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IRES Sitio interno de entrada de ribosomas (del inglés internal ribosome
entry site)

ITAF Factores Trans Activadores de IRES
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LAR Agente de ensayo de luciferasa Il (del inglés luciferase reagent
reaction)

LB Medio de cultivo Luria-Bertani

LTR Repeticién terminal larga (del inglés “Long Terminal Repeat”)

M Molaridad

MA Proteina de la matriz

min Minutos

MOPS acido 3-(N-morfolino) propano sulfénico

mRNA RNA mensajero

NC Nucleocdpside

nm Nandémetros

ORF Marco de lectura abierto (del inglés open reading frame)

pb Pares de base
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PCR Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés polymerase chain
reaction)

PBS tampon fosfato salino (del inglés phosphate buffered saline)

Pol i RNA Polimerasa Il

PR Proteasa viral

PV Poliovirus

RNA Acido ribonucleico

RPM Revoluciones por minuto

RRL Lisado de reticulocitos de conejo

RT Retrotranscriptasa viral

Rv Partidor antisentido

SIDA Sindrome de inmuno deficiencia adquirida

SDS Dodecil sulfato sédico

SFB Suero Fetal Bovino

SuU Proteina de superficie viral

TBE Tampon Tris-acido bérico EDTA

™ Proteina de transmembrana viral

tRNA RNA de transferencia

U Unidades

uv Ultravioleta
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En organismos eucariontes, el inicio de la sintesis de proteinas comienza con el
reclutamiento de la subunidad 40S del ribosoma al mMRNA. Sin embargo, dependiendo
de como se efectue este reclutamiento, el inicio de la traduccion puede ser dependiente

0 independiente de la estructura 5’cap.

El mecanismo cap-dependiente se basa en el reconocimiento de la estructura cap
(7mGpppN), presente en el extremo 5’ de todos los mRNA, por el complejo de
iniciacion elF4F. El complejo elF4F estd constituido por tres proteinas: elF4E, la
proteina de unién al cap; elF4A, una RNA helicasa ATP dependiente y la proteina de
andamiaje, elF4G. La subunidad 40S ribosomal es reclutada al mMRNA como parte de
un complejo formado por elF2-GTP/Met-tRNAI, elF1A y elF3. El factor de iniciacion
elF4G cumple la funcion de proteina puente entre la subunidad 40S del ribosoma (via
elF3) y el mMRNA (via elF4E). Luego del reclutamiento de la subunidad 40S ribosomal
en la vecindad de la estructura cap, el complejo de iniciacion migra en direccion 5° a 3’
hasta encontrar un coddn de inicio de la sintesis de proteina, AUG, en un contexto
Optimo.

El estudio del mecanismo de traduccion de los mRNA de la familia Picornaviridae, los
cuales carecen de estructura 5°cap, permitio la caracterizacion de un mecanismo
alternativo de iniciacion de la sintesis de proteina. EI mecanismo de inicio de la
traduccion en los mMRNA de Picornavirus estad mediado por regiones de RNA altamente
estructuradas que son capaces de reclutar la subunidad 40S ribosomal de manera
independiente a los extremos del mRNA. Estas estructuras de RNA se denominaron
sitios internos de entrada de ribosomas, IRES (por sus siglas en inglés). Desde su
caracterizacion inicial en los mMRNA de la familia Picornaviridae, la existencia de IRES

se ha extendido a otras familias virales incluyendo a la familia Retroviridae.

El virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) pertenece al género
Lentivirus de la familia Retroviridae. El genoma de VIH-1 estd constituido por dos
hebras idénticas de un RNA de cadena simple de polaridad positiva, unidas entre si por

enlaces no covalentes. El mRNA de VIH-1 posee cap, 3’poli(A) y dos elementos
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IRES, el primero, IRES-1, en su regiéon 5’ no traducida (5’UTR) y el segundo en su
region codificante para la proteina viral Gag (IRES-40K). Este trabajo se focalizo en el
estudio de la funcién del IRES-1 de VIH-1 partiendo del postulado que a diferencia de
otros mMRNAs virales que poseen un elemento IRES, y s6lo pueden iniciar la traduccion
de manera IRES dependiente, el mRNA de VIH-1 posee la capacidad de iniciar la
sintesis de proteina de manera dual, es decir, de manera dependiente y/o independiente
de la estructura cap. Este trabajo establece que el mMRNA completo de VIH-1 puede
iniciar su traduccion utilizando un mecanismo tanto dependiente como independiente
de su estructura 5’cap. En este contexto se establece que el mRNA de VIH-1 comparte
caracteristicas funcionales descritas so6lo para mRNA celulares, diferenciandose de
manera importante de los otros mMRNA virales que poseen un elemento IRES que

inician su traduccion exclusivamente de manera dependiente de IRES.

SUMMARY.
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Study of the translation initiation mechanism of the full length messenger from
human immuno deficiency virus type 1; characterization of a dual initiation

model.

In eukaryotes, the initiation of protein synthesis begins with the recruitment of the 40S
ribosomal subunit to the mRNA. However, depending on how this recruitment takes
place, translation initiation may be dependent or independent of the 5’cap structure.
Cap-dependent translation initiation is based on the recognition of the cap structure
(7TmGpppN), present at the 5 'end of all mMRNA by the elF4F initiation complex. The
elF4F complex consists of three proteins: elFAE, the cap-binding protein; elF4A, an
ATP-dependent RNA helicase and elF4G, the scaffold protein. The 40S ribosomal
subunit is recruited to the mRNA as part of a complex formed by elF2-GTP/Met-
tRNAI, elF1A and elF3. The initiation factor elF4G serves as a bridge between the 40S
ribosomal subunit (through elF3) and the mMRNA (through elF4E). After recruitment of
the 40S ribosomal subunit to the vicinity of the cap structure, the initiation complex
migrates in a 5’ to 3’ direction until a start codon (AUG) within an optimal context is
recognized.

The study of the translation initiation mechanism used by the mRNAs of the
Picornaviridae family, which lack a 5’cap structure allowed the characterization of an
alternative mechanism for translation initiation. The translation initiation mechanism
used by these viral mMRNAs is mediated by highly structured RNA regions that are able
to recruit the 40S ribosomal subunit. These RNA structures are called internal ribosome
entry sites or IRES. Since their initial characterization of IRESes in mRNAs of the
Picornaviridae family, the existence of these elements has been demonstrated in
mRNAs, of other wviral families, including the Retroviridae family.
The human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) belongs to the genus Lentivirus of
the Retroviridae family. The HIV-1 genome consists of two identical strands of a
single-stranded RNA of positive polarity, non-covalently attached to each other. The
mMRNA of HIV-1 is capped, has a 3’poli (A) tail and harbours two IRES elements, one
within the mRNAs 5’UTR (IRES-1) and the second within the viral Gag protein coding

XX



region (IRES-40K). This work focuses on the study of the IRES-1 and is based on the
assumption that, unlike other viral mMRNAs that posses IRES elements that can only
initiate translation in an IRES-dependent fashion, the mRNA of HIV-1 has the ability to
initiate protein synthesis in both a cap-dependent or cap-independent fashion. In this
context, this work demonstrates that mRNA of HIV-1 shares functional characteristics
to date only ascribed to cellular mRNA, that is, it can initiate translation using two
mechanisms. Thus, we establish that translation initiation of the HIV-1 full length
MRNA is different from what has been described to date for other IRES-harbouring
viral mMRNAs which can only initiate their translation through an IRES-dependent

mechanism.
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1. INTRODUCCION.
1.1 Los retrovirus.

Los retrovirus comprenden una familia de virus con envoltura lipoproteica y cuyo
genoma corresponde a dos copias de una hebra de polaridad positiva de RNA. La
principal caracteristica de esta familia es la retrotranscripcion del RNA genémico
viral a un DNA lineal de doble hebra, el cual es luego integrado en el genoma de la
celula huésped (1).

Los retrovirus pueden ser subdivididos en dos categorias, dependiendo de la
organizacion de su genoma, en retrovirus simples y complejos. Todos los retrovirus
contienen tres regiones codificantes con la informacién para la sintesis de proteinas
virales: gag, la cual codifica para la sintesis de las proteinas internas del virion tales
como la matriz (MA), la capside (CA) y la nucleocapside (NC); pol, que codifica
para la transcriptasa inversa (RT), la proteasa (PR) y la integrasa (IN); y env, de la
cual derivan los componentes de la superficie viral (gpl20) y los elementos
transmembrana de la envoltura viral (gp41)(1). Los retrovirus simples codifican
solo esta informacion, en cambio los retrovirus complejos codifican ademas para
proteinas regulatorias y accesorias. Estas proteinas no estructurales varian
dependiendo del tipo, pero es importante mencionar que estas proteinas son
producto de mensajeros procesados (compréndase de aqui en adelante mensajeros

procesados como los mensajeros sometidos al proceso de splicing) (1).
1.2 VIH-1.

El virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1), agente etiologico del
sindrome de la inmuno deficiencia adquirida (SIDA), pertenece al género Lentivirus
de la familia de los Retroviridae (2).

El genoma de VIH-1 estad compuesto por dos copias de RNA de hebra simple con
polaridad positiva de aproximadamente 9kb, que se encuentran unidas entre si por
interacciones no covalentes. El genoma viral codifica nueve marcos de lectura, tres

de los cuales corresponden a las poliproteinas Gag, Gag-Pol y Env. Gag y Env son



componentes estructurales del virus, siendo Gag el precursor de las proteinas MA,
CA, NC y p6. La poliproteina Env generara las glicoproteinas virales SU (superficie
0 gpl20) y TM (transmembrana o gp41l). Gag-Pol da origen a las proteinas que
realizardn funciones enzimaticas: la proteasa (PR), la retrotranscriptasa (RT) e
integrasa (IN). Dentro del genoma de VIH-1 también se codifican otras seis
proteinas denominadas accesorias, correspondientes a Vif, Tat, Rev, Vpr, Vpu, y
Nef (3).
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Figura 1: Genoma y Virion de VIH-1. A. Organizacion genomica de VIH-1. Las
zonas grises representan a las regiones codificantes para las diversas proteinas. Las
zonas de union entre dos poliproteinas se grafican con lineas negras verticales.
Adaptado de (4). B. El esquema representa la estructura del virion de VIH-1.



1.3 Ciclo replicativo de VIH-1.

La envoltura de virus VIH-1 posee los elementos moleculares necesarios para que
el virus realice el ingreso a la célula blanco. EI complejo proteico de la envoltura del
virus inicialmente se sintetiza como una poliproteina, gpl61, que luego de ser
procesada por convertasas celulares (5, 6) da origen a una subunidad de superficie
denominada gpl120 y otra de transmembrana denominada gp41(7). La proteina
gpl120 interactla con el receptor celular CD4 y con los correceptores CCR5 y/o
CXCR4, quimiocinas presentes en la superficie celular (6). Posterior a la
interaccién de SU con CD4 correceptor ocurre un proceso de fusion de la membrana

viral con la membrana celular (7).

Luego de la entrada del virus a la célula su material genético es liberado al
citoplasma de la célula en donde es retrotranscrito a un DNA lineal de doble hebra,
gracias a la accion de la RT. EI DNA viral forma luego el complejo de
preintegracion (PIC) junto a proteinas virales y celulares, el cual es transportado al
nucleo de la célula. EI DNA viral es integrado en el genoma de la célula gracias a
la accion de la enzima IN (1). Una vez integrado, el genoma viral se denomina
provirus. Los extremos terminales del provirus se caracterizan por presentar
regiones repetidas denominadas LTRs (por sus siglas en inglés, Long Terminal

Repeat),

El LTR en el extremo 5’ del provirus posee el promotor viral y las secuencias
estimuladoras de la transcripcion. La transcripcion del DNA viral es efectuada por
la RNA polimerasa Il celular (8). A medida que es sintetizado, gran parte del RNA
viral interactta con las proteinas nucleares y se procesa como un RNA celular (9),
es exportado al citoplasma y traducido por la maquinaria celular (10). Una fraccion
de los pre-mRNA es sin embargo, capaz de evadir el procesamiento, dando origen
al mRNA completo de VIH-1. EI mRNA completo viral interactia con proteinas

tanto celulares como virales que permiten que sea exportado al citoplasma (11).

El mMRNA completo o no procesado cumple dos funciones en el ciclo replicativo
viral. Puede ser reconocido por las proteinas virales como el RNA gendmico y es

encapsidado dentro las particulas virales nacientes. Alternativamente, este RNA



puede ser reconocido por la maquinaria de traduccion celular y actuar como mRNA
codificando para las proteinas Gag y Gag-Pol (12).

1.4 Sintesis de las proteinas virales.

Al igual que todos los mensajeros celulares, los mensajeros virales son sintetizados
por la maquinaria transcripcional de la célula, por lo cual poseen todas las
caracteristicas de un mRNA celular, es decir estructura cap en el extremo 5’ y una
cola poli(A) en el extremo 3’. Luego de que el RNA viral es exportado del nucleo
las poliproteinas que darén origen a las proteinas estructurales son sintetizadas en

ribosomas libres (11).

La secuencia de la region 5° UTR del mRNA completo de VIH-1, da origen a
maultiples elementos estructurales, los cuales son funcionales en diversas etapas del
ciclo replicativo del virus (13). Estas zonas estan involucradas en la transcripcion,
procesamiento,  dimerizacion del RNA  genOmico, encapsidacion y
retrotranscripcion y le confieren una region 5’UTR altamente estructurada a los

mensajeros completos de VIH-1(11).

La region 5’UTR del mensajero completo de VIH-1 posee ademas un elemento
IRES (ver mas adelante) que comprende los nucleétidos desde el nucleétido 1 hasta
el 336 (numeracidn con respecto al clon infeccioso pNL4.3; GenBank: AF324493).
Este IRES (denominado IRES-1 de VIH-1) presenta su actividad minima en la
region desde el nucleétido 104 al 336 y ademas tiene la capacidad de dirigir el
inicio de la traduccién durante la etapa G2/M del ciclo celular (14), etapa del ciclo

celular en que esta inhibida la sintesis proteinas cap-dependiente (15).

Gracias a estas caracteristicas, el mecanismo de inicio de la traduccion que utiliza
VIH-1 le otorga una ventaja al mMRNA completo viral con respecto a los mRNA
celulares, ya que es capaz de dirigir la sintesis de proteinas en una etapa del ciclo
celular en la que el inicio de la sintesis de proteinas cap-dependiente esta inhibida
(14). Si a ésto se le suma el efecto que causa la proteina accesoria Vpr, la cual

bloquea la progresion del ciclo celular en G2/M en las células infectadas (16, 17),



queda de manifiesto que el virus posee un sistema de inicio de la traduccion que

favorece la traduccion de sus mensajeros en desmedro de los mensajeros celulares.

Figura 2: Ciclo replicativo de VIH-1. El ciclo replicativo de VIH-1 puede ser
dividido en seis etapas. A) Sintesis de la hebra doble de DNA gracias a la accion de
la transcriptasa inversa del virus. B) Integracion del provirus. C) transcripcion,
procesamiento y exporte nuclear. D) Traduccidn y encapsidacion. E) Ensamblaje
viral. F) Maduracion y liberacion viral.

1.5 Sintesis de proteinas en eucariontes.

El proceso de sintesis proteica puede ser dividido en cuatro grandes etapas:
iniciacion, elongacion, terminacion y reciclaje de ribosomas (18). La regulacion de
la sintesis de proteina se ejerce preferentemente en la etapa de iniciacién. En
eucariontes, el inicio de la sintesis de proteinas comienza con el reclutamiento de la
subunidad 40S del ribosoma al MRNA (18). Este reclutamiento puede ser realizado

de manera cap-dependiente o cap-independiente.



1.6 Inicio de la traduccion Cap — dependiente.

Los mRNAs eucariontes poseen una modificacion en su extremo 5’que corresponde
a la estructura 7-metil guanosina trifosfato (m’GpppN, donde N es cualquier
nucleodtido) denominada cap (19). Entre otras funciones el cap participa en la
regulacion del inicio de la traduccion. Ademas los mMRNAS eucariontes poseen en su
extremo 3’ una cadena de adenosinas (poliA) que puede variar desde 50 a 200
nucledtidos en longitud (20). Esta cadena nucleotidica, tal como el cap tiene una

importante funcion en el inicio de la traduccién cap-dependiente (19).

La iniciacién de la traduccion cap-dependiente estd altamente controlada en su etapa
inicial por una serie de factores de inicio de la traduccion (elFs), los que poseen

diversas funciones en el proceso ( Figura 3y Tabla 1 (21)).
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Figura 3: Via de formacion del complejo de iniciacion 80s, de manera cap-
dependiente. El mecanismo de “scanning” para la iniciacion de la traduccion
postula la existencia de tres etapas a través de las cuales la subunidad 40S se
aproxima al codén de inicio.1° Un complejo de pre iniciacion 43S (compuesto de la
subunidad 40S, elF2-GTP-Met-tRNAI y elF3) se une al cap. Formando de esta
manera el complejo 48S. (elF1A facilita la union del Met-tRNAI a la subunidad
40S del ribosoma). 2° El complejo formado recorre en direccion 5’ hacia 3’ la
region 5° UTR en busca de un codéon de inicio. 3° EI complejo encuentra un codon
de inicio, este reconocimiento es acompafnado de la liberacion de los factores de
inicio y la posterior union de la subunidad ribosomal 60S, la formacién del
complejo 80S es catalizado por el factor elF5B. Imagen adaptada de Komar AA. et
al (38).



Tabla 1: Caracteristicas de los factores involucrados en el inicio de la
traduccion cap-dependiente.

Principales Propiedades y Funcién

Polipéptidos
elF1 1 12.6 Necesario para el reclutamiento correcto del ribosomay el “scanning”
hasta el codén de inicio.
elF1A 1 16.5 Necesario para el reclutamiento correcto del ribosoma en el “scanning”
hasta el coddn de inicio.
elF2 3 36.2 (a) Forma el complejo ternario elF2-GTP-Met-tRNAi, que se une a las
ubunidad ribosomal 40S.
39(B)
51.8 (y)
elF2B 5 33.7 (o) Cataliza la conversién de elF2/GDP en elF2/GTP.
39 (B)
50.4 (y)
57.8 (8)
80.2 (g)
elF3 12 730 en Estd involucrado en todas las etapas de la iniciacion. Interactta con elF1,
Total elF4G, elF5 y la sub unidad ribosomal 40S.
elF4A(1)* 1 44.4 Posee actividad ATPasa y actividad helicasa dependiente de ATP y de
elF4B. Interactta con elF4G. Existe una segunda especie de 46.3KDa
codificada por otro gen.
elF4B 1 69.2 Su actividad precisa es indeterminada. Promueve la actividad helicasa de
elF4A.
elF4E 1 25.1 Se une directamente al cap e interactua con elF4G.
elF4aG(1)* 1 171.6 Funciona como puente entre los factores de unién al ribosoma y de unién
al cap. Existe una especie diferente menos abundante de 176.5KDa
codificada por otro gen.
elF4F Complejo compuesto por elF4A, 4E y 4G.
elF5 1 48.9 Promueve la hidrdlisis del complejo ternario GTP seguido del
reconocimiento del coddn de inicio mediante apareamiento de bases con
el anticodon tRNA..
elF5B 1 139 Requerido para la unién de subunidades. Posee actividad GTP&sica
dependiente de ribosomas.

*elF4Al y 4All parecen ser funcionalmente equivalentes, tal como elF4Gl y 4GllI.
Se denominaran en adelante simplemente como elF4A y elF4G, respectivamente.
Tabla adaptado de Jackson RJ (21).



La traduccidn cap-dependiente comienza con el reclutamiento del complejo proteico
de unidn al cap denominado elF4F al mRNA. El complejo elF4F se conforma por
tres proteinas elF4E, elF4A y elFAG (22). El factor elFAE corresponde a la proteina
de union al cap, elF4A es una RNA helicasa ATP-dependiente perteneciente a la
familia de las helicasas DEAD box (23). Esta helicasa permite la perdida de las
estructuras secundarias en la region 5° del mRNA y elF4G sirve como plataforma
para el ensamblaje del complejo de iniciacién puesto que une los factores de inicio
con el complejo ribosomal (22). El factor elF4G exhibe dos sitios de union para
elF4AA ademas de un sitio de unién para elF4E. Asi elFAG media la interaccion
entre el mMRNA mediante la interaccion del cap con elF4E, de la subunidad
ribosomal 40S mediante la interaccion con el factor elF3 (24). La subunidad
ribosomal 40S es reclutada como parte de un complejo denominado 43S, complejo
que se compone de elF2-GTP/Met-tRNAI, elF1A y elF3 (25).

Una vez que el complejo de iniciacion se encuentra posicionado en el mRNA en

b

proximidad del cap, éste migra en direccion 5’ - 3’ en un proceso denominado
“scanning”, hasta encontrar el primer coddn de inicio en contexto 6ptimo (es decir
en la base -3 debe haber una purina y la base +4 debe ser una guanina, X
corresponde a cualquier base). En la mayoria de los mMRNAs eucariontes la sintesis
del péptido se inicia en el primer AUG en contexto optimo rio abajo del cap. Este
contexto (denominado en ocasiones contexto Kozak en honor a su descubridora)
corresponde a A/GXXAUGG (26)( 27). Una vez establecida la interaccion codén-
anticodon entre el mMRNA y el tRNA iniciador, elF5 estimula la hidrélisis de GTP
unido a elF2 y la liberacidn de los factores desde el complejo 48S (el complejo 48S
corresponde al 43S junto con el elF4F). Una vez encontrado el codon de inicio y
liberados los elF del complejo, se permite la entrada de la subunidad ribosomal 60S
ensamblandose asi el ribosoma competente 80S, el cual contiene el Met-tRNAI en
su sitio P (28). En este punto finaliza la etapa de inicio de la traduccién y comienza
la fase de elongacion.
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1.7 Inicio de la traduccion Cap — independiente.

El inicio de la traduccion cap-independiente se caracterizd por primera vez en
picornavirus (30). EI mRNA de los picornavirus se caracteriza por no poseer
estructura cap, sin embargo, presentan regiones altamente estructuradas en el 5’
UTR de su mRNA denominadas sitios internos de entrada del ribosomas, IRES,
que son capaces de reclutar la subunidad 40S ribosomal (30, 31). Luego de su
caracterizacion en poliovirus y en otros miembros de la familia Picornaviridae, los
IRESs fueron encontrados no sélo en mRNAs de otras familias virales como
retrovirus, sino también en mRNAs celulares. Por ejemplo, un estudio mostré que
el mRNA celular que codifica para la cadena pesada de la proteina de union a
inmunoglobulina (BiP), se traducia en células infectadas con el virus polio al tiempo
en que la traduccion cap-dependiente estd inhibida. Esto llevd a la conclusion de
que el MRNA de BiP puede mediar la entrada de los ribosomas de manera cap-
independiente en células, indicando que el inicio de la sintesis de proteinas mediado

por IRES puede ser usado por mMRNA celulares (32).

Junto con la caracteristica fundamental de los IRES de reclutar la subunidad
ribosomal 40S independiente de los extremos del RNA, su actividad depende de la
integridad de su estructura y secuencia, puesto que pequefias mutaciones dentro de
un IRES han demostrado inhibir por completo su actividad (33).

Pese a que los IRES son todos capaces de iniciar la sintesis de manera cap-
independiente existen algunas diferencias entre ellos que permiten dividirlos seguin
su forma de reclutar la subunidad 40S, por lo tanto los IRES se clasifican segun la
necesidad de elFs, la ubicacion del coddén de inicio con relacion al sitio de
reclutamiento de la subunidad 40S y la habilidad del IRES de iniciar la traduccion
en lisado de reticulocitos (RRL), con o sin suplementacion de factores proteicos
celulares. De acuerdo a estos pardmetros los IRES virales se pueden dividir en

cuatro grupos (34):

Grupo 1: Pertenecen a esta categoria los IRES que reclutan al ribosoma de

manera directa y no requieren ningln factor proteico para realizar esta funcion.
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Estos IRES tampoco requieren el tRNA iniciador (Met-tRNAI). Ejemplo de este
grupo es el IRES del virus de la paralisis del grillo (CrPV).

Grupo 2: A este grupo corresponden los IRES que para unir la subunidad
ribosomal 40s usan determinados factores de inicio de la traduccion como también
el Met-tRNAi. Como ejemplo de esta categoria se puede mencionar al IRES del
virus de la Hepatitis C (HCV).

Grupo 3: Los IRES de este grupo requieren algunos factores proteicos
denominados Factores Trans-activadores de IRES (ITAFs por sus siglas en inglés)
ademas de ciertos factores de inicio y Met-RNAI. Estos IRES funcionan en RRL y
la traduccién comienza en la region 3’ del IRES. Como miembros de este grupo se
pueden mencionar el IRES del virus de la fiebre aftosa.

Grupo 4: Los IRES pertenecientes a este grupo requieren de algunos
factores de inicio, Met-RNAI e ITAFs, ademas funcionan eficientemente en RRL
solo cuando son suplementados con extractos celulares de otro tipo celular y

también inician la traduccion en un codon rio abajo del IRES.
1.8 IRES virales versus IRES celulares.

En los ultimos afios se ha incrementado el descubrimiento de IRES en mRNAs
celulares (35). La existencia de elementos IRES en mensajeros celulares permite la
expresion de ciertos genes cuando la sintesis proteica cap-dependiente se encuentra
disminuida, tales como apoptosis, etapa G2/M del ciclo celular, hipoxia, entre otros.
En estas condiciones la actividad del factor elF4F se encuentra disminuida (22).
Ademas en muchas de estas condiciones como privacion de nutrientes, shock
térmico, exposicion a luz UV, hipoxia e infeccion viral el factor elF2 se encuentra
en un estado inactivo debido a la fosforilacion de su subunidad o (36). La
reduccion de los niveles de elF2-GTP causa la disminucion de la actividad cap-
dependiente (37). La principal diferencia entre los mRNA celulares y virales que
presentan elementos IRESs radica en la capacidad de los mMRNA celulares de iniciar
la traduccién de manera manera dual es decir de manera cap-dependiente o bien de
forma cap- independiente en funcién del estado en que se encuentre la célula (38).

Los elementos IRES para su 6ptimo funcionamiento pueden requerir la presencia de
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ciertos elementos proteicos conocidos como factores transactivadores de IRES
(ITAFs), los cuales mediante la union al elemento IRES regulan su actividad. Se
piensa que la variedad de estos elementos en los distintos tipos celulares son los
responsables de la especificidad de algunos virus para poder iniciar la traduccion de

sus proteinas (38).

Debido a las caracteristicas del mensajero completo de VIH-1, poseer estructura
5’cap, cola poli (A) y elementos IRES, en este trabajo se propone que el mMRNA de
VIH-1 puede iniciar su traduccion de manera dual, ya sea cap o IRES dependiente.

sTorS YR Lol

STOP——— poly(A]

‘ » ¢IF2:GDP + P
W [ eIF5B+GTP
t—» eIF5B + GDP + P,

> elF3, elF1A

STOP——— poly(A|

Figura 4: Via de formacion del complejo de iniciacion 80s, mediada por IRES.
El mecanismo de inicio de la traduccion mediado por IRES es independiente del
reconocimiento del cap y se caracteriza por el reclutamiento directo (sobre) o en la
vecindad del codon de inicio. El reclutamiento de la sub unidad 40S es acompariado
por el reconocimiento simultaneo del codon de inicio. Aunque en algunos casos es
posible que la subunidad 40S realice scanning rio abajo hasta encontrar el codon de
inicio.* El conjunto de factores de iniciacion candnicos asi como ITAFS requerido
para la iniciacion mediada por IRES varia segin el IRES, ya sea celular o viral.
Imagen adaptada de Komar AA. et al (38).
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2. HIPOTESIS.

El mRNA completo de VIH-1 inicia la sintesis de proteina de manera tanto cap-

dependiente como IRES-dependiente.
3. OBJETIVOS.
3.1 Objetivo General.

Determinar la capacidad de la region 5’UTR de VIH-1 para iniciar la sintesis de
proteinas de manera dependiente de la estructura cap asi como de manera IRES-

dependiente.
3.2 Objetivos Especificos.
3.2.1 Construir mutantes en la region 5’UTR de VIH-1 utiles para la
diferenciacion de las actividades cap-dependiente e IRES-dependiente.

3.2.2 Caracterizar el IRES-1 de VIH-1.
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4. MATERIALES.

4.1 Bacterias.

Escherichia coli (E. coli) TOP 10.

4.2 Lineas Celulares.

Células HelLa obtenidas de ATCC (CCL-2™),

4.3 Plasmidos.

Los plasmidos utilizados en este estudio se esquematizan en la Figura 5.
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Figura 5: Esquema de los plasmidos utilizados. A) El pladsmido pcDNAS3.1 se
utilizé para las construcciones bicistrénicas. B) El plasmido pGEM-T fue utilizado
para la insercion de las construcciones monocistronicas y posterior amplificacion

mediante PCR y transcripcion.
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4.4 Partidores.

Los partidores utilizados se obtuvieron de Invitrogen.

Se detallan en la tabla 3 y en la figura 5 se esquematiza su sitio de union al DNA.

Tabla 2. Partidores utilizados para generacion de mutantes.

Nombre Secuencia (5’ - 3’) Propdésito

pUCM13 Fw GTTTTCCCAGTCACGAC Comprobacion Insertos
en pGEM-T

pUCM13 Rv CAGGAAACAGCTATGAC Comprobacién Insertos
en pGEM-T

T7 Fw TAATACGACTCACTATAGGG

p2ANTI Rv TCTCTTCATAGCCTTATGCAGTTG Utilizado en secuenciacion

FlucXbal Rv CGTCTAGAATTACACTGCGATCTTTCCG Amplificacién

monocistrénicos

VIH1-336f-EcoRl
Fw

TTTGAAAAACACGAATTCGGTCTCTCTG

Amplificacién VIH-1

MatF1 Fw CCATATGTAATACGACTCACTATAGGTCTCTCTGGTTAGA Monocistrénico

MatF2 Fw CCATATGTAATACGACTCACTATAGGTCTCTCTGGTTAGATCTGGGCATGGGA Amplificacion AUG29
GC

MatF3 Fw CCTCAGTAATGGTTGCCTT Sintesis AUG77

MatR1 Rv AAGGCAACCATTACTGAGG Sintesis AUG77
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Figura 6: Esquema de ubicacion en el DNA de los partidores utilizados. A.
Esquema de amplificacion de vectores monocistronicos. B. Esquema de
amplificacion desde vector pGEM-T.

4.5 Enzimas.

Se emplearon las enzimas DNA polimerasa Taq (Fermentas, E.E.U.U.), RNasaA
(Invitrogen, Promega, E.E.U.U.) y la enzimas DNA ligasa de T4 (Fermentas,
E.E.U.U.), RNA polimerasa de T7 (Fermentas, E.E.U.U.). RNasin® Ribonuclease
inhibitor (Fermentas, E.E.U.U.).

Las endonucleasas de restriccion utilizadas se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3: Endonucleasas de restriccion utilizadas en este estudio.

Xbal Fermentas, E.E.U.U. 5..TA\CTAGA...3’
EcoRI Ferments, E.E.U.U. 5..G’MAATT C..37
Ncol New England Biolabs, E.E.U.U. 5.Cr"CATG G..3
BamHI Fermentas, E.E.U.U. 5.GAGATC C..3
Smal Fermentas, E.E.U.U. 5..CCC"GGG...3’
Stul Fermentas, E.E.U.U. 5. AGGACCT.3

4.6 Sistemas Comerciales.

Los sistemas utilizados fueron: Rabbit Reticulocyte Lysate System (RRL) tratado
con nucleasa micrococal (Promega), Dual-Luciferase® Reporter (DLR™) Assay
System (Promega, E.E.U.U.), mMessage mMachine® (Ambion®, E.E.U.U.), Favor
Prep Gel/PCR Purification Mini Kit (Favorgen Biotech Corp. E.E.U.U.), Pure
Yield™ Plasmid Midiprep system (Promega, E.E.U.U.).

4.7 Anticuerpos y otros reactivos para Western Blot.

Para determinar el corte proteolitico de la proteasa L sobre el factor elFAGI, se
utiliz6 el anticuerpo policlonal (1:5000 en tris-HCL 10mM pH 8,0, NaCl 150mM,
Tween 20 0,5%, leche al 5%) contra los fragmentos N- y C-terminal del factor
elF4Gl (Amablemente proporcionado por L. Carrasco, Centro de Biologia
Molecular Severo Ochoa, Espafia). El anticuerpo secundario utilizado fue anti-1gG
de conejo conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) diluido en TBS (1:5000).

Las soluciones para el ensayo de western se prepararon de la siguiente manera:
En DMSO: Acido cumarico: 90mM (74g/5mL). Guardar a -20°C.
Luminol: 250mM (443mg/10mL). Guardar a -20°C.
Solucion A:  5mL de Tris-HCI 100mM pH 8,5
22uL del “stock” de acido cumarico
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50uL del “stock” de luminol
Solucién B:  5mL de Tris-HCI pH 8,5, 100mM
3uL de H,0, 30%

Mezclar y utilizar de inmediato.

4.8 Otros Reactivos y Materiales.
Agua libre de nucleasas (Fermentas)

Tampon TAE 50X: 242g Tris base en 750mL de agua, 57,1mL de &cido acético
glacial y 100mL de EDTA 0,5M pH 8,0 y aforar a un volumen de 1L.

Medios de cultivo: Para cultivo celular se utilizé HyClone® Medio Liquido Cléasico:
Dulbecco’s Modified Eagles Medium, alto en glucosa. (Thermo Scientific,
E.E.U.U.) suplementado con suero fetal de bovino 10% (Hyclone), antibiético
penicilina/estreptomicina (Gibco Life Technologies.). Las células se mantuvieron en
botellas de cultivo de 175cm® a 37°C en un ambiente de CO, al 5% en estufa (NU-

5500 Direct Heat CO, Incubator).

Para el cultivo de E. coli se utiliz6 caldo Luria-Bertani (LB) (MoBio, E.E.U.U.),
esterilizado en autoclave. EI medio para el crecimiento de bacterias en placa fue LB
Agar (MoBio, E.E.U.U.).

De Winkler se obtuvieron agarosa, glicerol, cloruro de calcio,

acrilamida/bisacrilamida.

De Bio Rad se obtuvo el reactivo de Bradford BioRad Protein Assay (reactive
Bradford 5X).

De Fermentas se obtuvieron los marcadores de DNA de 100 pares de bases y de 1
kilobase, ANTPs, rNTPs.

De Merck se obtuvieron cloroformo, fenol, acido acético glacial, isopropanol,
alcohol isoamilico, DMSO, etanol, metanol, NaCl, KOH, NaOH.

De Sigma, se obtuvieron albimina de suero de bovino (BSA), B-mercaptoetanol (j3-

MeOH) y ampicilina.
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De Gibco se obtuvo la tripsina 5%-EDTA.

4.9 Equipos.

En la tabla 4 se detallan los equipos utilizados

Tabla 4: Equipos utilizados.

Equipo

Luminémetro

Marca

Berthold Detection Systems

Modelo

SIRIUS Luminometro

Nanodrop Thermo Scientific Nanodrop 1000 Spectrophotometer
Ultracentrifuga Beckman L2 65B
Centrifuga Eppendorf Centrifugue 5810R
Lector de Elisa Bio - Tek EL X 800
Incubadores Memmert
Shaker New Brunswick Scientific Co. Inc G24 Enviromental Incubator

Termociclador

Applied Biosystems

2720 Thermal Cycler

Espectrofotometro

Jeneway

6305 Spectrophotometer

5. METODOS.

5.1 Técnicas de DNA Recombinante.
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5.1.1 Obtencién de mutantes de DNA por PCR (reaccion en cadena de la

polimerasa).

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25ul y se utilizo la
DNA polimerasa Tag en las condiciones de reaccion recomendadas por el
proveedor. Se realizd inicialmente una etapa de desnaturacion incubando la mezcla
de DNA, partidores, enzima y tampon a 94°C durante 5min, luego se efectuaron 35
ciclos de 3 etapas: 30seg a 94°C (desnaturacion), 30seg a 53°C (apareamiento, la
temperatura depende de la composicion de los oligonucleétidos) y 30seg a 72°C
etapa de extension, el tiempo es dependiente del tamafio del producto a amplificar.
Para terminar, se realizd una etapa final de elongacion, incubando a 72°C por
15min, y se enfrio a 4°C hasta recuperar los tubos. Una vez finalizadas las
reacciones de PCR, se analizé el DNA mediante electroforesis en geles de agarosa,
(Métodos 5.1.2)

5.1.2 Construccién de la mutante AUG 29.

Debido a la proximidad del codén de inicio al extremo 5°, no se pudo utilizar el
sistema de insercion de mutaciones comunmente utilizado (ver mas adelante
generacion mutante AUG 77), por lo que el mutante AUG 29 se gener0 a partir de
una reaccion de PCR, utilizando un partidor sentido (Fw) que contenia las
sustituciones necesarias para la insercion del codén de inicio en la posicion
indicada y el partidor anti sentido (Rv) necesario para amplificar el 5> UTR de VIH-
1 (Figura 7).
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Figura 7: Estrategia utilizada para la generacion del mutante AUG 29. Se
amplific6 mediante PCR la region de interés utilizando un partidor sentido (Mat F2
Fw) que contenia las mutaciones necesarias y el partidor antisentido p2ANTI Rv.

5.1.3 Construccién de la mutante AUG 77.

Para la insercion del codon de inicio en posicion 77, AUG 77, primero se realizé un
PCR con el partidor externo sentido (VIH1-336f-EcoRIFw) y con el partidor
antisentido (Mat R1 Rv) que contiene la mutacion a insertar. En paralelo se efectu6
un segundo PCR con el partidor antisentido externo (FlucXbalRv) y el partidor
sentido (Mat F3 Fw), complementario al antisentido que contenia la mutacion a
insertar. Luego estos dos fragmentos amplificados se agregaron ambos como
templado en una tercera reaccién de PCR con los partidores externos para generar el

fragmento completo, con la mutacién requerida.

— —

PCR 1 ﬂ PCR 2

= ] -
PCR3

!

X

Figura 8: Estrategia utilizada para la generacion del mutante AUG 77. Método
de PCR-Overlap Extension. Se realizaron tres reacciones de PCR, de las cuales las
dos primeras fueron hechas en paralelo con partidores que contenian los sitios
mutados y ademas eran cohesivos entre si. Luego el producto de estas dos
reacciones se usé como templado con de partidores externos, mediante una tercera
reaccion de PCR.
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5.2. Clonamiento.
5.2.1 Clonamiento de fragmentos de DNA obtenidos mediante PCR.

Los fragmentos de DNA obtenidos por PCR fueron clonados en el vector pGEM ™-
T easy (Promega), siguiendo las indicaciones del proveedor. Este sistema esta
disefiado para la ligacién directa de productos obtenidos por PCR que tengan un
nucleétido de adenina protuberante al extremo de cada hebra del DNA, lo que
ocurre cuando se emplea la enzima DNA polimerasa Taqg. La ligacion de productos
en el vector pPGEM™-T easy fue utilizada para obtener grandes cantidades del
producto y realizar luego digestiones preparativas para el clonamiento en otros

plasmidos.

Para poder evaluar la actividad IRES de los mutantes generados, estos fueron
clonados en el plasmido Dual Luciferasa. Para esto los mutantes generados por PCR
se clonaron en el vector pPGEM™.-T easy, luego el vector con el inserto necesario
fue digerido con las enzimas EcoRI y Ncol y ligado mediante una ligacion triple en

el vector Dual Luciferasa.
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Figura 9: Construcciones de RNA utilizadas. Se muestra un esquema de todas las
construcciones de RNA utilizadas en el desarrollo del estudio. Fluc: construccion
monocistrénica con el mensajero del gen reportero Luciferasa de Luciérnaga; VIH-1
IRES: construccion monocistronica que contiene en la region 5’UTR el 5S’UTR de
VIH-1 en su estado salvaje (wild type); VIH-1 IRES AUG 29: construccién
monocistronica que posee un coddn de inicio en contexto déptimo en la base 29 del
5’UTR de VIH-1; VIH-1 IRES AUG 77: construccion monocistronica que posee un
codon de inicio en contexto Optimo en la base 77 del 5’UTR de VIH-1; dIAEMCV:
construccion bicistrénica cuya region intercistronica no posee actividad IRES;
dIVIH-1 IRES: construccion bicistronica que contiene el 5’UTR de VIH-1 en su
region intercistronica; dIVIH-1 AUG 77: construccion bicistronica que contiene el
5’UTR de VIH-1 con el codon de inicio en la base 77.

5.2.2 Separacion de fragmentos de DNA mediante electroforesis en gel de

agarosa.

El gel se preparé disolviendo agarosa en amortiguador TAE 1X (Tris-Acetato
90mM, EDTA 2mM, pH 8,4) a una concentracion final entre 1 y 2% segln el
tamafio de los productos que se requiera resolver. Para la visualizacion de las
bandas, se agregd bromuro de etidio 0,05pug/mL al gel. Las muestras se prepararon
agregando tampoén de carga (Na;EDTA 0,1M pH 8,0 SDS 1%, azul de bromofenol

0,25%) y se cargaron en el gel. La electroforesis se realiz6 a 100V en amortiguador
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TAE 1X. Al finalizar la electroforesis, las bandas se visualizaron en un
transiluminador UV.

5.2.3 Digestion de DNA con enzimas de restriccion.

Para las digestiones analiticas (por ejemplo, para analizar la identidad de un
plasmido), se incubd el DNA (0,2 a 1,0ug) con 1-10U de la enzima de restriccion en
un volumen final de 20ul, durante 1h a 37°C y en presencia del tampdén
correspondiente. Los fragmentos de DNA obtenidos se separaron por electroforesis
en geles de agarosa. Para las digestiones preparativas (por ejemplo, para digerir
fragmentos que seran transcritos posteriormente), se tomaron 10 a 50pg de DNA y
se incubaron durante toda la noche a 37°C con 5 a 20U de la enzima de restriccion y
con el tampdn correspondiente. Finalmente, el producto de la reaccion se analizd

por electroforesis en un gel de agarosa (Métodos 5.1.2).
5.2.4 Ligacion de fragmentos de DNA en plasmidos.

Se mezclé el plasmido digerido con las correspondientes enzimas de restriccion y el
fragmento de DNA a clonar en una relacion 1:3 respectivamente (39). En el caso de
una ligacion triple las relaciones son de 1:3:3 de plasmido, inserto 1 e inserto 2,
respectivamente. La reaccion de ligacion contiene 100ng de plasmido, el fragmento
de DNA, amortiguador de ligacion (Tris-HCI 30mM pH 7,8, MgCl, 10mM, DTT
10mM, ATP 1mM, PEG 8000 5% p/v) y 3U de DNA ligasa del fago T4. Se incubo
a 4°C durante 16 horas y se utiliza la mezcla de ligacion para transformar bacterias.

5.2.5 Preparacion de Escherichia coli quimiocompetentes.

Se inoculo la cepa de Escherichia coli Top-10 en 10mL de medio LB sin antibidtico
y se incubd durante 16h a 37°C con agitacion constante. Luego se inocularon
100mL de medio LB sin antibiético con 5mL del cultivo inicial, y se incubd bajo las
mismas condiciones hasta que el cultivo alcanz6é una DOggonm de 0,5. Se centrifugo
el cultivo a 650g por 10min a 4°C, y se resuspendio el sedimento en 20mL de

CaCl, 0,1M estéril y frio. Se incub6 en hielo entre 30min a 1h y se centrifugé a
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650g 10min a 4°C. Se resuspendié el sedimento en 2mL de CaCl, 0,AM vy se
guardaron a -80°C hasta ser utilizadas.

5.2.6 Transformacién de Escherichia coli.

Se mezclaron 100ul de células quimiocompetentes recién preparadas en hielo con
10 a 50ng de plasmido o la mezcla completa de la ligacion y se incubé en hielo por
30min. Se dio un “shock” térmico a 42°C Imin y se incubd en hielo 2min. Se
agregaron 500ul de medio LB sin antibiético y se incubd a 37°C con agitacion 1h.
Las bacterias se centrifugaron 3min a 650g y el sedimento se resuspendi6é en 100ul
de medio LB. Se sembraron las bacterias en placas de LB-agar con el antibidtico
adecuado. Se incubaron las placas a 37°C 16h o hasta que las colonias alcanzaron un
tamafio adecuado. Las colonias que poseen el plasmido de interés se cultivaron para
extraer el DNA plasmidial y posteriormente comprobar mediante digestion

enzimatica y amplificacion por PCR si poseian o no el inserto.
5.2.7 Obtencion de DNA plasmidial a partir de cultivos bacterianos.

Se crecieron las cepas de E.coli que contienen los plasmidos de interés en medio
liquido LB por 16h a 37°C. Para la obtencién de DNA plasmidial a pequefia escala
se incubd un inéculo de 4 a 10mL de bacterias en medio LB con antibiético, para
proceder al método de obtencion de DNA plasmidial por lisis alcalina (39). Las
bacterias se centrifugaron 5min a 1800g, a 4°C, se removio el sobrenadante y se
resuspendio el sedimento en 0,25mL de solucién | (50mM glucosa, 20mM Tris-HCI
pH 8,0, 10mM EDTA (pH 8,0). posteriormente se agregaron 0,25mL de solucion 1l
(20mM NaOH,1% SDS). Se agregaron 0,25mL de solucion Il (5M acetato de
potasio, acido acético glacial). Se centrifugd durante 15min a 16000g a 4°C para
luego transferir el sobrenadante a un nuevo tubo. Para separar las proteinas se
agrego 1 volumen de fenol y se mezclo por vortex, se centrifugdé 5 min a 16000g, el
sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo y luego se agregd 1 volumen de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), nuevamente el sobrenadante se transfirié a un
tubo nuevo. El DNA precipito con 0,7 volumenes de isopropanol, se incubé 20min a

4°C y luego se centrifugd 30min a 16000g a 4°C. El sobrenadante se removid y se
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agregd 1mL de etanol 70%, luego se centrifugd 30min a 16000g a 4°C. Finalmente
se removioé el sobrenadante, se seco el sedimento y el DNA se resuspendié en 100l
de agua. Con este método se pueden obtener entre 5 y 18ug de plasmido. Para la
obtencion de DNA plasmidial a mediana escala, se cultivd un inéculo a partir de
100 a 150mL de bacterias y se utilizd el sistema Promega PureYield™ Plasmid
midiprep System, segun instrucciones del fabricante. Con este sistema se obtienen

aproximadamente 100pug de plasmido a partir de 10mL de cultivo bacteriano.
5.3 Técnicas RNA.
5.3.1 Transcripcion in vitro.

Se utilizé la enzima RNA polimerasa del fago T7 para sintetizar los RNAs con cap
y sin cap. Para los RNA sin estructura cap se utilizd la RNA polimerasa T7 en las
condiciones que indica el proveedor. Para los con estructura cap se utilizé el
sistema comercial mMessage mMachine® de acuerdo con las indicaciones del
proveedor y para los RNAs que requerian poli(A) se utiliz6 el sistema comercial
PolyA Tailing Promega. El plasmido pcDNA3.1 con el inserto de interés (1 a 2jg)
fue linealizado con la enzima Xbal. La sintesis de los RNAs se realizd en
volimenes de 20ul y 25ul para mensajeros con cap Yy sin cap, respectivamente. La
reaccion fue tratada con DNasal para remover el templado de DNA y el RNA fue
precipitado con LiCl 2M. EI RNA fue resuspendido en 25ul H,O libre de nucleasas.
Para determinar la concentracion de RNA, se tomé 1ul de las muestras y se midio
su concentracion en el Nanodrop, la integridad del RNA fue confirmada por una

electoforesis en gel de agarosa al 1,5%. (Métodos 5.2.2)

Como manera alternativa de generacién de mRNAs monocistronicos, se transcribio
directamente desde el producto de PCR amplificado con un partidor que posee el
promotor transcripcional T7 en su secuencia (Mat F1 Fw). Luego de amplificar por
PCR, se precipitaron los DNAs con 1/10 de volumen de acetato de amonio, dos
volimenes de etanol absoluto e incubados 1hr a -20°C para luego centrifugar 30

minutos a 160009 a 4°C. Se removio el sobrenadante, se agregd 1mL de etanol 70%
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y se centrifuga 30min a 16000g a 4°C. Finalmente se removio el sobrenadante y se

seco el sedimento. EI DNA es resuspendido en 10ul de agua libre de nucleasas.

Para efectos practicos de graficas y escritura la nomenclatura utilizada para los
RNAs generados es la siguiente: +/+ representa a los RNASs que poseen cap y cola

poli A'y +/- representa a los RNAs que s6lo poseen cap.
5.3.2 Electroforesis de RNA en gel de agarosa en condiciones desnaturantes.

Se separaron los RNAs de acuerdo a su tamafio por electroforesis en gel de agarosa
en condiciones desnaturantes. Se emplearon geles de agarosa al 1,5%, con
formaldehido al 1% y MOPS 1X (MOPS 20mM; acetato de sodio 8mM; EDTA
ImM, pH 7,0). Se tomaron 3ul de RNA y se agregd 7ul de amortiguador de carga
1,2X (MOPS 62 mM, acetato de sodio 25mM, 3mM EDTA, formaldehido 20,5 %
v/v, glicerol 10% v/v, azul de bromofenol 0,05%, bromuro de etidio 15ug/mL) hasta
un volumen final de 10ul. Las muestras se calentaron a 75°C 5min, se enfriaron a
temperatura ambiente y se cargaron en el gel de agarosa previamente estabilizado en
amortiguador de corrida (MOPS 1X/Formaldehido 7%). Se realizé la electroforesis
en el amortiguador MOPS 1X a un voltaje constante de 100V. Las bandas se

visualizaron en un transiluminador UV.
5.4 Traduccidn in vitro y ensayos de luciferasa.
5.4.1 Traducciones in vitro.

Las traducciones in vitro se realizaron a distintas concentraciones de RRL. A
concentraciones finales de 1 y 5ng/uL de RNA en un volumen final del 3uL, el
lisado se traté con nucleasas. La cantidad de aminoacidos y de inhibidor de RNAsas
utilizados fueron las indicadas por el fabricante para el volumen necesario de
reaccion. Las reacciones de traduccion fueron incubadas a 30°C en un bafio

termorregulado durante 1h 30min.
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5.4.2 Traducciones Suplementadas.

Las traducciones in vitro suplementadas con extractos celulares o con fracciones de
extractos celulares fueron realizadas de la misma manera descrita en la seccién
anterior con la diferencia de que antes de agregar el RNA a la reaccion, se

suplementd con el elemento a estudiar, a diferentes concentraciones finales.
5.4.3 Traducciones en presencia de edeina.

Las traducciones in vitro realizadas en presencia de edeina, se efectuaron a un 35%
de RRL y con una concentracion final de RNA de 1ng/uL. EIl extracto celular o la
fraccion que suplementd la reaccion se agrego a la mezcla de traduccion antes de
agregar el RNA. Una vez que se agrego todo lo correspondiente a la mezcla en el
orden correlativo indicado, se agreg6 finalmente la edeina en las cantidades
necesarias. Esta mezcla se incubd 15min a 30°C para finalmente agregar el RNA a

la reaccion e incubar durante 1hr y 30min.
5.4.4 Sintesis de proteasa.

La sintesis de proteasa se realizd desde el vector pMML1 el cual se linearizé con la

enzima de restriccion Xbal y se transcribié segun Métodos 5.2.1.

Posteriormente se tradujo la proteasa in vitro en el sistema RRL Flexi (Promega)
con las siguientes modificaciones: se utilizaron 2ug de RNA total en una reaccion
de 200uL con 50% del volumen de RRL Flexi con 4uL de aminodcidos con una
concentracion final de KCI de 75mM y 0,2AmM de MgCl..

El producto de traduccién se ultracentrifugé a 100000g durante 40min a 4°C. El

sobrenadante fue recuperado y guardado a -80°C hasta su utilizacion.
5.4.5 Traduccién en presencia de proteasa.

Los ensayos suplementados con proteasa fueron realizados en las mismas

condiciones descritas anteriormente (Métodos 3.1). Previo a la adicion del RNA a
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la mezcla de reaccion, se agregaron 0,15uL de proteasa sintetizada en RRL, mezcla
que se preincubd a 30°C durante 15min, para luego agregar el RNA y proseguir la

traduccion a 30°C durante 1hr 30min.

5.4.6 Ensayo de luciferasa.

La actividad de luciferasa fue determinada utilizando el sistema Luciferase®
Reporter Assay System, para lo cual se alicuoté 1L de la reaccion de traduccion y
se determiné la actividad de luciferasa de luciérnaga. Para ello se agregd 5uL
Luciferase Assay Reagent | (LAR 1). Para los ensayos con mensajeros bicistronicos
se utilizo el sistema comercial Dual-Luciferase® Reporter (DLR™) Assay System.
Se tomo una alicuota de 1 pL de la reaccién de traduccion y se determind primero la
actividad de luciferasa de luciérnaga para lo cual se agregaron 5uL Luciferase
Assay Reagent Il (LAR I1) y luego se midié en el lumindémetro. Sobre la misma
muestra se midié la actividad de luciferasa de Renilla, para lo cual se agregaron 5uL

Stop&Glo® Reagent y se midié nuevamente en el luminémetro.

5.5 Analisis de proteinas.

5.5.1 Cuantificacion de proteinas mediante el método de Bradford.

Para realizar esta medicion se utilizd el reactivo de Bradford 5X (BioRad Protein
Assay). Se diluyo el reactivo 5 veces con agua tridestilada. Se tom6 1pl de cada
extracto proteico y se les agregé 0,2mL de reactivo. Las muestras se agitaron
vigorosamente, se dejé a temperatura ambiente durante 5min y se midio la
absorbancia a 595nm en un lector de ELISA. En paralelo se realiz6 una curva de
calibracion con albumina de suero de bovino (BSA) con cantidades
correspondientes a 1, 2, 3 y 4ug de BSA. Se midieron todas las absorbancias en
duplicado.

5.5.2 Fraccionamiento de extractos celulares por cromatografia de exclusion.

La calibracién de la columna Superdex 200 se llevd a cabo con el tampo6n de
elucion (Tris HCI 20mM, pH 7,5; NaCl 0,1M), a un flujo de 0,5mL/min, por dos
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volumenes de columna vacia (volumen vacio, Vo). Después se inyectd 1mg/200pL
de tampon de calibracion de la muestra de las proteinas estdndar (citocromo C,
seroalbumina y deshidrogenasa alcohdlica), y se recolectaron las fracciones cada
1min. Finalmente, la columna fue lavada con 2 volimenes de tampon de
calibracién. La determinacion del tiempo de retencion se realiz6 con la formula
(Ve-Vo)/(Vt-Vo) donde Ve es el volumen de elucion de cada muestra y Vo estd
dado por la elucion del azul de dextrano y Vt es el volumen total de la columna
(31,12mL).

Se inyectaron aproximadamente 1mg de los extractos de células HeLa en G2/M en
la columna equilibrada con tampo6n hipotonico en ausencia de DTT. Se colectaron

fracciones de 0,5mL que fueron almacenados a 4°C.
5.5.3 Ultracentrifugacion.

La proteasa-L fue utilizada en ensayos traduccionales in vitro, para proteolisar el
factor elF4G y de esta manera disminuir la actividad traduccional cap-dependiente.
Fue sintetizada como se explica en 2.3.4. y luego esta proteasa se ultracentrifugd a
45000rpm durante 1h 20min a 4°C en la ultracentrifuga. El sobrenadante fue

alicuotado y almacenado en alicuotas a -80°C.
5.5.4 Western Blot.

Para el andlisis del corte de elF4G por la proteasa del virus de la fiebre aftosa, las
reacciones de traduccion en RRL en ausencia o presencia de proteasa L fueron
resueltas en un gel de poliacrilamida en gradiente (5-20%) en condiciones
desnaturantes 'y tranferidos a una membrana de nitrocelulosa por
electrotransferencia a 200mA 2h en presencia de tampon de transferencia (Tris
25mM, glicina 192mM, metanol 20%, pH 8,3). Las proteinas transferidas fueron
tratadas con solucion de bloqueo (Tween-20 0,05% vy leche descremada 5% en
PBS) toda la noche a 4°C. La membrana fue lavada 2 veces con TBS Yy luego
incubada 4h a temperatura ambiente con una mezcla de anticuerpos policlonales

anti elF4GI. Nuevamente la membrana fue lavada 3 veces con TBS e incubada con
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el anticuerpo secundario anti-lIgG de conejo conjugado con peroxidasa de rabano
(HRP) diluido en TBS (1:5000) durante 1h a temperatura ambiente. Finalmente la
membrana fue lavada 3 veces con TBS y revelada con una solucién luminol-acido

cumarico.
5.6 Cultivo Celular.
5.6.1 Crecimiento, tripsinizacion y expansion celular.

Se descongelaron en gabinetes de bioseguridad de nivel 11 5x10° células de la linea
celular HelLa, provenientes del nitrogeno liquido en 1mL de medio de congelacion
(SFB 90% y 10% DMSO). Las células fueron resuspendidas en 10 mL de PBS 1X
(NaCl 137 mM, KCI 2,7mM, Na,HPO, 10mM, KH,PO, pH 7,4), 10 % SFB vy se
centrifugaron a 1500 RMP durante 10 minutos a 4°C, luego se descartd el
sobrenadante y se resuspendié en medio de cultivo en 10mL de medio DMEM
(Gibco) 10% SFB (Hyclone), con 50U de antibioticos penicilina/estreptomicina. Se
cultivaron en frascos de poliestireno (Nunc) de una superficie de 75cm? los cuales
poseen un filtro en su tapa que les permite el intercambio gaseoso y se incubaron en

una estufa de cultivo con CO0, al 5% a 37°C.

Luego que las células se han adherido al fondo de la botella y han llegado entre un
70% a un 90% de confluencia, en gabinetes de bioseguridad de nivel Il se remueve
el medio de cultivo y se afiade 5mL de PBS 1X para remover el remanente de suero
del medio de cultivo (esta etapa de lavado con PBS se repite 3 veces). Se remueve
el PBS 1X y se agregd 1mL tripsina 1X y se incub0 un minuto en estufa a 37°C.
Una vez que las células estaban separadas se agregé 30mL de medio completo y se
dividieron en tres botellas de 75cm?. Las células se mantuvieron en una estufa de
cultivo con 5% de C0, a 37°C.

5.6.2 Arresto celular.

Para obtener células detenidas en G2/M, las células alcanzaron un 70% de

confluencia'y se lavaron con PBS 1X. Luego se les agregé medio DMEM completo
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con una concentracion de nocodazol de 400ng/mL. Las células luego se incubaron
durante 19h en estufa de cultivo con 5% de CO0, a 37°C.

5.6.3 Preparacion de extracto celular.

Luego de las 19h de incubacion en presencia de la droga nocodazol, las células se
lavaron 3 veces con PBS 1X frio para luego ser tripsinizadas agregando 1mL de
tripsina 1X a cada botella de cultivo. Posteriormente las células se resuspendieron
en 5mL de DMEM con SFB 20%, se incubaron en hielo y luego se centrifugaron a
420g durante 5min a 4°C. Se descarto el sobrenadante y se resuspendio el sedimento
celular en 5mL de PBS 1X frio, centrifugando nuevamente a 420g durante 5min a
4°C. Este procedimiento de lavado de las células con PBS 1X se repitio dos veces.
Se separaron 1x10° células para citometria de flujo y el sedimento restante se
resuspendio en 2 volimenes de amortiguador hipotonico (Hepes KOH 10mM, pH
7,6, KOAc10mM, MgOAc; 0,5mM, DTT 1mM). Las células resuspendidas en el
amortiguador hipotonico se incubaron en hielo durante 30min y luego se pasaron 20
veces a través de una jeringa de 23G. Después de ser pasadas por la jeringa, las
células se lisaron en un homogenizador celular mecanico para obtener de este modo
una lisis celular exhaustiva. Para comprobar que las células estaban lisadas se tifi6 el
extracto con azul de tripan y se observé al microscopio. El extracto se centrifugd a
16000g durante 30min a 4°C. El sobrenadante se alicuot6 en volumenes desde 5 a
30uL, dependiendo de la concentracion proteica que poseia el extracto, y se congeld

por inmersién en nitrogeno liquido y luego se almacend a -80°C.
5.6.4 Citometria de flujo.

Una vez que las 1x10° células se separaron se centrifugaron a 420g durante 5min.
El sedimento se resuspendio en 333ul de PBS 1X, asi las células estan listas para
ser fijadas. La fijacion se efectué agregando 666l de etanol absoluto frio mientras
se agitaba suavemente en vortex. Una vez terminada la fijacion se guardaron las
células a 4°C hasta su uso. Para medir las muestras, se lavaron dos veces con 2mL
de PBS 1X, centrifugando a 420g 5min a 4°C. EIl sedimento se resuspendid en
0,5mL de PBS 1X con RNAsa A (0,2ug/mL) y se incubd durante 30min a 37°C. Se
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agregd ioduro de propidio a una concentracion 30pg/mL y se incub6 30min a 37°C.
Las muestras fueron analizadas por clasificacion celular de fluorescencia-activada
(FACS) con un instrumento de FACS con laser-simple (Becton Dickinson)

combinado con el programa WinMidi.

6. DISENO EXPERIMENTAL.

6.1 Funcion de los mutantes para la region S’UTR del mRNA de VIH-1.

La region 5°UTR de VIH-1 posee un elemento IRES que es funcional durante el
estadio G2/M del ciclo celular (14). Ademas, el mensajero completo de VIH-1
posee una estructura cap en su extremo 5’ y una cola poli(A) en su extremo 3°.
Estos antecedentes nos han llevado a postular que la iniciacion de la sintesis de
proteina a partir del mRNA viral puede ser de manera cap- dependiente o bien de
manera IRES-dependiente, asemejandose de esta manera al modo de accion de un
mRNA celular que posee IRES. Para evaluar esta posibilidad se construyd un
vector monocistrénico en el cual la traduccién del gen reportero estd comandada
por la region 5°UTR de VIH-1y que ademas posee un codon de inicio en contexto
optimo, rio arriba del IRES minimo, en desfase con el AUG de inicio del gen
reportero. Esta aproximacion experimental permite diferenciar la iniciacion cap-
dependiente de la dependiente de IRES. En esta construccion la traduccion de la
proteina reportera FLuc es mediada por el IRES, mientras que la actividad cap-
dependiente determina la sintesis de un péptido pequefio. Por su pequefio tamafio
el péptido generado no puede ser detectado en geles de proteinas, por tanto se
considera que la ausencia de la proteina reportera refleja la iniciacion de la

traduccion cap-dependiente (Figura 10).
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Figura 10: Esquema explicativo del disefio experimental. Para diferenciar, la
zona de actividad minima IRES se grafica con color verde y el ORF generado por la
presencia del coddn de inicio introducido se muestra de color rojo, la [X] representa
la inhibicién del inicio de la traduccion cap-dependiente. Gracias al uso de esta
construccién se espera diferenciar el inicio de la traduccion cap-dependiente del
inicio de la traduccion IRES dependiente en un contexto monocistronico. Puesto
que la sintesis de la proteina reportera esta asociada salo al inicio IRES dependiente.
Se construyeron dos mutantes con codones de inicio antes de la zona minima de

actividad IRES:

AUG 29

AUGT7

Los nombres dados a los mutantes corresponden a la posicion de la adenina del
codon de inicio en el 5’UTR de VIH-1.
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7. RESULTADOS.
7.1 Secuenciacion de mutantes.

Los mutantes generados fueron enviados a secuenciar a Macrogen INC, E.E.U.U. El
alineamiento de las secuencias obtenidas permitio verificar la introduccion de las

mutaciones necesarias para dar origen al mutante AUG 29 y AUG 77 (Fig. 10).
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Figura 11: Secuencias de los mutantes generados. Alineamiento de secuencias
entre 5’UTR de VIH-1 silvestre y los mutantes que poseen los codones de inicio
introducidos en la posicion 29 y 77, respectivamente.

7.2 Sintesis in vitro de RNAs.

La sintesis de los RNAs bicistronicos se llevo a cabo a partir de los DNAs

linealizados con la enzima Xbal segun lo indicado en la seccion 5.1.4.

Para la sintesis de los RNAs monocistrénicos se utiliz6 como sustrato el producto
de PCR cuyo partidor Fw poseia el promotor transcripcional T7 requerido para la

transcripcion (Partidores MatF1 y MatF2).
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Figura 12: Visualizacion de los RNAs sintéticos utilizados. Las muestras de
RNAs sintetizados se resolvieron en un gel de agarosa al 1,5% en condiciones
desnaturantes (seccion 5.2.2).

7.3 Determinacion de la funcionalidad del IRES en las construcciones

monocistronicas.

Una vez que se confirmé la obtencion de las construcciones mediante
secuenciacion, se procedio a determinar la funcionalidad del IRES realizando
ensayos de traduccién con las construcciones monocistronicas (Figura 13). Los
resultados muestran que la actividad traduccional de las construcciones generadas
es mayor que la actividad de la cepa WT, para la mutante AUG 29 y menor para la
mutante  AUG 77. Con este resultado se observa que la construccion
correspondiente al mutante AUG 77 cumple la funcién de separar las actividades
cap-dependiente de la IRES dependiente, para la cual fue disefiado. El
comportamiento de la mutante AUG 29 no da cuenta de la separacién del inicio cap-
dependiente del inicio IRES-dependiente, sino méas bien indica una exacerbacién del
inicio cap-dependiente (ver discusion), por lo cual el resto del trabajo se centra en el
uso de la mutante AUG 77.
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Figura 13: Determinacion de la actividad luciferasa de luciérnaga en
construcciones monocistronicas que poseen codones de inicio en contexto 6ptimo
y en desfase con respecto al codén de inicio del gen reportero antes de la zona
minima del IRES-1 de VIH-1. Cada medicion corresponde a tres experimentos
independientes realizados en triplicado.

7.4 Determinacioén de la funcionalidad IRES del mutante AUG 77.

Una estrategia para determinar la funcionalidad del IRES es mediante el uso de
construcciones bicistronicas, las cuales poseen el elemento IRES a determinar en su
region intercistrénica, asi la sintesis del primer cistron estara mediada por un
mecanismo cap-dependiente y la del segundo cistron estard& mediada por un

mecanismo IRES, dependiente de la region intercistronica.

Debido a que los IRES son muy sensibles a cambios estructurales y de secuencia,
(ya que pueden perder su funcionalidad debido a pequefios cambios en estos
patrones [32]), fue necesario determinar si las mutaciones introducidas antes de la
zona minima de actividad IRES de VIH-1, eran capaces de eliminar o afectar la
actividad IRES del 5’UTR de VIH-1. Para esto se utilizaron construcciones
bicistronicas en ensayos de traduccion in vitro. Los resultados mostraron que la

actividad IRES del mutante AUG 77 no es afectada significativamente en

38



comparacion al WT. Por tanto, se concluye que en un contexto bicistronico la
mutacién AUG 77 no altera la actividad del IRES-1 de VIH-1 (Figura 14).
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Figura 14: Evaluacion del efecto del coddn de inicio introducido en el IRES-1
de VIH-1 sobre su funcionalidad. Traduccion in vitro de los RNASs bicistronicos
en lisado de reticulocito de conejo tratado con nucleasas (RRL, Promega) siguiendo
las especificaciones del fabricante con las siguientes modificaciones; se utilizaron
5ng/mL de RNA total en 35% del volumen de RRL para una reaccion de 3mL;
0,03mL de aminoacidos; 0,06mL de inhibidor de ribonucleasas, con una
concentracion final de acetato de potasio 40mM y MgCl, 2,5mM. La la mezcla de
reaccion de traduccion se incubd durante 90 min a 30°C. Panel A. Actividad del
primer cistron luciferasa de Renilla. Panel B. Actividad del segundo cistron
luciferasa de luciérnaga. Panel C. Razon Fluc/Rluc, da cuenta de la actividad IRES
de cada una de las construcciones independiente la cantidad de RNA presente en el
ensayo. Cada medicion corresponde a tres experimentos independientes realizados
en triplicado.

7.5 Actividad proteolitica de la proteasa-L del virus de la fiebre aftosa.

Con el fin de independizar el sistema de traduccion in vitro del inicio de la
traduccion cap-dependiente se utilizé la proteasa-L del virus de la fiebre aftosa. Para
esto las mezclas de reaccion se incubaron a diferentes tiempos a una temperatura de
30°C con la proteasa-L. Con esto se logré proteolizar el factor elF4G responsable de
la union del complejo elF4F al cap. El efecto de la accion de la proteasa se logrd
determinar mediante Western blot con anticuerpo contra la region carboxilo
terminal de elF4GI. En el panel A de la figura 15 se esquematiza el mecanismo

mediante el cual la proteasa L corta el factor de inicio de la traduccion elF4Gl,
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desacopléandolo del inicio de la traduccion cap-dependiente, causando una
disminucion de la traduccion cap-dependiente. En el panel B de la figura 15 se
muestra el Western blot del factor de inicio elF4GI en un gel de poliacrilamida en
gradiente (5-20%) con anticuerpo contra la region carboxilo terminal del factor.
Esto nos muestra que efectivamente la proteasa corta el factor elF4G de los
extractos traduccionales usados para realizar traducciones in vitro. En consecuencia

en estos extractos el inicio de la traduccion cap-dependiente estard inhibida.

A B
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elF4G|
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( : elF 4E Q:eIF4G

Figura 15: Efecto de la proteasa-L del virus de la fiebre aftosa sobre el factor
elF4G. Panel A. Esquema del efecto proteolitico de la proteasa L sobre el factor de
inicio de la traduccién elF4AG. Panel B. Reacciones de traduccion en RRL en
ausencia (-) o presencia (+) de la proteasa L del virus de la fiebre aftosa fueron
resultas en un gel de poliacrilamida en gradiente (5-20%) en condiciones
desnaturantes, tranferidos a una membrana de nitrocelulosa e incubadas con
anticuerpos policlonales contra el fragmento C-terminal de elF4G I. Se indica la
presencia del factor elF4GI integro y del producto del corte (PC) proteolitico de la
proteasa L.
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7.6 Funcionalidad IRES en presencia de proteasa-L del virus de la fiebre

aftosa.

Mediante la traduccion in vitro de las construcciones monocistronicas en presencia
de proteasa-L se determiné la funcionalidad neta del IRES-1 de VIH-1 (Figura 16).
Esto ya que al tratar el medio donde se realizara la reaccion con la proteasa L, se
logra eliminar la capacidad de union al cap del complejo de iniciacién a través del
factor elF4G. De esta manera la actividad observada corresponde solamente al
inicio de la traduccion IRES dependiente (Figura 15 A). Los resultados presentados
en la figura 16, muestran que la presencia de la proteasa L afecta la traduccion
dirigida por la regiéon 5’UTR del mRNA de VIH-1. Sin embargo, la inhibicion solo
Ilega a niveles traduccionales similares a lo observado con el mutante VIH-1 5’UTR
AUG 77. Por otro lado la presencia de la proteasa L no afecta la traduccién dirigida
por la region 5’UTR del mRNA que contiene la mutacion AUG 77. Estos resultados
indican que el 100% de la actividad observada con el mutante VIH-1 5’UTR AUG
77 corresponde a actividad IRES. En conjunto los resultados presentados sugieren
que la iniciacidn de la traduccion a partir de la regiéon 5’UTR del mRNA de VIH-1
corresponde a la sumatoria de la iniciacion de la traduccion mediada por cap e
IRES.
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Figura 16: Traduccion in vitro en presencia y ausencia de proteasa-L. En lisado
de reticulocito de conejo tratado con nucleasas (RRL,) siguiendo las
especificaciones del fabricante con las siguientes modificaciones, se utilizaron
5ng/mL de RNA total en 35% del volumen de RRL para una reaccion de 3mL;
0,03mL de aminoacidos; 0,06mL de inhibidor de ribonucleasas, con una
concentracion final de acetato de potasio de 40mM vy cloruro de magnesio de
2,5mM. La mezcla de reaccion se incub6 15min a 30°C en presencia y en ausencia
de proteasa-L para luego traducir los mRNA durante 90 min a 30°C. Cada medicion
corresponde a tres experimentos independientes realizados en triplicado.

7.7 Sincronizacion celular de células Hela, para la sintesis de extracto.

Con el fin de establecer si la actividad IRES de VIH-1 requiere de factores
transactivadores de IRES o ITAFs (por sus siglas en ingles; IRES Trans Acting
Factors) se procedio a evaluar el efecto de la adicion de extractos celulares a la
reaccion de traduccion in vitro. Para preparar los extractos, los cultivos de células
HeLa fueron sincronizados como se explica en el punto 5.6.2. Estas células fueron
analizadas por citometria de flujo para comprobar su estado de sincronizacion como
se muestra en la figura 17, donde se puede ver que las células tratadas con la droga
poseen una mayor poblacion en el estado celular correspondiente a G2/M. Luego las
células sincronizadas fueron utilizadas para la preparacion de extractos
citoplasmaticos. Estos extractos fueron posteriormente utilizados para suplementar

las reacciones de traduccion in vitro (ver méas adelante punto 7.8).
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Figura 17: Citometria de flujo de células no sincronizadas y sincronizadas. Las
células utilizadas para la sintesis de extractos fueron sincronizadas con el uso de
nocodazol y analizadas mediante citometria para comprobar su estado de
sincronizacion.

7.8 Incremento de la funcion del IRES mediado por los factores trans
activadores de IRES (ITAFs).

Los elementos IRES requieren de factores proteicos para su regulacion, estos
factores se denominan ITAFs (por sus siglas en ingles; IRES Trans Acting Factors).
Como se conoce ademas que el IRES -1 de VIH-1 es capaz de comandar el inicio de
la sintesis de proteinas durante la etapa G2/M del ciclo celular (14), es légico pensar
que los ITAFs necesarios para el IRES-1 de VIH-1 se encuentran en la célula
durante esta etapa del ciclo celular. Con el fin de evaluar si la presencia de
extractos modifica la funcionalidad del IRES de VIH-1 se efectuaron ensayos de
traduccion en RRL suplementados con extractos celulares de células HelLa no
sincronizadas y sincronizadas en G2/M. Ademas se efectuaron ensayos de
traduccion suplementados con las diferentes fracciones proteicas, separadas
mediante cromatografia, de los diferentes extractos, como muestra la figura 18, en
la que se pueden ver los perfiles de las cromatografias de los extractos
sincronizados en el panel A y los extractos asincronizados en el panel B. Estos
ensayos se realizaron como primera aproximacién para identificar cual o cuales son

los factores responsables de estimular o sostener la actividad IRES dependiente.
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Figura 18: Fraccionamiento de extractos proteicos de células HeLa por FPLC.
Preparaciones de 2 mg de proteinas (200 pL) de extractos sincronizados (A) y
asincronizados (B). Fracciones de 0,5 mL fueron colectadas para posteriores
ensayos de actividad. Las figuras muestran los perfiles obtenidos a 220 nm (negro)
y 280 nm (rojo). Las flechas indican los tiempos de retencion de los marcadores
moleculares utilizados para calibrar la columna p-amilasa (200 kDa), BSA (66
kDa), anhidrasa carbdnica (29 kDa) y citocromo C (12.4 kDa), el asterisco sefiala el
tiempo de retencién obtenido por el azul dextrano (2000 kDa) equivalente al
volumen vacio de la columna.

En la figura 19 panel A, se pueden apreciar las actividades relativas de la luciferasa
de Renilla, cuyo inicio de traduccion es dependiente del cap, en presencia de las
distintas fracciones colectadas en la cromatografia, tanto de extractos celulares
arrestados en G2/M como en extractos no arrestados. En el panel B se aprecian las
actividades relativas del segundo cistron (luciferasa de luciérnaga) dependiente de la
actividad IRES-1 de VIH-1, en presencia de las distintas fracciones de extractos
sincronizados en G2/M y no sincronizados. Finalmente en el panel C se muestra el
gréafico de la relacion entre los niveles de actividad del segundo cistron v/s el primer
cistron. Estos resultados permitieron identificar la fraccion que activa el IRES-1 de
VIH-1 como la fraccion recolectada en el minuto 29 de la cromatografia, lo que nos
indica que al menos un factor proteico presente en aquella fraccidn es responsable

del aumento en la funcionalidad del IRES-1 de VIH-1.
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Figura 19: Actividades traduccionales de construcciones bicistronicas.
Contienen el IRES-1 de VIH-1. Se midio la actividad luciferasa de traducciones en
lisado de reticulocitos suplementadas con fracciones de extractos de células HelLa
asincronizadas y sincronizadas en G2/M, mediante el uso de nocodazol. A)
Actividad de Renilla nuciferasa en las distintas condiciones de suplementacion. B)
Actividad de Luciferasa de Luciérnaga en las diferentes condiciones de
suplementacion. C) Razon (actividad Fluc/actividad Rluc) en las diferentes
condiciones de suplementacion. Cada medicion corresponde a tres experimentos
independientes realizados en triplicado.
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7.9 Determinacion del comportamiento del IRES en presencia del antibiotico
edeina.

La edeina es un antibiotico producido por Bacillus brevis (48), si bien en
procariontes el antibidtico edeina es un inhibidor de la unién del aminoacil-tRNA al
ribosoma, pero no impide la accién peptidil transferasa de éste (40). En eucariontes
el mecanismo de accion de este antibiotico no ha sido descrito, pero es utilizado
como un inhibidor del proceso de “scanning” de la subunidad ribosomal 40S ya
que se ha generado la hipdtesis de un eventual mecanismo de accién que tendria la
droga en eucariontes, este se describe como una interaccion con el factor de inicio
elF1A (46), el cual es el encargado de estabilizar la union del Met-tRNAI con la
subunidad ribosomal 40S (47), esta desestabilizacion de la union del factor elF4A
con la subunidad 40S desfavoreceria el reconocimiento del codén de inicio
causando que las subunidades 40S que estan realizando “scanning” no puedan
reconocer el codén de inicio y se produzca una aglomeracion de subunidades 40S
en la region 5° UTR (48). Por esto este antibiotico se utiliza como herramienta de

inhibicion del “scanning”.

En una construcciéon monocistronica cuya region 5° UTR corresponde a un IRES
capaz de posicionar al ribosoma directamente sobre el codén de inicio, la sintesis de
proteinas no debiese verse afectada por el uso de esta droga ya que el IRES seria
capaz de posicionar el complejo de preiniciacion sobre el codon de inicio, lo que
implica que el tRNAI queda en el sitio P del ribosoma justo sobre el codon de inicio
para iniciar la traduccion. En cambio si el elemento IRES posiciona al ribosoma rio
arriba del codon de inicio, este debera realizar “scanning” para alcanzar el codon de
inicio e iniciar la traduccion, mecanismo de inicio que se veria afectado al utilizar
esta droga ya que el posicionamiento del tRNAI sobre el coddn de inicio no podria
efectuarse de manera correcta sobre el AUG luego del “scanning”. Siguiendo esta
I6gica se efectuaron traducciones tanto en las construcciones bicistronicas como en
las construcciones monocistrénicas en presencia de diferentes concentraciones de
edeina. La figura 20 panel A, muestra las construcciones bicistronicas utilizadas

como controles para asegurar que el funcionamiento de la droga es correcto. Se
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observa que el IRES de HCV es mas resistente a la droga que el IRES de poliovirus
y que la traduccion cap-dependiente (primer cistron). Se observa también que a
concentraciones altas de edeina, la droga inhibe la traduccion de todos los RNA
utilizados. Se muestra ademas que el IRES de VIH-1 es resistente a la droga lo cual
sugiere que el reclutamiento de la subunidad 40S ribosomal se realiza directamente
sobre el codon de inicio de la traduccion. Ademas en la figura 20 se puede observar
que la utilizacion de la fraccién de extracto de células HeLa sincronizadas en G2/M
aumentan la funcion del IRES de VIH-1 ya que si bien el IRES de VIH-1 es siempre
resistente a la accion de la edeina, su funcionalidad y su resistencia a la droga
aumentan si la traduccion se le agrega la fraccion 29 de las células HelLa

sincronizadas en G2/M.

Una vez que se comprobo que el IRES-1 de VIH-1 es resistente a la accion de la
edeina (lo que nos indica que no realiza “scanning”), se realizaron ensayos en
presencia de edeina con el mutante AUG 77 monocistronico, con el fin de remedar
de mejor manera el contexto de los mensajeros virales en una construccion que solo
comanda el inicio d ela traduccién de manera IRES dependiente Al realizar estos
ensayos se observa que el VIH-1 5’UTR AUG 77 es resistente a la droga (panel B).
Con esto se concluye que el modo de inicio de la traduccion comandado por el
IRES-1 de VIH-1 no requiere de “scanning” de la subunidad 40S ribosomal, ya que
el IRES reclutaria la subunidad 40S directamente sobre el AUG de inicio.
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8. DISCUSION.

La presencia de elementos IRES en la region 5°’UTR de retrovirus parece ser una
caracteristica importante dentro de esta familia (41) y les otorga una ventaja
importante en el proceso de replicacion viral. Trabajos anteriores han propuesto que
la presencia de estos sitios dentro de los MRNAS retrovirales seria una caracteristica

conservada en esta familia viral (11).
8.1 Funcionalidad del IRES en las construcciones generadas.

Debido a la carencia de consenso en secuencia o estructura necesarias para predecir
la existencia de un IRES, la metodologia estandar para la identificacion de IRES es
la utilizacion de RNAs bicistronicos (42). Nuestro sistema consta de un RNA
bicistrénico que codifica para las proteinas luciferasa de Renilla (RLuc) cuya
traduccion es dependiente de la estructura cap y para la luciferasa de luciérnaga
(FLuc) cuya sintesis nos indica la funcionalidad del IRES de la regién
intercistronica (Figura 9). Es asi que los experimentos de traduccion in vitro
utilizando un RNA bicistronico mostraron que la region 5S’UTR de VIH-1 posee
actividad IRES en el sistema experimental utilizado y que ademas las mutaciones
introducidas para lograr diferenciar el inicio de la traduccion cap-dependiente del
IRES dependiente, no afectan la funcionalidad del IRES en la construccion
generada (Figura 14).

Con el fin de determinar si la region 5S’UTR del mensajero completo de VIH-1
posee la capacidad de iniciar la traduccion de manera cap-dependiente e IRES
dependiente fue necesario realizar traducciones de construcciones monocistrénicas,
compuestas por la region 5’UTR de VIH-1y FLuc (Figura 9). Estas construcciones
fueron traducidas en sistemas in vitro que favorecian el inicio de la traduccién cap-
dependiente y en condiciones en que esta forma de inicio de la traduccion esta
inhibida. Para lograr esto se incub6 previamente la mezcla de reaccién con la
proteasa L del virus de la fiebre aftosa para cortar el factor elF4G (43) (Figura 15).
De esta manera se logro traducir los mensajeros monocistrénicos flanqueados por

el 5’UTR de VIH-1 y diferenciar el inicio de la traduccion cap-dependiente del
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inicio de la traduccion IRES dependiente, ya que las construcciones poseian antes
de la zona minima de funcionalidad del IRES, codones de inicio en contexto
optimo y en desfase con el coddn de inicio del gen reportero. Asi, el inicio de la
traduccion cap-dependiente se manifiesta mediante la sintesis del péptido generado
mediante la traduccion del ORF introducido de manera artificial. Esta construccion
nos permite atribuir la baja de la actividad del gen reportero inicio de la traduccion
cap-dependiente. De esta forma se pudo determinar mediante la ausencia de
actividad del gen reportero el inicio de la traducciéon cap-dependiente y mediante la
presencia de actividad del gen reportero se determiné el inicio de la traduccion
IRES dependiente. Puesto que la presencia de un coddn de inicio fuera de marco
con respecto al gen reportero, en la zona anterior a la regién que presenta
funcionalidad minima de IRES, no permite la sintesis via cap-dependiente del gen
reportero, ya que mediante el mecanismo de “scanning” se sintetiza un pequefio

péptido y no la proteina reportera (Figuras 10 y 16).

Cabe mencionar que se utilizaron dos construcciones monocistronicas para aislar la
actividad cap- e IRES-dependiente (Figuras 9 y 13). Una de ellas poseia en la base
N° 29 del 5 UTR de VIH-1 la Adenina del codon de inicio en contexto 6ptimo
introducido, la otra construccién por su parte contenia la Adenina del codon de
inicio en contexto optimo en la base N° 77 del 5’UTR de VIH-1. Estas dos
construcciones fueron sometidas a traducciones in vitro para lograr determinar el
efecto del inicio de la traduccion cap e IRES dependiente en el S’UTR de VIH-1. La
construccion denominada como AUG29 arrojo un resultado contradictorio respecto
al resultado obtenido con la construccion AUG77, ya que la segunda construccion
dio como resultado la disminucion de la actividad del gen reportero, atribuible a la
sintesis cap-dependiente del péptido generado por la introduccion del codén de
inicio en contexto 6ptimo introducido. Ensayos posteriores en condiciones
inhibitorias de la actividad cap, demostraron que esta disminucion era atribuible a la
actividad cap y que el mutante AUG 77, traducia al reportero sélo mediante su
actividad IRES. Por su parte la primera construccién mencionada anteriormente, al
ser traducida in vitro demostrd tener una actividad mayor incluso que el control,

correspondiente al IRES-1 de VIH-1 sin mutaciones. Esto puede deberse a que esta
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mutacion fue introducida en la estructura de union a la proteina viral Tat
(Transactivator), una horquilla denominada TAR (transactivation response)(44). Se
ha descrito que la proteina viral Tat es capaz de aumentar el inicio de la traduccion
cap-dependiente gracias a que desestabilizaria la horquilla TAR (49) y en ausencia
de la proteina viral Tat lo que ocurriria es que se impide la traduccion cap-
dependiente debido a que la horquilla TAR evita el “scanning” por su estructura
altamente estable. ElI hecho de introducir una mutacion en esta estructura,
eventualmente estaria desfavoreciendo la estabilidad de la horquilla TAR lo que
permitiria el ingreso de los ribosomas mediados por la union al cap de manera méas
facil. En consecuencia lo que estaria pasando con esta construccion es que la
mutacion introducida permite la apertura de la horquilla facilitando asi el ingreso de
los ribosomas mediado por el cap, ademéas la proximidad del codon de inicio
introducido al extremo 5° del mRNA puede en alguna medida no permitir que sea
reconocido por el ribosoma. Por lo que el inicio de la traduccion de esta
construccidn corresponderia a la suma de las funciones del IRES y el cap, la cual

estaria aumentada gracias a la desestabilizacion del TAR.
8.2 Caracterizacion del IRES-1 de VIH-1.

Junto a los ensayos para determinar un modelo de iniciacién dual de la traduccion
en el 5’UTR de VIH-1 se realizaron ensayos para caracterizar de mejor manera el
IRES-1 de VIH-1.

Para lograr identificar la forma en que el IRES-1 de VIH-1 es capaz de actuar, se
realizaron ensayos de traduccion in vitro suplementados con extractos
traduccionales de células HelLa no arrestadas y arrestadas en G2/M mediante el uso
de nocodazol (Figura 17 y 18). Los extractos utilizados para identificar el o los
posibles elementos ITAFs que estarian favoreciendo la funcion del IRES fueron
fraccionados mediante el uso de cromatografia de exclusion, con lo cual se logré
determinar que las fracciones correspondientes a la elucién del minuto 29 son las
que poseen los elementos proteicos necesarios para causar un aumento en la
funcionalidad del IRES-1 de VIH-1 (Figuras 18 y 19). Con el fin de determinar

especificamente cuales son los elementos involucrados en esta activacion sera
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necesario realizar a futuro ensayos de union a RNA de esta fraccion o de

complementacion de cada uno de los elementos presentes en esta fraccion.

Para lograr determinar de manera mas fehaciente el mecanismo de accién del IRES-
1 de VIH-1 se realizaron ensayos de traduccién in vitro con la droga edeina. En
procariontes esta droga es un inhibidor de la union del aminoacil-tRNA al ribosoma,
pero no impide la accion peptidil transferasa de éste (40). En eucariontes se ha
descrito un modelo de accién en el cual la droga impide la accion del factor de
inicio elF4A (46). Este factor es el encargado de estabilizar la union del Met-tRNAI
con la subunidad 40S (47), causando que el codon de inicio no sea reconocido y se
acumulen subunidades ribosomales 40S en el 5 UTR (48). Debido a esta accién de
la edeina, se puede utilizar para diferenciar el tipo de inicio de la traduccion
comandado por el IRES, puesto que si el IRES necesita de “scanning” para iniciar
la traduccion sera sensible al efecto de la edeina, pero si el IRES no requiere de
“scanning” y recluta la subunidad 40S directamente sobre el codon de inicio, el
IRES serd insensible a la presencia de la droga. Por lo tanto, en una construccién
monocistronica cuya region 5> UTR corresponde a un IRES capaz de posicionar al
ribosoma directamente sobre el coddn de inicio, la sintesis de proteinas no debiese
verse afectada por el uso de edeina. En cambio, si el elemento IRES posiciona al
ribosoma rio arriba del codén de inicio, éste debera realizar “scanning” para iniciar
la traduccidn, mecanismo de inicio que se veria afectado al utilizar edeina. De este
modo se utilizd la edeina en la traduccion in vitro de los mensajeros
monocistrénicos y bicistronicos. Los resultados muestran que el comportamiento de
este IRES es comparable con el del IRES de HCV (45), pues como se ve, la
actividad del gen reportero no se ve afectada en concentraciones de edeina a las
cuales una traduccion mediada por “scanning” si se encuentra inhibida (Figura 20).
Cabe mencionar que la edeina a concentraciones elevadas es capaz de inhibir
incluso el inicio de la traduccion independiente de “scanning”, 1o que explica la
razén de la casi nula actividad en las construcciones utilizadas a concentraciones
muy elevadas de droga. Como se puede ver en la Figura 20, las actividades de los
genes reporteros dependen de la zona intercistronica. Por esto la construccién que

posee el IRES del virus del polio en la region intercistronica, disminuye
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notablemente su actividad, ya que este IRES requiere de “scanning” para iniciar la
traduccion. En cambio la disminucion moderada de la actividad del gen reportero
que posee los IRES de HCV y VIH-1 en su region intercistronica, se debe a que
estos IRES resisten la accion de la edeina a concentraciones moderadas, el conjunto
de estos resultados indica que estos IRES no requieren de “scanning” para
comandar el inicio de la traduccion, dado que son capaces de posicionar el ribosoma

sobre el codon de inicio.

Un resultado similar se observa cuando las construcciones monocistronicas son
traducidas en presencia de edeina (Figura 20 B). Para estas construcciones se
analiz6 el comportamiento del mutante AUG77, que como Se menciono
anteriormente es este mutante el que da cuenta del inicio de la traduccién solamente
IRES dependiente. Al traducir este mutante en presencia de edeina se observa que
sigue siendo resistente a la presencia de edeina en el medio de traduccion in vitro.
Estos resultados sugieren que la capacidad reclutadora de este IRES se encuentra rio

abajo del nucleétido N° 77.

De esta manera se ha logrado determinar el modo de accion que ejerce la region
5’UTR de VIH-1 para comandar el inicio de la traduccion de los mensajeros virales,
el cual corresponde a un mecanismo de inicio de la traduccion dual, mediado por el

cap y el IRES-1 de VIH-1 presente en esta zona.
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9. CONCLUSIONES.

La sintesis de proteinas dirigida por la region 5’UTR del mRNA completo
de VIH-1 corresponde a un 60% de funcién cap-dependiente y un 40% de

funcién IRES-dependiente.

A lo menos un factor proteico presente en las fracciones de los extractos
enriquecidos, permite el aumento de la funcionalidad del IRES durante la

etapa G2/M del ciclo celular.

El IRES-1 de VIH-1 es capaz de iniciar la traduccién de manera
independiente de “scanning”, lo que indica su capacidad de reclutar el

ribosoma directamente sobre el coddn de inicio.
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