, 121].
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Los vectores virales, debido a su capacidad de portar genes exdgenos e infectar células
eucariotas, se han convertido en la base de los ensayos de terapia génica. Hacen posible la
investigacion en el tratamiento de diferentes enfermedades, principalmente el tratamiento del
cancer, de enfermedades monogénicas y enfermedades cardiovasculares. Mediante los
vectores virales es posible transferir un gen terapéutico que corrija el defecto genético, aporte
una funcién adicional o bloquee una funcién no deseada. A principios de los noventa, Rosenberg
et al. llevaron a cabo el primer ensayo autorizado de transferencia génica en humanos, en el
cual trataron a 2 pacientes, que padecian melanoma avanzado, con retrovirus modificados que
expresaban el factor de necrosis tumoral [122-124]. Desde entonces, se han sucedido
numerosos ensayos de terapia génica [125, 126] y con ellos ha incrementado el conocimiento
de los vectores virales y sus posibles aplicaciones. Entre ellas destacan el desarrollo de vacunas
[127], avances en el campo de la neurociencia [128], en el campo de la virologia [129] o Ila
generacion in vitro de particulas virales para su uso como controles positivos de ensayos qPCR
[130].

Los vectores virales cuyo uso esta mas extendido, junto con sus caracteristicas mds notables, se
recogen en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas principales de los vectores virales cuyo uso es mds frecuente. Fuente: Adaptado de [126].

Gammaretrovirus Lentivirus Adenovirus Virus z?\deno—

asociados

Genoma RNA RNA DNA DNA

Tamafio - maximo - del 7 kb 18 kb 37 kb 4,9 kb

transgen

Tra.nsducuon de células No S 5 5

quiescentes

Integracion Si Si No Poco frecuente

Tipo de expresion Permanente Permanente Temporal Temporal

R

. espuest,a. Baja Baja Alta Baja

inmunoldgica

Inmunidad preexistente Improbable Improbable Si Si

En funcidn de su aplicacion, las caracteristicas a valorar difieren. Por ejemplo, en aquellos
estudios donde interesa modificar células neuronales, los vectores virales con capacidad de
transducir células quiescentes poseen un valor afiadido.

En ensayos de terapia génica se valora, entre otros, el riesgo bioldgico, la inmunidad
preexistente y el grado de respuesta inmunoldgica asociado a cada vector viral. En estos casos
la respuesta inmunolégica e inflamatoria, que sufre el paciente tratado mediante terapia génica,
debe ser minima. A su vez, se valora si el sistema viral utilizado conduce a la integracion del
transgén en el genoma de la célula infectada. En caso afirmativo la expresidon es permanente,
pero conviene considerar el patrén de integracidon, ya que ciertos virus como los retrovirus
suelen presentar una disposicion natural para integrarse cerca de promotores, con el
consiguiente riesgo de activacidn de proto-oncogenes [131].

En la generacion de particulas virales para su uso como controles positivos de ensayos qPCR
interesa seleccionar aquel sistema viral que imite con mayor precision al virus salvaje, del cual
se desea elaborar un control positivo. Sera determinante, por tanto, seleccionar el sistema viral
considerando si el control positivo requiere genoma de tipo DNA o RNA. Otro factor clave es el
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tamanfio del transgén, cuanto mayor sea la capacidad del sistema viral de albergar fragmentos
de gran tamafio, mayor sera la universalidad del control positivo generado, ya que sera posible
introducir un mayor nimero de dianas de gPCR. Generalmente, el tamafio maximo que admite
cada sistema viral suele corresponderse con el tamafio del genoma del virus salvaje. No ocurre
asi en el caso de lentivirus cuyo genoma posee un tamafio aproximado de 9 kb y, sin embargo,
se han conseguido crear particulas lentivirales con un genoma de tamafio de 18 kb. Cabe
destacar que el incremento del tamaio del transgén conduce a una disminucion del titulo viral,
como consecuencia de una menor eficiencia durante el empaquetamiento [132].

Los vectores lentivirales han sido el método de eleccién para fabricar los materiales de
referencia del virus del Ebola y SARS-CoV-2 (suministrados por NIBSC) [130], asi como el método
seleccionado por diferentes autores para la creacién de particulas virales recombinantes de los
virus chikungunya [133], MERS-CoV [134, 135] o SARS-CoV-2 [129, 136, 137].

Los sistemas que se contemplan en la Tabla 2 son los mds estudiados, pero no los unicos
existentes. El virus del mosaico del tabaco ha sido utilizado para la creacién de controles
positivos del virus del Ebola [138, 139], mientras que el virus del mosaico del caupi se ha utilizado
para la creacién de particulas virales del virus de la fiebre aftosa [140, 141] y del virus de la
enfermedad vesicular porcina [141].

La gama de productos desarrollada en este proyecto de investigacién deriva del trabajo con
vectores lentivirales, en concreto del VIH-1, cuyo genoma, estructura y ciclo vital se detallan en
el siguiente apartado 11.3.2.

1.3.2  VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA TiPo 1 (VIH-1)

En 1970 los investigadores Temin y Baltimore [142, 143] describieron por primera vez la
existencia de una enzima DNA polimerasa dependiente de RNA, a la cual denominaron
transcriptasa inversa o retrotranscriptasa. Se encontré asi la excepcion al dogma central de la
biologia molecular que afirmaba que la transferencia de informacién ocurre de DNA a RNA y no
en sentido inverso. Esta enzima dio nombre a la familia de virus que hoy en dia conocemos como
Retroviridae, la cual se clasifica en 2 subfamilias: Spumaretrovirinae y Orthoretrovirinae. Esta
ultima se compone de 6 géneros: a-, B-, y-, 6-, €-retrovirus y lentivirus, mientras que
Spumaretrovirinae Unicamente se compone del género spumavirus [126].

El VIH-1, perteneciente al género lentivirus, dentro de la familia Retroviridae, es el agente causal
del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Se distinguen 2 tipos de VIH: VIH-1y VIH-
2. El VIH-1 se ha extendido a lo largo de todo el mundo, mientras que el VIH-2 se localiza
principalmente en Africa Occidental.

11.3.2.1 GENOMA Y ESTRUCTURA DEL VIH-1

El VIH-1 presenta forma esférica y mide aproximadamente 100 nm de didametro [144]. Su
genoma de tamafio aproximado 9 kb estd flanqueado por dos secuencias de nucleétidos
especificas denominadas repeticiones terminales largas (LTR, del inglés long terminal repeat)
qgue engloban 9 marcos abiertos de lectura (ORF, del inglés open reading frame); un esquema
de su genoma se muestra en la Figura 11.

Cada secuencia LTR se compone de 3 regiones: secuencia Unica U3 + secuencia repetida R +
secuencia Unica U5. Estas secuencias LTR no estan presentes en el genoma viral, sino que se
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forman como consecuencia del proceso de retrotranscripcion (ver apartado 11.3.2.2.2). La
secuencia comprendida entre ambas regiones LTR sera el fragmento que se inserte en el genoma
de la célula infectada (denominado provirus). Los 9 ORFs presentan funciones diversas:
estructurales (gag y env), enzimaticas (pol), reguladoras (tat y rev) y accesorias (vif, vpr, vpu y
nef). Su implicacidn en el ciclo vital del VIH-1 se desarrolla en el siguiente apartado 11.3.2.2.

env
pol nef
gag | pr AT IN
2l MA CA NC p6 LTR

Figura 11. Esquema del genoma del VIH-1 y estructura del virion. MA: matriz, CA: cdpside, NC: nucleocdpside, PR:
proteasa, RT: retrotranscriptasa, IN: integrasa, SU: subunidad de superficie, TM: subunidad transmembrana, LTR:
repeticiones terminales largas. Fuente: [145].

Las proteinas Vif, Vpr, Vpu y Nef se denominan accesorias puesto que su funcién es prescindible
en la generacion in vitro de particulas virales recombinantes.

La proteina Vif participa en los procesos de desensamblaje del virién y retrotranscripcion. A su
vez, se ha observado que mutantes defectivos en la proteina Vif muestran una infectividad
reducida, hecho que solo ocurre en unos determinados tipos celulares. En las denominadas
células permisivas, esto es, tolerantes a la infeccién por virus, la infectividad no se ve alterada
en ausencia de Vif [145, 146].

La proteina Vpr presenta funciones asociadas a los procesos de importacion del complejo de
pre-integracion al nucleo de las células infectadas, transactivacion de las LTR, apoptosis celular,
detencion del ciclo celular y activacion de la respuesta al dafio del DNA [147].

La proteina Vpu degrada las moléculas CD4 presentes en el reticulo endoplasmatico para evitar
su interaccion con las proteinas de envuelta recién sintetizadas en este organulo y permitir asi
su transporte a la membrana celular para el ensamblaje de las particulas virales [145]. La
proteina Vpu también facilita el proceso de salida del viridn al exterior celular mediante la
formacién de un canal idnico en el aparato de Golgi que altera el potencial de la membrana y
contribuye de este modo a la liberacién del virién al exterior celular [147, 148].

La proteina Nef, al igual que la proteina Vpu, disminuye la expresidon de CD4, pero no actua a
nivel de reticulo endoplasmatico sino en la membrana celular. Evita la interaccién de la proteina
de envuelta con CD4, induciendo la endocitosis de CD4 para su posterior degradacion en el
lisosoma [146].
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11.3.2.2 CicLo vITAL DEL VIH-1

Mediante el ciclo vital, el virus es capaz de replicarse aprovechando la maquinaria celular y
producir asi nuevos viriones infectivos. En la Figura 12 se representan las diferentes etapas que
constituyen el ciclo vital del VIH-1.
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Figura 12. Ciclo replicativo del VIH-1. El VIH-1 accede al interior celular mediante la unidn de la proteina de envuelta
viral (Env) con el receptor CD4 y un co-receptor. Se produce la entrada del virus mediante fusion de membranas, una
vez en el interior se produce el desensamblaje del virus y la formacion del complejo de retrotranscripcion. Mediante
este complejo, en el cual estd presente la RT viral, se produce la conversion del RNA viral en cDNA. Este cDNA junto
con diferentes proteinas virales forman el complejo de pre-integracion que es importado al nucleo, lugar donde tiene
lugar la insercion del cDNA viral en el genoma celular. El cDNA viral se integra a través de las secuencias LTR en un
proceso mediado por la integrasa viral, dando lugar al provirus. El cDNA es transcrito mediante la maquinaria celular
y el mRNA resultante es transportado al citoplasma aprovechando la maquinaria celular o mediante la ayuda de la
proteina Rev. Una vez en el citoplasma, el mRNA se traduce dando lugar a las proteinas virales que migran junto con
el RNA viral a la membrana plasmadtica, localizacion donde tiene lugar el ensamblaje del virus y su liberacion al
exterior. Fuente: [149].

11.3.2.2.1 ENTRADA Y DESENSAMBLAJE

El VIH-1 presente en el medio extracelular es capaz de infectar células mediante la unién de su
glicoproteina de envuelta con el receptor celular CD4 [150]. Este receptor se expresa en la
superficie de diversas células como linfocitos T, monocitos y células dendriticas [151], por tanto,
la afinidad de la proteina viral por un determinado receptor celular es lo que determina el
tropismo del virus, es decir, el tipo de células que infecta.

La union de la proteina viral con el receptor celular provoca un cambio conformacional que
conduce a una segunda unidn de la proteina de envuelta con un co-receptor celular, el cual varia
en funcion del tipo célula. El proceso finaliza con la fusidon de la membrana viral con la membrana
plasmatica de la célula [152]. El virus en el interior celular sufre un proceso de desensamblaje,
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en el que tras una reorganizaciéon interna se produce la formaciéon del complejo de
retrotranscripcion [153].

11.3.2.2.2 RETROTRANSCRIPCION

La retrotranscripcion, proceso en el cual se convierte el RNA viral en cDNA mediante la actuacion
de la RT viral, tiene lugar de acuerdo con el esquema mostrado en la Figura 13. Debe
considerarse que la RT viral tiene doble actividad: actividad polimerasa (tanto DNA polimerasa
RNA dependiente como DNA polimerasa DNA dependiente) y actividad ribonucleasa (elimina el
RNA de moléculas hibridas DNA-RNA).

El proceso de retrotranscripcion se inicia por la unién del RNA de transferencia de lisina (tRNAYS3)
al sitio de union del cebador (PBS, del inglés primer binding site), localizado en el extremo 5’ del
RNA viral. Este tRNAY; procede del interior del virién, ya que entre 20 y 770 moléculas de
tRNAY; son empaquetadas junto al RNA viral durante el ensamblaje del virion [154-156].

La RT viral comienza a sintetizar el cDNA a partir del RNA viral gracias a su actividad DNA
polimerasa RNA dependiente y cuando alcanza el extremo 5’, el DNA recién sintetizado (hebra
negativa) se transfiere al extremo 3’ del RNA (proceso denominado transferencia de la primera
hebra). Ambas hebras se unen por complementariedad en la regiéon Ry, conforme va avanzando
la retrotranscripcion, el RNA del hibrido DNA-RNA va siendo degradado por la actividad
ribonucleasa de la RT. La regidn de polipurina (ppt, del inglés polypurine tract) es resistente a la
actividad ribonucleasa y actia como cebador para la sintesis de la hebra positiva de DNA, la cual
tiene lugar mediante la actividad DNA polimerasa DNA dependiente de la RT.

Cuando se alcanza la regién PBS, se produce la transferencia de la segunda hebra, que se une
por complementariedad en la regién PBS del extremo 3’ y posteriormente finaliza la sintesis de
la hebra positiva de DNA. A su vez, se completa la sintesis de la hebra negativa de DNA. El DNA
de doble cadena recién sintetizado presenta un tamano superior al genoma viral, puesto que se
han afiadido las regiones U3 y U5 en los extremos 5’ y 3’, respectivamente. A las secuencias
U3+R+U5 se les conoce como LTR y se forman como consecuencia del proceso de
retrotranscripcidn. Estas secuencias, por tanto, no estdn presentes en el genoma viral,
Unicamente se encuentran en el provirus [156].

Durante el proceso de retrotranscripcion pueden ocurrir eventos de recombinacién entre las 2
hebras del RNA viral, las cuales se han empaquetado de forma conjunta en el mismo virién [157,
158]. La presencia de estas 2 cadenas de RNA garantiza la supervivencia del virién en el caso de
gue una se encuentre dafiada. Ademads, los eventos de recombinacién entre hebras, sumados a
la elevada tasa de error de la RT viral, constituyen una notable fuente de variabilidad, lo que le
otorga al virién una importante ventaja evolutiva [159].
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Figura 13. Esquema del mecanismo de retrotranscripcion del RNA del VIH-1. El proceso se inicia con la unidn del
tRNAYs; a la region PBS y se comienza a sintetizar la hebra negativa. Una vez se alcanza el extremo 5’ se produce la
transferencia de la primera hebra, la cual se va extendiendo por la accion de la RT. A su vez se comienza a sintetizar
la hebra positiva a partir de la region ppt que actia como cebador. Cuando se alcanza la region PBS se produce la
transferencia de la sequnda hebra, cuya sintesis finaliza casi al mismo tiempo que se completa la sintesis de la hebra
negativa, dando lugar al cDNA viral. Fuente: [156].

El proceso de retrotranscripcion tiene lugar mayoritariamente en la célula infectada (tras el
desensamblaje del virién), pero se ha demostrado que existe cierta actividad retrotranscriptasa
durante el ensamblaje del virién o justo momentos después en su salida al exterior celular. Trono
(1992) [160] y Lori et al. (1992) [161] sugirieron la existencia de cDNA viral en el interior del VIH-
1, ya que realizaron las siguientes observaciones:

-La sefal de DNA no se veia reducida al digerir con desoxirribonucleasa (DNasa) las particulas
virales integras, pero esta sefial desaparecia si la digestion tenia lugar sobre particulas virales
lisadas. Esta observacion apoya la idea de la localizacién del DNA en el interior del viridn.

-Se encontré un exceso de retrotranscritos “tempranos” frente a retrotranscritos “tardios”. Se
cree que esto es debido a un inicio prematuro de la retrotranscripcién, la cual estaria ocurriendo
en diferentes moléculas de RNA viral. Este proceso no llegaria a completarse y se pararia en
diferentes puntos, generando cDNAs de distinto tamafio. Se supone que la retrotranscripcion
volveria a retomarse una vez el viridn se encontrase en el interior de la célula infectada.

Este proceso denominado retrotranscripcion enddgena natural (NERT, natural endogenous
reverse transcription) se fundamenta en 2 hechos:
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-La RT en su forma inmadura (formando parte de la poliproteina Gag-Pol) presenta actividad. Es
por ello por lo que puede iniciar la retrotranscripciéon durante el ensamblaje del virién o en
momentos posteriores, cuando aun estd en su forma inmadura [160, 161].

-Los dNTPs (sustrato de la RT) pueden atravesar la membrana viral y no la membrana plasmatica,
puesto que la membrana viral presenta una mayor permeabilidad [162].

Estudios mas recientes indican que la nucleoproteina del VIH-1 seria la encargada de bloquear
en gran medida el inicio de la retrotranscripcion, hasta una vez finalizado el desensamblaje del
virién en la célula infectada. En concreto esta funcién se asocia a los dominios dedos de zinc que
presenta la nucleoproteina viral. Se ha demostrado que la mutacién en uno o ambos dominios
conduce a un inicio temprano de la retrotranscripcién, lo que conlleva a la generacién de
viriones con un alto contenido de cDNA en su interior [153, 163].

11.3.2.2.3 IMPORTACION AL NUCLEO E INTEGRACION EN EL GENOMA CELULAR

La etapa anterior de retrotranscripcidon concluye con la formacién de un complejo de pre-
integracién, compuesto por el cDNA viral y diferentes proteinas virales. Este complejo es
transportado al nucleo mediante la actuacién conjunta de algunas proteina virales, como la
proteina de matriz, la integrasa o la proteina Vpr, y la maquinaria celular [164]. Una vez en el
nucleo, la integrasa viral es la encargada de insertar el cDNA viral en el genoma celular. Esta
integracién puede ocurrir en multiples localizaciones, aunque experimentos in vitro sugieren
cierta preferencia por regiones con alta densidad de genes y alta actividad transcripcional [165-
167]. Una vez integrado, el cDNA viral esta listo para ser transcrito por la maquinaria celular.

11.3.2.2.4 TRANSCRIPCION Y TRADUCCION

La transcripcién del genoma del VIH-1 se produce mediante la RNA polimerasa Il celular, que
reconoce la secuencia promotora situada en la regidén 5’LTR. Esta regidn contiene sitios de unién
a diferentes factores de transcripciéon celulares como NF-kB y Sp1. La transcripcion finaliza en el
ultimo nucleédtido de la regidn R situada en el extremo 3’ donde tiene lugar la poliadenilacion
[146]. A continuacion, el mMRNA es procesado a nivel post-transcripcional, en el nucleo de la
célula infectada, y transportado al citoplasma para su traduccion. En estas etapas intervienen
las proteinas Tat y Rev, cuya implicaciéon se desarrolla a continuacidn.

TAT

La proteina Tat es codificada en 2 exones (Figura 11) y funciona como activador transcripcional
mediante su unién a un elemento en cis, denominado elemento de respuesta a la
transactivacion (TAR, del inglés trans-activation response element), localizado en el extremo 5’
del mRNA viral naciente [168]. La unidon Tat-TAR incrementa la procesividad de la RNA
polimerasa Il, es decir, mejora la capacidad de la polimerasa celular para poder transcribir
secuencias de gran tamafo, como es el caso del genoma del VIH-1 que posee un tamafio
aproximado de 9 kb [146, 147, 169].

La proteina Tat se une a la estructura secundaria TAR, lo que permite la unién del factor de
elongacion de la transcripcidn positiva (P-TEFb). Este factor de elongacién estd compuesto por
una ciclina T1 (CycT1) y una quinasa dependiente de ciclina 9 (Cdk9). La funcién de la quinasa es
fosforilar a la RNA polimerasa Il en su extremo C-terminal (CTD), confiriéndole una mayor
afinidad por el DNA molde y, por consiguiente, un incremento de la procesividad [170]. Un
esquema del mecanismo de actuacion de la proteina Tat se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Modelo del complejo de activacion de la transcripcion mediado por la unién Tat-TAR. (A) RNA polimerasa
Il pausada. (B) RNA polimerasa Il tras activacion por union Tat-TAR. Fuente: [170].

REV

El mRNA viral estd compuesto por exones e intrones, estos ultimos son eliminados mediante un
mecanismo de corte-empalme conocido como splicing. Generalmente los mRNAs celulares que
no han sufrido un proceso de splicing completo son degradados en el nucleo. El VIH-1 ha
desarrollado un mecanismo, en el que interviene la proteina Rev, para evadir este sistema
celular. La proteina Rev se une a la estructura secundaria conocida como elemento de respuesta
a Rev (RRE, del inglés Rev-response element), la cual esta presente en el gen de la envuelta (env).
Esta unién Rev-RRE permite el transporte del nucleo al citoplasma del mRNA que contiene
intrones. Sin embargo, el transporte al citoplasma del mRNA viral libre de intrones, que presenta
un tamanfio de 1,8 kb, es independiente de la proteina Rev, ya que aprovecha el mismo sistema
celular de transporte que los mRNAs celulares.

Por otra parte, la proteina Rev en su unién con RRE actla bloqueando uno de los sitios de splicing
del mRNA viral, de este modo, se favorece la produccion de las proteinas Gag y Pol (derivan del
MRNA sin splicing que presenta un tamafio de 9 kb) y de las proteinas Env, Vif, Vpry Vpu (derivan
del mRNA con un Unico sitio de splicing que presenta un tamafio de 4 kb). La produccidon de estas
proteinas se produce en una fase tardia ya que su sintesis es dependiente de la presencia de Rev
a elevadas concentraciones [171]. Por tanto, las proteinas que se producen en una fase
temprana son las proteinas Rev, Tat y Nef, ya que derivan del mRNA viral con dos sitios de
splicing, tal y como se esquematiza en la Figura 15.
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Figura 15. Esquema de las fases temprana (A) y tardia (B) de la expresion del mRNA del VIH-1. Fuente: [171].

Durante la traduccién del RNA viral, que tiene lugar en el citoplasma celular, se produce un
fendmeno de desplazamiento del marco de lectura. Esto ocurre ya que se comienza a traducir
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la proteina Gag y, una vez se alcanza el final de la secuencia que la codifica, el ribosoma
retrocede un nucledtido para comenzar la traducciéon de Pol en un nuevo marco de lectura,
originando la poliproteina Gag-Pol. La frecuencia con la que tiene lugar este fendmeno es del 5-
10% [145, 172], lo que implica un ratio de proteinas Gag:Gag-Pol equivalente a 20:1 [173, 174].

11.3.2.2.5 ENSAMBLAJE DEL VIRION

Todos los componentes sintetizados en la etapa anterior, los cuales conformardn la particula
viral, migran a las proximidades de la membrana plasmatica celular. En el caso de las proteinas
de envuelta, incluso se insertan en ella [151]. La proteina de matriz, enriquecida en aminodcidos
basicos en su region N-terminal, facilita este proceso [145, 175].

El proceso de ensamblaje del viridén presenta una duracién media de 5-9 min [176, 177] y se
produce mayoritariamente en las regiones de la membrana celular conocidas como balsas
lipidicas. Estas regiones estan enriquecidas en colesterol, fosfolipidos y proteinas de membrana
[178]. El proceso de ensamblaje consiste en la internalizacién del RNA viral y en la creacién de
multiples interacciones entre las poliproteinas Gag-Gag y Gag-GagPol, que conformaran la
estructura externa del virién.

El viridn del VIH-1 contiene en su interior 2 moléculas de RNA (Figura 11). Estas 2 moléculas de
cadena simple corresponden, en su gran mayoria, al RNA viral que no ha sufrido splicing [179].
Este RNA, por tanto, conserva la regién comprendida entre la regidn no traducida en 5’ (5'UTR,
del inglés 5’-untranslated region) y la primera parte del gen gag. En esta region se forman cuatro
estructuras secundarias de tallo-bucle (SL, del inglés stem-loops) que intervienen en diferentes
procesos:

-SL1: contiene la sefal de inicio de la dimerizacidn (DIS, del inglés dimer initiation signal)
-SL2: donador principal de splicing (SD, del inglés major splice donor)

-SL3: sefal de empaquetamiento (W, psi)

-SL4: contiene el sitio de inicio (AUG) de la traduccién

En esta region también encontramos el elemento TAR, la region PBS o la seial poliA, cuyas
funciones se asocian con los procesos de transcripcién y replicacion.

Se ha demostrado que las 2 hebras de RNA viral que se empaquetan de forma conjunta
interaccionan previamente en el citoplasma de la célula formando un dimero [180]. El proceso
de dimerizacion del RNA se inicia mediante interacciones en la regién DIS.

Sakuragi et al. (2001) [181] crearon mutantes cuyo RNA viral presentaba 2 veces la region de
dimerizacion y observaron que en estos mutantes se producian preferentemente interacciones
intramoleculares, frente a interacciones intermoleculares. Esta preferencia dio lugar a la
formacién mayoritaria de particulas virales en cuyo interior se encontraba una Unica molécula
de RNA. En experimentos posteriores postularon que la estructura secundaria o terciaria que
adopta la molécula de RNA durante la dimerizacién, es el factor clave para que el
empaquetamiento tenga lugar [159, 182]. A su vez, determinaron la regién minima necesaria
para que tenga lugar la dimerizacidn in vivo. Esta region presenta un tamano de 144 pb e incluye
los stem-loops SL1, SL3 y SL4 (se prescinde de SL2) [159]. Sin embargo, a pesar de observarse
una correcta dimerizacion y empaquetamiento, se observd una replicacidon e infectividad
reducida en los viriones carentes de SL2.
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El RNA viral completo (sin splicing) cumple una doble funcidn: constituye el genoma de los
viriones recién formados y, a su vez, es el molde para la sintesis de las poliproteinas Gag y Gag-
Pol. Se han postulado varias teorias sobre como se consiguen equilibrar ambas funciones, todas
ellas se fundamentan en el hecho de que un mismo RNA puede adoptar diferentes estructuras
secundarias. Se proponen 2 posibles estructuras de la molécula de RNA viral. Una de ellas dejaria
inaccesible DIS pero accesible el coddn de inicio AUG, favoreciendo el inicio de la traduccion y,
por tanto, la sintesis de Gag y Gag-Pol. La segunda estructura dejaria expuesta la secuencia DIS
favoreciendo el proceso de dimerizacién del RNA viral y, por tanto, el empaquetamiento del
RNA.

Diferentes modelos de interacciones han sido propuestos: Abbink y Berkhout (2003) [183]
consideran la interaccidn DIS-poliA como responsable de la estructura secundaria que favorece
el inicio de la traduccion (Figura 16A) y la interaccion U5-AUG como favorecedora del proceso
de dimerizacién (Figura 16B), mientras que Lu et al. (2011) [184] seiialan las interacciones U5-
DIS (Figura 16C) y U5-AUG (Figura 16D), respectivamente.
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Figura 16. Esquema de las posibles estructuras secundarias que adopta el RNA del VIH-1, favoreciendo su traduccion
(izquierda) o dimerizacion y empaquetamiento (derecha). Modelo propuesto por Abbink y Berkhout (2003)
(estructuras Ay B), frente a modelo propuesto por Lu et al. (2011) (estructuras Cy D). Fuente: [178].

El paso de una estructura a otra estaria marcado por la nucleoproteina viral, esta proteina esta
enriquecida en aminodacidos bdsicos y presenta 2 dominios de zinc mediante los cuales
interacciona con el RNA viral. También presenta actividad chaperona que estabiliza el dimero
RNA. Aldovini y Young afirmaron en 1990 [185] que el ensamblaje viral tenia lugar incluso en
ausencia del RNA viral. Experimentos recientes confirman que en ausencia de RNA viral se
produce el ensamblaje, pero estas capsides no estan vacias, sino que contienen RNA celular. Gag
se une al RNA tanto de forma especifica (mediante W) como inespecifica (mediante
interacciones electrostaticas). El empaquetamiento preferencial del RNA viral frente al RNA
celular se explicaria por una velocidad de nucleacién mayor cuando se dan ambas interacciones
[186].

35



INTRODUCCION

11.3.2.2.6 SALIDA AL EXTERIOR Y MADURACION DEL VIRION

Una vez formado el virién en el interior celular, este se libera al exterior llevando consigo una
parte de la membrana celular, que formard parte de la estructura externa del virién [187].

Durante el empaquetamiento, la proteina Gag se ha dispuesto recubriendo la cara interna de la
membrana celular. Es en esta etapa de salida al exterior y maduracién del viriéon cuando la
proteasa viral se activa y escinde las poliproteinas Gag y Gag-Pol. Gag da lugar a las proteinas
MA (matriz), CA (capside), NC (nucleocapside) y p6 y Pol da lugar a las proteinas PR (proteasa),
RT (retrotranscriptasa) e IN (integrasa) (Figura 11). La escisién de estas poliproteinas conduce a
una reorganizacion del viridn, ya que tras la escisidn la proteina MA permanece asociada a la
cara interna de la membrana, la proteina CA pasa a conformar la capside y la proteina NC
recubre el RNA gendmico situado en el interior del virién [188-190] (Figura 11).

En el interior del virion también se encuentran el resto de las proteinas virales: PR, RT, IN, p6,
Vif, Vpr y Nef. Durante esta etapa no solo se producen cambios en la estructura externa sino
también en la interna ya que la nucleoproteina madura provoca un cambio conformacional en
el RNA viral [173].

1.3.3 GENERACION DE PARTICULAS VIRALES RECOMBINANTES MEDIANTE EL
SISTEMA LENTIVIRAL

El sistema lentiviral permite la generacidn in vitro de particulas virales recombinantes, cuya
estructura externa pertenece al VIH-1y cuyo genoma puede consistir en cualquier secuencia de
RNA, siempre que no supere el tamafio mdximo que puede ser empaquetado mediante este
sistema y siempre que contenga las sefiales minimas para garantizar este empaquetamiento.
Las particulas virales son cominmente denominadas en la bibliografia como vectores virales,
término no utilizado en este documento en aquellos casos donde sea probable su confusidn con
el DNA plasmidico que se utiliza durante su sintesis.

El proceso de produccidn de las particulas virales mediante el sistema lentiviral se resume en la
Figura 17. En primer lugar, los componentes que conformaran la particula viral se segmentan en
diferentes plasmidos:

1-Plasmido de transferencia: contiene la informacidn genética que constituird el genoma de la
particula viral.

2-Plasmido de empaquetamiento: contiene los genes que codifican para las diferentes
proteinas del VIH-1, tanto funcionales como estructurales. Estas Ultimas son las que
conformardn la estructura externa de la particula viral.

3-Plasmido de envuelta (opcional): contiene el gen que codifica para la proteina de envuelta.
Esta proteina se inserta en la membrana plasmatica de la célula y se sitda en la cara externa de
la particula viral. Determina el tropismo del virus y es posible sustituirla por la proteina de
envuelta de otro virus, en un proceso denominado pseudotipaje [191].

Los elementos no esenciales del genoma del VIH-1 se eliminan en este sistema para reducir al
maximo la probabilidad de que se reconstituya el virus original por eventos de recombinacion
homdloga. La composicion detallada de los plasmidos lentivirales de transferencia,
empaquetamiento y envuelta se contempla en el siguiente apartado 11.3.3.1
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Una vez segmentados los componentes virales en diferentes plasmidos, estos deben ser
introducidos en el interior de células eucariotas mediante co-transfeccion. Las células HEK 293T
son muy utilizadas en este proceso. Son células que crecen en adherencia y derivan de las células
HEK 293, las que a su vez proceden de células renales embrionarias humanas que fueron
transformadas con DNA de Adenovirus tipo 5. El antigeno largo T del virus de simio 40 fue
introducido en las células HEK 293 originando las células HEK 293T, las cuales son altamente
transfectables y dan lugar a titulos virales significativamente superiores que las células HEK 293
[192, 193].

Una vez en su interior, el DNA plasmidico se transcribe a RNA y este se traduce gracias a la
magquinaria celular. Los diferentes componentes del virus migran a la membrana plasmdtica
celular, donde se produce el ensamblaje (empaquetamiento) de la particula viral y su posterior
liberacidon al medio extracelular. Ambos procesos tienen lugar del mismo modo que lo descrito
para el VIH-1 salvaje (apartados 11.3.2.2.5 y 11.3.2.2.6, respectivamente). Las particulas virales
liberadas al medio extracelular se denominan viriones y pueden infectar células adyacentes,
mediante un proceso denominado transduccidn. Las etapas de entrada al interior celular,
desensamblaje, retrotranscripcion, importacidon al nucleo e integracion ocurren de forma
analoga al VIH-1 salvaje (ver apartado 11.3.2.2).
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Figura 17.Esquema del proceso de produccion de particulas virales recombinantes de RNA mediante el sistema
lentiviral. Los pldsmidos de transferencia (A), empaquetamiento (B) y envuelta (C) son introducidos en células
eucariotas (transfeccion), donde el DNA plasmidico se transcribe a RNA y se sintetizan las diferentes proteinas virales.
En las proximidades de la membrana celular tiene lugar el empaquetamiento de la particula viral, la cual es liberada
al exterior y puede infectar una célula adyacente mediante un proceso denominado transduccion. Una vez en su
interior el virus se comporta de forma similar al VIH-1 salvaje, insertando su genoma en forma de DNA de doble hebra
en el genoma de la célula infectada. Fuente: [194].

El disefio de los plasmidos lentivirales ha evolucionado de acuerdo con tres obijetivos:
incrementar su seguridad, albergar genes exdgenos de gran tamafio y aumentar la eficiencia del
proceso [195]. A lo largo de la historia han surgido diferentes generaciones de plasmidos que se
contemplan en el siguiente apartado.
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11.3.3.1 DESARROLLO DE DIFERENTES GENERACIONES DE PLASMIDOS LENTIVIRALES

Los elementos del genoma del VIH-1 se pueden clasificar en dos grupos: elementos que actlan
en “cis” y, por tanto, se mantienen en el mismo plasmido que el transgén (plasmido de
transferencia) y elementos que actlan en “trans” y, debido a ello, se localizan en plasmidos
independientes. Cuanto mayor sea el nimero de plasmidos utilizados, menor sera el riesgo de
obtener un lentivirus competente para la replicacién (LCR) ya que se requerirdn mas eventos de
recombinacién homdéloga para reconstituir el virus original. La estrategia en la evolucion de los
pldsmidos lentivirales ha sido incrementar la segmentacidon del genoma del VIH-1 y reducir los
elementos esenciales al minimo, aumentando asi |la bioseguridad y la capacidad de albergar un
transgén de mayor tamaiio [195].

Los primeros plasmidos disefiados se denominaron plasmidos de primera generacion. Naldini
et al., describieron en 1996 un sistema basado en 3 plasmidos [196]:

El plasmido de transferencia de primera generacion (Figura 18A) utiliza la actividad promotora
de la secuencia LTR viral para dirigir la expresion del transgén. El promotor LTR es un promotor
débil que requiere la presencia de la proteina Tat, codificada en el pldsmido de

empaquetamiento. Este plasmido contiene dos elementos en “cis”: la sefial de
empaquetamiento psi (W) y RRE.

El plasmido de empaquetamiento de primera generacion (Figura 18D) contiene la mayoria de
los genes lentivirales, excepto las secuencias W y LTR presentes en el pldsmido de transferencia
y el gen de la envuelta que se sitla en un plasmido independiente (plasmido de envuelta)[197].

El plasmido de envuelta de primera generacién codifica para la proteina de envuelta que, como
se ha mencionado anteriormente, no tiene que ser necesariamente del VIH-1. Es muy comun la
utilizacion de pldsmidos que codifican para la glicoproteina de envuelta del virus de la
estomatitis vesicular (VSV-G) dado su amplio tropismo y la elevada estabilidad que confiere a la
particula viral, lo que facilita su purificacion mediante técnicas como ultrafiltraciéon o
ultracentrifugacion [191, 196, 198, 199].

En el sistema de segunda generacion, el avance respecto a la primera generacién reside en el
pldasmido de empaquetamiento (Figura 18E), en el cual se han eliminado los genes de las
proteinas accesorias Vif, Vpr, Vpu y Nef, cuya funcidn es prescindible para la generacién in vitro
de particulas virales [200, 201]

En el sistema de tercera generacion, el genoma del VIH-1 se segmenta en 4 plasmidos [202].

El plasmido de transferencia de tercera generacion (Figura 18B) presenta una delecién en la
regidon U3 del extremo 3’. Esta delecidn se transferira al extremo 5’ durante la retrotranscripcion
previa a la formacién del provirus. Se suprime de este modo la actividad promotora de la
secuencia LTR y, en su lugar, se incorpora un promotor heterdélogo que dirigird la expresion del
transgén. Esta modificacion permite prescindir de la actuacidn de la proteina Tat, cuya secuencia
serd eliminada del pldsmido de empaquetamiento [201]. Por este motivo, los plasmidos de
empagquetamiento de tercera generaciéon (Figura 18F), al carecer del gen que codifica para la
proteina Tat, son compatibles Unicamente con los plasmidos de transferencia de tercera
generacion. Sin embargo, un plasmido de transferencia de tercera generacién si que es
compatible con un plasmido de empaquetamiento de segunda generacion.

A este tipo de vectores que presentan una delecion en la region U3 y que, por tanto, han perdido
su actividad transcripcional, se les conoce como vectores autoinactivados (o vectores SIN, del
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inglés self-inactivating vector). Los vectores SIN reducen el riesgo de activacidon de proto-
oncogenes vecinos en su insercién en el genoma de la célula huésped [203].

En el pldsmido de empaquetamiento de tercera generacidn se han eliminado los genes que
codifican para las proteinas Tat y Rev y este ultimo se ha separado en un cuarto plasmido (Figura
18F).

LTR RRE LTR
HIV provirus GAG VIF ENV
} [PROT  POL Lﬁm e L I
: TAT %
T 4 ‘_ - Z
sD <— REV NEF]

Transfer Vectors Packaging Constructs

’ E
SD SA
C. . 2 prom. ;mnseﬁws.m F.
ry b
SD SA
Envelope
Construct

Figura 18. Esquema del provirus HIV y diferentes pldsmidos de transferencia, empaquetamiento y envuelta. Pldsmido
de transferencia de primera y segunda generacion (A), de tercera generacion (pldsmido SIN, B) y pldsmido SIN
mejorado (C). Plasmido de empaquetamiento de primera (D), segunda (E) y tercera (F) generacion. Fuente: [204].

El plasmido que codifica para la proteina Rev no es indispensable, de acuerdo con los hallazgos
reportados por Kotsopoulou et al. (2000) [205]. La proteina Rev actua principalmente a nivel de
regulaciéon post-transcripcional, favoreciendo el transporte del mRNA viral del nucleo al
citoplasma y también participa en otros procesos como la estabilizacién del mRNA viral. El
genoma del VIH-1 presenta regiones con alto contenido en nucleétidos Adenina-Uracilo, estas y
otras regiones (localizadas en los genes gag, pol y env) se asocian con una alta inestabilidad del
MRNA, la cual es compensada por la presencia de la proteina Rev. Debido a estas regiones ricas
en UA, el uso de codones en el genoma del VIH-1 difiere del uso de codones en genes humanos.

Kotsopoulou et al. (2000) [205] disefiaron un nuevo gen gag-pol completamente diferente al
gen del VIH-1 salvaje, para ello, realizaron modificaciones en la secuencia de nucleétidos del gen
salvaje, pero mantuvieron la misma secuencia de aminoacidos. Esta optimizacidon de codones
condujo a una mejora en la estabilidad del mRNA viral, que supuso un incremento en la
expresion de la poliproteina GagPol, permitiendo asi prescindir de la proteina Rev y el elemento
RRE. Esta modificacidn supuso una mejora en la seguridad de los vectores lentivirales, ya que al
prescindir de las secuencias que codifican para la proteina Rev y el elemento RRE se disminuyen
aun mas las probabilidades de que tenga lugar un fendmeno de recombinacion homdéloga,
minimizando asi la posibilidad de formacién de un lentivirus competente para la replicacion.
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Otra mejora en términos de bioseguridad consiste en la utilizacién de pldsmidos de
empaqguetamiento defectivos en integrasa. La accion de la integrasa viral no es especifica de
sitio, pero tampoco completamente aleatoria [206]. Por este motivo, la integracion del genoma
viral en el genoma de la célula huésped puede desencadenar, entre otros, eventos de
mutagénesis insercional, la alteracion de genes supresores de tumores o la activacién de la
expresion de oncogenes. Los pldsmidos defectivos en integrasa presentan mutaciones en la
secuencia que codifica para la poliproteina GagPol [207]. De este modo, el DNA viral no se
inserta en el genoma de la célula infectada, evitando asi la posible activacién de proto-
oncogenes. En su contra, si el transgen no se integra en el genoma celular, su permanencia es
limitada ya que se va perdiendo durante la divisidn celular. Debido a ello, esta estrategia suele
combinarse con el uso de maquinaria de integracion especifica de sitio o maquinaria para
mantener el transgen en una unidad extracromosdmica (episoma replicativo) [199].

Los plasmidos lentivirales han evolucionado no solo en términos de bioseguridad, sino también
de eficiencia del sistema. La incorporacion de los elementos cPPT (tracto central de polipurina,
del inglés central polypurine tract) y WPRE (elemento de regulacién post-transcripcional del
virus de la hepatitis de la marmota, del inglés woodchuck hepatitis virus posttranscriptional
regulatory element) (Figura 18C) ha sido clave en la mejora de diferentes puntos del proceso:

-cPPT: este elemento incrementa la eficiencia de la transduccidn, ya que facilita los procesos de
retrotranscripcion e importacion nuclear del complejo de pre-integracidn en las células
infectadas [208, 209].

-WPRE: este elemento conduce a un aumento del titulo viral, ya que se ve incrementada la
expresion del transgen. WPRE modifica la sefial de poliadenilacion del mRNA viral, lo que
conduce a un aumento de la vida media del mRNA y favorece su exportacion nuclear [204, 210].

El protocolo mas extendido, descrito anteriormente, en la generacién in vitro de particulas
lentivirales es la co-transfeccién de células eucariotas con los plasmidos de transferencia,
empaquetamiento y envuelta. Sin embargo, este protocolo se puede ver reemplazado por la
utilizacidn de lineas celulares empaquetadoras, que expresen de forma estable los genes que
codifican para las proteinas Gag-Pol y VSV-G. De este modo, es posible prescindir de los
pldasmidos de empaquetamiento y envuelta. Este sistema suele ser un sistema inducible que
permite la expresién controlada de las proteinas Gag-Pol y VSV-G, ya que pueden ocasionar
toxicidad celular. La utilizacién de lineas empaquetadoras supone una ventaja en términos de
coste, reproducibilidad y escalabilidad, pero resulta limitante por el tiempo requerido para
establecer una nueva linea celular (generalmente 6 meses), la complejidad del proceso y la
pérdida de flexibilidad. Este sistema no resulta Util en ensayos de pseudotipaje, donde se
analizan distintas proteinas de envuelta, ya que esto supone la creacidon de una linea celular
diferente para cada una de las proteinas de envuelta analizadas [195, 211, 212].

Hoy en dia existen multitud de posibilidades en el campo de los vectores lentivirales, por lo que
la elecciéon del método utilizado debe cubrir los requerimientos en funcidn de la aplicacién
buscada y ser un compromiso entre bioseguridad y eficiencia del sistema
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METODOS

I11.1 ELECCION DEL TIPO DE VECTOR VIRAL UTILIZADO PARA LA GENERACION
IN VITRO DE PARTICULAS VIRALES RECOMBINANTES DE RNA

En este proyecto se seleccioné el sistema lentiviral, cuyas caracteristicas se recogen en la Tabla
2, para la generacién de particulas virales recombinantes de RNA. Mediante este sistema es
posible empaquetar cualquier genoma de RNA, siempre que su tamafio no exceda la longitud
maxima que puede ser empaquetada y su secuencia contenga unas minimas sefiales de
empaquetamiento. Los vectores lentivirales, ademas de ser un sistema muy estudiado y
conocido debido a sus multiples aplicaciones (ver apartado 11.3.1), destacan frente a otros
vectores virales en la capacidad de albergar insertos de gran tamafio [132]. Esta caracteristica
es una ventaja anadida en la aplicacidn de las particulas virales como control positivo de ensayos
de RT-gPCR, ya que cuanto mayor sea la longitud del genoma de la particula viral, mayor
universalidad presentard el control positivo desarrollado puesto que contendra un mayor
numero de dianas de RT-qPCR.

Por otra parte, los lentivirus destacan frente al uso de bacteriéfagos, ya que imitan con mayor
fidelidad a los virus que causan patologia en humanos y presentan una mayor especificidad
durante el empaquetamiento, discriminando con mayor precisién el RNA viral del RNA celular
(ver apartado 11.2.2.2.1).

El sistema lentiviral conduce a la generacién de particulas virales deficientes para la replicacion,
ya que el genoma del VIH-1 salvaje se encuentra segmentado en diferentes plasmidos (ver
apartado 11.3.3.1), por lo que las particulas virales generadas solo se pueden multiplicar en las
células donde son empaquetadas. En el caso de que estas particulas virales infectasen nuevas
células, el RNA viral se convertiria en cDNA y este cDNA se integraria en el genoma celular. Pero
en ningun caso se formarian nuevas particulas virales en las células infectadas, ya que este cDNA
no contiene los genes que codifican para las diferentes proteinas estructurales y funcionales que
conforman la particula viral.

111.2 DISENO DEL PLASMIDO LENTIVIRAL DE TRANSFERENCIA

La gran mayoria de plasmidos contienen, por una parte, una regién para su replicacién y
transcripcién en procariotas y, por otra parte, una region para su replicacidon y posterior
transcripcién en eucariotas. EIl RNA resultante de la transcripcidn en eucariotas es una secuencia
flanqueada por las regiones R y U5 del VIH-1. Este RNA se compone de una secuencia comun a
todos los disefios y una secuencia variable (denominada inserto), la cual es especifica de
patogeno. Debido a ello, la longitud del RNA viral es la suma del tamafio de la regidn especifica
de patdgeno (inserto) y de la regidn comun. La regién comun del plasmido de transferencia B,
utilizado en este proyecto, presenta una longitud aproximada de 3.700 pb (variable en funcion
de los sitios de restriccidn utilizados durante el clonaje del inserto).

111.2.1 DISENO DEL INSERTO

En el disefio del inserto se considerd la longitud maxima del RNA viral que puede ser
empaquetada por el sistema lentiviral. Esta longitud suele coincidir con la longitud del genoma
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del virus salvaje, por lo que el tamafio mdximo de RNA que puede ser empaquetado por el
sistema lentiviral se encontraria en aproximadamente 9 kb, ya que es la longitud que presenta
el VIH-1 salvaje. Sin embargo, se ha demostrado en la bibliografia el empaquetamiento efectivo
mediante el sistema lentiviral de un genoma de hasta 18 kb, aunque la eficiencia del proceso se
ve comprometida conforme aumenta el tamafio del genoma que debe ser empaquetado [132].
Por este motivo, el disefio de los insertos contemplados en este proyecto se realizé con el
objetivo de no superar un tamafio de RNA viral de 9 kb (considerando las regiones comun y
especifica), para evitar que la eficiencia durante la generacién in vitro de particulas virales se
viera comprometida. Por ultimo, se incluyeron en la secuencia del inserto varios codones de
parada como medida de bioseguridad, para evitar la posible traduccién del mRNA viral en el
interior celular.

La sintesis y clonaje, en el plasmido de transferencia B, de cada uno de los insertos disefiados se
solicité al proveedor externo GenScript, dando lugar a tantos plasmidos de transferencia como
insertos fueron disefiados.

111.2.2 SELECCION DE LA CEPA DE REFERENCIA

Durante el disefio del inserto se selecciond para cada virus una cepa de referencia, cuyo genoma
se tomd como modelo y, por tanto, la secuencia de nucleétidos del inserto se sintetizé con el
objetivo de presentar un 100% de homologia con el genoma de la cepa seleccionada como
referencia. El genoma de la cepa de referencia se seleccioné entre todos los genomas
depositados en la base de datos de GenBank, priorizando aquellos genomas cuya fecha de
depdsito fuese reciente, puesto que el genoma del control positivo desarrollado debe
aproximarse a aquellas variantes del virus que se encuentren en circulacidn recientemente. Por
otra parte, se priorizaron aquellos genomas que se encontraban completamente anotados,
descartando los nimeros de acceso de GenBank que correspondian a genomas parciales.
Ademas, se priorizaron los genomas cuyo depdsito fue realizado por la OMS o, en su defecto,
aquellos que habian sido seleccionados como cepa de referencia en la bibliografia o por
diferentes casas comerciales dedicadas a la comercializacidn de controles positivos.

I11.3 CULTIVOS BACTERIANOS

Se recurri6 al cultivo bacteriano para la multiplicacion de los plasmidos lentivirales, los cuales se
introdujeron en el interior de las bacterias mediante transformacion, posibilitando de este modo
su replicacion durante el crecimiento del cultivo bacteriano. La cepa bacteriana utilizada para
este fin fue la cepa E. coli DH5-a, ya que su transformacién suele presentar una elevada
eficiencia [213].

El trabajo en cultivos bacterianos fue llevado a cabo en condiciones asépticas y los residuos
bioldgicos se desecharon en los contenedores de bioseguridad apropiados.

111.3.1 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Las células E. coli DH5-a fueron cultivadas tanto en medio liquido Luria-Bertani (LB, Lennox)
como medio solido LB-agar (Lennox), ambos suplementados con ampicilina (Sigma) a
concentracion final 100 pg/ml.
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Para preparar 1 L de medio LB liquido se disolvieron 20 g de medio LB (composicién: 10 g de
triptona, 5 g de extracto de levadura y 5 g de cloruro de sodio) en agua Elix®. El medio se
esterilizé en una botella de vidrio en autoclave a 120°Cy 1 atm de presién durante 20 min. Una
vez finalizado el proceso, se dejoé enfriar hasta 50°C para su utilizaciéon inmediata o se almacend
a 4°C. Previamente a su utilizacién, se tomd una alicuota con la cantidad requerida de medio LB,
se atemperd a 37°C y se anadid el volumen necesario de ampicilina (almacenada a -20°C a
concentracion de 50 mg/ml) para alcanzar una concentracién final de 100 pg/ml de ampicilina.

Para preparar 1 L de medio LB-agar se disolvieron 35 g de medio LB-agar (composicion: 10 g de
triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de cloruro de sodio y 15 g agar) en agua Elix®. El medio
se esterilizd en autoclave a 120°C y 1 atm de presién durante 20 min. Una vez finalizado el
proceso, se dejé enfriar hasta 50°C. A continuacién, se afiadié ampicilina a una concentracién
final de 100 pug/ml y se vertieron 25 ml de medio LB-agar por placa de 100 mm de diametro. El
medio LB-agar, contenido en las placas, se dejdé solidificar durante minimo dos horas a
temperatura ambiente. Una vez solidificado, las placas se almacenaron hasta su uso a 4°C, de
forma invertida y precintadas.

11.3.2 TRANSFORMACION DE BACTERIAS COMPETENTES

Los plasmidos lentivirales fueron introducidos en el interior de las bacterias quimicamente
competentes “Subcloning Efficiency™ DH5a Competent Cells” (Thermo Fisher Scientific),
mediante transformacidn por choque térmico. Este proceso conduce a la permeabilizacién de la
membrana celular sin afectar a su integridad. Se llevd a cabo siguiendo el procedimiento
detallado a continuacién.

En primer lugar, se descongeld en hielo una alicuota (de volumen 50 ul) de las bacterias
comerciales E. coli DH5-a. Posteriormente, se afiadidé un volumen de 2 pl-5 pl (equivalente a una
cantidad de 10 ng-500 ng) del DNA plasmidico a transformar. Se mezclé suavemente por pipeteo
y se incubd en hielo durante 30 min. Seguidamente, se incubd a 42°C en termobloque sin
agitacién durante 20 segundos y, rdpidamente, se transfirid el vial a un bafio de hielo, donde se
incubd durante 2 min. A continuacion, se afiadieron 950 pl de medio LB liquido (sin suplementar
con ampicilina) atemperado a 37°C. Las bacterias contenidas en medio LB liquido se incubaron
a 37°Cdurante 1h en agitacién, para permitir su crecimiento. Por ultimo, se sembré un volumen
de 10 pl-500 pl del cultivo anterior en una placa de LB-agar suplementada con ampicilina a
concentracién 100 pg/ml. La siembra se realizé afiadiendo con una micropipeta el volumen del
cultivo en un extremo de la placa de LB-agar y extendiendo este con ayuda de un asa de siembra
estéril. Una vez realizada la siembra, la placa se incubd en posicidn invertida a 37°C durante 16h.

De este modo, Unicamente las bacterias E. coli DH5-a que incorporaron el DNA plasmidico
durante el proceso de transformacion, adquirieron el gen de resistencia a ampicilina y, por tanto,
crecieron en la placa de LB-agar suplementada con este antibiético. Una de las colonias aisladas
que crecieron en esta placa fue el material de partida para la extraccion del DNA plasmidico a
pequefia (miniprep) o gran escala (maxiprep).

Cuando interesd conservar a largo plazo las colonias de E. coli DH5-a que habian incorporado el
DNA plasmidico de interés, estas fueron congeladas a -80°C en presencia de glicerol (Fisher
Scientific) al 30%, debido a su funcién crioprotectora. Para ello, se aplicé el siguiente
procedimiento: se inoculd una colonia aislada de la placa de LB-agar en un volumen de 10 ml-15
ml de medio LB liquido (suplementado con ampicilina a concentracion 100 pug/ml) y se incubd a
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37°C en agitacion, hasta que el cultivo alcanzé una densidad éptica medida a 600 nm (ODgoo) de
0,5-1. Se determind este rango de valores de densidad dptica ya que es indicativo de que el
cultivo se encuentra en la fase exponencial de crecimiento. A continuacion, se dispensaron 150
ul de glicerol por vial y los viales con glicerol fueron autoclavados a 120°C y 1 atm de presion
durante 20 minutos. Finalmente, se ainadieron 350 ul del cultivo de interés, el cual se encontraba
a una ODeggo = 0,5-1, a cada uno de los viales del paso anterior y estos fueron almacenaron a -
80°C.

11.3.3 EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO A PARTIR DE UN CULTIVO BACTERIANO

La extraccion de DNA plasmidico a partir de un cultivo bacteriano se realizé a pequefia escala
(miniprep) o gran escala (maxiprep), en funcién de las necesidades. Ambos protocolos se
iniciaron del mismo modo: se tomd una colonia aislada de la placa de LB-agar (resultante del
proceso de transformacion) o un volumen de 10 pl del cultivo bacteriano conservado en glicerol
y se inoculé en un volumen de 10 ml-15 ml de medio LB liquido, previamente atemperado a 37°C
y suplementado con ampicilina a concentracion final de 100 pg/ml. El crecimiento se llevé a cabo
en un recipiente estéril con 1/4 del volumen total vacio, para permitir la correcta oxigenacion
del cultivo. Este recipiente se introdujo en un incubador a 37°C con agitacidn durante 16h, en el
caso de realizar miniprep, o durante 6h, para la realizacién de maxiprep.

En el caso de maxiprep, el inéculo obtenido tras 6h de incubacidon se diluyé 1/1000
(generalmente en un volumen final de 250 ml) en medio LB liquido, previamente atemperado a
37°C y suplementado con ampicilina a concentracién de 100 pug/ml, y se incubd nuevamente a
37°C con agitacion durante 16h.

El crecimiento del cultivo bacteriano se midié de forma indirecta mediante espectrofotometria.
Para ello, se afiadid 1 ml del cultivo bacteriano a la cubeta del espectrofotometro de 1 cm de
paso Optico, obteniéndose el valor de ODsoo, €l cual es proporcional al nimero de bacterias
presentes en el cultivo. En funcidn del valor de ODgoo obtenido, se determind el volumen de
cultivo de partida necesario para iniciar la miniprep o maxiprep, aplicando la siguiente ecuacion:

Masa celular del cultivo = ODggo X Volumen del cultivo (ml) (Ecuacion 6)

Este cdlculo se realizé con el objetivo de adecuar cada ensayo de miniprep o maxiprep a las
recomendaciones del fabricante, las cuales se recogen en la Tabla 3. Se analizaron un total de
seis ensayos comerciales: los ensayos de miniprep E.Z.N.A®Plasmid DNA Mini Kit Il (Omega),
NucleoSpin® Plasmid EasyPure (Macherey-Nagel) e Invisorb®Spin Plasmid Mini Two (Stratec); y
los ensayos de maxiprep E.Z.N.A.®Endo-Free Plasmid DNA Maxi Kit (Omega), NucleoBond®Xtra
Maxi EF (Macherey-Nagel) y GenElute™ Endotoxin-free Plasmid Maxiprep Kit (Sigma).

Todos ellos se aplicaron siguiendo las instrucciones descritas por el fabricante y, en aquellas
extracciones en las cuales se requeria obtener DNA plasmidico mas concentrado o fue necesario
eliminar la presencia de etanol residual, se siguid el protocolo de precipitacidn por isopropanol
descrito en el kit comercial E.Z.N.A.®Endo-Free Plasmid DNA Maxi Kit.
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Tabla 3. Recomendaciones de uso de los diferentes ensayos comerciales de miniprep y maxiprep utilizados en este
estudio. *El rendimiento tedrico hace referencia a la cantidad (ug) mdxima de DNA plasmidico que tedricamente se
consigue recuperar.

. . L Masa celular | Volumen | Volumende | Rendimiento

Nombre kit comercial Aplicacién L o y: o o
inicial inicial (ml) | elucién (ul) | tedrico (ug)

E.Z.N.A.®P| id DNA Mini
oo asm ™ Miniprep 30 10-15 80-100 75

— -
NucleoSpin®Plasmid Miniprep 15-16 2-10 50 30
EasyPure

- oc —

Invisorb®Spin Plasmid Mini Miniprep No 0,5-2 50-100 20
Two especificada
E.Z.N.A.®Endo-Free )
Plasmid DNA Maxi Kit Maxiprep 300-400 50-200 1,5-3 1.000
NucleoBond®Xtra Maxi EF Maxiprep 1.200 120-600 15 2.000
GenElute™ Endotoxin-free .
Plasmid Maxiprep Kit Maxiprep 300 25-200 3-5 1.200

111.4 CULTIVOS CELULARES DE EUCARIOTA

Se recurrid al cultivo de células eucariotas para la generacién, mediante el sistema lentiviral, de
particulas virales recombinantes de RNA. La linea celular utilizada para este fin fue la linea HEK
293T (obtenida de la coleccidon alemana de cultivos tipo, ATCC®CRL-3216™), ya que son células
embrionarias de rindn humano altamente transfectables y que conducen a elevados titulos
virales [192, 193]. El trabajo en cultivos celulares de eucariota fue llevado a cabo en cabina de
seguridad bioldgica tipo Il. El material se rocié con etanol al 70% antes de cada sesién de trabajo
y, tanto el material como la superficie de trabajo, se desinfecté con una solucion de etanol
absoluto al 56% e isopropanol al 12% después de cada sesidon de trabajo. La superficie de trabajo,
ademas, se sometid a radiacion UV durante 20 minutos. Los residuos bioldgicos y el material
gue estuvo en contacto directo con el cultivo celular se desecharon en los contenedores de
bioseguridad apropiados.

La estufa se desinfectd periddicamente con etanol al 70% y el agua de la bandeja se tratd,
siguiendo las instrucciones del fabricante, con el producto Incuwater-Clean™ (PanReac
AppliChem) para prevenir el crecimiento de microorganismos. A su vez, el agua contenida en el
bafio de agua se traté con el producto Aquabator-Clean™ (PanReac AppliChem), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

1l.4.1 MEDIOS DE CULTIVO

La linea celular 293T se crecié de manera rutinaria en medio Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM, del inglés Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Sigma), suplementado con suero fetal
bovino (SFB, Sigma) a concentracién final 5% y con una mezcla de antibidticos y antimicoticos al
1% (Gibco). Este medio se denominé medio DMEM completo.

En algunos casos se recurrio al cultivo de las células 293T en los siguientes medios libres de SFB:
OptiMEM (Thermo Fisher Scientific), medio DMEM completo en el cual se reemplazé el SFB por
CBO5 (Cell Boost 5, Fisher Scientific) a concentracidn final 5% o medio DMEM completo en el
cual se reemplazo el SFB por CDM-HD (medio quimicamente definido para cultivo celular de alta
densidad, del inglés Chemically Defined Medium For High Density Cell Culture, FiberCellSystems)

47



MATERIALES Y METODOS

a concentracion final 5%. La procedencia de los medios CBO5 y CDM-HD, a diferencia del SFB, no
es de origen animal, su composicidn estd libre de proteinas y contienen diferentes lipidos,
aminodcidos, vitaminas, asi como diferentes factores de crecimiento para favorecer el
crecimiento de las células 293T.

111.4.2 MANTENIMIENTO DEL CULTIVO

Se cultivaron las células 293T en placas de 60 mm de diametro (VWR, superficie de la placa de
21,2 cm?) o de 100 mm de didmetro (VWR, superficie de la placa de 60 cm?), en funcién de las
necesidades. Se afiadié un volumen aproximado de 0,25 ml de medio DMEM completo por cada
cm? de superficie de placa. Las células se sembraron a una densidad variable en funcién del
experimento realizado.

Los cultivos de células 293T se mantuvieron en incubador a 37°C en atmdsfera al 5% de CO. El
medio se cambid con asiduidad y se tripsinizaron las células cada 2-4 dias, cuando estas
alcanzaron una confluencia del 80-100%. Las células 293T crecen en adherencia, cubriendo por
completo la superficie de la placa, por lo que para el mantenimiento del cultivo es necesario
despegar estas células de la superficie de la placa, diluirlas y llevar a cabo su resiembra en una
nueva placa, proceso conocido como tripsinizacién. Para ello, en primer lugar, se retiré el medio
DMEM completo de la placa y se realizd un lavado de esta con tampdn fosfato salino (PBS, del
inglés phosphate buffered saline) (Gibco) a concentracion final 1X, con el objetivo de eliminar
las proteinas del SFB que inhiben el efecto de la tripsina. En segundo lugar, se afiadié un volumen
de 0,033 ml de tripsina (Sigma) por cada cm? de superficie de placa y se incubd la placa a 37°C
durante 2 min. Transcurrido este tiempo, se comprobd bajo microscopio invertido que las
células se habian despegado de la placa y se neutralizd la accidn de la tripsina por adiccion de
una mezcla de PBS y SFB al 10%, de la cual se afiadié un volumen 4 veces superior al volumen
afiadido de tripsina. Esta suspensién celular se trasvasé a un falcon y se centrifugé en rotor
oscilante a 300 g durante 5 min, para favorecer la sedimentacion de las células. Se descarté el
sobrenadante y el pellet obtenido (contiene las células 293T) se resuspendio en el volumen de
medio DMEM completo requerido, el cual fue variable en funcion de la dilucién deseada para su
resiembra o para el recuento celular previo a la resiembra.

Todos los reactivos utilizados durante este proceso se atemperaron en un bafio de agua a 37°C
previamente a su uso.

111.4.3 RECUENTO CELULAR

Para el recuento celular se utilizd una cdmara de recuento Blaubrand™ Neubauer (Fisher
Scientific) con 4 cuadrantes de volumen 10* ml por cuadrante. Se mezclaron 50 pl de suspensidon
celular junto con 50 pl de azul tripan (Sigma) y se cargaron 10 pl de la mezcla anterior en la
camara, sobre la cual se colocd previamente un cubreobjetos de cristal. El azul tripan es un
colorante que Unicamente tifie las células muertas, ya que estas células no presentan una
membrana plasmatica integra, permitiendo la entrada del colorante.

Se contaron las células vivas (no coloreadas) de cada uno de los 4 cuadrantes y se calculd el
numero de células vivas por unidad de volumen (No. células/ml) presentes en la solucidn inicial,
siguiendo la ecuacion 7:

(Ecuacion 7)
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(No. células)

No. células /ml = x Dilucién x 10*

El nimero de células es la suma de las células vivas presentes en los cuatro cuadrantes de la
camara de recuento y el factor de dilucidn fue de 2, ya que el ratio volumen suspensién celular:
volumen azul tripan fue 1:1.

La ecuacién 7 se aplicé de nuevo tras el contaje de las células muertas (coloreadas) vy, teniendo
en cuenta la suma de células vivas y muertas (células totales), se determind la viabilidad
aplicando la ecuacidn 8:

No. célul i 100
Viabilidad (%) = ——ao YVAS X (Ecuacion 8)

No. células totales

111.4.4 CONGELACION Y DESCONGELACION DE CELULAS

Diferentes alicuotas de células 293T se almacenaron en tanques de nitrégeno liquido para su
conservacién a largo plazo, con el fin de evitar la pérdida de la linea celular por una
contaminacién puntual del cultivo y minimizar la acumulaciéon de cambios genéticos, los cuales
ocurren tras la tripsinizacién continuada y el mantenimiento de las células en cultivo por largos
periodos de tiempo.

Las células 293T, crecidas de rutina en una placa de 100 mm de didametro con medio DMEM
completo, se tripsinizaron para su congelacién cuando la confluencia fue del 80-90%, siguiendo
el protocolo detallado en el apartado 111.4.2. El pellet celular obtenido se resuspendié en 2 ml de
medio de congelacién, consistente en medio DMEM suplementado con SFB al 10% y dimetil
sulféxido (DMSO, Sigma) al 10%. Los 2 ml de suspension celular fueron repartidos en 4 crioviales
(500 pl/criovial) (Thermo Scientific), los cuales se depositaron en un contenedor de congelacion
con isopropanol (Mr. Frosty™ Cryo 1°C Freezing Container de NALGENE®) y se congelaron a -
80°C durante minimo un dia. De este modo, se garantiz6 una congelacién progresiva con un
descenso de temperatura de aproximadamente 1°C por minuto. Al dia siguiente, los crioviales
se llevaron al tanque de nitrégeno liquido, donde pueden mantenerse durante largos periodos
de tiempo (afios) sin que se vea comprometida su viabilidad.

EI DMSO es un agente crioprotector que protege a las células durante el proceso de congelaciodn,
pero a su vez resulta tdxico a temperatura ambiente, por este motivo el proceso de
descongelacion debe ser rapido. En el proceso de descongelacién de las células almacenadas en
nitrégeno liquido, los crioviales a descongelar se transfirieron rdpidamente a un bafio de agua a
37°C hasta su descongelacion. A continuacion, se afiadié medio DMEM completo al criovial y se
sembrd la totalidad del volumen en una placa de cultivo, a la cual se habia adicionado
previamente medio DMEM completo. Transcurridas 16h, las células ya se encontraban
adheridas a la superficie de la placa, por lo que se cambid el medio de cultivo con el objetivo de
eliminar el DMSO residual.

11.4.5 ENSAYOS DE INFECTIVIDAD DE LAS PARTICULAS VIRALES SOBRE UN CULTIVO
CELULAR

Durante la generacion in vitro de las particulas virales recombinantes de RNA se implementaron
varias medidas con el objetivo de generar particulas virales no infecciosas. En primer lugar, se
prescindid del plasmido de envuelta en el proceso de transfeccidn, con el objetivo de generar
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particulas virales carentes de la proteina de envuelta y, por tanto, sin capacidad de acceder al
interior celular mediante la union de la proteina de envuelta viral con el receptor celular. En
segundo lugar, se incorpord, tras la digestion con DNasa del sobrenadante viral, un paso de
incubacién a 75°C 10 min, el cual cumple la doble funcién de inactivar la DNasa e inactivar la
particulas virales [214-216].

Para verificar si las medidas implementadas conducian al objetivo buscado, se evalud la
capacidad infectiva de las particulas virales sobre un cultivo de células 293T mediante seleccidn
con puromicina. Se utilizé este antibidtico ya que el plasmido de transferencia B contiene el gen
gue confiere resistencia a puromicina. La secuencia del gen de resistencia a puromicina se
encuentra en la regién del plasmido de transferencia B comprendida entre las secuencias LTR,
por lo que esta secuencia es transcrita en el interior celular formando parte del RNA viral. Si el
RNA viral se encuentra contenido en particulas virales con capacidad de acceder al interior
celular, una vez el virus haya accedido al interior de las células infectadas, el RNA viral sera
convertido a cDNA y este cDNA se integrard en el genoma de las células infectadas. Por tanto, si
las particulas virales desarrolladas en este proyecto son infectivas, conferiran la resistencia a
puromicina a las células infectadas. Debido a ello, para poder realizar este tipo de analisis se
debe trabajar con una concentracion de puromicina a la que las células no infectadas sean
sensibles. De este modo, si las células no han sido infectadas no sobreviviran en un medio
suplementado con puromicina a la concentracién determinada, mientras que si han sido
infectadas, las células seran resistentes a puromicina y su crecimiento no se verd perjudicado en
este medio.

111.4.5.1 CURVA DE MUERTE DE LAS CELULAS 293T EN PRESENCIA DE PUROMICINA

Previamente a la evaluacidon de la capacidad infectiva de las particulas virales, mediante
seleccidn con puromicina en un cultivo de células 293T, se crecieron las células en un medio con
diferentes concentraciones de puromicina. El objetivo fue determinar la concentracién minima
a la que las células 293T (no infectadas con particulas virales) son sensibles.

El protocolo seguido se detalla a continuacion, el cual se elaboré siguiendo las recomendaciones
del fabricante de puromicina:

DIA -1. Siembra de células

Se tripsinizaron las células 293T mantenidas rutinariamente en cultivo y el pellet obtenido se
resuspendié en medio DMEM suplementado con SFB al 5% para su recuento celular, siguiendo
los protocolos descritos en los apartados I11.4.2 y 111.4.3, respectivamente. Se sembraron 1,6E+05
células 293T en cada pocillo (de superficie 9 cm?) de una placa de 6 pocillos, a los cuales se
afiadieron previamente 2 ml de medio DMEM suplementado con SFB al 5%. Si se utiliza una
placa diferente, el nimero de células y el volumen de medio indicados deben corregirse en
funcién de la superficie que presente dicha placa. Las células sembradas se incubaron en estufa
a 37°C en atmésfera al 5% de CO, durante 24h.

Se sembraron un total de 14 pocillos, ya que se planificd el experimento para el andlisis por
duplicado del crecimiento de las células 293T en presencia de 7 concentraciones diferentes de
puromicina.
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DIA 0. Seleccién con puromicina

Transcurridas 24h desde la siembra, se visualizé la confluencia de las placas bajo microscopio
invertido y se prepararon diferentes medios de cultivo compuestos por DMEM, SFB al 5% vy las
siguientes concentraciones finales de puromicina: 0 ug/ml, 0,25 ug/ml, 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2
pg/ml, 3 pug/mly 6 ug/ml. Para la preparaciéon de cada uno de los medios, se afiadid la cantidad
necesaria de una solucién de puromicina de concentracion 10 mg/ml. Esta solucidn fue
preparada previamente mediante disolucién de 25 mg de puromicina (Sigma) en 2,5 ml de agua
Milli-Q®. Posteriormente, se filtrd por 0,2 um y se alicuotd para su almacenamiento a -20°C.

Los 2 ml de medio DMEM suplementado con SFB al 5%, que fueron afiadidos a cada pocillo el
dia -1, se reemplazaron por 2 ml de medio DMEM suplementado con SFB al 5% y con la cantidad
correspondiente de puromicina, para alcanzar de este modo las diferentes concentraciones
finales requeridas en el estudio. Las placas se incubaron en estufa a 37°C en atmdsfera al 5% de
CO, durante 24h.

DIA +1. Visualizacién de las células

Transcurridas 24h desde la adicién de puromicina, se visualizd la confluencia de las placas bajo
microscopio invertido. En este punto es esperable comenzar a observar un comportamiento
diferencial en el crecimiento de las células 293T, en funcidn de la concentracién de puromicina
presente en el medio de cultivo. Las placas se incubaron de nuevo en estufa a 37°C en atmédsfera
al 5% de CO, durante 24h.

DIA +2. Visualizacién de las células y seleccién con puromicina

Pasadas 48h desde el inicio de la seleccidn, se visualizd la confluencia de las placas bajo
microscopio invertido y en cada pocillo se reemplazé el medio de cultivo correspondiente por
ese mismo medio fresco. Las placas se incubaron en estufa a 37°C en atmdsfera al 5% de CO;
durante 72h.

DIA +5. Visualizacién de las células y seleccién con puromicina

A las 120h, se visualizd la confluencia de las placas bajo microscopio invertido y en cada pocillo
se reemplazd el medio de cultivo correspondiente por ese mismo medio fresco. Las placas se
incubaron en estufa a 37°C en atmdésfera al 5% de CO; durante 24h.

DIA +6. Visualizacidn de las células

Transcurridas 144h, se visualizé la confluencia de las placas bajo microscopio invertido y se dio
por finalizado el experimento.

111.4.5.2 DETERMINACION DE LA MULTIPLICIDAD DE INFECCION

La multiplicidad de infeccién (MOI, del inglés multiplicity of infection) es un parametro indicativo
de la capacidad infectiva de un determinado virus sobre un cultivo celular, el cual se define como
el ratio entre el nimero de particulas virales infecciosas y el nimero de células presentes en el
momento de la infeccién [217]. Se recurrié a este cdlculo con el objetivo de comparar la
capacidad infectiva de las particulas virales con proteina de envuelta, frente a las particulas
virales sin proteina de envuelta. Estas uUltimas presumiblemente no infecciosas. Para el calculo
de la MOI es necesario infectar con aquella dilucién del sobrenadante viral que conduzca a la
observacién de colonias aisladas de células 293T resistentes a puromicina. De este modo, es
posible determinar el nimero de particulas virales infecciosas contenidas en el sobrenadante
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viral evaluado, debido a que se asume que cada colonia resistente procede de la infeccién de
una célula por una Unica particula viral.

El calculo de la MOl se realizé aplicando la ecuacion 9:

MOl No. particulas virales infecciosas No. colonias resistentes a puromicina x Dilucién* (Ec. 9)
= = C.

No. células No. células 293T**

*Dilucién aplicada al sobrenadante viral con el que se han infectado las células
**Ndmero de células 293T resultantes del contaje celular realizado el dia 0 del experimento, que refleja el nimero
de células presentes en el cultivo en el momento de la infeccion.

El protocolo seguido para determinar la dilucion del sobrenadante viral adecuada para realizar
los experimentos de infeccién y calcular la MOI se detalla a continuacidn:

DIA -1. Siembra de células

Se tripsinizaron las células 293T mantenidas rutinariamente en cultivo y el pellet obtenido se
resuspendid en medio DMEM suplementado con SFB al 5% para su recuento celular, siguiendo
los protocolos descritos en los apartados I11.4.2 y 111.4.3, respectivamente. Se sembraron 0,3E+06
células 293T en cada pocillo (de superficie 9 cm?) de una placa de 6 pocillos, a los cuales se les
anadié previamente 2 ml de medio DMEM suplementado con SFB al 5%. Si se utiliza una placa
diferente, el nimero de células y el volumen de medio indicados deben corregirse en funcion
de la superficie que presente dicha placa. Las células sembradas se incubaron en estufa a 37°C
en atmodsfera al 5% de CO, durante 24h.

DIA 0. Infeccidn de células con un sobrenadante viral

Transcurridas 24h desde la siembra, se llevd a cabo la infeccion de las células 293T con diferentes
diluciones de un sobrenadante viral que contenia particulas virales de chikungunya con proteina
de envuelta, con el objetivo de determinar en cudl de ellas se observaban colonias aisladas
resistentes a puromicina. Para ello, se reemplazé el medio DMEM suplementado con SFB al 5%
por ese mismo medio fresco y, posteriormente, en cada pocillo se afadid gota a gota 1 mldela
dilucion correspondiente del sobrenadante viral en presencia de polibreno (Sigma) a
concentracion final 8 pg/ml [217]. Se afiadidé este reactivo siguiendo los procedimientos
descritos en la bibliografia. El polibreno potencia la entrada de la particula viral al interior celular
mediante adsorcién de la particula a la membrana.

Se analizaron un total de 15 condiciones diferentes: células 293T sin infectar (control I); células
293T sin infectar, pero sometidas el dia +1 a seleccidn con puromicina a concentracién 1 pug/ml
(control 1l); y células 293T infectadas con un sobrenadante viral diluido 1/2, 1/4, 1/8,1/16, 1/32,
1/64,1/128, 1/10% 1/103, 1/10%, 1/10° 1/10° y 1/10. Las placas se incubaron en estufa a 37°C
en atmdsfera al 5% de CO, durante 24h.

DIAS +1 a +6. Seleccién con puromicina y contaje de colonias resistentes

Transcurridas 24h desde la infeccidn, tiempo suficiente para la internalizacion de las particulas
virales en las células 293T [217], se retird el medio de los pocillos y este se reemplazé por medio
DMEM suplementado con SFB al 5% y puromicina a concentracion final 1 ug/ml. A excepcion de
la condicidn control |, en la cual se afadido medio DMEM completo. Las placas se incubaron en
estufa a 37°C en atmésfera al 5% de CO.. Este procedimiento se repitio en los 5 dias posteriores,
visualizando las células al microscopio y anotando la confluencia observada.
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El experimento concluyé el dia +6, cuando se seleccioné la dilucién del sobrenadante viral que
conducia a la observacion de colonias aisladas de células 293T resistentes a puromicina. Una vez
seleccionada la dilucidn éptima, se repitié el procedimiento descrito anteriormente con un
sobrenadante viral diluido que contenia particulas virales de chikungunya con proteina de
envueltay con un sobrenadante viral que contenia particulas virales de chikungunya sin proteina
de envuelta, con el objetivo de determinar la MOI en ambos casos.

El experimento de determinacién de la MOl se realizé en placa de 60 mm de didmetro (superficie
21,2 cm?), para poder observar con mayor claridad las colonias aisladas. Por tanto, se escalaron
las cantidades del protocolo anterior considerando la superficie de la nueva placa. Se sembraron
0,7E+06 células 293T en cada placa en un volumen final de medio de 5 ml y se infectd con un
volumen de 2 ml del sobrenadante viral correspondiente. En este caso se incluyd un paso
adicional el dia 0 consistente en la tripsinizacién y el contaje celular de una placa control |,
siguiendo los protocolos descritos en los apartados 11.4.2 y IIl.4.3, respectivamente, para
determinar el numero de células presentes en el momento de infeccién y poder, de este modo,
determinar la MOI. En este caso el experimento se prolongd hasta el dia +9, ya que fue cuando
se observaron con claridad las colonias aisladas resistentes a puromicina y se calculé la MOI
aplicando la ecuacion 9.

111.4.5.3 ANALISIS DE LA CAPACIDAD INFECTIVA DE LAS PARTICULAS VIRALES Y
DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR TRAS LA INFECCION

El protocolo de infeccidn descrito en el apartado anterior 111.4.5.2 se modificé levemente, ya que
se prescindié del reactivo polibreno, con el objetivo de simular las condiciones reales de
infeccidn, sin potenciar mecanismos alternativos de entrada de las particulas virales al interior
celular. Por otra parte, se redujo el tiempo de infeccién de 24h a 4h para acortar el tiempo del
experimento, puesto que se verificd, incluyendo un control positivo de infeccidn, que 4h era
tiempo suficiente para la internalizacién de las particulas virales. Se realizaron dos ensayos
diferenciados, denominados Ay B. El objetivo del ensayo A fue analizar la capacidad de entrada
de las particulas virales al interior celular y la posterior integracion del cDNA en el genoma
celular, mientras que el objetivo del ensayo B fue analizar si la proliferacion, viabilidad y
morfologia celular resultaban equivalentes en células 293T infectadas, frente a células 293T sin
infectar.

Por tanto, se recurrié a los ensayos Ay B, detallados a continuacidn, para evaluar la infectividad
de las particulas virales de SARS-CoV-2, RSV, influenza A e influenza B, todas ellas generadas sin
proteina de envuelta y posteriormente incubadas a 75°C durante 10 min. Se conservé una
alicuota de cada tipo de particula viral sin someter al paso de incubacién a 75°C, para evaluar si
este tratamiento conducia a la inactivacion de las particulas virales. En ambos ensayos Ay B se
incluyé como control positivo de infeccién un sobrenadante viral que contenia particulas virales
de chikungunya con proteina de envuelta. También se analizdé este mismo sobrenadante viral
incubado a 75°C durante 10 min.

DIA -1. Siembra de células. Protocolo comtin para ensayos Ay B

Se tripsinizaron las células 293T mantenidas rutinariamente en cultivo y el pellet obtenido se
resuspendié en medio DMEM suplementado con SFB al 5% para su recuento celular, siguiendo
los protocolos descritos en los apartados I11.4.2 y 111.4.3, respectivamente. Se sembraron 0,7E+06
células 293T por placa de 60 mm de didmetro, a la cual se afladieron previamente 5 ml de medio
DMEM suplementado con SFB al 5%. Si se utiliza una placa diferente, el nimero de células y el

53



MATERIALES Y METODOS

volumen de medio indicados deben corregirse en funcién de la superficie que presente dicha
placa. Las células sembradas se incubaron en estufa a 37°C en atmdsfera al 5% de CO, durante
24h,

DIA 0. Infeccidn de células con un sobrenadante viral. Protocolo comUn para ensayos Ay B

Transcurridas 22-24h desde la siembra, se visualizd la confluencia de las placas bajo microscopio
invertido y se llevd a cabo la infeccidn de las células 293T con el sobrenadante viral que contenia
las particulas virales cuya infectividad se queria evaluar. Se reemplazé el medio DMEM
suplementado con SFB al 5% por ese mismo medio fresco y, posteriormente, en cada pocillo se
afiadié gota a gota el volumen requerido del sobrenadante viral correspondiente. Se analizaron
un total de 12 condiciones diferentes, cada una por duplicado para cubrir los ensayos A y B:

1- Control I: células 293T sin infectar.

2- Control ll: células 293T sin infectar, pero sometidas el dia 0 a seleccién con puromicina
a concentracién 1 ug/mil.

3 y 4- Células 293T infectadas con particulas virales de SARS-CoV-2 sin proteina de
envuelta (sin y con tratamiento posterior a 75°C durante 10 min).

5y 6- Células 293T infectadas con particulas virales de RSV sin proteina de envuelta (sin
y con tratamiento posterior a 75°C durante 10 min).

7 y 8- Células 293T infectadas con particulas virales de influenza A sin proteina de
envuelta (sin y con tratamiento posterior a 75°C durante 10 min).

9 y 10- Células 293T infectadas con particulas virales de influenza B sin proteina de
envuelta (sin y con tratamiento posterior a 75°C durante 10 min).

11 y 12- Control positivo: células 293T infectadas con particulas virales de chikungunya
con proteina de envuelta (sin y con tratamiento posterior a 75°C durante 10 min).

El volumen de sobrenadante viral con el que se infectaron las células 293T se ajustd con el
objetivo de infectar con el mismo nimero de particulas virales que de células 293T habia en la
placa en el momento de la infeccidn. Para ello, en primer lugar, se tripsinizd una placa de la
condicidn control | y se realizé el contaje del numero de células 293T siguiendo los protocolos
descritos en los apartados 111.4.2 y 111.4.3, respectivamente. Posteriormente, una vez conocido el
numero de particulas virales a afiadir en cada placa, se calculé el volumen requerido de
sobrenadante viral considerando que los sobrenadantes virales analizados se encontraban a una
concentracion de 5E+06 particulas virales infectivas/ml. Esta concentracion se determind
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 11.4.5.2, a partir de un sobrenadante viral que
contenia particulas virales de chikungunya con proteina de envuelta. Se realizd esta
aproximacion para el resto de los disefios ya que la cuantificacion del RNA viral por PCR digital
indicé que la generacidn de particulas virales mediante el sistema lentiviral conducia a un titulo
viral equivalente en todos los disefios.

Las placas se incubaron en estufa a 37°C en atmdsfera al 5% de CO, durante 24h.

DIA 0. Seleccién con puromicina (A) / Cambio de medio (B)

Transcurridas 4h desde la infeccidn, se visualizd la confluencia de las placas bajo microscopio
invertido y se retird el medio de las placas, el cual fue reemplazado por medio DMEM completo
suplementado con puromicina a concentracidn final 1 pg/ml (en todas las placas del ensayo A,
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excepto en el control I) o por medio DMEM completo (en todas las placas del ensayo By en la
placa control | del ensayo A).

Las placas se incubaron en estufa a 37°C en atmdsfera al 5% de CO,. Este procedimiento se
repitio los dias +1 y +2.

DIA +3. Seleccién con puromicina (A) / Recuento celular y andlisis de viabilidad (B)

El procedimiento seguido el dia +3 en las placas del ensayo A fue idéntico a lo descrito el dia 0.
Respecto a las placas del ensayo B, estas fueron tripsinizadas y se realizé su contaje celular y la
determinacidn de la viabilidad celular siguiendo los protocolos 111.4.2 y 11.4.3, respectivamente.

El ensayo A se prolongd varios dias puesto que el dia +3 aun no se observaban colonias
resistentes a puromicina, sin embargo, el ensayo B concluyé en este punto, ya que los resultados
obtenidos de concentracidn, viabilidad celular y observacidn al microscopio permitieron
determinar si la presencia de particulas virales conducia a una alteracién en la proliferacidn,
viabilidad o morfologia celular.

DIA +6. Contaje de colonias resistentes (A)

Las placas del ensayo A fueron visualizadas al microscopio para la identificacién de colonias de
células 293T resistentes a puromicina. Posteriormente las placas se inactivaron con lejia y se
descartaron en el contenedor de residuos bioldgico apropiado.

1.5 PURIFICACION DE LAS PARTICULAS VIRALES

Las diferentes estrategias de purificacién planteadas en este proyecto se orientaron a la
eliminacion del DNA presente en el sobrenadante viral, por lo que tras su realizacién se analizé
la cantidad de DNA antes y después del tratamiento, mediante un ensayo de gPCR especifico
para la deteccién del DNA de interés. Este ensayo no contiene retrotranscriptasa y el valor de C,
obtenido se expresé como Cq -RT. Ademads, en aquellos tratamientos de purificacién donde
interesd averiguar la cantidad de RNA se realizé un andlisis adicional por RT-qPCR, cuyo valor de
C, se expresé como Cq+RT. El ensayo de RT-qPCR contiene retrotranscriptasa y refleja la suma
de la cantidad de DNA y RNA presente en la muestra. Por tanto, para analizar Unicamente la
sefial de RNA obtenida en RT-gqPCR debe sustraerse la contribucién de DNA a la sefial de DNA +
RNA, mediante el calculo de la diferencia (AC,) entre el valor de Cq obtenido en el ensayo gPCR
y el valor de C4 obtenido en el ensayo RT-gPCR, siguiendo la ecuacién 10.

En aquellos casos en los que interesé determinar la concentracion de DNA (en copias/ul), esta
se calculé por extrapolacion en la recta estandar (diferente en funcién de la diana analizada) del
valor de C4 obtenido en el ensayo qPCR (Cq -RT), siguiendo la ecuacién 11. En el caso de la
concentracion de RNA (en copias/pl), para su célculo fue necesario determinar, en primer lugar,
la concentracién de DNA + RNAy la concentracidon de DNA por extrapolacion en la recta estandar
del valor de Cq obtenido en los ensayos de RT-gPCR (Cq+RT) y qPCR (Cq -RT), respectivamente.
En segundo lugar, se calculd la diferencia entre ambas concentraciones, tal y como se muestra
en la ecuacioén 12.

En la elaboracién de la recta estandar se representaron los valores de Cq (eje y) frente al
logaritmo en base 10 de la concentracion de los estandares que constituyen dicha recta (eje x),
siendo a la pendiente de larectay b la ordenada en el origen (ver apartado 11.1.2.1).
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ACq = Cq-RT — Cq+RT (Ecuacion 10)
b-(Cq—RT) B

Concentracién DNA= 10" « (Ecuacion 11)
b-(Cq+RT) b—(Cq-RT) N

Concentraci6n RNA= 10"« — 10 (Ecuacion 12)

Con el objetivo de determinar la eficiencia en la eliminacidn del DNA, en cada uno de los
tratamientos de purificaciéon analizados se calculd la reduccién de la cantidad de DNA. Este
calculo se realizé en términos de diferencia de Cq antes y después del tratamiento evaluado
(AC4*), siguiendo la ecuacidn 13, y/o en términos de reduccidn logaritmica (logao), siguiendo la
ecuacion 14.

ACq* = Cq-RT (después del tratamiento) — Cq-RT (antes del tratamiento) (Ecuacién 13)

Concentraciéon DNA (antes del tratamiento)

Logio =log1g c (Ecuacion 14)

oncentracién DNA (después del tratamiento)

Previamente al célculo de logio, siguiendo la ecuacion 14, se calculd la concentracidon de DNA (en
copias/ul), siguiendo la ecuaciéon 11. El tratamiento evaluado deberia conducir a un valor
elevado de desplazamiento de C4 (ACy) o de reduccidn logaritmica (logio), ya que estos son
indicativos de una elevada eficiencia en la eliminacion del DNA plasmidico.

Los valores de C, obtenidos por gPCR y RT-gPCR se corrigieron en todos los experimentos de
purificacién, aplicando la ecuacién 2, en funcién del factor de dilucidon o concentracién asociado
a cada uno de los tratamientos de purificacion evaluados. De este modo, fue posible comparar
de forma precisa el valor de C; obtenido antes y después del tratamiento, evitando
interpretaciones erréneas consecuencia del factor de dilucién o concentracion que sufre la
muestra durante su purificacién.

1.5.1 TRATAMIENTO CON NUCLEASAS DEL SOBRENADANTE VIRAL

111.5.1.1 COMPARATIVA DE NUCLEASAS COMERCIALES

Una de las estrategias abordadas para la eliminacién del DNA presente en el sobrenadante viral
fue la digestidn con nucleasas. Se comenzé trabajando con la desoxirribonucleasa comercial
DNase | (New England BioLabs, NEB). Se trata de una endonucleasa, en concreto una DNasa de
tipo 1 obtenida de pancreas bovino, que degrada indistintamente DNA de doble cadena, DNA
de cadena simple (ssDNA, del inglés single-stranded DNA) o DNA presente en hibridos DNA-RNA.

Se evalud la digestion de un sobrenadante viral, recogido a las 48h después de la transfeccién y
donde hubo formacién de particulas virales de EGFP, con la DNasa de NEB a 37°C a las
concentraciones de enzima de 2 U/ml, 10 U/ml, 50 U/ml y 200 U/ml, durante los tiempos de
digestion de 30 min, 1h y 3h. El objetivo fue seleccionar la condicién éptima de digestion. Los
ajustes de concentracién y tiempo de digestion se realizaron de acuerdo con la bibliografia [130,
218, 219] y las recomendaciones del fabricante.

Posteriormente, se analizo la digestién del mismo sobrenadante viral con diferentes nucleasas
comerciales, a 37°C a una concentracion de enzima de 50 U/ml durante 3h. El objetivo fue la
seleccidon de aquella enzima que eliminase de forma mas eficiente el DNA presente en el
sobrenadante viral. Tras la digestion con nucleasas, el sobrenadante viral fue extraido con el kit
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MagDEA DxSV (Volumen inicial, Vo = 200 pl; Volumen final, V¢= 200 ul) (Precision System Science
Co.) y después analizado por qPCR y RT-qPCR. El objetivo de esta extraccion de acidos nucleicos
fue valorar no solo la reduccidon en la cantidad de DNA, sino también si la cantidad de RNA
permanecia invariable tras el tratamiento de digestion con las diferentes enzimas analizadas.
Las particularidades de cada enzima se detallan a continuacion:

-Benzonase®Nuclease (Sigma): es una endonucleasa aislada de Serratia marcescens que degrada
indistintamente DNA y RNA.

-TURBO™ DNase (Thermo Fisher Scientific): se trata de una endonucleasa que procede de una
DNasa de tipo 1, la cual degrada indistintamente cualquier tipo de DNA. Esta enzima ha sido
modificada por ingenieria genética para presentar una mayor afinidad por el DNA y ser
especialmente efectiva ante bajas concentraciones de DNA. El fabricante especifica una
actividad de hasta 50 veces superior respecto a las DNasas convencionales y una eficiencia
catalitica del 350% respecto a la DNasa | de tipo salvaje. La habilidad de esta enzima para unir
DNA presente a baja concentracion sugiere que esta enzima es particularmente eficaz para
eliminar trazas de DNA.

-DENARASE® (c-LEcta GmbH): es una endonucleasa de Serratia marcescens que ha sido
modificada genéticamente y degrada indistintamente DNA y RNA en fragmentos de 5-8 pb. Su
produccién tiene lugar en Bacillus spp., asegurando una fabricacion de acuerdo con las buenas
practicas de fabricacion (GMP, del inglés good manufacturing practice). Esta produccién tiene
lugar a partir de materias primas de origen no animal, sin el uso de antibidticos y en un medio
libre de endotoxinas.

111.5.1.2 DIFERENTES TRATAMIENTOS CON DNASA

A lo largo del proyecto de investigacidn se recurrid a los siguientes tratamientos con el objetivo
de eliminar el DNA presente en el sobrenadante viral y analizar la cantidad de DNA y RNA tras el
tratamiento.

Tratamiento 1- DNasa: Las muestras sometidas al tratamiento 1 se digirieron con DNasa | (NEB)
a concentracion 50 U/ml a 37°C (en termobloque) durante 3h. La digestién con DNasa se realizo
en un ratio volumen muestra: volumen mezcla de digestion = 1:1. La mezcla de digestidn
consistio en DNasa, tampdn NEB (composicién detallada en el apartado 111.5.1.3) a concentracion
final 1X y agua de grado biologia molecular. Tras aplicar este tratamiento, los resultados se
analizaron por gPCR con un conjunto de cebadores y sonda dirigido a la regién de interés.

Tratamiento 2- DNasa + Extraccion: Las muestras sometidas al tratamiento 2 se digirieron con
DNasa | (NEB) en las mismas condiciones descritas en el tratamiento 1 y, a continuacion, se
realizd una extraccion de acidos nucleicos, mediante alguno de los sistemas mostrados en la
Tabla 11. Los resultados se analizaron por gPCR y RT-gPCR con un conjunto de cebadores y
sonda dirigido a la regién de interés.

Tratamiento 3- Extraccidn + DNasa: Las muestras sometidas al tratamiento 3 fueron extraidas
mediante alguno de los sistemas mostrados en la Tabla 11, y, a continuacidn, se digirieron con
DNasa | (NEB) en las mismas condiciones descritas en el tratamiento 1. Los resultados se
analizaron por qPCR y RT-gPCR con un conjunto de cebadores y sonda dirigido a la regién de
interés.
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En los tratamientos 2 y 3, a diferencia del tratamiento 1, la realizacién de una extraccidn de
acidos nucleicos permitié detectar la cantidad de RNA presente en la muestra, ya que el RNA se
encuentra en el interior de la particula viral y Unicamente queda accesible para su deteccién una
vez extraida la muestra.

111.5.1.3 OPTIMIZACION DEL TAMPON DE DIGESTION CON DNASA

Se llevd a cabo la digestidn con DNasa en presencia de diferentes formulaciones del tampdn de
digestidn, ya que se consideré que la disponibilidad de los iones divalentes, requeridos por la
DNasa, podria estar variando en funcién del medio en el que se encontrase contenido el DNA
plasmidico a digerir. Esto se explicaria por la presencia de diferentes agentes quelantes en
funcidn del medio, los cuales presentan afinidad por un tipo concreto de ion. Por otra parte, en
la bibliografia se ha reportado que el tipo de corte originado por la DNasa difiere en funcidn del
ion utilizado. En presencia de iones Mg*? el corte se produce en cada hebra del DNA de forma
independiente y de manera aleatoria, mientras que en presencia de iones Mn*? la DNasa corta
ambas hebras de DNA en el mismo punto. Ademas, se ha descrito que la digestion con DNasa
en presencia de iones Mg*? origina fragmentos con extremos que se solapan entre siy que estos
“artefactos” originan una sefial en los ensayos de RT-qPCR, la cual no desaparece a pesar de
incrementar la concentracion de DNasa [220]. A su vez, estudios similares se refieren al ion Mn*2
como mejor activador de la DNasa, frente al ion Mg*? [221].

Por otra parte, se ha reportado en la bibliografia que la utilizacidn conjunta de iones Mg*?y Ca*?,
ademas de producir un efecto sinérgico, provoca un cambio en el tipo de digestion de la DNasa,
pasando de un corte en una sola hebra de DNA a un corte simultdneo en ambas hebras. En este
mismo estudio no se observa un efecto sinérgico en la utilizacién conjunta de los iones Mg*?y
Mn*2, También se determina que el maximo de actividad de la DNasa se alcanza en el rango de
concentracion 5-10 mM de iones Mg, observandose inhibicibn en la reaccién a
concentraciones de iones Mg*? superiores a 10 mM [222]. La composicion de los diferentes
tampones de digestion que fueron preparados en este proyecto se detalla en la Tabla 4, los
cuales fueron filtrados por 0,2 um, alicuotados y almacenados a -20°C.

Tabla 4. Composicion de los diferentes tampones de digestion utilizados durante la optimizacion de la reaccion de
digestion con DNasa. Se muestra el ejemplo del volumen a adicionar para la preparacion de 1 ml de tampan.
Abreviaturas: C: concentracion. *pH = 7,6, medido a 25°C.

Cinicial Cfinal Volumen

Tampdn NEB 10X

Tris-HCI* 1M 100 mM 100 pl
MgCl, 100 mM 25 mM 250 ul
CaCl, 200 mM 5mM 25 ul
H20 N/A N/A 625 pl
Tampdén Mn 10X

Tris-HCI* 1M 100 mM 100 pl
MnCl 1M 100 mM 100 pl
H>0 N/A N/A 800 pl
Tampdn Mn-Ca 10X

Tris-HCI* 1M 100 mM 100 pl
MnClz 1M 10 mM 10 pl
CaCl; 200 mM 5mM 25 ul
H>0 N/A N/A 865 pl
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Una vez preparados los diferentes tampones de digestién mostrados en la Tabla 4, se calculd el
volumen necesario a afadir de cada uno de ellos en la mezcla de digestién, para alcanzar las
concentraciones de iones divalentes mostradas en la Tabla 5. Las diferentes condiciones de
digestion mostradas en la Tabla 5 se evaluaron sobre el plasmido de transferencia B-CHI1 diluido
en distintos medios: en una solucidn acuosa, en medio DMEM y en un sobrenadante celular,
donde no hubo formacién de particulas virales y que estuvo en contacto con células 293T
durante 48h. La digestién con DNasa se llevé a cabo segln el protocolo descrito para el
tratamiento 1 en el apartado I11.5.1.2, a excepcion del tampdn de digestion, ya que el tampdn
utilizado de rutina en la digestion con DNasa fue el tampdn NEB, pero en este estudio se
evaluaron los tampones alternativos recogidos en la Tabla 5.

Tabla 5. Descripcion de los diferentes tampones de digestion evaluados durante la digestion con DNasa de un DNA
plasmidico contenido en solucion acuosa, en medio DMEM o en un sobrenadante celular de 48h.

.y Concentracion final de iones divalentes

Nombre condicion . .,
en la mezcla de digestion

Tampdn NEB 1X [Mg*?] = 2,5 mM; [Ca*?] = 0,5 mM
Tampdn NEB 2X [Mg*?] =5 mM; [Ca*?] =1 mM
Tampdn NEB 4X [Mg*?] = 10 mM; [Ca*?] =2 mM
Tampdn Mn 1X [Mn*?] =10 mM
Tampén Mn 0,1X Mn*]=1mM
Tampdn Mn-Ca 1X [Mn*?] =1 mM; [Ca*?] = 0,5 mM

11.5.2 PURIFICACION POR ULTRACENTRIFUGACION DEL SOBRENADANTE VIRAL

111.5.2.1 ULTRACENTRIFUGACION EN UNA SOLUCION DE SACAROSA

La ultracentrifugacién en gradiente de densidad, mediante una solucién de sacarosa, es una de
las técnicas mas extendidas en la purificacién y concentracién de particulas virales. A menudo
suele ser implementada junto con otras técnicas de purificacion para incrementar el
rendimiento global del proceso [223]. En este proyecto se planted la realizacién de una
ultracentrifugacion en una solucion de sacarosa, previa a la digestidn con DNasa, con el objetivo
de analizar si este paso previo de ultracentrifugacion del sobrenadante viral conducia a la
eliminacion de ciertas sustancias inhibitorias, las cuales podrian estar condicionando la actividad
de la DNasa, o de diferentes complejos en los que podria estar presente el DNA plasmidico
inaccesible para la DNasa.

Para ello, se tomdé como modelo el protocolo de centrifugacién al 10% de sacarosa propuesto
por Jiang et al. (2015) [224] y el protocolo de ultracentrifugacion al 20% de sacarosa propuesto
por Kutner et al. (2009) [225], ambos especificamente descritos para la purificacién de lentivirus.
Los protocolos anteriores fueron modificados en este proyecto ajustando diferentes parametros
en funcién del tipo de rotor y (ultra)centrifuga disponibles para la realizacion de estos ensayos,
dando lugar a los protocolos A y B, respectivamente, cuyas condiciones especificas se recogen
en la Tabla 6. El protocolo propuesto por Jiang et al. esta optimizado para su realizacién en una
centrifuga convencional a velocidad de 10.000 g. Esto supone una ventaja afiadida, ya que el
equipamiento es mas econdmico y accesible para la gran mayoria de laboratorios, frente al
protocolo propuesto por Kutner et al., que requiere disponer de una ultracentrifuga para
alcanzar la velocidad de 82.700 g.
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Tabla 6. Condiciones de ultracentrifugacion con sacarosa de un sobrenadante viral, siguiendo los protocolos Ay B.*10
g de sacarosa por cada 100 ml de tampdn **20 g de sacarosa por cada 100 ml de tampdn #pH=7,4. Abreviaturas:
sobr. viral: sobrenadante viral; FC: factor de concentracion. El FC se ha calculado teniendo en cuenta el volumen inicial
de sobrenadante viral (20 ml en el protocolo Ay 26,56 ml en el protocolo B) y el volumen final de resuspension del
pellet, que fue de 100 ul en el protocolo A 'y 200 ul en el protocolo B, asi como la diluciéon 1/10 que se aplica

posteriormente sobre el pellet resuspendido.

Tampodn Ratl-o ComelEeies Centrifuga o Tipo de
. - sobr.viral : (ultra) g FC
centrifugacion . . > Ultracentrifuga rotor
tampdn centrifugacion
10% sacarosa* Centrifuga Fijo
Protocolo | 50 mM Tris-HCI# | 4:1 (20 10.000 g 4h g )
. 5804R (F-34-6- | 20,0
A 100 mM Nacl ml:5 ml) 4°C (Eppendorf) 38)
0,5 mM EDTA PP
20% sacarosa** Ultracentrifuga
Protocolo 100 mM Nacl 8:1 (26,56 82.700 g 2h Optima XE-90 Fijo 135
B 20 mM HEPES# | ml:3,32 ml) 4°C (Beckman (70Ti) ’
1 mM EDTA Coulter)

El procedimiento seguido consistid, en primer lugar, en afiadir al tubo de centrifugacion el
tampdn correspondiente, cuya composicion se detalla en la Tabla 6 y, en segundo lugar, el
sobrenadante viral hasta llenar el tubo en su totalidad. Los volumenes adicionados tanto de
tampdn como de sobrenadante viral en cada protocolo se recogen en la Tabla 6. Tras aplicar las
condiciones especificas de centrifugacion (protocolo A) o ultracentrifugacion (protocolo B),
recogidas en la Tabla 6, se descarté el sobrenadante y el pellet obtenido (el cual teéricamente
contenia las particulas virales purificadas) se resuspendié con 100 pl de tampdn PBS (protocolo
A) 0200 pl de tampon PBS (en protocolo B). Posteriormente, se realizé una dilucién 1/10 en PBS
del pellet resuspendido, para disponer de mayor volumen, y se aplicaron los tratamientos 1y 2
descritos en el apartado 111.5.1.2. La digestién con DNasa se realizé a concentracion de 50 U/ml
a 37°C durante 3h, mientras que la extraccién de acidos nucleicos se realizé con QlAamp® Viral
RNA Mini Kit (Vo = 140 pl; Vi =50 pl).

111.5.2.2 ULTRACENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE VELOCIDAD

La ultracentrifugacion en gradiente de velocidad, mediante el reactivo Optiprep™ (compuesto
por 60% de iodixanol), en teoria permitiria la separacion de particulas virales y exosomas, estos
ultimos potencialmente presentes en el sobrenadante viral [226, 227]. Los exosomas son
estructuras muy similares a las particulas virales y comparten la misma ruta de sintesis en el
interior celular [228]. Ademads, presentan una densidad (1,13-1,21 g/L) muy similar a las
particulas lentivirales (1,16-1,18 g/L), por lo que se co-purifican durante la ultracentrifugacién
en gradiente de densidad [226]. Debido a ello, se recomienda recurrir a la ultracentrifugacion
en gradiente de velocidad para su correcta separacion.

Los exosomas podrian ser un inconveniente si estos hubieran incorporado DNA en su interior,
ya que este quedaria inaccesible para la digestién con DNasa, a menos que se realice una
extraccién de 4cidos nucleicos. La incorporacion de DNA en el interior de exosomas podria haber
tenido lugar tanto en el interior celular (durante su sintesis) como en el exterior celular.

Durante este proyecto se analizaron diferentes protocolos de ultracentrifugacién en gradiente
de velocidad, en los cuales se tomé como modelo el protocolo propuesto por Dettenhofer et al.
(1999) [229]. Este protocolo fue ajustado en funcion del tipo de rotor y ultracentrifuga
disponibles, dando lugar a los protocolos C1, C2, D1 y D2, cuyas condiciones especificas se
recogen en la Tabla 7. La ultracentrifuga L8-60M (Beckman Coulter) con rotor oscilante SW 41
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Ti es propiedad de la Universidad de Zaragoza y fue facilitada para realizar el experimento de
ultracentrifugacién en gradiente de velocidad siguiendo los protocolos D1y D2.

Tabla 7. Condiciones de ultracentrifugacion en gradiente de velocidad de un sobrenadante viral siguiendo los
protocolos C1, C2, D1y D2.

Condiciones Ultracentrifuga Tipo de Tipo de Recog.ida de
centrifugacion rotor gradiente fracciones
Protocolos 250.000 g 1h Optima XE-30 N . Cor7t|nuo.(C1) / Desde parte
c1/c2 4°C (Beckman Fijo (70Ti) Discontinuo superior
Coulter) (C2)
Desde parte
Hjcieces 250.000¢ 2h (éifk(r)nl\;ln Oscilante Discontinuo sssri!?arn(c?c})e?
D1/D2 4°C (SW 41 Ti) .
Coulter) tubo con aguja
(D2)

En ambos protocolos (C y D) se ultracentrifugd a velocidad de 250.000 g en un gradiente
realizado a partir de 11 disoluciones de diferente concentracién del reactivo Optiprep™. Las
disoluciones se prepararon en tampén PBS en el rango de concentracién de 6-18% de
Optiprep™, por lo que la diferencia de concentracién de Optiprep™ entre las 11 disoluciones
fue de 1,2%. El volumen adicionado, de cada una de las disoluciones, al tubo de centrifugacién
vario en funcidn del tipo de rotor utilizado. Los tubos empleados en los protocolos C y D
presentan una capacidad de 32,4 ml y 13,2 ml, respectivamente. Debido a ello, se adicionaron
2,5 mly 1 ml de cada una de las 11 disoluciones de Optiprep™ en los protocolos C y D,
respectivamente. La adicién de las disoluciones debe comenzar por la mas densa y finalizar por
la menos densa. En ultimo lugar, se adiciona el sobrenadante viral, cuyo volumen no debe
superar el 10-15% del volumen total, segin las recomendaciones del fabricante. Por este
motivo, se anadieron 2,5 ml y 1 ml de sobrenadante viral en los protocolos C y D,
respectivamente.

La principal diferencia entre los protocolos C y D fue el tipo de rotor utilizado: rotor fijo en
protocolo Cy rotor oscilante en protocolo D. El protocolo C se subdividié en C1y C2, en funcién
de si se utilizé un gradiente de Optiprep™ continuo (C1) o discontinuo (C2). El gradiente
continuo se cred a partir del discontinuo colocando el tubo en posicidn horizontal, incubando
este durante 16h en nevera a 4°Cy pasado este tiempo colocando de nuevo el tubo en posicion
vertical, tal y como se muestra en la Figura 19A. Por otra parte, el protocolo D se subdividid en
D1y D2, en funcién de si la recogida de las diferentes fracciones se realizé6 comenzando desde
la parte superior (D1) o recogiendo cada fraccién mediante una aguja capaz de perforar el tubo
(D2), tal y como se muestra en la Figura 19B. Segun el fabricante habria que perforar el tubo en
la tercera banda inferior, ya que tedricamente las particulas virales se concentrarian en esta
fraccion. Por tanto, en un gradiente de 11 fracciones, la fraccidn enriquecida en particulas virales
seria la fraccién 9. Para lograr una correcta purificacidn de las particulas virales, estas deberian
localizarse en una Unica o varias fracciones, pero no deberian encontrarse distribuidas a lo largo
de todo el gradiente. Por otra parte, seria esperable que las fracciones donde se localizan las
particulas virales difieran de aquellas fracciones donde se localiza el DNA.
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‘ Continuous

Discontinuous

| ’ ;
16h 4°C

Figura 19. A. Gradiente discontinuo y continuo. B. Recogida de fracciones desde la parte superior o recogida de una
fraccion determinada perforando el tubo con una aguja unida a una jeringuilla. Fuente: [230] (A); [231] (B).

Una vez finalizado el proceso de ultracentrifugacion, se recogieron diferentes fracciones de
volumen aproximado 2,5 ml (protocolo C) o 1 ml (protocolo D) y estas fracciones se sometieron
a los tratamientos 1 y 2, descritos en el apartado 111.5.1.2. La digestidn con DNasa se realiz6 a
concentracion de 50 U/ml a 37°C durante 1h, mientras que la extraccion de acidos nucleicos se
realizd con Maxwell® RSC Viral Total Nucleic Acid Purification Kit (Vo = 200 ul; V¢ =100 pl).

111.5.2.3 REACCION DE ELLMAN

Para la identificacidon de exosomas se debe recurrir a marcadores especificos que Unicamente se
encuentren presentes en estas estructuras. Existe cierta controversia sobre los marcadores
especificos de exosomas que permiten su identificacion: Cantin et al. (2008) [226] sefalan la
presencia de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) como exclusiva de exosomas, mientras que
Liao et al. (2019) [227] desaconsejan su utilizacién como marcador especifico y utilizan en su
lugar el marcador CD63.

En este proyecto se recurrid a la deteccién de la enzima AChE mediante la reaccién de Eliman
[232], en la cual el sustrato 5,5’-Ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) se vuelve amarillo en
presencia de AChE, tal y como se muestra en la Figura 20.

. . AChE _ .
Acetiltiocolina > Tiocolina + Acetato

Tiocolina + DTNB > Color amarillo

Figura 20. Esquema de la reaccion de Ellman. En presencia de acetilcolinesterasa (AChE), la acetiltiocolina se escinde
en tiocolina y acetato. La tiocolina reacciona con el DTNB (5,5’-Ditiobis-(dcido 2-nitrobenzoico) o reactivo de Ellman)
dando un color amarillo. Se realiza su lectura a 405 nm tras incubacion a temperatura ambiente durante 20 min.

En primer lugar, se prepararon las siguientes disoluciones a partir de diferentes reactivos,
siguiendo el protocolo descrito por Ellman et al. (1961) [232]:

-Tampon fosfato a concentracion 0,1M (pH=8): constituido por fosfato de sodio dibasico
(94,7%) y fosfato de sodio monobasico (5,3%). Para ello, se disolvieron 0,67 g de fosfato de sodio
dibasico (Sigma) y 0,032 g de fosfato de sodio monobasico (Sigma) en un volumen final de 50 ml
de agua destilada.

-Tampon fosfato a concentracion 0,1M (pH=7): constituido por fosfato de sodio dibasico
(61,0%) y fosfato de sodio monobasico (39,0%). Para ello, se disolvieron 0,43 g de fosfato de
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sodio dibasico (Sigma) y 0,23 g de fosfato de sodio monobasico (Sigma) en un volumen final de
50 ml de agua destilada.

-Yoduro de acetiltiocolina a concentracion 0,075M: se disolvieron 21,67 mg de yoduro de
acetiltiocolina (Sigma) en un volumen final de 1 ml de agua destilada.

-DTNB a concentracién 0,01M: se disolvieron 39,6 mg del reactivo DTNB (Sigma) en un volumen
final de 10 ml del tampdn fosfato 0,1M (pH=7) preparado anteriormente. A continuacion, se
adicionaron 15 mg de bicarbonato de sodio (Sigma). Esta solucién debe prepararse el mismo dia
de realizacién del ensayo.

En segundo lugar, se prepard la mezcla de reaccidn constituida por 102,5 ul de tampdn fosfato
0,1M (pH=8); 1 ul de yoduro de acetiltiocolina 0,075M; 5 pl de DTNB 0,01M; y 50 pl de la muestra
a analizar. Esta mezcla se incubd durante 15-20 min a temperatura ambiente. Finalmente, se
midié la absorbancia a 405 nm. Un valor elevado de absorbancia es indicativo de una
concentracién elevada de AChE en el medio analizado vy, por tanto, si esta enzima es un buen
marcador especifico de exosomas, también es reflejo de una concentracién elevada de
exosomas en el medio analizado.

111.6 CONCENTRACION DE LAS PARTICULAS VIRALES

La concentracién de las particulas virales fue necesaria para la secuenciacion masiva del RNA
viral contenido en su interior, ya que se precisaba de una concentracidn minima del RNA viral
de 1 ng/ul. Para ello, las particulas virales se sometieron a ultrafiltracién con las columnas
Amicon™ Ultra (Merck Millipore). Se utilizd para este fin una columna con capacidad de 4 ml,
compuesta por una membrana de celulosa regenerada Ultracel™ y con un peso molecular de
corte (MWCO, del inglés molecular weight cut off) de 100 kilodaltons (kDa). Este ultimo fue
seleccionado teniendo en cuenta el didmetro aproximado de 90-100 nm que presentan las
particulas lentivirales y la asociacidn de este valor con otros pardmetros mostrados en la Figura
21.

Figura 21. Recomendaciones de uso de diferentes membranas clasificadas en funcion de su peso molecular de corte
(MW(COQ). Se especifica, para cada membrana, el peso (MW) y el tamafio molecular (molecular size) de la proteina que
queda retenida en ella; la longitud (en pares de bases) del DNA de doble hebra (dsDNA) y hebra sencilla (ssDNA) que
queda retenido en cada tipo de membrana; y el tamarfio estimado (estimated pore size) de los poros que constituyen
cada tipo de membrana. Fuente: [233].

MWCD Protein MW Maolecule Size BPCO (dsDMA) BPCO [ssDNA) Estimated Pore Size
1,000 K =3000 kDa 300 - 600 nm 5000 bp 5000 sh 100 nm

300K G040 - 1800 kDa 0 - 200 nm 1500 bp =2800 sh 30 nm

100 K 300 - 500 kDa 30 - 80 nm =600 bp =500 sh 10 nm

50K 150 - 300 kDa 15 - 30 nm =300 bp =475 sh 7 nm

30K 40 - 180 kiDa 9 - 15 nm =50 bp =275 sh 4 nm

10K 30 - 90 kDa 5 -9 nm =30 bp =80 sh 25nm

5K 15 - 30 kDa 3-5nm =20 bp =50 sh 1.5nm

JK 10 - 20 kDa 25- 36 nm =15bp =30 sh 1.2 nm

2K 3 - 10 kDa 2-3nm =10 hp =10 sh 1 nm

Se observa en la Figura 21 que un didmetro de 90 nm se asocia con un peso molecular de 900
kDa. En este caso se recomienda la ultrafiltracion a través de membranas de 100 kDa o 300 kD3,
ya que generalmente se aconseja la utilizacion de una membrana cuyo peso molecular de corte
sea por lo menos 3 veces inferior al peso molecular de la muestra que se desea someter a
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ultrafiltracién. Entre estas dos opciones, la membrana de 100 kDa, a pesar de requerir una
mayor velocidad de centrifugacién, ha demostrado ser mas eficaz en la concentracion de
lentivirus [234], por lo que se recurrié a ella aplicando el siguiente procedimiento, basado en las
recomendaciones del fabricante:

1) Antes de su utilizacién, se realizé un lavado de la membrana contenida en la columna. Para
ello, se afiadié 1 ml de agua Milli-Q®, se centrifugd con rotor fijo a velocidad 5.000 g durante 1
min y se descarto la fase filtrada. El objetivo fue la eliminacidn de posibles restos de glicerina,
ya que el fabricante advierte de su presencia y su posible interferencia durante el proceso.
Durante todo el proceso se evito el secado de la membrana, cubriéndola con cierta cantidad de
agua Milli-Q® cuando fue necesario.

2) Se afiadieron a la columna 4 ml del sobrenadante viral, el cual contenia las particulas virales
de interés, y se centrifugd con rotor fijo a velocidad 5.000 g durante 10 min. Se descarté la fase
filtrada (fase inferior, la cual atravesd la membrana) y se recuperd el volumen de la fase
concentrada (fase superior, retenida en la membrana), que fue de aproximadamente 50 pl. El
volumen de la fase concentrada, en la que tedricamente se encuentran las particulas virales,
varia en funcién del tiempo y velocidad de centrifugacién.

3) Se afiadieron a la columna empleada anteriormente 4 ml adicionales del mismo sobrenadante
viral y se repitié el mismo procedimiento detallado en el paso 2. De este modo, si se asume un
rendimiento del 100%, el sobrenadante viral se concentré 80 veces, ya que el volumen de
partida fue de 8 mly el volumen de elucién de 100 pl.

1.7 CUANTIFICACION

I11.7.1 CUANTIFICACION DE DNA PLASMIDICO

Se determind la concentracidon del DNA plasmidico en el biofotémetro BioPhotometer®D30
(Eppendorf). Para ello, se cargaron 2 pl de la muestra a cuantificar en la cubeta del equipo y se

midié la absorbancia a 260 nm (A2eonm) Y 280 nm (A280nm). Tras la medicién, el software
devuelve la siguiente informacién: valor de Azeonm, ratio Azeonm/ A280nm Yy valor de
concentracion (ug/ml).

El valor de concentracidon (ng/ul) es calculado por el equipo de forma automatica aplicando la
ley de Beer-Lambert:

A

C= = (Ecuacion 15)

Siendo A, la absorbancia medida a 260 nm; ¢, el coeficiente de extincién molar propio de DNA
de doble cadena, cuyo valor es de 0,02 pl/ng X cm; y b, la longitud de paso de la cubeta, cuyo
valor es de 0,1 cm.

El valor del ratio Axeo/A2s0 debe situarse dentro del rango 1,8-2,0, puesto que un valor inferior a
1,8 indica contaminacidn proteica, mientras que un valor superior a 2 indica presencia de RNA.
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11.7.2 CUANTIFICACION DE RNA VIRAL POR FLUORESCENCIA

Para la cuantificacion del RNA viral por fluorescencia, previa a su secuenciacién masiva, se utilizd
el kit Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Assay Kit (Fisher Scientific), ya que permite cuantificar de
forma fiable una concentracién de RNA desde 1 ng/ml hasta 1 pg/ml. Este kit se basa en la
utilizacion de un fluoréforo denominado RiboGreen™, el cual presenta afinidad por los acidos
nucleicos. El maximo de excitacién de este fluoréforo en su unidén con el RNA ocurre a 500 nmy
el maximo de emisidon a 525 nm. Este reactivo no solo tiene afinidad por el RNA, sino que
también se une al DNA. Por este motivo, las muestras a ser cuantificadas, una vez fueron
extraidas con el kit de extraccién MagDEA DxSV en el equipo MagLEAD® 12gC (Vo = 200 pl; Vi =
50 ul), fueron digeridas con DNasa (NEB) a concentracién 50 U/ml a 37°C durante 1h.
Posteriormente, la ausencia de DNA se comprobd por qPCR con un conjunto de cebadores y
sonda dirigido a la region de interés.

El proceso seguido para la cuantificacién del RNA viral se detalla a continuacién:

1) Se prepard TE 1X a partir del reactivo 20X TE Buffer (suministrado con el kit). Para ello, se
anadieron 250 pl de TE 20X en 4.750 ul de agua de grado biologia molecular, libre de DNasas y
RNasas (PanReac AppliChem).

2) Se dejo atemperar el reactivo Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Reagent (suministrado con el kit)
antes de su uso, ya que el fluoréforo RiboGreen™ se encuentra disuelto en una solucién que
contiene DMSO vy este ultimo en frio absorbe particulas del ambiente que afectan al correcto
funcionamiento del reactivo.

3) Se realizd una dilucién 1/200 del reactivo Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Reagent, ya que es la
dilucién recomendada por el fabricante para una cuantificacion dptima en el rango 20 ng/ml-
1.000 ng/ml de RNA. Si el valor de concentracidén que se desea medir es inferior a 20 ng/ml se
debe trabajar con una dilucién de RiboGreen™ de 1/2000, en lugar de 1/200. Para obtener la
dilucién 1/200 se afiadieron 2 ul de RiboGreen™ en 398 pl de la solucién TE 1X, preparada en el
paso 1, y se mezcld con ayuda de un agitador. Esta solucién debe protegerse de la luz durante
su uso y Unicamente es estable durante varias horas, por lo que para una cuantificacion fiable
debe prepararse en el momento del ensayo.

4) Se prepararon diferentes diluciones seriadas a partir del estandar de RNA ribosémico 16Sy
23S de E. coli (suministrado con el kit), con el objetivo de elaborar una recta estandar. En primer
lugar, se realizé una dilucidn intermedia a concentracion 2.000 ng/ml del estandar de RNA. Para
ello, se afadieron 20 pl del vial madre (a concentracion 100 pg/ml) en 980 pl de TE 1X. En
segundo lugar, a partir de la dilucién intermedia anterior se prepararon seis diluciones de
concentracién conocida, tal y como se indica en la Tabla 8.
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Tabla 8. Diluciones aplicadas en el estdndar de RNA ribosémico 16S y 23S de E. coli para la elaboracion de una recta
estandar que permita la cuantificacion del RNA viral por fluorescencia. *Volumen a afiadir de la dilucién intermedia
(concentracion 2.000 ng/ml) del esténdar de RNA.

Nombre Concentracion 2X Volumen de dilucién Volumen de TE
RNA (ng/ml) intermedia de RNA* (ul) IX ()
Control negativo 0 N/A 10
Estandar 1 50 1 39
Estandar 2 250 5 35
Estandar 3 500 10 30
Estandar 4 800 16 24
Estandar 5 1.000 20 20
Estandar 6 1.500 30 10

5) Se inici6 el software asociado al fluoroespectrofotémetro NanoDrop™ 3300 y se selecciond
la longitud de onda de 523 nm para la realizacion de las mediciones. A continuacién, se midieron
2 pl de TE 1X para hacer el blanco.

6) Previo a la medicién en NanoDrop™ 3300 del control negativo y los diferentes estdndares
indicados en la Tabla 8, se mezclaron 10 pl de la solucién de RiboGreen™ 1/200 (preparada en
el paso 3) con 10 ul del estandar correspondiente. Se dejd incubar la mezcla durante 3-4 min a
temperatura ambiente y protegida de la luz. Pasado este tiempo se realizaron 4 mediciones,
siendo necesario cargar 2 pl de mezcla por medicidn en la cubeta del fluoroespectrofotémetro.
El volumen final de la mezcla de RiboGreen™ y el estdndar puede variar, pero siempre debe
cumplirse un ratio volumen RiboGreen™: volumen muestra = 1:1. Esto implica que la
concentracién 2X de cada estandar, indicada en la Tabla 8, pasa a ser de 1X en la cubeta del
fluoroespectrofotometro. Las mediciones se realizaron en orden creciente de concentracién,
comenzando con el control negativo y finalizando con la medicién del estandar 6.

7) Una vez realizada la recta estandar, se procedié a la medicion de las muestras de
concentracidn desconocida, siguiendo el mismo proceso detallado en el paso anterior (mediante
la adicidn de un volumen de RiboGreen™ equivalente al volumen de muestra, esto es, ratio 1:1).
El valor de fluorescencia obtenido en la muestra de concentracidon desconocida debe estar
comprendido dentro de los valores que conforman la recta estandar. De este modo, la
concentracidon de RNA (en ng/ul) se determiné por extrapolacidn en la recta estandar del valor
de fluorescencia obtenido en cada una de las muestras.

111.8 ANALISIS POR PCR EN TIEMPO REAL

111.8.1 REALIZACION DE ENSAYOS QPCR Y RT-QPCR

Los ensayos de qPCR y RT-gPCR utilizados en este proyecto fueron, en su gran mayoria, ensayos
comerciales incluidos en la gama de productos VIASURE Real Time PCR Detection Kit (CerTest
Biotec S.L.) o ensayos in-house. Ambos comparten el mismo procedimiento, consistente en
rehidratar el lidfilo, contenido en los pocillos del ensayo de qPCR o RT-qPCR, con 15 pl de la
mezcla de reconstitucidn suministrada junto con el ensayo comercial y, posteriormente, afiadir
5 ul de la muestra a evaluar. Finalmente, los pocillos se cubrieron con las tapas suministradas
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en el ensayo comercial y se introdujeron en el termociclador correspondiente, para el desarrollo
de la reaccion de PCR de acuerdo con el protocolo térmico mostrado en la Tabla 9.

En la composicion de los ensayos de RT-qPCR, a diferencia de los ensayos de gPCR, se incluye la
enzima retrotranscriptasa, para la realizacion del paso previo de retrotranscripcion, el cual
permite la conversidon del RNA en cDNA. Por este motivo, se observa en la Tabla 9 la inclusidn
de un paso adicional en el protocolo térmico de RT-gPCR, respecto al protocolo de qPCR.

Tabla 9. Protocolo térmico utilizado en los ensayos de gPCR y RT-qgPCR. *En esta etapa se programa la deteccion de la
sefial fluorescente.

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Retrotranscripcién .
45°C 15 1
(paso exclusivo de RT-qPCR) min
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min 1
95°C 10s
e 4
Amplificacién 60°C* =0 5

En la interpretacion de los resultados obtenidos tras el analisis por gPCR o RT-gPCR, con los
productos VIASURE Real Time PCR Detection Kit o los ensayos in-house, se considerd un
resultado negativo cuando el valor de C, fue superior a 40, segun lo indicado en las instrucciones
de uso de los productos VIASURE, ya que se trata de un valor de C, en el limite de deteccién de
la técnica. En los ensayos in-house se aplicé el mismo Cq de corte puesto que se disefiaron de
forma analoga a los productos VIASURE.

En aquellos casos en los que la reaccion de qPCR o RT-qPCR se llevd a cabo mediante la
utilizacidn de ensayos comerciales diferentes a los mencionados anteriormente, se siguieron las
instrucciones del fabricante.

Los termocicladores utilizados en los diferentes ensayos de qPCR y RT-qPCR llevados a cabo en
este proyecto fueron AriaMx Real-Time PCR System (Figura 22A), V-Lab96 VIASURE Real Time
PCR platform (Figura 22B) y CFX96™ Touch Real-Time PCR Detection System (Figura 22C).

Figura 22. A. Termociclador AriaMx Real-Time PCR System. B. V-Lab96 VIASURE Real Time PCR platform. C. CFX96™
Touch Real-Time PCR Detection System. Fuente: [235] (A); [236] (B); [237] (C).

111.9 ENSAYOS DE EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD DE LAS PARTICULAS
VIRALES

Los diferentes ensayos realizados para evaluar la funcionalidad de las particulas virales
desarrolladas en este proyecto fueron planteados considerando su intencidn de uso, consistente
en la monitorizacion completa del proceso de RT-qPCR, desde la extraccidén de acidos nucleicos
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hasta la retrotranscripcion y los pasos posteriores de amplificacidon. Previamente a su evaluacion
las particulas virales fueron liofilizadas a una concentracidn concreta. En el momento de su
evaluacion el liéfilo fue reconstituido con 220 pul de agua libre de DNasas y RNasas y en todos los
ensayos de funcionalidad se procesd, de forma paralela junto con las particulas virales, un vial
de control negativo, consistente en una solucién acuosa.

Se evaluaron un total de diez particulas virales diferentes, correspondientes al virus de SARS-
CoV-2, virus respiratorio sincitial (RSV, del inglés respiratory syncytial virus), virus de influenza A
y virus de influenza B, por lo que se requirio la deteccién por RT-gPCR de diez dianas distintas.
Los diferentes ensayos utilizados durante la evaluacién de la funcionalidad de las particulas
virales desarrolladas en este proyecto se recogen en la Tabla 10.

Tabla 10. Recopilacion de los diferentes ensayos de RT-qPCR utilizados para validar la funcionalidad y estabilidad de
las particulas virales desarrolladas en este proyecto.

Ensayo RT-gPCR utilizado para validar la
Control positivo Particula viral Y g i . P Gen diana (canal)
particula viral
- - i Gen ORFlab (FAM
Virus de SARS.CoV_2 NCO VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR (FAM)
Detection Kit (CerTest Biotec S.L.) Gen N (ROX)
. ) L VIASURE Flu A, Flu B & RSV Real Time
irus respiratorio sincitial RSV PCR Detection Kit (CerTest Biotec S.L.) Gen N (Cy5)
VIASURE Flu A, Flu B & RSV Real Time
YIAl PCR Detection Kit (CerTest Biotecs.L) | "M (FAM)
Virus de influenza A YIA2 Ensayo in-house Gen PB2 (FAM)
YIA3 Ensayo in-house Gen NS (FAM)
YIA4 Ensayo in-house Gen PA (FAM)
VIASURE Flu A, Flu B & RSV Real Time
YIB1 ’ M (ROX
PCR Detection Kit (CerTest Biotec S.L.) Gen M (ROX)
Virus de influenza B YIB2 Ensayo in-house Gen NP (FAM)
YIB3 Ensayo in-house Gen NA (FAM)
YIB4 Ensayo in-house Gen PB2 (FAM)

Los ensayos de funcionalidad se basaron en el andlisis de compatibilidad con diferentes sistemas
de extraccidn de acidos nucleicos, el analisis de compatibilidad con diferentes ensayos de PCR
en tiempo real y la realizacidn de diferentes ensayos de precision.

111.9.1 COMPATIBILIDAD CON DIFERENTES SISTEMAS DE EXTRACCION DE ACIDOS
NUCLEICOS

Se evalué la funcionalidad de las particulas virales al ser procesadas mediante los sistemas de
extraccién mostrados en la Tabla 11, cuyo uso en la extraccion del material genético de virus
estd ampliamente extendido. Previamente a la extraccidn, las particulas virales liofilizadas
fueron rehidratadas con 220 pl de agua libre de DNasas y RNasas y, de este volumen, se tomaron
200 pl parainiciar el proceso de extraccién, el cual finalizé con un paso de elucién en un volumen
final de 100 pl. La extraccidn de acidos nucleicos se realizdé en todos los casos siguiendo las
instrucciones del fabricante. Con el objetivo de obtener resultados representativos se evalud la
extraccién de acidos nucleicos en tres lotes independientes de cada una de las particulas virales
analizadas y de cada lote se realizaron dos extracciones. Por tanto, por cada tipo de particula
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viral y sistema de extraccién analizado se realizaron seis extracciones. Los acidos nucleicos
extraidos se testaron por duplicado por el ensayo correspondiente de RT-qPCR (Tabla 10).

Tabla 11. Recopilacion de los diferentes sistemas de extraccion utilizados en este proyecto.

Sistemas de extraccion automaticos

Sistemas de extraccidon manuales

Kit de extraccion Equipo de extraccion
) . 3. MagMAX™ Viral/Pathogen
®
(1dglianr;]p Viral RNA Mini Kit Nucleic Acid Isolation Kit (Thermo KingFisher Flex System
g Fisher Scientific)
- P - - —

2. In-V|sorb Spin Universal Kit 4.‘|\/|agDEA DxSV (Precision System MagLEAD® 12gC Instrument
(Invitek) Science Co.)

5. MagNA Pure 24 Total NA
Isolation Kit (Roche Life Science)

6. Maxwell® RSC Viral Total Nucleic
Acid Purification Kit (Promega)

MagNA Pure 24 System

Maxwell® RSC Instrument

MagCore®HF16 automated
Nucleic Acid Extractor
System

7. MagCore® Viral Nucleic Acid
Extraction Kit (RBC Bioscience).

La compatibilidad de uso de las particulas virales recombinantes de RNA con las diferentes
plataformas o métodos de extraccién se analizé en términos de variabilidad del valor de Cq,
obtenido este una vez la particula viral fue extraida y analizada por RT-gPCR. Debido a que todos
los sistemas de extraccién incluidos en este proyecto son sistemas optimizados, los valores de
Cy obtenidos tras analizar por RT-qPCR una misma particula viral extraida por diferentes
sistemas deberian ser similares. Teniendo en cuenta lo anterior se establecieron unos criterios,
basados en la desviacidn tipica (o) y el coeficiente de variacion (CV) de los valores de Cg, para
considerar si un determinado sistema de extraccién resultaba compatible con las particulas
virales sometidas a evaluacidn. La desviacidn tipica y el coeficiente de variacion se calcularon de
acuerdo con las ecuaciones 15 y 17, respectivamente. El criterio establecido fue diferente en
funcién de si se valord la variabilidad de los valores de C, obtenidos dentro de un mismo sistema
de extraccidn (intra-extractor) o entre diferentes sistemas de extracciéon (inter-extractor), tal y
como se muestra en la Tabla 12, ya que en este Ultimo caso se asume una mayor variabilidad.
Para asegurar una comparativa fiable entre los diferentes sistemas de extraccién se considerd
el mismo valor de threshold durante la interpretacion de resultados por RT-gPCR.

Tabla 12. Criterio de aceptacion definido en los andlisis intra-extractor e inter-extractor.

Valores de Cqconsiderados para
el cédlculo estadistico
Valores de Cq obtenidos en un
mismo sistema de extraccion
Valores de Cq obtenidos en los
Inter-extractor diferentes sistema de extraccidén 0<2yCV<10%
incluidos en el analisis

Andlisis Criterio de aceptacion

Intra-extractor 0<1yCV<5%

111.9.2 COMPATIBILIDAD CON DIFERENTES ENSAYOS DE PCR EN TIEMPO REAL

Se evalud la funcionalidad de las particulas virales mediante diferentes conjuntos de cebadores
y sonda, con el objetivo de verificar que todas las dianas analizadas amplificaban correctamente
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por RT-gPCR, independientemente del valor de C4 obtenido en cada ensayo, puesto que el
objetivo de este experimento no fue la optimizacién de los ensayos de RT-qPCR.

Para el andlisis de compatibilidad de las particulas virales con diferentes ensayos de RT-gPCR se
considerd un minimo de un conjunto de cebadores y sonda por cada fragmento o gen incluido
en el disefio de cada particula viral. La secuencia de los diferentes conjuntos de cebadores y
sonda utilizados en este analisis se obtuvo, en algunos casos, de la bibliografia y, en otros casos,
se recurrié a su disefio mediante diferentes herramientas bioinformaticas.

El analisis por RT-gPCR se realizd a partir de una mezcla liofilizada que contenia todos los
reactivos necesarios para desarrollar la reaccién de RT-qPCR, excepto los cebadores y sonda.
Estos se afiadieron a concentracién final de 250 nM (cebadores directo y reverso) y 125 nM
(sonda) al tampdn de reconstitucion y se rehidraté la mezcla liofilizada con 15 pl de dicha
solucidn (ver apartado 111.8.1). A continuacién, se afadieron 5 pl de los acidos nucleicos
correspondientes, en funcién del tipo de particula viral analizada. Los acidos nucleicos utilizados
fueron los extraidos del ensayo de compatibilidad con diferentes sistemas de extraccién
(apartado 111.9.1). En este tipo de andlisis, el sistema de extraccion utilizado no es critico, siempre
gue su compatibilidad haya sido demostrada previamente. Cada reaccién de RT-gPCR se analizé
por triplicado y el protocolo térmico de RT-qPCR que fue aplicado se muestra en la Tabla 9.

111.9.3 ENSAYOS DE PRECISION

Se evalud la reproducibilidad y repetibilidad tras someter a las particulas virales a un mismo
procedimiento de extraccion de acidos nucleicos y posterior andlisis por RT-qPCR en un mismo
termociclador, en diferentes escenarios: dentro de un mismo ensayo (intra-ensayo), entre
ensayos realizados en dias diferentes (inter-ensayo), por distintos operadores (inter-operador)
o en diferentes lotes de particulas virales (inter-lote). Por otra parte, se estudid la
reproducibilidad y repetibilidad tras someter a las particulas virales a diferentes procedimientos
de extraccién de acidos nucleicos y posterior analisis por RT-qPCR en diferentes termocicladores
(inter-equipamiento).

Las condiciones especificas de cada uno de los ensayos de precision y el criterio de aceptacion
considerado en cada analisis, para determinar si las particulas evaluadas presentan una elevada
reproducibilidad y repetibilidad, se recogen en la Tabla 13. La desviacidn tipica y el coeficiente
de variacién se calcularon de acuerdo con las ecuaciones 15 y 17, respectivamente.

El sistema de extraccion de 4cidos nucleicos utilizado durante los ensayos de precision puede
ser cualquier sistema siempre que su compatibilidad haya sido demostrada previamente (Tabla
11), siempre que se aplique el mismo sistema de extraccién en todos los ensayos de precision,
a excepcion del inter-equipamiento. Asimismo, el termociclador donde se desarrolla la reaccidn
de RT-gPCR debe ser el mismo en todos los ensayos de precisidn, a excepcion del inter-
equipamiento. Por otra parte, el ensayo de RT-gPCR utilizado varié en funcién del tipo de
particula viral analizada (Tabla 10) y el protocolo térmico de RT-gPCR que fue aplicado se
muestra en la Tabla 9. Durante la interpretacién de los resultados obtenidos por RT-qPCR dentro
de un mismo ensayo de precisién se considerd el mismo valor de threshold, para unificar las
condiciones de analisis.
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Tabla 13. Criterio de aceptacion definido en los diferentes ensayos de precision y descripcion de las condiciones
especificas de cada uno de los ensayos.

Tibo de ensavo Condiciones No. Lotes No. Réplicas | No. Réplicas Criterio de
P ¥ especificas analizados | de extraccién | de RT-qPCR aceptacion
Intra-ensayo Mismo ensayo 1 2 4 0<1yCV<5%
Inter-ensayo 3 dias 1 2 2 0<1yCV<5%
Inter-operador 3 operadores 1 2 2 0<1yCV<5%
Inter-lote 3 lotes 3 2 2 0<1yCV<5%
Inter- 3 flujos de
) . trabajo 1 2 2 0<2yCV<10%
equipamiento .
diferentes

111.10 EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LAS PARTICULAS VIRALES

En la evaluacion de la estabilidad de las particulas virales se consideré tanto la estabilidad del
RNA viral como la integridad de la particula viral. Para ello se realizaron dos tipos de analisis, los
cuales fueron aplicados en todos los experimentos de estabilidad descritos a lo largo de este
apartado.

1) Particula viral extraida: las particulas virales liofilizadas se sometieron a una extraccién de
acidos nucleicos (mediante uno de los sistemas de extraccién incluidos en la Tabla 11) y el RNA
viral extraido fue analizado por RT-qPCR (mediante uno de los ensayos de RT-gPCR incluidos en
la Tabla 10). Con el objetivo de valorar la estabilidad del RNA viral se calculé la desviacion tipica
y el coeficiente de variacién de los valores de C, siguiendo las ecuaciones 15 y 17,
respectivamente. En este cdlculo se incluyeron los valores de C, obtenidos por RT-gPCR en la
condicién evaluada y los valores de C, obtenidos por RT-gPCR en la condicién control. De este
modo, si la estabilidad del RNA viral se ve afectada en la condicién evaluada, los valores de C,
obtenidos en esa condicion distaran de los valores de Cq de la condicién control y, por tanto, se
producird un incremento en los valores de desviacion tipica y coeficiente de variacién. El criterio
de aceptacién definido para este tipo de analisis se muestra en la Tabla 14.

2) Particula viral no extraida: las particulas virales se analizaron directamente por RT-qPCR
(mediante uno de los ensayos de RT-gPCR incluidos en la Tabla 10), sin realizaciéon de una
extraccién de acidos nucleicos previa, con el objetivo de valorar la integridad de las particulas
virales. Si estas se encuentran integras, no habra liberacion al exterior del RNA viral contenido
en las particulas virales y, por tanto, no se observara sefal por RT-gPCR. En el caso contrario, si
se ha producido la lisis de las particulas virales, en el andlisis por RT-qPCR de las particulas virales
liofilizadas se observard una curva de amplificacién en un determinado C,, cuyo valor serd mas
bajo (indicativo de una mayor cantidad de RNA viral) conforme mds particulas virales se hayan
lisado. Unicamente se asumié como vaélida una amplificacién en un Cq> 33, ya que este valor tan
elevado de C4 es indicativo de una apertura minima de la capside viral o incluso podria ser
consecuencia de la presencia de trazas de DNA plasmidico en el sobrenadante viral, por lo que
en ninguno de los dos casos la integridad de la particula viral evaluada se ve comprometida de
manera significativa.

En la Tabla 14 se recogen los criterios de aceptacién definidos para los dos tipos de andlisis
(particula viral no extraida y particula viral extraida), asi como un sistema de calificacién que
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permite aunar los resultados de ambos analisis. La calificacién 0 es indicativa de un fallo durante
el proceso de RT-qPCR, que requiere la repeticién del ensayo; la calificacion 1 implica que la
particula viral no es estable en las condiciones analizadas; y las calificaciones 2 y 3 son indicativas
de una elevada estabilidad (mayor en el caso de obtener una calificacién 3) de la particula viral
en las condiciones analizadas. Los criterios recogidos en la Tabla 14 aplican a todos los
experimentos de estabilidad descritos a lo largo de este apartado [238].

Tabla 14. Sistema de calificacion establecido para valorar la estabilidad de las particulas virales teniendo en cuenta
los resultados del andlisis de la particula viral no extraida y del andlisis de la particula viral extraida.

Calificacion Tipo de analisis Resultado observado

. . , No se observa curva de amplificacién en el
Particula viral no extraida

3 Correcto ensayo RT-qPCR
Particula viral extraida 0<0,5 CV<2,5%
Particula viral no extraida Valor Cq2 33
’ Aceptable Particula viral extraida 0=0,5-1, CV=2,5-5%
Particula viral no extraida Valor Cq <33
' Inaceptable Particula viral extraida 0>1;CV>5%
0 Error Particula viral extraida No se observa curva de amplificacién en el

ensayo RT-qPCR

El sistema de extraccion y el ensayo de RT-qPCR utilizado fue variable en los diferentes ensayos
de estabilidad y en funcidn del tipo de particula viral analizada, pero se aplicé el mismo
procedimiento dentro de un mismo experimento de estabilidad, para obtener de este modo
resultados comparables. A su vez, durante la interpretacion de los resultados obtenidos por RT-
gPCR dentro de un mismo ensayo de estabilidad se consideré el mismo valor de threshold, para
unificar las condiciones de andlisis.

111.10.1 ENVEJECIMIENTO ACELERADO

La vida util de cada una de las particulas virales desarrolladas en este proyecto se determiné
mediante un experimento de envejecimiento acelerado, consistente en someter al producto a
una elevada temperatura para reducir asi la duracién del experimento. Los experimentos de
envejecimiento acelerado deben realizarse en el mismo formato planteado para su potencial
comercializacién. Para ello, los viales que contenian las particulas virales liofilizadas se
introdujeron en sobres de aluminio en cuyo interior se afiadié gel de silice, para la absorcion de
la humedad ambiental y evitar asi la rehidratacién del lidfilo, y se incubaron en estufa a
temperatura de 50°C.

Para calcular la equivalencia entre el tiempo a temperatura acelerada (50°C) y el tiempo a
temperatura ambiente (25°C) se aplicéd el método Quo, siguiendo la guia estdndar ASTM F1980
para el envejecimiento acelerado de sistemas de barrera estéril para dispositivos médicos [239].

En primer lugar, se determind el factor de aceleracién mediante la ecuacién 18, siendo T2 la
temperatura acelerada (50°C), T1 la temperatura ambiente (25°C) y el factor Q0 = 1,8 [240].

Factor de aceleracion = Qqo ((T2-T1)/10) (Ecuacion 16)

En segundo lugar, se calculd la vida util del producto mediante la ecuacién 19:
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Vida ttil = (Edad real x Factor de aceleraciéon) + Edad real  (Ecuacién 17)

Para la determinacidn de la vida util de la particula viral de SARS-CoV-2 se analizé la estabilidad
de la particula viral transcurridos 7, 17, 30, 51, 70, 114 y 150 dias de incubacién a 50°C. En
aquellas particulas virales desarrolladas posteriormente, es decir, las particulas virales de RSV,
influenza A e influenza B, se redujeron los puntos de control a 30, 90 y 150 dias de incubacién a
50°C. En la evaluacion de SARS-CoV-2 se realizé un analisis mas exhaustivo por tratarse del
primer disefio evaluado. Como control de cada experimento se analizaron las particulas virales
correspondientes que no habian sido incubadas a 50°C (dia 0). El tiempo de 30 dias se establecio
con el objetivo de disponer de un resultado preliminar. Los tiempos de 90 y 150 dias se fijaron
ya que el tiempo acelerado equivalente es de 1,3 afios y 2,2 afios, respectivamente. De este
modo, si los resultados obtenidos en estos puntos de tiempo fuesen favorables, se confirmaria
una vida atil del producto evaluado de minimo 1 afio y 2 afios, respectivamente, a temperatura
ambiente (25°C). De forma paralela al experimento de envejecimiento acelerado se llevd a cabo
un experimento de envejecimiento real, a las temperaturas de almacenamiento mas comunes
(4°C y 25°C), pero en este caso deben transcurrir 1 y 2 afios reales para la obtencidn de los
resultados equivalentes a los obtenidos en los dias 90 y 150 del experimento de envejecimiento
acelerado.

En cada punto de tiempo ensayado, para cada una de las temperaturas evaluadas (4°C, 25°Cy
50°C) se procesaron 3 lotes diferentes de la particula viral correspondiente. Por tanto, en cada
punto de tiempo ensayado se procesaron 9 viales, los cuales fueron sometidos a los dos tipos
de analisis contemplados en el apartado 111.10.

111.10.2 ESTABILIDAD EN USO

Se evalud la estabilidad en uso de las particulas virales, una vez reconstituido el lidfilo, a las
temperaturas mas frecuentes de almacenamiento (25°Cy 4°C). También se evalud su estabilidad
tras ser sometidas a un ciclo de congelacién y descongelacidon a las temperaturas de -20°C y -
80°C. En todos los casos el lidfilo que contenia las particulas virales se rehidraté con 220 pl de
agua libre de DNasas y RNasas y fue sometido a los dos tipos de andlisis contemplados en el
apartado I11.10.

Se analizé la estabilidad de las particulas virales de SARS-CoV-2 transcurridas 5h, 1 dia, 2 dias, 3
dias y 8 dias de incubacién a 25°Cy 4°Cy la estabilidad de las particulas virales de RSV, influenza
A e influenza B transcurridos 1 dia, 3 dias, 7 dias y 14 dias de incubacién a 25°C y 4°C. En el
analisis de la estabilidad de estos ultimos disefios se amplié el tiempo evaluado en base a los
resultados favorables obtenidos en la evaluacion de las particulas virales de SARS-CoV-2. Por
otra parte, se analizd la estabilidad de las particulas virales de SARS-CoV-2, RSV, influenza A e
influenza B tras 30 dias almacenadas a las temperaturas de -20°Cy -80°CYy la estabilidad del RNA
viral tras ser sometido a 10 ciclos de congelacion y descongelacién (entre ciclos se establecid un
tiempo minimo de congelacién de 1h 30 min) a las temperaturas de -20°Cy -80°C.

Como control de cada experimento se analizaron las particulas virales correspondientes que
fueron procesadas inmediatamente después de su rehidratacién (dia 0).
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111.10.3 ESTABILIDAD EN EL TRANSPORTE

Se evalud la estabilidad durante el transporte de las particulas virales de SARS-CoV-2, influenza
A e influenza B una vez fueron acondicionadas en el formato definido para su potencial
comercializacién. Para cada tipo de particula viral se acondicionaron 6 kits con lotes idénticos
de cada uno de los reactivos que conforman cada kit, 3 de ellos actuaron como control (no
transportados) y los 3 kits restantes fueron transportados de ida y vuelta a Rumania. El
transporte consistid en un trayecto por carretera y otro trayecto aéreo durante un periodo de
11 dias, en el cual se monitorizé la temperatura, realizando un total de 1.054 mediciones. La
temperatura media durante todo el recorrido fue de 16,9°C, alcanzandose una temperatura
minima de 6,8°C y méaxima de 29,2°C. Una vez se recepcionaron los 3 kits transportados, se
proceso un vial de control positivo y un vial de control negativo de cada kit (total: 6 viales), junto
con un vial de control positivo y un vial de control negativo de cada uno de los kit control (total:
6 viales). Los viales de control positivo se rehidrataron con 220 pl agua libre de DNasas y RNasas
y se evaluaron (junto a los viales de control negativo) mediante los dos tipos de analisis
contemplados en el apartado 111.10. Las particulas virales de RSV se encuentran actualmente en
proceso de evaluacion bajo el mismo procedimiento comentado anteriormente.

111.11 SECUENCIACION MASIVA

Previamente a la secuenciacidn, fue necesario concentrar los sobrenadantes virales, ya que se
requeria una concentracion minima del RNA viral de 1 ng/ul. Para ello, se utilizaron las columnas
de ultrafiltracion Amicon™ Ultra (Merck Millipore), siguiendo el protocolo detallado en el
apartado IIl.6. Posteriormente, el RNA viral fue cuantificado por fluorescencia en el equipo
NanoDrop™ 3300 mediante el kit comercial RiboGreen®Assay for RNA Quantitation (Thermo
Scientific), siguiendo el protocolo detallado en el apartado I1.7.2, con el objetivo de verificar que
los sobrenadantes virales sometidos a ultrafiltracidon presentaban la concentracién minima de
RNA requerida para su secuenciacion.

La secuenciacion masiva del RNA viral fue realizada por el Centro de Investigacién Biomédica de
La Rioja (CIBIR), con el equipo HiSeq1500 de lllumina. El posterior andlisis bioinformatico
también fue realizado por este centro, procesando los datos crudos con diferentes herramientas
bioinformaticas para la eliminacion de las lecturas correspondientes a los adaptadores y las
regiones de baja calidad, las lecturas correspondientes al RNA ribosémico y las lecturas
correspondientes al RNA de origen humano. Una vez recibidos los resultados de la secuenciacion
en archivos BAM, se visualizé en el software Integrative Genomics Viewer (IGV) el mapeo de las
lecturas de cada muestra respecto a la secuencia de referencia correspondiente. La secuencia
de referencia es la secuencia del plasmido de transferencia que se transcribe dando lugar al RNA
viral. Esta secuencia se compone de una regién comun y de una regién especifica de patégeno,
tal y como se describe en el apartado 11l.2, y, por tanto, la secuencia de referencia difiere entre
las 10 muestras secuenciadas.
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OBJETIVOS

El principal objetivo de esta tesis es el desarrollo de particulas virales recombinantes de RNA
para su uso como control positivo de diferentes ensayos de PCR en tiempo real. Se persigue la
generacion de particulas virales no infecciosas y no replicativas, capaces de monitorizar todas
las etapas del proceso, de uso universal, reproducibles y estables en el tiempo.

Los objetivos especificos abordados en este proyecto se detallan a continuacion:

1. Desarrollar y optimizar un sistema para la generacién in vitro de particulas virales
recombinantes de genoma RNA.

2. Elaborar una coleccién de particulas virales recombinantes de RNA, aplicando el sistema
optimizado previamente para su generacién in vitro.

3. Validar las particulas virales recombinantes de RNA para su uso como control positivo de
ensayos de RT-gPCR.

4. Presentar un producto final con un potencial uso comercial, adaptado al usuario final y que
cumpla la normativa vigente.
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RESULTADOS

V.1 DESARROLLO Y OPTIMIZACION DE UN SISTEMA PARA LA GENERACION IN
VITRO DE PARTICULAS VIRALES RECOMBINANTES DE RNA

Los resultados expuestos en este apartado derivan del desarrollo y optimizacién de un sistema
para la generacion in vitro de particulas virales recombinantes de RNA. El tipo de sistema
utilizado para la generacién de particulas virales recombinantes fue el sistema lentiviral,
derivado del VIH-1. Las caracteristicas de este sistema vy la justificacion de eleccidon quedan
detalladas en el apartado I1I.1.

En este trabajo de desarrollo y optimizacidén se generaron como modelo particulas virales que
contenian el gen EGFP y particulas virales que contenian fragmentos del genoma del virus
chikungunya.

En primer lugar, la generacidn in vitro de las particulas virales de EGFP tuvo lugar mediante la
utilizacion del plasmido de transferencia A, el cual no requiere un paso previo de disefio y
clonaje, debido a que la secuencia del gen EGFP se encuentra ya integrada en el esqueleto del
vector. Este pldsmido contiene todos los elementos necesarios para su uso en el sistema
lentiviral y, ademas, permite la realizacion de pruebas adicionales de visualizacion por
microscopia de fluorescencia, a las cuales finalmente no se llegé a recurrir en este proyecto.

En segundo lugar, la generacion in vitro de las particulas virales de chikungunya tuvo lugar
mediante la utilizacién del plasmido lentiviral de transferencia B. La eleccidon del virus
chikungunya como patdégeno modelo, sobre el que desarrollar un control positivo basado en
particulas virales recombinantes, atiende a los siguientes criterios: necesidad de elaborar un
control positivo sintético, el cual imite al virus real pero no tenga capacidad infectiva; escasa
disponibilidad, ya que su aislamiento por cultivo es lento y laborioso; y se trata de un virus cuya
manipulacion requiere de instalaciones de nivel de bioseguridad tipo 3 [241].

La generacion de particulas virales recombinantes de RNA se evalué por medio de la técnica de
RT-gPCR, utilizando un conjunto de cebadores y sonda dirigidos a una regidn especifica del
genoma del virus chikungunya (gen NSP1) o del gen EGFP, en funcidn de las particulas virales
desarrolladas. El andlisis por RT-gPCR se realizé generalmente de forma cualitativa y, en aquellos
casos donde se recurrid a un analisis cuantitativo, se determind la concentracion de la muestra
de interés por extrapolacién de su valor de C, sobre una recta estandar, realizada a partir de
diluciones seriadas de concentracion conocida del plasmido de transferencia A (Figura 23A) o
del plasmido de transferencia B-CHI1 (Figura 23B), en funcién de si la diana a cuantificar
contenia el gen EGFP o el gen NSP1 del virus chikungunya, respectivamente.
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Figura 23. A. Curvas de amplificacion obtenidas por RT-gPCR correspondientes a siete diluciones seriadas 1/10 del
pldsmido de transferencia A en el rango de concentraciones 2E+07 copias/ul-2E+01 copias/ul. B. Curvas de
amplificacion obtenidas por RT-qPCR correspondientes a siete diluciones seriadas 1/10 del pldsmido de transferencia
B-CHI1 en el rango de concentraciones 2E+07 copias/ul-2E+01 copias/ul. En ambos casos se muestra la ecuacion de la
recta obtenida, asi como los valores de eficiencia de la reaccidn y coeficiente de correlacion de Pearson (R2).

V.1.1 DISENO DEL INSERTO Y CLONACION EN EL VECTOR LENTIVIRAL

La estrategia seguida para el desarrollo de un control positivo del virus chikungunya incluyé, en
primer lugar, el disefio del genoma de la particula viral. El genoma de la particula viral se
compone de una secuencia comun a todos los disefios y una secuencia especifica de patdgeno,
tal y como se describe en el apartado Ill.2. En el disefio de la secuencia especifica, denominada
inserto, se considerd la sintesis de un inserto de tamafio reducido para evitar que la eficiencia
del proceso de transfeccidn se viera comprometida, siguiendo las consideraciones detalladas en
el apartado Ill.2.1. Debido a ello, la particula viral de chikungunya desarrollada en este proyecto
no contiene la secuencia de 12 kb que constituye el genoma del virus chikungunya salvaje, sino
que contiene las regiones del genoma del virus chikungunya que son frecuentemente
reportadas en la bibliografia como dianas para la deteccién de este patégeno por RT-gPCR. De
esta forma, la particula viral desarrollada, a pesar de no contener el genoma completo del virus
salvaje, es compatible con un gran nimero de protocolos de RT-gPCR.

El virus chikungunya es un virus envuelto que pertenece al género Alphavirus, dentro de la
familia Togaviridae. Su genoma es un RNA de cadena sencilla de sentido positivo y de tamafio
aproximado 11,8 kb [242]. Este genoma se compone de dos marcos abiertos de lectura: ORF1,
que codifica para las proteinas no estructurales (nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4); y ORF2, que codifica
para las proteinas estructurales (capside (C), E3, E2, 6Ky E1). Un esquema del genoma del virus
chikungunya salvaje se muestra en la Figura 24.
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Figura 24. Esquema del genoma del virus chikungunya salvaje. Se representan los 2 marcos abiertos de lectura: ORF1,
que codifica para las proteinas no estructurales (nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4) y ORF2, que codifica para las proteinas
estructurales (C, E3, E2, 6K, E1). Fuente: [242].

La cepa del virus chikungunya seleccionada como referencia (siguiendo los criterios detallados
en el apartado II.2.2) y, por tanto, cuya secuencia de nucledtidos presenta un 100% de
homologia con el genoma de las particulas virales desarrolladas, fue la cepa Ross (nimero de
acceso en GenBank: AF490259.3). Se trata de una cepa perteneciente al linaje del Este, Centro
y Sur de Africa [243, 244], uno de los 9 linajes del virus chikungunya que a dia de hoy han sido
reportados [245]. Su uso como cepa de referencia ha sido descrito en la bibliografia [246-248] y
fabricantes como la Colecciéon Nacional de Virus Patogénicos (NCPV, del inglés National
Collection of Pathogenic Viruses) la incluyen en su catédlogo.

Se disefiaron dos versiones diferentes de control positivo del virus chikungunya. Estas difieren
en el tamafio del inserto y, por tanto, en los fragmentos del genoma del virus chikungunya
incluidos en la particula viral, los cuales aparecen detallados en la Tabla 15. Ambos insertos
(denominados CHI1 y CHI2) contienen las regiones del genoma del virus chikungunya cuyo uso
estd mas extendido como dianas de los ensayos de RT-qPCR [248-252]. Sin embargo, el control
positivo que contiene el inserto CHI2 presenta una mayor universalidad, ya que contiene un
mayor nimero de fragmentos del genoma del virus chikungunya.

Tabla 15. Descripcion de los fragmentos de los genes incluidos en los dos insertos (CHI1 y CHI2) disefiados para
constituir el genoma de las particulas virales de chikungunya desarrolladas en este proyecto. Se especifica la
localizacion de cada uno de los fragmentos indicando el nucleétido (nt) de inicio y fin de fragmento, respecto a la cepa
del virus chikungunya considerada como referencia (niumero de acceso en GenBank: AF490259.3).

Inserto CHI1 (1.580 pb) Inserto CHI2 (3.892 pb)
Gen Localizacién (nt) Gen Localizacién (nt)
NSP1 238..964 NSP1 87..964
1679...2393
NSP2 2575..2677
2575...2677
NSP2
NSP4 6852...6983 21313639
3852...3959
C 7715...7809 6253...6405
NSP4
E3 8349...8540 6852...6983
£1 10374...10510 E3 8346...8543
11165...11358 E1 10293...11358

Los insertos CHI1 y CHI2 presentan una longitud total de 1.580 pb y 3.892 pb, respectivamente,
lo que implica que las particulas virales desarrolladas en este proyecto presentan un genoma de
longitud 5.355 pb y 7.620 pb; tamafio obtenido al sumar las regiones comun y especifica de
patdgeno, tal y como se detalla en el apartado Ill.2. El disefio de dos insertos de diferente
tamafio permitid realizar un analisis preliminar para determinar si el tamafio del inserto (en el
rango 5.355 pb-7.620 pb) o su secuencia condicionaba la eficiencia del proceso de transfeccion.
La sintesis de los insertos CHI1 y CHI2 y su clonaje en el plasmido lentiviral B se solicité al
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proveedor externo GenScript. Los insertos CHI1 y CHI2 clonados en el plasmido de transferencia
B dieron lugar a los plasmidos lentivirales de transferencia B-CHI1 y B-CHI2, respectivamente.

V.1.2 SELECCION DEL SISTEMA DE EXTRACCION DE LOS PLASMIDOS LENTIVIRALES

Los plasmidos lentivirales utilizados a lo largo de este proyecto fueron multiplicados a pequefia
(miniprep) o gran escala (maxiprep) con el objetivo de disponer de la cantidad requerida durante
el proceso de transfeccién. Para ello, en primer lugar, se transformaron bacterias E. coli DH5-a
mediante choque térmico, tal y como se describe en el apartado 11.3.2, y, posteriormente, se
multiplicaron en medio LB-liquido las bacterias que habian incorporado el DNA plasmidico de
interés. El DNA plasmidico fue extraido mediante diferentes kits comerciales de miniprep y
maxiprep, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 111.3.3. Por ultimo, se determiné su
concentracion, asi como el ratio Axeo/Azso, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 111.7.1.

Se analizaron un total de seis kits comerciales diferentes, cuyas prestaciones se detallan en la
Tabla 3, con el objetivo de seleccionar aquel que ofreciera una mayor ventaja a nivel de
rendimiento (expresado en cantidad promedio de DNA plasmidico recuperada) y pureza
(expresada en ratio Azso/Azs0).

Mediante la extraccién a pequefia escala con el kit comercial E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit Il
se recuperd una cantidad promedio de DNA plasmidico de 76,5 ug y se obtuvieron unos valores
de Ayeo/Aas0 en el rango 1,91-1,95. Los resultados anteriores fueron mas favorables que los
resultados obtenidos en pruebas preliminares de extraccién mediante los kits NucleoSpin®
Plasmid EasyPure (Macherey-Nagel) (cantidad promedio recuperada de 26,7 pgy ratio Axeo/Azso
=1,87-1,93) e Invisorb® Spin Plasmid Mini Two (Stratec) (cantidad promedio recuperada de 2,9
ug y valor de Axeo/Azso = 2,41).

Por otra parte, en la extraccion a gran escala con el kit comercial E.Z.N.A.® Endo-Free Plasmid
DNA Maxi Kit se recuperd una cantidad promedio de DNA plasmidico de 641,6 pgy unos valores
de Ayso/Azs0 en el rango 1,87-1,95. Estos resultados fueron superiores tanto en rendimiento
como pureza frente a los resultados obtenidos en pruebas preliminares de extraccion mediante
los kits NucleoBond® Xtra Maxi EF (Macherey-Nagel) (cantidad promedio recuperada de 183,9
ug y ratio Axeo/Axso = 1,09-1,20) y GenElute™ Endotoxin-free Plasmid Maxiprep Kit (Sigma)
(cantidad promedio recuperada de 67,6 ug y ratio Azso/Azso = 2,04-2,25).

El ensayo de miniprep de Stratec y los ensayos de maxiprep de Macherey-Nagel y Sigma no
alcanzaron los valores de pureza recomendados para el DNA plasmidico extraido (ver apartado
111.7.1), ya que los valores del ratio Azeo/Azs0 Se encontraron fuera del rango 6ptimo 1,8-2,0.
Asimismo, cabe destacar que el ensayo de maxiprep de Macherey-Nagel precisa de un
tratamiento posterior a la elucion del plasmido ya que se requiere la utilizacidn del producto
NucleoBond® Finalizer, un paso afiadido que complica el protocolo.

Los resultados expuestos anteriormente indican que aquellos kits comerciales orientados a la
extracciéon de DNA plasmidico a pequefia escala (miniprep) y gran escala (maxiprep) que
ofrecieron los mejores valores de rendimiento y pureza fueron E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit
Il'y E.Z.N.A.® Endo-Free Plasmid DNA Maxi Kit, respectivamente, ambos del fabricante Omega.
Por este motivo, ambos kits se utilizaron a lo largo del proyecto de investigacion, recurriendo a
la extraccién a pequefa o gran escala en funcién del volumen inicial de cultivo disponible y la
cantidad de plasmido requerida en el protocolo de transfeccién.
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V.1.3 ESTRATEGIAS PARA LA PURIFICACION DE LOS SOBRENADANTES VIRALES

El objetivo de este proyecto de investigacién es la generacion de particulas virales
recombinantes de RNA para su uso como control positivo de ensayos de RT-qPCR, debido a ello
se precisa que el control positivo desarrollado se encuentre libre de DNA. La necesidad de
eliminar el DNA presente en el sobrenadante viral se debe a la deteccidon conjunta de DNAy RNA
gue ocurre en la reacciéon de RT-gPCR. Por tanto, la presencia de DNA puede conducir a una
interpretacion errénea de la cantidad de RNA presente en la muestra e impide monitorizar con
precision el paso de retrotranscripcion. Por este motivo, los experimentos desarrollados en este
apartado se centran en profundidad en la eliminacién del DNA presente en el sobrenadante
viral. A continuacién, se exponen las diferentes estrategias abordadas para la consecucién de
este objetivo.

V.1.3.1 TRATAMIENTO CON NUCLEASAS DEL SOBRENADANTE VIRAL

El tratamiento con nucleasas es el método de eleccion por numerosos autores para la
eliminaciéon del DNA plasmidico presente en el sobrenadante viral, aunque la gran mayoria
reportan la existencia de DNA remanente tras el tratamiento [130, 192, 193, 218, 219]. En este
proyecto se comenzd trabajando con la desoxirribonucleasa | de NEB, cuya digestién se optimizd
en términos de concentracién de enzima y tiempo de digestion, los cuales se detallan en el
apartado Il.5.1.1. Posteriormente, se estableci6 una comparativa con distintas nucleasas
comerciales, tal y como se detalla en el apartado 111.5.1.1, con el objetivo de evaluar su eficiencia
en la eliminacion del DNA plasmidico, el cual fue incorporado durante la transfeccién y continda
presente en el sobrenadante viral.

La seial de DNA obtenida tras analizar por gPCR un sobrenadante viral no digerido y un
sobrenadante viral digerido con DNasa (NEB), a diferentes concentraciones de enzima y tiempos
de digestion, se muestra en la Figura 25A. Se observa una diferencia muy notable en el
desplazamiento de C, de la sefial de DNA entre las concentraciones de enzima de 2 U/ml, 10
U/mly 50 U/ml, observandose que conforme incrementa la concentracion de enzima, mayor es
el desplazamiento de Cq. Sin embargo, el incremento de concentracion de 50 U/ml a 200 U/ml
apenas conduce a un ligero desplazamiento de la sefial de DNA. Por otra parte, se observa que
cuanto mayor es el tiempo de digestidén, mas eficaz es la digestion con DNasa. Esta observacion
es mas notable cuando la digestion tiene lugar a bajas concentraciones de enzima (2 U/mly 10
U/ml), ya que conforme se incrementa la concentracién de enzima, disminuye la dependencia
de la eficiencia de la reaccion con el tiempo de digestion. Para determinar la condicion dptima
de digestion se valoré un compromiso entre la cantidad de enzima utilizada y el desplazamiento
de Cq ocasionado en la sefial de DNA tras el tratamiento con DNasa (NEB). La condicién éptima
de digestién con DNasa (NEB) se establecié a 37°C a concentracién de 50 U/ml durante 3h. En
esta condicion se observd un desplazamiento en la sefial de DNA de 11,48 Cq respecto a la seiial
de DNA del sobrenadante viral sin digerir (C, antes del tratamiento = 14,30 y Cq después del
tratamiento = 25,78; ver tabla asociada a la Figura 25A).

A pesar de observar una reduccién significativa de la cantidad de DNA tras la digestidon con
DNasa, esta no llega a anularse. Debido a ello, se analizaron otras nucleasas comerciales y se
compard su rendimiento respecto a la DNasa (NEB) en las condiciones detalladas en el apartado
I11.5.1.1. Las curvas de amplificacién obtenidas tras el andlisis por qPCR y RT-gPCR, de un
sobrenadante viral que fue digerido con las distintas nucleasas comerciales y posteriormente
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extraido, se muestran en la Figura 25B. Se observa, por una parte, una eficiencia en la
eliminacion del DNA plasmidico equivalente en todas las condiciones, siendo ligeramente
superior en la digestion con las nucleasas DENARASE® y TURBO™ DNase. En este caso las curvas
de amplificacién se observan mds desplazadas a la derecha de la grafica, lo que se traduce en un
valor de C, ligeramente inferior al resto de condiciones. Por otra parte, se observa una cantidad
de RNA viral equivalente en todas las condiciones analizadas, como se demuestra con la similitud
entre los valores de C, obtenidos por RT-qPCR. Estos resultados a su vez confirman la integridad
de las particulas virales desarrolladas, puesto que las nucleasas Benzonase®Nuclease y
DENARASE® tienen capacidad para degradar indistintamente DNA o RNA vy, sin embargo, el
hecho de no observar degradacién del RNA viral indica que este se encuentra inaccesible en el
interior de una capside viral integra.

3000
A
2500 Concentracion Tiempo de digestion
2000 4 DNasa | (NEB) | 30min  1h 3h
ouU/ml 14,30 14,30 14,30
1500
é 2 U/ml 15,82 16,22 18,16
1000 10 U/ml 20,11 20,73 21,94
500 - 50 U/ml 24,91 25,20 25,78
200 U/ml 26,03 26,31 26,96
1=
-500 ;
1 5 10
3000
B . . Cq Cq
2500 Tipo de enzima gPCR RT-qPCR
2000 DNase | (NEB) 25,19 15,99
- 1500 - Benzonase® 24,99 16,10
o Nuclease (Sigma)
1000 -
TURBO™ DNase
500 - (Thermo Fisher 26,64 16,06
Scientific)
() e = g
E;TAE]ASE:I)(C 26,38 16,35
-500 . . . i . i . . i clasm
1 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Cycles

Figura 25. A. Curvas de amplificacion obtenidas mediante andlisis por gPCR para detectar el gen EGFP en un
sobrenadante viral, recogido a las 48h desde la transfeccion, sin digerir (azul) y digerido con DNasa (NEB) durante 30
min, 1hy 3h a las concentraciones de 2 U/ml (verde), 10 U/ml (naranja), 50 U/ml (morado) y 200 U/ml (rojo). B. Curvas
de amplificacion obtenidas mediante andlisis por gPCR y RT-qPCR para detectar el gen EGFP en un sobrenadante viral,
recogido a las 48h desde la transfeccién, sometido a digestidn con diferentes tipos de enzima a concentracion 50 U/ml
a 37°C durante 3h y posterior extraccion de dcidos nucleicos con MagDEA DxSV (Vo= 200 pul; V=200 ul). Se representa
el sobrenadante viral sin digerir (azul) y digerido con benzonasa (rojo), DNasa (NEB) (morado), DENARASE® (verde) y
DNasa TURBO™ (amairillo). En las tablas anexas a las figuras se muestra el valor de C, correspondiente a cada una de
las curvas de amplificacion. Resultados obtenidos en termociclador V-Lab96 VIASURE Real Time PCR platform.

Debido a que todas las nucleasas comerciales analizadas presentaron rendimientos similares, se
optd por continuar los experimentos con la DNasa de NEB frente a las nucleasas
Benzonase®Nuclease y DENARASE®, ya que a nivel productivo resulta preferible la utilizacion de
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una enzima libre de RNasas para evitar posibles problemas de contaminacidn y degradacion del
RNA viral. A su vez, la DNasa de NEB destacé frente a la DNasa TURBO™ ya que es més rentable
econdmicamente y, ademas, se demostré su inactivacién completa a 75°C 10 min, frente a la
inactivacion de la DNasa TURBO™, en la cual se especifica como requerimiento de inactivacién
la adicién de EDTA, el cual no solo inhibe la gPCR, sino que también puede afectar a la estabilidad
de las particulas virales.

Los resultados obtenidos en el tratamiento con nucleasas del sobrenadante viral, ante diferentes
tipos de enzima, concentracién de enzimay tiempo de digestidn, sugieren que estos parametros
no parecen ser el factor limitante en la eliminacién completa del DNA plasmidico. Todas las
condiciones de digestién analizadas condujeron a una disminucion significativa de la cantidad
de DNA plasmidico inicial, sin embargo, ninguna de ellas condujo a la eliminacidn total de dicho
DNA. Los experimentos descritos anteriormente ponen de manifiesto la necesidad de seguir
profundizando en las posibles causas de una digestion incompleta del DNA plasmidico presente
en el sobrenadante viral. Por este motivo, se ampliaron los experimentos realizados con el fin
de analizar las siguientes hipoétesis:

1) La digestién con DNasa se ve condicionada por el medio en el que se encuentra contenido el
DNA plasmidico.

2) La digestion con DNasa se ve condicionada por la presencia de particulas virales en el medio
en el que se encuentra contenido el DNA plasmidico.

Para dar respuesta a las cuestiones anteriores se evaluaron diferentes tratamientos de digestion
en distintos tipos de muestra. Los tratamientos evaluados, los cuales se describen en detalle en
el apartado 111.5.1.2, son brevemente resumidos a continuacion:

Tratamiento 1- DNasa: Las muestras sometidas al tratamiento 1 se digirieron con DNasa vy, tras
aplicar este tratamiento, fueron analizadas por gPCR. El valor de C, obtenido antes y después
del tratamiento permitié realizar un seguimiento de la sefial de DNA.

Tratamiento 2- DNasa + Extraccion: Las muestras sometidas al tratamiento 2 se digirieron con
DNasa vy, a continuacidn, se realizd una extraccion de acidos nucleicos. Tras aplicar este
tratamiento, los acidos nucleicos fueron analizados por gPCR y RT-qPCR, realizando asi un
seguimiento de las sefiales de DNA y DNA + RNA, respectivamente.

Tratamiento 3- Extraccion + DNasa: Las muestras sometidas al tratamiento 3 se sometieron a
una extraccién de acidos nucleicos y, a continuacidn, se digirieron con DNasa. Tras aplicar este
tratamiento, los acidos nucleicos fueron analizados por gPCR y RT-qPCR, realizando asi un
seguimiento de las sefiales de DNA y DNA + RNA, respectivamente.

Los tratamientos descritos anteriormente fueron aplicados sobre diferentes tipos de muestras,
con el objetivo de obtener unos resultados representativos de la eficiencia de la digestién con
DNasa en diferentes escenarios. Las muestras incluidas en el andlisis se describen a
continuacién:

-El plasmido de transferencia B-CHI1 en solucién acuosa.

-Sobrenadantes celulares procedentes de 5 experimentos diferentes que contienen el plasmido
de transferencia B-CHI1 y estuvieron en contacto con células 293T durante 48h. Este tipo de
sobrenadante no contiene particulas virales puesto que no se transfectaron las células 293T.
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-Sobrenadantes celulares procedentes de 4 experimentos diferentes que contienen el pldasmido
de transferencia B-CHI1 y estuvieron en contacto con células 293T durante 72h. Este tipo de
sobrenadante no contiene particulas virales puesto que no se transfectaron las células 293T.

-Sobrenadantes virales procedentes de 5 experimentos de transfeccidén diferentes que fueron
recogidos a las 48h desde que tuvo lugar la transfeccién y contienen particulas virales de
chikungunya. En los 5 experimentos de transfeccion se generaron particulas virales sin proteina
de envuelta y, ademas, en 3 de ellos, se generaron particulas virales con proteina de envuelta,
con el objetivo de analizar si los resultados observados eran equivalentes.

-Sobrenadantes virales procedentes de 4 experimentos de transfeccién diferentes que fueron
recogidos a las 72h desde que tuvo lugar la transfeccidn y contienen particulas virales de
chikungunya. En los 4 experimentos de transfeccion se generaron particulas virales sin proteina
de envuelta y, ademas, en 2 de ellos, se generaron particulas virales con proteina de envuelta,
con el objetivo de analizar si los resultados observados son equivalentes.

Los resultados obtenidos tras aplicar los tratamientos 1, 2 y 3 en los diferentes tipos de muestras
se recogen en la Tabla 16. Los diferentes cdlculos realizados se contemplan en detalle en el
apartado IlI.5.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se realizan las siguientes observaciones:

1) La digestién con DNasa (tratamiento 1) del plasmido B-CHI1 en solucién acuosa conduce a la
eliminacion de casi la totalidad del DNA plasmidico. Se observa una disminucidn de la seiial de
DNA de 6,06 logio. Sin embargo, la eliminacién del DNA, a pesar de haber sido muy eficaz, no ha
sido completa puesto que se observan trazas del mismo en un Cq1)-RT = 32,41.

2) Los resultados obtenidos tras la digestion con DNasa de los sobrenadantes celulares que
contienen el pldsmido B-CHI1, en los cuales no hubo formacién de particulas virales, muestran
un valor de reduccién del DNA superior en los sobrenadantes de 48h (2,95 logio) frente a los
sobrenadantes de 72h (2,35 logao), siendo el C; medio previo al tratamiento con DNasa de Cqyo)-
RT = 18,15 y Cq0-RT = 23,25, respectivamente. El ligero incremento en la eficiencia de Ia
digestion con DNasa observado en los sobrenadantes de 48h, respecto a los sobrenadantes de
72h, podria ser explicado por la diferencia en el C,de partida, ya que en el sobrenadante celular
de 48h podria haber una mayor cantidad de DNA libre, pero la misma cantidad de DNA
inaccesible para la DNasa. En ambos sobrenadantes celulares se observa una digestion con
DNasa del plasmido B-CHI1 menos eficiente que la digestidn con DNasa de ese mismo plasmido
en solucién acuosa. Por tanto, la digestién con DNasa podria estar condicionada por el medio en
el que se encuentra contenido el DNA plasmidico.

Por otra parte, se demuestra que los sobrenadantes celulares son un buen control del proceso
de digestion con DNasa en un medio libre de particulas virales, ya que se confirma la ausencia
de estas con el valor de AC, préximo a 0 obtenido en los tratamientos 2 y 3. Este resultado
implica que no hay contribucién de RNA en la sefial DNA + RNA obtenida por RT-qPCR y, por
tanto, no hay particulas virales en estos medios. Sin embargo, como era esperable, queda
demostrada la presencia de particulas virales en los sobrenadantes virales recogidos a las 48h y
72h, ya que se observa tras el tratamiento 2 una diferencia entre la sefial de DNA + RNA y la
sefial de DNA de ACqz) = 9,61 y ACq2) = 6,43, respectivamente, y tras el tratamiento 3 de ACq3) =
18,15y ACq3) = 17,90, respectivamente.
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Tabla 16. Resultados obtenidos por gPCR y RT-qPCR tras aplicar los tratamientos 1, 2 y 3 sobre diferentes tipos de
muestra. Condiciones especificas de ensayo: extraccion de dcidos nucleicos con QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Vo = 140
ul; Vs = 50 pl). Resultados obtenidos en termociclador AriaMx Real-Time PCR System. Los resultados negativos se
muestran en la tabla como C, = 40, para realizar los diferentes cdlculos. Abreviaturas: Sin trat.: sin tratamiento; Exp:
experimento; Env: proteina de envuelta.

Sin trat Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
’ DNasa DNasa + Extraccion Extraccién + DNasa
Ca0 | Cq Cai2) Ca2) Cq3 Cai3)
lo q lo AC ad) g AC
RT | AT OBO | T B0 gpr T gy B0 g T

Plasmido B-CHI1 en solucién acuosa

12,72 | 32,41 6,06 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

Sobrenadante celular de 48h que contiene el pldsmido B-CHI1

Exp 1 19,20 | 29,48 3,16 27,90 2,68 27,89 0,01 | 40,00 6,40 40,00 0,00
Exp 2 18,07 | 28,40 3,18 27,28 2,84 27,44  -0,16 | 40,00 6,75 39,05 0,95
Exp 3 19,40 | 28,53 2,81 27,67 2,55 27,57 0,11 | 40,00 6,34 39,67 0,33
Exp 4 16,96 | 26,25 2,86 25,39 2,59 25,77 0,38 | 40,00 7,09 40,00 0,00
Exp 5 17,15 | 26,11 2,76 23,99 2,10 24,14  -0,15 | 38,29 6,50 36,79 1,50

18,15 27,75 2,95 26,45 2,55 26,56 -0,11 39,66 6,62 39,10 0,56

Sobrenadante celular de 72h que contiene el plasmido B-CHI1

Exp 2 23,02 | 31,44 2,59 30,75 2,38 30,94 -0,19 | 40,00 5,22 40,00 0,00
Exp 3 25,16 | 31,46 1,94 31,47 1,94 31,16 0,32 40,00 4,57 40,00 0,00
Exp 4 22,47 | 29,36 2,12 29,43 2,14 29,78 -0,34 | 39,92 5,37 40,00  -0,09
Exp 5 22,35 | 31,30 2,75 28,99 2,04 29,04  -0,05 | 40,00 5,43 39,04 0,96

23,25 30,89 2,35 30,16 2,13 30,23  -0,07 39,98 5,15 39,76 0,22

Sobrenadante viral de 48h que contiene particulas virales de chikungunya

Exp 1 16,81 | 25,47 2,66 24,66 2,42 13,83 10,83 | 40,00 7,14 21,11 18,89
Exp 1 (Env) 16,28 | 25,85 2,94 22,34 1,87 14,48 7,86 37,62 6,57 16,05 21,57
Exp 2 16,44 | 25,64 2,83 24,82 2,58 14,39 10,43 | 38,44 6,77 17,46 20,98
Exp 2 (Env) 15,79 | 25,78 3,08 23,25 2,30 14,96 8,29 31,92 4,97 17,61 14,31
Exp 3 17,76 | 26,20 2,60 25,34 2,33 14,87 10,47 | 35,95 5,60 16,90 15,06
Exp 3 (Env) 17,31 | 26,77 2,91 24,10 2,09 15,21 8,89 36,86 6,02 17,22 19,64
Exp 4 16,84 | 25,35 2,62 24,55 2,37 14,18 10,37 | 28,85 3,70 16,24 12,61
Exp 5 17,55 | 25,20 2,35 23,79 1,92 14,04 9,75 32,84 4,70 14,69 18,15

16,84 25,78 2,75 24,11 2,23 14,50 9,61 35,31 5,68 17,16 18,15

Sobrenadante viral de 72h que contiene particulas virales de chikungunya

Exp 2 15,77 | 26,26 3,23 | 23,03 2,23 1642 661 | 3346 698 1865 1981
Exp2(Env) | 1435 | 2490 325 | 21,15 2,09 1683 433 [3523 643 1911 1612
Exp 3 16,37 | 2569 2,87 | 2335 2,15 1649 686 | 3591 6,01 1821 17,70
Exp3(Env) | 1590 | 2556 2,97 | 2239 2,00 1682 557 | 4027 7,50 1887 2141
Exp 4 16,02 | 24,72 2,68 | 2297 2,14 1547 751 | 3161 4,80 17,16 1445
Exp 5 16,10 | 25,65 2,94 | 2324 2,20 1554 7,70 | 3424 558 1634 17,90

15,75 25,46 2,99 22,69 2,13 16,26 6,43 35,95 6,22 18,05 17,90
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3) La digestidn con DNasa es muy similar, aunque ligeramente mas eficiente, en los
sobrenadantes virales que contienen particulas virales de chikungunya y fueron recogidos a las
72h desde la transfeccidn, respecto a los sobrenadantes virales que fueron recogidos a las 48h.
Los sobrenadantes virales de 48h muestran una reduccidon de DNA de 2,75 logio, mientras que
los sobrenadantes virales de 72h muestran una reduccion de DNA de 2,99 logio. El valor de Cq
medio previo al tratamiento con DNasa es de Cq0)-RT = 16,84 y Cq(0)-RT = 15,75, respectivamente.
Esta ligera diferencia en la eficiencia en la digestidon con DNasa podria estar asociada al valor del
Cy de partida, como se ha comentado en el punto 2, o también podria estar asociada al hecho
de que los sobrenadantes virales de 72h presentaron un titulo viral ligeramente inferior
(2,42E+06 copias/pul) respecto a los sobrenadantes virales de 48h (8,28E+06 copias/pl). Los
valores de concentracion de RNA mencionados anteriormente, los cuales no se recogen en la
Tabla 16, fueron calculados a partir de los valores mostrados de Cq2) -RTy Cq2) +RT, tal y como
se describe en el apartado 11.5.

4) Tras aplicar el tratamiento 2 sobre los diferentes tipos de muestra, se observan unos valores
de reduccion del DNA inferiores a los valores observados tras aplicar el tratamiento 1. En la Tabla
16 se muestran los valores de Cq rectificados teniendo en cuenta el factor de concentracion de
0,5 que sufre la muestra durante la digestién con DNasa y el factor de concentracion de 2,8 que
sufre la muestra durante la extraccion de acidos nucleicos (equivalente a un desplazamiento de
1 Cqv 1,49 Cqs, respectivamente, aplicando la ecuacién 2). Debido a que se muestran los valores

corregidos, los valores de Cq(1) -RT y Cq(2) -RT deberian ser coincidentes, sin embargo, el valor de

Cq(2) -RT observado es inferior, lo que indica que una fraccion del DNA presente en el
sobrenadante viral se encuentra “oculta” y Unicamente se visualiza por qPCR si ha tenido lugar
previamente una extraccién de acidos nucleicos.

Esta observacién podria ser justificada por la presencia de DNA en el interior de la particula viral,
pero no es exclusiva de los sobrenadantes que contienen particulas virales, sino que también se
observa en sobrenadantes celulares, aunque en estos ultimos en menor medida. Podria también
este DNA plasmidico estar contenido en exosomas, estructuras similares a los lentivirus, los
cuales comparten la misma ruta de sintesis en el interior celular y son continuamente liberados
por las células.

5) Tras aplicar el tratamiento 3 sobre los diferentes tipos de muestra, la sefial de DNA (Cqs) -RT)
llega a negativizarse casi por completo, ya que se observan valores de Cq muy elevados. En
sobrenadantes celulares de 48h y 72h la reduccion de DNA es de 6,62 logio y 5,15 logio,
respectivamente. En sobrenadantes virales de 48h y 72h la reducciéon de DNA es de 5,68 logio y
6,22 logio, respectivamente. Estos valores difieren de los valores obtenidos tras aplicar el
tratamiento 2, donde se observa una digestion con DNasa notablemente menos eficiente, lo que
sugiere que una fraccidon del DNA presente en el sobrenadante viral no se encuentra accesible
para la DNasa y, Unicamente cuando se realiza una extracciéon de acidos nucleicos, queda
disponible para su digestion. En este caso, se asumiria que el DNA no accesible para la DNasa, si
que estd siendo accesible para la Tag DNA polimerasa, ya que se estd visualizando por gPCR.

La aplicacion del tratamiento 3 en el producto final no es viable ya que el control positivo
desarrollado debe consistir en una particula viral integra (no extraida), pero este tratamiento,
debido a su elevada eficacia en la eliminacion del DNA, fue aplicado en la cuantificacion del RNA
viral por fluorescencia (apartado 111.7.2) y en la cuantificacién del RNA viral por PCR digital.
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V.1.3.1.1 OPTIMIZACION DE LA REACCION DE DIGESTION CON DNASA

Durante los experimentos de tratamiento con nucleasas (apartado V.1.3.1) se describe una
digestion con DNasa menos eficiente sobre un DNA plasmidico contenido en un sobrenadante
celular, donde no hubo formacién de particulas virales, frente a este mismo pldsmido en
solucidn acuosa. Se encuentra descrito en la bibliografia que son varios factores (pH, fuerza
idnica del medio, concentracién de DNA y concentracion de iones divalentes) los que
condicionan la actividad de la DNasa, estando todos ellos interconectados [221].

En primer lugar, con el objetivo de analizar si la eficiencia en la digestion con DNasa disminuia
conforme aumentaba el tiempo de contacto del medio con las células 293T, se diluyd el plasmido
B-CHI1 en 3 medios diferentes: una solucién acuosa, un sobrenadante celular donde no hubo
formacidén de particulas virales y que estuvo en contacto con células 293T durante 72h y un
sobrenadante celular donde no hubo formacidn de particulas virales y que estuvo en contacto
con células 293T durante 7 dias. El plasmido contenido en estos 3 medios fue digerido con DNasa
(NEB) a concentracion 10 U/ml a 37°C durante 3h y posteriormente fue analizado por gqPCR.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 26A, donde se observa que la digestion con
DNasa es notablemente mas desfavorable en el sobrenadante celular de 7 dias, seguido del
sobrenadante de 72h, en comparacién con la digestidon del plasmido en solucidn acuosa. Los
resultados anteriores podrian ser explicados por la presencia en el sobrenadante viral de restos
celulares, por lo que se evalud si la incorporacion de un paso previo, a la digestion con DNasa,
consistente en centrifugar a 500 g y filtrar por 0,45 um el sobrenadante celular de 7 dias,
contribuia a una mejoria en la digestion con DNasa. Los resultados obtenidos en el analisis por
gPCR se muestran en la Figura 26B, donde se observa una digestion con DNasa mas eficiente
cuando se implementan los pasos de centrifugacién vy filtracion previos al tratamiento con
DNasa. Todo ello sugiere la presencia de algin compuesto derivado del cultivo con células 293T
gue afecta negativamente a la reaccion de digestion con DNasa, aunque este no seria el Unico
factor condicionante de la actividad DNasa.
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Figura 26.A. Curvas de amplificacion obtenidas mediante andlisis por gPCR de tres muestras tratadas con DNasa:
pldsmido B-CHI1 diluido en solucion acuosa (verde); este mismo pldsmido diluido en un sobrenadante celular de 72h
(azul claro) y este pldsmido diluido en un sobrenadante celular de 7 dias (marrdn). El control del experimento fue el
pldsmido B-CHI1 diluido en solucion acuosa y no tratado con DNasa (azul oscuro). B. Curvas de amplificacion obtenidas
mediante andlisis por gPCR de dos muestras tratadas con DNasa: pldsmido B-CHI1 diluido en un sobrenadante celular
de 7 dias (marrén) y esta misma muestra centrifugada a 500 g y filtrada por 0,45 um (rojo). Resultados obtenidos en
termociclador AriaMx Real-Time PCR System.
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Se continuaron los experimentos con el objetivo de averiguar cémo el medio condicionaba la
actividad de la DNasa, considerando la dependencia que presenta esta enzima por los iones
divalentes. Se postuld que la eficiencia de la digestidn con DNasa podria estar condicionada por
la disponibilidad de estos iones, los cuales se encontrarian inaccesibles para la DNasa si el medio
en el que se encuentra el DNA que interesa digerir contuviese un agente quelante. Por otra
parte, se encuentra descrito en la bibliografia que el tipo de corte de la DNasa varia en funcién
del ion utilizado, por lo que se analizé la digestién con DNasa de un DNA plasmidico diluido en
diferentes medios y en presencia de diferentes iones divalentes, tal y como se detalla en el
apartado 111.5.1.3.

La eficiencia de la digestién con DNasa del plasmido B-CHI1, contenido en diferentes medios,
ante la presencia de diferentes iones divalentes se evalué por gPCR en términos de
desplazamiento de C,. Las curvas de amplificacion derivadas de estos ensayos se muestran en la
Figura 27.
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Figura 27. Curvas de amplificacion obtenidas mediante andlisis por gPCR en diferentes muestras tratadas con DNasa
en ausencia de iones divalentes (naranja), en presencia del tampdn NEB 1X (rojo), NEB 2X (morado), NEB 4X (azul
claro), Mn 1X (negro), Mn 0,1X (verde) o Mn-Ca 1X (amarillo). Como control se incluyé la muestra correspondiente sin
digerir con DNasa (azul oscuro). Las muestras digeridas fueron el plasmido B-CHI1 contenido en solucién acuosa (A'y
B), este mismo pldsmido en medio DMEM (Cy D) y este pldsmido en un sobrenadante celular de 48h (E y F). Resultados
obtenidos en termociclador AriaMx Real-Time PCR System.

92



RESULTADOS

Por una parte, se observa la digestion completa del pldsmido B-CHI1 en solucién acuosa al
incrementar la concentracion de iones Mg*? y en presencia de iones Mn*? a concentracién 10
mM, ya que se negativiza la sefial de qPCR en presencia de las soluciones NEB 2X, NEB 4X y Mn
1X (Figura 27A y Figura 27B). Por otra parte, se observa un desplazamiento de la sefial de DNA
tras digerir con DNasa el pldsmido B-CHI1 en solucidn acuosa en ausencia de iones divalentes
(Figura 27A), lo que indica que la DNasa puede ejercer parte de su actividad en ausencia de estos
iones. Este desplazamiento de la sefial de DNA tras la digestion con DNasa en ausencia de iones
divalentes aun es mds notable en la digestién del plasmido B-CHI1 contenido en medio DMEM
(Figura 27C); posiblemente se deba a que el medio DMEM presenta en su composicion MgSO4
(a concentracién 0,098 g/L) y, por tanto, hay iones Mg*? disponibles para la actuacién de la
DNasa.

El pldsmido B-CHI1 contenido en medio DMEM exhibe el comportamiento inverso a las
observaciones realizadas en la digestion con DNasa de este mismo plasmido en solucién acuosa,
ya que, el aumento de la concentracién de iones Mg*?, resulta contraproducente para la
eliminaciéon del DNA plasmidico (Figura 27C). Es probable que esto se deba a que el medio
DMEM ya contiene iones Mg*? en su composicidn y, por tanto, la concentracién total de iones
Mg*? se ve incrementada, la cual, por encima de un determinado limite, puede ejercer un efecto
inhibitorio [222]. A su vez, la presencia de iones Mn*? a las concentraciones analizadas resulta
muy desfavorable en la digestién con DNasa del plasmido B-CHI1 contenido en medio DMEM
(Figura 27D). Esto podria ser consecuencia de la interaccion entre los iones Mn*? y algin
componente del medio DMEM, ya que no se repite esta observacion en la digestién con DNasa
del plasmido B-CHI1 en solucién acuosa.

Por ultimo, los resultados obtenidos tras la digestién con DNasa del plasmido B-CHI1 contenido
en un sobrenadante celular de 48h, difieren de los resultados reportados tras la digestién de
este plasmido en solucidn acuosa y medio DMEM. Las condiciones de digestion con DNasa en
ausencia de iones divalentes y con el tampdn NEB 2X no fueron ensayadas en esta muestra, pero
si en experimentos previos donde se demostré una digestion similar sin tampdn de digestion
(ausencia de iones divalentes) y con tampdn NEB 1X, lo que podria ser explicado, como se ha
comentado anteriormente, por la presencia de medio DMEM en el sobrenadante celular. Por
otra parte, en el sobrenadante celular de 48h, la concentracién de iones Mg*2 no parece ser un
factor limitante en la digestién con DNasa puesto que las condiciones NEB 1X y NEB 4X muestran
resultados idénticos (Figura 27E). También se observa que la presencia de iones Mn*2 no
conduce a una mejoria en la reaccidon de digestion del plasmido B-CHI1 contenido en un
sobrenadante celular de 48h. De hecho, cuanto menor es la concentracion de iones Mn*?, mas
se aproximan los resultados a la condicién estandar NEB 1X (Figura 27F).

Los resultados expuestos anteriormente revelan un comportamiento diferencial en la digestion
con DNasa, en funcidon del medio en el que se encuentre contenido el DNA plasmidico que
interesa digerir y en funciéon del tipo de ion divalente disponible para la DNasa. Debido a ello,
queda patente la necesidad de optimizar el tampdn utilizado en la digestién con DNasa en el
mismo medio o un medio analogo sobre el cual se va a aplicar posteriormente el protocolo de
digestion optimizado, ya que el efecto que provoca cada ion sobre la actividad de la enzima es
dependiente de la composicién del medio en el que se encuentra el DNA a digerir. Por tanto, en
este experimento se consideran los resultados obtenidos en la digestion con DNasa del plasmido
B-CHI1 contenido en un sobrenadante celular de 48h, ya que este medio es analogo al
sobrenadante viral que contiene particulas virales, cuya purificacién mediante tratamiento con
nucleasas constituye uno de los objetivos de este proyecto. Los experimentos realizados
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sugieren que las condiciones de digestion con DNasa del plasmido B-CHI1, contenido en un
sobrenadante celular de 48h, en presencia del tampdn NEB 1X (proporcionado por el fabricante)
son 6ptimas. Por este motivo, se descarta la utilizacién de los tampones alternativos analizados
en este estudio, ya que el mayor desplazamiento de la sefial de DNA tras la digestién con DNasa
se observa en la condicién NEB 1X (Figura 27F).

V.1.3.2 TRANSFECCION CON UN PLASMIDO DE EMPAQUETAMIENTO DEFECTIVO PARA LA
RETROTRANSCRIPTASA

Durante los experimentos de tratamiento con nucleasas del sobrenadante viral (apartado
V.1.3.1) se describe una digestién con DNasa muy eficiente al aplicar el tratamiento 3 (Extraccidn
+ DNasa), frente a una digestién menos eficiente cuando se aplica el tratamiento 2 (DNasa +
Extraccion). Estos resultados sugieren que una fraccién del DNA presente en el sobrenadante
viral no se encuentra accesible para la DNasa y, Unicamente cuando se realiza una extraccién de
acidos nucleicos, queda disponible para su digestion con DNasa. Esta observacion apoya la
hipdtesis de Scherr et al. (2001) [218] y Mattiuzzo et al. (2015) [130], quienes postulan la
presencia de cDNA en el interior de las particulas virales y lo asocian a una retrotranscripcion
prematura del RNA viral a cDNA, que tendria lugar en el interior de la particula viral durante el
proceso de empaquetamiento o justo momentos después en su salida al exterior celular, tal y
como se describe en el apartado 11.3.2.2.2.

En el supuesto de que exista cDNA contenido en la particula viral, Kutner et al. (2009) [225]
proponen trabajar con un pldsmido de empaquetamiento RT defectivo para impedir la
retrotranscripcion y, por tanto, la presencia de cDNA en el interior de la particula viral. En este
proyecto se siguidé la estrategia comentada anteriormente, con el objetivo de analizar si se
observaba alguna variacién en la cantidad de DNA remanente, tras la digestion con DNasa y
posterior extraccion de dcidos nucleicos de un sobrenadante viral que contenia particulas virales
RT defectivas. Estas fueron generadas mediante transfeccion con un plasmido de
empaquetamiento defectivo para la retrotranscriptasa (pldasmido de empaquetamiento C
mutado).

Se realizaron dos transfecciones independientes, por una parte, con el plasmido de transferencia
B-CHI2 y el plasmido de empaquetamiento C (condicién control) y, por otra parte, con el
plasmido de transferencia B-CHI2 y el plasmido de empaquetamiento C mutado (condicion RT
defectiva). Los sobrenadantes virales de 48h y 72h se sometieron a los tratamientos 1y 2 (ver
apartado 111.5.1.2) y fueron analizados por gPCR y RT-gPCR. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 17. Los diferentes célculos realizados se contemplan en detalle en el
apartado 1l1.5.
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Tabla 17. Resultados obtenidos por qPCR y RT-qPCR tras aplicar los tratamientos 1 y 2 en sobrenadantes virales
recogidos a las 48h y 72h, que contienen particulas virales de chikungunya salvajes (control) o defectivas para la
retrotranscripcion (RT defectiva), obtenidas por transfeccion con los pldsmidos C y C mutado, respectivamente.
Condiciones especificas de ensayo: extraccion de dcidos nucleicos con QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Vo = 140 ul; V=50
ul). Resultados obtenidos en termociclador AriaMx Real-Time PCR System. Abreviaturas: Sobr.: sobrenadante; Sin trat.:
sin tratamiento; c/ul: copias/ul.

Sin Tratamiento 1 Tratamiento 2
trat. DNasa DNasa + Extraccién
Go S e |G e G s S
Sobr.viral 48h 19,16 | 24,68 1,70 27,62 2,60 1506 12,56  5,28E+06
Sobr.viral RT defectiva 48h 19,66 | 29,54 3,04 29,27 2,96 1653 12,74 1,87E+06
Sobr.viral 72h 17,08 | 25,43 2,57 23,15 1,87 1536 7,79 4,26E+06
Sobr.viral RT defectiva 72h 17,40 | 27,52 3,11 2529 2,43 1656 8,73 1,82E+06

En la Tabla 17 se observa, tras aplicar el tratamiento 1, una reduccién de DNA superior en los
sobrenadantes virales que contienen particulas virales defectivas para la retrotranscriptasa
(3,04 logio en sobrenadante viral de 48h y 3,11 logio en sobrenadante viral de 72h), respecto al
control (1,70 logio en sobrenadante viral de 48h y 2,57 logioen sobrenadante viral de 72h). Esta
reduccion de DNA no se asocia a la posible presencia en la condiciéon control de cDNA en el
interior de la particula viral, puesto que este cDNA Unicamente se visualiza tras el tratamiento
2. Por tanto, estos resultados podrian estar relacionados con el titulo viral ligeramente inferior
alcanzado en la condicidon RT defectiva (1,87E+06 copias/ul en sobrenadante viral de 48h y
1,82E+06 copias/ul en sobrenadante viral de 72h), respecto al control (5,28E+06 copias/ul en
sobrenadante viral de 48h y 4,26E+06 copias/ul en sobrenadante viral de 72h). De confirmarse
esta observacidn, la eficiencia en la digestién con DNasa seria inversamente proporcional a la
concentracién de particulas virales del medio sobre el cual se aplica el tratamiento con DNasa.

EnlaTabla 17 se observa, tras aplicar el tratamiento 2, un incremento significativo en la cantidad
de DNA, tanto en la condicién control de 72h (paso de Cq1)-RT = 25,43 a Cq(2)-RT = 23,15) como
en la condiciéon RT defectiva de 72h (paso de Cq1)-RT = 27,52 a Cq2)-RT = 25,29). Sin embargo, no
se repite la misma observacidén en los sobrenadantes virales de 48h, sin encontrar explicacion
aparente, especialmente en la condicion control donde la seiial de DNA se retrasa entre los
tratamientos 1y 2, lo que indica una pérdida de DNA tras la extraccion de acidos nucleicos.
Considerando los resultados obtenidos a las 72h, o bien el incremento en la cantidad de DNA,
tras la extraccion de acidos nucleicos, no se debe a la presencia de cDNA en el interior de la
particula viral o la mutagénesis dirigida, realizada sobre el plasmido de empaquetamiento C, no
ha conducido a la anulacién completa de la actividad RT. Para confirmar este ultimo supuesto
podria analizarse la actividad RT mediante infeccién de un cultivo de células 293T con particulas
virales infectivas (con proteina de envuelta) y tedricamente defectivas para la
retrotranscriptasa. De este modo, si las particulas virales analizadas presentan una anulacién
completa de la actividad RT, no convertiran el RNA viral en cDNA en el interior de la célula
infectada y, por tanto, no tendrd lugar la integracion del cDNA en el genoma celular, por lo que
no le conferiran la resistencia a puromicina a las células infectadas. Por tanto, Unicamente si la
particula viral analizada presenta actividad RT, las células infectadas crecerdn en un medio
suplementado con puromicina.
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V.1.3.3 PURIFICACION POR ULTRACENTRIFUGACION DEL SOBRENADANTE VIRAL

V.1.3.3.1 ULTRACENTRIFUGACION EN UNA SOLUCION DE SACAROSA

Se aplicd la ultracentrifugacién en una solucién de sacarosa, siguiendo los protocolos A y B
(detallados en el apartado 111.5.2.1), con el objetivo de eliminar del sobrenadante viral ciertas
sustancias inhibitorias, que podrian estar condicionando la actividad de la DNasa, o diferentes
complejos en los que podria estar presente el DNA plasmidico inaccesible para la DNasa.

El objetivo perseguido en la ultracentrifugacién de los sobrenadantes virales es lograr una
separacion completa del DNA respecto a las particulas virales, quedando el DNA en el
sobrenadante y las particulas virales en el pellet obtenido tras la ultracentrifugacién, o bien
lograr una separacion de ciertas sustancias que puedan estar afectando a la actividad de la
DNasa. De este modo, en el supuesto de encontrar DNA en el precipitado, este seria digerido
con facilidad.

Las muestras centrifugadas mediante el protocolo A consistieron en, por una parte, el plasmido
de transferencia A contenido en un sobrenadante celular que estuvo en contacto con células
293T durante 48h, pero donde no hubo formacién de particulas virales; y, por otra parte, un
sobrenadante viral recogido a las 48h que contenia particulas virales de EGFP. La muestra
ultracentrifugada mediante el protocolo B consistié en ese mismo sobrenadante viral de 48h
gue contenia particulas virales de EGFP. Los resultados obtenidos tras su analisis por qPCR y RT-
gPCR se muestran en la Tabla 18 y los diferentes calculos realizados se contemplan en detalle
en el apartado IIl.5. En la Tabla 18 se presentan los valores de Cq rectificados teniendo en cuenta
el factor de concentracién de 20 y 13,5 que sufrieron las muestras tras aplicar el protocolo A de
centrifugacion y el protocolo B de ultracentrifugacion (ver Tabla 6), respectivamente. Ademas
de considerar el factor de concentracidn asociado a los tratamientos 1y 2, tal y como se indica
en el apartado III.5. Los factores de concentracién 20y 13,5 equivalen (aplicando la ecuacién 2)
a una diferencia de Cq entre la muestra ultracentrifugada frente a esta misma muestra sin
ultracentrifugar de 4,34 Cqs y 3,77 Cqs, respectivamente.

Tabla 18. Resultados obtenidos por qPCR y RT-qPCR tras aplicar los tratamientos 1 y 2 sobre diferentes tipos de
muestra no ultracentrifugadas o ultracentrifugadas siguiendo los protocolos A o B. Condiciones especificas de ensayo:
extraccion de dcidos nucleicos con QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Vo = 140 ul; Vs= 50 pl). Resultados obtenidos en
termociclador AriaMx Real-Time PCR System. Abreviaturas: Sobr.: sobrenadante; Sin trat.: sin tratamiento; ¢/ul:
copias/ul.

Tratamiento 1 Tratamiento 2
DNasa DNasa + Extraccion

Sin trat.

Protocolo ultra-
centrifugacién | Cqi0) | Cqp) logio Ca2) logso Ca2) ACy) Concentracién

-RT -RT -RT +RT RNA (c/ul)

Sobrenadante celular | No centrifugado | 22,37 |33,44 3,31 [32,30 2,97 32,10 0,20 3,31E+01
de 48h que contiene el
plasmido A A 29,23 [36,20 2,08 [3600 202 3573 027  3,60E+00

Sobr. viral de 48h que | No centrifugado | 19,76 |25,88 1,83 [2508 1,59 16,22 8,86 1,43E+07
contiene particulas
virales de EGFP A 22,16 2555 1,01 |2643 1,28 17,44 8,99 6,17E+06

Sobr. viral de 48h que | No centrifugado | 21,05 | 26,61 1,66 |[26,06 1,50 16,67 9,39 1,05E+07
contiene particulas
virales de EGFP B 2456 [27,78 0,96 [31,25 2,00 26,16 5,09 1,49E+04
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Se puede observar en los resultados recogidos en la Tabla 18 que, tanto la centrifugacién
mediante el protocolo A, como la ultracentrifugacién mediante el protocolo B conducen a la
eliminacion de una fraccién del DNA plasmidico presente en el sobrenadante celular o viral. Se
observa una disminucion en la sefial de DNA de Cq)-RT = 22,37 a 29,23, tras centrifugar un
sobrenadante celular siguiendo el protocolo A; una disminucién de Cq(0)-RT = 19,76 a 22,16, tras
centrifugar un sobrenadante viral siguiendo el protocolo A; y una disminucién de Cq)-RT =21,05
a 24,56, tras ultracentrifugar un sobrenadante viral siguiendo el protocolo B. La fraccion de DNA
que se visualiza por qPCR es aquella que precipita junto con las particulas virales, por lo que los
resultados anteriores muestran que la aplicacién de los protocolos A y B no conduce a la
eliminacion completa del DNA.

Ademas, estos protocolos tampoco conducen a una digestién con DNasa mas eficiente de la
fraccion de DNA que ha precipitado, ya que la reduccion de DNA (logio) observada en los
tratamientos 1y 2 es inferior en las condiciones con (ultra)centrifugacion, respecto al control.
Estos resultados podrian ser explicados por la diferencia en el Cq de partida (ver apartado
V.1.3.1), ya que en la condicién control el valor de Cq0)-RT es notablemente inferior que el valor
de Cq0)-RT de las condiciones con (ultra)centrifugacion. Segun esta suposicion en la condicidn
control habria una mayor cantidad de DNA libre, aunque la misma cantidad de DNA inaccesible
para la DNasa, respecto a las condiciones con (ultra)centrifugacion, ya que en estas ultimas la
fraccién de DNA eliminada durante la ultracentrifugacidon seguramente corresponda con DNA
libre. También podria ocurrir que la digestidn con DNasa sea menos eficiente en las condiciones
con (ultra)centrifugacion debido a la presencia de algin compuesto que afecte negativamente
a la actividad de la DNasa y co-precipite con las particulas virales. De este modo, su
concentracién seria mayor en los sobrenadantes (ultra)centrifugados, conduciendo a una
disminucién de la eficiencia en la digestién con DNasa.

Por otra parte, se monitorizé la seial de RNA con el objetivo de analizar si la totalidad de las
particulas virales habian precipitado tras la (ultra)centrifugacion. En primer lugar, se confirmé la
ausencia de RNA viral y, por tanto, de particulas virales en el sobrenadante celular, ya que se
observaron unos valores de ACq2)y concentracién de RNA préximos a cero. En segundo lugar, se
analizo la presencia de RNA en los sobrenadantes virales, observdndose una concentracién de
RNA ligeramente inferior tras aplicar el protocolo A de centrifugaciéon (6,17E+06 copias/pl),
respecto al control (1,43E+07 copias/ul), y una concentracion de RNA muy inferior tras aplicar
el protocolo B de ultracentrifugacién (1,49E+04 copias/ul), respecto al control (1,05E+07
copias/ul). Esta disminucion de 3 dérdenes de magnitud en la concentracion de RNA, tras la
ultracentrifugacion mediante el protocolo B, sugiere que una fraccidn significativa de RNA viral
no esta precipitando. El RNA viral no precipitado podria ser consecuencia de que un porcentaje
de las particulas virales se hubiese lisado durante el proceso de ultracentrifugacién y, de este
modo, se habria liberado al exterior el RNA viral. Este RNA libre, no contenido en la particula
viral, presentaria una densidad diferente y no precipitaria tras la ultracentrifugacidon en una
solucién de sacarosa.

La posibilidad de que ocurra la lisis de las particulas virales durante el proceso de
ultracentrifugacion ha sido reportada en la bibliografia, donde ademads se atribuye una
resistencia a la lisis por ultracentrifugacion diferente en funcion de la proteina de envuelta que
presente la particula viral. Es el caso de las particulas virales pseudotipadas con la proteina de
envuelta VSV-G, las cuales muestran una mayor estabilidad durante su purificacién [191, 198,
199]. En este proyecto se prescindio de la proteina de envuelta VSV-G para garantizar la no
infectividad de las particulas virales. Las observaciones anteriores concuerdan con el hecho de
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no observar pérdida significativa del RNA viral tras la centrifugacién mediante el protocolo A, lo
gue podria ser explicado porque este protocolo es mucho menos agresivo, ya que la velocidad
de centrifugacidon es muy inferior (10.000 g), respecto al protocolo B (82.700 g). Aunque la
pérdida de RNA viral durante el proceso de ultracentrifugacién fuese minima, los protocolos de
(ultra)centrifugacion Ay B no parecen ser una opcion factible para lograr la separacion total del
DNA vy las particulas virales, asi como tampoco parecen contribuir a una digestion con DNasa
mas eficiente del DNA remanente.

V.1.3.3.2 ULTRACENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE VELOCIDAD

Teniendo en cuenta los resultados poco favorables obtenidos durante la purificacion de
particulas virales mediante ultracentrifugacion del sobrenadante viral en una solucién de
sacarosa (apartado V.1.3.3.1), se considerd la posibilidad de que el DNA inaccesible para la
DNasa estuviese contenido en exosomas. Estas estructuras Unicamente pueden ser separadas
de las particulas virales de forma eficaz mediante ultracentrifugacion en gradiente de velocidad,
y no en gradiente de densidad, tal y como se describe en el apartado 111.5.2.2. Debido a ello, se
analizé la ultracentrifugacion en gradiente de velocidad mediante el reactivo Optiprep™
(compuesto por 60% de iodixanol), de un sobrenadante viral de 72h que contenia particulas
virales de EGFP, siguiendo los protocolos Cy D (detallados en el apartado 111.5.2.2).

Tras la ultracentrifugacion se recogieron diferentes fracciones y, previamente a su analisis por
gPCR y RT-gPCR, se sometieron a digestion con DNasa, seguida de extraccion de acidos
nucleicos. El nUmero esperado de fracciones seria 11 (atendiendo a los protocolos descritos en
el apartado 111.5.2.2). Sin embargo, en algunos casos no fue posible asegurar la recogida de 11
fracciones y este nimero varié en el rango de 10-13 fracciones recogidas, con pequefias
variaciones de volumen entre ellas. Segun el fabricante de Optiprep™ las particulas virales
deberian situarse en la tercera fraccion inferior del gradiente.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 28A, donde se representa la cantidad de RNA
viral (ACq(2), valor calculado siguiendo la ecuacion 10) en cada una de las fracciones resultantes
de la ultracentrifugacion del sobrenadante viral (siguiendo los protocolos C1, C2, D1 o D2).
Cuando la grafica alcanza su maximo es indicativo de una elevada concentracidn de RNA viral en
esa fraccién y, por consiguiente, seria esperable que de una elevada concentracién de particulas
virales. Los resultados mostrados en la Figura 28A indican que tras aplicar la ultracentrifugacion
en rotor oscilante (protocolos D1y D2, lineas naranja y roja) las particulas virales se localizan en
fracciones intermedias, mientras que tras aplicar la ultracentrifugacién en rotor fijo (protocolos
Cly C2, lineas verde y morada) las particulas virales se concentran en las fracciones finales.

La grafica asociada al protocolo D1 (linea naranja) destaca frente al resto, ya que tras aplicar
este protocolo de ultracentrifugacion se observa que la gran mayoria del RNA viral se encuentra
localizado en unas fracciones concretas y, ademas, el maximo de ACq(z) se localiza en la fraccion
8 de este gradiente, lo que indica un mayor contenido de RNA viral. Debido a ello en la Figura
28B se representan Unicamente los resultados tras la ultracentrifugacién siguiendo el protocolo
D1. Se muestra para cada fraccion el contenido de RNA (ACq(2), linea naranja), el desplazamiento
de Cy de la sefial de DNA tras digerir con DNasa cada fraccidn (Cq(1)- Cq(0), linea azul)y la diferencia
en el valor de C,0bservado entre los tratamientos DNasa y DNasa + Extraccion (Cq1)- Cq2), linea
gris). Este ultimo valor refleja la cantidad de DNA que se encuentra “oculta” y solo se visualiza
una vez realizada la extraccion de acidos nucleicos.
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Figura 28. A. Sefial de RNA (ACqz)) en cada una de las fracciones recogidas tras la ultracentrifugacién de un
sobrenadante viral de 72h que contenia particulas virales de EGFP, siguiendo los protocolos de ultracentrifugacion C1
(verde), C2 (morado), D1 (naranja) o D2 (rojo). Previo al andlisis por gPCR y RT-gPCR las fracciones fueron digeridas
con DNasa y extraidas. B. Resultados derivados del andlisis por gPCR y RT-gPCR de un sobrenadante viral de 72h, que
contenia particulas virales de EGFP y fue ultracentrifugado siguiendo el protocolo D1. Las fracciones recogidas fueron
digeridas con DNasa y extraidas. Se muestra la sefial de RNA (ACy2), naranja), la eficiencia en la digestion con DNasa
(Cq(1)- Cqro), azul) y el DNA “oculto” liberado tras la extraccion de dcidos nucleicos (Cq1) - Cq(2), gris), para cada una de
las fracciones recogidas. Condiciones especificas de ensayo: digestion con DNasa (NEB) a concentracién 50 U/ml a
37°C durante 1h y extraccion de dcidos nucleicos con Maxwell® RSC Viral Total Nucleic Acid Purification Kit (Vo = 200
ul; Vs =100 pl). Resultados obtenidos en termociclador AriaMx Real-Time PCR System.

Se observa claramente como la digestién con DNasa es mas eficaz en las primeras fracciones,
donde no hay apenas particulas virales y, a medida que aumenta el contenido de RNA viral (linea
naranja en Figura 28B), disminuye el rendimiento de la digestidon con DNasa (linea azul en Figura
28B). Por otra parte, las lineas azul y gris (Figura 28B) muestran un comportamiento muy similar.
En las primeras fracciones donde se observa un mayor desplazamiento de Cq tras la digestion
con DNasa (linea azul), son también las fracciones donde se encuentra mas DNA “oculto” (linea
gris). Esta ultima asociacién refleja la necesidad de analizar siempre la cantidad de DNA “oculto”,
puesto que un mayor desplazamiento de Cq tras la digestion con DNasa no siempre es indicativo
de un mayor rendimiento en la digestion, puede estar asociado a DNA “oculto” o a inhibicidn
parcial de la reaccion gPCR.

Los resultados mostrados en la Figura 28B se recogen a su vez en la Tabla 19, en la cual se
establece una comparativa respecto a los resultados obtenidos en el mismo sobrenadante viral
sin ultracentrifugar. Los diferentes calculos realizados se contemplan en detalle en el apartado
IIl.5. Se debe tener en cuenta en la comparativa que el sobrenadante viral no se concentrd ni
diluyé durante el proceso de ultracentrifugacion puesto que se partié de un volumen inicial de
1 ml de sobrenadante viral y se recogieron fracciones de este mismo volumen.

Se puede observar en la Tabla 19 que tras la ultracentrifugacidn del sobrenadante viral,
siguiendo el protocolo D1, el DNA no se localiza en una Unica o varias fracciones, sino que se
encuentra repartido a lo largo de todo el gradiente. Este DNA muestra un comportamiento
diferencial, tras aplicar los tratamientos 1y 2, en funcién de la fraccion en la que se encuentre.
En las 5 primeras fracciones la reduccion del DNA tras el tratamiento 1 es superior al resto de
fracciones, pero también se observa una mayor cantidad de “DNA oculto” (Cqa)- Cqz)), que
conduce a un valor de reduccién de DNA (logi) inferior en el tratamiento 2, respecto al
tratamiento 1. Sin embargo, en las 7 ultimas fracciones el valor de reduccién de DNA es superior
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en el tratamiento 2, respecto al tratamiento 1, ya que no hay “DNA oculto”, es decir, DNA que
Unicamente se visualice tras la extraccidn de estas fracciones.

Tabla 19. Resultados obtenidos por gPCR y RT-qPCR tras aplicar los tratamientos 1 y 2 en un sobrenadante viral
recogido a las 72h, que contiene particulas virales de EGFP y no fue ultracentrifugado; y en este mismo sobrenadante
viral ultracentrifugado siguiendo el protocolo D1. Condiciones especificas de ensayo para el sobrenadante viral no
ultracentrifugado: digestion con DNasa (NEB) a concentracion 50 U/ml a 37°C durante 3h y extraccion de dcidos
nucleicos con QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Vo = 140 ul; Vs = 50 ul). Condiciones especificas de ensayo para el
sobrenadante viral ultracentrifugado: digestion con DNasa (NEB) a concentracion 50 U/ml a 37°C durante 1h y
extraccion de dcidos nucleicos con Maxwell® RSC Viral Total Nucleic Acid Purification Kit (Vo = 200 ul; Vy = 100 pl).
Resultados obtenidos en termociclador AriaMx Real-Time PCR System. Abreviaturas: Sin trat.: sin tratamiento; ¢/ul:
copias/ul.

Sin trat. Tratamiento 1 Tratamiento 2’

Protocolo ultra- DNasa DNasa + Extraccion

centrifugacion (E;(_:_J) (EqR('Il') logio (EqR(_Iz_) logio i‘:::_) AC,(2) co;Nc:n(':/a::)é i
No ultracentrifugado 19,10 27,20 2,42 24,29 1,55 17,79 6,50 4,80E+06
D1; Fraccién 1 22,93 | 36,79 4,14 33,00 3,01 30,85 2,15 4,70E+02
D1; Fraccién 2 19,91 | 32,50 3,76 31,90 3,58 28,44 3,46 2,90E+03
D1; Fraccién 3 20,70 | 33,53 3,83 31,78 3,31 2821 3,57 3,42E+03
D1; Fraccién 4 22,42 | 33,46 3,30 30,93 2,54 27,26 3,67 6,62E+03
D1; Fraccién 5 24,26 | 31,69 2,22 31,34 2,12 26,41 4,93 1,25E+04
D1; Fraccién 6 24,40 | 30,33 1,77 31,86 2,23 24,43 7,43 5,01E+04
D1; Fraccién 7 24,13 | 2832 1,25 31,11 2,09 23,81 7,30 7,68E+04
D1; Fraccién 8 22,99 | 27,37 1,31 30,38 2,21 21,74 8,64 3,20E+05
D1; Fraccién 9 22,83 | 2691 1,22 29,73 2,06 22,30 7,43 2,17E+05
D1; Fraccién 10 23,64 | 2851 1,46 31,00 2,20 23,70 7,30 8,28E+04
D1; Fraccién 11 2433 | 27,46 0,94 29,82 1,64 2393 589 6,99E+04
D1; Fraccién 12 23,65 | 27,57 1,17 28,00 1,30 2452 3,48 4,31E+04

La presencia de particulas virales se encuentra principalmente localizada en las fracciones 8 y 9,
donde se observa una concentracion de 3,20E+05 copias/ul y 2,17E+05 copias/ul,
respectivamente. Estos valores son notablemente inferiores a la concentracién de 4,80E+06
copias/ul, obtenida en el sobrenadante viral no ultracentrifugado. Sin embargo, se observan tras
aplicar el tratamiento 2 en las fracciones 8 y 9 unos valores de reduccién del DNA de 2,21 logio
y 2,06 logio, los cuales son superiores al valor de reduccién de DNA de 1,55 logio observado en
el sobrenadante viral no ultracentrifugado. Segun la hipdtesis planteada, tras la
ultracentrifugacion en gradiente de velocidad, los exosomas se encontrarian principalmente en
las primeras fracciones y las particulas virales en las fracciones intermedias-finales, lo que
explicaria la diferencia en el comportamiento de las 5 primeras fracciones. Debe, por tanto,
analizarse la presencia de exosomas en cada una de las fracciones, para averiguar, en primer
lugar, si estos estan presentes en el sobrenadante viral y, en segundo lugar, si se ha logrado una
correcta separacion de exosomas y particulas virales mediante ultracentrifugacién en gradiente
de velocidad. De cualquier modo, se deben seguir analizando diferentes estrategias de
purificacidn de las particulas virales, ya que en ningun caso se ha logrado la eliminacion completa
del DNA presente en el sobrenadante viral.

100



RESULTADOS

V.1.3.3.2.1 IDENTIFICACION DE EXOSOMAS EN EL SOBRENADANTE VIRAL

En este proyecto se analizd la presencia de exosomas en diferentes medios mediante la
deteccién de la enzima AChE aplicando la reaccidon de Ellman [232], siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 111.5.2.3. La presencia de exosomas en un cultivo celular tiene dos
origenes principales: el suero fetal bovino, en el cual la presencia de exosomas estd ampliamente
descrita [253-255], y las células, las cuales secretan exosomas en un numero que varia en
funcidn del tipo celular [226, 256]. Debido a ello se analizé la presencia de AChE en los siguientes
medios:

-Suero fetal bovino

-Medio DMEM completo: utilizado de forma rutinaria durante el mantenimiento de las células
293T y compuesto por DMEM + SFB 5% + Ab 1x. Una descripcion mas detallada se muestra en
el apartado 111.4.1.

-Medio DMEM completo en el cual se reemplazé el SFB por otros reactivos analogos: CB0O5 o
CDM-HD, cuya composicion se detalla en el apartado 111.4.1.

-Sobrenadante celular que estuvo en contacto con las células 293T durante 16h, 48h y 72h, pero
donde no hubo formacién de particulas virales, ya que no se transfectaron las células 293T.

-Sobrenadante viral recogido a las 16h, 48h y 72h después de la transfeccidn con el plasmido de
transferencia Ay el plasmido de empaquetamiento C en células 293T cultivadas en los siguientes
medios: DMEM + SFB 5% + Ab 1x, DMEM + CBO5 5% + Ab 1x, DMEM + CDM-HD 5% + Ab 1xy
OptiMEM. En estos medios se produjo la formacién de particulas virales de EGFP.

Los resultados obtenidos tras aplicar la reaccién de Ellman en diferentes medios y
posteriormente realizar la lectura de absorbancia a 405 nm se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Resultados de absorbancia leida a 405 nm tras aplicar la reaccién de Ellman en diferentes medios, algunos
de los cuales estuvieron 16h, 48h y 72h en contacto con las células 293T.

Tiempo de contacto del
medio con las células 293T
16h | 48h | 72h
Suero Fetal Bovino (SFB) 2,2
Medio DMEM completo: DMEM + SFB 5% + Ab 1x 3,3
DMEM + CBO5 5% + Ab 1x 0,1
DMEM + CDM-HD 5% + Ab 1x 0,1
Sobrenadante celular 3,3 3,2 3,2
Sobrenadante viral en DMEM + SFB 5% + Ab 1x 3,3 3,3 2,9
Sobrenadante viral en DMEM + CBOS5 5% + Ab 1x 0,2 0,1 0,1
Sobrenadante viral en DMEM + CDM-HD 5% + Ab 0,2 0,1 0,1
1x
Sobrenadante viral en OptiMEM 0,1 0,0 0,0

Se observa que la principal fuente de AChE vy, probablemente de exosomas, procede del suero
fetal bovino, ya que la absorbancia de este medio es de 2,2, mientras que la absorbancia de
medios carentes de SFB, como CBO5 o CDM-HD, se sitla préxima a cero. Por otra parte, las
células 293T no parecen contribuir a la cantidad final de exosomas, ya que ninguno de los medios
que estuvieron en contacto con las células 293T, independientemente de si estas fueron
transfectadas o no, muestran valores de absorbancia superiores al medio DMEM completo, que
contiene SFB y no ha estado en contacto con las células 293T.
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De acuerdo con la bibliografia seria esperable que el valor de absorbancia fuese aumentando
conforme aumenta la cantidad de células y el tiempo de contacto del medio con las células, pero
el valor de absorbancia observado no difiere significativamente entre los tiempos de 16h, 48hy
72h de contacto con las células 293T. Los resultados obtenidos podrian indicar que la cantidad
de exosomas secretada por las células 293T es mucho menor que la cantidad de exosomas
presentes en el SFB o que los exosomas secretados por las células 293T carecen del marcador
AChE. Para confirmar esta ultima hipdtesis deberia analizarse la presencia de exosomas
mediante un marcador especifico diferente de AChE, como podria ser el marcador CD63.

En el caso de que el marcador AChE pudiese ser considerado como un marcador especifico vy,
por tanto, se confirmase que las células 293T no estan secretando exosomas al medio, los
exosomas y las particulas virales no estarian compartiendo ruta de sintesis en el interior celular
Yy, por tanto, seria improbable que los exosomas incorporasen DNA plasmidico o RNA viral en su
interior. En este supuesto, la via mas probable de incorporacién del DNA en el interior de
exosomas tendria lugar en el exterior celular.

Por este motivo, se analizaron diferentes modificaciones del proceso de transfeccién orientadas
a eliminar los exosomas presentes en el suero fetal bovino o cualquier sustancia que pudiera
estar interfiriendo en la eliminacién del DNA plasmidico. Los resultados de estos experimentos
se muestran en el siguiente apartado V.1.3.4.

V.1.3.4 MODIFICACION DEL PROCESO DE TRANSFECCION

V.1.3.4.1 TRANSFECCION EN MEDIO LIBRE DE SUERO FETAL BOVINO

La formacion de particulas virales en ausencia de suero fetal bovino se ha descrito en la
bibliografia, especialmente en ensayos de terapia génica donde el objetivo es reducir la
respuesta inmunoldgica en el paciente. Reiser (2000) [257] y Kuroda et al. (2009) [258] utilizan
el medio de cultivo UltraCulture, Geraerts et al. (2005) [259] emplean OptiMEM suplementado
con Glutamax y Ausubel et al. (2012) [193] utilizan medio DMEM. Todos ellos reportan titulos
virales similares entre las transfecciones realizadas en presencia y ausencia de SFB.

Tras tener indicios de la presencia de exosomas en el SFB, debido a la presencia de AChE
reportada en el apartado V.1.3.3.2.1, se planted en este estudio la generacién de particulas
virales en diferentes medios libres de SFB. De este modo, fue posible analizar si la ausencia de
SFB contribuia a una eliminaciéon mas eficiente del DNA plasmidico.

Se realizaron 4 transfecciones independientes con el plasmido de transferencia A y el plasmido
de empaquetamiento C:

- Transfeccidn control: medio de cultivo DMEM completo (ver apartado 111.4.1)

- 3transfecciones en medios libres de SFB (OptiMEM; DMEM + CBO5 5% + antibidtico 1x
y DMEM + CDM-HD 5% + antibidtico 1x). La composicidn de los medios CBO5 y CDM-HD
se contempla en el apartado I1.4.1.

Los sobrenadantes virales de los diferentes experimentos de transfeccion, que fueron recogidos
alas48hy 72h, se sometieron a los tratamientos 1y 2, descritos en el apartado 111.5.1.2, y fueron
analizados por qPCR y RT-qPCR. Los resultados de este andlisis se muestran en la Tabla 21 y los
diferentes calculos realizados se contemplan en detalle en el apartado IIl.5.

Tabla 21. Resultados obtenidos por gqPCR y RT-qPCR tras aplicar los tratamientos 1 y 2 en sobrenadantes virales
recogidos a las 48h y 72h, que contienen particulas virales de EGFP obtenidas por transfeccion en diferentes medios.
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Condiciones especificas de ensayo: extraccion de dcidos nucleicos con Maxwell® RSC Viral Total Nucleic Acid
Purification Kit (Vo = 200 pul; Vs = 200 pl). Resultados obtenidos en termociclador AriaMx Real-Time PCR System.
Abreviaturas: Sobr.: sobrenadante; Sin trat.: sin tratamiento; c/ul: copias/ul.

Sin trat Tratamiento 1 Tratamiento 2
: DNasa DNasa + Extraccion
Cq(0) Ca2) Ca2) Ca2) Concentracién
lo q lo AC

RT -RT e RT 10 RT a(2) RNA (c/pl)
Sobr. viral 48h
DMEM completo 20,66 | 23,70 0,91 2548 1,44 1556 9,92 2,25E+07
Sobr. viral 48h
OPtIMEM 1802 | 22,00 1,19 2514 2,3 1572 9,42 2,02E+07
zgzrs' viral 48h 1444 | 32,15 5,29 31,60 513 2633 527 1,33E+04
Sobr. viral 48h
CDM-HD 14,06 33,68 5,86 32,09 539 2793 4,16 4,28E+03
Sobr. viral 72h 20,05 | 2524 1,55 2399 1,18 17,14 685 7,56E+06
DMEM completo
Sobr. viral 72h
OptIMEM 17,81 | 24,18 1,90 2529 2,23 1673 856 1,01E+07
Z:z;' viral 72h 1814 | 32,39 4,26 31,55 4,01 2382 7,73 7,64E+04
Sobr. viral 72h
CDM-HD 17,65 | 30,75 3,91 2896 3,38 2547 3,50 2,25E+04

Se observa una reduccién del DNA plasmidico mucho mas eficiente en los medios que contienen
CBO5 (5,29 logio en sobrenadante de 48h y 4,26 logio en sobrenadante de 72h) y CDM-HD (5,86
logio en sobrenadante de 48h y 3,91 logio en sobrenadante de 72h), frente a OptiMEM (1,19
logio en sobrenadante de 48h y 1,90 logio en sobrenadante de 72h) y DMEM completo (0,91
logio en sobrenadante de 48hy 1,55 logio en sobrenadante de 72h). La similitud en los resultados
de transfeccion en medio OptiMEM (ausencia de SFB) y en medio DMEM completo (contiene
SFB a concentracion final 5%) sugieren que la presencia de SFB no esta condicionando la
actividad de la DNasa. El factor condicionante de la actividad DNasa podria ser la concentracion
de particulas virales (ver apartado V.1.3.2), ya que el titulo viral de los sobrenadantes de 48h en
DMEM completo (2,25E+07 copias/ul) y OptiMEM (2,02E+07 copias/ul) es de 3-4 6rdenes de
magnitud superior al titulo viral obtenido en los medios CBO5 (1,33E+04 copias/ul) y CDM-HD
(4,28E+03 copias/ul). En los sobrenadantes de 72h se repite esta observacién con una diferencia
de 2-3 érdenes de magnitud. El titulo viral inferior observado en los medios que contenian CB0O5
y CDM-HD podria ser debido a que se observd que las células 293T crecian con dificultad en
estos medios, a pesar de haber realizado sucesivos pases a diferentes concentraciones de estos
reactivos para la adaptacion de las células 293T al nuevo medio.

Se concluyen en este punto las diferentes estrategias abordadas para la purificacion de las
particulas virales, cuyo desarrollo reveld la complejidad en la eliminacién completa del DNA
presente en el sobrenadante viral. Se logré alcanzar una reduccion del DNA superior al 98,6%,
mediante la digestion con DNasa del sobrenadante viral. Los resultados obtenidos durante la
purificacién de las particulas virales sugieren que la digestién incompleta del DNA podria estar
condicionada por multiples factores: el medio en el que se encuentra el DNA (apartado
V.1.3.1.1), la presencia de exosomas (apartado V.1.3.3) o la concentracion de particulas virales
presentes en el medio (apartados V.1.3.2 y V.1.3.4.1).

Como consecuencia de la aparicidn del virus SARS-CoV-2 y la crisis sanitaria que se desencadend
a nivel mundial, se priorizé la elaboraciéon de un control positivo de SARS-CoV-2, para la
monitorizacién completa de ensayos de RT-qPCR, frente a dar continuidad a los experimentos
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de purificacién de particulas virales. Debido a ello, con el objetivo de eliminar el DNA remanente,
se aplicé una dilucién del sobrenadante viral en la cual la cantidad de DNA se encontrase por
debajo del limite de deteccidn de la técnica de RT-qPCR. Para la elaboracidn del control positivo
de SARS-CoV-2, y de otros virus causantes de patologia en humanos, se empleé el sistema de
generacion de particulas virales que habia sido previamente desarrollado y optimizado en este
proyecto para la elaboracién de un control positivo del virus chikungunya. Los resultados
relativos a la elaboracidon de una coleccidon de particulas virales recombinantes de RNA se
describen en el siguiente apartado V.2.
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V.2 ELABORACION DE UNA COLECCION DE PARTICULAS VIRALES
RECOMBINANTES DE RNA Y VALIDACION PARA SU USO COMO CONTROL
POSITIVO DE ENSAYOS RT-QPCR

En este apartado se exponen los resultados derivados de implementar un sistema optimizado
de generacion in vitro de particulas virales recombinantes de RNA, cuyo desarrollo queda
detallado en el apartado V.1, para la elaboraciéon de una coleccién de controles positivos de
ensayos de RT-gPCR.

V.2.1 SELECCION DE LOS VIRUS SOBRE LOS QUE IMPLEMENTAR UN SISTEMA DE
GENERACION /N VITRO DE PARTICULAS VIRALES RECOMBINANTES DE RNA

La seleccidon de los virus a incluir en la coleccién de controles positivos, para la monitorizacién
completa del proceso de RT-gPCR, se realizd de acuerdo con las necesidades del mercado y
atendiendo a los siguientes criterios: escasa disponibilidad de muestras clinicas si se trata de
patdgenos emergentes, exoticos y/o endémicos, dificultad técnica de su cultivo o necesidad de
instalaciones de alto nivel de bioseguridad para su manipulacién. Teniendo en cuenta lo
anterior, los virus seleccionados para el desarrollo de un control positivo fueron el virus SARS-
CoV-2, debido a su reciente aparicién y a la crisis sanitaria desencadenada a nivel mundial; y
otros virus causantes de afeccidn respiratoria: virus respiratorio sincitial, virus de influenza Ay
virus de influenza B, debido a las necesidades del mercado, por su elevada prevalencia [260].
Por los motivos anteriormente comentados, se priorizd el desarrollo de estos disefios frente al
disefio del virus chikungunya, con el cual se realizaron los experimentos de desarrollo y
optimizacion del sistema. A continuacién, se resumen brevemente las caracteristicas del
genoma de cada uno de los virus considerados en este proyecto.

V.2.1.1 VIrRus SARS-CoV-2

El virus SARS-CoV-2 es un virus envuelto perteneciente al género Betacoronavirus, dentro de la
familia Coronaviridae. A este mismo género pertenecen los virus SARS-CoV y MERS-CoV,
respecto a los cuales SARS-CoV-2 presenta una homologia del 80% y 50%, respectivamente
[261]. El genoma de SARS-CoV-2 es un RNA de cadena sencilla de sentido positivo y de tamafio
aproximado 30 kb, el cual se compone de dos marcos abiertos de lectura: ORFla y ORF1b. La
traduccién se inicia en ORF1a, dando lugar al polipéptido 1a. Una vez el ribosoma se encuentra
al final de ORF1a, retrocede un nucleétido para continuar la traducciéon de ORF1b en un marco
de lectura diferente, dando lugar al polipéptido 1ab. Ambos polipéptidos son posteriormente
escindidos originando diferentes proteinas no estructurales [261, 262]. A su vez, a partir del RNA
viral se generan diferentes RNAs subgendmicos, que codifican para las proteinas estructurales S
(espicula), E (envuelta), M (matriz) y N (nucleocapside) y para las proteinas accesorias 3a, 6, 7a,
7b, 8 y 10 [261, 263]. Un esquema del genoma viral de SARS-CoV-2 se muestra en la Figura 29.
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Figura 29. Esquema del genoma viral de SARS-CoV-2. Se representa el marco abierto de lectura ORFlab (azul), genes
que codifican para proteinas estructurales (verde) y genes que codifican para proteinas accesorias (naranja). Fuente:
[262].

El virus SARS-CoV-2 fue detectado por primera vez en diciembre de 2019 en Wuhan (China),
donde algunas personas comenzaron a manifestar una neumonia de causa desconocida. El
analisis de secuenciacién masiva de las muestras de pacientes afectados reveld la presencia de
un nuevo coronavirus, causante de la enfermedad que hoy en dia se conoce como COVID-19. En
marzo de 2020, la OMS declaré el brote de COVID-19 como una pandemia. Desde entonces
diferentes variantes del virus han ido apareciendo, entre otras, las denominadas Alpha (también
conocida como variante UK o B.1.1.7), Beta (variante Sudafrica o B.1.351), Gamma (variante
Brasil o P.1) y Delta (variante India 0 B.1.617.2) [264].

V.2.1.2 VIRUS RESPIRATORIO SINCITIAL

El virus respiratorio sincitial es un virus envuelto perteneciente al género Orthopneumovirus,
dentro de la familia Pneumoviridae. Su genoma es un RNA de cadena sencilla de sentido negativo
y de tamafio aproximado 15 kb, el cual se compone de 10 genes: NS1, NS2, N, P, M, SH, G, F, M2
y L, que codifican al menos para 10 proteinas (Figura 30). Entre ellas se distinguen dos proteinas
no estructurales (codificadas en los genes NS1 y NS2), una nucleoproteina (gen N), una proteina
de matriz (gen M), tres proteinas de membrana (genes SH, G y F), un factor regulador de la
transcripcién (gen M2), una polimerasa (gen L) y un cofactor (gen P). Estos dos ultimos
conforman el complejo de la RNA polimerasa dependiente de RNA [265].

MNS1T NS2Z2 N P M3sH G = M2 L
3 Le T —Tr 5

Figura 30. Esquema del genoma viral de RSV constituido por 10 genes: NS1, NS2, N, P, M, SH, G, F, M2 y L. Fuente:
[266]

Existen dos subgrupos antigénicos de RSV denominados A y B, siendo el gen G el que acumula
la mayor variabilidad genética entre ellos, por este motivo el gen G no suele considerarse como
diana en la gran mayoria de ensayos de RT-gqPCR. Estudios epidemioldgicos indican que el
subtipo A es el predominante en la mayoria de las epidemias [267, 268], mientras que otros
autores reportan epidemias alternas de tipo Ay B [269].

V.2.1.3 VIRUS DE INFLUENZA A E INFLUENZA B

Los virus de influenza A e influenza B son virus envueltos pertenecientes a la familia
Orthomyxoviridae, en concreto a los géneros Alphainfluenzavirus vy Betainfluenzavirus,
respectivamente. Su genoma se compone de ocho segmentos de RNA de cadena sencilla de
sentido negativo, los cuales se nombran ordenados de mayor a menor longitud (Figura 31A).

Tanto en el virus de influenza A como en el virus de influenza B los segmentos 3,4,5,6,7y 8
corresponden a los genes PA (subunidad de la RNA polimerasa), HA (hemaglutinina), NP
(nucleoproteina), NA (neuraminidasa), M (matriz) y NS (proteina no estructural),
respectivamente. El segmento 1 del virus de influenza A corresponde al gen PB2 y el segmento
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2 al gen PB1. Sin embargo, en el virus de influenza B ocurre a la inversa, el segmento 1
corresponde al gen PB1 y el segmento 2 al gen PB2, pero en ambos casos los genes PB1y PB2
codifican para diferentes subunidades de la RNA polimerasa [270, 271]. Se observa, en algunos
casos, que un mismo segmento codifica para varias proteinas [272, 273], como se muestra en la
Figura 31B.
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Figura 31. A. Esquema de los 8 segmentos de RNA que constituyen el genoma de los virus de influenza A e influenza
B. B. Esquema de los RNAs mensajeros (mRNAs) de los virus de influenza A (izquierda) e influenza B (derecha)
resultantes de la transcripcion del genoma viral. Fuente: [271].

El virus de influenza A se divide en diferentes subtipos, en funcién de los subtipos de las
proteinas hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) que presente. Hasta el momento se han
identificado dieciocho subtipos de HA y once subtipos de NA [274], pero no todas las
combinaciones posibles de HA y NA se presentan en la naturaleza. Los subtipos HIN1, H2N2 y
H3N2 causan patologia en humanos, en concreto, el subtipo H1N1 fue el responsable de la
denominada gripe espafiola, una pandemia que fue notificada por primera vez en 1918 [272,
273]y causd entre 50y 100 millones de fallecidos en el mundo. Por otra parte, los subtipos H5N1
y H7N9, causantes de la gripe aviar, también causan patologia en humanos, pero presentan una
baja transmisibilidad [275, 276].

Por otra parte, el virus de influenza B se clasifica en 2 linajes (B/Victoria y B/Yamagata). Ambos
se encuentran en circulacién por todo el mundo originando una proporcion similar de casos,
siendo mas frecuente B/Victoria en los tropicos y B/Yamagata en paises con climas templados
[277, 278].

V.2.2 DISENO DE LOS DIFERENTES PLASMIDOS DE TRANSFERENCIA QUE
CONTIENEN EL GENOMA DE LOS VIRUS DE INTERES

El disefio de los diferentes plasmidos de transferencia, para la elaboracidn de una coleccién de
particulas virales recombinantes de RNA, se realizd de acuerdo con las consideraciones
detalladas en el apartado IIl.2. El disefio del genoma de las particulas virales de SARS-CoV-2 y
RSV se centré en incluir aquellas secuencias del genoma del virus salvaje cuyo uso como dianas
de los ensayos de RT-qPCR es mas frecuente, mientras que el disefio del genoma de las particulas
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virales de influenza A e influenza B se centrd en incluir el genoma completo de ambos virus. Los
detalles especificos de cada diseio y la eleccidon de la cepa de referencia que se tomdé como
modelo en cada caso se exponen a continuacion.

Virus de SARS-CoV-2

En el disefio del genoma de las particulas virales de SARS-CoV-2 se consideraron las dianas de
los ensayos de RT-gPCR recomendados por la OMS para la identificacién del virus SARS-CoV-2
[279]. Por tanto, se incluyeron en el inserto de SARS-CoV-2 (denominado NCO) diferentes
fragmentos de los genes ORFlab, S, E y N, constituyendo un inserto de tamafo 2.848 pb. Esto
implica que el genoma de la particula viral desarrollada presenta una longitud de 6.576 pb,
consecuencia de sumar el tamafio de las regiones comun y especifica de patégeno, tal y como
se detalla en el apartado 11.2.

La cepa de referencia seleccionada en este proyecto para el disefio de las particulas virales de
SARS-CoV-2 fue la cepa origen Wuhan-Hu-1, cuyo numero de acceso en GenBank es
MN908947.3. Esta cepa fue a su vez seleccionada como genoma de referencia por GenBank y
su correspondiente numero de acceso en RefSeq es NC_045512.2.

Virus respiratorio sincitial

En el disefio del genoma de las particulas virales de RSV se incluyeron los genes N, My F
completos y 2 fragmentos del gen L de este virus, ya que se observd un consenso muy claro en
el uso de estas dianas, tanto en la bibliografia [280-284] como en los fabricantes de ensayos de
RT-gPCR. Un ejemplo de ello es la siguiente recopilacién de diferentes kits comerciales de RT-
gPCR dirigidos frente a las dianas anteriormente comentadas:

-Gen N: VIASURE Flu A, Flu B & RSV Real Time PCR Detection Kit (CerTest Biotec S.L.), Xpert®
Xpress Flu/RSV (Cepheid) y Savvygen™ Flu A, Flu B & RSV test (Savyon Diagnostics Ltd.).

-Gen M: Panther Fusion® FIuA/B/RSV assay (Hologic), Cobas® Influenza A/B & RSV (Roche
Diagnostics), Alinity m Resp-4-Plex assay (Abbott Molecular), Simplexa™ Flu A/B & RSV (Focus
Diagnostics), PKamp™ Respiratory SARS-CoV-2 RT-PCR Panel Assay (Perkin Elmer) y GeneProof
Flu Multiplex PCR Kit (GeneProof).

-Gen F: RIDA®GENE Flu & RSV (r-biopharm).

-Gen L: SARS-CoV-2/FLU/RSV REALTIME PCR KIT (Vircell) y Respiratory Viral ELITe MGB® Panel
(ELITechGroup).

Este inserto, denominado RSV, presenta una longitud total de 4.374 pb, lo que implica que el
genoma de la particula viral desarrollada presenta una longitud de 8.102 pb. La cepa de
referencia seleccionada para el disefio de las particulas virales de RSV fue la cepa establecida
por GenBank como genoma de referencia para este patégeno (nimero de acceso NC_001803.1).
Esta cepa corresponde al subtipo A de RSV, en concreto se trata de la cepa S2 ts1C, una cepa
resultante de un proceso de atenuacidon mediante tres ciclos de mutagénesis y posterior
seleccidn de los mutantes sensibles a temperatura [285].

Los fragmentos concretos del genoma de los virus SARS-CoV-2 y RSV incluidos en el genoma de
las particulas virales se recogen en la Tabla 22.
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Tabla 22.Descripcion de los fragmentos de los genes incluidos en los insertos NCO y RSV disefiados para constituir el
genoma de las particulas virales de SARS-CoV-2 y RSV, respectivamente. Se especifica la localizacién de cada uno de
los fragmentos indicando el nucledtido (nt) de inicio y fin de fragmento, respecto a las cepas del virus SARS-CoV-2 y
del virus RSV consideradas de referencia (numeros de acceso en GenBank: MN908947.3 y NC _001803.1,
respectivamente).

Inserto NCO (2.848 pb)- SARS-CoV-2 Inserto RSV (4.374 pb)- RSV
Gen Localizacién (nt) Gen Localizacidn (nt)
474...906
N 1125..2329
13332...13470
ORFlab
15421...15540
M 3224..4180
18768...18919
21565...21783
S F 5619...7521
24344.,.24910
E 26259...26391 [ 12440...12610
N 28277...29292 13810...13920
Longitud genoma 6.576 pb Longitud genoma 8.102 pb

Virus de influenza A e influenza B

La estrategia de disefio se modificd para el desarrollo de los controles positivos de los virus de
influenza A e influenza B, con el objetivo de incluir el genoma completo del virus salvaje e
incrementar, de este modo, la universalidad de los controles positivos desarrollados. Para ello,
se agruparon los 8 segmentos que constituyen el genoma del virus salvaje de influenza Ay los 8
segmentos que constituyen el genoma del virus salvaje de influenza B en 4 construcciones,
diferentes para cada virus: YIA1, YIA2, YIA3 y YIA4 y YIB1, YIB2, YIB3 y YIB4, respectivamente, tal
y como se detalla en la Tabla 23. La agrupacion en 4 construcciones de los 8 fragmentos se
realizd de acuerdo con su tamafio, con el objetivo de obtener construcciones de tamafio similar
para alcanzar rendimientos comparables durante el proceso de transfeccion. Por tanto, en este
caso los controles positivos desarrollados de los virus de influenza A e influenza B son controles
de tipo multiplex, ya que se componen de una mezcla de diferentes particulas virales que en su
conjunto representan el genoma completo de estos virus. La estrategia de control positivo
multiplex Unicamente se consideré en los uUltimos controles positivos desarrollados, ya que su
aplicacion fue posible una vez validado el proceso en disefios monoplex.

Tabla 23. Descripcion de los segmentos contenidos en el genoma viral de las diferentes particulas virales de influenza
A e influenza B desarrolladas en este proyecto. Se detalla también la longitud del inserto (region del genoma viral
especifica de patégeno) y la longitud del genoma viral (suma de tamafios de regiones comun y especifica de patégeno)
de cada una de las particulas virales.

Particula viral Genoma viral Longitud inserto Longitud genoma viral
YIAL Segmentos 4 (HA) + 6 (NA) + 7 (M) 4.214 pb 7.942 pb
YIA2 Segmento 1 (PB2) 2.325pb 6.053 pb
YIA3 Segmentos 2 (PB1) + 8 (NS) 3.199 pb 6.744 pb
YIA4 Segmentos 3 (PA) + 5 (NP) 3.766 pb 7.494 pb
YIB1 Segmentos 4 (HA) + 7 (M) + 8 (NS) 4.105 pb 7.872 pb
YIB2 Segmentos 3 (PA) + 5 (NP) 4.109 pb 7.837 pb
YIB3 Segmentos 1 (PB1) + 6 (NA) 3.897 pb 7.625 pb
YIB4 Segmento 2 (PB2) 2.376 pb 5.960 pb
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La cepa de referencia seleccionada en este proyecto para el disefio de las particulas virales de
influenza A fue el subtipo HIN1 pdm09, en concreto la cepa A/Arkansas/08/2020, ya que se
trata de la secuencia mas reciente depositada en GenBank por la OMS. Los nimeros de acceso
de GenBank correspondientes a los 8 segmentos que constituyen su genoma son: MW130270,
MW130271, MW130272, MW130273, MW130274, MW130275, MW130276 y MW130277. Se
seleccioné el subtipo HIN1 pdm09 ya que actualmente los subtipos de influenza A que se
encuentran en circulacion estan relacionados con esta cepa, que causé una pandemia en el afio
2009 [286-288]. En el caso del virus de influenza B, la cepa de referencia seleccionada fue el
linaje B/Yamagata, en concreto la cepa B/Arizona/12/2020, ya que se trata de una secuencia
depositada recientemente en GenBank por la OMS. Los nimeros de acceso de GenBank
correspondientes a los 8 segmentos que constituyen su genoma son: MT499475, MT499476,
MT499477, MT499478, MT499479, MT499480, MT499481 y MT499482.

V.2.3 CUANTIFICACION ABSOLUTA DEL RNA CONTENIDO EN LAS PARTICULAS
VIRALES RECOMBINANTES GENERADAS IN VITRO MEDIANTE EL SISTEMA
LENTIVIRAL

Se generaron particulas virales de SARS-CoV-2, RSV, influenza A e influenza B mediante
transfeccion en células 293T con diferentes plasmidos de transferencia (cuyo disefio se detalla
en el apartado V.2.2), junto con el plasmido de empaquetamiento C. En todos los casos se
verificd la generacién de particulas virales de RNA mediante andlisis por RT-qPCR, utilizando un
ensayo especifico para cada una de las particulas virales, los cuales se recogen en la Tabla 10.

El RNA viral contenido en las particulas virales de SARS-CoV-2, RSV, influenza A e influenza B se
cuantificd con el objetivo de ofrecer al usuario final un control positivo de concentracion
conocida, aportando de este modo valor afiadido al producto. Se selecciond la técnica de PCR
digital para la cuantificacién del RNA viral, ya que esta técnica permite la cuantificacion absoluta
de los acidos nucleicos sin necesidad de disponer de un estandar de referencia. La cuantificacion
por PCR digital se realizé utilizando el sistema QuantStudio® 3D Digital PCR (Thermo Fisher
Scientific).

Se cuantificaron dos réplicas (R1 y R2) de los sobrenadantes virales que contenian particulas
virales de SARS-CoV-2 (NCO), RSV (RSV), influenza A (YIA1, YIA2, YIA3 y YIA4) e influenza B (YIB1,
YIB2, YIB3 y YIB4). Los resultados obtenidos tras la cuantificacién por PCR digital se recogen en
la Tabla 24 y los graficos de dispersion de los cuales derivan los datos mostrados se recogen en
la Figura S1y la Figura S2.
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Tabla 24. Resultados obtenidos tras la cuantificacion de diferentes sobrenadantes virales por PCR digital mediante el
sistema QuantStudio® 3D Digital PCR. Los sobrenadantes virales fueron extraidos por QlAamp® Viral RNA Mini Kit;
posteriormente los dcidos nucleicos extraidos se digirieron con DNAsa y el RNA viral resultante fue sometido a una
etapa previa de retrotranscripcion para la obtencion del cDNA viral, el cual fue diluido y amplificado por PCR digital.
Abreviaturas: k: numero de particiones positivas; n: numero total de particiones con reaccion; R1: réplica 1; R2: réplica
2. ¢/ul: copias/ul.

Longitud c K/ N Concentracion | Concentracion Ccv
n n
(pb) RNA (c/ul) media (c/ul) (%)

NCO R1 12.125 | 16.122 | 0,75 1,39 6,03E+06
6.576 5,83E+06 4,73

NCO R2 12.294 | 16.874 | 0,73 1,30 5,64E+06

RSV R1 8.597 | 14.598 | 0,59 0,89 2,26E+06
8.102 2,14E+06 8,26

RSV R2 8.060 | 14.741 | 0,55 0,79 2,01E+06

YIA1 R1 8.616 | 16.477 | 0,52 0,74 2,26E+06
7.942 2,20E+06 3,83

YIA1 R2 8.904 | 15.666 | 0,57 0,84 2,14E+06

YIA2 R1 7.756 | 15.894 | 0,49 0,67 2,04E+06
6.053 2,26E+06 13,77

YIA2 R2 9.816 | 15.774 | 0,62 0,97 2,48E+06

YIA3 R1 7.509 | 14.716 | 0,51 0,71 1,82E+06
6.744 1,82E+06 0,39

YIA3 R2 9.562 | 16.138 | 0,59 0,90 1,83E+06

YIA4 R1 9.020 | 15.670 | 0,58 0,86 1,74E+06
7.494 1,96E+06 15,51

YIA4 R2 10.028 | 15.304 | 0,66 1,06 2,17E+06

YIB1 R1 12.188 | 17.225 | 0,71 1,23 1,13E+06
7.872 1,25E+06 14,14

YIB1 R2 9.185 | 17.008 | 0,54 0,78 1,38E+06

YIB2 R1 12.617 | 17.369 | 0,73 1,30 1,19E+06
7.837 1,55E+06 33,30

YIB2 R2 11.700 | 17.736 | 0,66 1,08 1,92E+06

YIB3 R1 12.504 | 17.703 | 0,71 1,23 1,12E+06
7.625 1,30E+06 19,58

YIB3 R2 8.817 | 15.604 | 0,57 0,83 1,48E+06

YIB4 R1 9.612 | 17.277 | 0,56 0,81 3,51E+06
5.960 3,49E+06 1,01

YIB4 R2 9.908 | 15940 | 0,62 0,97 3,46E+06

CNR1 NA 3 16.513 | 0,00 0,00 1,16E+00
1,12E+06 5,05

CNR2 NA 3 17.582 | 0,00 0,00 1,08E+00

Los resultados recogidos en la Tabla 24 conducen a las siguientes valoraciones:

1) El titulo viral (en copias/ul) de los sobrenadantes virales cuantificados por PCR digital se
encuentra en el mismo orden de magnitud, a pesar de contener particulas virales que difieren
tanto en la secuencia de su genoma como en el tamafio de este. Estos resultados sugieren que
el tamafio del RNA viral en ningun caso superd el tamafio maximo a partir del cual es frecuente
observar una disminucion en la eficiencia del proceso de transfeccion [132], por lo que queda
demostrado que una longitud de genoma de hasta 8.000 pb no conduce a una disminucion de
la eficiencia durante la generacién de las particulas virales siguiendo el protocolo optimizado en
este proyecto.

2) La similitud en los valores de concentracion indica que el protocolo de transfeccion utilizado
es robusto y reproducible, ya que todos los sobrenadantes virales derivan de transfecciones
independientes donde, en algunos casos, se utilizaron diferentes lotes de reactivos.

3) La concentraciéon media de los 10 sobrenadantes virales es de 2,38E+06 copias/ul (equivalente
a 2,38E+09 copias/ml), valor que concuerda con lo expuesto en la bibliografia, donde se reportan
titulos virales del orden de 108-10° copias/ml [130, 218].
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4) La variabilidad observada entre réplicas, reflejada en el valor del coeficiente de variacion
(calculado aplicando la ecuacidn 17), se encuentra dentro del rango esperado [43, 44, 289]. Este
valor se ve afectado, entre otros, por el tipo de sistema de PCR digital utilizado, el nimero total
de particiones, el valor de A [55, 289] o la inclusién de un paso previo de retrotranscripcién [51,
290]. El valor del coeficiente de variacidén reportado en diferentes estudios es variable, pero
todos ellos coinciden en una mayor precisidon en la cuantificacion por PCR digital, frente a la
cuantificacién por PCR en Tiempo Real [43, 44, 289].

V.2.4 EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD DE LAS PARTICULAS VIRALES
RECOMBINANTES DE RNA PARA SU USO COMO CONTROL POSITIVO DE
ENSAYOS DE RT-QPCR

Previamente a la evaluacidn de la funcionalidad y estabilidad de las particulas virales de RNA
desarrolladas en este proyecto, las particulas virales fueron liofilizadas a una concentracion
concreta (especificada en la Tabla 25). De este modo, la evaluacidn de la funcionalidad y
estabilidad se realizé sobre el formato definitivo para su potencial comercializacion.

Tabla 25. Descripcion del contenido de los viales de control positivo evaluados en este proyecto, asi como la
concentracion a la que se encuentran las particulas virales en los lotes de control positivo utilizados durante los
experimentos de evaluacion de la funcionalidad y estabilidad.

Tipo de control . . o Concentracion por vial de
o Contenido por vial de control positivo .
positivo control positivo

Particulas virales cuyo genoma contiene diferentes ) :
1 88.000 copias/vial
fragmentos del genoma del virus SARS-CoV-2 pias/
Particulas virales cuyo genoma contiene diferentes ) :
2 11.000 copias/vial
fragmentos del genoma de RSV pias/
Mezcla de cuatro tipos diferentes de particulas
virales (YIAL, YIA2, YIA3 y YIA4) que en su conjunto
3 (, ’ ’ y )a i ) 22.000 copias/vial
contienen el genoma completo del virus de
influenza A
Mezcla de cuatro tipos diferentes de particulas
irales (YIB1, YIB2, YIB3 y YIB4 j
4 vira es(. , ,YIB3y ) que en sg conjunto 88.000 copias/vial
contienen el genoma completo del virus de
influenza B

Los diferentes ensayos de RT-gPCR que fueron utilizados durante la evaluacién de la
funcionalidad y estabilidad de las particulas virales, se recogen en la Tabla 10. Durante los
ensayos de funcionalidad y estabilidad se monitorizaron un total de diez particulas virales
diferentes, por lo que se requirié la deteccidn por RT-qPCR de diez dianas distintas. Para ello, se
utilizaron tanto ensayos comerciales (VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit y
VIASURE Flu A, Flu B & RSV Real Time PCR Detection Kit) como ensayos in-house. Se recurrio al
desarrollo de estos ultimos cuando la diana que interesaba monitorizar no se encontraba
contemplada en ningun ensayo comercial.

En los proximos apartados se recogen los resultados obtenidos en los diferentes ensayos
dirigidos a evaluar la funcionalidad de las particulas virales.
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V.2.4.1 ANALISIS DE COMPATIBILIDAD CON DIFERENTES SISTEMAS DE EXTRACCION DE
ACIDOS NUCLEICOS

En este apartado se recogen los resultados obtenidos tras evaluar la funcionalidad de las
particulas virales al ser procesadas mediante diferentes sistemas de extraccidn comerciales,
recogidos en la Tabla 11. Se establecieron unos criterios, basados en la desviacidn tipica (o) y el
coeficiente de variacién (CV) de los valores de Cq, para considerar si un determinado sistema de
extraccién resultaba compatible con las particulas virales sometidas a evaluacién, tal y como se
describe en el apartado I11.9.1. La variabilidad en la comparativa intra-extractor debe cumplir el
criterio 0 £ 1y CV £ 5%, mientras que la variabilidad en la comparativa inter-extractor debe
cumplir el criterio 6 £ 2 y CV £ 10%. Los resultados obtenidos (valor de C; medio, desviacidn
tipica y coeficiente de variacion) tras someter las particulas virales de SARS-CoV-2, RSV, influenza
A e influenza B a diferentes sistemas de extraccion se recogen en la Tabla 26, Tabla 27 y Tabla
28.

Tabla 26. Media de los valores de C, (X), desviacion tipica (o) y coeficiente de variacidn (CV) obtenidos en el andlisis
de compatibilidad de las particulas virales de SARS-CoV-2 y RSV con diferentes sistemas de extraccion (Vo = 200 ul; Vs
=100 pl). El andlisis por RT-qPCR se realizé con VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit y VIASURE Flu A, Flu
B & RSV Real Time PCR Detection Kit, respectivamente, en termociclador AriaMx Real-Time PCR System.

SARS-CoV-2 RSV
ili:::l :s \ise E T E _Gen ORFlab (FAM) : Gen N (Cy5)
X o CV (%) X o CV (%)
1 Intra-extractor 25,71 0,48 1,86 27,16 0,15 0,56
2 Intra-extractor 27,07 0,44 1,63 27,59 0,19 0,69
3 Intra-extractor 25,37 0,27 1,08 27,70 0,75 2,70
4 Intra-extractor 25,61 0,34 1,34 26,67 0,18 0,67
5 Intra-extractor 25,70 0,26 1,00 28,35 0,40 1,42
6 Intra-extractor 26,99 0,71 2,65 27,20 0,21 0,76
7 Intra-extractor 27,24 0,28 1,02 28,86 0,43 1,48
1-7 Inter-extractor 26,17 0,85 3,25 27,65 0,79 2,85
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Tabla 27. Media de los valores de C, (X), desviacion tipica (o) y coeficiente de variacidn (CV) obtenidos en el andlisis
de compatibilidad de las particulas virales de influenza A con diferentes sistemas de extraccion (Vo = 200 ul; Vs = 100
ul). El andlisis por RT-gPCR se realizé con VIASURE Flu A, Flu B & RSV Real Time PCR Detection Kit y 3 ensayos RT-qPCR
in-house, en termociclador AriaMx Real-Time PCR System. Abreviaturas: extr: extraccion.

Sistera | TPOde [ Gen M (FAM) Gen PB2 (FAM) Gen NS (FAM) Gen PA (FAM)

de extr compara % o cv % o cv % 5 cv = o cv

| tiva (%) (%) (%) (%)

1 "2 19697 022 083 2638 010 037 |2661 009 035 2502 019 0,76
extractor

2 ntra- 12789 018 064 |2800 029 105 |2878 017 059 2691 009 034
extractor

3 ntra- 12728 016 058 [2595 044 169 |2662 011 040 |248 014 0,58
extractor

4 nra- 15708 016 060 |2622 005 017 |2654 007 026 |2522 009 034
extractor

5 nra- 12899 068 2,36 [29,03 090 310 |2959 087 2,94 |27,67 086 3,11
extractor

6 Intra- | 2806 012 043 2743 018 064 |27,47 038 137 |2570 022 086
extractor

; Inra- 1884 024 084 [2842 019 067 |2880 041 141 [2725 029 1,05
extractor

- Inter- 15777 076 274 [2736 1,11 405 | 27,82 118 423 |2607 1,07 410
extractor

Tabla 28. Media de los valores de C, (X), desviacion tipica (o) y coeficiente de variacién (CV) obtenidos en el andlisis
de compatibilidad de las particulas virales de influenza B con diferentes sistemas de extraccion (Vo = 200 pul; V¢ = 100
ul). El andlisis por RT-qPCR se realizé con VIASURE Flu A, Flu B & RSV Real Time PCR Detection Kit y 3 ensayos RT-qPCR
in-house, en termociclador AriaMx Real-Time PCR System. Extr: extraccion.

: Tipo de Gen M (ROX) Gen NP (FAM) Gen NA (FAM) Gen PB2 (FAM)
Sistema

de extr. | cOMpara % o cv % o cv % o cv % o cv

| tiva (%) (%) (%) (%)

1 e 12436 021 086 |2642 051 191 2517 014 057 2470 025 1,02
extractor

) & 12517 027 108 [2647 034 128 [2705 048 178 |2711 049 179
extractor

3 Intra- o465 009 038 |2486 009 037 |2599 013 049 2588 037 141
extractor

4 e\ o444 013 052 |2610 018 068 [2529 036 144 |2498 016 064
extractor

5 Intra- 25,88 0,23 0,90 | 27,43 0,34 1,25 [27,12 0,27 0,99 |27,78 0,24 0,85
extractor

6 e 12554 052 203 (2766 035 126 |2728 081 296 |2683 052 1,93
extractor

7 "2 o618 031 1,17 |2922 049 169 |27,54 048 175 |27,16 024 088
extractor

17 Iner 1517 072 288 |2688 134 497 |2649 101 3,82 |2635 1,15 436
extractor

Se puede observar, en los resultados mostrados en las tablas anteriores, que en todos los casos
la variabilidad intra-extractor fue minima. La variabilidad de los valores de Cq, obtenidos tras
procesar una determinada particula viral por un determinado sistema de extraccion, se encontré
dentro de los pardmetros aceptables de 0 £ 1y CV < 5%. Por otra parte, se puede observar que
la variabilidad inter-extractor también se encontré dentro de los parametros aceptables de o <
2y CV £10%, lo que indica que las particulas virales desarrolladas en este proyecto se extraen
con un rendimiento similar mediante todos los sistemas de extraccion analizados. Las
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diferencias observadas en el valor de Cq medio, entre los diferentes tipos de particula viral, se
debe a la diferencia de concentracidn a la que se liofilizé cada particula viral (indicada en la Tabla
25 del apartado V.2.4) y al ensayo de RT-gPCR utilizado para su deteccidn. Esto es debido a que
el valor de C, es dependiente de la concentracién del RNA viral y de la eficiencia de amplificacion
propia de cada ensayo de RT-qPCR, respectivamente.

La minima variabilidad observada en los resultados, tras extraer las particulas virales evaluadas
por diferentes sistemas de extraccién comerciales, confirma la validez de las particulas virales
como control del proceso de extraccion.

V.2.4.2 ANALISIS DE COMPATIBILIDAD CON DIFERENTES ENSAYOS DE PCR EN TIEMPO
REAL

A lo largo de este apartado se recogen los resultados obtenidos tras evaluar la funcionalidad de
las particulas virales, siguiendo el protocolo 111.9.2, mediante diferentes conjuntos de cebadores
y sonda. Las particulas virales de influenza A e influenza B, al contener el genoma completo de
ambos patdgenos, presumiblemente serian compatibles con cualquier ensayo de RT-gPCR
dirigido a la deteccidn de estos virus. Sin embargo, las particulas virales de SARS-CoV-2 y RSV, al
contener diferentes fragmentos del genoma de ambos patégenos, serian compatibles con
aquellos ensayos de RT-gPCR cuya diana estuviese incluida en el genoma de las particulas virales
desarrolladas (ver Tabla 22).

Las zonas de hibridaciéon de los distintos conjuntos de cebadores y sonda con el genoma de las
particulas virales de SARS-CoV-2, RSV, influenza A e influenza B, asi como los valores de C,
obtenidos en cada ensayo de RT-gPCR, se muestran en la Figura 32, Figura 33, Figura 34 y Figura
35, respectivamente.

Particulas virales de SARS-CoV-2

500 1,000 1,500 2,000 2,500
N_R6
N_F7
ORF_F3 N_R1 N_R4 N_F6
ORF_F2 S E_R<N_R2 N_R3 N_R7
ORF_R1 ORF_R3 N
ORF_F1 </ORF_R2 S_F E_F PN_F1 N_F4 N_R5 N_R8
ORFlab S_R EPN_F2 N_F3 N_F5 N_F8

. ORF1 ORF1 ORF1
Diana | ") b2 ab3 S E N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 NS8

q 26,5 284 265 296 264 268 27,2 268 332 27,2 292 329 278

a

Figura 32. Esquema de hibridacidn y valores de C, obtenidos tras analizar por RT-qPCR las particulas virales de SARS-
CoV-2 (previamente extraidas) con diferentes conjuntos de cebadores y sonda.
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Particulas virales de RSV

500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000
L_2
[M_R2 bL_F1
PM_F2 L_F2|
IN_R PM_F1 IF_R L_R1{
N_F [ M DF_F L_1
[ N M_R1 E L_R2
Diana N M_1 M_2 F L1 L2
c, 28,1 27,2 27,5 27,0 27,7 28,0

Figura 33. Esquema de hibridacién y valores de C, obtenidos tras analizar por RT-qPCR las particulas virales de RSV
(previamente extraidas) con diferentes conjuntos de cebadores y sonda.

Particulas virales de influenza A

A
500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000
[M_R2
PM_F3
[M_R1
[HA_R1 [HA_R2 [NA_R PM_F1 {M_R3
PHA_F1 PHA_F2 | NA pPM_F2
HA INA_F M
B
500 1,000 1,500 2,000
PB2_R <
PB2_F |
PB2
C
500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000
PB1_R INS_R
}PB1_F ] NS
I PB1 NS_F
D
500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500
[PA_R [NP_R1
pPA_F [ NP
[ PA PNP_F1
Diana HA_1 HA_2 NA M_1 M_2 M_3 PB2 PB1 NS PA NP
Cq 27,1 25,7 28,0 27,8 27,4 27,2 27,0 27,8 27,7 26,1 26,6

Figura 34. Esquema de hibridacion y valores de C, obtenidos tras analizar por RT-qPCR las particulas virales de
influenza A (previamente extraidas) con diferentes conjuntos de cebadores y sonda.
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Particulas virales de influenza B

A
500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000
NS_F2
NS_F1
HA_R M_F NS_R2
HA_F M NS_R1
HA M_R NS
B
500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000
PA_R NP_R
PA_F \ NP
PA . NP_F
C
500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500
PB1_R1 PB1_R2 {PB1_R3 NA_F
PB1_F1 PB1_F2 PB1_F3 NA
PB1 ) NA_R
D
500 1,000 1,500 2,000
PB2_R
PB2_F

PB2

Diana HA M NS_1 NS_2 PA NP PB1_1 PB1 2 PB1.3 NA PB2

C, 26,0 25,7 25,5 24,7 29,4 27,1 33,1 24,5 24,5 27,2 28,2

Figura 35. Esquema de hibridacién y valores de Cq obtenidos tras analizar por RT-qPCR las particulas virales de
influenza B (previamente extraidas) con diferentes conjuntos de cebadores y sonda.

Se puede observar que todos los conjuntos de cebadores y sonda evaluados dieron una seiial
positiva en RT-qPCR, indicando la presencia, en el genoma de la particula viral, del fragmento o
gen diana analizado. Un analisis exhaustivo de la secuencia de cada genoma viral se contempla
en el apartado V.2.7.

Por otra parte, las particulas virales desarrolladas en este proyecto se evaluaron por todos
aquellos productos VIASURE Real Time PCR Detection Kit (CerTest Biotec S.L.) destinados a la
identificacion por RT-qPCR de SARS-CoV-2, RSV, influenza A e influenza B; y por otros kits
comerciales de RT-qPCR. Tras este analisis, se observé en todos los casos amplificacion por RT-
gPCR de las particulas virales evaluadas y, por tanto, se confirmd su compatibilidad con todos
los kits VIASURE Real Time PCR Detection Kit y, a su vez, se demostrd la compatibilidad de las
particulas virales de SARS-CoV-2 con el ensayo comercial Xpert® Xpress SARS-CoV-2 (Cepheid) y
la compatibilidad de las particulas virales de RSV, influenza A e influenza B con los ensayos
comerciales Genesig® Real Time PCR SARS-CoV-2 Winterplex (Genesig) y SARS-CoV-2/FLU/RSV
REALTIME PCR KIT (Vircell).
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V.2.4.3 ANALISIS DE LA REPRODUCIBILIDAD Y REPETIBILIDAD DE LAS PARTICULAS VIRALES
RECOMBINANTES DE RNA.

Se evalud la variabilidad que sufria el valor de C,, obtenido mediante andlisis por RT-qPCR, tras
procesar las particulas virales en diferentes condiciones de ensayo, siguiendo el protocolo
detallado en el apartado 111.9.3, con el objetivo de analizar la reproducibilidad y repetibilidad de
las particulas virales desarrolladas en este proyecto.

Se considerd que las particulas virales mostraban unos elevados valores de reproducibilidad y
repetibilidad cuando los resultados obtenidos cumplian el criterio 6 £ 1y CV £ 5%, excepto en
el ensayo de inter-equipamiento. En este Ultimo se asumié una mayor variabilidad, consecuencia
de la utilizacidn de diferentes equipos de extracciéon y diferentes termocicladores y, por tanto,
se amplid el criterio a los valores de 0 £ 2 y CV £ 10%, tal y como se detalla en el apartado 111.9.3.
Los valores de media, desviacidn tipica y coeficiente de variacién obtenidos en los diferentes
ensayos de precisidn, realizados para la evaluacién de las particulas virales de SARS-CoV-2, RSV,
influenza A e influenza B, se muestran en la Tabla 29, Tabla 30 y Tabla 31.

Tabla 29. Media de los valores de C, (X), desviacion tipica (o) y coeficiente de variacidn (CV) obtenidos en el andlisis
de la reproducibilidad y repetibilidad de las particulas virales de SARS-CoV-2 y RSV. Extraccion de dcidos nucleicos con
QIAamp® Viral RNA Mini Kit y posterior andlisis por RT-gPCR con VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit y
VIASURE Flu A, Flu B & RSV Real Time PCR Detection Kit, respectivamente, en termociclador AriaMx Real-Time PCR
System. En el ensayo de inter-equipamiento también se incluye la extraccion de dcidos nucleicos con Maxwell® RSC
Viral Total Nucleic Acid Purification Kit y MagDEA DxSV Kit y la utilizacion de los termocicladores V-Lab96 VIASURE
Real Time PCR platform y CFX96™ Touch Real-Time PCR Detection System.

SARS-CoV-2 RSV
Tipo de ensayo Parametro Gen ORFlab (FAM) Gen N (Cy5)
X 25,59 27,36
Intra-ensayo o 0,68 0,21
CV (%) 2,67 0,78
X 26,14 27,61
Inter-ensayo o 1,07 0,43
CV (%) 4,08 1,57
X 25,72 27,61
Inter-operador o] 1,21 0,22
CV (%) 4,69 0,81
X 25,62 27,15
Inter-lote o 0,57 0,19
CV (%) 2,22 0,70
X 26,09 28,66
Inter-equipamiento o] 0,70 0,78
CV (%) 2,68 2,71
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Tabla 30. Media de los valores de C, (X), desviacion tipica (o) y coeficiente de variacién (CV) obtenidos en el andlisis
de la reproducibilidad y repetibilidad de las particulas virales de influenza A. Extraccion de dcidos nucleicos con
QIAamp® Viral RNA Mini Kit y posterior andlisis por RT-qPCR con VIASURE Flu A, Flu B & RSV Real Time PCR Detection
Kity 3 ensayos RT-qPCR in-house, en termociclador AriaMx Real-Time PCR System. En el ensayo de inter-equipamiento
también se incluye la extraccion de dcidos nucleicos con Maxwell® RSC Viral Total Nucleic Acid Purification Kit y
MagDEA DxSV Kit y la utilizacion de los termocicladores V-Lab96 VIASURE Real Time PCR platform y CFX96™ Touch
Real-Time PCR Detection System.

Tipo de ensayo Parametro | Gen M (FAM) | Gen PB2 (FAM) | Gen NS (FAM) | Gen PA (FAM)
X 27,11 26,47 26,15 25,21
Intra-ensayo c 0,14 0,11 0,10 0,10
CV (%) 0,53 0,43 0,38 0,42
X 27,29 26,46 26,43 25,22
Inter-ensayo c 0,24 0,08 0,26 0,12
CV (%) 0,89 0,30 0,98 0,49
X 27,26 26,46 26,26 25,10
Inter-operador c 0,25 0,27 0,22 0,12
CV (%) 0,92 1,02 0,85 0,46
X 26,97 26,38 26,61 25,11
Inter-lote c 0,22 0,12 0,14 0,09
CV (%) 0,81 0,44 0,53 0,35
X 28,36 27,14 27,20 26,01
Inter-equipamiento c 0,75 0,53 0,60 0,58
CV (%) 2,66 1,94 2,22 2,21

Tabla 31. Media de los valores de C, (X), desviacion tipica (o) y coeficiente de variacién (CV) obtenidos en el andlisis
de la reproducibilidad y repetibilidad de las particulas virales de influenza B. Extraccion de dcidos nucleicos con
QIAamp® Viral RNA Mini Kit y posterior andlisis por RT-qPCR con VIASURE Flu A, Flu B & RSV Real Time PCR Detection
Kit y 3 ensayos RT-gPCR in-house, en termociclador AriaMx Real-Time PCR System. En el ensayo de inter-equipamiento
también se incluye la extraccion de dcidos nucleicos con Maxwell® RSC Viral Total Nucleic Acid Purification Kit y
MagDEA DxSV Kit y la utilizacion de los termocicladores V-Lab96 VIASURE Real Time PCR platform y CFX96™ Touch
Real-Time PCR Detection System.

Tipo de ensayo Parametro | Gen M (ROX) | Gen NP (FAM) | Gen NA (FAM) | Gen PB2 (FAM)
X 24,33 26,46 25,12 24,52
Intra-ensayo o 0,39 0,23 0,36 0,18
CV (%) 1,61 0,87 1,43 0,72
X 24,31 26,04 25,74 24,84
Inter-ensayo o 0,55 0,55 0,53 0,36
CV (%) 2,27 2,12 2,05 1,43
X 23,77 25,63 25,31 25,28
Inter-operador o 0,17 0,13 0,13 0,11
CV (%) 0,69 0,52 0,52 0,44
X 24,31 26,38 25,20 24,70
Inter-lote o 0,26 0,48 0,30 0,29
CV (%) 1,06 1,84 1,20 1,16
X 25,26 27,29 27,09 26,67
Inter-equipamiento o 1,47 1,48 1,70 1,93
CV (%) 5,83 5,42 6,27 7,25
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Tras analizar los resultados mostrados en la Tabla 29, Tabla 30 y Tabla 31, se observa en todos
los casos unos valores de desviacion tipica y coeficiente de variacion dentro del rango
establecido, lo que indica que las particulas virales evaluadas presentan una elevada
reproducibilidad y repetibilidad, a pesar de ser procesadas en diferentes escenarios: diferentes
lotes de particulas virales, diferentes dias de andlisis, por distintos operadores y con
modificaciones en el flujo de trabajo respecto a los equipos de extraccién y termocicladores
utilizados.

En este punto concluyeron los diferentes experimentos realizados con el objetivo de validar la
funcionalidad de las particulas virales desarrolladas. Estas se procesaron siempre junto con un
vial de control negativo, el cual mostré un resultado negativo tras ser extraido por los diferentes
sistemas de extraccidon contemplados en este estudio y, posteriormente, amplificado por todos
los ensayos de RT-qPCR analizados. De este modo, por una parte, se verificd que el control
negativo cumplia con su intencidn de uso y, por otra parte, se validaron los resultados obtenidos
en los diferentes analisis de funcionalidad de las particulas virales.

V.2.5 EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LAS PARTICULAS VIRALES
RECOMBINANTES DE RNA

A lo largo de este apartado se detallan los resultados derivados de los diferentes experimentos
de estabilidad que se llevaron a cabo con el objetivo de determinar la vida util de las particulas
virales, asi como su estabilidad durante el transporte. También fue necesario evaluar la
estabilidad de las particulas virales en una serie de condiciones que pueden ocurrir cuando son
manipuladas por el usuario final, por lo que se estudié a su vez la estabilidad de las particulas
virales una vez reconstituido el lidfilo y la estabilidad del acido nucleico una vez extraidas las
particulas virales.

Los ensayos de RT-qPCR que fueron utilizados para evaluar la estabilidad de las particulas virales
se recogen en la Tabla 10. Durante los ensayos de estabilidad se realizaron dos tipos de analisis
(particula viral extraida y particula viral no extraida), detallados en el apartado II.10, con el
objetivo de valorar la estabilidad del RNA viral y la integridad de la particula viral. En funcién del
resultado obtenido en ambos andlisis, se asignd una determinada calificacién, de acuerdo con
los criterios recogidos en la Tabla 14. La calificacién puede oscilar entre los valores 0, 1, 2 y 3,
siendo 0 indicativo de un fallo durante el proceso de RT-gPCR, que requiere la repeticidn del
ensayo; la calificacién 1 implica que la particula viral no es estable en las condiciones analizadas;
y las calificaciones 2 y 3 son indicativas de una elevada estabilidad (mayor en el caso de obtener
una calificacion 3) de la particula viral en las condiciones analizadas.

V.2.5.1 DETERMINACION DE LA VIDA UTIL DE LAS PARTICULAS VIRALES MEDIANTE
ENVEJECIMIENTO ACELERADO

Los experimentos de envejecimiento acelerado permiten determinar la vida util de un producto
en un corto periodo de tiempo, exponiendo al producto a una temperatura superior a la
temperatura de almacenamiento. Los fundamentos del método de envejecimiento acelerado
que fue aplicado y las condiciones especificas a las que fueron sometidas las particulas virales
se detallan en el apartado 111.10.1. El experimento de envejecimiento acelerado (realizado a
temperatura de 50°C), se llevd a cabo de forma paralela con un experimento de envejecimiento
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real (realizado a temperaturas de 25°Cy 4°C) y, por este motivo, en los resultados mostrados se
consideran estas tres temperaturas.

Los resultados obtenidos tras extraer y analizar por RT-qPCR, a diferentes tiempos, las particulas
virales de SARS-CoV-2, RSV, influenza A e influenza B, las cuales fueron incubadas a las
temperaturas de 4°C, 25°C y 50°C, se recogen en la Tabla S1, Tabla S2, y Tabla S4,
respectivamente. La calificacién obtenida tras considerar los resultados anteriores, donde se
analizan las particulas virales extraidas, junto con los resultados derivados del andlisis de las
particulas virales no extraidas, se recoge en la Tabla 32 (SARS-CoV-2) y Tabla 33 (RSV, influenza
A e influenza B).

Tabla 32. Calificaciones obtenidas durante el experimento de envejecimiento acelerado, de las particulas virales de
SARS-CoV-2, tras considerar los andlisis de la particula viral extraida y sin extraer.

Dias Temperatura Gen ORFlab (FAM)

0 25°C
25°C
7 4°C
50°C
25°C
17 4°C
50°C
25°C
30 4°C
50°C
25°C
51 4°C
50°C
25°C
70 4°C
50°C
25°C
114 4°C
50°C
25°C
150 4°C
50°C

WINININN[WININIWINININDINTWIN[ININININININD N W
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Tabla 33. Calificaciones obtenidas durante los experimentos de envejecimiento acelerado, de las particulas virales de
influenza A, influenza By RSV, tras considerar los andlisis de la particula viral extraida y sin extraer.

Influenza A Influenza B RSV
oG || TR M pPB2 NS PA M NP NA PB2 N
(FAM) | (FAM) | (FAM) | (FAM) | (ROX) | (FAM) | (FAM) | (FAM) | (Cy5)
0 25°C 2 2 2 2 2 2 3 2 2
25°C 2 2 2 2 2 2 3 2 2
30 4°C 2 2 2 2 2 2 3 2 2
50°C 2 2 2 2 2 2 3 2 2
25°C 2 2 2 2 2 2 3 2 2
90 4°C 2 2 2 2 2 2 3 2 2
50°C 2 2 2 2 2 2 3 2 2
25°C 2 2 2 2 2 2 3 2 2
150 4°C 2 2 2 2 2 3 3 2 2
50°C 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Se puede observar que, en todas las temperaturas y puntos de tiempo analizados, para las
diferentes particulas virales evaluadas, se obtuvieron calificaciones de 2 y 3. Si en el sistema de
calificaciéon Unicamente se considerasen los resultados del analisis de las particulas virales
extraidas, en la gran mayoria de condiciones se obtendria una calificacion 3, pero el analisis de
las particulas virales no extraidas disminuye la calificacién a un valor de 2. Ambos valores indican
una buena estabilidad tanto del RNA viral como de la estructura externa del virus. Considerando
los resultados favorables obtenidos en el envejecimiento acelerado de las diferentes particulas
virales, durante 150 dias a temperatura de 50°C, se determind una vida util de las particulas
virales analizadas de minimo 2 afios, cuando estas son almacenadas a temperatura ambiente.
La equivalencia entre los tiempos acelerado y real se detalla en el apartado 111.10.1.

V.2.5.2 ANALISIS DE LA ESTABILIDAD EN USO DE LAS PARTICULAS VIRALES RECOMBINANTES
DE RNA

Los experimentos de estabilidad en uso contemplados en este proyecto se orientaron a
determinar la estabilidad de las particulas virales una vez reconstituido el lidfilo. Los viales de
control positivo, que contienen las particulas virales liofilizadas, fueron disefados para ser de
un Unico uso y, por tanto, se prevé su procesamiento inmediato tras la rehidratacion del lidfilo.
A pesar de ello, se plantearon diferentes escenarios (detallados en el apartado 111.10.2) en los
que se evalud la estabilidad de las particulas virales reconstituidas. El objetivo es ofrecer al
usuario final una serie de pautas a seguir, sin comprometer la estabilidad del producto, en el
caso en el que se haya reconstituido el vial de control positivo, pero este no pueda ser procesado
de inmediato.

Los resultados obtenidos tras extraer y analizar por RT-gPCR, en diferentes puntos de tiempo,
las particulas virales de SARS-CoV-2, RSV, influenza A e influenza B reconstituidas e incubadas a
las temperaturas de 4°C y 25°C, se recogen en la Tabla S5, Tabla S6, Tabla S7 y Tabla S8,
respectivamente. La calificacién obtenida tras considerar los resultados anteriores, donde se
analizan las particulas virales extraidas, junto con los resultados derivados del andlisis de las
particulas virales no extraidas, se recoge en la Tabla 34 (SARS-CoV-2) y Tabla 35 (RSV, influenza
A e influenza B).
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Tabla 34. Calificaciones obtenidas durante el andlisis de la estabilidad en uso, de las particulas virales de SARS-CoV-2,
tras considerar los andlisis de la particula viral extraida y sin extraer.

Tiempo Temperatura Gen ORFlab (FAM)
Oh 25°C 3
25°C 2
5Sh

4°C 3
) 25°C 2

1dia
4°C 2
) 25°C 2

2 dias
4°C 2
) 25°C 2

3 dias
4°C 2
) 25°C 3

8 dias
4°C 3

Tabla 35. Calificaciones obtenidas durante el andlisis de la estabilidad en uso, de las particulas virales de influenza A,
influenza By RSV, tras considerar los andlisis de la particula viral extraida y sin extraer.

Influenza A Influenza B RSV
5iEs | TanEeEE M PB2 NS PA M NP NA pPB2 N
(FAM) | (FAM) | (FAM) | (FAM) | (ROX) | (FAM) | (FAM) | (FAM) | (Cy5)
0 25°C 2 2 2 2 2 2 2 2 2
1 25°C 2 2 2 2 2 2 2 2 2
4°C 2 2 2 2 2 2 2 2 2
3 25°C 2 2 2 2 2 3 2 2 2
4°C 2 2 2 2 2 3 2 2 2
7 25°C 2 2 3 2 2 2 3 2 2
4°C 2 2 3 2 2 2 2 2 2
14 25°C 2 2 2 2 2 2 2 2 2
4°C 2 2 2 2 2 2 3 2 2

Se puede observar que en todas las temperaturas y puntos de tiempo analizados, para las
diferentes particulas virales evaluadas, se obtuvieron calificaciones de 2 y 3. Los resultados
anteriores indican que es posible almacenar, a las temperaturas de 25°C y 4°C, los viales de
control positivo reconstituidos de SARS-CoV-2 durante minimo 8 dias (pendiente de evaluar un
periodo de tiempo mayor). En el caso de las particulas virales de RSV, influenza A e influenza B,
durante un tiempo minimo de 14 dias, lo que permite al usuario final disponer de un amplio
margen de tiempo para procesar las particulas virales rehidratadas. Ademas, los resultados
obtenidos sugieren que este tiempo podria ser ain mas prolongado, ya que las particulas virales
mostraron una elevada estabilidad en las condiciones ensayadas.

Por otra parte, los resultados obtenidos tras extraer y analizar por RT-gPCR las particulas virales
de SARS-CoV-2, RSV, influenza A e influenza B reconstituidas y sometidas a un ciclo de
congelacion y descongelacién a las temperaturas de -20°C y -80°C, se recogen en la Tabla S5,
Tabla S6, Tabla S7 y Tabla S8, respectivamente. La calificacién obtenida tras considerar los
resultados anteriores, donde se analizan las particulas virales extraidas, junto con los resultados
derivados del analisis de las particulas virales no extraidas, se recoge en la Tabla 36.
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Tabla 36. Calificaciones obtenidas durante el andlisis de la estabilidad en uso, de las particulas virales de SARS-CoV-2,
RSV, influenza A e influenza B, tras considerar los andlisis de la particula viral extraida y sin extraer. Abreviaturas: T:
temperatura.

(S;(’-:\F;Si Influenza A Influenza B RSV
Dias T ORFlab M PB2 NS PA M NP NA PB2 N
(FAM) | (FAM) | (FAM) | (FAM) | (FAM) | (ROX) | (FAM) | (FAM) | (FAM) | (Cy5)
0 25°C 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2
30 -20°C 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
-80°C 2 2 2 2 2 2 2 3 2 2

Los resultados mostrados en la Tabla 36 indican que someter a los viales de control positivo
reconstituidos a un ciclo de congelacidn y descongelacién, a las temperaturas de -20°C y -80°C,
no compromete la estabilidad de las particulas virales. Se valora ampliar este estudio evaluando
la resistencia a la congelacidn y descongelacién ante un nimero mayor de ciclos, con el objetivo
de localizar el punto critico en el cual se produce una pérdida significativa de la estabilidad de
las particulas virales.

Por ultimo, el acido nucleico extraido de las particulas virales de SARS-CoV-2, RSV, influenza A e
influenza B se sometiod a 10 ciclos de congelacion y descongelacién y los resultados obtenidos se
encontraron dentro del rango de valores aceptado, por lo que se confirmo la estabilidad del RNA
extraido durante al menos 10 ciclos de congelacion y descongelacion.

V.2.5.3 ANALISIS DE LA ESTABILIDAD EN EL TRANSPORTE DE LAS PARTICULAS VIRALES
RECOMBINANTES DE RNA

Se prevé la exportacion a diferentes paises de los productos desarrollados en este proyecto.
Debido a ello, durante su transporte se pueden ver sujetos a diferentes cambios de temperatura,
presion o humedad. La liofilizacidn de las particulas virales no solo incrementa su estabilidad,
sino que ademas permite su transporte y almacenamiento a temperatura ambiente.

Las particulas virales contenidas en los kits transportados fueron analizadas por RT-qPCR, junto
a las particulas virales contenidas en los kits homdélogos no transportados (control), tal y como
se detalla en el apartado 111.10.3. Los resultados derivados de este analisis en las particulas
virales de SARS-CoV-2, influenza A e influenza B se recogen en la Tabla S9, Tabla S10 y Tabla
S11, respectivamente. La calificacion obtenida tras considerar los resultados anteriores, donde
se analizan las particulas virales extraidas, junto con los resultados derivados del analisis de las
particulas virales no extraidas, se recoge en la Tabla 37.

Tabla 37. Calificaciones obtenidas en el andlisis de la estabilidad en el transporte, de las particulas virales de SARS-
CoV-2, influenza A e influenza B, tras considerar los andlisis de la particula viral extraida y sin extraer.

SARS-
CoV-2 Influenza A Influenza B
- ORFlab M PB2 NS PA M NP NA
Condicion | “cany | (Fam) | (FaM) | (FaM) | (FAM) | (RoX) | (Fam) | (Fam) | PB2 (FAM)
Control 2 2 2 2 2 2 2 3 2
Transportado 3 2 2 2 2 2 3 3 2
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Los resultados mostrados en la Tabla 37, donde se observan calificaciones de 2 y 3, confirman
la estabilidad de las particulas virales, a pesar de las diferentes temperaturas y presiones a las
gue estuvieron sometidas durante su transporte.

V.2.6 EVALUACION DE LA CAPACIDAD INFECTIVA DE LAS PARTICULAS VIRALES
RECOMBINANTES DE RNA

Durante el desarrollo de las particulas virales recombinantes de RNA se implementaron las
medidas de bioseguridad descritas en el apartado 111.4.5, con el objetivo de generar particulas
virales no infecciosas. En este apartado se muestran los resultados derivados del andlisis de la
capacidad infectiva de las particulas virales, evaluada sobre un cultivo de células 293T mediante
seleccidn con puromicina. Previamente a este andlisis se selecciond, siguiendo el protocolo
111.4.5.1, la concentracion de puromicina a la que las células 293T no infectadas son sensibles y,
por tanto, a esta concentracion de antibidtico su crecimiento se ve afectado. Los valores de
confluencia observados en el cultivo de 293T en un medio a diferentes concentraciones de
puromicina, durante el transcurso de 8 dias que duré el experimento, se muestran en la Tabla
38.

Tabla 38. Resultados de los valores de confluencia observados en células 293T cultivadas durante 8 dias en medio
DMEM en presencia de SFB al 5% y diferentes concentraciones de puromicina. La puromicina se comienza a incorporar
al medio de cultivo a partir del dia 3.

Concentracion de puromicina
O ug/ml | 0,25 ug/ml | 0,5 pg/ml 1 ug/ml 2 ug/ml 3 ug/ml 6 pg/ml
DIA 2 40% 40% 40% 40% 40% 40% 40%
DIA 3 70% 60% 50% 20% 0% 0% 0%
DIA 4 100% 85% 50% 10% 0% 0% 0%
DIA 7 100% 100% 10% 0% 0% 0% 0%
DIA 8 85% 100% 5% 0% 0% 0% 0%

Los resultados mostrados en la Tabla 38 indican que las células 293T son resistentes a una
concentracion de puromicina de 0,25 pg/ml y comienzan a ser sensibles a partir de una
concentracién de puromicina de 0,5 pg/ml. La muerte celular observada el dia 8 en la condicién
control (0 ug/ml de puromicina) se debe a un exceso de confluencia, debido al cual las células
pierden la capacidad de adherirse a la placa de cultivo. De acuerdo con los resultados obtenidos
se selecciond para continuar con los experimentos de infeccion la concentracidén de puromicina
de 1 pug/ml, ya que esta condicidén permite concluir el experimento de infecciéon en un periodo
de 7 dias, durante el cual se puede observar la muerte celular progresiva que ocurre en el cultivo
de células 293T cuando este no ha sido infectado.

Se determind la multiplicidad de infeccién de las particulas virales de chikungunya que poseian
proteina de envuelta, las cuales, presumiblemente, son infectivas, sobre un cultivo de células
293T en presencia de puromicina a concentraciéon 1 pg/ml, siguiendo el protocolo detallado en
el apartado 111.4.5.2. El aspecto de las placas de cultivo pasados cinco y ocho dias tras la infeccidon
de las células 293T con las diluciones 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 y 1/128 del sobrenadante
viral que contenia las particulas virales de chikungunya con proteina de envuelta se muestra en
la Figura 36A y Figura 36B respectivamente. Por otra parte, el aspecto de las placas de cultivo
pasados ocho dias tras la infeccién de las células 293T con las diluciones 1/10%, 1/10?%, 1/103,
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1/10% 1/10°, 1/10° y 107 del mismo sobrenadante viral mencionado anteriormente se muestra
en la Figura 37A, junto con la imagen de una colonia aislada de células 293T resistentes a
puromicina (Figura 37B).

Debe considerarse que el color del medio DMEM, en el cual se cultivan las células 293T, es un
indicativo indirecto de la confluencia celular, debido a la presencia de rojo de fenol en su
composicion. En valores de pH superiores a 8 el cultivo adquiere una tonalidad violeta, en
valores de pH comprendidos entre 6,8-8 la tonalidad es rojiza-naranja y en valores de pH
inferiores a 6,8 el color se torna amarillo. Cuando el cultivo alcanza la confluencia, es decir, hay
un 100% de ocupacidn de la placa de cultivo por las células 293T, los nutrientes del medio DMEM
se han consumido y el medio se ha acidificado, lo que conduce a un color amarillo del mismo.

Figura 36. Apariencia de las placas de cultivo pasados cinco (A) y ocho (B) dias tras la infeccion de las células 293T con
diferentes diluciones de un sobrenadante viral, que contenia particulas virales de chikungunya con proteina de
envuelta, y posterior seleccion con puromicina a concentraciéon 1 ug/ml. De izquierda a derecha y de arriba abajo:
control | (células 293T no infectadas y crecidas en ausencia de puromicina); control Il (células 293T no infectadas y
crecidas en presencia de puromicina); dilucion 1/2 del sobrenadante viral; dilucion 1/4; dilucion 1/8 (2 pocillos);
dilucion 1/16 (2 pocillos), dilucion 1/32, dilucién 1/64 y dilucion 1/128.

En la Figura 36A se puede observar que el color del medio pasados 5 dias desde la infeccion es
mas amarillo conforme mas concentrado se encontraba el sobrenadante viral con el que se
infectaron las células 293T, lo que sugiere que a mayor concentracion del sobrenadante viral,
un mayor numero de células 293T crecieron en la placay, por tanto, adquirieron la resistencia a
puromicina. Esta observacion se confirmd mediante visualizacion al microscopio, donde se
observd un 90% de confluencia en los pocillos correspondientes a la infeccién con las diluciones
1/64 y 1/128 del sobrenadante viral, un 95% en los pocillos correspondientes a las diluciones
1/32y 1/16 y un 100% de confluencia en los pocillos de las diluciones 1/2, 1/4 y 1/8. En la Figura
36B se observa que pasados 8 dias desde la infeccidn, todos los pocillos donde hubo infeccidn
con el sobrenadante viral presentaron un color amarillo similar, lo que se confirmé mediante
visualizacidn al microscopio donde se observé una confluencia del 100% en todos los casos. Por
otra parte, se observé la misma confluencia del 100% en la condicién control | (células 293T no
infectadas y crecidas en ausencia de puromicina) y una confluencia diferente en la condicion

126



RESULTADOS

control Il (células 293T no infectadas y crecidas en presencia de puromicina a concentracion 1
ug/ml). En el control Il se observd, segiin lo esperado, una muerte progresiva de las células 293T,
siendo el dia 8 la confluencia del 0%.

Los resultados anteriores confirmaron la infectividad de las particulas virales de chikungunya
con proteina de envuelta, ya que las células 293T infectadas crecieron con normalidad en
presencia de puromicina a concentracion 1 pg/ml, a diferencia de las células 293T no infectadas
que no sobrevivieron en estas condiciones de cultivo. A su vez, los resultados anteriores
mostraron la necesidad de aplicar una dilucién mayor del sobrenadante viral, si el objetivo
perseguido era la observacion de colonias aisladas de células 293T resistentes a puromicina,
para poder de este modo calcular la multiplicidad de infeccién.

Figura 37. A. Apariencia de las placas de cultivo pasados ocho dias tras la infeccion de las células 293T con diferentes
diluciones de un sobrenadante viral, que contenia particulas virales de chikungunya con proteina de envuelta, y
posterior seleccién con puromicina a concentracion 1 ug/ml. De izquierda a derecha y de arriba abajo: dilucién 1/10?
del sobrenadante viral, dilucién 1/103, dilucion 1/10%, dilucién 1/10°, dilucién 1/106 y dilucién 1/10’. B. Colonia aislada
de células 293T resistentes a puromicina visualizada en microscopio.

En la Figura 37A se repitieron las observaciones anteriores, ya que el color del medio pasados 8
dias desde la infeccidn fue dependiente de la concentracidn del sobrenadante viral con el que
fueron infectadas las células 293T. Esta observacidn se verificd bajo visualizacién al microscopio,
donde se comprobd que las confluencias alcanzadas el dia 8 del experimento de infeccidn
variaron en funcién de la dilucién aplicada del sobrenadante viral: dilucién 1/10? (confluencia
del 100%), 1/10° (90%), 1/10* (50%), 1/10° (se observaron 50-60 colonias aisladas), 1/10° (se
observaron 5 colonias aisladas) y 1/107 (confluencia del 0%, no se observé ninguna colonia
aislada). Los resultados obtenidos indican que las diluciones del sobrenadante viral éptimas para
infectar células 293T y poder visualizar colonias aisladas de células resistentes a puromicina son
las diluciones 1/10° y 1/10°. El contaje de las colonias resistentes, obtenidas tras infectar un
cultivo celular con las diluciones 1/10° y 1/10° del sobrenadante viral, permitié determinar su
MOlI, aplicando la ecuacién 9 descrita en el apartado 111.4.5.2. La MOI se determiné tanto en las
particulas virales de chikungunya con proteina de envuelta como en las particulas virales de
chikungunya sin proteina de envuelta, con el objetivo de evaluar la capacidad infectiva de ambos
tipos de particula. Los resultados obtenidos tras aplicar el protocolo descrito en el apartado
111.4.5.2 se muestran en la Tabla 39.
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Tabla 39. Resultados obtenidos tras la infeccion de células 293T con diferentes tipos de particulas virales y posterior
seleccién con puromicina a concentracion 1 ug/ml. Tras la seleccion con puromicina se cuenta el nimero de colonias
de células 293T resistentes a puromicina y se determina el numero de particulas virales infectivas por ml de
sobrenadante viral, asumiendo que cada colonia resistente procede de la infeccion por una unica particula viral.
Abreviaturas: Dil: dilucién; sobr: sobrenadante; No: nimero; R1; réplica 1; R2: réplica 2; X: media del nimero de
colonias resistentes obtenidas en ambas réplicas; MOI: multiplicidad de infeccion. *Contaje realizado el dia 2 del
experimento de infeccion.

Tipo de . ; No. de , No. medio de
i , Dil sobr. No. Células . No. Particulas , .
particula . * colonias ) . . particulas virales | MOI
. viral 293T - virales infectivas . .
viral (R1; R2; X) infectivas
Con 1/10° | 1E+06células | 65;87,76 | '/OEY06 particulas
, virales infectivas ,
proteina 1,0E+07 particulas 10
de , virales infectivas
envuelta 1106 | 1E+06 células | 7:18;12,5 | 12°E+06 particulas
virales infectivas
Sin
proteina 'N(.) 1E+06 células 10 $,OE+QO par'tfculas 1,QE+OO‘part|'§u|as 105
de diluido virales infectivas/ml virales infectivas
envuelta

Los resultados mostrados en la Tabla 39 indican que las particulas virales carentes de proteina
de envuelta son seis ordenes de magnitud menos infectivas que las particulas virales con
proteina de envuelta, ya que se obtiene una MOl de 10°y 10, respectivamente. Por tanto, queda
confirmada la eficacia de prescindir del plasmido de envuelta durante la generacién in vitro de
particulas virales como método para disminuir su capacidad infectiva. Unicamente se observan
10 colonias de células 293T resistentes a puromicina cuando se infectan estas células con el
sobrenadante viral que contiene particulas virales de chikungunya sin proteina de envuelta.
Quizds esto pueda deberse al hecho de afiadir polibreno en el momento de infeccidn, ya que ha
sido demostrado que este reactivo potencia la entrada de las particulas virales al interior celular
mediante un mecanismo independiente de la presencia de la proteina de envuelta viral y del
receptor celular. Este mecanismo se basa en la adsorcién de la particula viral a la membrana
celular, lo que es posible gracias a la carga positiva que aporta el polibreno frente a la carga
negativa propia de la membrana celular [291].

El polibreno se incorpord en un inicio con el objetivo de reproducir los protocolos de infeccion
descritos en la bibliografia [217], pero posteriormente se considerd el interés en este proyecto
de simular las condiciones reales de infeccidon y no potenciar mecanismos alternativos de
entrada de las particulas virales al interior celular. Debido a ello, en experimentos posteriores
se prescindio del polibreno y la evaluacidn de la capacidad infectiva de las particulas virales de
SARS-CoV-2, RSV, influenza A e influenza B, todas ellas generadas sin proteina de envuelta, se
evalué siguiendo el protocolo de infeccién detallado en el apartado 111.4.5.3. En esta evaluacidn
no solo se analizé la capacidad de las particulas virales de acceder al interior celular (ensayo A)
sino que también se evalud si las particulas virales analizadas provocaban una alteracion en el
crecimiento celular o en la morfologia de las células (ensayo B). Por ultimo, se evalud si un paso
previo de incubacién del sobrenadante viral a 75°C durante 10 min conducia a la inactivacion de
las particulas virales. En los ensayos comentados anteriormente se incluyé como control positivo
de infeccidén un sobrenadante viral que contenia particulas virales de chikungunya con proteina
de envuelta. Los resultados obtenidos en los ensayos Ay B para cada una de las particulas virales
analizadas se muestran en la Tabla 40.
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Tabla 40. Resultados obtenidos tras la infeccion de células 293T con diferentes tipos de particulas virales. En el ensayo
A se realiza tras la infeccién una seleccion con puromicina a concentracion 1 ug/ml y se cuenta el numero de colonias
resistentes a puromicina pasados ocho dias tras la infeccion. En el ensayo B se mantienen las células en medio DMEM
completo (sin seleccion con puromicina) y pasados cinco dias tras la infeccion se realiza, por cada condicion ensayada,
un recuento celular y se determina la viabilidad celular. Abreviaturas: Sobr: sobrenadante; No: numero.

ENSAYO A ENSAYO B
Tipo de I s
: . . Dilucidn Volumen No. No. Viabilidad
particula Tratamiento . . . ,
viral sobr. viral sobrenadante viral Colonias Células celular
Células 293T
o)
sin infectar N/A N/A N/A N/A 1,09E+07 97,7%
— - s
SARS-CoV-2 i N/A ' No df|U{dO 182 ul N?nguna 1,13E+07 97,9%
75°C 10 min No diluido 182 ul Ninguna 0,92E+07 96,4%
RSV N/A No diluido 182 ul Ninguna 1,30E+07 98,9%
75°C 10 min No diluido 182 ul Ninguna 1,34E+07 96,8%
182 ul (45,5 pl
N/A No diluido YIA1+45,5 pul YIA2+45,5 Ninguna 1,04E+07 97,1%
ul YIA3+45,5 pl YIA4)
Infl A
ntiuenza 182 ul (45,5
75°C 10 min No diluido YIA1+45,5 pl YIA2+45,5 Ninguna 1,48E+07 98,8%
ul YIA3+45,5 pl YIA4)
182 pl (45,5 pl
N/A No diluido YIB1+45,5 ul YIB2+45,5 Ninguna 1,31E+07 98,6%
ul YIB3+45,5 pl YIB4)
Infl B
ntiuenza 182 ul (45,5 Wl
75°C 10 min No diluido YIB1+45,5 ul YIB2+45,5 Ninguna 1,16E+07 96,5%
ul YIB3+45,5 pl YIB4)
Chikungunya N/A 1/10° 182 ul Colonias | ) coev07 | 96,2%
con proteina aisladas
de envuelta 75°C 10 min 1/10° 182 pl Ninguna 1,23E+07 97,6%

Los resultados mostrados en la Tabla 40 confirman la no infectividad de las particulas virales de
SARS-CoV-2, RSV, influenza A e influenza B, ya que, por una parte, tras la infeccion de las células
293T con los diferentes tipos de particulas virales no se observan colonias aisladas resistentes a
puromicinay, por otra parte, no se observan diferencias significativas respecto al control (células
293T sin infectar) ni en la viabilidad celular, ni en su morfologia, ni en el nimero de células 293T
presentes en el cultivo, pasados 3 dias tras la infeccidn con los diferentes sobrenadantes virales.
Estos resultados también sugieren que las 10 colonias aisladas (Tabla 39) que fueron observadas
al infectar las células 293T con las particulas virales de chikungunya sin proteina de envuelta
fueron consecuencia de la adicion de polibreno, que potencia la infeccidn, ya que en el resto de
las particulas virales, cuya infeccidn se realizé en ausencia de polibreno, no se observan colonias
aisladas.

Por otra parte, se observa que el paso de incubacidn a 75°C 10 min seria suficiente como método
de inactivacion de las particulas virales desarrolladas, como demuestra el hecho de no observar
colonias aisladas resistentes a puromicina cuando se infectan las células con particulas virales
de chikungunya con proteina de envuelta y que han sido sometidas a un tratamiento previo de
75°C 10 min (Tabla 40).

A pesar de ello, en este proyecto se deciden implementar ambas estrategias: la generacién de
particulas virales carentes de proteina de envuelta y el paso de incubacién a 75°C 10 min para
reforzar la bioseguridad de las particulas virales desarrolladas. Queda, por tanto, demostrada la
no infectividad de las particulas virales desarrolladas en este proyecto, las cuales pueden ser
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manipuladas en nivel de bioseguridad tipo 2 [292], independientemente del patdgeno al que
corresponda el RNA viral.

V.2.7 SECUENCIACION MASIVA DEL RNA CONTENIDO EN LAS PARTICULAS VIRALES
RECOMBINANTES

La secuenciacion masiva del RNA contenido en las particulas virales desarrolladas en este
proyecto se realizé con el objetivo de verificar que durante su generacién in vitro, mediante el
sistema lentiviral, no se produjeron modificaciones en la secuencia del RNA viral. Estas
modificaciones podrian tratarse de mutaciones puntuales o modificaciones mds notables como
inserciones o deleciones, las cuales podrian ocurrir si tiene lugar un proceso de recombinacién
entre las dos hebras del RNA viral que se empaquetan de forma conjunta en el mismo viridn
[157, 158]. Por otra parte, la importancia de validar mediante secuenciacion los controles
positivos basados en virus queda reflejada en el estudio de Bateman et al. (2017) [61], donde
encontraron la existencia de subpoblaciones en el estdndar internacional de la OMS del virus
BK, las cuales presentaban deleciones en la regidn del antigeno T, como se detalla en el apartado
11.2.2.1.

Se determind la concentracion de RNA de cada muestra previamente a su secuenciacion, tal y
como se indica en el apartado 1ll.11. Los resultados fueron favorables, alcanzandose la
concentracién minima de 1 ng/ul requerida para la técnica de secuenciacién. La secuenciacion
masiva fue realizada por el CIBIR, tal y como se indica en el apartado Ill.11. Los resultados
proporcionados por este centro, en concreto el nimero de lecturas obtenido y el porcentaje de
lecturas pérdidas en cada paso del procesamiento bioinformdtico de las lecturas crudas, se
muestra en la Tabla 41.

Tabla 41. Numero (No.) de lecturas obtenido y porcentaje de lecturas perdidas tras la eliminacion de las lecturas
correspondientes a los adaptadores y las regiones de baja calidad (paso 1); la eliminacion del RNA ribosémico (paso
2); y la eliminacion de las secuencias de origen humano (paso 3).

Eliminacién de L Eliminacién de las
. Eliminacién del RNA . .
adaptadores y regiones L secuencias de origen
. . ribosémico
de baja calidad humano
No. No. % No. % No. %
Muestra (RNA viral) Lecturas Lecturas_ e Lecturas_ o Lecturas_ o
pérdida_1 pérdida_2 pérdida_3
crudas 1 2 3

Influenza A (YIA1) 3.329.262 | 3.280.757 1,46 3.276.899 0,12 2.835.084 13,48
Influenza A (YIA2) 3.489.017 | 3.446.162 1,23 3.440.695 0,16 3.056.374 11,17
Influenza A (YIA3) 3.047.225 | 3.009.009 1,25 3.001.039 0,26 2.494.543 16,88
Influenza A (YIA4) 2.745.562 | 2.723.735 0,79 2.718.408 0,20 2.173.674 20,04
SARS-CoV-2 (NCO) 1.672.072 1.658.276 0,83 1.651.977 0,38 840.715 49,11
Influenza B (YIB1) 3.085.843 | 3.062.616 0,75 3.057.722 0,16 2.362.559 22,73
Influenza B (YIB2) 3.287.641 | 3.260.858 0,81 3.254.264 0,20 2.624.339 19,36
Influenza B (YIB3) 1.982.061 1.968.792 0,67 1.965.891 0,15 1.531.011 22,12
Influenza B (YIB4) 2.544.870 | 2.519.168 1,01 2.514.576 0,18 2.196.648 12,64
Virus respiratorio 3.064.898 | 3.042.869 | 0,72 | 3.038.246 | 015 | 2.407.043 | 20,78
sincitial (RSV)
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Se observa que el mayor porcentaje de pérdida de lecturas ocurre cuando se eliminan las
lecturas de origen humano, lo que podria ser indicativo de cierta presencia en el sobrenadante
viral de DNA o RNA derivado del genoma de las células 293T, utilizadas durante la generacién in
vitro de las particulas virales. A pesar de ello, el nUmero de lecturas resultantes, tras el
procesamiento bioinformatico de las lecturas crudas, sigue siendo muy elevado. Los resultados
proporcionados por el CIBIR, relativos al mapeo de las lecturas con la secuencia de referencia
correspondiente, se muestran en la Tabla 42.

Tabla 42. Porcentaje de lecturas mapeadas y nimero de lecturas no mapeadas respecto a la secuencia de referencia,
la cual es diferente para cada una de las muestras.

% Lecturas
No. No. Lecturas no
Muestra Lecturas_3 e[ mapeadas
- (Cobertura) P

Influenza A (YIA1) 2.835.084 97,20 95.530
Influenza A (YIA2) 3.056.374 97,11 103.344
Influenza A (YIA3) 2.494.543 95,53 127.497
Influenza A (YIA4) 2.173.674 94,96 123.147
SARS-CoV-2 (NCO) 840.715 84,26 141.656
Influenza B (YIB1) 2.362.559 94,86 137.210
Influenza B (YIB2) 2.624.339 95,05 145.777
Influenza B (YIB3) 1.531.011 95,06 85.849
Influenza B (YIB4) 2.196.648 96,43 92.440
Virus respiratorio

sincitial (RS) 2.407.043 96,31 106.501

Por ultimo, el esquema de mapeo, obtenido mediante el software Integrative Genomics Viewer,
para cada una de las 10 muestras secuenciadas se recoge en la Figura S3. La visualizacién de las
lecturas en IGV, junto con los valores de porcentaje de lecturas mapeadas respecto a la
secuencia de referencia, mostrados en la Tabla 42, revelan una cobertura muy elevada en la
secuenciacion. Esto implica que las lecturas obtenidas durante la secuenciacion cubrieron la
totalidad del genoma viral, en cada una de las 10 muestras analizadas. A su vez, se observé que
la profundidad de cobertura, pardmetro que muestra cuantas veces fue secuenciado un
fragmento del genoma en particular, fue relativamente constante a lo largo del genoma
secuenciado, para cada una de las 10 muestras analizadas.

Desde el CIBIR extrajeron las modificaciones significativas presentes en el RNA viral de cada
muestra respecto a su correspondiente secuencia de referencia. Este analisis revelé que no
existia ninguna mutacidn en la region especifica de patdgeno del RNA viral secuenciado,
respecto a su correspondiente secuencia de referencia. Tampoco se observd ninguna insercion
ni deleciéon. Unicamente se observaron mutaciones, en las diez muestras analizadas, en los
ultimos siete nucledtidos del gen de resistencia a puromicina (mutaciones mostradas como una
linea roja en la Figura S3), probablemente debido a una anotacidn incorrecta de la secuencia de
este gen.

La ausencia, confirmada mediante secuenciacion masiva, de mutaciones, inserciones vy
deleciones en el RNA viral de diez particulas virales distintas, permitid validar el procedimiento
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utilizado en este proyecto para la generacion in vitro de particulas virales recombinantes de
RNA, durante el cual no hay indicios de que se produzca la recombinacién entre las dos hebras
de RNA empaquetadas conjuntamente en el mismo virién.

Los experimentos desarrollados en este proyecto permitieron disponer de una coleccién de
particulas virales recombinantes de RNA conformada por los virus de chikungunya, SARS-CoV-2,
RSV, influenza A e influenza B. El desarrollo del control positivo de SARS-CoV-2, basado en
particulas virales recombinantes del virus SARS-CoV-2, permitié dar respuesta a la necesidad
existente a nivel mundial de disponer de un control positivo fiable y no infeccioso que asegure
la monitorizacién completa del proceso de RT-qPCR.
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Relevancia de los controles de proceso de RT-gPCR y necesidad identificada en el mercado

La técnica de PCR en tiempo real ha trascendido al ambito del diagnéstico clinico por su rapidez,
sensibilidad y especificidad, reemplazando o reforzando el diagndstico mediante técnicas
convencionales como el cultivo, la microscopia o ensayos inmunolégicos basados en la deteccidn
de antigenos o anticuerpos. La elevada sensibilidad de la PCR en tiempo real, capaz de detectar
una copia de la secuencia diana por reaccion, es una de las fortalezas de esta técnica, pero a su
vez la convierte en una técnica sensible ante la presencia de acidos nucleicos contaminantes, los
cuales si son reconocidos por los cebadores y sondas incluidos en la mezcla de RT-gPCR
conducen a la aparicion de falsos positivos [293]. En las reacciones de RT-gPCR, como en todas
las técnicas diagndsticas, también se da la aparicidon de falsos negativos, cuyo origen suele ser
un problema en la extraccién de acidos nucleicos o en su amplificacidn por RT-gPCR.

La aparicidn de resultados falsos positivos o negativos en el contexto del diagndstico clinico
puede tener un grave impacto en la salud del paciente [294], por lo que resulta imprescindible
incluir en el procedimiento diagndstico un control positivo y un control negativo, que imiten con
fidelidad a las muestras clinicas y sean procesados de forma simultanea junto a ellas. De este
modo, cualquier incidente durante el procedimiento se vera reflejado en el resultado de los
controles positivo y negativo, invalidando los resultados de las muestras clinicas y siendo precisa
la repeticidn del ensayo desde la etapa inicial. La aplicacién de los controles positivo y negativo
se extiende mas alla del dmbito clinico, ya que estos controles de proceso pueden actuar como
material de referencia que permita validar procedimientos de PCR en tiempo real o de
extraccion de acidos nucleicos, obtener resultados comparables entre distintos ensayos o
verificar el correcto funcionamiento de termocicladores o equipos de extraccién automatica.

La disponibilidad de controles que permitan la monitorizacion completa del proceso de RT-qPCR
es limitada, especialmente en el caso de virus de reciente aparicidn, virus endémicos o aquellos
virus cuyo cultivo es complejo o requiere de instalaciones de alto nivel de bioseguridad. La
mayoria de los controles existentes en el mercado que permiten la monitorizacién completa,
desde la extracciéon de acidos nucleicos hasta su posterior amplificacion y deteccién por RT-
gPCR, consisten en una cepa del virus salvaje, que con frecuencia es aislada de pacientes que
presentan infeccidon. La manipulaciéon de este tipo de controles suele requerir de personal
experimentado y en algunos casos de medidas de contencién propias de un nivel de
bioseguridad tipo 3 o superior.

La solucion propuesta en este proyecto

La solucién propuesta en este proyecto de investigacion se basa en la generacién in vitro de
particulas virales recombinantes de RNA, que permitan la monitorizacion completa de los
ensayos de RT-qPCR. La manipulacion de estas particulas requiere un nivel de bioseguridad tipo
2, independientemente del tipo de particula viral desarrollada, garantizando de este modo su
acceso a la gran mayoria de laboratorios. Se selecciond el sistema lentiviral, frente a otros,
debido a que los lentivirus poseen un genoma de RNA, son capaces de albergar insertos de gran
tamanfio, presentan una elevada especificidad en el empaquetamiento (discriminando el RNA
viral del RNA celular) y su estructura se asemeja con fidelidad a aquellos virus causantes de
patologia en humanos, los cuales son el centro de interés de este proyecto.

El camino recorrido

Durante este proyecto de investigacidon se desarrollé y optimizé el proceso de generacién de
particulas virales recombinantes de RNA, tomando como modelo particulas virales cuyo RNA
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incluia el gen EGFP y particulas virales cuyo RNA contenia diferentes fragmentos del genoma del
virus chikungunya. Una vez optimizado el proceso, este se validé en diferentes disefios que
incluyeron la generacidn de particulas virales de SARS-CoV-2, RSV, influenza A e influenza B.

En primer lugar, se llevd a cabo el disefio del inserto, donde se consideraron las dianas mas
frecuentes en la identificacion por RT-gPCR del virus de interés y se introdujeron en la secuencia
codones de parada de la traduccién, como medida adicional de bioseguridad.

En segundo lugar, se logrd la generacidn eficiente de particulas virales mediante transfeccion de
los pldsmidos lentivirales en células HEK 293T. El mismo protocolo fue aplicado en los diferentes
disefos de RNA viral considerados en este proyecto, cuyo tamafio se encontraba en el rango de
5-8 kb. En todos ellos se alcanzé un titulo viral equivalente, siendo el titulo viral medio de
2,38E+09 copias de RNA viral por ml. Este valor es similar a la concentracién reportada en
estudios analogos de generacién de particulas virales de RNA mediante el sistema lentiviral [130,
218].

En tercer lugar, se realizaron diferentes experimentos de purificacién dirigidos a eliminar el DNA
plasmidico, presente en el sobrenadante viral e incorporado durante la transfeccién, o el posible
cDNA generado por retrotranscripcion, este ultimo se encontraria en el interior de las particulas
virales. EI DNA presente en el sobrenadante viral debe ser eliminado, ya que su presencia
condiciona la aplicacién de las particulas virales como control positivo de ensayos de RT-gPCR,
puesto que en estos ensayos ocurre la deteccion conjunta de DNA y RNA vy, por tanto, la
presencia de DNA conduciria a una interpretacion errénea de la cantidad de RNA presente en el
control positivo. Para la eliminacién del DNA plasmidico se recurri6 a la digestién con DNasa del
sobrenadante viral. Los resultados obtenidos fueron comparables e incluso mas favorables que
los resultados de ensayos analogos reportados en la bibliografia. Un ejemplo de ello es el estudio
de Scherr et al. (2001) [218], donde observaron un desplazamiento de 1 C, en la sefial de DNA
entre los sobrenadantes virales tratado y sin tratar con DNasa. Este valor es notablemente
inferior a los valores de desplazamiento de la sefial de DNA obtenidos en este proyecto de
investigacion, ya que tras la digestion con DNasa en sobrenadantes virales de 48h y 72h se
observo un desplazamiento de 8,94 C4s (equivalente a 2,75 logio) y 9,71 Cqs (equivalente a 2,99
logio), respectivamente.

Por otra parte, Sastry et al. (2002) [219] trataron un sobrenadante viral con DNasa,
posteriormente realizaron una extraccién de dcidos nucleicos y analizaron los acidos nucleicos
extraidos por gPCR y RT-qPCR. Tras el analisis observaron que el nimero de moléculas de DNA
+ RNA era aproximadamente 1.000 veces superior al nimero de moléculas de DNA. Esto implica
una diferencia de 9,9 Cqs (aplicando la ecuacion 2) entre la sefial de DNA y la sefial de DNA +

RNA. Este valor es muy préximo al valor de ACq(2) = 9,61, observado en este proyecto tras
someter a los sobrenadantes virales de 48h a digestion con DNasa y posterior extraccion de
acidos nucleicos.

Por ultimo, en el estudio reportado por Merten et al. (2011) [192] observaron una reduccion del
DNA plasmidico del 85%, tras digerir un sobrenadante viral con benzonasa. Este valor es inferior
a los valores de reduccion de DNA reportados en este proyecto, donde se demostrd una
reduccidn del DNA superior al 98,6% (equivalente a un valor superior a 1,86 logio), en todos los
sobrenadantes virales que fueron digeridos con DNasa.

En este proyecto se logrd, por tanto, alcanzar una eliminacién superior al 98,6% del DNA
presente en el sobrenadante viral, mediante digestion con DNasa. Con el objetivo de eliminar el
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DNA remanente se valoraron diferentes estrategias de purificacién, las cuales consistieron en la
optimizacion de la reaccién de digestidn, la transfeccidén con un plasmido de empaquetamiento
defectivo para la retrotranscriptasa, la purificacion del sobrenadante viral por
ultracentrifugacion y la implementacién de diferentes modificaciones sobre el proceso de
transfeccion.

La eliminacién del DNA fue practicamente del 100% cuando la digestidon con DNasa fue aplicada
sobre las particulas virales extraidas, obteniéndose unos valores de reduccion de DNA de 5,68
logioy 6,22 logo, tras el tratamiento Extraccidon + DNasa en sobrenadantes virales de 48hy 72h,
respectivamente. Estos valores fueron muy superiores a la reduccion de DNA observada tras el
tratamiento DNasa + Extraccion en sobrenadantes virales de 48h y 72h, donde se obtuvieron
valores de 2,23 logio y 2,13 logio, respectivamente. Esta observacién coincide con los resultados
reportados por Mattiuzzo et al. (2015) [130], Trono (1992) [160] y Lori et al. (1992) [161],
quienes justificaron este fendmeno como consecuencia de una retrotranscripcién prematura
del RNA viral a cDNA, la cual estaria teniendo lugar en el interior de las particulas virales. Por
tanto, habria cDNA contenido en las particulas virales y, Unicamente este se liberaria una vez
realizada la extraccion de acidos nucleicos, quedando disponible para la digestion con DNasa.
Para analizar esta hipdtesis se abordo la estrategia propuesta por Kutner et al. (2009) [225],
consistente en generar particulas virales defectivas para la retrotranscriptasa, mediante
transfeccion con un plasmido de empaquetamiento RT defectivo. Los resultados obtenidos no
fueron favorables, por lo que o bien la presencia de DNA en el sobrenadante viral no se debia a
la hipdtesis inicialmente planteada o la mutagénesis dirigida realizada para inactivar la
retrotranscriptasa no fue completamente efectiva.

Por otra parte, Scherr et al. (2001) [218] reportaron que la sefial de DNA desaparecia por
completo cuando la digestién se realizaba sobre un DNA plasmidico presente en un
sobrenadante celular. En este sobrenadante, que habia estado en contacto con las células, no
hubo formacién de particulas virales. Los resultados obtenidos en este proyecto difieren de la
observacién anterior, ya que la digestion con DNasa no fue 100% eficaz en sobrenadantes
celulares de 48h y 72h, observandose unos valores de reduccion de DNA de 2,95 logio v 2,35
logio, respectivamente. Se obtuvieron valores similares de reduccién de DNA (2,75 logio y 2,99
logio) cuando la digestion se aplicod en sobrenadantes virales de 48h y 72h, respectivamente.

Los resultados anteriores sugerian que la ineficiencia en la digestion con DNasa no estaba
asociada a la presencia de particulas virales, ya que la digestion con DNasa fue equivalente en
sobrenadantes celulares (no hay formacién de particulas virales) y en sobrenadantes virales (hay
formacidn de particulas virales). Debido a ello se planted la posibilidad de que el DNA inaccesible
para la digestion con DNasa estuviese contenido en exosomas. Los exosomas son estructuras
similares a las particulas virales que podrian haber internalizado el DNA en el interior celular
(comparten la misma ruta de sintesis que las particulas virales) o en el exterior celular. Se
plantearon diferentes estrategias basadas, por una parte, en la separacion de exosomas y
particulas virales mediante ultracentrifugacion en gradiente de velocidad [226, 227, 229] y, por
otra parte, en la realizacién de diferentes modificaciones del proceso de transfeccion. Estas
modificaciones se realizaron con el objetivo de generar particulas virales en un medio libre de
suero fetal bovino, ya que este es una fuente de exosomas [253-255].

Los resultados obtenidos a lo largo del proyecto de investigacion sugieren que la eliminaciéon
completa del DNA se trata de un problema multifactorial, donde serian varios los factores
condicionantes. Ninguna de las estrategias abordadas durante la purificacion de las particulas
virales fue mas favorable que el tratamiento del sobrenadante viral con DNasa. Sin embargo,
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debido a la reduccién de mas del 98,6% del DNA (obtenida durante la digestién con DNasa) fue
posible la obtencion de un control positivo concentrado. Su concentracién se encontrd en el
rango de 50-500 copias/ul, en el cual el DNA esta presente en una cantidad infima, por lo que
no es detectado tras su analisis por gPCR.

Las particulas virales fueron cuantificadas por PCR digital y estabilizadas por liofilizacién, con el
objetivo de aportar valor afiadido al producto. En ambos procesos se logrd la optimizacion de
un protocolo universal, independientemente de la secuencia del RNA viral.

La versatilidad del sistema lentiviral permitié ampliar la coleccidn de particulas virales en un
periodo de tiempo reducido. Su aplicacidn fue crucial en el desarrollo de un control positivo para
el virus SARS-CoV-2, ya que fue posible el desarrollo de un control positivo de estas
caracteristicas en un momento todavia incipiente, donde las caracteristicas de este virus
comenzaban a estudiarse. De este modo, se dio respuesta a la necesidad existente a nivel
mundial de un control positivo fiable y no infeccioso que permitiese validar los diferentes
ensayos de RT-gPCR. El desarrollo de estos ensayos de RT-qPCR se fue sucediendo desde el inicio
de la pandemia ocasionada por el virus SARS-CoV-2, siendo la principal herramienta para la
identificacion del virus y la contencién de la enfermedad, contribuyendo a frenar los contagios
y a su control epidemioldgico.

Validacion de las particulas virales desarrolladas para su uso como control positivo de ensayos
de RT-qPCR

Las particulas virales liofilizadas se sometieron a una exhaustiva evaluacién con el objetivo de
validar su aplicacion como control positivo de ensayos de RT-gPCR. Para ello, se evalud su
funcionalidad tras ser procesadas por algunos de los sistemas de extraccidn cuyo uso estd
ampliamente extendido, verificando su compatibilidad.

Por otra parte, se analizd la universalidad de uso con diferentes ensayos de RT-gPCR,
confirmando que las dianas, incluidas durante el disefio del inserto, se encontraban presentes
en la particula viral de RNA y conducian a la amplificaciéon por RT-qPCR. Ademas, se analizo la
secuencia del RNA viral mediante secuenciacidon masiva, confirmando que este no habia sufrido
ninguna mutacidn puntual, insercién o delecidn.

También se evalud la repetibilidad y reproducibilidad de las particulas virales, analizando la
variabilidad en el valor de C, obtenido tras su extraccion y andlisis por un mismo ensayo de RT-
gPCR (intraensayo), en ensayos realizados en dias diferentes (inter-ensayo), por distintos
operadores (inter-operador), entre diferentes lotes de particulas virales (inter-lote) y tras su
procesamiento por diferentes sistemas de extraccion y termocicladores (inter-equipamiento).
Los resultados de desviacidn tipica y coeficiente de variacion, calculados a partir de los valores
de C, obtenidos en los diferentes tipos de andlisis, se encontraron dentro del rango de
aceptacion establecido, indicando que las particulas virales desarrolladas presentan una elevada
reproducibilidad y repetibilidad.

Por otra parte, se llevaron a cabo experimentos con el objetivo de demostrar que las particulas
virales producidas no eran infectivas, con el fin de garantizar la seguridad en la manipulacion
por parte del usuario. Estas pruebas consistieron en la infecciéon de células con sobrenadantes
virales y posterior seleccidn con puromicina. La estrategia abordada para lograr la no
infectividad consistié en prescindir del plasmido de envuelta durante el proceso de transfeccion,
con el objetivo de generar particulas virales sin proteina de envuelta, impidiendo asi su unidn
con el receptor celular y, por tanto, la entrada del virus en la célula. También se incorpord un
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paso de incubacién a 75°C durante 10 min previo a la liofilizacién de la particula viral, con el
doble objetivo de inactivar la DNasa e inactivar la particula viral [214-216], tras verificar que este
paso no comprometia la estabilidad de la particula viral.

Por ultimo, se realizaron diferentes experimentos de envejecimiento acelerado, estabilidad en
uso y estabilidad en el transporte. Estos experimentos se realizaron con el objetivo de
determinar la vida util de las particulas virales (cuando estas son almacenadas a temperatura
ambiente); evaluar su estabilidad, una vez reconstituido el liéfilo, durante su almacenamiento a
las temperaturas de 25°C, 4°C, -20°C y -80°C; y evaluar su estabilidad durante su transporte,
respectivamente. En los experimentos anteriores se determind una vida util de 2 afios y se
confirmé la estabilidad del liéfilo reconstituido y almacenado a las temperaturas de 25°Cy 4°C
durante 8 dias, en el caso de las particulas virales de SARS-CoV-2, y 14 dias para las particulas
virales de RSV, influenza A e influenza B. Por otra parte, no se observd una pérdida de
estabilidad, en ninguna de las particulas virales analizadas, cuando el liéfilo reconstituido fue
sometido a un ciclo de congelacién y descongelacién a las temperaturas de -20°C y -80°C.
Tampoco se observé una pérdida de estabilidad durante su transporte, en el cual las condiciones
de humedady presién fueron variables y la temperatura oscilé en el rango de valores entre 6,8°C
y 29,2°C.

Desarrollo de productos potencialmente comerciales y caracteristicas diferenciales frente a los
competidores

Las particulas virales desarrolladas en este proyecto comparten la misma finalidad que los
controles positivos comerciales incluidos en la gama de productos Accuplex™ de Seracare
(basados en particulas virales recombinantes generadas mediante alphavirus), Armored RNA
Quant® de Asuragen (basados en particulas virales recombinantes generadas a partir del
bacteriéfago MS2), AmpliRun®Total de Vircell y NATtrol™ Molecular Controls de Zeptometrix
(ambos basados en el cultivo del virus salvaje y posterior inactivacion mediante métodos fisico-
quimicos) y AcroMetrix™ de Thermo Fisher Scientific (basados en el cultivo del virus salvaje y
posterior inactivaciéon o en particulas virales recombinantes generadas a partir del virus de la
diarrea bovina).

Una comparativa de las caracteristicas de los controles positivos mencionados anteriormente se
recoge en la Tabla 43, donde los productos desarrollados en este proyecto destacan frente al
resto de controles en términos de formato, temperatura de almacenamiento y concentracion.
El formato liofilizado permite su almacenamiento y transporte a temperatura ambiente, sin ser
necesario mantener la cadena de frio, por lo que son accesibles a cualquier laboratorio sin
depender de su infraestructura.
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Tabla 43. Comparativa de las caracteristicas de diferentes controles positivos comerciales para la monitorizacion
completa de ensayos RT-GPCR. Abreviatura: T: temperatura. 'Y Una vez reconstituido el lidfilo, este puede permanecer
varios dias a temperatura ambiente o en nevera, o ser congelado para su almacenamiento a largo plazo; ? Una vez
reconstituido el liéfilo requiere su procesamiento en las préximas 24h; ) Excepto los paneles que contienen 3 controles
positivos a las concentraciones de 1, 10 y 100 copias/ul; ) Armored RNA Quant® SARS-CoV-2, se suministra a 1E+08
copias/ul; ®) NATtrol™ SARS-CoV-2 External Run Control se suministra a 50 copias/ul.

Nombre comercial Vida util Formato T almacenamiento Concentracion
Particulas virales Temperatura
desarrolladas en 24 meses Liofilizado P . 50-500 copias/pl

ambiente
este proyecto
Accuplex™ 24 meses Liquido 2-8°C 5 copias/pl
g::::;d RNA No se especifica Liquido -15a-30°C Variable ¥
AmpliRun®Total 30 meses Liofilizado ? 2-8°C 20-50 copias/pl
™

NATtrol™ Molecular 12-24 meses Liquido 2-8°C Variable ©
Controls
AcroMetrix™ No se especifica Liquido -20°C Cualitativo

Préximos disefios y nuevos sistemas de generacion de particulas virales

La urgencia en el desarrollo del control positivo de SARS-CoV-2 condiciond el disefio de su
genoma, en el cual se incluyeron en una Unica particula viral las dianas de los ensayos de RT-
gPCR recomendados por la OMS para la identificacion del virus SARS-CoV-2 [279]. Esta misma
estrategia de control positivo basado en una Unica particula viral (control positivo monoplex) se
siguid en el resto de los controles positivos desarrollados en este proyecto, excepto en los virus
de influenza A e influenza B. En el disefio de estos Ultimos controles se considerd una estrategia
diferente, consistente en la segmentacién del genoma del virus salvaje en varias particulas
virales, las cuales en su conjunto representan el genoma completo del virus (control positivo
multiplex). La generacidon de un control positivo multiplex implica la aplicacién de un mismo
protocolo de cuantificacion por PCR digital y un mismo protocolo de liofilizacidn, sobre las
diferentes particulas virales que conforman el control positivo multiplex. Debido a ello, el
planteamiento de este tipo de controles Unicamente es viable una vez el procedimiento de
generacion de particulas virales ha sido validado en diferentes disefios. En este proyecto se
desarrollaron en orden cronoldgico las particulas virales de EGFP, chikungunya, SARS-CoV-2,
RSV, influenza A e influenza B, motivo por el cual se implementd en los ultimos disefios el
desarrollo de un control positivo multiplex. La evaluacién de la funcionalidad y estabilidad de
este control positivo contd con la complejidad afiadida de requerir el disefio y desarrollo de
diferentes ensayos de RT-gPCR, los cuales incluyesen los cebadores y sonda especificos para la
deteccidn y, por tanto, monitorizacidon de cada una de las particulas virales que constituyen el
control positivo multiplex.

La puesta a punto de un proceso de generacién de controles positivos multiplex ha permitido
iniciar el desarrollo, en el cual se estd trabajando actualmente, de diferentes controles positivos
gue contengan el genoma completo de las variantes alfa, beta y gamma del virus SARS-CoV-2.
Proximamente se valorara el desarrollo de la variante delta del virus SARS-CoV-2 y de las nuevas
variantes que se vayan sucediendo, debido a su relevancia en el avance de la pandemia. Las
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variantes del virus SARS-CoV-2 presentan diferencias en su genoma que condicionan su
transmisibilidad, la sintomatologia asociada o virulencia y la eficacia de las vacunas
administradas, por lo que su identificacion es vital para un buen control epidemiolégico. El
tamafio del genoma del virus SARS-CoV-2 es aproximadamente el doble respecto al genoma del
virus de influenza A o influenza B, por lo que para la generacidn del control positivo planteado
de SARS-CoV-2, la segmentacion de su genoma debe realizarse en un ndmero mayor de
particulas virales, lo que incrementa la complejidad del proceso.

El desarrollo de este proyecto de investigacidon ha permitido instaurar un sistema de generacion
in vitro de particulas virales de RNA, el cual ha implicado el mantenimiento de una linea celular;
la optimizacién de diferentes procesos, tales como la transfeccién de células eucariotas, la
purificacién de particulas virales, su cuantificacion por PCR digital o su estabilizacion por
liofilizacidn; y la implementacién de un sistema que permita validar las particulas virales
desarrolladas. Considerando el conocimiento y dominio adquirido en estas técnicas durante el
proyecto de investigacidn, se espera dar continuidad al mismo con la evaluacién de sistemas
alternativos al sistema lentiviral. Los proximos disefios que se espera abordar en un futuro,
correspondientes tanto a virus de genoma RNA como virus de genoma DNA, todos ellos
causantes de patologia en humanos, se recogen en la Tabla 44.

Tabla 44. Préximos disefios propuestos de particulas virales de genoma RNA o DNA, clasificados en funcion del tipo
de enfermedad.

PANEL RESPIRATORIO PANEL RESPIRATORIO

SARS-CoV-2 (nuevas variantes) Bocavirus
Metapneumovirus humano
Virus parainfluenza

PANEL DE ENFERMEDADES
TROPICALES

Virus chikungunya

Virus del dengue

Virus de Zika

Virus del Nilo Occidental

Virus de la fiebre amarilla

Virus de la fiebre hemorragica de
Crimea-Congo

Virus Mayaro

Virus de la encefalitis japonesa

PANEL GASTROINTESTINAL

Adenovirus

PANEL INMUNOSUPRIMIDOS

Virus BK

Virus John Cunningham (JC)

VIRUS RNA
VIRUS DNA

Virus de la varicela-zéster

PANEL ENFERMEDADES DE

PANEL GASTROINTESTINAL TRANSMISION SEXUAL

Norovirus . .

- Virus del herpes simple
Rotavirus
Astrovirus . .

- Virus del papiloma humano
Sapovirus
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Los controles positivos desarrollados en este proyecto cumplen las siguientes caracteristicas:

e Son controles de tipo monoplex (en el caso de los virus chikungunya, SARS-CoV-2 y RSV)
o controles de tipo multiplex (en el caso de los virus de influenza A e influenza B). Los
controles monoplex estan constituidos por un Unico tipo de particula viral, que incluye
en su genoma las dianas de RT-gPCR mas frecuentes para la identificacidn del virus de
interés. Los controles multiplex estdn constituidos por varios tipos de particula viral, que
en su conjunto representan el genoma completo del virus salvaje.

e Presentacién en formato liofilizado a una concentracién, determinada por PCR digital,
dentro del rango de 11.000-110.000 copias/vial, equivalente a 50-500 copias/pl.

e Son un control fiable del proceso completo de RT-gPCR. Se demostré su compatibilidad
con diferentes sistemas de extraccion de acidos nucleicos, cuyo uso estd ampliamente
extendido en la extraccidon del material genético de virus, y con diferentes ensayos de
RT-gPCR, dirigidos frente a alguno de los fragmentos incluidos en el genoma de la
particula viral.

e Las particulas virales desarrolladas presentan una elevada reproducibilidad vy
repetibilidad.

e Se determiné una vida util de las particulas virales de 2 afios, cuando estas son
almacenadas a temperatura ambiente, en formato liofilizado y protegidas de Ia
humedad. A su vez, se validé su transporte en estas mismas condiciones.

e Una vez reconstituido el control positivo liofilizado, se demostrd su estabilidad durante
varios dias a temperatura ambiente o en nevera a 4°C y tras un ciclo de congelacion-
descongelacion a -20°C o -80°C. Ademas, se demostré que el acido nucleico extraido
admite un minimo de 10 ciclos de congelacidon-descongelacién a 20°C o -80°C, sin verse
comprometida su estabilidad.

e Las particulas virales desarrolladas son defectivas para la replicacidon y no infecciosas.
Carecen de proteina de envuelta y fueron sometidas a incubacién a 75°C durante 10
min, lo que condujo a la inactivacién total de la particula viral. Su manipulacién precisa
de medidas propias de un nivel de bioseguridad tipo 2, independientemente del control
positivo desarrollado, por lo que son accesibles a la gran mayoria de laboratorios.

e La secuencia del RNA viral se confirmé por secuenciacién masiva, no encontrandose
ninguna mutacién puntual, insercién o delecion.
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Figura S1. Resultados obtenidos tras la cuantificacion por PCR digital, mediante el sistema QuantStudio® 3D Digital
PCR, del RNA viral contenido en las particulas virales de SARS-CoV-2 (resultados de dos réplicas en figuras A1y A2) y
en las particulas virales de Influenza A (resultados de YIA1 en B1y B2; YIA2 en C1y C2; YIA3en D1y D2; YIA4enEly
E2). Diagramas de dispersion proporcionados por el software QuantStudio™ 3D AnalysisSuite™. Se muestran los
pocillos positivos (fluoroforo FAM, azul), en los cuales ha ocurrido la amplificacion del DNA molde, y los pocillos
negativos (fluoréforo ROX, amarillo), en los que no ha ocurrido la amplificacion del DNA molde. El Threshold (Th) se
ha ajustado manualmente en la zona donde se observa una separacion clara entre las dos poblaciones: Th =1.200 (A1
yA2); Th =800 (B1, C1, D1y E1); Th =650 (B2, C2, D2y E2).
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Figura $2. Resultados obtenidos tras la cuantificacion por PCR digital, mediante el sistema QuantStudio® 3D Digital
PCR, del RNA viral contenido en las particulas virales de RSV (resultados de dos réplicas en figuras A1y A2) y en las
particulas virales de Influenza B (resultados de YIB1 en B1y B2; YIB2 en C1y C2; YIB3 en D1y D2; YIB4 en E1y E2).
Diagramas de dispersién proporcionados por el software QuantStudio™ 3D AnalysisSuite™. Se muestran los pocillos
positivos (fluoréforo FAM, azul), en los cuales ha ocurrido la amplificacion del DNA molde, y los pocillos negativos
(fluoréforo ROX, amarillo), en los que no ha ocurrido la amplificacién del DNA molde. El Threshold (Th) se ha ajustado
manualmente en la zona donde se observa una separacion clara entre las dos poblaciones: Th = 650 (A1); Th = 800
(A2); Th =1.300 (B1, C1, D1y E1); Th = 800 (B2); Th = 650 (C2, D2 y E2).
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Tabla S1. Media de los valores de Cq (X), desviacidn tipica (o) y coeficiente de variacién (CV) obtenidos durante el
envejecimiento acelerado de las particulas virales de SARS-CoV-2. Extraccion de dcidos nucleicos con Maxwell® RSC
Viral Total Nucleic Acid Purification Kit (Vo = 200 ul; Vs = 100 ul) y posterior andlisis por RT-gPCR con VIASURE SARS-
CoV-2 Real Time PCR Detection Kit en termociclador AriaMx Real-Time PCR System.

Gen ORFl1ab (FAM)

Dias | Temperatura X o) CV (%)
0 25°C 25,85 NA NA
25°C 26,36 0,67 2,54
7 4°C 26,14 0,46 1,77
50°C 26,20 0,49 1,88
25°C 26,01 0,24 0,94
17 4°C 25,85 0,17 0,64
50°C 26,05 0,29 1,10
25°C 25,77 0,33 1,28
30 4°C 25,54 0,41 1,60
50°C 25,81 0,14 0,55
25°C 25,54 0,38 1,47
51 4°C 25,46 0,49 1,94
50°C 25,85 0,19 0,74
25°C 25,59 0,35 1,36
70 4°C 25,57 0,35 1,36
50°C 26,10 0,34 1,31
25°C 25,59 0,33 1,28
114 4°C 25,69 0,26 1,01
50°C 26,33 0,59 2,24
25°C 25,54 0,41 1,61
150 4°C 25,43 0,48 1,90
50°C 26,19 0,47 1,78

Tabla S2. Media de los valores de Cq (X), desviacion tipica (o) y coeficiente de variacion (CV) obtenidos durante el
envejecimiento acelerado de las particulas virales de RSV. Extraccidn de dcidos nucleicos con Maxwell® RSC Viral Total
Nucleic Acid Purification Kit (Vo = 200 ul; Vs = 100 ul) y posterior andlisis por RT-gPCR con VIASURE Flu A, Flu B & RSV
Real Time PCR Detection Kit en termociclador AriaMx Real-Time PCR System.

Gen N (Cy5)

Dias | Temperatura X o) CV (%)
0 25°C 26,87 NA NA
25°C 27,08 0,31 1,14
30 4°C 27,09 0,35 1,29
50°C 27,27 0,52 1,92
25°C 26,79 0,15 0,56
90 4°C 26,89 0,18 0,67
50°C 27,13 0,32 1,17
25°C 26,88 0,13 0,50
150 4°C 26,96 0,18 0,66
50°C 27,29 0,48 1,77
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Tabla S3. Media de los valores de Cq (X), desviacidn tipica (o) y coeficiente de variacién (CV) obtenidos durante el
envejecimiento acelerado de las particulas virales de influenza A. Extraccion de dcidos nucleicos con Maxwell® RSC
Viral Total Nucleic Acid Purification Kit (Vo = 200 pul; Vs = 100 ul) y posterior andlisis por RT-qPCR con VIASURE Flu A,
Flu B & RSV Real Time PCR Detection Kit y 3 ensayos RT-qPCR in-house en termociclador AriaMx Real-Time PCR System.
Abreviatura: Temp: Temperatura.

Gen M (FAM) Gen PB2 (FAM) Gen NS (FAM) Gen PA (FAM)
Dias | Temp. X o cv X (o] cv X o v X (o] cv
(%) (%) (%) (%)
0 25°C 27,39 NA NA 26,44 NA NA 26,80 NA NA 25,53 NA NA
25°C 27,76 | 0,43 1,56 26,67 | 0,31 1,15 26,95 | 0,22 0,80 | 25,45 0,23 0,89
30 4°C 27,50 | 0,20 0,71 26,54 | 0,17 0,63 26,79 | 0,18 0,65 25,42 0,25 0,99
50°C 27,61 | 0,27 0,98 26,71 | 0,32 1,22 26,98 | 0,22 0,83 25,73 0,26 1,01
25°C 27,64 | 0,31 1,14 26,43 0,26 0,98 26,80 | 0,26 0,96 | 25,68 | 0,30 1,16
90 4°C 27,66 | 0,35 1,26 26,45 | 0,16 0,62 26,80 | 0,21 0,77 25,64 | 0,26 1,03
50°C 27,99 | 0,68 2,44 26,75 | 0,39 1,46 27,19 | 0,47 1,72 26,12 0,68 2,62
25°C 27,50 | 0,21 0,78 26,62 | 0,29 1,07 26,77 | 0,22 0,81 25,58 | 0,26 1,01
150 4°C 27,51 | 0,19 0,68 26,60 | 0,23 0,86 26,78 | 0,18 0,67 25,53 0,21 0,83
50°C 27,80 | 0,47 1,71 26,94 | 0,61 2,27 27,27 | 0,58 2,13 26,14 | 0,73 2,80
Tabla S4. Media de los valores de Cq (X), desviacidn tipica (o) y coeficiente de variacién (CV) obtenidos durante el
envejecimiento acelerado de las particulas virales de influenza B. Extraccion de dcidos nucleicos con Maxwell® RSC
Viral Total Nucleic Acid Purification Kit (Vo = 200 pul; Vs = 100 pl) y posterior andlisis por RT-gPCR con VIASURE Flu A,
Flu B & RSV Real Time PCR Detection Kit y 3 ensayos RT-qPCR in-house en termociclador AriaMx Real-Time PCR System.
Abreviatura: Temp: Temperatura.
Gen M (ROX) Gen NP (FAM) Gen NA (FAM) Gen PB2 (FAM)
Dias | Temp. X (o] cv X (o] cv X o] v X o] cv
(%) (%) (%) (%)
0 25°C 24,85 NA NA 26,48 NA NA 26,38 NA NA 26,33 NA NA
25°C 24,85 | 0,14 0,55 26,31 | 0,22 0,85 26,47 | 0,19 0,71 26,38 | 0,13 0,49
30 4°C 24,87 | 0,13 0,51 26,36 | 0,14 0,52 26,39 | 0,18 0,69 26,40 | 0,10 0,38
50°C 24,99 | 0,26 1,02 26,72 | 0,41 1,55 26,51 | 0,26 0,97 26,50 | 0,20 0,74
25°C 24,83 | 0,15 0,59 26,53 0,11 0,40 | 26,51 | 0,27 1,01 26,52 0,25 0,94
90 4°C 24,80 | 0,14 0,54 26,57 | 0,18 0,66 26,35 | 0,10 0,37 26,42 0,15 0,58
50°C 25,22 | 0,44 1,73 27,00 | 0,58 2,14 | 26,80 | 0,49 1,82 26,87 | 0,61 2,25
25°C 24,74 | 0,17 0,69 26,28 | 0,24 0,91 26,58 | 0,38 1,42 26,34 | 0,10 0,37
150 4°C 24,71 | 0,21 0,85 26,32 | 0,18 0,70 | 26,41 | 0,09 0,33 26,38 | 0,09 0,34
50°C 25,15 | 0,35 1,38 26,81 | 0,38 1,41 26,88 | 0,56 2,08 26,73 0,45 1,69
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Tabla S5. Media de los valores de Cq (X), desviacidn tipica (o) y coeficiente de variacién (CV) obtenidos durante el
andlisis de la estabilidad en uso de las particulas virales de SARS-CoV-2. Extraccion de dcidos nucleicos con Maxwell®
RSC Viral Total Nucleic Acid Purification Kit (Vo = 200 ul; V¢ = 100 ul) y posterior andlisis por RT-qPCR con VIASURE
SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit en termocicladores AriaMx Real-Time PCR System y CFX96™ Touch Real-Time
PCR Detection System.

Gen ORF1ab (FAM)

Tiempo | Temperatura X (o] CV (%)
Oh 25°C 26,00 NA NA
h 25°C 26,32 0,29 1,11
> 4°C 26,20 0,31 1,18
Sah 25°C 26,01 0,23 0,87
4°C 26,03 0,21 0,80
48h 25°C 26,13 0,16 0,61
4°C 26,04 0,11 0,43
79h 25°C 26,16 0,30 1,14
4°C 26,20 0,22 0,86
3 dias 25°C 26,23 0,24 0,91
4°C 26,43 0,33 1,24
Oh 25°C 26,91 NA NA
, -20°C 26,25 0,59 2,25
30 dias 80°C 26,16 | 0,66 | 2,54

Tabla S6. Media de los valores de C, (X), desviacidn tipica (o) y coeficiente de variacién (CV) obtenidos durante el
andlisis de la estabilidad en uso de las particulas virales de RSV. Extraccion de dcidos nucleicos con MagDEA DxSV Kit
(Vo =200 ul; Vs =100 ul) y posterior andlisis por RT-qPCR con VIASURE Flu A, Flu B & RSV Real Time PCR Detection Kit
en termociclador AriaMx Real-Time PCR System.

Gen N (Cy5)

Dias Temperatura X o] CV (%)
0 25°C 26,77 NA NA
25°C 27,13 0,44 1,61
! 4°C 26,99 0,26 0,98
25°C 27,27 0,54 1,98
3 4°C 27,17 0,43 1,60
. 25°C 27,26 0,53 1,94
4°C 27,12 0,39 1,42
25°C 27,21 0,51 1,86
14 4°C 27,21 0,49 1,81
Oh 25°C 26,85 NA NA
-20°C 26,97 0,15 0,57
30 -80°C 26,90 0,13 0,49
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Tabla S7. Media de los valores de Cq (X), desviacidn tipica (o) y coeficiente de variacién (CV) obtenidos durante el
andlisis de la estabilidad en uso de las particulas virales de influenza A. Extraccion de dcidos nucleicos con MagDEA
DxSV Kit (Vo = 200 pl; Vs = 100 ul) y posterior andlisis por RT-gPCR con VIASURE Flu A, Flu B & RSV Real Time PCR
Detection Kit y 3 ensayos RT-qPCR in-house en termociclador AriaMx Real-Time PCR System. Abreviatura: Temp:
Temperatura.

Gen M (FAM) Gen PB2 (FAM) Gen NS (FAM) Gen PA (FAM)
Dias | Temp. X (o] v X (o] cv X (o] cv X (o] cv
(%) (%) (%) (%)
0 25°C 26,63 NA NA 25,46 NA NA 25,84 NA NA 24,80 NA NA
25°C 26,77 | 0,18 0,68 | 25,52 | 0,17 0,65 25,87 | 0,09 0,36 | 24,90 | 0,14 0,57
! 4°C 26,78 | 0,19 0,71 | 25,50 | 0,13 0,50 | 25,84 | 0,07 0,29 | 24,84 | 0,07 0,27
3 25°C 26,93 | 0,36 1,36 | 25,61 | 0,21 0,84 | 26,00 | 0,20 0,78 | 25,02 | 0,26 1,02
4°C 26,86 | 0,30 1,11 | 25,60 | 0,21 0,82 25,96 | 0,19 0,75 24,89 | 0,15 0,58
. 25°C 27,33 | 0,82 299 | 25,82 | 0,44 1,69 26,00 | 0,21 0,79 | 25,14 | 0,40 1,60
4°C 27,11 | 0,56 2,06 | 25,73 | 0,37 1,44 | 2592 | 0,12 0,47 | 25,08 | 0,32 1,28
25°C 27,19 | 0,65 2,41 | 26,12 | 0,77 2,96 | 26,36 | 0,61 2,30 | 25,27 | 0,54 2,14
14 4°C 27,01 | 0,46 1,69 | 2594 | 0,57 2,20 | 26,14 | 0,35 1,35 25,05 | 0,31 1,26
-20°C 27,03 | 0,46 1,72 | 25,71 | 0,32 1,26 | 25,89 | 0,11 0,41 24,86 | 0,08 0,33
30 -80°C 26,92 | 0,35 1,29 | 25,63 | 0,25 0,9 | 25,81 | 0,12 0,48 | 24,73 0,12 0,48
Tabla S8. Media de los valores de C, (X), desviacion tipica (o) y coeficiente de variacion (CV) obtenidos durante el
andlisis de la estabilidad en uso de las particulas virales de influenza B. Extraccion de dcidos nucleicos con MagDEA
DxSV Kit (Vo = 200 ul; Vs = 100 ul) y posterior andlisis por RT-qPCR con VIASURE Flu A, Flu B & RSV Real Time PCR
Detection Kit y 3 ensayos RT-qPCR in-house en termociclador AriaMx Real-Time PCR System. Abreviatura: Temp:
Temperatura.
Gen M (ROX) Gen NP (FAM) Gen NA (FAM) Gen PB2 (FAM)
Dias | Temp. X (o) cv X (o] cv X (o] v X o] cv
(%) (%) (%) (%)
0 25°C 24,09 NA NA 24,28 NA NA 24,39 NA NA 25,17 NA NA
1 25°C 24,32 | 0,29 1,20 | 24,31 | 0,07 0,29 24,39 | 0,08 0,32 | 24,81 | 0,42 1,71
4°C 24,34 | 0,39 1,61 24,22 | 0,22 0,93 24,53 | 0,22 0,90 | 24,86 | 0,37 1,49
3 25°C 24,27 | 0,23 0,96 | 24,29 | 0,05 0,22 24,43 | 0,07 0,27 | 24,96 | 0,25 1,01
4°C 24,26 | 0,20 0,83 24,44 | 0,27 1,10 | 24,48 | 0,10 0,42 | 24,87 | 0,35 1,40
25°C 24,42 | 0,38 1,57 | 24,84 | 0,66 2,64 | 24,62 | 0,27 1,08 | 25,03 | 0,17 0,68
! 4°C 24,22 | 0,16 0,65 24,53 | 0,29 1,19 24,54 | 0,18 0,73 24,88 | 0,34 1,38
1 25°C 24,42 | 0,40 1,62 24,74 | 0,56 2,26 | 24,59 | 0,25 1,01 | 2493 | 0,28 1,11
4°C 24,32 | 0,27 1,11 24,56 | 0,32 1,32 24,58 | 0,29 1,16 | 24,82 | 0,41 1,66
-20°C 24,22 | 0,16 0,67 | 24,07 | 0,24 1,00 | 24,53 | 0,18 0,73 25,15 | 0,06 0,25
30 -80°C 24,17 | 0,12 0,48 | 24,00 | 0,33 1,36 | 24,42 | 0,05 0,21 | 25,06 | 0,13 0,53
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Tabla $9. Media de los valores de C, (X), desviacidn tipica (o) y coeficiente de variacién (CV) obtenidos en el andlisis
de la estabilidad en el transporte de las particulas virales de SARS-CoV-2. Extraccion de dcidos nucleicos con MagDEA
DxSV Kit (Vo = 200 ul; Vs = 100 pul) y posterior andlisis por RT-qgPCR con VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection
Kit en termociclador V-Lab96 VIASURE Real Time PCR platform.

Gen ORFlab (FAM)

Condicidn Temperatura X c CV (%)
Control 25°C 25,62 NA NA
Transportado 16,9°C 25,66 0,21 0,80

Tabla $10. Media de los valores de Cq (X), desviacidn tipica (o) y coeficiente de variacion (CV) obtenidos en el andlisis
de la estabilidad en el transporte de las particulas virales de influenza A. Extraccion de dcidos nucleicos con MagDEA
DxSV Kit (Vo = 200 pl; Vs = 100 ul) y posterior andlisis por RT-qPCR con VIASURE Flu A, Flu B & RSV Real Time PCR
Detection Kit y 3 ensayos RT-qPCR in-house en termociclador V-Lab96 VIASURE Real Time PCR platform. Abreviaturas:
Temp: Temperatura; Cond: condicién; C: kit control (no transportado); T: kit transportado.

Gen M (FAM) Gen PB2 (FAM) Gen NS (FAM) Gen PA (FAM)
Cond. | Tem % o A g 2= g | 9 = @ o
' i (%) (%) (%) (%)
C 25°C 26,99 NA NA 26,65 NA NA 26,69 NA NA 25,11 NA NA
T 16,9°C 27,11 0,32 1,17 26,68 0,90 3,37 26,91 0,47 1,76 24,91 0,33 1,31

Tabla S11. Media de los valores de C, (X), desviacidn tipica (o) y coeficiente de variacién (CV) obtenidos en el andlisis
de la estabilidad en el transporte de las particulas virales de influenza B. Extraccion de dcidos nucleicos con MagDEA
DxSV Kit (Vo = 200 ul; V¢ = 100 pl) y posterior andlisis por RT-qPCR con VIASURE Flu A, Flu B & RSV Real Time PCR
Detection Kit y 3 ensayos RT-qPCR in-house en termociclador V-Lab96 VIASURE Real Time PCR platform. Abreviaturas:
Temp: Temperatura; Cond: condicién; C: kit control (no transportado); T: kit transportado.

Gen M (ROX) Gen NP (FAM) Gen NA (FAM) Gen PB2 (FAM)
Cond Tem X o] 8 X o] 8 X c S X o ay
' P (%) (%) (%) (%)
C 25°C 24,89 NA NA 25,88 NA NA 26,43 NA NA 26,72 NA NA
T 16,9°C 24,96 0,09 0,35 25,89 0,11 0,43 26,40 0,14 0,51 26,62 0,18 0,67
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Figura S3. Visualizacion en el software IGV de las lecturas mapeadas, respecto a la secuencia de referencia, obtenidas
tras secuenciacion masiva del RNA viral procedente de las particulas YIA1 (A), YIA2 (B), YIA3 (C), YIA4 (D), NCO (E),
YIB1 (F), YIB2 (G), YIB3 (H), YIB4 (1) y RSV (J). Se muestran las mutaciones que cursan con un cambio por timina (en
rojo), adenina (verde), citosina (azul) y guanina (marrdn). El grdfico superior indica el nivel de cobertura alcanzado a
lo largo del RNA viral secuenciado. El grdfico inferior permite visualizar la profundidad de cobertura, observdndose la
cantidad de lecturas que mapean en una determinada region del genoma.
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