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RESUMEN

Los RNA gendémicos (JRNAs) de HIV-1, HTLV-1y MMTYV que codifican para
las proteinas estructurales Gag y Gag-pol, pueden iniciar su traduccion utilizando un
mecanismo dependiente de la estructura 5" cap (m’GpppN) o bien mediante el uso de sitios
de entrada interna del ribosoma (IRES). Los gRNAs de HIV-1, HTLV-1y MMTYV poseen
un IRES en su regién 5"UTR. Se ha propuesto que cuando la traduccion cap-dependiente
es inhibida, por ejemplo, durante la progresién del ciclo replicativo viral, el inicio de la
traduccion cambia de cap-dependiente a un mecanismo IRES-dependiente. Esta estrategia
permitiria asegurar la sintesis de la proteina estructural Gag durante todo el ciclo

replicativo.

En la actualidad aun se desconocen los mecanismos moleculares por los cuales los
elementos IRES reclutan la maquinaria traduccional, no obstante, se ha sugerido que la
actividad del elemento IRES depende del contexto celular y requiere de la participacién
de proteinas celulares denominadas factores trans-activadores de IRES (ITAF) que actian
modulando el inicio de la traduccion. Estudios comparativos de los IRESs retrovirales de
HIV-1, HTLV-1 y MMTV han establecido que su actividad y mecanismo de
reclutamiento de la maquinaria traduccional varia segun el contexto celular en el que se

encuentren. Mas aun, diversos estudios sugieren que el reconocimiento del gRNA de HIV-

XV



1 por parte de la maquinaria traduccional requiere un paso del RNA por el ntcleo celular.
Desde un punto de vista bioldgico este fendbmeno se puede contextualizar al considerar
que a diferencia de otros virus de RNA que poseen IRESs como seria el caso de los
picornavirus cuyo ciclo replicativo esta confinado al citoplasma de la célula, los retrovirus
realizan un ciclo replicativo que transcurre entre el nicleo y citoplasma de la célula, siendo
el nacleo el lugar de sintesis de los gRNAs. De esta forma, durante la sintesis de los
gRNAs retrovirales diversas proteinas celulares interactuarian, de forma directa o
indirecta, con el gRNA formando al menos un complejo ribonucleoproteico (RNP) el cual
participaria en la etapa de exporte del gRNA viral y podria posteriormente regular la

asociacion del gRNA viral con la maquinaria traduccional.

Considerando esta posibilidad, el objetivo de este trabajo fue identificar al menos
una proteina celular que forme parte del complejo-RNP y que participe en la regulacion

de la traduccion IRES-dependiente del gRNA de HIV-1, HTLV-1y MMTV.

A través de un analisis in silico, se determiné que la regién 5’"UTR de MMTV
posee sitios putativos de union para la proteina PTB1. Posteriormente y a través de
ensayos funcionales determinamos que la proteina PTB1 se une in vitro e in vivo a la
region 5"UTR y actla como un factor trans-activador del elemento IRES de MMTV. En
la busqueda de nuevos ITAFs para los elementos IRES retrovirales, ensayos realizados
por cromatografia de afinidad (GRNA) acoplado a espectrometria de masas nos
permitieron identificar distintas proteinas celulares asociadas a las regiones 5"UTR de
HIV-1y HTLV-1 entre las cuales se encontraban las proteinas nucleolinay hnRNPU. Los

resultados obtenidos para nucleolina indican que el silenciamiento en la expresion génica

XVi



de la proteina no tiene un efecto sobre la traduccidn, mientras que una sobreexpresion de
la proteina s6lo incrementa la actividad del elemento IRES de HTLV-1. Por otra parte, los
resultados obtenidos con hnRNPU nos permitieron determinar que la proteina se une a la
region 5’"UTR de HIV-1y HTLV-1 y actta como un factor trans-activador para el inicio

de la traduccién IRES-dependiente de los tres IRES retrovirales en estudio.

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permitieron por lo tanto identificar
nuevos ITAFs celulares que participan en el inicio de la traduccion IRES-dependiente de

HIV-1, HTLV-1y MMTV.
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SUMARY

The genomics RNA (gRNASs) of HIV-1, HTLV-1 and MMTYV coding for the Gag and
Gag-pol structural proteins, can start their translation process using a mechanism
dependent on the 5'cap structure (m7GpppN) or through the use of internal ribosome entry
sites (IRES). The gRNAs of HIV-1, HTLV-1 and MMTYV have an IRES element in their
5"UTR region and it has been proposed that when the cap-dependent translation initiation
is inhibited, for example, during the progression of the viral replicative cycle, the
translation initiation changes from cap -dependent on an IRES-dependent mechanism.
This strategy would allow to ensure the synthesis of the Gag structural protein throughout

the replicative cycle.

At present times, the molecular mechanisms that allow the IRESs to recruit the
translational machinery are still unknown, however, it has been suggested that the activity
of the IRES element depends on the cellular background and requires the participation of
cellular proteins called IRES trans-acting factors (ITAF) that can act by modulating the
IRES dependent translation initiation. Comparative studies of the retroviral IRESs of HIV-
1, HTLV-1 and MMTYV have established that their activity and mechanism of recruitment
of the translational machinery varies according to the cellular context in which they are

located. Moreover, several studies suggest that recognition of HIV-1 gRNA by the

XViii



translational machinery requires the trafficking of the gRNAs from the cell nucleus to the
cytoplasm. From a biological point of view this phenomenon can be contextualized
considering that unlike other RNA viruses that have IRESs as would be the case of the
picornaviruses, whose replicative cycle is confined to the cell cytoplasm, retroviruses
perform a replicative cycle that takes place between the nucleus and cytoplasm of the cell,
being the nucleus the place of synthesis of the gRNAs. In this way, during the synthesis
of retroviral gRNAs, different cellular proteins would interact, directly or indirectly, with
the gRNA forming at least one ribonucleoprotein complex (RNP) which would participate
in the viral gRNA export stage and could subsequently regulate the association of viral

gRNA with the translational machinery.

Considering this possibility, the objective of this work was to identify at least one cellular
protein that forms part of the RNP-complex and that participates in the regulation of IRES-

dependent mRNA translation initiation of HIV-1, HTLV- 1 and MMTV.

Through an in silico analysis, it was determined that the 5’UTR region of MMTV gRNA
possesses putative binding sites for the PTB1 protein. Subsequently, and through
functional tests, we determined that the PTB1 protein binds in vitro and in vivo to the
5'UTR region and acts as a trans-acting factor for the IRES element. In the search for new
ITAFs for retroviral IRES elements, we performed a GRNA assay coupled to a mass
spectrometry test. This allowed us to identify different cellular proteins associated with
the 5'UTR regions of HIV-1 and HTLV-1, among which nucleolin and hnRNPU proteins

were found. The results obtained for nucleolin indicate that silencing the gene expression
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of the protein does not impact on translation, while an overexpression of the protein only
increase the activity of the HTLV-1 IRES. On the other hand, the results obtained with
hnRNPU allowed us to determine that the protein binds to the 5’'UTR region of HIVV-1 and
HTLV-1 and acts as a trans-acting factor for the IRES translation initiation on the three

retroviral IRES under study.

The results obtained in this work allowed us to identify new cellular ITAFs that participate

in the IRES translation initiation of HIV-1, HTLV-1 and MMTV.
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1. INTRODUCCION

1.1 Mecanismo de iniciacion traduccional cap-dependiente

Durante el proceso de traduccion los RNAs mensajeros (MRNAS) son
decodificados por la maquinaria traduccional para generar una cadena polipeptidica. La
sintesis de proteinas en células eucariontes comprende tres etapas: iniciacion, elongacion
y terminacién, de las cuales el proceso de iniciacién es la etapa limitante (Sonenberg and

Hinnebusch, 2009) (Gebauer and Hentze, 2004).

El inicio de la traduccion canonico o cap-dependiente, comienza con el
reconocimiento de la estructura 5'cap (m’GpppN), modificacion presente en el extremo 5’
de todos los MRNAs celulares, por el factor de inicio de la traduccion eucarionte (elF) 4F,
complejo formado por elF4E, elF4A y elF4G (Pestova et al., 2001). La proteina elFAE
reconoce y se une al cap, elF4A es una RNA helicasa dependiente de ATP que participa
en la desestructuracion de la region 5' no traducida (5'UTR) del mMRNA y elF4G coordina
el ensamblaje del complejo de iniciacion actuando como una proteina puente entre la
estructura 5'cap del mRNA (via elF4E) y la subunidad 40S ribosomal (via elF3). La
subunidad 40S ribosomal es reclutada como parte del complejo 43S, compuesto por elF1,

elF1A, elF2-GTP/tRNAiniciador(tRNAI), elF3 y elF5 (Pestova et al., 2001).



El factor elF4G interactla ademas con la proteina de union a la cola poliadenilada
(PABP) presente en el extremo 3 de los mMRNAS, evento que promueve la circularizacion

del mRNA incrementando su eficiencia traduccional (Gallie, 1991).

Una vez asociada al extremos 5' del mRNA, la subunidad 40S ribosomal se
desplaza en direccion 5' a 3' por la regién 5'UTR en un proceso denominado “‘scanning”
(Gallie, 1991). La migracion de la subunidad ocurre hasta encontrar el primer codon de
inicio “AUG” en contexto apropiado (G/AXXAUGG, donde X representa cualquier
nucleétido). EI reconocimiento del codén de inicio, permite la interaccién codon-
anticoddn entre el AUG y el Met-tRNAI, produciéndose la hidrolisis de GTP presente en
el complejo ternario elF2-GTP-tRNAI y la liberacién de los elFs (LOpez-Lastra, Rivas
and Barria, 2005). Este proceso permite el reclutamiento de la subunidad 60S ribosomal
y el ensamblaje del ribosoma 80S dando paso a la etapa de elongacion (Lépez-Lastra,

Rivas and Barria, 2005).

Ademas del mecanismo de iniciacion cap-dependiente, algunos mRNAs celulares
y virales pueden iniciar su traduccién utilizando mecanismos alternativos, siendo uno de
los més caracterizados el uso de sitios internos de entrada del ribosoma (IRES). En éste
mecanismo cap-independiente, el reclutamiento de la subunidad ribosomal 40S al MRNA
depende de un IRES que corresponde a una estructura de RNA capaz de reclutar la
subunidad ribosomal 40S de manera independiente a la estructura 5'cap y a la cola

3’poliadenilada (Martinez-Salas, Pifieiro and Fernandez, 2012).



1.2 Mecanismo de iniciacién interno de la traduccion

Los IRESs son capaces de reclutar la subunidad ribosomal 40S en una posicion
cercana, 0 bien directamente sobre el codon de inicio AUG (Jerry, 1988)(Jang et al.,
1988). Se ha descrito que la presencia de un IRES en el mMRNA permite asegurar el inicio
de la sintesis de la proteinas bajo condiciones en las cuales la iniciacion cap-dependiente

se encuentra inhibida (Hellen and Sarnow, 2001).

En la actualidad los IRESs son definidos exclusivamente por un criterio funcional,
ya gue no existe consenso de secuencias ni de estructuras que permitan su identificacion
(Baird et al., 2006). Uno de los principales métodos utilizados para la identificacion y
caracterizacion de elementos IRESs corresponde al uso de construcciones bicistronicas.
Estas, poseen dos cistrones reporteros separados por una region intercistronica, en la cual
se inserta la region a evaluar (LOpez-Lastra, Rivas and Barria, 2005). En este contexto, el
inicio de la traduccion del primer cistron es dependiente de la estructura 5'cap, mientras
que el inicio de la traduccion del segundo cistron depende de la capacidad de la secuencia
intercistronica de reclutar la subunidad 40S ribosomal de manera IRES-dependiente

(Lépez-Lastra, Rivas and Barria, 2005) (Fig. 1).
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Figura 1. Representacion esquematica de un mensajero bicistrénico. La traduccion
del primer cistrén (cistron 1) ocurre por un mecanismo cap- dependiente, mientras que la
traduccion del segundo cistron (cistron 2) solo ocurrird si la regidn intercistronica
acta como un IRES. En el mensajero bicistronico, la region AEMCV (recuadro gris)
corresponde a la region 5’UTR del virus de la encefalomiocarditis que permite generar
un IRES no funcional el que es utilizado para evitar el mecanismo de terminacion-
reiniciacion del ribosoma (Adaptada de Lépez-Lastra y cols., 2005).

Desde su caracterizacion inicial en mRNAs de la familia Picornaviridae, se ha
descrito la presencia de elementos IRESs en algunos mRNAs provenientes de otras
familias virales como son los Retroviridae (Buck et al., 2001; Brasey et al., 2003; Balvay
etal., 2007; Vallejos et al., 2009; de Breyne et al., 2012; Ohlmann, Mengardi and Lépez-

Lastra, 2014; Olivares et al., 2014).



1.3 Retrovirus

Los Retrovirus son virus de RNA, agrupados en siete géneros, de los cuales
destacan los lentivirus, los deltaretrovirus y los beta-retrovirus (M. P Knipe, M. D. &
Howley, 2001). Algunos exponentes de éstos géneros son el virus de la inmunodeficiencia
humana de tipo 1 (HIV-1) (M. P. Knipe, M. D. & Howley, 2001), agente etioldgico del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) , el virus de la leucemia de linfocitos T
humano de tipo 1 (HTLV-1), agente etiol6gico de la leucemia de células T en adulto
(ATL) y paraparesia espastica tropical o mielopatia asociada a HTLV-1 (TSP/HAM)
(Yasunaga and Matsuoka, 2011) y el virus del tumor mamario murino (MMTYV) agente
etiologico del cancer de mamas en ratones y posible agente de cancer de mamas en

humanos (Wang et al., 2014), respectivamente.

Como todos los miembros de la familia, las particulas virales de HIV-1, HTLV-1
y MMTYV estan constituidas por una envoltura lipoprotéica derivada de la célula hospedera
y en la cual se encuentran embebidas las glicoproteinas virales, una nucleocapside
icosaédrica formada por maltiples copias de la proteina de la capside y finalmente el RNA
genémico (gRNA) viral. El virus encapsida dos copias del gRNA, que corresponden a
RNAs de hebra simple y polaridad positiva, unidas por interacciones no covalentes. En la
particula viral el gRNA se asocia a la proteina de la nucleocapside y a las enzimas
retrotranscriptasa (RT), integrasa (IN) y proteasa (PR) (Frankel and Young, 1998).
Durante el ciclo replicativo, el gRNA es retrotranscrito por la enzima viral RT a una
molécula de DNA de doble hebra, la cual migra al nlcleo y es integrada por la enzima IN

en el genoma de la célula hospedera (LaFemina et al., 1992; Basavapathruni and



Anderson, 2007). EI DNA integrado (provirus) es transcrito posteriormente por la RNA
polimerasa Il celular, dando origen a un mMRNA que posee una estructura 5'cap, una region
5'UTR, una regién codificante, una region 3'UTR y una cola poliadenilada (Sundquist and
Krausslich, 2012). Dependiendo del grado de procesamiento de corte y empalme
(splicing) al que sea sometido este mensajero se generan tres poblaciones de mRNAs
virales: aquellos que han sufrido splicing completo, aquellos que han sufrido un splicing
parcial y el que no sufre splicing denominado mensajero completo o RNA gendmico
(QRNA). Los mRNAs virales son posteriormente transportados al citoplasma celular,
lugar en el cual son reconocidos por la maquinaria traduccional del hospedero para llevar
a cabo la sintesis de proteinas virales. En el caso particular del gRNA este puede ademas
ser reconocido por la maquinaria de ensamblaje del virus siendo encapsidado para formar

parte de las nuevas particulas virales (Balvay et al., 2007).

1.4 Inicio de la traduccion de gRNAs retrovirales: el caso de HIV-1, HTLV-1y

MMTV.

Los gRNAs de HIV-1, HTLV-1 y MMTV codifican para las proteinas
estructurales Gag y Gag-pol. EI gRNA de HIV-1 posee dos elementos IRESs; uno
localizado en la region 5'UTR (denominado HIV-1 IRES) el cual dirige la sintesis de la
proteina Gag y otro presente en la region codificante para la proteina Gag (denominado
IRES-gag) el cual dirige la sintesis de una proteina viral de 40 kDa de funcién hasta ahora

desconocida (Buck et al., 2001; Brasey et al., 2003). Por lo tanto, el gRNA de HIV-1



puede iniciar la sintesis de la proteina Gag a través de un mecanismo cap y/o IRES-

dependiente (Ricci et al., 2008).

Se ha propuesto que la traduccion IRES-dependiente del gRNA de HIV-1 permite
al virus asegurar la sintesis de Gag cuando la traduccion cap-dependiente se ve inhibida
como consecuencia de la replicacion viral (Brasey et al., 2003). Durante la infeccion por
HIV-1, el virus induce el arresto del ciclo celular en el estadio G2/M (Emerman, 1996),
inhibiendo la traduccion cap-dependiente. Durante esta fase del ciclo celular las proteinas
de unién al factor elF4E (4E-BPs) se encuentran hipofosforiladas, estado en el cual
compiten con la proteina puente elF4G por la union a elFAE, impidiendo la formacién del
complejo elF4F (Pyronnet and Sonenberg, 2001). Por otra parte, en estados tardios de la
infeccion por HIV-1, la proteina viral PR es capaz de procesar el factor elF4G, inhibiendo
su interaccion con el factor elF4E y por lo tanto afectando el inicio de la traduccion cap-
dependiente (Ventoso et al., 2001; Ohlmann et al., 2002; Perales and Carrasco, 2003).
Mas aln, se ha descrito qué en condiciones de estrés oxidativo y osmotico, situacion en la
cual la traduccién cap-dependiente se encuentra inhibida, el elemento HIV-1 IRES
permite asegurar la sintesis de las proteinas virales (Monette et al., 2009; Gendron et al.,

2011).

Al igual que HIV-1, los gRNAs de HTLV-1y MMTYV poseen un elemento IRES
en su region 5’"UTR (denominados HTLV-1 IRES y MMTV IRES, respectivamente)
(Vallejos et al., 2009; Olivares et al., 2014). A la fecha se desconoce la relevancia de la
presencia de estos elementos en el gRNA viral. Sin embargo, y considerando la similitud

gue existe ente los mecanismos de regulacién de la expresion génica entre los retrovirus,



se postula que los elementos IRESs de HTLV-1y MMTYV permitirian asegurar la sintesis
de la proteina Gag cuando la iniciacion de la traduccion cap-dependiente es inhibida
durante el ciclo viral (Vallejos et al., 2009; Olivares et al., 2014). En el caso de MMTYV,
se ha propuesto ademas que durante la formacidn de tumores y en condiciones de hipoxia
(situacion en la cual la traduccion cap-dependiente se ve disminuida), la presencia de este
elemento permitiria llevar a cabo la sintesis de las proteinas virales, asegurando la

produccion de las particulas retrovirales (Vallejos et al., 2009).

Ensayos realizados in vitro para evaluar la actividad de los IRESs retrovirales,
demuestran que el HIV-1 IRES no es activo en lisado de reticulocito de conejo (RLL)
(Vallejos et al., 2011). Sin embargo, al complementar el RRL con extractos preparados a
partir de células HelLa, se observa actividad del IRES (Vallejos et al., 2011). Mé&s aun, la
actividad del HIV-1 IRES incrementa al complementar el RRL con extractos de células
HelLa arrestadas en la fase G2/M del ciclo celular (\Vallejos et al., 2011). En contraste con
lo observado para el HIV-1 IRES, los IRESs de HTLV-1 y MMTYV son activos en RRL.
Mas auln, en el caso particular de HTLV-1 IRES se observa un estimulo en la actividad
traduccional al complementar el RRL con extracto de células HeLa arrestadas o no en el
estadio G2/M del ciclo celular (Vallejos et al., 2009; Olivares et al., 2014). Por otra parte,
se ha demostrado que la actividad del elemento MMTV IRES varia significativamente
dependiendo del contexto celular en el que se encuentre (Vallejos et al., 2009). Estas
observaciones sugieren que los IRESs retrovirales requiere de factores celulares

especificos para asegurar su actividad.



El mecanismo molecular utilizado por la maquinaria traduccional del hospedero
para reconocer los elementos IRESs virales no ha sido del todo dilucidado. No obstante,
diversos estudios han sugerido que la utilizacion de la estructura 5'cap y/o del elemento
IRES para iniciar la traduccion depende del contexto celular, y de proteinas celulares que
actden en trans, denominadas factores trans activadores de los IRESs (ITAFs) (Monette
et al., 2009; Liu et al., 2011). Por lo tanto, en conjunto estas observaciones sugieren que
la actividad de los IRESs de HIV-1, HTLV-1y MMTYV requiere de ITAFs. Méas aun, dado
que se observa una actividad diferencial de estos IRESs retrovirales en RRL 0 en
diferentes tipos celulares, se puede proponer que el ITAF o el conjunto de ITAFs

requeridos por cada uno de ellos es diferente.

1.5 Factores trans activadores de los IRESs (ITAFs)

Los ITAFs corresponden a proteinas que se caracterizan por poseer motivos o
dominios de union a RNA y/o dominios de multimerizacién, lo que permite establecer
interacciones proteina-RNA asi como también proteina-proteina (LOpez-Lastra, Rivas and
Barria, 2005). En la actualidad se desconoce con exactitud el mecanismo por el cual actiian
los ITAFs sin embargo, se propone que estas proteinas actlan como chaperonas
remodelando las estructuras de RNA que dan origen a los elementos IRESs (King,

Cobbold and Willis, 2010) (Fig. 2).
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Figura 2. Representacion esquematica de la funcion de los ITAFs sobre los elementos
IRESs. La interaccion del elemento IRES con factores proteicos favorece su
estructuracion y el reclutamiento del complejo 43S permitiendo el inicio de la traduccién
(esquema adaptado de Lopez-Lastra y cols., 2005).

Se ha descrito que un mismo ITAF puede interactuar con distintos elementos
IRESSs (King, Cobbold and Willis, 2010). Sin embargo, la regulacion ejercida por un Gnico
ITAF sobre diferentes IRESs puede ser opuesta. Esto implica que la asociacion de un
ITAF con un elemento IRES puede favorecer el reclutamiento de la maquinaria de inicio
de la traduccién, mientras que el reclutamiento de este mismo ITAF sobre un IRES
distinto puede reprimir el inicio de la traduccién (Stoneley and Willis, 2004). A modo de
ejemplo, la proteina rio arriba de N-ras (Unr) estimula la actividad del elemento IRES
presente en el mMRNA del factor activador de la proteasa apoptética 1 (Apaf-1), pero

reprime la traduccion IRES-dependiente de su propio mRNA (Schepens et al., 2007).

A su vez, se ha descrito que la actividad de un IRES puede estar regulada por la
asociacion de méas de un ITAF. Por ejemplo, el IRES de rinovirus requiere de la proteina

de union al tracto de polipirimidina 1 (PTB-1), Unr, Lay de la proteina 2 de unién a poli
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(rC) PCBP2 para reclutar de manera eficiente la maquinaria de inicio de la traduccion
(Martinez-Salas et al., 2015). Por otra parte, se ha descrito que la participacion de los
ITAFs en el inicio de la traduccion dependiente de un IRES puede, en algunos casos,
depender de modificaciones postraduccionales a las que éstos sean sometidos. De esta
forma, un cambio en la estructura de estas proteinas puede modificar su localizacion en la
celula, asi como también su capacidad de interactuar con el mMRNA y por tanto de regular

la actividad del IRES (Monette et al., 2009).

Dada la relevancia de los ITAFs en la actividad IRES diversos estudios se han
focalizado en su identificacion. Es asi como en la busqueda de la(s) proteina(s)
responsable(s) de modular la actividad del HIV-1 IRES, trabajos anteriores han
identificado las proteinas: polipéptido caja 3 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp)(DDX3), elF5A,
ribonucleoproteina heterogeneonuclear A1 (hnRNPA1) y proteina tipo ELAV humana
(visién anormal letal embrionaria)(HUR) (Bériault et al., 2004; Monette et al., 2009;
Rivas-Aravena et al., 2009), como moduladores (activadores o represores) de la actividad

del elemento HIV-1 IRES.

La ribonucleoproteina heterogénea nuclear A1 (hnRNPAL), cuya localizacion es
preferentemente nuclear, ha sido identificada como un modulador positivo de la actividad
traduccional del elemento HIV-1 IRES. Se ha observado que durante la replicacion de
HIV-1, hnRNPA1 migra desde el nucleo hacia el citoplasma asociada al RNA viral
regulando el inicio de la traduccién mediado por el elemento HIV-1 IRES (Bériault et al.,
2004; Monette et al., 2009). Diversos estudios indican que el gRNA de HIV-1 requiere,

al igual que los MRNAs celulares, un paso por el nucleo celular para ser reconocido por
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la maquinaria traduccional (Cochrane, McNally and Mouland, 2006; Semler and
Waterman, 2008). Es este contexto se ha demostrado que la transfeccion de RNAs
bicistronicos que posean el HIV-1 IRES en células HeLa, resulta en una nula actividad
traduccional (Olivares, 2014). Lo mismo se ha evidenciado para los RNAs bicistronicos

que poseen el elemento HTLV-1 IRES (Olivares, 2014).

Durante la sintesis de los gRNAs retrovirales diversos factores nucleares
interactuarian, de forma directa o indirecta, con el RNA (Ej. hnRNPAL), formando al
menos un complejo ribonucleoproteico (RNP) el cual participaria en la etapa de transporte
del RNA viral (Monette et al., 2009). Se ha postulado que este complejo RNP migraria
hacia el citoplasma unido al RNA, lugar en el que posteriormente podria ser modificado
debido a la interaccidn con diversas proteinas citoplasmaticas. Segun el contexto celular,
la interaccion de determinados factores proteicos con el RNA podria determinar la
localizacion de esta molécula en el citoplasma, su tiempo de vida media y su asociacion
con la maquinaria traduccional para dirigir el inicio de la traduccion cap- o IRES-
dependiente, como se ha descrito ocurriria para algunos mRNAs celulares (Semler and

Waterman, 2008) (Fig. 3).

En base a estos antecedentes y al comportamiento diferencial que se observa para
la actividad de los IRESs provenientes de la misma familia viral (HIV-1 IRES, HTLV-1
IRES y MMTV IRES), se sugiere que el reclutamiento de proteinas celulares y por tanto
la formacion de los complejos ribonucleproteicos sobre los gRNAS retrovirales es distinto.
Se propone por tanto la identificacion de al menos una proteina celular que forme parte

del complejo RNP y el estudio de su funcion sobre la regulacion del inicio de la traduccién
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del gRNA retroviral. Se sugiere que los resultados obtenidos ayudarian a comprender
coémo la asociacion de factores proteicos al gRNA, determinan su utilizacion por la

maquinaria traduccional.
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Figura 3. Representacion esquematica de la interaccion entre los elementos IRESs
retrovirales y factores proteicos. Durante la sintesis del gRNA retroviral en el nicleo
distintos factores celulares interactdan con la region 5’"UTR formando complejos RNP.
Posteriormente, el gRNA asociado a los complejos RNP es transportado hacia el
citoplasma, lugar en el cual éstos pueden ser modificados. Dependiendo de los complejos
RNP finales que se ensamblen sobre el gRNA se definira su destino en la célula (esquema
adaptado de Semler y cols., 2008).
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Hipotesis

El inicio de la traduccién IRES dependiente de los gRNAs de HIV-1, HTLV-1y MMTV
es regulada por complejos ribonucleproteicos compuestos por proteinas celulares

diferentes a los factores de inicio de la traduccion.

Objetivo general

Identificar y evaluar la participacion de proteinas celulares, diferentes de los factores
canonicos utilizados en la sintesis de proteinas celulares, en la traduccion del gRNA de

HIV-1, HTLV-1y MMTV.

Objetivos especificos

1. ldentificar proteinas celulares, diferentes de los factores candnicos utilizados en la
sintesis de proteinas celulares, que interactden con la region 5’UTR del gRNA de

HIV-1, HTLV-1y MMTV.

2. Evaluar la participacion de al menos una de las proteinas identificadas en el

objetivo 1 sobre la traduccion de los gRNAs de HIV-1, HTLV-1y MMTV.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cultivo celular

Células Cos-7 (ATCC: CRL-1651) y HEK293T (ATCC: ACS-4500) fueron
cultivadas en medio DMEM (HyClone Laboratories, Inc., Logan, UT) complementado
con 10% de suero fetal bovino (HyClone), 2.5 pg de fungizona (HyClone), 100 U/ml
de penicilina (HyClone) y 100 pg/ml de estreptomicina (HyClone). Las células Jurkat
(J77) fueron cultivadas en medio Roswell Park Memorial Institute con Glutamax (RPMI,
Gibco), suplementado al igual que el medio DMEM. Las células fueron cultivadas en un

ambiente al 5% en CO,y 37°C.

2.2 Vectores

El vector que permite la expresion de la proteina PTB1 de manera exdgena se
generé como parte del trabajo de tesis de magister de Constanza Pino (Pino, 2011).
Brevemente, se amplifico por PCR la region codificante de la proteina desde el vector
pSPORT-PTBL1 (donado por el Dr. M. Garcia-Blanco, Duke University, USA) utilizando
los partidores BamHI-PTB-F (5’-GGA TCC ATG GAC GGC ATT GTC CCA G-3") y
EcoRI-PTB-R (5’-GAA TTC CTA GAT GGT GGA CTT GGA G-3’). El fragmento
obtenido fue resuelto en un gel de agarosa, purificado y clonado en el vector pPGEMTt-

easy. La incorporacion del fragmento en el vector se verifico por PCR utilizando los
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partidores T7-F (5"-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3") y EcoRI-PTB-R.
Posteriormente, el fragmento con la region codificante de PTB1, se liber6 desde el vector
utilizando las enzimas de restriccion BamH y EcoRIl y se cloné en el vector
pcDNA4/HisMax TOPO digerido previamente con las mismas enzimas de digestion. La
correcta incorporacion del fragmento en el vector se evalu6 por PCR utilizando los
partidores BamHI-PTB-F y EcoRI-PTB-R. La construcciéon resultante se denominé
pcDNA4/HisMax/PTB1 y permite obtener la proteina PTB1 fusionada a un tag de

histidina (PTB-His).

Los vectores pcDNA4/HisMax/PTB1 mutl.2 y pcDNA4/HisMax/PTB1 mut3.4
fueron generados por sobrelapamiento de productos de PCRs utilizando como molde de
DNA los vectores PTB4 1.2mut o PTB4 3.4mut donados gentilmente por el Dr.
Christopher Smith (Department of Biochemistry, University of Cambridge). Para la
amplificacion se utilizaron los partidores PTB1C-terFOR (5"-CCT TCG GCC TTT CCG
TTC CGA ACG TCC-3") y PTB1R-EcoRI (5"-GGG AAG GAA TTC CTA GAT GGT
GGA CTT GGA G-3") los cuales permiten obtener el segmento C-terminal y los
partidores PTB1F-BamHI (5"-GGG AAG GGA TCC ATG GAC GGC ATT GTC CCA
G-3") y PTB1N-terRov (5"-GGA AAG GCC GAA GGC CGC GGC CAT G-3") para
obtener el segmento N-terminal. Una vez realizado el sobrelapamiento, los fragmentos
fueron amplificados con los partidores PTB1F-BamHI y PTB1R-EcoRI, digeridos con
las enzimas BamHI y EcoRI y clonados posteriormente en el vector

pcDNA4/HisMax/PTB digerido previamente con las mismas enzimas de restriccion.
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El vector pcDNA3.1(+)5’UTR HTLV-1/3BoxB se construyd a partir del
fragmento de DNA 5'UTRHTLV-1/3BoxB sintetizado quimicamente (GeneArt, life
technology). Para ello el fragmento de DNA se digiri6 con las enzimas Nhel y Notl
(Thermo Scientific, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) y se clon6 en el vector
pcDNA3.1(+) digerido previamente con las mismas enzimas.

Para la obtencion del vector pcDNA3.1(+)S’UTR HIV-1/3BoxB se amplifico la
region 5’UTR de HIV-1 desde el vector dl HIV-1 IRES (Brasey et al., 2003) utilizando
los partidores 1-336-F-Nhel (5"-CTA TAG GCT AGC GGT CTC TCT GGT TAG-3") y
1-336-R-EcoRIl (5"-CTA TAG GAA TTC TCT CTC TCC TTC TAG CCTC-3).
Posteriormente, los productos de PCR se digirieron con las enzimas Nhel y EcoRlI, se
purificaron con el kit Wizard SV Gel and PCR clean-up system (Promega) y se clonaron
en el vector pcDNA3.1(+)5’UTR HTLV-1/3BoxB digerido previamente con las mismas
enzimas de restriccion.

Para la obtencion del vector pcDNA3.1(+)3BoxB, el vector pcDNA3.1(+)5’UTR
HTLV-1/3BoxB se digirio con las enzimas Nhel y EcoRI y los extremos del fragmento de
DNA se rellenaron utilizando la enzima Klenow (EP0054, Thermo Scientific) de manera
de obtener extremos cohesivos. Posteriormente, el vector se re-ligo utilizando la enzima
T4 ligasa (EL0014, Thermo Scientific).

El vector pcDNA4/HisMax/hnNRPU que permite la expresion de la
ribonucleoproteina heterogénea nuclear U (hnRNPU) se construy6 amplificando por PCR
la region codificante de la proteina hnRNPU a partir del vector pET15b/hnRNPU
utilizando los partidores hnRNPU-F (5- GGA TTC ATG AGT TCC TCG CCT GTT

AAT GTA AAA AAG-3") y hnRNPU-R (5"-GAATTC TCA ATAATATCCTTG GTG
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ATA ATG CTG ACT CC-3"). Posteriormente, los productos de PCR se resolvieron en un
gel de agarosa, se purificaron como se describié previamente y se clonaron en el vector
pGEMT-easy (Promega) obteniendo la construccion pPGEMT/hnRNPU. La incorporacion
de los productos de PCR en el vector se verifico por PCR utilizando los partidores T7-F y
hnRNPU-R. A continuacion, el vector pPGEMT/hnRNPU se sometio a digestion utilizando
las enzimas BamHI y EcoRlI, permitiendo liberar el fragmento correspondiente a la region
codificante de la proteina hnRNPU. Posterior a su purificacion, el fragmento se clono en
el vector pcDNA4/HisMax TOPO el que se digiri6 previamente con las enzimas de
restriccion BamHI y EcoRI. La incorporacion del fragmento en el vector se evalud por

PCR utilizando los partidores hnRNPU-F y hnNRPU-R.

A partir del vector pcDNA4/HisMax/hnNRPU se gener0 posteriormente el vector
pcDNA4/HisMax/hnNRPUmut. Para ello la region codificante de hnRNPU se amplifico
por PCR desde el vector utilizando los partidores hnRNPU-F y hnRNPU-Rmut (5"-GAA
TTC TCA ATT GAA TCC TCC ACG TCC TCT ATG-3"). Los productos de PCR se
sometieron posteriormente a digestion con las enzimas BamHI y EcoRl, se purificaron y
clonaron en el vector pcDNA4/HisMax/hnNRPU digerido previamente con las enzimas
BamHI y EcoRlI. La incorporacion del fragmento en el vector se evalu6 por PCR utilizando

los partidores hnRNPU-F y hnNRPU-Rmut.

Los vectores dl AEMCV, dl HCV IRES, dl HTLV-1 IRES, dl MMTV IRES,
ASV40 dl AEMCV, ASV40 dl HTLV-1, ASV40 dl HIV-1 IRES, pTCN-NCL,
pNL4.3-RLuc y pCMV6-AC-GFP (OriGene Technologies, Inc., Rockville, MD, USA)

utilizados en este trabajo han sido previamente descritos en la literatura (Wilson et al.,
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2000; Barria et al., 2009; Vallejos et al., 2009; Soto-Rifo et al., 2012; Olivares et al.,

2014; Salvetti et al., 2016)

Todas las construcciones originadas en esta tesis fueron confirmadas por andlisis de

secuencia (Macrogen Corp., Rockville, MD, USA).

2.3 Transcripcion in vitro.

Para sintetizar los RNAs utilizados en el ensayo GRNA, los vectores
pcDNA3.1(+)5°UTR  HTLV-1/3BoxB, pcDNA3.1(+)5’UTR  HIV-1/3BoxB y
pcDNA3.1(+)3BoxB generados previamente se linealizaron con la enzima de restriccion
Notl. Posteriormente los vectores linealizados se utilizaron en ensayos de transcripcion in
vitro por 2 horas a 37°C utilizando la enzima T7 RNA polimeraza (Fermentas), 5 mM
DTT, 2 mM rNTP’s, 1X tampon de transcripcion y 0.04 U de inhibidor de RNasas.
Posterior a la sintesis, los RNAs se trataron con la enzima DNAsa Turbo (Ambion) por
15 minutos (min) a 37°C de manera de eliminar el DNA presente en la reaccion. Luego,
los RNASs se purificaron mediante precipitacion con LiCl (Ambion). Para esto, se agregé
LiCl a una concentracion final de 2.5 M y la reaccion se incubo por 3 horas a -20 °C.
Luego, los tubos se centrifugaron a 16.000 g por 30 min a 4°C. El pellet obtenido se lavd
con etanol al 70 % y se resuspendio en 50 pl de agua libre de nucleasas. Los RNAs

obtenidos se denominaron: 3BoxB, 5’UTR HIV-1/3BoxB y 5’UTR HTLV-1/3BoxB.
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La concentracion de los RNAs se determind mediante anélisis de
espectrofotometria (NanoDrop, Technology, Wilmington, DE, USA) y la integridad se

analizé por electroforesis en gel de agarosa desnaturante.

2.4 Expresion y purificacion proteina GLH

Para la expresion de la proteina GAH, bacterias Escherichia coli BL21-CodonPlus
se transformaron con el vector pGAH (donado por el Dr. Matthias Hentze, Laboratorio de
Biologia Molecular Europeo, Unidad de Expresién Génica, Heidelberg, Alemania) en el
cual se encuentra la region codificante de la proteina. Las bacterias transformadas se
crecieron hasta ODeoo 0,4 y luego se indujeron con 1 mM de IPTG por 4 horas. Posterior
a la induccion, las células se centrifugaron y el pellet obtenido se resuspendié en tampdn
de lisis (50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl, 5 % v/v glicerol y 1 mM PMSF)
complementado con 1 mM de DTT y Triton X-100 0.1 % final. La lisis de las células se
realizd por sonicacién (Sonic Ruptor 250, Omni international) y el lisado obtenido se

centrifugo a 3.200 g por 30 min a 4°C.

Posterior a la centrifugacion el sobrenadante se incubd con esferas de glutation-
sefarosa (GE Healthcare) (equilibradas previamente en tampén de lisis) a 4°C por 3 horas.
Transcurrido este tiempo, las esferas se centrifugaron por 7 min a 1.700 g y el
sobrenadante se descart0. Posteriormente, las esferas se lavaron 3 veces con Buffer de lisis

y se centrifugaron a 1.700 g por 7 min.

Para realizar la elucion y concentracion de la proteina GAH, el tampon de lisis se

complementd con 20 mM de glutation y la fraccion obtenida se concentro utilizando
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columnas Amicon Ultra-0.5 mL 10 K (Milipore). La concentracion de proteinas se
determiné por el método de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) y

la deteccion de la misma se realizé por western blot.
2.5 Extractos celulares
2.5.1 Extractos celulares: ensayo GRNA

La preparacion del extracto citoplasmatico a partir de celulas Jurkat se llevo a cabo
utilizando el Kit Nuclear/Cytosol Fractionation segin especificaciones del fabricante
(#K266-25, BioVision, USA). Para la obtencion del extracto nuclear, células Jurkat se
crecieron en 500 mL de medio RPMI hasta obtener 6.0x10°células/mL y posteriormente
se centrifugaron a 300 g por 7 min. El pellet obtenido se lavd dos veces con PBS 1X, se
resuspendié en tampon NE-1 (10 mM HEPES-KOH, pH 7.9, 2.5 mM MgCl2, 10 mM KCI,
0.5mM DTT, complementado con inhibidor de proteasas) y se incubo por 10 min en hielo.
Transcurrido este tiempo, las células se lisaron utilizando un homogeneizador Dounce y
una jeringa con aguja de 30G y el lisado obtenido se centrifugd a 250 g por 10 min a 4°C.
Posteriormente, el pellet obtenido se resuspendi6 en tampon NE-2 (20 mM HEPES-KOH,
pH 7.9, 2.5 mM MgCl2, 0.42 M NacCl, 25 % v/v Glicerol, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT,
complementado con inhibidor de proteasas), se sonico en frio y se incubo en hielo por 30

min.

Transcurrido el tiempo, el lisado se centrifugo a 21.000 g por 30 min a 4°C y el

sobrenadante se conservé como la fraccion nuclear.
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2.5.2 Extractos celulares: localizacion de la proteina hnRNPU

Para la preparacion de los extractos, 15x10° células Jurkat, Cos-7 y HEK293T
fueron centrifugadas a 340 g por 5 min. El pellet obtenido se resuspendi6 en 2 ml de buffer
PBS 1X; 1 ml se utiliz6 para la preparacion del extracto celular completo y el otro ml se
utiliz6 para obtener las fracciones citoplasmatica y nuclear. Para la preparacion del
extracto celular completo, las células fueron centrifugadas a 500 g por 5 min. a 4°C.
Transcurrido el tiempo, el pellet obtenido se resuspendid en 200 pl de buffer RIPA (Tris-
HCI pH 7.5 10mM, EDTA 1mM, NaCl 150mM, NP-40 0.5%, deoxicolato de sodio 0.5%,
SDS 0.1 % e inhibidor de proteasas Roche) se sonico en frio y se conservd como el

extracto celular completo.

Para la obtencion de las fracciones nuclear y citoplasmatica, las células fueron
centrifugadas a 500 g por 5 min. a 4°C. Posteriormente, el pellet se resuspendié en 200 pl
de buffer RLNa (10 mM de Tris-HCI (pH 8), 10 mM NaCl, 3 mM MgClI2, 1 mM DTT,
0,5% NP40, 10 U/pl de inhibidor de RNAsas) y se incubo en hielo por 5 min. Transcurrido
el tiempo, el lisado se centrifugo a 16.000 g por 3 min. El sobrenadante obtenido se
rescatd, se centrifugo bajo las mismas condiciones mencionadas previamente y se

conservd como la fraccion citoplasmatica.

Por otra parte, el pellet obtenido se resuspendié en 200 pl de buffer RLNa y se
centrifugo a 16.000 g por 3 min. Posteriormente, el pellet obtenido se resuspendié en 200
ul de buffer RIPA, se sénico en frio y el lisado obtenido se conservé como la fraccion

nuclear.
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La especificidad de la preparacion de los extractos descritos previamente se evalué
mediante ensayos de western blot utilizando anticuerpos que reconocen proteinas

presentes en el ndcleo (Nucleolina o PARP) o en el citoplasma (a-tubulina).

2.6 Western blot

Para llevar a cabo los ensayos de western blot, las células fueros lisadas con Buffer de
lisis pasivo (Promega) y la concentracidn de los extractos se determind mediante el ensayo
de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA). Para la deteccion de las
proteinas nucleolina, a-tubulina, actina y GADPH, 30 ug del total de proteinas fueron
resueltos en geles SDS-PAGE al 12% vy luego transferidos a una membrana de
nitrocelulosa (Bio-Rad). Para la deteccién de las proteinas hnRNPU, hnRNPU-His,
hnRNPUmut-His y PARP, 30 ug del total de proteinas fueron resueltos en geles SDS-
PAGE al 10% y luego transferidos a una membrana de PDVF (Thermo Scientific). Para
la deteccion de la proteina PTB-His y PTB endogena, 40 y 30 ug del total de proteinas
fueron resueltos en geles SDS-PAGE al 10 y 12% y luego transferidos a una membrana

de nitrocelulosa y PDVF respectivamente.

Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas por 1 hora con TBS 1X, 5 % de leche
descremada y 0.1 % de tween 20. Transcurrido el tiempo se lavaron 3 veces por 5 min con
TBS 1X y 0.1 % de tween 20 y se incubaron durante toda la noche con los siguientes
anticuerpos primarios segun corresponda: anti-nucleolina (sc-17826, Santa Cruz

Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA) diluido 1:10.000, anti-a-tubulina (#T5168,
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Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluido 1:5.000, anti-actina (#08691001, MP
Biomedicals, Solon, OH, USA) diluido 1:10.000, anti-GAPDH (#MAS-15738, Thermo
Scientific) diluido 1:5.000, anti-Histidina diluido 1:5.000 (#H1029 Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), anti-hnRNPU diluido 1:5.000 (sc-365852, Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Dallas, Texas, USA), anti-PTBP1 (#8776, Cell signaling Technology Inc., Danvers,
Massachusetts, USA) diluido 1: 1.000 y anti-PARP (# 9542, Cell signaling Technology
Inc., Danvers, Massachusetts, USA) diluido 1:1.000. Posteriormente, las membranas se
lavaron 3 veces con TBS 1X y 0.1 % de tween 20 y luego se incubaron por 1.5 horas con
el anticuerpo secundario anti-mouse IgG conjugado con peroxidasa de rabano diluido 1:
10.000 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA). La presencia de cada una de las proteinas
se visualizd por separado a través de una reaccion de quimioluminiscencia que fue

capturada utilizando placas fotogréficas

2.7 Ensayo GRNA

Para llevar a cabo el ensayo GRNA, 10 ug del RNA 3Boxb se incubaron con 90
ng de la proteina GAH por 1 hora a 4°C. Posteriormente, el complejo 3BoxB/GAH se
mezclé con 300 pg del extracto citoplasmatico o nuclear por 45 min a 4°C y luego se
agreg0 sobre una solucién de esferas de glutation-sefarosa equilibradas previamente en
tampon de union (20 mM Tris pH 7.5, 150 mM NacCl, 1.5 mM MgCI2, 8.7 % v/v glicerol,
0.05 % de NP-40 y 12 pg/mL de Heparina) por 1 hora a 4°C. Transcurrido el tiempo, la
mezcla se centrifugo y el sobrenadante se incubd nuevamente con el complejo

3BoxB/GAH. Esta etapa comprendi6 la “clarificacion del extracto”.
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De forma paralela a la etapa descrita previamente, 10 pg de los RNAs 5"UTR-
HIV-1/3BoxB, 5’"UTR-HTLV-1/3BoxB 0 3BoxB se incubaron con 90 ug de la proteina
GAH por 1 h a 4°C. Posteriormente los complejos RNA/GAH se incubaron por 45 min a
4°C con los extractos citoplasmaticos o nuclear obtenidos de la etapa de “clarificacion” y
se mezclaron con esferas de glutation-sefarosa por 1 hora a 4°C. Luego de una etapa de
centrifugacion, los sobrenadantes se descartaron y los pellets se lavaron tres veces con
tampdn de unién para luego realizar una incubacion por 45 min con RNasa A. Una vez
centrifugadas las muestras, los sobrenadantes se rescataron y se resolvieron en un gel
SDS-PAGE en gradiente. La identificacion de las proteinas presentes en cada muestra se
realiz6 por espectrometria de masas Nano LC-MS/MS (Applied Biomics, Inc. Hayward,

CA).

2.8 Analisis de los resultados obtenidos por espectrometria de masas

Los resultados obtenidos por espectrometria de masas permitieron identificar
diversas proteinas que interacttan con la region 5"UTR de HIV-1y HTLV-1. Para filtrar
y analizar estos resultados, las proteinas obtenidas fueron sometidas a un analisis
sustractivo. En el experimento, las proteinas obtenidas con el RNA 3Boxb se
consideraron como el “background” y se eliminaron de las listas de proteinas obtenidas
para el RNA 5"UTR-HIV-1/3BoxB 0 5"UTR-HTLV-1/3BoxB. Posterior a este analisis,
las proteinas fueron ademas seleccionadas utilizando como patrén de comparacion los
resultados obtenidos de un experimento “pull down” que se realizé previamente por

nuestro laboratorio utilizando una estrategia alternativa (Vallejos et al., 2011), de manera
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que solo las proteinas que fueron detectadas utilizando ambas estrategias experimentales

se muestran en los resultados.

2.9 Medicion de la actividad enzimatica de las proteinas luciferasa de Renilla (RLuc)

y luciferasa de luciérnaga (FLuc).

Para medir las actividades enzimaticas de las proteinas RLuc y FLuc se utilizaron
20 pl de lisado celular y el kit DLR assay system (Promega) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. La reaccion fue seguida utilizando un luminémetro Sirius de tubo Gnico

(Berthold Detection Systems GmbH, Germany).

2.10 Transfeccién de RNAs interferentes (SiRNA)

Para silenciar la expresion de la proteina RLuc, 5.5x10* células HEK293T y Cos-
7 fueron cultivadas en placas de 24 pocillos. Una vez alcanzado el 60-70% de
confluencia, las células fueron co-transfectadas con 200 ng de los vectores bicistronicos
retrovirales dl HIV-1 IRES, dl HTLV-1 IRES y dl MMTV IRES y con diferentes
concentraciones (50, 100 o 250 nM) de un siRNA que hibrida con la region codificante
de la proteina RLuc (RLuc-siRNA, 5’-UAUA AGA ACC AUU ACC AGA UUU GCC
UG-3; IDT, Coralville, lowa, USA) utilizando el reactivo lipofectamina 2000
(Invitrogen). Como control para cada punto de transfeccion se utilizo el silenciador
negativo N°1 siRNA (#4390844; Ambion, ThermoFisher Scientific Inc) también

denominado scramble (SC) bajo las mismas condiciones.
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A 24 horas post transfeccion las células fueron rotas utilizando Buffer de lisis
pasivo y las actividades enziméticas de RLuc y FLuc fueron determinadas.

Para silenciar la expresion de la proteina PTB 8.0x10* células HEK293T fueron
cultivadas en placas de 24 pocillos. Alcanzado el 60-70% de confluencia, las células
fueron co-transfectadas con 100ng del vector bicistronico dl MMTYV en conjunto con 375
ng del vector vacio pSP64-poly(A) y con 75 nM de una mezcla de siRNA contra el
mMRNA de PTB (siRNA PTBP1; 5-AAC UUC CAU CAU UCC AGA GAA-3", siRNA
PTBP2; 5-GAG AGG AUC UGA CGA ACU A-3" and SMARTpool siGENOME
PTBP1 siRNA (# M-003528-02, GE Healthcare Dharmacon Inc, Piscataway, NJ, USA)
0 con 75nM del siRNA-SC.

A las 48 horas post transfeccion las células fueron rotas utilizando buffer de lisis
pasivo; las actividades enzimaticas de RLuc y FLuc fueron determinadas y una alicuota
del lisado fue utilizada para evaluar el silenciamiento de PTB mediante western blot.

El silenciamiento en la expresion de las proteinas Nucleolina y hnRNPU se llevd
a cabo sembrando 11x10* células Cos-7 0 HEK293T en placas de 24 pocillos. Una vez
alcanzado el 60-70% de confluencia, cada linea celular fue co-transfectada con 100 ng de
los vectores bicistronicos dl HIV-1, dl HTLV-1y dl MMTYV en conjunto con 375 ng del
vector vacio pSP64-poly(A) y con 100 nM de un siRNA que permite silenciar la
expresion endogena de nucleolina (sc-29230, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas,
Texas, USA) o hnRNPU (sc-38298, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA)
respectivamente. Como control se utilizo el silenciador negativo N°1 siRNA descrito
previamente.

Transcurridas 48 horas post transfeccion las células fueron rotas utilizando buffer
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de lisis pasivo; las actividades enzimaticas de RLuc y FLuc fueron determinadas y una
alicuota de cada lisado fue utilizada para evaluar el silenciamiento de Nucleolina y

hnRNPU mediante western blot.

2.11 Transfecciones de DNA

Para determinar la actividad IRES de HIV-1, HTLV-1y MMTV y para los analisis
de la actividad de promotor criptico, 1.1x10° células HEK293T y Cos-7 fueron cultivadas
en placas de 12 pocillos y crecidas hasta que alcanzaron el 60-70% de confluencia.
Posteriormente, fueron co-transfectadas con 400 ng de los vectores bicistronicos
retrovirales dl HIV-1 IRES, dIHTLV-1 IRES, dl MMTV IRES y en el caso de los ensayos
de actividad de promotor criptico con los vectores ASV40 dl HIV-1, ASV40 dl HTLV-1
y ASV40 dl MMTV (carecen del promotor SV40) utilizando para ello el reactivo
polietilenimina (PEI). Para controlar la eficiencia de la transfeccion, 50 ng del plasmido
pcDNA 3.1 LacZ el cual codifica para la enzima B-galactosidasa, fueron incorporados a
cada condicion experimental. Como control negativo de actividad IRES se utilizd un
vector bicistronico que posee la region 5°UTR del virus de la encefalomiocarditis
(EMCV) mutada y que da origen al elemento IRES de EMCYV no funcional denominado
dl AEMCV.

Para evaluar la participacion de la proteina PTB1 en la traduccion IRES-
dependiente de MMTYV, 5.5x10* células HEK293T fueron co-transfectadas con 100 ng
de los vectores dl AEMCYV, dl HIV-1, dl HCV o dl MMTYV, 25 ng del plasmido pcDNA

20 ZYcon 1250 375 ng del vector pcDNA4/HisMax/PTB.
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A continuacion, se evalud el impacto de la sobreexpresion de las proteinas PTB
mutantes sobre la traduccion IRES-dependiente de MMTV. Para ello, 5.5x10* células
HEK293T fueron co-transfectadas con 100 ng del vector dl MMTV, 25 ng del plasmido
pcDNA 3.1 LacZ y con 375 ng de los vectores pcDNA4/HisMax/PTB,

pcDNA4/HisMax/PTB mutl.2 y pcDNA4/HisMax/PTB mut3.4.

Para evaluar el impacto de la sobreexpresion de las proteinas nucleolina, hnRNPU
y hnRNPUmut en la traduccion IRES-dependiente retroviral, 5.5x10* células HEK293T
y Cos-7 fueron cultivadas en placas de 24 pocillos hasta que alcanzaron el 60-70% de
confluencia. Luego, las células se co-transfectaron con el reactivo jetPEI utilizando 100
ng de los vectores dl AEMCV, dl HIV-1, dl HTLV-1 o dl MMTV, 25 ng del plasmido
pcDNA 3.1 LacZ y con concentraciones crecientes de los vectores pTCN-NCL, el cual
codifica para la  proteina  nucleolina, pcDNA4/HisMax/hnNRPU o
pcDNA4/HisMax/hnNRPUmut.

Para todos los ensayos descritos previamente, 24 horas post-transfeccion las
células se lisaron utilizando Buffer de lisis pasivo; 20 ul de lisado celular fueron utilizados
para medir la actividad de las proteinas reporteras y el lisado remanente se utiliz6 para

evaluar la sobreexpresién de las proteinas mediante western blot.

2.12 Microscopia de fluorescencia

5.5x10* células HEK293T fueron sembradas sobre un cobertor de vidrio hasta que

alcanzaron un 60% de confluencia. Posteriormente, las células se transfectaron con 200
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ng del vector psp64 o con 200 ng del vector pNL4.3-RLuc. Luego de 24 horas post
transfeccion, las células se lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 3
% por 10 min. Luego, las células se lavaron nuevamente y se incubaron por 30 min con
una solucién de bloqueo y permeabilizacion preparada en PBS 1X con 1 % de suero fetal
bovino y triton X-100 0,3 %. Posteriormente, cada cobertor de vidrio se incubo toda la
noche con el anticuerpo primario anti-hnRNPU diluido 1:200. Al dia siguiente las células
se lavaron tres veces por 5 min cada vez con PBS 1X complementado con tween 10 0,05
% y se incubaron a temperatura ambiente por 30 min con el anticuerpo secundario Alexa
fluor 555 goat anti-mouse IgG (Invitrogen) diluido 1:200. Transcurrido el tiempo las
muestras se incubaron con 4°,6"-diamidino-2-fenilindol (DAPI; 710301, KPL Inc.) por 7
min a temperatura ambiente. Posteriormente los cobertores se lavaron y montaron en

medio de montaje DAKO (53023, DAKO Denmark A/S).

Las imagenes se capturaron con magnificacion 60X utilizando un microscopio de

fluorescencia Olympus BX51 y se procesaron con el programa ImageJ.

2.13 Ensayos de union: UV crosslinking e inmunoprecipitacion (UV-CLIP)

Para realizar el ensayo, 3.5x10° células HEK293T fueron sembradas en placas de
100 mm y crecidas hasta que alcanzaron el 60-70% de confluencia. Posteriormente, fueron
co-transfectadas con 5 pg de los vectores dl MMTYV, dl HIV-1 o dl EMCV junto con 20
png del vector pcDNA4/HisMax/PTB o del vector pCMV6-AC-GFP (OriGene

Technologies, Inc., Rockville, MD, USA), utilizado como control de sobreexpresion. 48
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horas post transfeccion el medio fue removido, las células fueron lavadas, mantenidas en
7 mL de buffer PBS 1X frio e irradiadas con luz UV (400 mJ/cm?). Posteriormente las
células fueron recolectadas y centrifugadas a 4°C. El pellet obtenido fue luego
resuspendido en 3 mL de buffer RIPA complementado con 3 pL de Riboblock
(Fermentas) y 6 uL de DNAsaRQ1 (Promega) para luego ser sonicado (en hielo) dos veces
por 20 segundos utilizando un 40% de amplitud. El contenido de proteinas fue
determinado utilizando el kit de deteccion BCA (Thermo Scientific).

El lisado completo obtenido fue posteriormente preclarificado por 1 hora a 4°C
utilizando esferas de agarosa recubiertas con proteina G (Calbiochem, Merck Millipore),
las cuales fueron previamente bloqueadas con 1mg/mL de BSA. Luego de la
preclarificacion, una alicuota del lisado fue recolectada y almacenada como el “input” del
experimento mientras que el resto del lisado fue utilizado para realizar los ensayos de
inmunoprecipitacion (IP) o extraccion de RNA. Para los ensayos de IP, las esferas fueron
incubadas con los anticuerpos primarios anti-His o anti-lgG (sc-2025, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA) como control y fueron incubadas durante toda
la noche con el lisado. Posteriormente las esferas fueron lavadas con buffer RIPA y con
buffer salino (Tris-HCI pH 7.5 50mM, NaCl 1M, EDTA 1mM, NP-40 1%, deoxicolato de

sodio 0.5%, SDS 0.1 %).

Las proteinas obtenidas fueron luego resueltas en un gel de poliacrilamida en tris-
tricina al 12%, transferidas a una membrana de PDVF, blogueada e incubada con los
anticuerpos primarios anti-His, anti-PTB o anti GAPDH. Como anticuerpo secundario se

utilizé la proteina G diluida 1:10.000 conjugada a peroxidasa de rabano (Thermo
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Scientific)

Para la extraccion de RNA, las muestras fueron incubadas previamente con
proteinasa K y luego tratadas con el reactivo Trizol segun indicaciones del fabricante (Life
Technologies). Los RNAs obtenidos fueron tratados con DNAsa | (Ambion) y utilizados
en un ensayo de RT-gPCR utilizando el kit Brilliant Il SYBR green gRT-PCR master mix
(Agilent) y los partidores para amplificar la region codificante de FLuc o GAPDH
descritos previamente (Vera-Otarola et al., 2010, 2012). Las veces de enriquecimiento
fueron posteriormente calculadas utilizando la siguiente formula; 2 CAACtHISGGD g 9 (-AACt

[HAGGI (|_jvak and Schmittgen, 2001).

2.14 Analisis estadistico

Los graficos y analisis estadistico se realizaron con el programa GraphPad
version 5 (La Jolla, CA 92037, USA). El andlisis estadistico de los datos obtenidos se
realizd mediante t-test 0 ANOVA segun corresponda seguido de los post-test indicados

en cada experimento.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion de la actividad del IRES de MMTV.

Previo a estudiar el posible rol de los ITAFs en la actividad del MMTV IRES, se decidio
caracterizar la actividad de este elemento en células HEK293T, modelo celular elegido
para conducir el trabajo experimental. La seleccion de HEK293T se sustenta en trabajos
que establecen que diferentes procesos asociados a MMTV son funcionales en este
contexto celular (Vallejos et al., 2009; Boeras, Sakalian and West, 2012). La ventaja
principal de esta linea celular es que es facilmente transfectable. Sin embargo, la actividad
del MMTV IRES s6lo ha sido caracterizada de forma parcial en células HEK293T
(Vallejos et al., 2009). Por ello, células HEK293T se transfectaron con 400 ng del vector
bicistronico que posee la secuencia del elemento IRES de MMTV (dl MMTV) (Fig. 4A)
junto con 50 ng del plasmido pcDNA 3.1 LacZ. Como control en este ensayo se utilizo el
vector bicistronico dl AEMCV que carece de actividad IRES, descrito previamente en la
seccién 2.11 de materiales y métodos. Transcurridas 24 horas las células se lisaron y se
determinaron las actividades enzimaticas de RLuc, que da cuenta de la actividad cap-
dependiente y FLuc, que da cuenta de la actividad IRES-dependiente como se describid
en materiales y métodos. Posteriormente, los resultados fueron expresados en porcentaje
de actividad traduccional relativa (% RTA) lo que corresponde a la razon entre las

actividades de FLuc y RLuc (Fig. 4B).
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Figura 4. El elemento MMTV IRES es activo en células HEK293T. (A)
Representacion esquematica de las construcciones bicistronicas (dl) utilizadas. EI RNA
mensajero bicistrénico es expresado desde el promotor SV40 y es poliadenilado gracias
a la sefial SV40 poly(A). (B) Los vectores descritos en A se transfectaron en células
HEK293T en conjunto con el vector pcDNA3.1 LacZ, el cual expresa la enzima B-
galactosidasa y que es utilizado como control de transfeccion. Las actividades de las
proteinas reporteras RLuc y FLuc fueron medidas y expresadas como (%) RTA. El
andlisis estadistico fue realizado mediante t-test no paramétrico. *, p<0.05.

Los resultados sugieren que el elemento MMTV IRES es funcional en células

HEK293T.

Una critica al sistema de vectores bicistronicos es la obtencién de falsos positivos
debido a la posible presencia de un promotor criptico en la region 5"UTR analizada o

debido a la generaciéon de mRNAs de menor tamafio producidos por splicing alternativo
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(Baranick et al., 2008; Lemp et al., 2012). En ambos casos el resultado seria la generacion
de un mMRNA 5"cap monocistrénico para FLuc. Por ello, y con el proposito de determinar
si la actividad FLuc obtenida al transfectar el vector bicistronico dl MMTYV se debe a la
generacion de mRNAs monocistronicos, las células HEK293T se transfectaron con el
vector bicistronico dl MMTV o con el vector ASV40 dl MMTV el cual carece del
promotor SV40 (Fig. 5A). Este ultimo permite evaluar la presencia de un promotor
criptico en la region 5"UTR en estudio ya que en ausencia del promotor la sintesis del
mMRNA bicistronico deberia encontrarse inhibida. Transcurridas 24 horas post
transfeccion, las células se lisaron y se determinaron las actividades enziméticas de RLuc
y FLuc, las cuales fueron expresadas como porcentaje de actividad luciferasa relativa (%
RLA) donde el 100 % corresponde a las actividades luciferasa obtenidas con la

construccion que contiene el promotor SV40 (Fig. 5B).
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Figura 5. La expresion de FLuc desde la construccion dl MMTYV no se debe a la
presencia de un promotor criptico. (A) Representacién esquematica de los vectores
bicistronicos, con y sin promotor SV40 (ASV40). (B) Células HEK293T se transfectaron
con los vectores descritos en A, junto al vector pcDNA3.1 LacZ. Las actividades
luciferasa de cada reportero se expresaron como RLA (%) y se llevaron al 100 % con
respecto a las actividades obtenidas con los vectores SV40. El analisis estadistico fue
realizado mediante t-test no paramétrico. *, p<0.05.

Los resultados muestran que en ausencia del promotor SV40 no se detecta
actividad RLuc y FLuc. Estos resultados permiten descartar la expresion de un mRNA

monocistronico que codifica para FLuc mediado por la presencia de un promotor criptico.

De manera complementaria se decidio evaluar si la presencia de FLuc podia ser
atribuida a la generacion de un mRNA monocistrénico que codifica para este reportero

generado a partir de un proceso de splicing alternativo. Para ello células HEK293T se
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transfectaron con 200 ng del vector dl MMTYV junto con concentraciones crecientes del
RLuc-siRNA (Fig. 6A) o siRNA-SC. En este contexto, si una sola especie de mRNA es
sintetizada luego de la transfeccion de los vectores bicistronicos, las actividades de ambas
proteinas reporteras deberian disminuir en presencia del RLuc-siRNA. Por el contrario, si
la actividad FLuc proviene de mRNAs generados por splicing alternativo, en presencia
del RLuc-siRNA solo la actividad de la proteina reportera RLuc disminuird. Luego de 24
horas post-transfeccion las células se lisaron y las actividades enzimaticas de RLuc y FLuc
se determinaron. Los resultados se graficaron en RLA (%) donde el 100 % corresponde a

las actividades luciferasa obtenidas en presencia del SIRNA-SC (Fig. 6B).
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Figura 6. La actividad IRES de MMTYV no se explica por la generacion de variantes
de splicing. (A) Representacidn esquematica en la cual se indica la posicion de la region
blanco del siRNA contra RLuc. (B) Células HEK293T se transfectaron con el vector dl
MMTYV en conjunto con un siRNA control (SC), o con cantidades crecientes de un sSiRNA
disefiado contra la region codificante de RLuc. Las actividades de RLuc y FLuc se
graficaron como RLA (%), considerando las actividades de RLuc y FLuc en presencia del
SC como 100 %.

Se observa que en presencia del RLuc-siRNA las actividades tanto de RLuc como de
FLuc disminuyen de manera concentracion-dependiente. En conjunto estos resultados

establecen que el IRES de MMTYV es funcional en células HEK293T.
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3.2. ldentificacion de sitios putativos de union a ITAFs en la region 5"UTR del

gRNA de MMTV

Como primera aproximacion para la identificacion de ITAFs del IRES de MMTV
se decidio realizar un estudio in silico identificando secuencias de union en la region
5’UTR del gRNA de MMTV para proteinas caracterizadas por ser ITAFs de IRESs
virales. En este estudio se utilizd como referencia la secuencia del clon infeccioso de
MMTYV [genbank M15122]. Se identifico tres sitios UCUU, seis sitios CCU y siete sitos
UUC, todos previamente descritos como sitios putativos de asociacion para la proteina de
unién al tracto de polipirimidina (PTB) (Vagner et al., 1995; Mitchell et al., 2005;
Oberstrass, 2005) (Fig. 7). PTB se caracteriza por poseer 4 motivos de reconocimiento de
RNA (RRM) y por participar en la regulacion del inicio de la traduccion de diversos
MRNAs celulares y virales (Sawicka et al., 2008; King, Cobbold and Willis, 2010).

Basado en esta prediccion in silico se evaluo si PTB es un ITAF para el IRES de MMTV.
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Figura 7. La region 5’UTR de MMTYV posee sitios putativos de union para la
proteina PTB. Representacion esquematica del analisis de secuencia de la region 5’"UTR
de MMTV e identificacion de los sitios putativos de union para la proteina PTB1
(representados en letras mayusculas).

3.3 El silenciamiento de la expresion de PTB afecta el inicio de la traduccion IRES-

dependiente de MMTV.

Se procedid luego a evaluar si la proteina PTB participa en el inicio de la
traduccion mediada por el MMTV IRES en células HEK293T. Para esto, se realiz6 un

ensayo de silenciamiento en la expresién de la proteina PTB endbgena. En éste
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experimento, células HEK293T fueron co-transfectadas con el vector bicistronico dl
MMTYV en conjunto con el vector vacio pSP64-poly(A), el cual se utiliza para aumentar
la eficiencia de transfeccidn, y con el sSiRNA-SC o una mezcla de siRNAs contra el mMRNA
de PTB. Luego de 48 horas post- transfeccion las células fueron lisadas. El silenciamiento
de la proteina PTB enddgena se verifico mediante un ensayo de western blot utilizando
un anticuerpo anti-PTB (Fig. 8A). Como control de carga en el experimento se utilizo la
proteina GPDH (Fig. 8A). Adicionalmente se midieron las actividades enzimaticas de
RLuc y FLuc. Los resultados obtenidos fueron graficados como porcentaje de actividad
luciferasa relativa, RLA (%), y como porcentaje de actividad traduccional relativa, RTA
(%). En este ensayo el 100% corresponde a las actividades RLuc y FLuc obtenidas en

presencia del sSiRNA-SC (Fig. 8B-C).

A B C
1501 1501
[ RLuc
L5 siAkA PTE - FIUC
W i ~ 1004
i - - SFTAFL ;\; 100 S .
1 ] P P
o * =
4 ] x J |
o - | 50 [ 50
0 T - T 0-
SC siRNA PTB & Q&@
Q
£

Figura 8. El inicio de la traduccién IRES-dependiente de MMTYV requiere de la
proteina PTB en células HEK293T. (A) Células HEK293T fueron transfectadas con
75 UM del SC o con un siRNA especifico para silenciar la expresion de la proteina PTB.
El efecto del silenciamiento de la proteina PTB sobre la traduccion se muestracomo RLA
(%) (B) 0 RTA (%) (C) considerando las actividades obtenidos en presencia del SC como
100%. El anélisis estadistico fue realizado mediante t-test no paramétrico. *, p<0.05.
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Los resultados indican que el silenciamiento parcial de PTB visualizado como una
disminucion en la expresion de la proteina enddgena (Fig. 8A), se asocia a una
disminucion en el inicio de la traduccién IRES-dependiente de MMTV (Fig. 8B, 8C) sin
afectar la actividad de RLuc. Esta observacién sugiere que la actividad del MMTV IRES

es dependiente, al menos en parte, de la proteina PTB.

3.4 La sobreexpresion de PTB1 estimula el inicio de la traduccién IRES-

dependiente de MMTV.

A continuacion, se evaluo el impacto de la sobreexpresion de la proteina PTB1
sobre la traduccién IRES-dependiente de MMTYV. Para ello células HEK293T fueron co-
transfectadas con los vectores bicistronicos dl AEMCV, dl HIV-1, dl HCV o dl MMTV
en conjunto con el vector pcDNA 3.1 LacZ y con concentraciones crecientes del vector
pcDNA4/HisMax/PTB1. En el experimento, el vector dl HIV-1 es utilizado como control
negativo ya que la actividad del IRES de HIV-1 es independiente de la proteina PTB1
(Waysbort et al., 2001) Por otra parte, el vector dl HCV (el cual contiene la secuencia del
elemento IRES del virus de la hepatitis C clonado en la region intercistronica) fue utilizado
como control positivo ya que la actividad del IRES de HCV se ve favorecida en presencia
de la proteina PTB1 (Ali and Siddiqui, 1995). Luego de 24 horas post-transfeccion las
células fueron lisadas y se evalud la sobreexpresion de la proteina PTB1 mediante western
blot utilizando para ello un anticuerpo anti-His. Como control de carga se utiliz6 la
proteina GAPDH (Fig. 9A). En paralelo se determind la actividad de RLuc y FLuc. Los

resultados obtenidos se presentan como RTA (%) considerando las actividades obtenidas
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en ausencia del vector pcDNA4/HisMax/PTB1 como 100% (Fig. 9B).
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Figura 9. PTB1 estimula la actividad del elemento IRES de MMTYV. (A) Células
HEK?293T fueron co-transfectadas con 100 ng de los vectores bicistronicos dl AEMCV,
dl HCV, dl HIV-1 o dl MMTYV junto con el vector pcDNA3.1 LacZ en ausencia (-) 0
presencia de 125 y 375 ng del vector pcDNA4/HisMax/PTB1. (B) Las actividades de los
reporteros RLuc y FLuc fueron medidas y normalizadas respecto a la actividad B-
galactosidasa. Los valores de actividad se expresan como RTA (%) relativo a la actividad
de cada vector en ausencia del plasmido que permite la expresion de PTBL1. El anélisis
estadistico fue realizado mediante ANOVA, seguida de la prueba de Tukey. *, p<0.05.
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Los resultados muestran que en acuerdo a lo previamente reportado (Waysbort et
al., 2001), la sobreexpresion de PTB1 en el contexto de células HEK293T, no afecta la
actividad del IRES de HIV-1. Sin embargo, la sobreexpresion de PTB1 induce un
incremento en la actividad del elemento IRES de MMTYV, de manera similar a lo
observado para la actividad del elemento IRES de HCV. Por lo tanto, estos resultados en
conjunto con los obtenidos en la seccion 3.3 permiten concluir que PTB1 es un ITAF para

el IRES de MMTV.

3.5 La proteina PTB1 se une in vivo a la region 5UTR de MMTV.

Considerando que la proteina PTB1 posee 4 RRM y que su participacion en el
inicio de la traduccion IRES-dependiente en otros mRNAs virales involucra una
interaccion directa proteina-RNA (Hunt and Jackson, 1999; Grover, Ray and Das, 2008;
Kafasla et al., 2009), se evalu6 si la proteina PTBL1 interactla con la region 5"UTR de
MMTYV in vivo. Para ello, se realizaron experimentos de UV- CLIP acoplados a ensayos
de qPCR. En éste experimento, células HEK293T fueron transfectadas con los vectores dl
MMTYV, dl HIV-1 o dl EMCYV en conjunto con el vector pcDNA4/HisMax/PTB1 o con el
vector pPCMV6-AC-GFP el cual permite la expresion de la proteina GFP y es utilizado en
el experimento como control de no interaccion. Transcurridas 48 hrs. desde la transfeccion
las células fueron expuestas a luz UV (400 ml/cm?), de manera de estabilizar los
complejos RNA/proteina. Las células fueron lisadas mediante sonicacion y el extracto

obtenido previamente clarificado (input) fue utilizado en ensayos de IP y posterior
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extraccion de RNA. Para la IP se utilizaron esferas de agarosa recubiertas con
proteinas G cargadas con un anticuerpo anti-His o anti-lgG como control. Para determinar
la cantidad de RNA asociado a la proteina PTB-His, las muestras fueron tratadas con
proteinasa K y los RNA fueron cuantificados mediante RT-gPCR como se indica en
materiales y métodos. Los resultados se presentan como veces de enriquecimiento de

RNA con respecto a la IP obtenida entre el dl MMTYV vy el control de no interaccion.

Como se anticipaba, mediante western blot se detecta la proteina PTB1-His en el
“input” de cada condicion experimental donde se transfectdé el vector
pcDNA4/HisMax/PTBL1 (Fig. 10A panel superior, Input: 1,2 y 4) y no en la condicion
experimental en la cual se transfectd el vector pPCMV6-AC-GFP (Fig. 10A, panel superior,
Input: 3). A su vez, es posible detectar la proteina PTB-His solo en aquellas IPs en las
cuales se utiliz6 el anticuerpo anti-His (Fig. 10A, panel superior, IP His: 1, 2y 4) y no en
aquellas en las cuales se utilizé el anticuerpo anti-lgG (Fig. 10A, panel superior, IP IgG:
1, 2 y 4). La deteccidn y especificidad de PTB1 (enddgena y recombinante) en todas las
condiciones experimentales se corrobord mediante western blot utilizando un anticuerpo
especifico contra PTB1 (Fig. 10A, panel central: Input, IP). Como control de carga se
realiz6 un western blot contra la proteina GAPDH demostrando que en todas las
condiciones experimentales se cargaron cantidades similares de la muestra (Fig. 10A,
panel inferior, Input). A su vez, los resultados del ensayo RT-gPCR dan cuenta de un

enriquecimiento del dl RNA de MMTV en la IP (Fig. 10B).
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Figura 10. La proteina PTBL1 se une a la region 5UTR de MMTYV in vivo. (A) Las
proteinas obtenidas desde el input e inmunoprecipitacion fueron identificadas mediante
un ensayo de western blot utilizando los anticuerpos primarios anti-His, anti-PTB o anti-
GAPDH. (B) Grafico de las veces de enriquecimiento de cada RNA en presencia de
PTB1. El andlisis estadistico fue realizado mediante ANOVA Kruskal-Wallis. *,

p<0.00001.

Los resultados de los ensayos in vivo demuestran que la proteina PTB1 interactua

con alaregion 5’UTR de MMTV.

3.6 Los motivos RRM de PTB1 son necesarios para estimular el inicio de la

traduccion IRES-dependiente de MMTV.

Se decidio luego evaluar la relevancia de los dominios RRM de PTB1 en la
regulacién de la traduccién mediada por el MMTV IRES. Para ello, se realizaron

mutaciones agrupadas en los dominios RRM1/RRM2 o en los dominios RRM3/RRM4 las

46



que han sido previamente descritas y caracterizadas como mutaciones que alteran la union
de PTB1 al RNA (Kafasla et al., 2011) (Fig. 11A). Para introducir las mutaciones en el
contexto de PTBL1 se elaboraron las construcciones pcDNA4/HisMax/PTB1 mutl.2 y
pcDNA4/HisMax/PTB1 mut3.4 utilizando la metodologia descrita previamente en la
seccién 2.2 de materiales y métodos. Posteriormente, células HEK293T fueron co-
transfectadas con 100 ng del vector dl MMTYV junto con 25 ng del plasmido pcDNA 3.1
LacZ y con 375 ng de los vectores pcDNA4/HisMax/PTB1, pcDNA4/HisMax/PTB1
mutl.2 o pcDNA4/HisMax/PTB mut3.4. Luego de 24 horas post-transfeccion las células
fueron lisadas y se evalud la sobreexpresion de las proteinas PTB1 mutantes mediante
western blot utilizando un anticuerpo primario anti-His. Como control de carga en el
experimento se utiliz6 la proteina GAPDH (Fig. 11B). En forma paralela se determiné la
actividad RLuc y FLuc en cada condicion. Los resultados se presentan como RTA (%)

considerando como 100% las actividades obtenidas en ausencia de los vectores (Fig. 11C).
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Figura 11. Los motivos RRM de PTBL1 son necesarios para estimular la actividad
del elemento IRES de MMTV. (A) Esquema representativo de las mutaciones
introducidas en los motivos RRM de PTB1. (B) Células HEK293T fueron co-
transfectadas con 100 ng del vector bicistronicos dIMMTYV junto con el vector pcDNA3.1
LacZ y con 375 ng de los vectores que permiten expresar la proteina PTB1 silvestre o las
proteinas PTB1.2mut y PTB3.4mut. (C) El efecto de la expresion de las proteinas
mutantes sobre la actividad del elemento IRES de MMTYV se muestra como RTA (%),
relativo a la actividad del vector dl MMTV en ausencia de las proteinas. El analisis
estadistico fue realizado mediante ANOVA, seguida de la prueba de Dunnet *, p<0.05.

Las mutaciones tanto en los motivos RRM1/RRM2 como en los motivos
RRM3/RRM4 inhiben la actividad del MMTYV IRES. Por lo tanto, se concluye que ambos

grupos de motivos de unién a RNA son necesarios para que la proteina PTB1 estimule la

48



actividad del elemento IRES.

3.7 ldentificacion de proteinas que interactdan con la region 5"UTR del gRNA

de HIV-1y HTLV-1.

Los resultados obtenidos demuestran que la proteina PTB1 interactda con la
region 5’UTR del gRNA de MMTYV (Fig. 10) y regula la actividad del elemento IRES
presente en ella (Fig. 9B). Sin embargo, PTB1 no interactiia con la region 5°UTR de
HIV-1 (Waysbort et al., 2001), ni activa al IRES de HIV-1 (Fig. 9B). En conjunto
estas observaciones sugieren que una misma proteina puede modular de diferentes
maneras distintos IRESs retrovirales (Stoneley and Willis, 2004). En base a estos
resultados, se decidio extender la busqueda de proteinas celulares que interactdan con
los diferentes 5’UTRs de los gRNAs retrovirales para luego evaluar su impacto sobre
la actividad de los elementos IRESs que éstos poseen. Con este fin se utilizé una
aproximacion protedmica basada en cromatografia por afinidad a RNA denominada
GRNA (Glutathione RNA Affinity chromatography) acoplada a espectrometria de
masas (Czaplinski et al., 2005). El sistema de GRNA se basa en utilizar RNAs que
posean una secuencia de interés fusionada a la secuencia 3BoxB, la cual consiste de
tres horquillas o hairpin que son reconocidas de manera especifica por el dominio de
unién a RNA de la proteina N del bacteriéfago lambda. En este sistema, la proteina
N se encuentra fusionada a glutation S-transferasa (denominada desde ahora en
adelante GAH) y se une con alta afinidad a esferas de glutation-sefarosa. De esta
forma, los RNAs son expuestos a diferentes factores proteicos y los complejos

riboproteicos son aislados para su posterior identificacion. En este experimento se
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decidio limitar la busqueda a aquellas proteinas que interactian con las regiones

5 UTR de los gRNAs de HIV-1y HTLV-1.

En un trabajo previo (Vallejos et al., 2011), se utilizaron extractos de células HelLa
como fuente de proteinas para identificar la interaccidn de distintos factores proteicos
con laregion 5"UTR de HIV-1. Sin embargo, considerando que el blanco de infeccion
por el virus HIV-1 son los linfocitos T, se decidi6 repetir los experimentos utilizando
extractos nucleares (Fig. 12A) y citoplasmaticos (Fig. 12B) provenientes de la linea

celular linfocitaria Jurkat.

A B
1 2 1 2
55 kRae a- tubulina
180 kD
— — I‘— ~ 50-55 kDa
115 ku
€ Nucleolina
~ 100 kDa
82 kDu_ 40 kDa-
a—
GAPDH
45 kD Actina 35 kDa - -l<— ~ 30-40 kDa
- - € ~ 45-50 kDa -—

Figura 12. Evaluacion mediante western blot de los extractos nuclear y
citoplasmatico obtenidos de células Jurkat. (A) Western blot para nucleolina (marcador
de nucleo) y (B) a-tubulina (marcador de citoplasma) de extractos citoplasmatico (carril
1) y nuclear (carril 2) proveniente de células Jurkat.
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Para realizar el experimento de GRNA, se generaron las construcciones
pcDNA3.1(+)5’UTR  HTLV-1/3BoxB, pcDNA3.1(+)5’UTR  HIV-1/3BoxB vy
pcDNAS3.1(+)3BoxB (Fig. 13A), las cuales permiten obtener por ensayos de transcripcion
in vitro RNAs con las secuencias 5"UTR de HTLV-1 o HIV-1 fusionadas a la secuencia

3BoxB o0 RNAs sélo con la secuencia 3BoxB, respectivamente. (Fig. 13B,C).

A
- CMV promoter : . CMV premoter =1 CMV proescter
;'- _T!r.mtm. Y 2 T7 promaoter ,.-. 'nmuln
pcDNA3.1(+) T7 BOXB / " (oxs) I' | pcONA3.1(+) T7 HIV BOXB . HIV 8OXB \‘ “ pcDNA3.1(4) T7 HTLV BOXB HTLV BOXB
5483 tp | “- Yhat ‘ i' stasbp \‘ | 590 bp
B RNAs -/- sintetizados in vitro.
1 2 3
1= BOXB RNA
2=HIV-BUXB RNA — T
3= HTLV-BOXE RNA
C
1 2 3
3boxB | SUTR HIV-1 boxB | [ S'UTR HTLV-1 3boxB

Figura 13. Esquema representativo de las construcciones utilizadas para la sintesis
in vitro de los RNAs 3BOXB, 5°UTR HIV-1/3BoxB y 5°UTR HTLV-1/3BoxB. (A)
Representacion de los vectores elaborados para obtener las regiones 3BoxB y 5’UTR de
HIV-1 o HTLV-1 fusionadas a la secuencia 3BBOXB. (B) Evaluacion de la integridad de
los RNAs 3BOXB, 5’UTR HIV-1/3BoxB y 5’UTR HTLV-1/3BoxB sintetizados a partir
de los vectores descritos en A. (C) representacion esquematica de los RNAs obtenidos.

51



Los mRNAs obtenidos se incubaron con extractos nucleares o citoplasméticos
provenientes de células Jurkat, y los complejos RNA/proteinas fueron aislados utilizando
esferas de glutation-sefarosa siguiendo el protocolo descrito en la seccion 2.7 de
materiales y métodos. Las proteinas obtenidas en cada condicion experimental fueron
resueltas en un gel SDS-PAGE en gradiente (Fig. 14) y su identificacion se realizé por

espectrometria de masas Nano LC-MS/MS.

GRNA

BoxB HIV-1 HTLV-1

Figura 14. Proteinas celulares que interactdan con la region 5’UTR de HIV-1y
HTLV-1. Los RNAs 5’UTR HIV-1/BoxB, 5’UTR HTLV-1/BoxB y BoxB fueron
expuestos a extractos citoplasmaticos (C) y nuclear (N) de células Jurkat. Los complejos
RNA/proteina se aislaron mediante la técnica GRNA vy las proteinas obtenidas en cada
complejo se resolvieron en un gel SDS-PAGE en gradiente (carriles 2-7) (carril 1
corresponde al estandar de peso molecular).
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Los resultados obtenidos por espectrometria de masas permitieron identificar
diversas proteinas que interactian con la region 5"UTR de HIV-1 y HTLV-1. Para filtrar
estos resultados, las proteinas obtenidas fueron sometidas a un andlisis sustractivo. En el
experimento, las proteinas obtenidas con el RNA 3Boxb se consideraron como el
“background” y se eliminaron de las listas de proteinas obtenidas para el RNA 5"UTR-
HIV-1/3BoxB o0 5" UTR-HTLV-1/3BoxB. Posterior a este anélisis, las proteinas fueron
ademas seleccionadas utilizando como patrén de comparacion los resultados reportados
en el trabajo de Vallejos et al., 2011, y una lista extendida generada del mismo trabajo
pero que no ha sido publicada (Vallejos, 2011). Sélo las proteinas aisladas utilizando

ambas estrategias experimentales se muestran en los resultados (Tabla 1, 2, 3y 4).

Tabla N°1. Factores celulares obtenidos desde extractos citoplasmaticos provenientes
de células Jurkat asociados a la region 5'UTR de HIV-1.

Abreviatura Nombre de la proteina Mw
HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein 70.854
GFAP Glial fibrillary acidic protein 49.850
HSP76 Heat shock 70 kDa protein 70.984
NUCL Nucleolin 76.568
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Tabla N°2. Factores celulares obtenidos desde extractos nucleares provenientes de
células Jurkat asociados a la region 5'UTR de HIV-1.

Abreviatura Nombre de la proteina Mw
NUCL Nucleolin 76.368
HNENPAL Heterogeneows nuclear ribonucleoprotein Al 20.360
HNEPC Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2 33.650
HNEPU Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 00.328
H3l Histone H3.1 15.394
HMGE1 High mobility group protein B1 24 878
ShD3 Small nueclear ribonucleoprotein Sm D3 13.207
CH&0 60 kD'a heat shock protein, mitochondrial 61.016
Hi2 Histone H1.2 21.352
HNEPE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 30.944
GRP73 Stress-70 protein, mitochondrial 73635
GFAP Glial fibrillary acidic protein 49.850
SMD2 Small nuelear ribonuclecprotein Sm D2 13.31%
HEPTC Heat shock cognate 71 KDa protein 70.854
THOCY THO complex subunit 4 26.872
TPM3 Tropomyosin alpha-3 chain 32.930
EE27A Ubiguitin-408 ribosomal protein 5272 17.953
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Tabla N°3. Factores celulares obtenidos desde extractos citoplasmaticos provenientes
de células Jurkat asociados a la region 5"UTR de HTLV-1.

Abreviatura Nombre de la proteina Mw
HEPIC Heat shock cognate 71 kDa protein 70.854
GFAP Glial fibrillary acidic protein 49 850
ENPS1 EINA-binding protein with serine-rich domain 1 34.188
EL19 605 ribosomal protein L19 23451

Tabla N°4. Factores celulares obtenidos desde extractos nucleares provenientes de
c¢lulas Jurkat asociados a la region 5"UTR de HTLV-1.

Abreviatura Nombre de la proteina Mw
NUCL Nucleolin 76.368
Hi4 Histone H1.4 21.852
H4 Histone H4 11.380
HNEPC Heterogeneous nuclear ribenucleoproteins C1/C2 33.650
HNEPU Heterogeneous nuclear ribenucleoprotein T 00328
H31 Histone H3.1 15394
HMGE! High mobality group protein B1 24 878
SMD3 Small nuclear ribonuclecprotein Sm D3 13.007
CHs0 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 61.016
HMGEZ High mobility group protein B2 24.019
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Luego, se decidid focalizar el estudio en el rol de la ribonucleoproteina heterogéneo
nuclear U (hnRNPU) y Nucleolina sobre la iniciacion de la traduccién dependiente de los
IRES de HIV-1, HTLV-1y MMTYV. Los criterios de seleccion se basaron en que ambas
proteinas: i) interactuan con la region 5’UTR de HIV-1 y HTLV-1 (ver Tablas); ii) son
capaces de unir RNA; hnRNPU posee un motivo rico en glicina/arginina 0 RGG mientras
que nucleolina posee 4 motivos de reconocimiento de RNA o RRM y un motivo RGG
(Kiledjian and Dreyfuss, 1992; Serin et al., 1996); iii) se caracterizan ademas por
translocar entre el nicleo y citoplasma (Han, Tang and Smith, 2010; Salvetti et al., 2016);
Iv) participan en diferentes procesos asociados al metabolismo del mMRNA como son
transcripcion, estabilizacion y traduccion (Tajrishi, Tuteja and Tuteja, 2011; Zhao et al.,

2012; Yeetal., 2015; Jiaet al., 2017).

3.8 Actividad de los elementos IRESs de HIV-1 y HTLV-1 en células Cos-7 y

HEK?293T.

Una de las dificultades que presenta el trabajar con lineas celulares derivadas de
linfocitos T, es su baja eficiencia de transfeccidn. Considerando esta dificultad se decidié
ejecutar los experimentos en el contexto de células Cos-7 y HEK293T, dos lineas celulares
facilmente transfectables que ya han sido utilizadas previamente para el estudio de
elementos IRESs retrovirales (Vallejos et al., 2009; Carvajal et al., 2012; Olivares et al.,
2014; Caceres et al., 2016). Méas aln, tanto la proteina nucleolina (Fig. 15A) como

hnRNPU (Fig. 15B) se expresan en células Jurkat, Cos-7 y HEK293T.
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Figura 15. Expresion de Nucleolina y hnRNPU en distintos contextos celulares. (A)
Western blot para nucleolina y (B) hnRNPU en células Jurkat, Cos-7 y HEK293T.

Sin embargo, antes de iniciar estos estudios nos pareci6 pertinente confirmar y
validar el uso de las células Cos-7 y HEK293T. Por ello, se decidié caracterizar la
actividad de los elementos IRESs retrovirales de HIV-1 y HTLV-1 en los contextos de
ambas lineas celulares. Considerando que la caracterizacion del elemento IRES de MMTV
se demostré previamente en lineas HEK293T (Fig. 5, 6 y 7), s6lo se caracterizd este

elemento en el contexto de células Cos-7.

Para evaluar las actividades de los IRESs, células Cos-7 y HEK293T se
transfectaron con 400 ng de los vectores bicistronicos dl HIV-1, dl HTLV-1 o dl MMTV
los cuales poseen la secuencia de los elementos IRESs de HIV-1, HTLV-1 y MMTV
respectivamente (Fig. 16A), junto con 50 ng del plasmido pcDNA 3.1 LacZ. Como control
en el experimento se utilizd el vector bicistronico dl AEMCV descrito previamente.

Transcurridas 24 horas las células se lisaron y se determinaron las actividades enzimaticas
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de RLuc y FLuc. Los resultados se expresaron en RTA (%) donde la actividad del IRES

de HIV-1 fue considerada arbitrariamente como el 100 % (Fig. 16B,C).
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Figura 16. Los elementos IRESs de HIV-1, HTLV-1y MMTYV son activos en células
HEK?293T y Cos-7. (A) Representacion esquematica de las construcciones bicistronicas
(dl) utilizadas. Los vectores descritos en A se transfectaron en células HEK293T (B) o
Cos-7 (C), en conjunto con el vector pcDNA3.1 LacZ. Los valores de actividad se
expresaron como RTA (%) relativo a la actividad de HIV-1 la cual fue llevaba
arbitrariamente al 100 %. El andlisis estadistico fue realizado mediante ANOVA, seguida
de la prueba de Dunnet. *, p<0.05.

Los resultados sugieren que los elementos IRES de HIV-1, HTLV-1y MMTV son

funcionales en el contexto de células Cos-7 y HEK293T.

Con el proposito de evaluar si la actividad de los reporteros se podia deber a la
presencia de un promotor criptico, las células Cos-7 y HEK293T se transfectaron con los
vectores bicistronicos dl HIV-1, dl HTLV-1, dl MMTV o con los vectores ASV40 dl HIV-
1, ASV40 dl HTLV-1 y ASV40 dl MMTV (Fig. 17A) en un experimento similar al
realizado en la seccion 3.1 (Fig. 5). Transcurridas 24 horas, las células se lisaron y las
actividades enzimaticas de RLuc y FLuc fueron determinadas. Los resultados se
graficaron como RLA (%) vy las actividades obtenidas desde los vectores dl HIV-1, dl

HTLV-1y dl MMTV fueron consideradas cada una como 100 % (Fig. 17B y 17C).
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Figura 17. La expresioén de FLuc desde las construcciones dl HIV-1, dl HTLV-1y
MMTYV no se debe a la presencia de un promotor criptico. (A) Representacion
esquematica de los vectores bicistronicos, con y sin promotor SV40 (ASV40). Células
HEK293T (B) o Cos-7 (C) se transfectaron con los vectores descritos en A, junto al vector
pcDNA3.1 LacZ. Las actividades de RLuc (barras blancas) y FLuc (barras negras) fueron
medidas y normalizadas con la actividad p-Galactosidasa. Las actividades luciferasa de
cada reportero se expresaron como RLA (%) y se llevaron al 100 % con respecto a las
actividades obtenidas con los vectores SV40. El analisis estadistico fue realizado
mediante t-test no paramétrico. *, p<0.05.
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Los resultados muestran que en ausencia del promotor SV40 las actividades RLuc
y FLuc obtenidas desde el vector ASV40 dl HIV-1 en células HEK293T es despreciable,
al igual como ocurre en el contexto de células Cos-7. En esta linea celular es posible
observar el mismo fenomeno para el vector ASV40 dl MMTV. Por ello, se descarta la
presencia de un promotor criptico en los plasmidos utilizados y se confirma que los RNAs
codificados por ellos presentan elementos IRES. En el caso de las actividades RLuc y
FLuc obtenidas desde el vector ASV40 dl HTLV-1, se observa que en el contexto de
células HEK293T aproximadamente un 25 % de la actividad FLuc podria ser explicada
por la presencia de un promotor criptico presente en el plasmido utilizado, mientras que
el 75 % restante de la actividad de FLuc puede ser explicada por la funcionalidad del
elemento IRES de HTLV-1. Con el objetivo de complementar estos resultados se realiz
un ensayo de silenciamiento utilizando un siRNA contra la region codificante para RLuc
como se describid previamente en la seccion 3.1. Posterior a la transfeccion las células se
lisaron y las actividades enzimaticas de RLuc y FLuc se determinaron como se describio
previamente en la seccion 2.9 de materiales y métodos. Los resultados se presentan como
RLA (%) donde las actividades RLuc y FLuc obtenidas en presencia del siRNA-SC se

Ilevaron a 100 % (Fig. 18A y 18B).
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Figura 18. La actividad del IRES de HIV-1, HTLV-1y MMTV no se explica por la
generacion de variantes de splicing. Células HEK293T (A) o Cos-7 (B) se transfectaron
con los vectores dl HIV-1, dl HTLV-1 y dl MMTYV en conjunto con un siRNA control
(SC), o con cantidades crecientes de un siRNA disefiado contra la region codificante de
RLuc. Las actividades de RLuc y FLuc se graficaron como RLA (%), considerando las
actividades de RLuc y FLuc en presencia del siRNA control como 100 %.
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Los resultados muestran que las actividades RLuc y FLuc disminuyen de manera
concentracion-dependiente con respecto al SiRNA-RLuc utilizado, en todas las
condiciones experimentales evaluadas, confirmando que ambas proteinas reporteras

estan codificadas en el mismo transcrito.

3.9 El silenciamiento de la expresion de nucleolina no impacta de manera especifica

la actividad de los IRESs retrovirales.

Para evaluar la participacion de nucleolina en la traduccién de los IRESs de HIV-
1, HTLV-1 y MMTV, células Cos-7 y HEK293T se co-transfectaron con los vectores
bicistrénicos dl HIV-1, dl HTLV-1 o dl MMTYV en conjunto con el vector vacio pSP64-
poly(A) y con 100 nM del siRNA-SC o de un siRNA contra el mRNA de nucleolina.
Posterior a la transfeccion, las células se lisaron y se determiné el correcto silenciamiento
de la proteina nucleolina mediante un ensayo de western blot (Fig. 19A,D) (Fig. 20A,D)
(Fig. 21A,D). Las actividades de RLuc y FLuc se determinaron y los resultados se
presentan como RLA (%) y RTA (%) donde las actividades obtenidas en presencia del

SiRNA-SC se llevaron a un 100 % (Fig. 19B,C,E,F) (Fig. 20B,C,E,F) (Fig. 21B,C,E,F).
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Figura 19. El silenciamiento de la expresién de nucleolina impacta la actividad de
ambos cistrones en el contexto del vector bicistrénico dl HIV-1. Células HEK293T
(panel superior) o Cos-7 (panel inferior), se transfectaron con 100 nM de un siRNA
control (SC) o con un siRNA especifico para silenciar la expresion de la proteina
nucleolina (A,D). El efecto del silenciamiento de la proteina nucleolina sobre la
traduccion se muestra como RLA (%) (B,E) o RTA (%) (C,F), considerando los valores
obtenidos en presencia del siRNA control como 100 %. El andlisis estadistico fue
realizado mediante t-test no paramétrico. *, p<0.05.
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Figura 20. EIl silenciamiento de la expresion nucleolina impacta la actividad de
ambos cistrones en el contexto del vector bicistronico dl HTLV-1. Células HEK293T
(panel superior) o Cos-7 (panel inferior), fueron transfectadas con 100 nM de un siRNA
negativo (SC) o con un siRNA especifico para silenciar la expresion de la proteina
nucleolina (A,D). EI efecto del silenciamiento de la proteina nucleolina sobre la
traduccion se muestra RLA (%) (B,E) o RTA (%) (C,F), considerando los valores
obtenidos en presencia del siRNA control como 100 %. El andlisis estadistico fue
realizado mediante t-test no paramétrico. *, p<0.05.
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Figura 21. El silenciamiento de la expresion de nucleolina impacta la actividad de
ambos cistrones en el contexto del vector bicistronico dl MMTV. Células HEK293T
(panel superior) o Cos-7 (panel inferior), fueron transfectadas con 100 nM de un siRNA
control (SC) o con un siRNA especifico para silenciar la expresion de la proteina
nucleolina (A,D). EI efecto del silenciamiento de la proteina nucleolina sobre la
traduccion se muestra como RLA (%) (B,E) o RTA (%) (C,F), considerando los valores
obtenidos en presencia del siRNA control como 100 %. El analisis estadistico fue
realizado mediante t-test no paramétrico. *, p<0.05.

Los resultados muestran que el silenciamiento parcial de nucleolina en células
Cos-7 y HEK293T afecta a ambos cistrones de manera equivalente, lo que sugiere
fuertemente que la concentracion intracelular de la proteina impacta sobre la estabilidad

o sintesis del mRNA. Los resultados sugieren ademas que el impacto del silenciamiento
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de nucleolina sobre la expresion de RLuc y FLuc no es ejercida a nivel traduccional.

3.10 La sobreexpresion de nucleolina solo incrementa la actividad del elemento IRES

de HTLV-1 a altas concentraciones.

Posteriormente, se decidid evaluar el impacto de la sobreexpresion de nucleolina
sobre el inicio de la traduccion mediada por los IRESs de HIV-1, HTLV-1, y MMTV.
Para ello, células HEK293T se co-transfectaron con los vectores dl AEMCV, dl HIV-1, dl
HTLV-10dl MMTV, con el plasmido pcDNA 3.1 LacZ y con concentraciones crecientes
del vector pTCN-NCL que codifica para nucleolina. Posterior a la transfeccion las células
se lisaron y la sobreexpresion de nucleolina se verificd mediante un ensayo de western
blot (Fig. 22A). Luego, se determind la actividad de RLuc y FLuc y los resultados se
presentan como RTA (%) donde las actividades obtenidas en ausencia del vector pTCN-

NCL fueron llevadas al 100 % (Fig. 22B).
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Figura 22. La sobrexpresion de Nucleolina no afecta la actividad de los IRESs
retrovirales. (A) Células HEK293T se co-transfectaron con 100 ng de los vectores
bicistronicos dl AEMCV, dIHIV-1, dIHTLV-1ydl MMTYV junto con el vector pcDNA3.1
LacZ en ausencia (-) o presencia de 250 y 500 ng de un vector que permite la expresion
de nucleolina. (B) Las actividades de los reporteros RLuc y FLuc fueron medidas y
normalizadas respecto a la actividad (3-galactosidasa. Los valores de actividad luciferasa
se expresaron como RTA (%) relativo a la actividad de cada vector bicistronico en
ausencia del plasmido que permite la expresion de nucleolina. El andlisis estadistico fue
realizado mediante ANOVA, seguida de la prueba de Tukey. *, p<0.05.

En acuerdo con los resultados presentados previamente, la sobreexpresion de
nucleolina en el contexto de células HEK293T no impacta la traduccion IRES-
dependiente de HIV-1y MMTV. En el caso de HTLV-1 solo se observa un incremento

relativo en la actividad del elemento cuando las células son transfectadas con 500 ng del

vector pTCN-NCL.
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3.11 El silenciamiento de la expresion de hnRNPU afecta el inicio de la traduccion

IRES retroviral.

Luego se procedi6 a evaluar el impacto de la proteina hnRNPU en el inicio de la
traduccion mediada por los IRESs de HIV-1, HTLV-1y MMTV. Para ello, se realizaron
ensayos de silenciamiento en la expresion enddgena de la proteina utilizando la estrategia
de siRNA. En estos ensayos, células Cos-7 y HEK293T se co-transfectaron con los
vectores bicistronicos dl HIV-1, dl HTLV-1 o dl MMTYV en conjunto con el vector vacio
pSP64-poly(A) y con 100 nM del siRNA-SC o un siRNA contra el mMRNA de hnRNPU.
El silenciamiento en la expresion endégena de hnRNPU se evalué mediante un ensayo de
western blot (Fig. 23A,D) (Fig. 24A,D) (Fig. 25A,D). Las actividades enzimaticas de
RLuc y FLuc se determinaron y los resultados se presentan como RLA (%) y RTA (%)
donde las actividades RLuc y FLuc obtenidas en presencia del siRNA-SC fueron llevadas

a un 100 % (Fig. 23B,C,E,F) (Fig. 24B,C,E,F) (Fig. 25B,C,E,F).
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Figura 23. El inicio de la traduccion IRES-dependiente de HIV-1 requiere de la
proteina hnRNPU. Células HEK293T (panel superior) o Cos-7 (panel inferior), se
transfectaron con 100 nM de un siRNA negativo (SC) o con un siRNA especifico para
silenciar la expresion de la proteina hnRNPU (A,D). El efecto del silenciamiento de la
proteina hnRNPU sobre la traduccidn se muestra como RLA (%) (B,E) o RTA (%) (C,F),
considerando los valores obtenidos en presencia del siRNA control como 100 %. El
analisis estadistico fue realizado mediante t-test no paramétrico. *, p<0.05.
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Figura 24. El inicio de la traduccion IRES-dependiente de HTLV-1 requiere de la
proteina hnRNPU. Células HEK293T (panel superior) o Cos-7 (panel inferior), se
transfectaron con 100 nM de un siRNA negativo (SC) o con un siRNA especifico para
silenciar la expresién de la proteina hnRNPU (A,D). El efecto del silenciamiento de la
proteina hnRNPU sobre la traduccion se  muestra como RLA (%) (B,E) o RTA (%)
(C,F), considerando los valores obtenidos en presencia del siRNA control como 100 %.
El andlisis estadistico fue realizado mediante t-test no paramétrico. *, p<0.05.
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Figura 25. El inicio de la traduccion IRES-dependiente de MMTYV requiere de la
proteina hnRNPU. Células HEK293T (panel superior) o Cos-7 (panel inferior), se
transfectaron con 100 nM de un siRNA negativo (SC) o con un siRNA especifico para
silenciar la expresién de la proteina hnRNPU (A,D). El efecto del silenciamiento de la
proteina hnRNPU sobre la traduccion se muestra como RLA (%) (B,E) o RTA (%) (C,F),
considerando los valores obtenidos en presencia del siRNA control como 100 %. El
andlisis estadistico fue realizado mediante t-test no paramétrico. *, p<0.05.

Los resultados muestran que el silenciamiento parcial de hnRNPU impacta

negativamente sobre el inicio de la traduccion mediada por los IRESs de HIV-1, HTLV-

1y MMTYV sin alterar la actividad cap-dependiente.
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3.12 La sobreexpresion de hnRNPU estimula el inicio de la traduccion IRES

retroviral.

Luego se evaluo el impacto de la sobreexpresion de la proteina hnRNPU sobre el
inicio de la traduccion mediada por los IRESs de HIV-1, HTLV-1y MMTV. Paraello, se
genero la construccion pcDNA4/HisMax/hnNRPU la cual permite expresar la proteina
hnNRPU fusionada a un tag de histidina en células eucariontes. La sobreexpresion de la
proteina se visualizd por western blot utilizando un anticuerpo anti-His o anti-hnRNPU

(Fig. 26).

KDa 0 125 250 500 ng ONA hnRNP U

130 -— o Anti hnRNPU

33 _ | e e |+ GAPDH

Figura 26. Sobreexpresion de la proteina hnNRPU en células HEK293T. La
transfeccion del vector pcDNA4/HisMax/hnNRPU permite expresar la proteina hnRNPU
en el contexto de células eucariontes e identificarla utilizando un anticuerpo primario anti-
His o anti- hnRNPU.
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Células HEK293T y Cos-7 se co-transfectaron con los vectores dl AEMCV, dl
HIV-1, dl HTLV-1 o dl MMTV junto con el plasmido pcDNA 3.1 LacZ y con
concentraciones crecientes del vector pcDNA4/HisMax/hnNRPU. Posterior a la
transfeccion, las células se lisaron y se realiz6 un ensayo de western blot para evaluar la
sobreexpresion de hnRNPU en ambos contextos celulares utilizando un anticuerpo anti-
hnRNPU (Fig. 27A,C). Las actividades enziméticas de RLuc y FLuc se determinaron y
los resultados se presentan como RTA (%) relativo a las actividades RLuc y FLuc
obtenidas en ausencia del vector pcDNA4/HisMax/hnNRPU, las cuales se llevaron al 100

% (Fig. 27B,D).

A
dIAEMCY dIHIV-1 dINTLV-1 dIMMTV
kDa 4 250 500 0 250 500 0 250 500 0 250 500  ng de Vector
hNRNPU
B e T p—— R UL
)
100 - b -

—————— -t

E LR

3004

2004

RTA (%)

100+

dl AEMCV dlHIv-1 dl HTLV-1 dl MMTV

74



dlagEmcy diHIvV-1 dIHTLV-1 dimmTv
kDa 0250 500 0 250 500 0 250 500 0 250 500 ng de Vector
hnNRP U
130~
T — - - o * - - hnRNPU
- — F
100 =
’....-...“. { GAPDH
5=
D
3004
* * *
3 * % *
S 20
<
|_
x
1004
0

dl AEMCV dlHIV-1 dl HTLV-1 dl MMTV

Figura 27. La sobrexpresion de hnRNPU estimula la actividad de los elementos
IRESs retrovirales. Células HEK293T (panel superior) o Cos-7 (panel inferior) se co-
transfectaron con 100 ng de los vectores bicistronicos dl AEMCV, dl HIV-1, dl HTLV-1
y dl MMTYV junto con el vector pcDNA3.1 LacZ en ausencia o presencia de 250 y 500 ng
del vector pcDNA4/HisMax/hnNRPU (A,C). El efecto de la expresion de hnRNPU se
muestra como RTA (%) (B,D), relativo a la actividad de cada vector bicistronico en
ausencia del plasmido que permite la expresion de hnRNPU. El analisis estadistico fue
realizado mediante ANOVA, seguida de la prueba de Tukey. *, p<0.05.

75



La sobreexpresion de hnRNPU en el contexto de células HEK293T y Cos-7 induce

un incremento en la actividad del IRES de HIV-1, HTLV-1y MMTV.

3.13 La expresion de la proteina hnRNPUmut impacta de manera negativa la

actividad de los IRESs de HIV-1, HTLV-1y MMTYV en células HEK293T.

La proteina hnRNPU posee un motivo de unioén a RNA del tipo RGG. Se decidio
determinar el rol del motivo RGG en el efecto ejercido por hnRNPU sobre la traduccion
mediada por los IRESs de HIV-1, HTLV-1y MMTV. Paraello, se elabor6 la construccion
pcDNA4/HisMax/hnNRPUmut la cual permite expresar la proteina hnRNPU sin el
motivo RGG (hnNRPUmut) fusionada a un tag de histidina. Luego, células HEK293T y
Cos-7 se co-transfectaron con los vectores dl AEMCV, dl HIV-1, dl HTLV-1 o dl MMTV
junto con el plasmido pcDNA 3.1 LacZ y con concentraciones crecientes del vector
pcDNA4/HisMax/hnNRPUmut. La expresion de la proteina hnRNPUmut en ambos
contextos celulares se confirmo con ensayos de western blot (Fig. 28A,C). La mutacion
en el motivo RGG de la proteina impide el reconocimiento de la misma a través del
anticuerpo anti-hnRNPU por esta razén la deteccion de la proteina se realizo utilizando
un anticuerpo anti-His. Las actividades enzimaticas de RLuc y FLuc se determinaron y
los resultados se presentan como RTA (%) donde las actividades de RLuc y FLuc
obtenidas en ausencia del vector pcDNA4/HisMax/hnNRPUmut, fueron llevadas al 100

% (Fig. 28B,D).
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Figura 28. La expresion de la proteina hnRNPUmut impacta de manera negativa la
actividad de los IRESs retrovirales. Células HEK293T (panel superior) o Cos-7 (panel inferior)
se co-transfectaron con 100 ng de los vectores bicistronicos dl AEMCV, dl HIV-1, dl HTLV-1y
dl MMTYV junto con el vector pcDNA3.1 LacZ en ausencia o presencia de 250 y 500 ng del vector
pcDNA4/HisMax/hnNRPUmut (A,C). El efecto de la expresion de hnRNPUmut se muestra como
RTA (%) (B,D), relativo a la actividad de cada vector bicistronico en ausencia del plasmido que
permite la expresion de hnRNPU. El analisis estadistico fue realizado mediante ANOVA,

seguida de la prueba de Tukey. *, p<0.05.
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Los resultados muestran que la sobreexpresion de hnRNPUmut en el contexto de
células HEK293T impacta de manera negativa la actividad de los elementos IRES
retrovirales. Esto refuerza la nocion de que en células HEK293T hnRNPU es requerida
para la actividad IRES. En células Cos-7 la expresion de hnRNPUmut no impacto de
manera importante la actividad de los IRESs de HIV-1y MMTV. Sélo el elemento IRES

de HTLV-1 se ve afectado por la expresion de esta proteina.

3.14 Localizacion de la proteina hnRNPU en células.

La proteina hnRNPU migra entre el nlcleo y citoplasma (Zhao et al., 2012).
Interesantemente, los resultados obtenidos por GRNA/espectrometria de masas nos
permitieron identificar esta proteina unida a la region 5’UTR de los gRNAs de HIV-1y
HTLV-1 solo desde los extractos nucleares. Por ello, se decidio evaluar la localizacion de
hnRNPU en las distintas lineas celulares utilizadas en este trabajo. Para ello, se prepararon
extractos citoplasmaticos, nucleares y completos desde células Jurkat, Cos-7 y HEK293T
utilizando la estrategia experimental descrita previamente en la seccion 2.5.2 de materiales
y métodos. Posteriormente, los extractos obtenidos se utilizaron en un ensayo de western
blot para detectar la localizacién de hnRNPU. En el experimento, las proteinas PARP y
a-tubulina fueron utilizadas como marcador de nlcleo y citoplasma respectivamente (Fig.
29A). Los resultados del ensayo de western blot, revelan que hnRNPU estaria
principalmente en la fraccion citoplasmatica y en menor proporcién en la fraccidn nuclear
de cada linea celular. Considerando estos resultados, se evalud la localizacion de hnRNPU

en células HEK293T y su distribucion en el contexto de una infeccién viral mediante
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ensayos de inmunofluorescencia. En el experimento, células HEK293T se crecieron sobre
un cover de vidrio hasta el 60 % de confluencia y se transfectaron con el vector psp64 o
con el vector pNL4.3-RLuc el cual permite la expresion de HIV-1/RLuc que posee
incorporado en la region codificante de la proteina Gag, la regidon codificante para la
proteina RLuc (Soto-Rifo et al., 2012). La transfeccion de este vector en el contexto de
celulas HEK293T permite evaluar la traduccion del gRNA de HIV-1 a través de la
determinacion de la actividad de RLuc (Fig. 29B). Los resultados obtenidos por
inmunofluorescencia permiten confirmar que la localizacion de hnRNPU en células
HEK293T, visualizada como las marcas fluorescentes rojas, es de preferencia
citoplasmatica. Mas aln, cuando las células son transfectadas con el vector psp64 o

pNL4.3-RLuc, no se observa un cambio en la localizacion de la proteina (Fig. 29C).

Extracto completo Extracto citoplasmatico Extracto nuclear

kDa J 29317 Cos-7 J 2937 Cos-7 J 2931 Cos-7

- an P ..’ { Anti hNRPU
=2

130

100 =

130-&.' p— -'- { PARP
-

100=

55
- —— { @ Tubulina

80



20001
*
§ 15004
2>
=
3 10004
<
)
3 5001
@
0_
C
Células HEK293T Células HEK293T + psp64 Células HEK293T + pNL4.3-RLuc

Figura 29. Localizacion celular de la proteina hnRNPU. (A) Extractos completos,
citoplasmaticos y nucleares obtenido de células Jurkat (panel izquierdo), Cos-7 (panel
central) y HEK293T (panel derecho) analizados por western blot para evaluar la
localizacion de la proteina hnRNPU. (B) Actividad RLuc en células HEK293T
transfectadas con el vector psp64 o con el vector pNL4.3-RLuc (C) Evaluacién por
inmunofluorescencia de la localizacion de hnRNPU (rojo) en células HEK293T en
ausencia (panel izquierdo) o en presencia del vector psp64 (panel central) y del clon
infeccioso pNL4.3-RLuc (panel derecho). El anélisis estadistico fue realizado mediante
t-test no paramétrico. *, p<0.05.
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4. DISCUSION

Los mecanismos moleculares que determinan el reconocimiento de los IRES por parte
de la maquinaria de inicio de la traduccion celular no son del todo claros. Sin embargo,
diversos estudios han demostrado que el funcionamiento de estos elementos depende, en
algunos casos, de su capacidad de interactuar con ITAFs (King, Cobbold and Willis,
2010). Se ha propuesto que los ITAFs favorecerian la estructuracion de los IRESs lo que
permitiria el reclutamiento de la maquinaria de inicio de la traduccion (LOpez-Lastra,
Rivas and Barria, 2005). Desde la caracterizacion inicial de estos elementos en
picornavirus (Jang et al., 1988; Pelletier and Sonenberg, 1988), se ha descrito la presencia
de IRESs en mRNAs provenientes de distintas familias virales incluyendo a los
Retroviridae (Buck et al., 2001; Brasey et al., 2003; Balvay et al., 2007; Vallejos et al.,
2009; de Breyne et al., 2012; Ohlmann, Mengardi and Lépez-Lastra, 2014; Olivares et
al., 2014)

En la actualidad, la utilizaciébn de construcciones bicistronicas (Fig.1) es la
metodologia principal para la identificacion y caracterizacion de un IRES. En estudios
realizados con IRESs celulares, se ha descrito que la actividad de estos elementos puede
variar significativamente si los experimentos para evaluar su funcion se realizan a partir
de transfecciones de DNA o RNA bicistronico (Semler and Waterman, 2008). Resultados
similares a los observados con los IRESs celulares se obtienen bajos estas mismas

condiciones experimentales con los IRESs retrovirales (Olivares, 2014). En este trabajo,
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se demostrd mediante ensayos de transfeccion de vectores bicistronicos que los elementos
IRESs de HIV-1y HTLV-1 son funcionales en el contexto de células HeLa. Sin embargo,
cuando se transfectan los mRNAs bicistronicos sintetizados in vitro a partir de estos
mismos vectores, se observa una pérdida de la actividad de ambos elementos (Olivares,
2014).

Se ha propuesto que esta diferencia en la actividad se debe a que tanto los IRESs
celulares como retrovirales requieren un paso previo por el nucleo, condicion que no se
cumple al realizar transfecciones de mRNAs. En este contexto, se postula que durante la
sintesis de los gRNAs retrovirales en el ndcleo, distintas proteinas celulares se asociarian
a estos formando complejos ribonucleoproteicos (RNP), los cuales posteriormente
viajarian asociados al gRNA durante el proceso de transporte hacia el citoplasma

(Cochrane, McNally and Mouland, 2006; Semler and Waterman, 2008).

Considerando estos antecedentes, se postula que la pérdida en la actividad
traduccional de los elementos IRES de HIV-1y HTLV-1 en los ensayos de transfeccion
de mRNA se debe a la ausencia de ITAFs nucleares que son requeridos para modular la

actividad traduccional de ambos elementos retrovirales.

Debido a esto, este trabajo de tesis se centro en la basqueda de ITAFs que modulen
la actividad de IRESs retrovirales haciendo énfasis en la bisqueda de proteinas cuya
funcién bioldgica es preferentemente ejercida en el nicleo. Como criterio de seleccion se

focaliz6 en proteinas celulares que participan en el metabolismo nuclear del RNA.
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4.1 El elemento MMTYV IRES es funcional en células HEK293T

Nuestra primera aproximacion experimental consistid en revalidar la funcién del
elemento MMTV IRES en el contexto de células HEK293T. Para ello, realizamos
transfecciones de DNA utilizando un vector bicistrénico que posee la secuencia del
elemento IRES de MMTYV clonado en la region intercistronica (Fig. 4A). En este contexto,
la expresion del primer cistron (correspondiente a la sintesis de la proteina reportera RLuc)
ocurre de manera cap-dependiente mientras que la expresion del segundo cistron
(correspondiente a la sintesis de la proteina reportera FLuc) ocurre sélo si el elemento
IRES de MMTYV es capaz de reclutar la maquinaria de inicio de la traduccion. Los
resultados obtenidos, nos permiten demostrar que en el contexto de células HEK293T el
IRES de MMTYV es funcional (Fig. 4B). A pesar de esto, la utilizacion de vectores
bicistrénicos ha sido previamente cuestionada por algunos autores, los cuales plantean que
las actividades de los elementos IRESs podrian corresponder a artefactos originados por
la presencia de un promotor criptico rio arriba de la regién codificante de la proteina FLuc
0 debido a eventos de splicing alternativo. Ambas posibilidades se descartaron de manera
experimental (Fig. 5y 6), demostrando que el elemento IRES de MMTYV es funcional en

el contexto de células HEK293T.
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4.2 La proteina PTB1 es un ITAF para el IRES de MMTV.

La proteina PTB1, también conocida como hnRNPI, es una proteina involucrada
en diferentes procesos dentro de la célula. Se ha demostrado que esta proteina participa
en eventos de splicing, localizacion, estabilidad y procesamiento del extremo 3 de algunos
MRNAs (Romanelli, Diani and Lievens, 2013). Estructuralmente, PTB1 se caracteriza por
poseer 4 motivos RRM de union a RNA, una sefial de localizacion nuclear y una sefial de
exporte nuclear (Oberstrass, 2005; Auweter and Allain, 2008), lo que permite el transito
de ésta proteina entre el nucleo y el citoplasma. Diversos trabajos han descrito que PTB1
funciona como un ITAF para distintos IRES virales como es el caso del IRES del virus de
la hepatitis C (HCV), el IRES del virus polio (PV) y el IRES del virus de la
encefalomiocarditis (EMCV) (Gosert et al., 2000; Kafasla et al., 2009, 2010).
Considerando el analisis de secuencia de la region 5’"UTR de MMTYV Yy la identificacion
de distintos sitios putativos de union a la proteina PTB (Fig. 7) nos parecié pertinente
evaluar la participacion de esta proteina en la traduccion mediada por el IRES de MMTV.
Para ello, realizamos un ensayo de silenciamiento con el fin de disminuir la expresion
enddgena de la proteina. Los resultados obtenidos demuestran que la disminucion en la
expresion de PTB impacta negativamente la actividad del elemento IRES de MMTYV sin
afectar el inicio de la traduccion cap-dependiente (Fig. 8A, B). Estos resultados nos
permiten establecer que PTB1 puede funcionar como un ITAF para este elemento y que

es necesaria para iniciar la traduccion IRES-dependiente de MMTYV.

Posteriormente, se evalud el efecto de la sobreexpresion de la proteina sobre el

inicio de la traduccion IRES-dependiente de MMTV. Para esto, se transfectd el vector
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bicistronico de MMTYV junto con el vector pcDNA4/HisMax/PTB1. Los resultados
obtenidos demuestran que el aumento en la expresion de PTB1 (Fig. 9A), resulta en una
estimulacion de la actividad del elemento IRES (Fig. 9B). La estimulacion traduccional
del IRES de MMTYV es similar a la obtenida con el IRES de HCV, utilizado en el
experimento como control positivo. Esta observacion es interesante ya que una diferencia
entre el MRNA de MMTV y HCV es que este Ultimo no transita por el nucleo de la célula,
a diferencia de lo que ocurre con el gRNA de MMTYV. Considerando esta observacién y
que PTBL1 es capaz de translocar entre el nicleo y el citoplasma, los resultados obtenidos
no nos permiten determinar en qué compartimento celular ocurre la asociacion entre PTB1
y el IRES de MMTV. Por otro lado, los resultados obtenidos a partir de la sobreexpresion
de PTB1 permiten confirmar que la proteina no estimula la traduccién IRES-dependiente
de HIV-1, en acuerdo con lo que se ha descrito en trabajos previos (Waysbort et al., 2001).
Estos resultados, en conjunto, demuestran que PTB1 actla selectivamente como un ITAF
entre los IRES retrovirales y en el caso particular de este trabajo podemos concluir que

PTB1 actua como un ITAF para el IRES de MMTV.

A continuacién, y considerando la presencia de multiples sitios putativos de unién
para la proteina PTBL1 en la regién 5"UTR de MMTV (Fig. 7), se procedio a evaluar la
capacidad de interaccion de PTB1 con la region 5"UTR de MMTV. Diversos trabajos han
demostrado que la interaccion de ésta proteina con su mRNA blanco puede ocurrir a través
de dos mecanismos distintos. EI primero de ellos comprende la asociacion de un factor
celular al IRES el que provocaria un cambio conformacional en la estructura del elemento

y permitiria el posterior reclutamiento de PTB1. El segundo mecanismo comprende una
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interaccion directa de la proteina con el mMRNA (Niepmann et al., 1997; Mitchell et al.,
2003). Se demostrd a través de ensayos de UV-CLIP que la proteina PTB1 interactda con
laregion 5"UTR de MMTV (Fig. 10). Los resultados obtenidos por UV-CLIP demuestran
que la interaccién RNA/proteina es especifica entre la region 5"UTR de MMTV y PTB1
(Fig. 10A) y que dicha interaccion supera incluso a la observada con el control positivo
(Fig. 10B). Estos resultados nos permiten determinar que PTBL1 se une a la region 5’UTR
de MMTYV, sin embargo, no nos permiten determinar con exactitud el lugar especifico de

interaccion.

Luego, evaluamos si los motivos RRM de PTB1 son necesarios para estimular la
actividad del elemento IRES de MMTYV. Para ello, se realizaron mutaciones agrupadas en
los motivos RRM1/RRM2 y RRM3/ RRM4 las cuales anulan la capacidad de PTB1 de
unirse a sus secuencias blanco. La seleccion de estas mutaciones se basé ademas en que
los motivos RRM3 y RRM4 interactian formando una estructura coordinada en la
proteina la que permite la unién de estos motivos a los tractos de pirimidina induciendo la
formacion de loops en el RNA (Oberstrass, 2005; Lamichhane et al., 2010). Al co-
transfectar la construccion bicistronica de MMTV en conjunto con los vectores que
permiten la expresion de las proteinas mutantes o wild type (Fig. 11A), se observa que las
mutaciones introducidas en los motivos RRM1/RRM2 y RRM3/RRM4 resultan en una
inhibicion de la traduccion IRES-dependiente de MMTYV en comparacion a la actividad
observada en presencia de la proteina wild type (Fig. 11C), indicando por lo tanto que los
motivos RRM son necesarios para estimular la actividad del elemento. Estos resultados

sin embargo no nos permiten determinar la participacion individual de cada motivo.

87



Trabajos realizados previamente han demostrado que la regulacion de PTB1 sobre un
elemento IRES pude requerir sélo de algunos RRMs. Por ejemplo, en el caso del IRES de
PV, se ha descrito que el RRM3 de PTBL1 no se encuentra en contacto directo con el RNA
y por lo tanto mutaciones en este motivo no afectan considerablemente la actividad del

IRES (Kafasla et al., 2011).

4.3 ldentificacion de proteinas que interactdan con la region 5"UTR del gRNA

de HIV-1y HTLV-1.

Una vez determinado que PTB1 funciona como un ITAF para el IRES de MMTV,
quisimos extender la busqueda de factores celulares que interacttan con la region 5’"UTR
de HIV-1y HTLV-1. Paraello, se realizd un ensayo de GRNA, el cual, como se describio
en la seccion 2.7 de materiales y métodos, permite aislar complejos RNPs a partir de
fracciones nucleares o citoplasméticas obtenidas desde la linea celular Jurkat (Fig. 14). La
identificacion de los componentes presentes en los complejos que se forman sobre la
region 5°UTR de HIV-1 0 HTLV-1, fue realizada por espectrometria de masas, 1o que nos
permitio obtener una lista de proteinas. Esta lista, fue luego comparada con las proteinas
que se asocian al RNA 3BoxB (control de interaccion inespecifico) y por ende sélo se
seleccionaron aquellos factores que interactian de manera especifica con la region 5’ UTR
de HIV-1 0 HTLV-1. Posteriormente, comparamos nuestros resultados con los obtenidos
previamente en nuestro laboratorio (Vallejos et al., 2011), y adn, cuando en este trabajo
las fracciones utilizadas no fueron obtenidas desde un contexto celular adecuado, las

proteinas identificadas fueron utilizadas como un patrén de comparacion para seleccionar
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aquellos factores con mayor probabilidad de interacciéon. De esta manera, se realiz6 un
andlisis sustractivo en el cual solo se seleccionaron las proteinas que estaban presentes en
ambas listas (Tablas 1,2,3 y 4), entre las que se encontraban nucleolinay hnRNPU. Ambas
proteinas participan en eventos nucleares asociados al metabolismo del RNA (Tajrishi,
Tuteja and Tuteja, 2011; Zhao et al., 2012; Ye et al., 2015; Jia et al., 2017), por lo cual

fueron evaluadas en este trabajo de tesis como posibles ITAFs de los IRES retrovirales.

4.4 Actividad de los elementos IRESs de HIV-1 y HTLV-1 en células Cos-7 y

HEK?293T.

Las lineas celulares que utilizamos en estos estudios fueron HEK293T y Cos-7 ya
que ambas son de fécil transfeccién y han sido previamente utilizadas para el estudio de
elementos IRESs (Vallejos et al., 2009; Carvajal et al., 2012; Olivares et al., 2014;
Caéceres et al., 2016). Ademas, la expresion de nucleolina y hnRNPU se detecta en las
lineas celulares Jurkat, Cos-7 y HEK293T (Fig. 15). Los resultados obtenidos nos
permiten sugerir que la expresion de nucleolina en los tres contextos celulares y bajo las
mismas condiciones experimentales es similar (Fig. 15A). Sin embargo, al analizar la
expresion de hnRNPU logramos observar que esta es similar entre las células HEK293T
y Jurkat pero se observa un baja deteccién en el contexto de las células Cos-7 (Fig. 15B).
Este resultado podria explicarse debido a que cada linea celular tiene distintos origenes
y/o a la expresion diferencial de proteinas segun el tipo de tejido. A pesar de esta diferencia
decidimos utilizar la linea celular Cos-7 ya que nos pareci0 interesante comparar la

participacion de hnRNPU en un contexto de mayor y menor expresion.
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A continuacién, y considerando nuestro nuevo background celular, re-validamos
el funcionamiento de los elementos IRESs de HIV-1 y HTLV-1 en el contexto de células
HEK293T y Cos-7. Consideramos ademas incluir en el estudio el elemento IRES de
MMTYV a modo de diversificar los elementos IRES retrovirales sobre los cuales evaluamos
la participacion de las proteinas nucleolina y hnRNPU. En este contexto, la revalidacion
de los elementos IRESs de HIV-1y HTLV-1 se realiz6 en ambas lineas celulares, mientras
que el elemento IRES de MMTYV solo se caracteriz6 en la linea celular Cos-7 considerando
que habia sido previamente revalidado en células HEK293T (Fig. 4, 5 y 6). Es asi como
se validdé que los elementos IRES de HIV-1 y HTLV-1 son funcionales en células
HEK293T y Cos-7 (Fig. 16, 17 y 18) mientras que el elemento IRES de MMTYV ademas

de ser funcional en células HEK293T también lo es en células Cos-7 (Fig. 16, 17 y 18).

Luego se procedi6 a evaluar la participacion de las proteinas nucleolinay hnRNPU

en el inicio de la traduccion IRES retroviral.

4.5 La proteina nucleolina no es un ITAF para los IRESs de HIV-1, HTLV-1y

MMTV.

Nucleolina ha sido descrito como una proteina ubicua ya que es posible encontrarla
distribuida dentro de la célula en el nucléolo, citoplasma y membrana plasmaética (Salvetti
et al., 2016) y porque ademas participa en distintos procesos celulares como: regulacién
de la expresion genica, transcripcion, proliferacion, crecimiento celular y metabolismo del

RNA (Salvetti et al., 2016). Se ha descrito que la participacion de nucleolina en estos

90



procesos se debe a su capacidad de interactuar con DNA, RNA y proteinas (Salvetti et al.,

2016).

Diversos estudios han sugerido ademas que nucleolina podria estar involucrada en
distintos eventos asociados a una infeccion viral. En este contexto, una infeccion con
adenovirus o PV resulta en una relocalizacion y acumulacion de la proteina en el
citoplasma de la célula (Jia et al., 2017). Por otro lado, se ha demostrado que la expresion
ectopica de la proteina en bajas concentraciones estimula el inicio de la traduccién IRES-

dependiente de PV (lzumi et al., 2001).

Considerando estos antecedentes y los resultados obtenidos por espectrometria de
masas, los cuales nos permitieron aislar esta proteina desde los complejos RNPs formados
sobre el 5’UTR de HIV-1y HTLV-1, decidimos evaluar la participacion de nucleolina en
el inicio de la traduccion IRES-dependiente de HIV-1, HTLV-1 y MMTV. Sin embargo,
y a pesar de lo anticipado los resultados muestran que nucleolina no es un ITAF para los
IRESS retrovirales evaluados (Fig.19, 20 y 21) ya que la disminucion en la expresién de
la proteina afecta la actividad de RLuc como de FLuc. Esto podria deberse a que una
disminucion en la expresién de nucleolina podria afectar los distintos procesos en los que
ésta participa como: transcripcion, ensamblaje de ribosomas y estabilidad de los mMRNAs
(Jia et al., 2017). Este trabajo no incluyé experimentos destinados a dilucidar esta
observacién. En acuerdo con esta observacion, la sobreexpresion de la de nucleolina no
afecta el inicio de la traduccion IRES-dependiente de HIV-1 y MMTV (Fig. 22B). Sin
embargo, en el caso del HTLV-1 IRES se observa un incremento en la actividad del

elemento, el cual s6lo ocurre cuando se transfectan 500 ng del vector pTCN-NCL (Fig.
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22B.), es decir, nucleolina puede incrementar la actividad del IRES de HTLV-1 pero s6lo

cuando se encuentra en altas concentraciones en la célula.

4.6 La proteina hnRNPU es un ITAF para los IRES de HIV-1, HTLV-1y MMTV.

La proteina hnRNPU también conocida como SAF-A, pertenece a la familia de las
ribonucleoproteinas heterogéneo nucleares y fue identificada en este trabajo por
espectrometria de masas como uno de los factores nucleares asociados al 5’"UTR de HIV-
1 y HTLV-1. HnRNPU posee dentro de la celula una localizacion preferentemente
nuclear, pero pude deslocalizarse entre el ndcleo y citoplasma (Zhao et al., 2012). Entre
sus caracteristicas estructurales destaca la presencia de un motivo rico en glicinas y
argininas denominada RGG que le confiere la capacidad de interactuar con el RNA
(Kiledjian and Dreyfuss, 1992). Se ha descrito, que esta proteina ademas tiene la
capacidad de interactuar con DNA y proteinas y por tanto participa en procesos celulares
como trascripcion, procesamiento del RNA vy estabilizacion de algunos mRNAs (Gohring

and Fackelmayer, 1997; Yugami et al., 2007; Ameyar-Zazoua et al., 2009).

Por otra parte, se ha demostrado que hnRNPU interactta con la proteina viral Rev
del virus HIV-1 in vitro (Hadian et al., 2009). Durante el ciclo replicativo de HIV-1, la
proteina Rev participa en el proceso de transporte de los mMRNASs virales parcialmente
procesados o no procesados, entre los que se encuentra el gRNA de HIV-1 (Frankel and

Young, 1998).

El primer ensayo que se realizo consistio en silenciar la expresion de la proteina
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utilizando la estrategia de SIRNA. Los resultados obtenidos demuestran que un
silenciamiento parcial en la expresion de hnRNPU es suficiente para afectar
negativamente el inicio de la traduccion IRES-dependiente de HIV-1, HTLV-1y MMTV
en el contexto de células HEK293T y Cos-7 (Fig. 23,24,25). Como se observa en los
resultados, la baja expresion de la proteina no compromete el inicio de la traduccién cap-
dependiente por lo que se puede sugerir que el efecto es especifico sobre la actividad de
los elementos IRESs. Por otra parte, la sobreexpresion de la proteina resulta en una
estimulacion de la actividad de los elementos IRESs retrovirales de manera concentracion
dependiente en ambos contextos celulares (Fig. 27B,D). Por cuanto hnRNPU es un ITAF

para los IRES de HIV-1, HTLV-1y MMTV.

Para extender el estudio de la proteina hnRNPU decidimos evaluar la participacion
del motivo RGG en el inicio de la traduccion IRES retroviral. Para ello, células HEK293T
y Cos-7 se transfectaron con concentraciones crecientes del vector
pcDNA4/HisMax/hnNRPUmut en conjunto con los vectores bicistronicos dl HIV-1, dl
HTLV-10dl MMTV. Los resultados obtenidos permitieron determinar que en el contexto
de células HEK293T, la expresion de la proteina hnRNPUmut impacta de manera negativa
el inicio de la traduccion IRES-dependiente de HIV-1, HTLV-1y MMTV (Fig. 28B). Por
otra parte, en el contexto de células Cos-7 sélo el inicio de la traduccion IRES-dependiente
de HTLV-1 se ve comprometido (Fig. 28D), lo que sugiere que la interaccion
hnRNPU/RNA es importante para modular la actividad de algunos IRESs retrovirales de
manera contexto celular dependiente. Esta diferencia podria deberse a la expresion

diferencial de proteinas entre distintos contextos celulares lo que sugiere que el
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ensamblaje de complejos RNPs sobre los mMRNAs puede variar segin el background
proteico de la célula. Méas aun, y considerando que hnRNPU interact(a con otras proteinas
dentro de la célula, los resultados nos permiten sugerir que la expresion de hnRNPUmut
podria alterar la formacion de los complejos RNPs sobre los IRESs, lo que resulta en una

disminucion de la actividad de estos elementos.

A la fecha existen pocos antecedentes de la participacion de hnRNPU en el inicio
de la traduccion IRES-dependiente viral. En el afio 2004 Lu y cols. identificaron proteinas
celulares asociadas al 5"UTR de HCV entre las que se encontraba la proteina hnRNPU.
En esta investigacion se plante6 que la proteina puede ser un nuevo factor celular
involucrado en la regulacion de la traduccion IRES-dependiente de HCV. Mas aun, los
autores proponen que hnRNPU asociada al mMRNA de HCV podria actuar de forma similar
a lo que ocurre con el virus de la estomatitis vesicular (VSV). Durante la infeccion viral
con VSV, hnRNPU se une al RNA leader viral en el ntcleo de la célula y luego colocaliza
con el virus en el citoplasma. Ademas, es posible encontrarla empaquetada en viriones
purificados, lo que sugiere un rol importante de hnRNPU en el ciclo replicativo de VSV

(Gupta, Drazba and Banerjee, 1998).

Considerando estos antecedentes evaluamos la localizacion de hnRNPU durante
la infeccion viral con HIV-1. En este contexto, la primera aproximacién experimental que
utilizamos consistid en identificar mediante western blot la presencia de la proteina en
extractos completos, citoplasmatico y nuclear provenientes de células Jurkat, HEK293T
y Cos-7 con el objetivo de evaluar su distribucion en las distintas fracciones. Los

resultados obtenidos permiten identificar la proteina en todas las fracciones evaluadas
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siendo ésta mas abundante en la fraccion citoplasmatica (Fig. 29A). A continuacion, y
como una forma de corroborar nuestros resultados, evaluamos la distribucion de la
proteina en células HEK293T por inmunofluorescencia. Al igual que lo observado por
western blot, hnRNPU se encuentra mayoritariamente localizada en el citoplasma de la
célula (Fig. 29C, panel izquierdo). Mas aun, posterior a la transfeccién con el clon
infeccioso pNL4.3-RLuc no se observa un cambio en la distribucion de la proteina (Fig.

29C, panel derecho).

Estos resultados sugieren qué si bien la proteina posee una localizacion
mayoritariamente citoplasmética, es probablemente la fraccion que se encuentra
confinada en el nacleo la necesaria para modular la actividad del elemento IRES de HIV-
1, ya que la proteina localizada en el citoplasma no es capaz de asociarse al 5’"UTR de
HIV-1 como se demuestra a través de los ensayos de GRNA acoplados a espectrometria
de masas, mientras que solo la proteina localizada en la fraccion nuclear es capaz de

asociarse al RNA.
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CONCLUSIONES

1.-La proteina PTB1 se une a la region 5"UTR de MMTV y actia como un ITAF para el

IRES de MMTV.

2.-Los motivos de union a RNA RRM de PTBL1 son necesarios para estimular la actividad

del elemento IRES de MMTV.

3.-La proteina nucleolina interactta con la region 5°UTR de HIV-1 y HTLV-1, sin

embargo, no actdla como un ITAF para los IRESs de HIV-1, HTLV-1y MMTV.

4.- La proteina hnRNPU se une a la regiéon 5’"UTR de HIV-1y HTLV-1 y actda como un

ITAF para los IRESs de HIV-1, HTLV-1y MMTV.
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