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Resumen

Una vez integrado en un cromosoma celular, el VIH-1 genera un transcrito Unico de 9-kb o
ARN mensajero completo (ARNmc) que es procesado por corte y empalme para generar los
transcritos de 2-kb (completamente procesados) y luego los de 4-kb (parcialmente
procesados). EI ARNmc es, ademas, utilizado para la sintesis de las poliproteinas
estructurales Gag y Gag-Pol. La regulacién de la expresidon génica a nivel del ARNm es un
excelente punto de control y se sabe que los ARNm pueden sufrir varias modificaciones
quimicas donde la N®-metiladenosina (m®A) es la modificacién quimica interna mds
abundante en los ARNm eucariontes, con un importante impacto en diversas etapas de la
expresion génica que incluyen desde la regulacién del corte y empalme, exportacion
nuclear, traduccion hasta la degradacién de un ARNm. Esta modificacién es dindmica y
reversible, y regulada por proteinas escritoras, borradoras y lectoras de m°®A. Las escritoras
METTL3 y METTL14 junto con WTAP actian en conjunto para metilar las adenosinas de los
ARNm. Las borradoras son las encargadas de remover especificamente la metilacion m®Ay
corresponden a las proteinas FTO y ALKBHS5. Las proteinas lectoras detectan y dan la
funcionalidad a m°®A, y corresponden a miembros de la familia YTH: YTHDF1, YTHDF2,
YTHDF3, YTHDC1 e YTHDC2. Diversos ARNm celulares poseen mPA y se ha determinado
mediante andlisis transcriptomicos la presencia de esta modificacién en el ARNmc de VIH-
1, sugiriendo una fina regulacion de la expresion génica viral a través de la metilacion de
adenosinas en este transcrito. YTHDC2 se diferencia de las demas proteinas lectoras al
poseer una actividad Helicasa de ARN dependiente de ATP y ser perteneciente a la familia
de Helicasas de ARN con caja DExD/H. Estas Helicasas son conocidas por poseer dominios
auxiliares N- y C- terminales pero YTHDC2 es la Unica Helicasa de ARN que contiene un
dominio YTH y se ha visto que YTHDC2 promueve la traduccién de sus ARNm blanco, que su
silenciamiento disminuye la traduccién global y, ademas, un screening a gran escala sugirio
que YTHDC2 es necesaria para la sintesis de la proteina Gag de VIH-1. En este trabajo se

propone que YTHDC2 es una lectora de m®A en el ARNm completo de VIH-1 que regula post-
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transcripcionalmente su expresiéon génica para favorecer su traduccion y se busca
caracterizar el mecanismo de regulacién mediante la evaluacién funcional de YTHDC2
silvestre y mutantes de sus dominios Helicasa, de unién a m®A (YTH), R3H y ANK en células
transfectadas con un provirus de VIH-1, usando herramientas como el ensayo de gen
reportero, Western blot, silenciamiento y microscopia confocal. En este trabajo mostramos
que la sobre-expresion de YTHDC2 aumenta la sintesis de Gag, que su silenciamiento la
disminuye, y que esta proteina celular es capaz de asociarse con el ARNmc. Ademas,
observamos la importancia de los dominios Helicasa e YTH para la sintesis de Gag y de los
dominios Helicasa, YTH, R3H y ANK para la asociacion con el ARNmc. Los resultados
obtenidos sugieren que la abundancia de YTHDC2 modula los niveles de Gag y del ARNmc

de VIH-1.
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Abstract

“Role of m®A reader YTHDC2 in HIV-1 Gag synthesis”

Once integrated into a cellular chromosome, HIV-1 generates a single 9-kb transcript or full-
length HIV-1 RNA that is processed by alternative splicing to generate 2-kb transcripts (fully
processed) and then those of 4-kb (partially processed). The full-length HIV-1 RNA is also
used for the synthesis of the Gag and Gag-Pol structural polyproteins. Regulation of gene
expression at the mRNA level is an excellent checkpoint and it is known that mRNAs can
undergo several chemical modifications where N®-methyladenosine (m®fA) is the most
abundant internal chemical modification in eukaryotic mRNAs, with a significant impact on
various stages of gene expression ranging from the regulation of splicing, nuclear export,
translation to the degradation of an mRNA. This modification is dynamic and reversible and
regulated by writers, erasers and readers of m®A. The writers METTL3 and METTL14
together with WTAP act to methylate the mRNA adenosines. The erasers are responsible of
removing specifically the m®A methylation and correspond to the FTO and ALKBHS5 proteins.
The reader proteins detect and give the functionality to m6A and correspond to members
of the YTH family: YTHDF1, YTHDF2, YTHDF3, YTHDC1, and YTHDC2. Several cellular mRNAs
possess m°®A and the presence of this modification in the full-length HIV-1 RNA has been
determined by transcriptomic analysis, suggesting a fine regulation of viral gene expression
through adenosine methylation. YTHDC2 differs from other reader proteins as it possesses
an ATP-dependent RNA helicase activity belonging to the family of DExD/H-box RNA
helicases. These helicases are known to harbour N- and C-terminal auxiliary domains but
YTHDC2 is the only RNA helicase that contains an YTH domain. It has been shown that
YTHDC2 promotes translation of its mRNA targets and that its silencing decreases overall
translation and, also, a large-scale screening suggested that YTHDC2 is necessary for the
synthesis of the HIV-1 Gag protein. In this work it is proposed that YTHDC2 is an m°®A reader

of the full-length HIV-1 RNA that post-transcriptionally regulates viral gene expression at
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the level of translation and seeks to characterize the regulatory mechanism through the
functional evaluation of wild type YTHDC2 and mutants of its helicase, m°A binding (YTH),
R3H and ANK domains in cells transfected with an HIV-1 provirus, using tools such as
reporter gene assay, Western blotting, gene silencing, and confocal microscopy. In this
work, we show that the over-expression of YTHDC2 increases the synthesis of Gag, that its
silencing decreases it, and that it can associate with the full-length HIV-1 RNA. Besides, we
note the importance of the helicase and YTH domains for the synthesis of Gag as well as the
helicase, YTH, R3H and ANK domains for the association with the HIV-1 RNA. These results
obtained suggest that the abundance of YTHDC2 modulates the synthesis of Gag and the
full-length HIV-1 RNA levels.
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Introduccion

Virus de la Inmunodeficiencia Humana

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es el agente causal del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y se transmite principalmente mediante via sexual,
parenteral y perinatal. VIH/SIDA se ha convertido en una de las pandemias mas
devastadoras del ultimo tiempo; cuando la infeccién no estd bajo control el VIH destruye
las células del sistema inmune, conllevando a la aparicién de enfermedades oportunistas y
a la muerte. Se estima que mas de 38 millones de personas en el mundo estan infectadas
con VIH y cada afo cerca de 2 millones de nuevos casos son reportados (Gillespie et al.,
2019; Dabis & Becker., 2017). Encontrar la cura o nuevos blancos terapéuticos para el
VIH/SIDA representa uno de los mayores desafios de la ciencia actual y requiere un

profundo entendimiento de como es la interaccidén entre el virus y la célula infectada.

Se han identificado dos tipos de VIH de origenes diferentes, VIH-1y VIH-2, siendo el primero
el responsable de la pandemia actual (Sharp et al., 2010). El virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1) pertenece al género lentivirus de la familia Retroviridae y
corresponde a un virus envuelto con un tamafo entre los 80 y 100 nm. La particula viral
(Figura 1A) posee las glicoproteinas de superficie gp120y gp41, una matriz por debajo de la
envoltura (formada por la proteina p17) y dentro de ella la capside viral (formada por la
proteina p24) que alberga el material genético viral (ssARN de polaridad positiva) y las
proteinas asociadas a él p6 y p7, ademas de enzimas necesarias para su ciclo replicativo:
integrasa (IN), proteasa (PR) y la transcriptasa inversa (RT) (Delgado., 2011). El VIH-1 infecta
a las células del sistema inmune, incluyendo linfocitos-T, células dendriticas, macréfagos y

microglias (Rohr et al., 2003).
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Figura 1: Estructura del VIH y organizacion de su genoma. Figura 1A: Representacion esquematica
de una particula de VIH donde se sefialan sus componentes estructurales: glicoproteinas de
superficie y transmembrana gp120 y gp41; matriz proteica formada por la proteina p17; cépside
formada por la proteina p24, material genético del virus (ssARN positivo) y las enzimas integrasa,
proteasa y transcriptasa inversa. Figura extraida y modificada de (Sears, 2009). Figura 1B:
Organizacion del genoma del VIH-1 indicando sus genes y productos proteicos. Imagen extraida de
(Nkeze et al., 2015). Figura 1C: tipos de especies de ARNm de VIH-1 originadas a partir del
procesamiento por corte y empalme. Imagen modificada de (Svicher,V et al., 2009).



Ciclo replicativo de VIH y su expresidn génica

El ciclo replicativo del virus comienza cuando la glicoproteina viral gp120 hace contacto con
el receptor celular CD4 y un correceptor, que puede ser el receptor B-quimioquina CCR5 o
con el receptor 4 de quimioquinas del tipo CXC, CXCR4, lo que permite la fusion de la
membrana viral y celular catalizado por gp41 y el subsecuente ingreso de la capside a la
célula. Una vez en el citoplasma, la capside se desintegra liberando el ARN gendmico viral
(ARNg) (Wilen et al., 2012). La RT mediara la conversién de ARN a ADN de doble hebra
(dsADN). Este ADN proviral junto con proteinas virales y celulares forman el denominado
complejo de preintegracion (PIC), el que es traslocado al nucleo celular, donde por medio
de la enzima integrasa (IN) es integrado en un cromosoma hospedero en un sitio al azar,
pero preferentemente en uno con alta tasa de transcripcion (cromatina descondensada)

estableciendo, de esta forma, el estado de provirus (Figura 2) (Avendafio, 2011).

La transcripcién del ADN proviral es llevada a cabo por la enzima ARN polimerasa Il, la que
reconoce un promotor presente en la regién 5’LTR del provirus y da lugar a un ARN
mensajero (ARNm) viral de 9kb idéntico al ARNg viral. La presencia de sefiales de corte y
empalme en el transcrito viral permite mediar su procesamiento por corte y empalme
alternativo, dando origen a mas de 100 transcritos diferentes que van a codificar las 9
proteinas virales (Figura 1B) (Ocwieja et al., 2012). Los ARNm virales se clasifican de acuerdo
al tamafio que poseen: ARNm no procesado o completo (9kb), ARNm parcialmente
procesados (4kb) y ARNm completamente procesados (2kb) (Figura 1C). El transcrito de 9kb
o ARN mensajero completo (ARNmc) codifica las poliproteinas estructurales Gag y Gag-Pol.
Este ARNmc sufre procesamiento por corte y empalme para dar lugar a los transcritos
parcialmente procesados que codifican la glicoproteina de superficie Env y las proteinas
accesorias Vpu, Vif y Vpr, y los completamente procesados que dan origen a las proteinas

reguladoras Tat y Rev, y la proteina accesoria Nef (Ocwieja et al., 2012; Cullen, 1998).




El ARNmc de VIH-1 tiene la dualidad de ser usado como ARNm o como el genoma que se
empacara en una nueva particula viral. Una vez sintetizada la poliproteina Gag ella
interactuara con un dimero de ARNmc a través de su dominio nucleocdpside, el que se
dirigird a la membrana de la célula donde se ensamblara una nueva particula viral, la que
serd liberada por gemacion y ya fuera de la célula madurard y comenzara otro ciclo

replicativo de VIH-1 (Figura 2) (Freed et al., 2015).
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Figura 2: Ciclo replicativo del VIH. Esta ilustracion representa las diferentes etapas del ciclo
replicativo de VIH: comienza con la fusién de la membrana viral con la de la célula hospedera, lo que
permite el denudamiento y la liberacion del material genético viral (ARN) en la célula. Este ARN es
retrotranscrito a ADN en la transcripcion reversa, el que se asocia a proteinas para formar el PIC que
es traslocado al nucleo y en donde se producird la integracién del ADN viral al genoma de la célula
hospedera, para luego comenzar con la transcripcion de este. Los transcritos de VIH son exportados
y traducidos, para luego comenzar el ensamblaje de una nueva particula viral, la cual es liberada y
posteriormente madura para comenzar con un nuevo ciclo de replicacidon (imagen extraida y
modificada de Barré-Sinoussi et al., 2013).



Control de la expresion génica y modificaciones del ARN

La expresion génica es un proceso altamente regulado que permite a la célula expresar
diferencialmente sus productos proteicos en un momento determinado. Este proceso es
muy importante durante el desarrollo y diferenciacién, donde se requiere apagar y
encender la expresidn de ciertos genes, y es un proceso regulado a nivel de ADN, ARN o
proteina (Jaenisch & Bird, 2003; O’Connor & Adams, 2010). La regulacion sobre el ARN
permite a la célula responder de manera mds rapida y eficiente a cambios ambientales, ya
que se evita la sintesis de un nuevo transcrito y ademas cientos de proteinas pueden
producirse a partir de un solo transcrito (Siomi & Dreyfuss, 1997), por lo que el ARN es un
excelente punto de control primario para regular la expresidon génica. Las modificaciones
sobre los ARN han sido bien documentadas por mas de 50 afios y ya en la década del 50 se
habian descubierto nucleétidos modificados (Xao et al., 2017; Davis & Allen, 1957). La
regulacién sobre un ARNm se conoce como regulacion post-transcripcional, donde el
capping (m7G) y la poliadenilacion (PoliA) en el extremo 3’ son las modificaciones post-
transcripcionales mas conocidas (Figura 3) que ocurren sobre un ARNm no maduro,
modificaciones que son esenciales para contribuir a la estabilidad del transcrito, la
exportacion nuclear, el inicio de la traduccién y otros procesos (Zhao et al., 2017; Roundtree

et al.,, 2017).

Modificaciones del ARN mensajero

Aunque las modificaciones quimicas de los ARN habian sido largamente conocidas por ser
prevalentes, diversas y altamente conservadas, su funcién y ocurrencia sobre los ARN
mensajeros recibid poca atencién en el siglo pasado, debido principalmente a la carencia
de técnicas adecuadas para su deteccidon y caracterizacién. Sin embargo, durante los ultimos
10 afios y gracias al desarrollo de tecnologias basadas en inmunoprecipitacion acoplada a

secuenciacion masiva paralela, este campo ha reemergido y podremos responder a las




preguntas de como estas modificaciones quimicas sobre los ARNm afectan la expresiéon

génica global (Frye et al., 2016).

El ARN de todos los organismos vivos puede ser modificado quimicamente y a la fecha, se
han descrito mas de 150 diferentes tipos de modificaciones que el ARN puede sufrir
(https://mods.rna.albany.edu/mods/). Ademas del capping y la poliadenicacion, las
modificaciones internas N6-metiladenosina (m®A), 5-metilcitosina (m°C) y pseudouridina
(W) aparecen como las mds representadas en los ARNm de eucariontes, ademds de otras
modificaciones que se detallan en la Figura 3 (Gilbert et al., 2016). Aunque algunas de estas
modificaciones fueron descritas desde el afio 1970 como la N®-metiladenosina (Rottman et
al.,, 1974), no fue hasta el desarrollo de la estrategia de MeRIP-seq (secuenciacion de la
inmunoprecipitacion de ARNs metilados) en 2012 que el estudio de la regulacion mediada

por m®A retomé relevancia en el mundo cientifico (Dominissini et al., 2012; Meyer et al.,

2012).
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Figura 3: Modificaciones quimicas en el ARNm. Esta figura resume las principales modificaciones
quimicas que ocurren sobre los ARNm de Eucariontes. La N®, 2’-O-dimetiladenosina (m®Am), la N°-
metiladenosina (m®A), la Inosina (l), la 5-metilcitidina (m°C), la N-metiladenosina (m?A), la
Pseudouridina (W) y la 5 hidroximetilcitidina (hm>C). Figura modificada de (Li et al., 2017).



https://mods.rna.albany.edu/mods/

Modificacion Né-metiladenosina (m°A)

La N°-metiladenosina o m®A es la modificacion interna mas abundante presente en los
ARNm de eucariontes y corresponde a la metilacién en la posicion N6 de una adenosina en
un ARN. Esta modificacion es altamente conservada y ha sido descrita en eucariontes,
incluyendo levaduras, plantas, moscas y mamiferos (Yue et al., 2015) y se ha visto que es
importante para el desarrollo, ya que la pérdida de la metilacion m®A afecta procesos clave
como el desarrollo embrionario de plantas, el desarrollo y la determinaciéon de sexo en
Drosophila o la diferenciacién de células madres embrionarias de mamiferos (Kennedy et
al., 2017). El estudio de las funciones de mPA en la regulacion de la expresién génica ha
tomado relevancia en los ultimos afios gracias al desarrollo de nuevas tecnologias, que han
permitido la identificacion de nucleétidos modificados a nivel de transcriptoma. Esta
informacién junto con andlisis funcionales y la identificacién del dinamismo de esta
modificacidon con proteinas capaces de escribir, borrar y leer tales modificaciones han
llevado al nacimiento de una nueva capa de regulacidon de la expresién génica que se conoce

como epitranscriptémica (Pereira-Montecinos et al., 2017).

La metilacion m®A ocurre preferencialmente en la secuencia consenso RRACH (R= G 0 A; H=
A, Co U) y se localiza predominantemente cerca de codones de término y en las regiones
5" yv 3’ no traducidas (UTR), aunque también se pueden encontrar en las regiones
codificantes (CDS) (Meyer & Jaffrey, 2017; Zhao et al., 2017). La principal caracteristica de
esta modificacidn es que es dinamica, reversible y es regulada por 3 grupos diferentes de
proteinas conocidas como “escritoras”, “borradoras” y “lectoras” (Figura 4) (Lee et al.,
2014). La metilacién mPA es catalizada por las “escritoras”, un complejo de proteinas
compuesto por un heterodimero entre la metiltransferasa tipo 3 (METTL3) vy la
metiltransferasa tipo 14 (METTL14), junto con la proteina asociada al tumor de Wilms
(WTAP) y otros cofactoresdonde solo METTL3 posee la actividad catalitica (Wang et al.,
2017).




El grupo metilo puede ser removido por dos desmetilasas de mPA, la proteina asociada a la
obesidad y la masa grasa (FTO) y la proteina 5 homdloga de dioxigenasa alkB dependiente
de alfa-cetoglutarato (ALKBH5), también conocidas como “borradoras” (Jia et al., 2011;
Zheng et al 2013). La mPA es reconocida principalmente por miembros de la familia de
proteinas homodlogas a YT521 (YTH) a las que pertenecen 5 proteinas que contienen el
dominio YTH: YTHDF1, YTHDF2, YTHDF3, YTHDC1 e YTHDC2 las que se denominan
“lectoras”, donde YTHDF1-3 e YTHDC2 son lectoras citoplasmaticas e YTHDC1 es una lectora
nuclear (Zhang et al., 2010). Son estas proteinas lectoras las que median las consecuencias
funcionales de m®A, controlando la estabilidad, abundancia y procesamiento de los ARNs
metilados e influyendo sobre la eficiencia de su traduccidn (Kennedy et al., 2017; Zheng et

al., 2013; Xu et al., 2014; Morohashi et al 2011).
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Figura 4: Dinamica de la modificacion m®A. Dinamismo de la modificacidon N6-metiladenosina,
reaccion de metilacién sobre adenosinas en ARNm catalizada por las proteinas escritoras (METTL3,
METTL14 y WTAP), reversible mediante las proteinas borradoras (FTO y ALKBH5) y funcionalizada a
través de las proteinas lectoras (YTHDF1-3, YTHDC1 e YTHDC2). Imagen extraida y modificada de
(Wang et al., 2017).




Né-metiladenosina en VIH-1

Se ha estimado que los ARNm celulares de mamiferos contienen 3 residuos m®°A en
promedio y que los ARN virales contienen aproximadamente 15 residuos mPA (Kennedy et
al.,, 2017). Interesantemente, se ha encontrado que algunos virus como el virus de la
estomatitis vesicular (VSV), virus de la influenza A (l1AV), virus herpes simplex tipo 1 (HSV-
1), virus del sarcoma de rous (RSV), virus zika (ZIKV), virus de la hepatitis C (HCV), virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH-1) y otros, contienen residuos m®A (Pereira-Montecinos

et al.,, 2017).

Tres grupos independientes han mostrado que el ARN gendmico o ARN mensajero
completo (ARNmc) de VIH-1 contiene modificaciones m®A, aunque con algunas
discrepancias en la ubicacién y abundancia de las metilaciones, que puede ser debida a las
diferentes aproximaciones experimentales que utilizan para la identificacién de los sitios
metilados (Lichincchi et al., 2016; Kennedy et al., 2016; Tirumuru et al., 2016). De todas
formas, se puede decir que estas modificaciones se localizan preferencialmente mas cerca
de laregién 5’y 3’ UTR del ARNmc de VIH-1 (Riquelme-Barrios et al., 2018). La modificacidon
mPA es importante en el ciclo replicativo de VIH-1 porque se ha observado que el
silenciamiento de las metiltransferasas METTL3 y/o METTL14 reduce la replicacion de VIH-
1 mientras que el silenciamiento de la desmetilasa ALKBH5 aumenta la replicacion viral

(Lichinchi et al., 2016; Tirumuru et al., 2016).

También se ha reportado que las lectoras YTHDF1-3 cumplen un rol positivo en la expresién
génica viral pues cuando son sobre-expresadas aumenta la sintesis de proteinas de VIH-1
(Kennedy et al., 2016). Por otra parte, también se ha reportado que las lectoras YTHDF1-3
cumplen un rol negativo inhibiendo la infeccion post-entrada de VIH-1 al inducir una
disminucion de los productos tempranos y tardios de la RT debido a la degradacién del ARNg

entrante (Tirumuru et al., 2016; Lu et al., 2018).




Otro grupo encontré que una modificacion m®A en una regién del ARNg de VIH-1
denominada RRE (elemento de respuesta a Rev) promoveria la exportaciéon nuclear, al
facilitar la unién de la proteina viral Rev a este sitio modificado (Lichinchi et al., 2016).
Recientemente, nuestro grupo de investigacion reporté la importancia de la modificacion
mPA en la regidn 5-UTR del ARNg de VIH como determinante para establecer cual ARNg
serd traducido y cudl serd empacado en una particula viral naciente (Pereira-Montecinos et

al., 2019).

Dominio YTH y lectoras de m°®A

El miembro mas antiguo de la familia de lectoras de m®A es la proteina humana YT521-B
(hoy en dia llamada YTHDC1), la cual fue identificada como un factor de splicing en el afio
1998 (Imai et al.,, 1998). Andlisis bioinformaticos posteriores dieron cuenta que esta
proteina poseia una regién altamente conservada y predicha a unir secuencias de ARN a la
cual denominaron dominio YTH. Este dominio fue encontrado exclusivamente en
eucariontes e incluyendo 5 representantes en la especie humana: YTHDC1, YTHDC2,
YTHDF1, YTHDF2, YTHDF3 (Hazra et al., 2019). El dominio YTH se caracteriza por ser
altamente conservado a través de la evolucién y tener un tamano de 100 a 150
aminodcidos, ademas por poseer 14 residuos invariantes y 19 altamente conservados, y
estar compuesto por 4 o 5 alfa hélices y 6 cadenas beta (Zhang et al., 2010). Los analisis
estructurales del dominio YTH han mostrado que posee un bolsillo tipo jaula formado por
residuos aromaticos conservados donde se acomoda el grupo metilo de m®A el que se uniria

mediante enlaces puente de hidrogeno (Xu et al., 2014).
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Rol de las lectoras de m®A

Las proteinas humanas YTHDF1-3 se localizan en el citoplasma y se componen de un solo
dominio YTH ubicado en la regién C-terminal ademas de una regidon N-terminal con
dominios de baja complejidad (Hazra et al., 2019). Estas 3 proteinas son altamente
homologas con un 85% de similitud en su secuencia (Figura 5); sin embargo, se sugiere que
a pesar de tener un alto porcentaje de homologia en su secuencia son capaces de mediar
funciones diferentes, por ejemplo YTHDF1 participa aumentando la eficiencia de traduccidn
de ciertos transcritos a los cuales se asocia de una manera dependiente de m°®A (Wang et
al., 2015), YTHDF2 promueve la degradacidn de sus transcritos blanco (Wang et al., 2014) e
YTHDF3 promueve la traduccién al asociarse con YTHDF1 y aumenta la degradacidn de sus
transcritos blancos al asociarse con YTHDF2, aunque también se ha demostrado que puede
mediar funciones independientes a la asociacién con esta dos lectoras de m°A (Hazra et al.,
2019; Zhang et al., 2019). Por su lado, YTHDC1 se localiza en el nucleo y se ha visto que
participa en los procesos de exportacion nuclear y splicing (Xiao et al., 2016) e YTHDC2 se

localiza en el citoplasma y participa en la traduccién (Figura 4) (Tanabe et al., 2016).

YTHDC2: Helicasa de ARN y lectora de m°A

La Proteina 2 que Contiene el Dominio YTH o YTHDC2 es una proteina de 1430 aminoacidos,
con un peso molecular de 160 kDa y es un miembro de la familia de Helicasas de ARN
dependientes de ATP con caja DExD/H y también de la familia de lectoras de m°®A con
dominio YTH (Wojitas et al., 2017). Las Helicasas de esta familia cumplen mdultiples
funciones en el metabolismo del ARN, participando en la transcripcion, el corte y empalme
y la traduccidn, siendo su principal rol desenrollar estructuras de ARN de doble hebra
utilizando ATP (Wojitas et al., 2017). Estas Helicasas de ARN se caracterizan por contener
un dominio central en tdandem de dominios tipo RecA (RecAl y RecA2), los cuales estan
conectados mediante un linker flexible y contiene hasta 12 secuencias de motivos

conservados involucrados en la interaccion con el substrato de ARN, en la unién e hidrolisis
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de NTP y en la coordinacién de la actividad Helicasa (Sloan & Bohnsack, 2018). Hacia el
amino terminal contiene el dominio R3H, involucrado en la unidén de acidos nucleicos, los
dominios Recl y Rec2 (o dominios Helicasa), en medio de estos dominios Helicasa contiene
el dominio ankirina (ANK), el cual es conocido por mediar interacciones proteina-proteina 'y

hacia el extremo C-terminal el dominio YTH, el que une a m®A (Hsu et al., 2017).
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Figura 5: Dominios de las lectoras YTH. Miembros de la familia YTH: YTHDF1 (DF1), YTHDF2 (DF2),
YTHDF3 (DF3), YTHDC1 (DC1), YTHDC2 (DC2) y los dominios que contienen. Se observa la clara
diferencia de la secuencia de YTHDC2 con las demas lectoras. Las zonas azules indican regiones de
baja complejidad y la roja una region rica en glutamina. Imagen extraida de (Meyer & Jaffrey, 2017),
HA2 indica dominio asociado a Helicasa y OB_NTP significa Oligonucleotide Binding.
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YTHDC2 se localiza mayoritariamente en el citoplasma y en el reticulo endopldasmico
(Morohashi et al., 2011) y estd involucrada en diferentes procesos, principalmente asociado
a la traduccién de sus ARNm blanco, facilitando la traduccion de ARNm que contienen
regiones 5’UTR altamente estructuradas, ya que se ha observado que facilita la traduccién
del ARNm de HIF-1 y Twist-1 durante hipoxia (Tanabe et al., 2016). YTHDC2 también es
esencial en procesos del desarrollo como la espermatogénesis, donde facilita el apropiado
desarrollo de los espermatocitos (Hsu et al., 2017). Ademas, se han encontrado alterados
los niveles de YTHDC2 en patologias como el cancer pues se ha encontrado que su
abundancia estd aumentada en varias células cancerosas y que contribuye a la metastasis
del cancer de colon (Tanabe et al.,, 2016). También ha sido reportado que facilita la
transicién de mitosis a meiosis en células germinales de ratén (Bailey et al., 2017) y que su
silenciamiento disminuye la replicacién del genoma del virus de la hepatitis C (Morohashi
et al., 2011). Ademas, recientemente se reporté que YTHDC2 promueve la traduccion global
y que se une preferencialmente a las regiones CDS de los transcritos modificados con m°A
para resolver las estructuras secundarias presentes en esta regién y promover la eficiencia

de traduccién (Mao et al., 2019).

Aunque se ha demostrado que YTHDC2 prefiere unirse a secuencias que contienen m°A in
vitro (Bailey et al., 2017), no estd claro si funciona mediante el reconocimiento de m°A en
sus ARNm blancos ni tampoco si los otros dominios de union a ARN que posee pueden
mediar funciones independientes de su unién a mPA. Al menos in vitro se ha demostrado
qgue la delecién del dominio YTH no afecta su unién a ARN (Wojitas et al., 2017), pero

creemos que el dominio YTH le otorgaria la selectividad para regular ARNs m®A metilados.

13



Estas caracteristicas convierten a YTHDC2 en una Helicasa de ARN vy lectora de m°®A con
propiedades Unicas, y a pesar de que es una de las lectoras de YTH que no se ha
caracterizado su rol durante la infeccidén de VIH-1, se tiene un antecedente de un screening
a larga escala realizado el afio 2008 donde el grupo de Brass y colaboradores mediante el
uso de una genoteca de siARN identificaron proteinas hospederas necesarias para la
replicacion de VIH-1. Este trabajo identificd a YTHDC2 como una proteina que es requerida
para la replicacidn viral, ya que cuando se silencia YTHDC2 se inhibe la sintesis de p24 (Gag)
en células TZM-bl (células HeLa modificadas) infectadas con VIH-1 (Brass et al., 2008).
Aunque esta observacion no fue posteriormente confirmada en ese trabajo, u otros
siguientes, es un antecedente que da cuenta de lo interesante que es estudiar el rol de esta
proteina hospedera en el ciclo replicativo y expresidon génica del virus VIH-1. Es por estos
antecedentes que en este trabajo se propone evaluar si YTHDC2 actua sobre el ARNmc de
VIH-1 para regular post-transcripcionalmente la traduccién del ARNmc y conocer si esta
regulacién es dependiente del dominio YTH, el que probablemente le otorgue especificidad

a esta Helicasa de actuar sobre este ARNm viral m®A modificado.
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Hipdtesis y Objetivos

Hipétesis

La proteina YTHDC2 promueve la traduccién del ARNmc de VIH-1 en un mecanismo

dependiente de su dominio YTH.

Objetivo General

Determinar si YTHDC2 promueve la traduccién del ARNm completo de VIH-1 mediante un

mecanismo dependiente de su dominio YTH.

Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto de la sobre-expresion y silenciamiento de YTHDC2 en la sintesis de
Gag de VIH-1.

2. Determinar si el dominio YTH de YTHDC2 es requerido para mediar la sintesis de Gag
de VIH-1.

3. Evaluar el impacto de YTHDC2 en la eficiencia de traduccién del ARNm completo de

VIH-1.
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Materiales y Métodos

Vectores de ADN

Los vectores pNL4.3, pNL4.3R, pCineoR, pcDNA-d2EGFP, pClneo-HA-d2EGFP y pcDNA3.1,
fueron previamente descritos en (Adachi et al., 1986; Soto-Rifo et al., 2012; Toro-Ascuy et
al. 2018; Monette et al., 2009). El vector pcDNA3.1-Flag-YTHDC2 fue adquirido a través de
GenScript. Los vectores pClneo-NHA-YTHDC2 WT, pClineo-NHA-YTHDC2-D/Q, pClneo-HA-
YTHDC2-AYTH, pClneo-HA-YTHDC2-AR3H y pClneo-HA-YTHDC2-AANK fueron donados por
el profesor Dr. Ramesh Pillai (Universidad de Ginebra) previamente descritos (Wojitas et al.,
2017). Los vectores pClneo-HA-YTHDC2 WT y pCineo-HA D/Q fueron obtenidos a través de
la digestién de los vectores pClneo-NHA-YTHDC2 WT y pCineo-NHA-YTHDC2 D/Q utilizando

las enzimas de restriccion Xhol y Nhel (New England Biolabs).

Digestion de vectores pCineo-NHA

Brevemente, se tomé 10 pg de los vectores pClneo-NHA-YTHDC2 WT y pClneo-NHA-
YTHDC2-D/Q y se digirieron con las enzimas de restriccién Nhel y Xhol (NEB) durante toda
la noche a 37°C, luego 1 pg de la reaccidn se cargd en un gel de agarosa al 1% para
corroborar la digestién (datos no mostrados). Estos vectores digeridos se precipitaron con
etanol 100%, se desfosforilaron y se rellené con nucleétidos utilizando la polimerasa PFU
ultra (Agilent), se precipitd este ADN con etanol 100% vy se fosforild, para finalmente ligar
con la enzima ligasa T4 (NEB) y transformar bacterias quimio-competentes E. coli DH5a. Se
seleccionaron colonias y se realizo purificacion de ADN, el que luego se secuencié utilizando
el servicio de secuenciaciéon de ADN de la Pontificia Universidad Catdélica de Chile. Las
secuencias obtenidas se alinearon con la del vector pClneo-NHA-YTHDC2 WT sin digerir para

verificar la pérdida de la regién que codifica el péptido N.
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Anticuerpos

Los anticuerpos primarios usados en este trabajo son anti mouse HA (Santa Cruz) dilucién
1:200, anti rat Flag (Biolegend) dilucién 1:5000, anti mouse p24 (NIH AIDS Reagent Program)
dilucién 1:1000, anti mouse GAPDH (Santa Cruz) dilucion 1:10000, anti rabbit Renilla
Luciferasa (MBL) dilucion 1:1500, anti mouse GFP (Santa Cruz) dilucion 1:5000, anti rabbit
YTHDC2 (Novus Biologicals) dilucion 1:2000, anti mouse B-actina (Abcam) dilucién 1:10000.
Los anticuerpos (rat, mouse y rabbit) secundarios conjugados a HRP (Jackson
ImmunoResearch) se utilizaron a la dilucién 1:5000. Los anticuerpos secundarios
conjugados a fluoréforos Alexa fluor fueron obtenidos en LifeTechnologies (Molecular

Probes) y usados a una dilucién de 1:500.

Cultivo Celular y Transfeccion de ADN

En este trabajo solo se utilizé la linea celular humana Hela (gentilmente donada por el Dr.
Théophile Ohlmann, ENS-Lyon, Francia). Las células fueron cultivadas en medio de cultivo
DMEM (Life Technologies) suplementado con 10% de suero bovino fetal (Hyclone) y 1% de
mix Penicilina/Estreptomicina (Sigma-Aldrich), 1% de Glutamina (Corning) y mantenidas en
un incubador a 37°C y con CO; al 5%. Las células fueron transfectadas usando
Polietilenimina (PEI) a 300mg/L (Polysciences) y siguiendo el procedimiento previamente
descrito (Reed et al., 2006). Una vez realizada la transfeccion las células se mantuvieron en

el incubador por 24 horas hasta ser lisadas.

Ensayo de actividad de la Luciferasa de Renilla

Se siguio el procedimiento previamente descrito (Soto-Rifo et al., 2012). Brevemente, las
células transfectadas con el vector reportero fueron lisadas con el buffer de lisis contenido
en el kit Renilla Reporter Assay System (Promega), luego se cargaron 20 ul de muestra en
una placa de 96 pocillos y esta se cargé en un lumindmetro GLOMAX, utilizando el sustrato

contenido en el kit y siguiendo las instrucciones del proveedor (Promega).
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Western Blot

La identificacion de proteinas mediante Western blot se llevé a cabo como se describe a
continuacion. Las células fueron cosechadas y lisadas con buffer de lisis hipotdnico (20 mM
Tris—HCl pH 7.5, 15 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.5% NP-40, 0.1% Tritén X-100, 2 mM VRC,
cocktail de inhibidores de proteasa 1x), las muestras se centrifugaron a 5000 r.p.m. por 10
minutos y se descarté el debris celular. Se determiné la concentracién de proteinas por el
método de Bradford y las muestras se desnaturaron por 10 minutos a 95°C en un buffer de
carga reductor. Luego se realizd una electroforesis SDS-PAGE utilizando un gel de

poliacrilamida en gradiente del 5-15% de poliacrilamida y 20 pg de proteina por carril.

La electroforesis se realizd a 120 V durante 2 horas, luego las proteinas fueron transferidas
a una membrana de nitrocelulosa Hybond (GE Healthcare) a 4°C durante 2 horas a 400 mA.
La membrana fue bloqueada durante 1 hora a temperatura ambiente utilizando la solucién
de bloqueo al 5% (BioRad) en TBS-T. Los correspondientes anticuerpos primarios se
prepararon a la dilucidon deseada empleando solucion de bloqueo al 0.5% en TBS-T durante
toda la noche a 4°C, luego la membrana se lavd 2 veces con una solucién de TBS-T y se
incubd con un anticuerpo secundario conjugado a la enzima HRP en una solucién de

bloqueo al 0.5% en TBS-T durante una o dos horas a RT.

Finalmente, la membrana se lavd 3 veces con TBS-T por 10 minutos y se incubd con el
sustrato para revelado Pierce ECL (ThermoFisherScientific) o Immobilon (Milipore) para
luego visualizar la presencia de bandas usando films fotograficos, el equipo revelador HD9
Western blot Imaging System (UVltec) (Laboratorio de Canales ldnicos, ICBM, Universidad
de Chile) o el BioRad ChemiDoc Imaging System (Instituto Lady Davis, Montreal, Canada). El
analisis de las intensidades de banda se llevod a cabo utilizando la plataforma ImagelJ (NIH)

e Imagelab (BioRad).
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Silenciamiento de la expresion de YTHDC2 mediante ARN interferente

Se utilizdé un siARN (Qiagen) con blanco en la region 3’UTR del ARN mensajero de YTHDC2
(No. Catalogo - SI05081489). Como control se utilizé el siRNA negative control (siNS)
(Qiagen) descrito previamente en Gordon, 2013. Estos siARN fueron transfectados en
células Hela a una concentracion de 25 nM, utilizando el reactivo de transfeccion de acidos
nucleicos JetPrime (Polyplus) y siguiendo las indicaciones del proveedor. Las células fueron
sembradas el dia 1, y la transfeccion de los siARN se realizd a las 24 y 48 horas. A las 72
horas luego de ser sembradas las células fueron lisadas con buffer de lisis hipotdnico, como
se describe en (Gordon et al., 2013). Las muestras se centrifugaron a 13000 RPM por 10
minutos, se descarto el debris celular y la concentracién de proteinas se calculé utilizando
el método de Bradford para posteriormente realizar un Western blot utilizando 20 pg de

extracto de proteinas.

Inmunofluorescencia Indirecta

Las células se sembraron sobre cubreobjetos y fueron transfectadas como se describe en la
metodologia para el silenciamiento de YTHDC2. A las 24 hpt las células se lavaron 2 veces
con PBS, se fijaron 10-20 minutos con paraformaldehido al 4% en PBS, se lavaron 2 veces
con PBS y se permeabilizaron con Tritdn X-100 al 0.2% en PBS. Luego se bloqued con la
solucién de bloqueo 1x para IF (BSA 2% en PBS) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Se lavé 2 veces con PBS y se incubo con anticuerpos primarios en una dilucion
1:250 durante 1 hora a RT, se lavd 2 veces con PBS y se incubd con anticuerpos secundarios
conjugados a fluoréforos (Molecular Probes) dilucién 1:500 en PBS. Las soluciones de
anticuerpos antes de ser anadidos a las células se centrifugaron a 13000 rpm durante 5

minutos.
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Finalmente, los cubreobjetos se lavaron 2 veces con PBS 1x, una vez con agua ultra pura, se
incubd con DAPI 1x por 1 minuto y se lavd 3 veces con PBS y los cubreobjetos se dejaron
secar para luego ser montados en un portaobjetos usando solucion de montaje
(ThermoFisherScientific) y sellados con esmalte de ufias (Revlon). Las células fueron
visualizadas en un microscopio confocal Zeiss LSM5 (Instituto Lady Davis, Montreal)
recorriendo la totalidad de la superficie de los cubreobjetos por dos observadores y
capturando imagenes usando el aumento 63x. Se utilizé la plataforma Imaris (Bitplane) para

el andlisis de imagenes.

Hibridacion in situ fluorescente (FISH) del ARNmc de VIH-1 con IFI (FISH-IFI)

Células Hela fueron cultivadas sobre un cubreobjetos y transfectadas con el vector viral de
VIH-1vy el vector que expresa a Flag-YTHDC2 o HA-YTHDC2. Después de 24 horas las células
se lavaron dos veces con PBS 1x y se fijaron durante 10 minutos con paraformaldehido al
4% por 10 minutos a temperatura ambiente, luego se permeabilizaron con Triton X-100
0,2% por 5 minutos a temperatura ambiente y luego se hibridaron con una sonda que
detecta el ARNm no procesado de VIH-1, contenida en un mix de hibridaciéon (10% sulfato
dextrano, 2mM VRC, 0,02% BSA RNasa free, 50% Formamida, 300 ug de tARN y 50ng de la
sonda UTP-digoxigenada que reconoce el ARNmc de VIH-1 (Soto-Rifo et al., 2013) durante
toda la noche en una cdmara humeda a 37°C. Luego, los cubreobjetos se lavaron con 0.2x
SSC/50% formamida por 30 min a 50°C y se lavaron 3 veces con la solucion de dilucién de
anticuerpos (2x SSC, 8% formamida, 2 mM VRC, 0.02% BSA RNase-free). Los anticuerpos
anti-mouse-digoxina (Sigma-Aldrich) y anti-rat Flag (Sigma-Aldrich) o anti-mouse-HA
(Merck), diluidos en solucion de dilucién de anticuerpos y a una dilucién de 1:250 se
afiadieron e incubaron por 2 horas a temperatura ambiente. Luego, se lavé 3 veces con la
solucidén de dilucion de anticuerpos y se incubd con los anticuerpos secundarios conjugados
a Alexa fluor dye (Molecular Probes) por 90 min a temperatura ambiente a una diluciéon

1:500.
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Después se lavd 3 veces con solucidn de lavado (2xSSC, 8% Formamida, 2mM VRC), 1 vez
con PBS y 1 vez con agua ultra pura, se incubé con solucion DAPI 1x (0.3 g/ml en PBS) (Life
Technologies), se lavd 1 vez con PBS y 1 vez con agua ultra pura, se dejaron secar los
cubreobjetos y se montaron en un portaobjetos limpio con solucién de montaje
Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium (Sigma-Aldrich) y finalmente fueron
visualizados en un microscopio confocal Zeiss LSM800 (Facultad de Quimica y Biologia,
Universidad de Santiago de Chile) con aumento de 63x y se usé FlJI/Image) (NIH) como

herramienta para visualizar y editar las imagenes.

Hibridacion in situ Fluorescente acoplada al Ensayo de Ligacidon Proximal (ISH-PLA)

En el caso de realizar un ISH-PLA, se siguidé exactamente el mismo procedimiento descrito
para la Hibridacidn in situ Fluorescente del ARNmc de VIH-1, descrito anteriormente hasta
la incubacidon con anticuerpos primarios, donde en este caso se utilizé un anticuerpo
primario anti mouse digoxigenina (Sigma-Aldrich) y anti rabbit Flag (SantaCruz) o anti rabbit
HA (SantaCruz), luego se lavd con solucién de dilucidn de anticuerpos y los cubreobjetos se
incubaron con 10 pl de solucién de anticuerpos secundarios para PLA (2 pl de Probe Anti-
Mouse MINUS (Sigma-Aldrich), 2 ul de Probe Anti-Rabbit PLUS (Sigma-Aldrich), 6 ul buffer
de dilucién de anticuerpos para ISH-PLA), durante 60 minutos en una cdmara himeda a
37°C, luego de esto se lavd 3 veces con PBS 1x y los cubreobjetos se incubaron con la
solucidén de ligacién (2ul Buffer de ligacién (Duolink), 0.25ul de Ligasa (Duolink), 7.75ul de
H,0 ultra pura) durante 30 minutos a 37°C en una camara humeda. Luego, se lavaron 3
veces con PBS 1x y se incubd con 10ul de solucién RCA (2 pl 1x Amplification Red, 0.125 pl
Polimerasa 1x, 7,875 ul de H,O ultra pura) durante 100 minutos a 37°C en una camara

humeda.
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Finalmente, los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS 1x y se incubaron con solucion de
DAPI 1x durante 1 minuto a temperatura ambiente y fuera de la luz. Se lavaron 2 veces con
PBS 1x y 1 vez con HyO ultra pura y los cubreobjetos se dejaron secar a temperatura
ambiente y una vez secos se montaron sobre un portaobjetos con 10ul de solucién de
montaje Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium (Sigma-Aldrich). Las células fueron
visualizadas y fotografiadas en un microscopio confocal Zeiss LSM800 (Facultad de Quimica
y Biologia, Universidad de Santiago de Chile) con aumento de 63x, usando 2 observadores
que recorrieron el cubreobjetos completo antes de la captura de imdagenes. Se usé

FlJI/Imagel (NIH) como herramienta para visualizar y editar las imagenes.

Extraccion de ARN total y RT-qPCR

La extraccién de ARN total y posterior RT-qPCR se realizé como se describe en Toro-Ascuy,
2018. Brevemente, las células que fueron transfectadas se lavaron con PBS y se despegaron
del pozo con PBS-EDTA, luego se centrifugaron a 5.000 rpm por 5 minutos a 4°C y se
descarté el sobrenadante. El pellet celular se tratd con TRIzol® Reagent (Life Technologies)
siguiendo el protocolo del fabricante. La sintesis de ADNc a partir del ARN citoplasmatico
(300 ng) se llevé a cabo con el kit High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Life Technologies)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para realizar el PCR cuantitativo (QPCR) se
prepard un mix de 25 pl con 5 pl de ADNc (previamente diluido 1/10), 12.5 pl del 2X Brilliant
I 24 SYBR Green QPCR master mix (Agilent Technologies), 0.2 uM de los cebadores sentido
(Se-GAPDH 5'-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’, Se-ARNmc 5-GCAGTGGCGCCCGAACAGG-3) y
antisentido (An-GAPDH 5-GCCCAATACGACCAAATCC-3’, An-ARNmc 5'-
TTTTTGGCGTACTCACCAGTC-3") y la amplificacién se realizé en el equipo AriaMX Real Time
PCR System (Agilent). Como control, el gen enddégeno GAPDH se amplificé en paralelo. Se
compard el nimero de copias relativo del ARNmc de VIH-1 con el de GAPDH utilizando el

método 2247 (Livak & Schmittgen, 2001).
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Analisis y procesamiento de datos

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando la herramienta disponible en Graphpad
Prism. La significancia entre el promedio del control y la condicién YTHDC2 (o mutantes) fue
calculada usando la prueba t de Student con un valor de p < 0.05 como significativo. El
procesamiento de las imagenes obtenidas de Western blot y aquellas obtenidas a través de

microscopia se realizé usando las herramientas de ImageJ (NIH), FIJI (NIH), Imaris (Bitplane)

y Adobe Illustrator.
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Resultados

1. La sobre-expresion de YTHDC2 promueve la sintesis de la proteina viral Gag de
VIH-1

Estudios previos mostraron que la sobre-expresién de las lectoras citoplasmaticas de m°A
YTHDF1-3 es capaz de estimular post-transcripcionalmente la sintesis de Gag de VIH-1 al
aumentar los niveles de transcritos virales (Kennedy et al., 2016) e YTHDC2 es conocida por
promover la traduccién de ciertos transcritos (Tanabe et al., 2016), por ello la necesidad de
evaluar qué ocurre con la sintesis de Gag cuando YTHDC2 esta aumentada en las células
gue expresan VIH-1. Para esto, células Hela fueron co-transfectadas con el vector reportero
viral de VIH-1 pNL4.3R o con el vector pClneoR como control y con el vector que expresa a
FLAG-YTHDC2 o d2EGFP como control. El vector pNL4.3R contiene el gen reportero
Luciferasa de Renilla en el marco de lectura de Gag (Soto-Rifo et al., 2012), por lo que al
expresarse dara origen a una proteina de fusidn Gag-Luciferasa de Renilla, asi luego
podemos medir la actividad de esta proteina como indicativo de la sintesis de la proteina
viral Gag utilizando un luminédmetro. En cambio, el vector pClneoR solo expresa el gen
reportero Luciferasa de Renilla (usado para saber la influencia de la sobre-expresion de
YTHDC2 sobre los transcritos celulares). Este experimento que se muestra en la Figura 6A
muestra que al sobre-expresar a YTHDC2 hay un aumento significativo de la expresién de
Gag:Luciferasa, cercano a 2 veces con respecto a la condicién control GFP, ademas sugiere
gue este aumento es especifico sobre VIH-1 y no sobre los transcritos celulares como se
observa en la Figura 6A donde la sobre-expresién de YTHDC2 no promueve la expresion de
la Luciferasa de Renilla a partir del vector pClneo-HA-Renilla. En la Figura 6B se observa la

correcta expresion de YTHDC2-FLAG y GFP en las células co-transfectadas.

Luego, de manera similar, pero esta vez utilizando un vector viral de VIH-1 que no contiene
el gen reportero (pNL4.3), se co-transfectaron células Hela con el vector pNL4.3 en
conjunto con el vector que expresa a FLAG-YTHDC2 o d2EGFP como control. Se realizd un
Western blot para evidenciar los cambios en la abundancia de la proteina viral Gag y sus

productos de procesamiento, utilizando un anticuerpo contra la proteina viral p24 (NIH
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AIDS Reagents Program) (Figura 6C, D) y lo que se observa es que al sobre-expresar YTHDC2
hay un aumento significativo en la abundancia de la proteina viral Gag (Pr55) y sus
productos de procesamiento de 1.5 veces con respecto a la condiciéon control. Este
resultado es concordante con lo que se obtuvo al medir la actividad del gen reportero con
sobre-expresion de YTHDC2 y en conjunto sugieren que cuando se aumenta ectdépicamente

la abundancia de YTHDC2 se aumenta la abundancia de la proteina viral Gag.
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Figura 6: Efecto de la sobre-expresion de YTHDC2-FLAG en la sintesis de Gag de VIH-1. Se
determind el efecto que ejerce la sobre-expresion de YTHDC2 en la sintesis de Gag de VIH-1 a través
de la cuantificacion de la actividad reportera de la proteina de fusién RLuciferasa-Gag en células
Hela (Figura 6A) y a través de la cuantificacion de la abundancia de Gag (Pr55) y sus productos de
procesamiento mediante Western blot (Figura 6C y D). La abundancia total de Gag se define como
la intensidad de la banda para Pr55 y las demas bandas observadas hacia abajo en el mismo carril,
normalizada por la intensidad de la banda del control de carga (GAPDH). En la Figura 6B se muestra
un Western blot de un experimento representativo que da cuenta de la correcta transfeccion de
YTHDF2-Flag o GFP. Se realizé una prueba t de Student comparando YTHDC2 con la condicién control
GFP y un test de ANOVA entre los grupos pClneoRy pNL4.3R (*p <0.01, **p <0.001, ***p <0.0001).
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2. El silenciamiento parcial de YTHDC2 disminuye la expresion de la proteina viral

Gag de VIH-1

En el trabajo de Brass y colaboradores del aiio 2008 se realizé un screening a larga escala
utilizando una biblioteca de siARN, donde identificaron a YTHDC2 como una proteina
requerida para estimular la sintesis de Gag en células infectadas con VIH-1; sin embargo, ni
ellos ni ningun grupo posterior validd esta observacion. En este trabajo de tesis se silencio
la expresion de la proteina YTHDC2 utilizando un siARN con blanco en la region 3'UTR del
ARNm de YTHDC2, el cual fue transfectado a diferentes concentraciones en células Hela
para conocer la concentracidon de siARN 6ptima y validar el silenciamiento utilizando un
anticuerpo contra YTHDC2 enddgena (Figura 7A). Para ello células Hela fueron sembradas
y al siguiente dia se transfectd el ARN interferente para YTHDC2 o el control (SiNonSilencing,
siNS), 24 horas después se volvié a transfectar el siARN, siguiendo el protocolo que se
describe en (Gordon et al., 2013) y al dia siguiente las células se colectaron para realizar el
Western blot donde se utilizé un anticuerpo contra YTHDC2 endégena. Como se observa en
la Figura 7A, todas las concentraciones de siARN utilizadas logran reducir los niveles de
YTHDC2, sin embargo, se escogid la concentracién 25 nM pues es la concentracién mas
cercana a la concentracion de siARN utilizada en trabajos anteriores (Gordon et al., 2013) y
porque ademas se ha reportado que el silenciamiento de YTHDC2 es capaz de disminuir la

viabilidad celular (Tanabe et al., 2016; Mao et al., 2019).

Una vez validado el silenciamiento a la concentracion de siARN deseada, lo siguiente fue
conocer el efecto del silenciamiento parcial de YTHDC2 en la sintesis de Gag de VIH-1, para
lo cual células Hela se transfectaron con el siARN contra YTHDC2 o control (siNS), y al
siguiente dia se volvio a transfectar con los siARN y con el vector viral pNL4.3 o pCDNA3.1
como control. En la Figura 7B se muestra un Western blot representativo de este
experimento en el que se observa que cuando se silencia YTHDC2 parece haber una menor
intensidad en las bandas de las proteinas virales Pr55 y CAp24, comparado con la condicién
control. La abundancia total de Gag se cuantificd y se normalizé por la abundancia de B-

Actina para construir el grafico que se observa en la Figura 7C, el que muestra una
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disminucion discreta (cercana al 20%) pero significativa en la abundancia total de Gag

cuando se silencia a YTHDC2.
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Figura 7: Efecto del silenciamiento parcial de YTHDC2 en la sintesis de Gag de VIH-1. Células Hela
fueron transfectadas con un siARN contra el ARNm de YTHDC2 a diferentes concentraciones y se
evalud el efecto en la sintesis de la proteina YTHDC2 mediante Western blot (Figura 7A). Ademas,
se evalud el efecto que ejerce el silenciamiento de YTHDC2 (25 nM) en la sintesis de Gag, en células
Hela transfectadas con el vector proviral pNL4.3 a través de Western blot contra Gag (Figura 7B). Se
determind la abundancia de la proteina Gag y sus productos de procesamiento (relativa a la
abundancia de B-Actina) mediante analisis densitométrico, tomando como 100% la abundancia
relativa de la condicién control (siNS). Se realizaron 3 repeticiones independientes y se utilizd una
prueba t de Student (Figura 7C) para evaluar diferencias significativas con respecto al control siNS
(*p <0.05).
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Utilizando el procedimiento descrito anteriormente, esto es, doble transfeccion del siARN
mas transfeccidn viral, pero esta vez sembrando las células sobre cubreobjetos para luego
visualizar las proteinas Gag (en color verde) e YTHDC2 (en color rojo), bajo el microscopio
confocal mediante inmunofluorescencia indirecta (Figura 8). En estas imagenes obtenidas
se observa que YTHDC2 es menos abundante en las células silenciadas para YTHDC2 y que
en estas células silenciadas para YTHDC2 se observa una menor abundancia de la proteina
viral Gag. Ademas, se observa que existe co-localizacion de YTHDC2 con la proteina viral
Gag (condicion control) y que esta co-localizacidn disminuye en las células silenciadas para
YTHDC2. En conjunto, los resultados mostrados en las Figuras 7 y 8 sugieren que al
disminuir la sintesis de la proteina YTHDC2 en células Hela se disminuye la abundancia de

la proteina viral Gag de VIH-1.

YTHDC2
YTHDC2 N

siNS

siYTHDC2

Figura 8: Inmunofluorescencia Indirecta de YTHDC2 y Gag en células silenciadas para YTHDC2. Se
silencié la expresidon de YTHDC2 en células Hela utilizando un siARN contra el ARNm de YTHDC2
(siYTHDC2) y las células se transfectaron con el vector proviral de VIH-1 pNL4.3 comparando con la
condicidn control (siNS). Se realizé una inmunofluorescencia indirecta contra YTHDC2 (color rojo),
contra Gag (color verde) y el nucleo fue tefiido con DAPI, también se determind la colocalizacion de
Gag con YTHDC2 (color amarillo). Este experimento se realizd 1 vez y se capturaron 10 fotografias
por condicién.
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3. Lalectora de m°®A YTHDC2 se asocia con el ARNmc de VIH-1

El ARNmc de VIH-1 contiene modificaciones mPA (Riquelme-Barrios et al., 2018) y las
lectoras YTHDF1-3 pueden unirse directamente al ARNmc de VIH-1 (Tirumuru et al., 2016),
por lo que es esperable que YTHDC2 pueda unirse a estas modificaciones utilizando su
dominio YTH. Para evaluar si YTHDC2 y el ARN mensajero completo de VIH-1 estan lo
suficientemente cerca como para poder interaccionar se utilizé la técnica ISH-PLA que se
basa en el uso de anticuerpos secundarios conjugados a oligonucleétidos que hibridan si
estdn cerca y emiten una senal fluorescente roja bajo el microscopio confocal, que solo serd
visualizada si estas dos especies (ARN y proteina) se encuentran a menos de 40 nm o0 400 A
de distancia. Para esto, células Hela fueron sembradas sobre un cubreobjetos y co-
transfectadas con el vector que expresa a Flag-YTHDC2 y con el vector viral pNL4.3. A las 24
hpt las células fueron fijadas, permeabilizadas y luego hibridadas toda la noche con la sonda
UTP-digoxigenada que reconoce el ARNmc de VIH-1. Luego se incubd con anticuerpos
primarios contra el epitope Flag y contra digoxigenina, para luego ocupar los anticuerpos

secundarios y reactivos del PLA.

En la condicién control las células no fueron transfectadas con ningun vector, pero se siguio
todo el tratamiento con anticuerpos primarios y secundarios. Lo que se observé bajo el
microscopio es lo que se muestra en la Figura 9. En las células control no se observa la
presencia de puntos de color rojo, en cambio en las células transfectadas si se observan,
mayoritariamente en el citoplasma, pero también hay puntos dentro del nucleo
(determinado mediante analisis de z-stacks, datos no mostrados). Este resultado sugiere
gue YTHDC2 y el ARNmc de VIH-1 estan lo suficientemente cerca como para establecer que

forman parte de un mismo complejo ribonucleoproteico.
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Control YTHDC2-ARNmcVIH

Figura 9: ISH-PLA del ARNmc de VIH con la lectora de m®A YTHDC2. ISH-PLA que evalua la asociacion
entre el ARN mensajero completo de VIH-1 y la proteina lectora de m®A YTHDC2. En color azul se
muestra el nucleo de la célula y en color rojo los puntos de asociacion.

4. Los dominios Helicasa e YTH de YTHDC2 son preferencialmente requeridos para

estimular la sintesis de la proteina viral Gag de VIH-1

YTHDC2 fue inicialmente descrita como una proteina con probable actividad Helicasa. Ya en
el trabajo de Wojitas y colaboradores, esta actividad Helicasa fue corroborada vy
determinada como dependiente de ATP y ocurrir en direccion 3° - 5’ (Wojitas et al., 2017).
En este mismo trabajo se desarrollaron vectores de expresién de diferentes versiones
mutantes de YTHDC2 (Anexo 1). La mutante que carece de actividad Helicasa (YTHDC2 D/Q),
la que no puede unir m®A (AYTH), la que carece del dominio R3H y la que carece del dominio
ANK. Para conocer la influencia de cada dominio de YTHDC2 en la sintesis de Gag, lo que se
hizo fue co-transfectar células Hela con el vector reportero de VIH-1 pNL4.3R y con los
vectores que expresan a YTHDC2 mutantes. Asi, células Hela fueron co-transfectadas con
el vector pNL4.3R junto con el vector de expresién para HA-YTHDC2 WT o mutantes y a las
24 hpt las células fueron lisadas y se midié la actividad de la proteina de fusién Gag-RLuc en
un lumindmetro. Se tomo como 100% la actividad que se registrdé con el vector control

d2EGFP.
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Expresion de Gag:RLuc
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Lo que se observa en la Figura 10A, es que la expresion de YTHDC2 silvestre (WT) estimula
la sintesis de Gag cerca de 2 veces, lo que es concordante con los primeros resultados
obtenidos utilizando el vector de expresién Flag-YTHDC2. También se observd que las
mutantes de la actividad Helicasa (D/Q) y de unidon a m®A (AYTH) no estimulan
significativamente la sintesis de Gag, comparado con el control d2EGFP. Las mutantes R3H
y ANK no indujeron algin cambio significativo en la sintesis de Gag, comparado con el
control d2EGFP. En la Figura 10B se muestra un Western blot representativo de los lisados
celulares utilizados para la medicién de la actividad de la proteina Gag-RLuc. Se observa la
correcta expresion de las diferentes versiones de YTHDC2 y la concordancia de la
abundancia de Gag-RLuc con la actividad obtenida en el luminédmetro Glomax. Es
importante destacar que no todas las versiones de YTHDC2 presentaron niveles similares

de expresion, donde la mutante D/Q presentod los niveles mas bajos.
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Figura 10: Determinacion a través de ensayo reportero de la influencia de los dominios Helicasa
(D/Q), YTH, R3H y ANK de YTHDC2 en la sintesis de Gag. Esta figura muestra el efecto de la
deficiencia de los dominios Helicasa, YTH, R3H y ANK de YTHDC2 en la sintesis de Gag de VIH-1
mediante la cuantificacion de la actividad del reportero Gag-Luciferasa de Renilla. En la Figura 10A
se observa que la pérdida de los dominios Helicasa e YTH de YTHDC2 afectan negativamente la
expresion de Gag, comparado con el control GFP, esta observacidon fue verificada mediante Western
blot (Figura 1B). Se realizaron 3 repeticiones independientes y se utilizé una prueba t de Student
para evaluar diferencias significativas con respecto al control GFP (*p <0.05, ns: no significativo).

HA-YTHDC2

Rluciferasa

GAPDH
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En el siguiente experimento, se utilizé el vector viral pNL4.3, el que fue co-transfectado con
un vector que expresa a YTHDC2 silvestre o mutantes, o con el que expresa d2EGFP como
control, en células Hela. Las células fueron colectadas luego de 24 hpt y las muestras se
sometieron a electroforesis en un gel en gradiente que se transfirié e incubd con los
anticuerpos primarios y secundarios correspondientes para mostrar el Western blot de la
Figura 11A. Se observa que YTHDC2 WT estimula la sintesis de Gag pero que la mutante
Helicasa o AYTH no lo hace. Este experimento se repitié 3 veces y se realizd un analisis
densitométrico de las bandas de Gag (correspondiente al precursor de 55 kDa mas sus
productos de procesamiento observados en todo el carril) y GAPDH. Se normalizé la
abundancia total de Gag con respecto a la abundancia de GAPDH y se tomé como 100% lo
gue ocurre con el control d2EGFP. Se observa en la Figura 11A y 11B que al expresar a
YTHDC2 silvestre (WT) hay un aumento cercano a 2 veces en la sintesis de Gag comparado
con la condiciéon control y que cuando se expresoé a las mutantes de actividad Helicasa (D/Q)
y de unién a m®A (AYTH) no hay un estimulo en la sintesis de Gag con respecto al control.
En cambio, cuando se expresod a las mutantes AR3H y AANK hubo un estimulo en la sintesis
de Gag pero este es semejante al observado cuando se expresa a YTHDC2 silvestre. De
forma similar a lo obtenido con el virus reportero que expresa Gag-RLuc (Figura 10), este
resultado sugiere que los dominios requeridos de YTHDC2 para estimular la sintesis de Gag
son principalmente los dominios Helicasa e YTH. Aunque una vez mas no fue posible
obtener niveles de expresion similares de las diferentes versiones de YTHDC2, los resultados

obtenidos fueron consistentes en las diferentes réplicas bioldgicas del experimento.
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Figura 11: Determinacién a través de Western blot de la influencia de los dominios Helicasa (D/Q),
YTH, R3H y ANK de YTHDC2 en la sintesis de Gag. Efecto de la deficiencia de los dominios Helicasa,
YTH, R3H y ANK de YTHDC2 en la sintesis de Pr55 (Gag) y p24 de VIH-1, determinada por Western
blot (Figura 11A) y anadlisis de densitometria de la abundancia total de Gag relativa a GAPDH y
normalizada por el control GFP (Figura 11B). Este experimento de Western blot se repitidé 3 veces y
en la Figura 11A se muestra un Western blot representativo de una de las repeticiones, contra HA,
GFP, p24 y GAPDH. En la Figura 11B se utilizé una prueba t de Student comparando cada YTHDC2
con la condiciéon control GFP (*p < 0.05, ns: no significativo).

5. Los dominios Helicasa, YTH, R3H y ANK de YTHDC2 contribuyen a la asociacion de
YTHDC2 con el ARNmc de VIH

YTHDC2 contiene diferentes dominios de unién a ARN, como el R3H, el Helicasa y el dominio
YTH, por ello lo interesante es dilucidar si uno de estos dominios le otorga la especificidad
de actuar sobre ciertos transcritos, como el ARNmc de VIH-1. Sabiendo que YTHDC2 se
asocia con el ARNmc de VIH-1 lo siguiente fue conocer qué dominios de YTHDC2 son
requeridos para mediar esta asociacidon y evaluar si el dominio YTH es el que mas contribuye
a ello. Para esto, células Hela se sembraron sobre un cubreobjeto y se co-transfectaron con
el vector viral pNL4.3 y con los vectores que expresan las versiones silvestre y mutantes de
YTHDC2. A las 24 hpt, las células se fijaron, permeabilizaron y se incubaron toda la noche
con la sonda UTP-digoxigenada que reconoce al ARNmc de VIH-1. Las muestras se incubaron
con anticuerpos primarios contra HA y Digoxigenina, y por un lado se realizé un FISH contra

el ARNmc de VIH-1 acoplado a inmunofluorescencia indirecta contra YTHDC2, utilizando
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anticuerpos secundarios conjugados a fluoréforos (Figura 12). En este resultado se observa
que las células estan expresando al ARNmc de VIH-1 (color verde) y a YTHDC2 silvestre o
mutantes (color rojo), ademas, no se observa un cambio notorio en la localizacién
subcelular de estas especies. Esta figura sugiere que las células fueron correctamente

transfectadas con los vectores deseados (vector viral y vector que expresa a YTHDC2).

ARNmc Merge + DAPI

WT

DQ

AYTH

AR3H

AANK

Figura 12: FISH-IFI del ARNmc de VIH-1 y mutantes de YTHDC2. Localizacidn de YTHDC2 (silvestre
y mutantes) y del ARN mensajero completo de VIH-1 en células Hela. En color rojo se muestra la
localizacién de la proteina YTHDC2-HA (silvestre o mutantes) y en color verde al ARNmc de VIH-1.
Este experimento se repitid 2 veces.
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Por otro lado, para llevar a cabo el ISH-PLA y conocer la cantidad de puntos de asociacion
entre el ARNmc de VIH-1 e YTHDC2 silvestre y mutantes, luego de la incubacién con los
anticuerpos primarios (contra digoxigenina y HA) se siguid con el protocolo de PLA, utilizado
los anticuerpos y reactivos contenidos en este kit. Este experimento se repitié 2 veces y se
determind la cantidad de puntos presentes en cada célula, de un total de 30 células por
condicidn. Los resultados de este ensayo, que se muestran en la Figura 13A y B indican que
hay una cantidad promedio de 42 puntos de asociacién entre el ARNmc de VIH-1 e YTHDC2
silvestre (WT), y que esta cantidad de puntos de se ve disminuida significativamente cuando
se expresan las mutantes de actividad Helicasa (D/Q), de unién a m®A (AYTH), AR3H y AANK.
Este resultado sugiere que todos los dominios estudiados son capaces de contribuir
significativamente a la asociacion de YTHDC2 con el ARN mensajero completo de VIH-1,
comparado con la asociacién que existe entre YTHDC2 silvestre (WT) y el ARNmc de VIH-1.
Todas las mutantes estudiadas presentan menos asociacion con el ARNmc de VIH-1 cuando
se compara con la version silvestre de YTHDC2, esta observacién no era la esperada, ya que,
si el dominio YTH de YTHDC2 le otorga la especificad y direccionalidad de actuar sobre
transcritos m®A metilados, esperariamos que fuera el que mas contribuyera a la asociacion

con el ARNmc de VIH-1.
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Figura 13: ISH-PLA del ARNmc de VIH-1 con las mutantes de YTHDC2. Analisis de la asociacion entre
YTHDC2 mutantes y el ARN mensajero completo de VIH-1 mediante ISH-PLA en células Hela. Los
puntos de asociacion se representan en color rojo y en color azul se muestra el nucleo de las células.
Un grafico de distribucidn muestra el nimero de puntos obtenido de cada célula, por cada condicidn
se contaron los puntos contenidos en 30 células, en el grafico se muestra el promedio + |la desviaciéon
estandar. Se utilizd6 una prueba t de Student comparando cada mutante con la proteina WT
(***p<0.001, ****p < 0.0001).
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6. La sobre-expresion de mutantes de YTHDC2 modula la abundancia del ARNmc de

VIH-1

Es conocido que YTHDC2 puede promover la traduccion global y de ciertos transcritos
especificos (Mao et al., 2019; Tanabe et al., 2016). De los resultados anteriores se conoce
que YTHDC2 promueve la sintesis de Gag cerca de dos veces con respecto al control d2EGFP
y que esta proteina es capaz de asociarse con el ARNmc de VIH-1; ergo si el efecto de
YTHDC2 es a nivel de aumento de la eficiencia de traduccién del ARNmc de VIH-1
deberiamos esperar la misma abundancia de ARNmc de VIH-1 en células control y en células
que sobre-expresan a YTHDC2 (si hay igual abundancia de ARNmc pero mayor abundancia
de proteina, se infiere que la traduccion es mas eficiente). Asi, como una manera de conocer
si YTHDC2 y sus mutantes influyen en el proceso de traduccion del ARN mensajero completo
de VIH-1 se cuantificé la abundancia del ARNmc de VIH-1 relativo a la abundancia del ARNm
de GAPDH cuando se expresan las diferentes versiones de YTHDC2 comparado con la
condicidn control d2EGFP. Para esto células Hela fueron co-trasnfectadas con pNL4.3 y el
vector que expresa YTHDC2 silvestre y mutantes o d2EGFP como control. A las 24 hpt las
células se trataron con TRIzol y se extrajo el ARN total y se realizd6 un RT-qPCR para
determinar la abundancia relativa del ARNmc con respecto al ARNm de GAPDH. Los
resultados que se presentan en la Figura 14 muestran que YTHDC2 WT y las mutantes RH3
y ANK inducen un aumento en los niveles del ARNmc de VIH-1, lo que se correlaciona con
la abundancia de proteina Gag observada en las Figuras 6, 10 y 11. Resulta interesante notar
que la sobre-expresion de las mutantes Helicasa (D/Q) y AYTH no promueven un incremento
en los niveles del ARNmc de VIH-1 lo que se correlaciona con la incapacidad de estimular la
sintesis de Gag-RLuc y Gag que se observa en los experimentos de Western blot (Figuras 10
y 11). Estos resultados sugieren que YTHDC2 no promueve la eficiencia de la traduccion del
ARNmc de VIH-1, pero si induce un aumento en los niveles de ARNmc y que tanto su

actividad Helicasa como su dominio YTH son importantes en esta funcion.
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Figura 14. Abundancia total del ARNmc de VIH-1 cuando se sobre-expresa a YTHDC2 y sus
mutantes. Abundancia del ARN mensajero completo de VIH-1 relativa a la abundancia del ARN
mensajero de GAPDH, en la presencia de las diferentes variantes de YTHDC2 determinada mediante
extraccion de ARN total y RT-gPCR. La condicidn control (d2EGFP) fue tomada como el 100%. El
grafico muestra el promedio de 3 repeticiones independientes + la desviacidon estandar (*p < 0.05y
ns: no significativo, seglin una prueba t de Student).
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Discusion

La m®A es la modificacion interna més abundante en los ARNm y el estudio de su rol en los
transcritos ha tomado relevancia durante la ultima década debido al desarrollo de
metodologias para detectar y estudiar esta y otras modificaciones quimicas que ocurren
sobre los ARNm, lo que ha dado cuenta de la importancia de ella en la regulacién de la
expresion génica. Interesantemente, el nimero de residuos m®A es mas alto en ARNm
virales que en ARNm celulares, lo que sugiere que la incorporacién de m®A en ARNm virales
debe ser un determinante para la replicacién viral. Estudios previos incluyendo los de
nuestro laboratorio han demostrado que el ARNmc de VIH-1 es bastante eficiente en el
reclutamiento de ribosomas y trabajos recientes sugieren que también ha tomado ventaja
de la m®A, modificando extensivamente su genoma para favorecer los procesos virales

como la exportacién nuclear y la sintesis de proteinas.

Estudios previos demostraron que las lectoras de m°®A citoplasmaticas YTHDF1, 2 y 3, juegan
un rol positivo y redundante en la expresion génica del ARNmc de VIH-1. Consistente con
este hallazgo, estudios de CLIP-seq demostraron que todas ellas son capaces de unirse al
ARNmc de VIH-1 en los mismos sitios. Sin embargo, los roles de la lectora nuclear YTHDC1
y de la Helicasa de ARN y lectora de m®A YTHDC2 se mantienen desconocidos. El estudio del
rol de YTHDC2 en el ciclo replicativo de VIH-1 habia permanecido dormido desde el afio
2008, cuando el grupo de Brass y colaboradores sugirieron, a través de un screening de ARN
de interferencia, que esta proteina podria ser requerida para la sintesis de la poliproteina
viral Gag, junto con otros cientos de proteinas hospederas que se identificaron como
potenciales factores celulares provirales (Brass et al., 2008). En este trabajo nos enfocamos
en estudiar el rol de YTHDC2 en la regulaciéon post-transcripcional de la expresién del
ARNmc de VIH-1. Dado que conociamos que el VIH-1 usa mPA a su favor (Kennedy et al.,
2016; Lichinchi et al., 2016; Tirumuru et al., 2016) y también que el VIH-1 utiliza multiples
Helicasas de ARN celulares para su replicacion (Jeang & Yedavalli, 2006; Lorgeoux et

al.,2012), esperabamos que VIH-1 usase a YTHDC2 para favorecer la replicacién viral.
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En este trabajo se propuso en un inicio que YTHDC2 promovia la traduccién del ARNmc de
VIH-1 en un mecanismo dependiente de su dominio YTH (por ende, dependiente de m°A),
y aunque la evidencia plantea que YTHDC2 facilita la traduccién de ciertos ARNm celulares
(Mao et al., 2019, Tanabe et al., 2016), nuestros resultados sugieren que esto no ocurre con
el ARNmc de VIH-1. Si bien logramos establecer que un aumento en los niveles
intracelulares de YTHDC2 genera un aumento en la abundancia de Gag de VIH-1 (Figura 6),
este efecto se debe principalmente a un aumento en los niveles intracelulares de ARNmc
(Figura 14). Estas diferencias podrian deberse a las diferentes vias que siguen los ARNm
celulares con respecto al ARNmc de VIH-1. En este sentido, mientras los ARNm celulares
sufren corte y emplame y son exportados a través de la via Tap/NXF1, el ARNm completo
de VIH-1 no sufre corte y empalme y es exportado por medio de la proteina viral Rev y la
carioferina celular CRM1 (Taniguchi et al., 2014). De esta forma, las diferencias en el
metabolismo de los ARNm y el ARNmc podrian determinar el impacto de YTHDC2 en su
regulacién post-transcripcional. De todos modos, nuestros resultados de ISH-PLA sugieren
gue YTHDC2 se asocia con el ARNmc de VIH-1 en el citoplasma en una funcién que involucra
los dominios Helicasa, YTH, R3H y ANK de la proteina (Figuras 9 y 13). Pese a la necesidad
de multiples dominios para unirse al ARNmc, evidenciamos que la actividad Helicasa vy el
dominio YTH de YTHDC2 son importantes en su funcidn sobre la sintesis de Gag (Figura 10,
11 y Anexo 2). En conjunto, nuestros resultados sugieren la importancia de esta proteina en
estudio como un regulador de la expresion génica del ARNmc de VIH-1. Aunque no se puede
descartar que la mutacidon o delecidn de alguno de estos dominios tenga un efecto en la

estructura general de la proteina y por ello se hayan obtenido los fenotipos observados.

Una de las primeras observaciones que logramos es que si sobre-expresamos a YTHDC2 hay
un aumento significativo en la sintesis de Gag de aproximadamente 2 veces con respecto al
control (Figura 6), ademas que este aumento es dependiente de la concentracién de vector
de expresién (datos no mostrados). El aumento observado en los niveles de de la proteina
viral Gag cuando se sobre-expresa a YTHDC2 se correlaciona con lo que se observa cuando
se sobre-expresan las lectoras YTHDF1-3 en un trabajo previo (Kennedy et al., 2016) aunque

el estimulo que se observod en este trabajo es menor a lo que se reportd con las lectoras
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YTHDF1-3, lo que podria deberse a que YTHDC2 contiene dominios adicionales, en
comparacion con las YTHDF1-3 que solo contienen el dominio YTH hacia el extremo C-
terminal y una regién de baja complejidad, y por ende, estos otros dominios medien
funciones que no tienen que ver con la sintesis de Gag. Ademas, el modelo celular utilizado
por Kennedy y colaboradores (células HEK293T) fue diferente al nuestro (Hela) (Kennedy
et al., 2016). En este sentido, seria de particular interés estudiar el efecto de YTHDC2 en

linfocitos-T CD4+, macréfagos o microglias, las cuales son blancos naturales de la infeccion.

Cuando silenciamos parcialmente la expresidn de YTHDC2 usando un ARN de interferencia
pequeiio, hay una disminucion discreta cercana al 20% en la sintesis de Gag (observada
mediante Western blot). Asimismo, observamos mediante inmunofluorescencia indirecta
en células silenciadas para YTHDC2 que hay una menor intensidad de fluorescencia de la
marca de la proteina viral Gag;, aunque se necesitan mads repeticiones de esta
inmunofluorescencia para validar lo observado. Estos resultados son concordantes con la
observacion preliminar que realizé el grupo de Brass y colaboradores en el afo 2008, y
también se correlaciona con lo que se observa a silenciar a la lectora YTHDF2 en células
infectadas con VIH-1 (Kennedy et al., 2016). Aun cuando el Western blot es una técnica
semicuantitativa este hallazgo sugiere que YTHDC2 podria no ser esencial para que el VIH-
1 exprese sus proteinas, al menos en células Hela, que es el modelo celular utilizado en este
estudio. Adicionalmente, existe la posibilidad que la carencia de YTHDC2 sea compensada
por los miembros de la familia YTHDF y que la actividad de estas cuatro lectoras de m°®A
citoplasmicas sea redundante. De esta forma, VIH-1 podria explotar al maximo la actividad

proviral de estas lectoras de mPA.

Sabiendo que YTHDC2 es importante para controlar la expresion génica del ARNmc nos
preguntamos cudl era la influencia de cada dominio de YTHDC2, con el propdsito de dar
luces acerca del mecanismo de accidn y de la contribucion de cada uno de ellos en la sintesis
de Gag. Establecimos en este trabajo, por primera vez, a través de los ensayos de ISH-PLA
la importancia de los dominios Helicasa, YTH, R3H y ANK de YTHDC2, en su asociacidén con

el ARNmc de VIH-1. Observamos que todos estos dominios contribuyen de manera similar
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(R3H, Helicasa e YTH mas que ANK) a la asociacion con el ARNmc. Este resultado es llamativo
pues se esperaba que algunos dominios contribuyeran mds que otros, como por ejemplo el
dominio YTH, pues pensdabamos que si este dominio le otorga la especificidad de actuar
sobre el ARNmc de VIH el cual es m°A modificado, este dominio contribuiria méas a la
asociacioén, pero no fue lo que se observd. Los dominios R3H, Helicasa e YTH son dominios
de unién a ARN (Wojitas et al., 2017) por lo que es esperable que contribuyan a la asociacion
con el ARNmc de VIH-1; sin embargo, el dominio ANK es un dominio que media
interacciones proteina-proteina, por lo que resulta interesante ver que puede contribuir a
la asociacién con el ARNmc de VIH-1.Probablemente la asociacion que se observa con esta
mutante sea debido a que esta utilizando los demas dominios de unién a ARN disponibles
(R3H, Helicasa e YTH), aunque por la resolucién de esta técnica no podemos afirmar que

esto ocurra asi.

También, logramos determinar la importancia del dominio YTH y Helicasa de YTHDC2 en la
sintesis de Gag mediante Western blot y ensayo de gen reportero, puesto que las mutantes
AYTH y Helicasa (D/Q) no logran estimular la sintesis de Gag como lo hace la version silvestre
de YTHDC2. Importantemente, estos dos dominios también fueron requeridos para la
asociaciéon con el ARNmc, lo que sugiere que YTHDC2 actuaria reconociendo y uniendo a las
modificaciones mPA sobre el ARNmc de VIH-1 a través de su dominio YTH y asimismo
desenrollando las estructuras secundarias en el ARNmc o remodelando el complejo

ribonucleoproteico a través de su actividad Helicasa.

Cuando observamos en los Western blots la expresion de las versiones mutantes de YTHDC2
y notamos que no se expresan en los mismos niveles, habiendo sido transfectados los
vectores que las expresan a la misma concentracidon, nos preguntamos si el fenotipo
observado es el correcto. Sabemos que la expresidn de proteinas es un proceso
dependiente de energia y cuando expresamos proteinas exdgenas en células estamos
afiadiendo un gasto energético, que puede causar una disminucién del metabolismo celular
pues para producir esta proteina exdgena se estd usando la maquinaria celular y las

proteinas exdgenas que contienen mutaciones o deleciones pueden ser toxicas o no
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favorables para mantener la homeostasis celular por lo que bajo ciertas condiciones seran
degradadas mds rdpidamente (Kafri et al., 2016). Sin embargo, en un trabajo de tesis
reciente dénde se estudia el rol de YTHDC2 en el reconocimiento de modificaciones m°A
sobre ARNs y su asociacidén con el ribosoma (Kretschmer, 2017) se utilizan mutantes de
YTHDC2 las cuales son expresadas en células utilizando un promotor inducible mediante
antibidtico y aun asi las mutantes no alcanzan el mismo nivel de expresién al ser evaluadas
mediante Western blot. Pese a las diferencias en los niveles de expresién, nuestros
resultados fueron reproducibles, alcanzando significancia estadistica en los diferentes

experimentos.

Si bien la mutante AYTH no puede unir a m°A, esta mantiene sus dominios RH3, ANK y su
actividad Helicasa, aunque esta actividad por si sola no fue suficiente para estimular la
sintesis de Gag como lo hace el control d2EGFP o YTHDC2 silvestre. Es mas, cuando
realizamos un ensayo de silenciamiento de YTHDC2, mas transfeccidn viral y recuperacién
con YTHDC2 mutantes (Anexo 2) observamos que la sintesis de Gag y sus productos de
procesamiento se reduce significativamente al utilizar la mutante AYTH de YTHDC2. La
importancia del dominio YTH sugiere que el ARNmc de VIH-1 utiliza sus modificaciones m°®A
para reclutar a la Helicasa y lectora de m®A YTHDC2 y asi favorecer la sintesis de Gag, aunque

hardn falta ensayos utilizando inhibidores de la metilacién m®A para validar esta hipdtesis.

Los resultados de los experimentos utilizando mutantes de YTHDC2 en células que expresan
a VIH-1 (Figura 10, 11, 13 y Anexo 2) también muestran que su actividad Helicasa es
requerida para estimular la sintesis de Gag y para mediar la asociacion con el ARNmc. Esto
es concordante con lo que evidencia la literatura dénde se sitla a las Helicasas de ARN como
esenciales en el metabolismo de los ARNs ya que participan en procesos como
transcripcion, splicing, exportacion nuclear, traduccion y degradacién de ARNm (Jeang &
Yadevelli, 2006). Ellas se encuentran en todas las especies y para los virus son
fundamentales, tanto asi que algunos de ellos las han incorporado en sus genomas, u otros
virus usan las de la célula para favorecer la expresion génica viral (Steimer & Klostermeier.,

2012). Especificamente la mutante Helicasa (D/Q) no puede hidrolizar ATP y por ello no
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podrd resolver estructuras de ARN de doble hebra o remodelar complejos
ribonucleoproteicos, pero si puede ocupar su dominio YTH para unir m®A, o también podra
ocupar el dominio Helicasa para unirse pero no desenrollar; ya que las Helicasas con caja
DExH como YTHDC2 no requieren de ATP para unirse a los ARNm (solo hidroliza ATP para
resolver el duplex de ARN) (Sloan & Bohnsack, 2018). Por ello que exista una menor
asociacion de la mutante Helicasa con el ARNmc de VIH-1 podria sugerir que para el virus
estd proteina ya no es tan atractiva al no tener su actividad desenrrolladora, pues el VIH-1
recluta a Helicasas que favorecen la replicacién viral.Ademas que el uso del dominio YTH
por parte del ARNmc por si solo no es suficiente para estimular la sintesis de Gag y por tanto
la actividad Helicasa es esencial pero en conjunto con el reconocimiento de m°®A a través

del uso del dominio YTH.

La deficiencia del dominio R3H en YTHDC2 no mostré cambios significativos en la sintesis
de Gag con respecto al control d2EGFP o incluso cuando comparamos la mutante AR3H con
la versién silvestre de YTHDC2 no parecen haber diferencias notorias en el efecto que
logran. El dominio R3H es un motivo que une a acidos nucleicos de hebra simple y que
comunmente se encuentra asociado a dominios Helicasa, contribuyendo probablemente al
acomodamiento del acido nucleico para mejorar la eficiencia del desenrollamiento por
parte de la actividad Helicasa (Grishin, 1998). Conocemos que YTHDC2 interacciona con la
subunidad pequefia del ribosoma a través de su dominio R3H (Kretschmer et al., 2018); sin

embargo, nosotros no observamos un efecto de YTHDC2 en traduccion.

Se conocié recientemente que YTHDC2 interactla con la exoribonucleasa XRN1 a través de
su dominio ANK (Kretschmer et al., 2018). XRN1 es una exoribonucleasa que media la
degradacion de los ARNm (Jones et al., 2012); sin embargo, no se conoce su rol en la
degradacion del ARNmc de VIH-1. Si XRN1 degrada ARNm deberiamos esperar que al
asociarse con YTHDC2 se favoreciera la degradacion de los ARNm m®A modificados o que al
impedir esta asociacidn se observase una acumulacion de estos ARNm. Cuando utilizamos
la mutante ANK, que carece de este dominio, observamos una mayor abundancia del

ARNmc de VIH-1 (Figura 14) comparado con la versidn silvestre de YTHDC2, lo que sugiere
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que este dominio es importante para controlar la abundancia del ARNmc de VIH-1, aunque
falta por conocer si esto es dependiente de la presencia de XRN1 o es mediada por otros
factores que participan en la degradacién de ARNm. Lo interesante es que esta mayor
abundancia en el ARNmc no se correlaciona con la abundancia de Gag observada en
Western blot y en el ensayo de gen reportero, por lo que seria interesante estudiar en mayor
profundidad el efecto de la mutante ANK en la estabilidad del ARNmc y el potencial rol de

la exoribonucleasa XRN1 en este proceso.

Recientemente un estudio sugirié que YTHDC2 prefiere unirse y aumentar la eficiencia de
traduccién de transcritos que albergan modificaciones mPA en su regién CDS (Mao et al,
2019). Conocemos que las modificaciones m®A que se encuentran en el ARNmc de VIH-1 se
localizan mas hacia las regiones 3’ y 5’ UTR (Riquelme-Barrios et al., 2018), aunque hubo un
grupo que reportd una modificacion en el RRE (Lichinchi et al., 2016). Si YTHDC2 prefiere
aumentar la eficiencia de traduccidon de transcritos que albergan m®A en su CDS entonces
es entendible que no promueva la eficiencia de traduccion del ARNmc de VIH-1, aunque no
se puede descartar que participe en alguna etapa de la traducciéon, como el inicio, la
elongacion o el termino, ya que es sabido que YTHDC2 puede asociarse con la subunidad
pequefia del ribosoma o incluso que medie su funcién en forma mPA independiente.
Ademas, a pesarque logramos conocer que el ARNmc se asocia con YTHDC2 no conocemos
a qué nivel ocurre esto ni a qué region del ARNmc se estaria uniendo, cuestiéon que seria
interesante dilucidar si prefiere unirse a sitios m®A el ARNmc de VIH-1y en qué region del

ARNmMc esto ocurre.

Una observacidon muy interesante que realizamos es que la mutante Helicasa de YTHDC2
forma estructuras de tipo granulos en células Hela (Anexo 3) y resultados preliminares
indican que YTHDC2 colocaliza con G3BP1 (un componente de los granulos de estrés). Los
granulos de ARN son estructuras no membranosas que se componen principalmente de
ARNs y proteinas de unién a ARN que contienen dominios de baja complejidad, donde
ademas se ha demostrado que los dominios de baja complejidad son esenciales para la

formacién de granulos de ARN (Liu et al., 2019). Hay granulos de varios tipos, como por
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ejemplo granulos de estrés y cuerpos de procesamiento (p-bodies). Mas recientemente un
nuevo concepto que engloba la formacién de estructuras tipo granulos nos dice que esto es
un proceso fisico-quimico de separacién de fases liquido-liquido (LLPS) y lo mas notable es
que se ha encontrado que YTHDF1-3 median la separacién de fases, en una forma
dependiente de mPA y a través del dominio de baja complejidad que contienen estas
lectoras (Ries et al., 2019). No se ha descrito que YTHDC2 medie la separacion de fases, pero
si conocemos que también contiene un dominio de baja complejidad que podria mediar la
formacién de estructuras de tipo granulos. En un futuro se necesitaran de experimentos
adicionales para conocer qué tipo de granulos forma YTHDC2, si en estos granulos se
encuentra el ARNmc de VIH-1 u otros transcritos m®A modificados, y si hay un dominio de

YTHDC2 que medie su destinacién a granulos.

En resumen, la abundancia de YTHDC2 aumenta la sintesis de la poliproteina viral Gag al
aumentar el nivel total del ARNmc de VIH-1, efecto que probablemente ocurra a través de
la unién de YTHDC2 a los sitios m®A presentes ARNmc, para resolver estructuras secundarias
presentes en este ARN, facilitando asi la asociacidn de este a los ribosomas, aunque hardn
falta nuevos estudios para comprender cémo YTHDC2 se direcciona hacia esos procesos.
Los resultados que se muestran en este trabajo sugieren la importancia de la actividad
Helicasa y del dominio de unién a m®A de YTHDC2 en la sintesis de Gag y en la abundancia
del ARNmc de VIH-1, poniendo en evidencia las ventajas que puede tomar el VIH-1 de Ia
magquinaria celular a través de las modificaciones quimicas de su ARNmc con el objetivo de
favorecer la sintesis viral, usando proteinas lectoras de m®A como YTHDC2 para regular su

expresion.
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Conclusiones

La expresion ectdpica de YTHDC2 aumenta la sintesis de Gag en la linea celular Hela

y los dominios necesarios para ello son el Helicasa e YTH de YTHDC2.

El silenciamiento parcial de YTHDC2 disminuye la sintesis de Gag en la linea celular

Hela.

YTHDC2 se asocia con el ARNmc de VIH-1 y los dominios Helicasa, YTH, R3H y ANK

participarian en esta asociacion.

El aumento inducido en la sintesis de Gag por la sobre-expresion de YTHDC2 se

deberia al aumento en la abundancia del ARNmc de VIH-1 y no al aumento en la

traduccion.
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Anexo 1: Diferentes mutantes de YTHDC2 usadas en este trabajo. Esquema representativo
de las secuencias primarias de YTHDC2 silvestre (WT) y mutantes Helicasa (D/Q), AYTH,
AR3H y AANK. Obtenido de Wojtas, 2017. La version WT, la mutante D/Q, que es una
mutante con un cambio aminoacidico que elimina la actividad Helicasa de YTHDC2, la
mutante AYTH, que es una mutante que carece de todo el dominio YTH, por lo tanto, no
puede unir a m®A. La mutante AR3H, que carece de todo el dominio R3H, y la mutante AANK,
gue carece del dominio ANK y que contiene un linker que se posiciona dénde estaba este
dominio.
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Anexo 2: Western blot del ensayo de silenciamiento, transfeccion viral y recuperacion con
mutantes de YTHDC2. Para conocer de una manera mas elegante la contribucién de los
dominios de YTHDC2 a la sintesis de Gag se realizd un ensayo de silenciamiento,
transfeccion viral y recuperacion con mutantes. Para esto, células Hela se transfectaron con
el siARN contra YTHDC2, 24 hpt se volvio a transfectar con el siARN y ademas con el vector
proviral pNL4.3 mas el vector que expresa a YTHDC2 WT o mutantes, y 24 h después las

(% de YTHDCZ WT)

Abundancia total de Gag
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células fueron colectadas y sometidas a electroforesis. Se realizé un Western blot, que se
muestra en la figura A, y se evidencia que el dominio YTH de YTHDC2 es fundamental para
estimular la expresidn de Gag, en este ensayo de recuperacion.

Se cuantificé la abundancia de Gag y B-Actina mediante analisis densitométrico, utilizando
la herramienta ImageLab, se normalizo la abundancia de Gag por B-Actina y se tomdé como
100% la recuperacién lograda con YTHDC2 WT, la figura B, muestra que el dominio YTH de
YTHDC2 es necesario para estimular la sintesis de Gag. Este experimento se repitié 3 veces
y se aplicé un t-test para determinar diferencias significativas, ns: no significativo, * p<0.05.
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Anexo 3: Inmunofluorescencia del ensayo de silenciamiento, transfeccion viral y
recuperacion con mutantes de YTHDC2

Utilizando el mismo procedimiento anterior (Anexo 2), esto es silenciamiento, transfeccién
viral y recuperacion con mutantes, con la diferencia de que las células fueron sembradas
sobre un cubreobjetos, se utilizd la técnica de inmunofluorescencia indirecta para visualizar
las mutantes de YTHDC2, utilizando un anticuerpo anti HA y la proteina viral Gag, utilizando
un anticuerpo anti-p24. Este experimento se realizd una vez y se fotografiaron 5 a 10
campos por condicion.
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