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RESUMEN

Los RNAs genomicos (gRNAs) de los retrovirus poseen sitios internos de entrada al
ribosoma (IRESes) en su region 5" UTR que promueven el inicio de la traduccidon cap-
independiente. En la actualidad, se desconocen los mecanismos moleculares a través
de los cuales los IRESes retrovirales reclutan la maquinaria traduccional del hospedero.
No obstante, existe evidencia reportada que sugiere que la actividad IRES es regulada
por factores celulares, denominados de manera genérica factores que actlan en trans
sobre IRES (ITAFs). La proteina ribonucleoproteina heterogénea nuclear K (hnRNP K)
ha sido identificada como una proteina de unién a la regiéon 5’UTR de HIV-1. La
localizacién celular de hnRNP K es preferentemente nuclear, sin embargo, la proteina se
deslocaliza desde el nucleo al citoplasma durante la replicacion de HIV-1. Esta observacion
sugiere que hnRNP K podria ejercer un rol citoplasmatico durante la replicacidon de HIV-1.
Con el fin de establecer un posible rol de hnRNP K en la traduccién de algunos gRNAs
retrovirales, se procedié a confirmar mediante un ensayo de UV-CLIP/g-RT-PCR la
interaccién entre la regién 5 UTR de los gRNAs de HIV-1, HTLV-1 y MMTV con hnRNP K.
Posteriormente, se evalué el rol de hnRNP K en el inicio de la traduccidon mediada por los

elementos IRES de HIV-1, HTLV-1 y MMTV. Nuestros resultados muestran que el
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silenciamiento parcial de hnRNP K tiene un impacto negativo sobre el inicio de la
traduccién mediado por los IRESes de HIV-1, HTLV-1 Y MMTV. En acuerdo con estos
resultados, la sobreexpresiéon de hnRNP K estimula la actividad de los IRESes estudiados.
Esta actividad estimulatoria incrementada alin mas al expresar hnRNP K en asociacion con
otros ITAFs ya descritos para IRESes retrovirales como son hnRNP Al y hnRNP U. Esta
observacion sugiere la formacién de complejos ribonucleoproteicos (RNPs) entre estas
proteinas y el mRNA viral. Se procedié a evaluar el impacto de HuR, un inhibidor de la
actividad del IRES de HIV-1, cuando expresado en combinacién con hnRNP K. Los resultados
muestran que HuR inhibe el efecto estimulatorio de hnRNP K sobre la actividad de los IRESes
de HIV-1y HTLV-1, pero no de MMTV. Resultados de ensayos de co-inmunoprecipitaciony
de ligacion por proximidad (PLA) no cuantitativa indican que la proteina hnRNP K interactua
con hnRNP A1, hnRNP U y HuR. En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis sugieren
el rol de hnRNP K como un ITAF para los elementos IRES de HIV-1, HTLV-1 y MMTV.
Asi también, se valida a hnRNP A1 como activador de la traduccidon mediada por los
IRES de HIV-1, HTLV-1y MMTV. Adicionalmente, los resultados de este trabajo apoyan
un modelo en el cual, proteinas nucleares forman complejos proteicos, que interactian con
los mRNAs virales, siendo deslocalizados hacia el citoplasma para modular la traduccién

IRES dependiente de los gRNAs de HIV-1, HTLV-1y MMTV. El conocimiento ganado en este

13



trabajo otorga un mayor entendimiento del proceso de iniciacién de la traduccion mediado
por los elementos IRESes de mRNAs retrovirales, y a largo alcance, este conocimiento podria
ser util en el desarrollo de nuevas estrategias antivirales dirigidas especificamente a la

traduccion del mRNA retroviral.
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ABSTRACT

The genomic RNAs (gRNAs) of many retroviruses harbor internal ribosome entry sites
(IRESs) within their 5" UTR. These retroviral IRESs promote cap-independent translation
initiation. At present, the molecular mechanisms through which retroviral IRESs recruit the
hosts’ translation machinery remain unknown. However, previously published results
indicate that IRES activity is regulated by cellular factors, generically referred to as IRES
transacting factors (ITAFs). The hnRNP K was previously described as an RNA binding
protein that interacts with the 5' UTR of the HIV-1 gRNA. Our results shows that this protein,
that normally exhibits a nuclear localization, is delocalized from the nucleus to the
cytoplasm during the replication of HIV-1. This observation suggests that hnRNP K may have
a cytoplasmic role during HIV-1 replication. The interaction between the 5' UTR of the
genomic mRNAs of HIV-1, HTLV-1 and MMTV, and hnRNP K was confirmed by a UV-CLIP /
RT-gPCR assay. Later, the role of hnRNP K as a modulator of IRES mediated translation
initiation was evaluated. Our results shows that the partial silencing of hnRNP K negatively
impacts on IRES-mediated translation initiation of the HIV-1, HTLV-1 and MMTV IRESs. In
agreement with these results, the overexpression of hnRNP K stimulates the activity of the

studied IRES elements. This stimulatory activity of hnRNP K is further increases when the
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protein is expressed in association with other known ITAFs for retroviral IRESs, such as
hnRNP Al and hnRNP U. When hnRNP K was co-expressed with HuR, an inhibitor of the
IRES activity of HIV-1, we observed that HuR inhibits the stimulatory effect of hnRNP K over
the IRES activity of HIV-1 and HTLV-1, but not MMTV. Results of co-immunoprecipitation
assays and Proximity Ligation Assay (PLA) confirm that the hnRNP K protein interacts with
hnRNP A1, hnRNP U, and HuR. The results obtained in this thesis identify hnRNP K as an
ITAF for the HIV-1, HTLV-1, and MMTV IRESs. Likewise, hnRNPA1 is validated as an activator
of the HIV-1, HTLV-1 and MMTV IRESs. Further, the results of this work support a model in
which nuclear proteins interact with IRESs forming RNPs that delocalize towards the
cytoplasm to modulate IRES-dependent translation of HIV-1, HTLV-1 and MMTV gRNAs. The
knowledge gained in this work gives a greater understanding about the mechanism of
ribosomal recruitment mediated by the IRESs elements of retroviral mRNAs, and in the long
term, this knowledge could prove useful in the development of new antiviral strategies

specifically aimed at the translation of retroviral mRNA.
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1. INTRODUCCION

1.1 Inicio de la traduccidn en eucariontes.

En eucariontes el proceso de traduccion del RNA mensajero (mRNA) se puede
dividir en tres etapas: iniciacion, elongacion y terminacion. De estas, la etapa de la
iniciacion corresponde a la mas regulada y es considerada como la etapa limitante del
proceso [1]. El inicio candnico de la sintesis de proteinas requiere del reconocimiento
de la estructura 5°cap (m’GpppG), modificacion presente en todos los mRNAs
eucaridticos, por parte de factores eucariéticos de inicio (elF) que conforman el

complejo elF4F [2,3]. Este complejo es constituido por los factores de inicio elF4E,
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elF4A, y elF4G [2,3]. La proteina elF4E reconoce y se une a la estructura 5'cap, siendo
por tanto, indispensable para el inicio de la traduccién cap-dependiente o candnico.
La proteina elF4A es una helicasa dependiente de ATP miembro de la familia DEA(D/H)-
box que participa en la desestructuracidon de la regién 5 no traducida (5'UTR) del
MRNA, mientras que factor elF4G actua como proteina de andamio sobre la cual se
estructura el complejo de iniciacidn. elF4G cuenta con dos sitios de unién a elF4A, un
sitio de unidn a elF4E, un sitio de union a elF3 y un sitio de unién a la proteina de unién
a la cola poly(A) del mRNA, PABP [56,57]. La proteina elF4G participa en el
reclutamiento de la subunidad 40S ribosomal al mRNA, actuando como una proteina
de andamio asociandose a la subunidad 40S ribosomal por interaccién con elF3, y al
mRNA via interaccidon con elF4E [2]. La interaccion 5’cap-elF4E-elF4G-PABP—Poly(A)
media la circularizacién del mRNA, incrementando su eficiencia traduccional
[24,25,58]. La subunidad ribosomal 40S es reclutada como parte del complejo de
iniciacién 43S, que se constituye del complejo ternario elF2-GTP/Met-tRNAI, elF1,
elF1A, y elF3. El factor elF1A promueve la unién del complejo 43S al mRNA. Luego de
posicionarse en el extremo 5" del mensajero, la subunidad 40S ribosomal se desplaza
en sentido 5'a 3" del mMRNA en un proceso denominado “scanning”, hasta encontrar el
codén de inicio [4]. El factor elF1 es necesario para el reconocimiento del codén de

inicio que normalmente corresponde al primer AUG en el contexto (G/AXXAUGG,
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donde X es cualquier nucleétido [3,4]), formando asi el complejo de iniciacién 48S, el
cual se encuentra posicionado sobre el coddn de inicio. La interaccién codon-
anticoddn entre el AUG y el Met-tRNAi permite la liberacidn de elF1 y ademas se
induce la hidrdlisis de elF2-GTP catalizada por elF5, liberando asi elF2-GDP del
complejo 48S. Luego, el factor elF5B media el reclutamiento de la subunidad 60S,
resultando en la formacién de un ribosoma 80S competente para la traduccién en el
cual el tRNA iniciador (Met-tRNAi) se encuentra posicionado en el sitio peptidil (P) del
ribosoma, terminando asi la etapa de iniciacion y dando paso a la etapa de elongacion

[4-6].

1.2 Inicio de la traduccion dependiente de sitios internos de entrada al ribosoma.

De forma alternativa al inicio de la traduccién candnico, algunos mRNAs virales y
celulares pueden iniciar su traduccién utilizando un mecanismo mediado por
elementos de RNA que son capaces de reclutar la subunidad ribosomal 40S de manera
independiente de los extremos del mRNA; la estructura 5°cap y la cola 3 poli(A) [5],
denominados sitios internos de entrada al ribosoma (IRESes) [7]. Los elementos IRESes

fueron descritos inicialmente en el estudio de mMRNAs virales de la familia
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Picornaviridae, los cuales carecen de la modificacién 5’ cap [14]. Estos estudios llevaron
a la caracterizacion funcional y estructural de los primeros elementos IRESes. Estos
estudios iniciales sugieren ademas que distintos elementos IRESes no poseen
consenso de secuencia nucleotidica ni de estructura secundaria, por tanto, deben ser
caracterizados Unicamente de manera funcional. Es asi como los primeros IRESes
virales identificados, como el del virus de la poliomielitis (PV) [14] o del virus de la
encefalomiocarditis (EMCV) [59], se caracterizaron al insertar la region 5'UTR del
MRNA gendnico viral (gRNA) en la regidn intercistronica de un plasmidio codificante
para dos proteinas reporteras (vector bicistrénico). En este contexto, al generarse un
MRNA bicistrénico, el inicio de la traduccién del primer cistrén es dependiente de la
estructura 5'cap, mientras que el inicio de la traduccién del segundo cistron depende
de la capacidad de la secuencia intercistrénica de reclutar la subunidad 40S ribosomal
de manera interna [2, 13]. El uso de mensajeros bicistrénicos para la caracterizacidn
funcional de IRESes continda siendo hoy la estrategia mas utilizada para la

identificacidn este tipo de elementos de RNA [2].
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Fig. 1. Representacion esquematica de un mensajero bicistréonico. En este sistema, la
traduccién del primer cistrén (cistrén 1) ocurre por un mecanismo cap-dependiente, mientras
qgue la traduccién del segundo cistrén (cistron 2) sélo ocurrird si la regidn intercistrénica
posee actividad IRES. En el mensajero bicistrénico, la region AEMCV corresponde a la region 5’
UTR del mRNA gendmico del virus de la encefalomiocarditis con una mutacidon que no permite
generar un IRES funcional, el cual es utilizado para evitar el mecanismo de terminacién-

reiniciacion del ribosoma (Adaptada de Lopez-Lastra y cols., 2005).

Desde su caracterizacion inicial en mRNAs de la familia Picornaviridae [59], se ha

descrito la presencia de elementos IRESes en mRNAs provenientes de otras familias
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virales incluyendo miembros de las familias Flaviviridae, Herpesviridae, y Retroviridae
[15-19]. También se han descrito elementos IRESes en RNAs de virus de insectos [61]
y de plantas [62], asi como en elementos retrotransposones de roedores [63] e
insectos [64]. Mas aun, se han descrito la presencia de IRESes en mRNAs de origen
celular [65]. Es asi como hoy se estima que hasta un 10% de los mRNAs celulares
poseen elementos IRES [60]. Es relevante mencionar que la actividad IRES en mRNAs
celulares ha demostrado estar asociada a diversas patologias incluyendo leucemias,
linfomas [53], enfermedades neurodegenérativas [54] y cancer [55]. Por cuanto, se
estima que el entender los mecanismos moleculares que gobiernan el inicio de la
traduccién dependiente de IRESes asi como su modulacién por proteinas celulares,
permitiran establecer estrategias especificas para regular su funcién [19, 87]. Lo
anterior permite proponer a los IRESes y sus proteinas moduladoras como un blanco
especifico para el desarrollo de nuevas terapias dirigidas a regular el inicio de la
traducciéon IRES-dependiente. Esto tendria un potencial impacto terapéutico en todas
las enfermedades asociadas a una desregulacidn traduccional mediada por IRES [95].
Como modelos de estudio, en este trabajo en particular, nos enfocaremos en los IRES
de origen retroviral y sus proteinas regulatorias las cuales ya han sido identificados

como un potencial blanco para el desarrollo de nuevas terapias antivirales [49, 50].
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1.3 Ciclo replicativo Retroviral

El ciclo replicativo retroviral comienza con la interaccion de proteinas de superficie del
virién con los apropiados receptores y correceptores presentes en la superficie de la
membrana de la célula blanco [7, 88, 94]. Una vez que ocurre la fusién de las
membranas viral y celular, el genoma viral es expuesto en el citoplasma celular y
retrotranscrito por la proteina transcriptasa reversa viral, RT, a una molécula de DNA
lineal de doble hebra [88, 89]. El DNA viral, junto con algunas proteinas virales y
celulares forma el complejo de pre-integracién (PIC), el cual migra al nucleo. En el
nucleo, El DNA viral es integrado en el genoma de la célula infectada mediante la
accion de la proteina integrasa, IN. En este estado el genoma viral es denominado
provirus [7,90]. En el provirus, la regidon codificante esta flanqueada por secuencias
repetidas Ilamadas repeticion terminal larga (LTR, del inglés long terminal repeat). Las
secuencias LTR poseen elementos reguladores para el inicio de la transcripcion viral
[7, 90]. El promotor viral presente en la regién LTR es reconocido por a RNA polimerasa
Il (RNA pol Il) celular, generando un RNA mensajero (mRNA) de largo completo o
genémico (gRNA) retroviral. Después de su sintesis el gRNA puede sufrir, o no,
distintos grados de procesamiento de corte o empalme dando asi origen a todos los

mRNAs virales [91,92].
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En el citoplasma celular, el gRNA cumple dos funciones, la de mRNA y la de RNA
gendémico viral. Como mRNA, es reconocido por la maquinaria traduccional de la célula
hospedera para permitir la sintesis de la poliproteina Gag. Una vez que las proteinas
estructurales han sido sintetizadas, el gRNA es incorporado como genoma en las
particulas virales gracias a la interaccion del RNA con Gag [7, 93]. El RNA viral es
destinado hacia la membrana celular y encapsidado en forma de dimero gracias a
interacciones no covalentes que se establecen entre dos hebras [93]. La particula viral
es liberada por yemacion y completa su maduracion mediante cortes proteoliticos de

las poliproteinas Gag y Gag/Pol realizados por la enzima viral PR [7, 93].
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Figura 2. Esquema de las etapas del ciclo replicativo retroviral. El ciclo replicativo de
retrovirus se divide en 6 etapas esenciales, estas son: interaccion, adsorpcidon y entrada a la
célula (a); sintesis del DNA viral de sobre hebra por transcrippcion reversa (b); integracion
(c); transcripcion, splicing y exporte nuclear (d); traduccién y encapsidacion (e); ensamblaje y

yemacion (f). (Adaptada de Balbay y cols., 2007).
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1.4 Inicio de la traduccion del mRNA gendémico retroviral

Los retrovirus presentan un genoma de RNA de polaridad positiva, cuya replicacion
se realiza a través de un intermediario de DNA, el cual es integrado en el genoma del
hospedero (Provirus) [2,3]. El gRNA retroviral es sintetizado en el nucleo a partir del
DNA proviral por la RNA polimerasa Il celular (Pol Il). El transcrito viral posee una
estructura 5'cap, una region 5°UTR rio arriba del marco de lectura abierto (ORF) que
codifica para las proteinas estructurales Gag y Gag/Pol, y una regién 3" UTR
poliadenilada [7, 20]. Ademas, de estas caracteristicas se ha descrito que los gRNAs de
diversos retrovirus, como por ejemplo del virus de la inmunodeficiencia humana de
tipo 1 (HIV-1) [15, 16], el virus de la leucemia de linfocitos T humano de tipo 1 (HTLV-
1) [18] y el virus del tumor mamario murino (MMTV) [19], entre otros [66-69], albergan
elementos IRES en la region 5"UTR. Por tanto, el inicio de la sintesis de proteina en
retrovirus puede ocurrir utilizando tanto el mecanismo candnico, cap-dependiente, o
via un mecanismo no candnico, IRES-dependiente. De igual manera como se ha
descrito para los elementos IRESes presentes en mRNAs celulares, la presencia de
elementos IRESes en mRNAs retrovirales desempefia un papel fundamental al permitir

la sintesis de proteinas virales en condiciones bajo las cuales la traduccidon cap-
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dependiente se encuentra inhibida [8-12]. Esto ocurre, por ejemplo, durante el arresto
en la fase GoM del ciclo celular inducido por la infeccion de HIV-1 o HTLV-1, promovido
por las proteinas virales Vpr o p30, respectivamente [70,71]. En el estadio Go:M del
ciclo celular, la traduccion cap-dependiente se encuentra inhibida, pero no asi la
traduccién IRES-dependiente [70, 71]. Ademas, en estadios tardios de la infeccién por
las proteasas retrovirales PR proteoliza el factor elF4G, de manera que este factor
pierde su capacidad de interactuar con elF4E, afectando asi el inicio de la traduccidn
canonico [72-74]. Mas aun, se ha descrito que condiciones de estrés oxidativo
inducidos por la replicacién de HIV-1 o HTLV-1 también se inhibe la traduccion cap-
dependiente, sin afectar el reclutamiento interno de la maquinaria traduccional en los

gRNAs virales [10,11, 75].

1.5 Factores que actuan en “trans” sobre IRES

Una de las caracteristicas de los elementos IRES presentes en los mRNAs de origen
celulares, y que es compartida por los IRESes de origen retroviral, es que su funcidn
requiere de la participacidn de proteinas celulares diferente a los factores eucaridticos
de inicio de la traduccién. De forma genérica, estos factores celulares se denominan
factores que actuan en “trans” sobre IRES (ITAFs) [21,22]. Se postula que los ITAFs
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actuan como chaperonas de RNA, participando en el proceso de estructuracion de los
elementos IRES, regulando asi el reclutamiento de la maquinaria de inicio de la
traduccién sobre el mRNA [21]. Los ITAFs en su mayoria corresponden a proteinas
asociadas al metabolismo del mRNA cuya localizacién celular es principalmente
nuclear. Por tanto, cabe preguntarse cuadles proteina celulares, que normalmente
estdn retenidas en el nucleo, y de qué manera estas proteinas participan en el proceso

citoplasmatico de sintesis de proteina.

En el afan de comprender las bases moleculares de la regulacion de la traduccién
de mRNAs que poseen tanto un elemento 5’cap y un IRES, nuestro laboratorio ha
propuesto el uso de mRNAs retrovirales como modelos de estudio. Esta estrategia de
investigacion se sustenta en los siguientes principios: a) los virus utilizan la maquinaria
celular para llevar a cabo la sintesis de sus proteinas; b) los mMRNAs retrovirales son
sintetizados por la maquinaria de transcripcion celular, por cuanto, comparten todas
las caracteristicas de un mRNA celular; c) aun cuando los mRNAs retrovirales
comparten todas las caracteristicas de un mRNA celular, no estan presentes en las
células (exdgenos), evitando asi interferencias potenciales que podrian existir con
mecanismos de regulacidn aun no caracterizados que pudiesen entorpecer el analisis

al utilizar un mRNA celular (enddgeno) en el estudio.
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Es asi que tanto nuestro laboratorio, como otros, han invertido esfuerzo en la
busqueda de proteinas celulares que modulan elementos IRES retrovirales. A la fecha
se ha descrito que la actividad del IRES de HIV-1, IRES retroviral prototipo, es
dependiente de los factores candnicos elF4A [48] y elF5A [24,50], y factores no
canonicos como la proteina ribosomal S25 [51], HuR [26], human Rev-interacting
protein (hRIP) [24], DEAD box polypeptide 3 (DDX3) [24], ribonucleoproteina
heterogénea nuclear A1 (hnRNPA1) [11], y hnRNPU [42]. Se ha propuesto en el caso
del gRNA de HIV-1, al igual que para los mRNAs celulares que poseen IRES [78], que un
complejo ribonucleoproteico (RNP) conformado por el RNA viral, proteinas candnicas
y no candnicas del inicio de la traduccidn modularia la actividad IRES. De aqui surge el
interés de identificar las proteinas celulares que forman parte de los diferentes RNPs
de HIV-1, caracterizar el rol de las proteinas identificadas en la modulacidn
traduccional IRES-dependiente, y determinar el mecanismo molecular que media la
accion de estas proteinas sobre la expresidon génica. Con el fin de identificar nuevos
ITAFs de elementos retrovirales, nuestro laboratorio ha utilizado, dos estrategias
experimentales: a) ensayos de pull down, acopado a espectrometria de masas (MS)
[41]; b) cromatografia por afinidad GRNA acoplado a MS. Ambas estrategias
permitieron la generacion de listas parciales de proteinas citoplasmaticas y nucleares

gue se asocian a las regiones 5 UTR de HIV-1 [41] y HTLV-1 [41,42].
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Una observacidén interesante surgida del estudio de la modulacién de la actividad
IRES de HIV-1, es que algunos ITAFs demostraron unirse al mensajero viral en el nucleo
y luego deslocalizarse al citoplasma junto a éste para asi cumplir su funcién de
modulador traduccional [11,25]. Esta observacién se refuerza con datos (no
publicados) de nuestro laboratorio, los que indican que al transfectar células con
mensajeros bicistrénicos con los elementos IRESes de HIV-1, HTLV-1 y MMTV
sintetizados in vitro, éstos no exhiben actividad IRES. Sin embargo, al transfectar estos
vectores bicistrénicos como DNA, dI-HIV-1, dI-HTLV-1 y dI-MMTV, los cuales son
transcritos en el nucleo, se observa que los gRNAs exhiben actividad IRES. Estos
resultados sugieren por tanto, que algunos elementos reguladores de los IRESes
retrovirales deben ensamblarse con el RNA en el nucleo para ser funcionales

posteriormente en el citoplasma.

En base a los antecedentes presentados, en este trabajo de tesis se propone la
identificacidn de al menos una proteina nuclear que forme parte del complejo proteico
asociado a la modulacidon de la traduccién mediado por IRES presente en la regién
5’UTR de los gRNAs de los virus HIV-1, HTLV-1 y MMTV. El criterio de seleccion de las
proteinas a estudiar utilizado en este trabajo se basd en los siguientes requerimientos:
1) Proteina con alto puntaje (score) de unidén a la regiéon 5’UTR de HIV-1 identificada

mediante ensayos de pull down y cromatografia de afinidad GRNA, acopladas a MS
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[41, 42]. 2) Proteina identificada como proteinas de unidn a la region 5’UTR de HIV-1
en estudios similares a los nuestros, pero reportados por otros laboratorios [82, 85,
88]. 3) Proteina de localizaciéon preferentemente nuclear. 4) Proteina con informacidn
reportada de actuar como ITAF para los IRESs presentes en otros mRNAs virales o

celulares, diferente al mMRNA de HIV-1 o HTLV-1.

Basado en los criterios de seleccién expuestos, la ribonucleoproteina heterogénea
nuclear K (hnRNP K) surgié como un candidato interesante. HnRNP K se encuentra
presente en las listas generadas desde los ensayos de pull down para la identificacidn
de proteinas de unidon a las regiones 5’UTR de HIV-1 del trabajo de Vallejos y
colaboradores o en la lista extendida no publicada, generada con esta aproximacion
[41], y en la de lista aun no publicada generada como parte del trabajo de tesis de
Nataly Contreras [42]. En células, hnRNPK presenta una localizacion
predominantemente nuclear y es capaz de unir RNA y DNA pues posee dominos de
union KH [43]. La proteina a hnRNPK participa ademas en diferentes procesos
asociados al metabolismo del mMRNA como son transcripcion, estabilizacion de mRNAs
y traduccion [43-45]. Por otra parte, Evans y colaboradores describieron que hnRNP K
actiua como ITAF del mRNA de c-myc [31]. Estos antecedentes fueron considerados
suficientes para decidir estudiar el rol de hnRNP K en la modulacién de la traduccién

IRES-dependiente de HIV-1, HTLV-1y MMTV.
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En resumen, basado en los criterios de seleccién establecidos para identificar
nuevos ITAFs para IRESs de origen retroviral, en este trabajo de tesis se decidié evaluar
el impacto de hnRNP K sobre la iniciacién interna mediada por la regién 5’UTR de los

gRNAs, de HIV-1, HTLV-1y MMTV.

Se sugiere que los resultados generados en esta tesis contribuirdn al mejor
entendimiento del mecanismo de regulacién del inicio de la traduccién IRES-
dependiente de gRNAs retrovirales. Asi también, se estima que estos resultados
contribuiran al entendimiento de la regulacion de la expresion génica mediada por

proteinas nucleares.
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2. HIPOTESIS

La ribonucleoproteina heterogénea nuclear K actia como un ITAF para los
elementos IRES presentes el la region 5’UTR del mRNA genédmico de HIV-1, HTLV-1

y MMTV.
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3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el rol de hnRNP K sobre el inicio de la traduccion mediada por los IRESes de

HIV-1, HTLV-1 y MMTV.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-. Validar la seleccion de hnRNP K como un ITAF putativo para los elementos IRESes

de HIV-1, HTLV-1y MMTV.

2-. Determinar si hnRNP K actiia como un ITAF para los elementos IRESes de HIV-1,

HTLV-1y MMTV.

3-. Determinar si hnRNP K forma complejos con otros ITAFs retovirales.

35



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cutivo celular

Células de rifidn de embrién humano (HEK293T; CRL-11268) y células humanas
epiteliales de cancer cervico-uterino (Hela; CCL-2TM) fueron cultivadas en medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; #SH30022, HyClone, GE Healthcare Life
Sciences, Logan, Utah, Estados Unidos) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(#SH30910 Hyclone, GE Healthcare Life Sciences), 1% de penicilina-estreptomicina
(1000 U/mL; #SV30010, Hyclone, GE Healthcare Life Sciences), y 1% fungizona (25
ug/ml; #SV30078.01, Hyclone, GE Healthcare Life Sciences). 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 a

una temperatura de 372C en una atmosfera con 5% de CO2.
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5.2 Vectores

Los vectores dl HIV-1 IRES, dl HTLV-1 IRES, dl MMTV y dl AEMCV, pNL4.3, y pNL4.3-
Rluc [11,16,18,19,76] utilizados en este trabajo, asi como los vectores expresores de
las proteinas recombinantes hnRNP Al con tag myc (pMyc-hnRNP A1) y hnRNPU con
tag histidina (pHIS-hnRNPU) [77,42] han sido previamente descritos. El vector
expresor de la proteina recombinante hnRNP K con tag hemaglutinina (pHA-hnRNP K)
utilizado en este trabajo es un vector comercial (Sino-Biological, HG16029-NY). Para
todas las transfecciones, la cantidad total de DNA transfectado fue la misma; cuando
fue necesario, la cantidad total de DNA fue igualado suplementando con el vector
comercial, pSP64 (Promega, Madison, WI, USA). El vector pcDNA3.1 lacZ, el cual
expresa PB-galactosidasa desde un transcrito expresado en forma cap-dependiente,

fue utilizado como control interno de eficiencia de transfeccién (normalizador).

5.3 Extractos Celulares

Para la preparacion de los extractos, 8x10° células HEK293T y Hela 6 14x10°
células Jurkat fueron centrifugadas a 340 g por 5 min. El pellet obtenido se
resuspendio en 2 mL de buffer PBS 1X; 1 mL se utilizd para la preparacion del extracto

celular completo y el otro mL se utilizd para obtener las fracciones nuclear y
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citoplasmatica. Para la preparacidn 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 400 pl de buffer RIPA (Tris-HCl 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) y luego se sonicd en frio a 40% de amplitud por 20 segundos. El extracto
celular completo fue conservado a -202C. Para la obtencién de las fracciones nuclear
y citoplasmatica, las células fueron centrifugadas a 500 g por 5 min a 4°C.
Posteriormente, el pellet se resuspendid en 400 ul de buffer RLNa (10 mM de Tris-HCI
(pH 8), 10 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0,5% NP40, 10 U/ul de inhibidor de
RNAsas) y se incubd en hielo por 5 min. Transcurrido el tiempo, el lisado se centrifugd
a 16.000 g por 3 min. El sobrenadante obtenido se rescatd, se centrifugd bajo las
mismas condiciones mencionadas previamente y se conservé como la fraccidn
citoplasmatica. El pellet obtenido se resuspendié en 400 ul de buffer RNLa y se
centrifugd a 16.000 g por 3 min. Posteriormente, el pellet obtenido se resuspendié en
400 pl de buffer RIPA, se sonicd en frio y el lisado obtenido se conservdé como la
fraccidon nuclear. La especificidad de la preparacion de los extractos descritos
previamente se evalué mediante ensayos de western blot, utilizando anticuerpos que

reconocen la proteina nuclear PARP-1 o la proteina citoplasmatica GAPDH.
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5.4 Inmunofluorescencia indirecta

Células Hela fueron transfectadas con el vector pNL4.3, el cual codifica para un
clon infeccioso de HIV-1. La evaluacidn de la deslocalizacion fue evaluada mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFl). Para esto, 2,5 x10% células Hela fueron sembradas
sobre un cobertor de vidrio hasta un 60% de confluencia. Posteriormente, las células
se transfectaron con 200 ng del vector pSP64 o del vector pNL4.3. Luego de 24/48
h.p.t, las células se lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4 % por
10 min. Luego, las células se permeabilizaron con PBS 1X con 1y tritén X-100 0,03 % y
se bloquearon con PBS 1X con 10 % de suero fetal bovino y triton X-100 0,03 %.
Posteriormente, cada cobertor de vidrio se incubd 16 h con el anticuerpo primario
anti-hnRNP K (sc-28380) en dilucion 1: 100. Al dia siguiente las células se lavaron y se
incubaron a temperatura ambiente por 2 h 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 5
min a temperatura ambiente. Posteriormente los cobertores se lavaron y colocaron en
medio de montaje DAKO (S3023, 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.
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5.5 Transfeccion de siRNA y co-transfeccion siRNA/DNA

Los ensayos de silenciamientno se llevaron a cabo sembrando 1,1x10° células
HEK293T en placas de 24 pocillos. Una vez alcanzado el 80-90% de confluencia, las
células fueron co-transfectadas con 200 ng de los plasmidos dl HIV-1IRES, dl HTLV-1
IRES y dl MMTV IRES en conjunto con 375 ng del vector vacio pSP64 y con 100 nM de
un RNA silenciador (siRNA) que permite inhibir la expresién endégena de hnRNP K (sc-
38282, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA). Como control se utilizé un
silenciador negativo o scramble (SC), (#4390844; Ambion, ThermoFisher Scientific Inc).
Transcurridas 48 h.p.t, las células fueron lisadas utilizando 50 pL de buffer pasivo de
lisis (Promega); 20 pL de los lisados celulares fueron utilizados para analizar la
expresidon de las proteinas reporteras como se describe en 5.7 y una alicuota de cada

lisado fue utilizada para evaluar la expresion de hnRNP K mediante western blot.

Para los ensayos con pNL4.3-RLuc, 1,1x10° células HEK293T fueron sembradas en
placas de 24 pocillos. Una vez alcanzado el 80-90% de confluencia, las células fueron
transfectadas usando Lipofectamina 2000 (invitrogen) con 200 nM del siRNA que
permite silenciar la expresion endégena de hnRNP K (sc-38282, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA). Como control se utilizé el silenciador negativo

o scramble (SC), (#4390844; Ambion, ThermoFisher Scientific Inc).). Transcurridas 24h
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p.t, las células fueron transfectadas con 200 ng de vector pnl4.3-RLuc utilizando el
ractivo polietilenimina (PEl). 24h luego de esta segunda transfeccién, las células
fueron lisadas con 50 pulL de buffer pasivo de lisis y 20 plL fueron utilizados para analizar
la expresién de la proteinas reportera Renilla Luciferasa (RLuc). Una alicuota de cada
lisado fue utilizada para evaluar la expresion de hnRNP K engddena mediante western

blot.

5.6 Transfeccion de DNA

Para los ensayos de sobreexpresién, 1,1x10° células HEK293T fueron sembradas
en placas de 24 pocillos hasta que alcanzaron un 60-70% de confluencia.
Posteriormente, las células se co-transfectaron con 200 ng de los plasmidos dl HIV-1
IRES, dl HTLV-1 IRES y dl MMTV IRES, 25 ng del plasmido pcDNA3.1 LacZ y con
concentraciones crecientes de los vectores expresores HA-hnRNP K (pCMV3-SP-N-HA-
hnRNP K), Myc-hnRNP Al (pcDNA3.1-Myc-hnRNP A1) y HuR (pcDNA3-HuR), utilizando
el reactivo de transfeccidn jetPEl (Invitrogen). Para los ensayos de co-expresion de
hnRNPs, 5x10% células HEK293T fueron sembradas en placas de 48 pocillos hasta que
alcanzaron un 60-70% de confluencia. Posteriormente, las células se co-transfectaron
con 150 ng de los pldasmidos dl HIV-1IRES, dl HTLV-1 IRES y dl MMTV IRES, 12,5 ng del

plasmido pcDNA 3.1 LacZ y con concentraciones equivalentes de los vectores
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expresores HA-hnRNP K, Myc-hnRNP A1, y His-hnRNP U (125 ng), utilizando el reactivo

de transfeccion jetPEl.

En ambos experimentos, 24 h.p.t, las células se lisaron utilizando 50 y 25 uL de
buffer pasivo de lisis; 20 ul de los lisados celulares fueron utilizados para analizar la
expresidn de las proteinas reporteras como se describe en 5.7, y una alicuota de cada
lisado fue utilizada para evaluar la sobreexpresién de las proteinas mediante western

blot.

5.7. Ensayos de Luciferasa.

Las mediciones de actividad luciferasa se realizaron utilzando 20 ul de lisado
celular. Las mediciones se llevaron a cabo. La actividad enzimatica de luciferasa de
Renila (RLuc) y Firefly Luciferasa (FLuc) se midid utilizando el sistema DLR™ Assay
System siguiendo las instrucciones del fabricante (#£1960, Promega Corporation) en
un lumindmetro de tubos (Berthold Detection Systems GmbH), el cual entrega como
unidad de mediciéon “unidades relativas de luminiscencia” (RLU). En este trabajo, los
resultados son mostrados utilizando dos indices de actividad traduccional, la actividad
de luminiscencia relativa (RLA), en el cual las RLU para cada cistron son normalizados
a una condicién control, o el indice de actividad traduccional relativa (RTA), dado por
la razén entre FLuc y RLuc.
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5.8. Ensayo de crosslinking e inmunoprecipitacion (UV-CLIP).

El ensayo UV-CLIP se llevé a cabo siguiendo el protocolo descrito previamente con
algunas modicicaciones [23,29]. En resumen, 3,6 x10° células HEK293T se sembraron
en placas de 100 mm (tres placas por condicidn) hasta que alcanzaron un 60-70% de
confluencia. Posteriormente, las células se co-transfectaron con el vector dl HIV-1y
con el plasmido pCMV3-SP-N-HA/hnRNP K o como control negativo el vector pSP64.
La proteina HA-hnRNP K fue inmunoprecipitada utilizando esferas de agarosa cargadas
con anti-HA o anti IgG como control, seguido por western blot. El RNA asociado se
detectd por transcripcion reversa acoplada a PCR cuantitativo (RT-qgPCR) como ha sido
descrito previamente [23, 29] utilizando los partidores validados para la amplificacidn

de firefly luciferasa o del gen gapdh [29].

5.9 Ensayos de Coinmunoprecipitacion (CO-IP):

3,6x10° células HEK293T fueron cultivadas en placas de 100 mm hasta que
alcanzaron un 60-70% de confluencia. Posteriormente, las células se co-transfectaron
con 1 ug del plasmido dl HIV-1 IRES y 7 ng de los vectores expresores HA-hnRNP K
(pPCMV3-SP-N-HA-hnRNP K), Myc-hnRNP A1l (pcDNA3.1-Myc-hnRNP A1) y HuR
(pcDNA3-HuR), utilizando el reactivo de transfeccion jetPEl. 48 h.p.t, las células fueron
lavadas con PBS y colectadas por centrifugacion a 49C. Posteriormente, las celulas
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fueron tratadas con buffer de lisis (50 mM tris-HCI, 2 mM EDTA, 100 mM NacCl, 50 mM
NaF, 1 mM DTT, 1% Triton -X100 e inhibidor de proteasas Roche). Luego, se realizé un
preclearing del extracto celular completo (WCL) con las esferas de agarosa-proteina
A/G (sc-2003, Santa Cruz Biotechnology, INC) no inmunizadas y pre-bloqueadas con
BSA 1 mg/mL. El contenido de proteina total de las muestras se determind usando el
kit BCA protein assay (Thermo Scientific). 300 uL de WCL fueron guardados como input
para los anadlisis de western blot. Las esferas bloqueadas con BSA se incubaron con los
anticuerpos anti-HA rabbit o mouse, o con los controles I1gG rabbit o mouse (SC-2025,
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA). Luego, los WCL fueron utilizados para
cada ensayo de IP. Finalmente, las esferas fueron lavadas con buffer de lavado (50 mM
tris-HCI, 2 mM EDTA, 100 mM NaCl, 50 mM NaF, 1 mM DTT, 1% Triton -X100) y los
complejos fueron denaturados con buffer de muestra (0.2 M Tris-HCI pH 6.8, 40%
Glycerol, 2% SDS, 0.04% azul de comassie). Las muestras fueron calentadas por 5 min

a 902C y analizadas por western blot.
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5.10. Ensayos de ligacion por proximidad (PLA).

Los ensayos de PLA se realizaron usando el kit DUOLINK in situ, y las sondas de PLA
anti-mouse minus, y anti-rabbit plus (Sigma aldrich) como ha sido previamente
descrito [28]. Células HEK293T fijadas con PFA, se incubaron con solucidn de bloqueo
por 1 h a termperatura ambiente, Luego, se agregaron los anticuerpos primarios
correspondientes (especificados en cada Fig.), y se incubaron con los cubreobjetos a
37°C por 1h. Posterior a 4 lavados con PBS, los pasos de ligacion y amplificacion se
realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, los cubreobjetos se
lavaron con PBS y algua ultrapura, antes de agregar el medio de montaje con DAPI
Vectashield. Las imagenes fueron obtenidas en el microscopio Olympus, modelo

BX51.

5.11 Deteccidn de proteinas mediante western blot

Las células fueros lisadas con Buffer de lisis pasivo (Promega) y la concentracion
de proteina total en los extractos se determind mediante el ensayo de Bradford (Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA). Para la deteccion de las proteinas HA-

hnRNP K, Myc-hnRNPA1, His-hnRNPU, HuR, PARP-1y GADPH, 20-30 ug del total de
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proteinas fueron resueltos en geles tricina-SDS-PAGE al 15% y luego transferidas a
una membrana de Difluoro-polivinideno (PDVF; Millipore, Milford, Massachusetts,
Estados Unidos) activada con metanol por 1 min. Posteriormente, las membranas
fueron bloqueadas por 1 h con TBS 1X, 5 % de leche descremada y 0.1 % de tween 20.
Transcurrido el tiempo se lavaron 3 veces por 10 min con TBS 1Xy 0.1 % de tween 20
y se incubaron durante toda la noche con los siguientes anticuerpos primarios segun
corresponda: anti-HA (H9658, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) diluido 1:5.000, anti-
Myc (#2272, Cell Signaling, Inc) diluido 1:3.000, anti-HIS (H1029, Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA) diluido 1:5.000, anti-PARP (# 9542, Cell signaling Technology Inc.,
Danvers, Massachusetts, USA) diluido 1:1.000 y anti-GAPDH (#MAS-15738, Thermo
Scientific) diluido 1:5.000. 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) o anti-rabbit 1gG conjugado con peroxidasa de
rabano diluido 1: 10.000 (Merck-Millipore Darmstadt 64293, Germany). La presencia
de cada una de las proteinas fue detectada mediante una reaccién de

guimioluminiscencia que fue capturada utilizando placas fotograficas.
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5.13. Analisis estadistico

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

experimento. Un p valor de menor o igual a 0.05 se determind como significativo.
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6. RESULTADOS

6.1 Validar la seleccién de hnRNP K como un ITAF putativo para los elementos IRESes

de HIV-1, HTLV-1y MMTV.

6.1.1 Localizacién de la proteina hnRNP K enddgena en células.

La proteina hnRNP K pertenece a la familia de ribonucleoproteinas heterogéneas
nucleares humanas (hnRNPs) las cuales han sido descritas como proteinas de
localizacién principalmente nuclear, aun cuando pueden también migrar entre el
nucleo y el citoplasma [22]. Como inicio en este estudio se decidié evaluar la
localizacién de hnRNP K endégena en las lineas celulares HEK293T, Hela y Jurkat. Las
dos primeras lineas celulares han sido utilizadas previamente como modelos para
realizar estudios de IRES retrovirales [16, 18, 23, 50]. Por su parte, tanto las células
Hela como las células Jurkat fueron utilizadas en los ensayos de pull down para la

identificacidén de proteinas de unién a las regiones 5" UTR de HIV-1y HTLV-1 [41, 42].
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Para llevar a cabo este objetivo, se prepararon extractos totales, nucleares y
citoplasmaticos desde HEK293T, Hela y Jurkat, como se describe en la seccién 5.3. Los
extractos obtenidos se utilizaron en un ensayo de western blot para disefiado para
detectar hnRNP K. En estos ensayos se utilizé a las proteinas PARP-1 y GAPDH como

marcadores de nucleo y citoplasma, respectivamente (Fig.3).

WCL Nuclear Cytoplasmic
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Fig. 3. Localizacién celular de hnRNP K en diferentes lineas celulares. Extractos completos,
nucleares y citoplasmaticos obtenidos de células HEK293T (carril izquierdo), Hela (carril
central) y Jurkat (carril derecho) analizados por western blot. PARP-1 y GAPDH se utilizaron

como marcadores de nucleo y citoplasma, respectivamente.
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Como se observa en la Fig. 3, para las distintas lineas celulares fue posible obtener
extractos nucleares vy citoplasmaticos, lo que se confirma por la expresion de la
proteina nuclear PARP-1 y la proteina citoplasmatica GAPDH, y en acuerdo a lo
previamente descrito [37], se observa que la localizacion de hnRNP K es

principalmente nuclear en las tres lineas celulares evaluadas (Fig. 3).

6.1.2. Localizacidén de la proteina hnRNP K enddgena en células donde HIV-1 replica.

De actuar como un ITAF para el IRES de HIV-1, se prevé que durante la infeccion
con HIV-1 |la proteina hnRNPK se relocalice, al menos en forma parcial, al citoplasma.
Con el fin de evaluar esta posibilidad, células Hela fueron transfectadas con el
plasmidio pNL4.3 el cual corresponde a un clon infeccioso de HIV-1 y se procedid a
determinar la localizacion de la proteina hnRNP K (Fig. 4). Como indicador de la
replicacion de HIV-1 se detectd la proteina de la matriz (p17). Los nucleos celulares
fueron marcados con DAPI. Cabe mencionar que en el laboratorio no existe un sistema
eficiente de replicacion de HTLV-1y MMTV, por lo que los ensayos de replicacion viral

y localizacion de hnRNP K se limitaron sélo a HIV-1.
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Fig. 4. Localizacidon subcelular de hnRNP K durante la replicacion de HIV-1. Células Hela
fueron transfectadas con vector pSP64 (Mock) o con un clon infeccioso de HIV-1 (pNL4.3). La
localizacién de hnRNP Ky fue evaluada por ensayos de inmunofluorescencia. Azul: Dapi, Rojo:

hnRNP K, verde: proteina viral p17.

Los resultados obtenidos por inmunofluorescencia indirecta muestran que la
proteina hnRNP K deslocaliza desde el nucleo al citoplasma en células donde HIV-1
replica. Por tanto, la proteina hnRNP K se relocaliza hacia el citoplasma en células
infectadas con HIV-1. Este resultado apoya la posibilidad, que durante la replicacién

de HIV-1, hnRNPK cumpla un rol en el citoplasma.
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6.1.3 El silenciamiento de la expresion de hnRNP K enddgena afecta la traduccion

de Gag en un clon molecular de HIV-1.

Con el fin de determinar si la expresion de la proteina hnRNP K modula Ia
traducciéon del mRNA de HIV-1, se realizé un ensayo de silenciamiento de esta proteina
en células HEK293T. Las células fueron posteriormente transfectadas con el clon
molecular de HIV-1, pNL4-3-RLuc [76], en el cual, el gen que codifica para la proteina
reportera RLuc se encuentra en la regién codificante para la proteina viral Gag dando
origen a una proteina de fusidon Gag-RLuc (Figura 5). De esta manera, la utilizacion de
este clon molecular recombinante permite evaluar el efecto de la deplecién de hnRNP

K sobre la traduccidn de la proteina Gag-RLuc.
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Figura 5. Silenciamiento de la expresion de hnRNP K afecta la traduccion del clon molecular
de HIV-1. Células HEK293T se transfectaron con 200 nM de un siRNA negativo (SC) o con 200
nM de un siRNA especifico para silenciar la expresion de la proteina hnRNP K. 24 h.p.t, fueron
transfectadas con el clon molecular pnL4.3-RLuc. La actividad de RLuc se muestra como RLA,
relativo al valor obtenido en presencia del siRNA control, el cual fue fijado arbitrariamente a

1. Los andlisis estadisticos fueron realizados mediante t-test no paramétrico. *, p<0.05 versus

Los resultados muestran que se logra un silenciamiento parcial de la expresion
endogena de hnRNP K en células HEK293T (Fig. 5, panel inferior, hnRNP K), mientras

que el control de carga no presenta cambios (Fig. 5, panel inferior, GAPDH). Por otra
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parte, se observa que la reduccidon de la expresion endégena de hnRNP K tiene un
impacto negativo sobre la sintesis de la proteina viral recombinante Gag-RLuc. Por

tanto, la expresion de hnRNP K es requerida para la traduccidon del gRNA de HIV-1.

6.2. Determinar si hnRNP K actiia como un ITAF para el IRES de HIV-1.

6.2.1. La proteina hnRNP K se une a la regiéon 5’ UTR de HIV-1 en células HEK293T.

Considerando que la proteina hnRNP K es requerido para la traduccion de gRNA
de HIV-1 (Fig.5), se decidié validar la interaccidon entre hnRNP Ky la regiéon 5’UTR del
gRNA de HIV-1 obtenido a partir de los ensayos de pull down GRNA/espectrometria de
masas. Esto se realizd6 mediante un ensayo de UV-CLIP acoplado a RT-gPCR. En este
ensayo de las células HEK293T se transfectadas con el vector dl HIV-1, en conjunto con
el vector pCMV3-SP-N-HA-hnRNP K o con el vector pSP64 (control) se expusieron a un
pulso de luz ultravioleta (UV 400 mJ/cm?) la cual induce la formacién de enlaces
covalentes entre proteinas y acidos nucleicos que estdn en asociacion fisica directa
[29]. Posterior al UV-crosslinking se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion

acoplada a ensayos de RT-qPCR.

54



in e IP 1: dl HIV-1+HA(K)
in e IP 2: dl HIV-1+psp

P1 P2

nt inl IgGHA in2 IgG HA
= -— <4 HA (K)
— - - <« GAPDH

Veces de enriquecimie nto

1 2 3 4 5 6 7

uv-cupP
407

30+

20+

10+

Fig. 6. La proteina hnRNP K interactta con la region 5°UTR de HIV-1 en células HEK293T. (A)

Células HEK293T fueron co-transfectadas con el vector dl HIV-1y con el pldsmido pCMV3-
SP-N-HA/hnRNP K o como control negativo el vector pSP64. 48 h p.t, las células fueron
irradiadas con un pulso de UV sobre hielo, y los extractos celulares totales fueron
utilizados para ensayos de inmunoprecipitacion (IP) con anticuerpos anti-HA (a-HA) o

control anti-lgG (a-1gG). Las proteinas obtenidas desde las condiciones de no transfecciéon
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(nt), input (in) e inmunoprecipitacion (ip), fueron identificadas mediante en ensayo de
western blot utilizando los anticuerpos primarios a-HA o a-GAPDH. (B) Veces de
enriquecimiento calculada considerando la razéon de RNA que codifica para FLuc o GAPDH
obtenida con la IP utilzando a-HA sobre la IP utilizando a-l1gG. Las veces de enriquecimiento

obtenidas para el control IP, Fueron ajustadas a 1.

La inmunoprecipitacion de la proteina recombinante HA-hnRNP K fue
determinada mediante ensayos de western blot (Fig. 6 A). En acuerdo a lo esperado,
HA-hnRNP K es detectada en el input de la condicidon experimental donde se transfectd
el vector pCMV3-SP-N-HA-hnRNP K (Fig. 6A carril 1). A su vez, es posible detectar la
proteina HA-hnRNP K solo en las IPs en las cuales se utilizé el anticuerpo anti-HA (Fig.
6A, panel |, carriles 4y 7) y no al utilizar anticuerpo anti-IgG (Fig. 6A, panel |, carriles
3y 6). Como control de carga se realizé un western blot contra la proteina GAPDH,
demostrando que en todas las condiciones experimentales se cargaron cantidades
similares de muestra (Fig. 6A, panel Il, carriles 1, 2 y 5). A su vez, los resultados del
ensayo RT-qPCR dan cuenta de un enriquecimiento del RNA de dl HIV-1 en la IP (Fig.
6B). Los resultados se presentan como veces de enriquecimiento de RNA con respecto
a la IP obtenida entre el dl HIV-1y el control de no interaccién (Fig. 6B). Por tanto, los
ensayos UV-CLIP/RT-qPCR demuestran que la proteina hnRNP K interactia con el RNA

dl HIV-1.
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6.2.2. El silenciamiento de la expresion de hnRNP K impacta negativamente sobre la

actividad del IRES de HIV-1

La traduccidon del gRNA de HIV-1 puede llevarse a cabo de manera cap- o IRES
dependiente [16, 96]. Con el fin de determinar si la proteina hnRNP K ejerce su
impacto sobre la actividad del IRES de HIV-1, células HEK293T se co-transfectaron con
el plasmido dl HIV-1 IRES, en conjunto con el vector vacio pSP64 y un siRNA comercial
disefiado para silenciar la expresion endégena de hnRNP K o con un RNA negativo o
scramble comercial (siRNA-SC). El silenciamiento de la expresién de hnRNP K
endogena se evalué mediante ensayo de western blot (Fig 7A). Se determiné la
actividad luciferasas, RLuc y FLuc, y los resultados se presentan como actividad
luciferasa relativa (RLA) (Fig. 7B) y como actividad traduccional relativa (RTA) (Fig. 7C),
donde las actividades de ambos cistrones obtenidas en presencia del siRNA-SC fueron
llevadas a 1 (Fig. 7B, 7C). El RTA corresponde a la razén FLuc/RLuc (RTA), y es utilizado

como un indicador de la eficiencia de traduccién IRES-dependiente [18, 23, 50].
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Fig. 7. El inicio de la traduccion IRES-dependiente de HIV-1 requiere de la proteina hnRNP K.
Células HEK293T se co-transfectaron con el vector dl HIV-1 IRES junto con 100 nM de un siRNA
negativo (SC) o con 100 nM de un siRNA especifico para silenciar la expresiéon de la proteina
hnRNP K (A). El efecto del silenciamiento de la proteina hnRNP K sobre la traduccién se

muestra como RLA (B) o RTA (C), considerando los valores obtenidos en presencia del siRNA
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control como 1 Los analisis estadisticos fueron realizados mediante ANOVA, seguido por

comparacién multiple Dunnet (B) o t-test no paramétrico (C). *, p<0.05.

Los resultados muestran que se logra un silenciamiento parcial de la expresion
endégena de hnRNP K en células HEK293T (Fig. 7A, panel superior), mientras que el
control de carga no presenta cambios (Fig. 7A, panel inferior). Por otra parte, la
reduccion de la expresion enddégena de hnRNP K no impacta sobre la expresién de RLuc
(Fig.7 B, barras blancas). Sin embargo, la actividad FLuc mediada por el IRES de HIV-1
se ve reducida ~0.5 veces (Fig 7 B, barras negras). Con el fin visualizar mejor los
resultados estos se presentan como RTA [18, 23, 50]. Los resultados confirman que el
silenciamiento de hnRNPK lleva a una disminucidn significativa de la traduccion
mediada por la region 5’ UTR de HIV-1, en comparacion al control negativo (Fig. 7).

Por tanto, hnRNP K es requerida para la iniciacién IRES-dependiente del gRNA de HIV-

6.2.3 La sobreexpresion de hnRNP K estimula el inicio de la traduccion IRES

dependiente de HIV-1.

Con el fin de validar los resultados anteriores (Fig.-7) se decidié evaluar el impacto de
la sobreexpresién de la proteina hnRNP K sobre |a actividad del IRES de HIV-1. Para ello,

células HEK293T se co-transfectaron con el plasmido dl HIV-1 IRES junto con el plasmido

59



pcDNA 3.1 LacZ y con concentraciones crecientes del vector pCMV3-SP-N-HA/hnRNP K.
Luego, 24 h.p.t, las células se lisaron y se confirmé la sobreexpresion de HA-hnRNP K
mediante un ensayo de western blot (Fig. 8, paneles inferiores), utilizando un anticuerpo
anti-HA. Las actividades enzimaticas de RLuc y FLuc se determinaron y los resultados se
presentan como RLA (Fig. 8A, C, E), o como RTA (Fig. 8B, D, F), relativo a las actividades

obtenidas en ausencia de pCMV3-SP-N-HA/hnRNP K, las cuales se llevaron al 1.
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Fig. 8. La sobrexpresion de hnRNP K estimula la actividad del IRES de HIV-1. Células HEK293T
co-transfectaron con 200 ng del plasmido dl HIV-1 -IRES, junto con el vector pcDNA3.1 LacZ
en ausencia o presencia de concentraciones crecientes del vector pCMV3-SP-N-HA/hnRNP K.
(A) Analisis de western blot para la deteccién de las proteina recombinante o el control de
carga GAPDH. El efecto de la expresiéon de hnRNP K se muestra como RLA (B) o como RTA (C),
relativo a la actividad del vector bicistrénico en ausencia del plasmido que permite la
expresion de hnRNP K. El analisis estadistico fue realizado mediante ANOVA, seguida de la

prueba de Dunnet. *, p<0.05.

Los resultados del ensayo de western blot confirman la sobreexpresion de la
proteina recombinante HA-hnRNP K en el contexto de células HEK293T (Fig. 8A, panel
superior). Ademds, la expresién de la proteina GAPDH, utilizada como control de carga,
indica que se cargd una cantidad similar de proteina en cada carril (Fig. 8A, panel
inferior). La sobreexpresién de HA-hnRNP K no afecta la actividad del reportero RLuc,
gue da cuenta de la traduccidon cap-dependiente, para ninguna de las condiciones
evaluadas (Fig 8B, barras blancas). Por otra parte, la sobreexpresién de HA-hnRNP K
induce un incremento en la actividad del reportero FLuc (Fig 8B, barras negras), que
da cuenta de la actividad IRES de HIV-1. El impacto de |la sobreexpresion de HA-hnRNP
K sobre la actividad del IRES de HIV-1 de aprecia mejor cuando los datos son
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expresados como RTA (Fig 8C).

Basado en los resultados de los ensayos de silenciamiento (Fig.7) vy de
sobreexpresiéon (Fig. 8) se concluye que hnRNP K actua como un ITAF, modulando

positivamente la actividad IRES de HIV-1.

6.2.4 La expresion de hnRNP K no induce actividad de promotor criptico o de splicing

alternativo sobre el dl HIV-1.

Enla célula hnRNP K participa en el metabolismo del mRNA. Por cuanto, a pesar
gue los resultados anteriores sugieren que hnRNP K es un ITAF del IRES de HIV-1, el
incremento de FLuc observado en la figura 7 podrian deberse a que la sobre-expresién
de la proteina hnRNP K induzca actividad de promotor criptico en los vectores
bicistronicos utilizados, o bien que induzca un proceso de splicing alternativo del
MRNA bicistréonico. En ambos casos, si asi fuese, un mRNA con 5’Cap y Poli(A) que
expresara FLuc podria generarse enmascarando asi nuestros resultados. Con el
propdsito de descartar esta posibilidad, se evalud si la sobre-expresion de hnRNP K

inducia actividad de promotor criptico o bien splicing alternativo.

En el primer caso, células HEK293T se transfectaron con el vector bicistronico
dl HIV-1 IRES o con el vector ASV40 dl HIV-1 (Fig.9A esquema), en ausencia o presencia

del plasmido de expresién de HA-hnRNP K. El vector ASV40 carece del promotor SV40
62



(Fig. 9A, esquema) y permite evaluar la presencia de un promotor criptico en el
plasmidio de expresion utilizado ya que en ausencia del promotor la sintesis del mRNA
bicistronico deberia encontrarse inhibida por cuanto disminuiria la actividad RLuc y

FLuc.

En el segundo caso, se realizd un ensayo de silenciamiento utilizando un siRNA
contra la regién codificante para RLuc (Fig 9B, esquema) o scRNA, en ausencia o
presencia del plasmido de expresion de HA-hnRNP K. En este caso se espera que las

actividades de ambas proteinas reporteras disminuya en presencia del RLuc-siRNA,

independientemente a si hnRNP K esta o no siendo sobreexpresada.

En ambos ensayos, 24h.p.t, las células fueron lisadas y se determind las
actividades enzimaticas de RLuc y FLuc. Los resultados se presentan como RLA (Fig.
9A), relativo a las actividades obtenidas en presencia del vector dl HIV-1 IRES (Fig. 9A)

o del control de no silenciamiento SC (Fig. 9B).
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Fig. 9. La expresion de hnRNP K no induce actividad de promotor criptico o de splicing
alternativo en dl HIV-1 IRES. (A) panel superior: representacion esquematica de los vectores
bicistrénicos, con y sin promotor SV40 (ASV40). Células HEK293T se transfectaron con los
vectores descritos en A, junto al vector pcDNA3.1 LacZ, en ausencia o presencia del vector
de expresion de HA-hnRNP K. Las actividades de RLuc (barras blancas) y FLuc (barras negras)
se expresaron como RLA y se llevaron a 1 con respecto a las actividades obtenidas con el
vector SV40. (B). panel superior: representacion esquematica en la cual se se indica la
posicidon de la regidn blanco del siRNA contra RLuc. Células HEK293T se transfectaron con el
vector dl HIV-1 IRES en conjunto con un siRNA control (SC), o con un siRNA disefiado contra

la regidon codificante de RLuc en ausencia o presencia del vector de expresién de HA-hnRNP
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K. Las actividades de RLuc (barras blancas) y FLuc (barras negras) se graficaron como RLA,

considerando las actividades de RLuc y FLuc en presencia del SC como 1.

Los resultados de estos ensayos sugieren que la expresion de la proteina HA-
hnRNP K no induciria actividad de promotor criptico o de especies alternativas de

splicing en el mensajero bicistrénico de HIV-1.

6.2.5. El silenciamiento de la expresion de hnRNP K impacta negativamente sobre la

actividad del IRES de HTLV-1y de MMTV

Con el fin de determinar si los resultados obtenidos para el IRES de HIV-1 son
aplicables para otros modelos de IRESes retrovirales, se realizaron los mismos ensayos
de silenciamiento en presencia de los plasmidos dl HTLV-1 IRES y dl MMTV IRES. El
plasmidio dl HTLV IRES contiene la secuencia del elemento IRES del virus de la
leucemia de linfocitos T humano de tipo 1 (HTLV-1), clonado en la regidn
intercistronica [18], mientras que el plasmidio dl MMTV IRES contiene la secuencia del
elemento IRES del virus del tumor mamario murino (MMTV), clonado en la regidon
intercistronica [19]. El silenciamiento de la expresion de hnRNP K enddgena se evalud
mediante un ensayo de western blot (Fig. 10A) (Fig. 11A). Las actividades enzimaticas

de RLuc y FLuc se determinaron y los resultados se presentan como actividad
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luciferasa relativa, RLA (Fig. 10B) (Fig. 11B) y actividad traduccional relativa (RTA) (Fig.
10C) (Fig. 11C), donde las actividades de ambos cistrones obtenidas en presencia del

siRNA-SC fueron llevadas a 1 (Fig. 10B,11C).

HTLV-1

A B o [ RLuc
’ M FLuc
KDa T
1.04
-—— hnRNPK
55 - < ; .
0.5
35— S S | GAPDH
e N +
< <
2 Q‘g o Q}g
& &
¥ s
£ £
C
HTLV-1
1.54

]

E 1.04

% os .

=

o

0.0+
90 #*.

&

Fig.10. El inicio de la traduccion IRES-dependiente de HTLV-1 requiere de la proteina hnRNP
K. Células HEK293T, se transfectaron con 100 nM de un siRNA negativo (SC) o con 100 nM de
un siRNA especifico para silenciar la expresién de la proteina hnRNP K (A). El efecto del
silenciamiento de la proteina hnRNP K sobre la traduccién se muestra como RLA (B) o RTA (C),

considerando los valores obtenidos en presencia del siRNA control como 100 %. Los andlisis
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estadisticos fueron realizados mediante ANOVA, seguido por comparacion multiple Dunnet (B)

o t-test no paramétrico. *, p<0.05 versus SC (C).
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Fig. 11. El inicio de la traduccién IRES-dependiente de MMTYV requiere de la proteina hnRNP
K. Células HEK293T, se transfectaron con 100 nM de un siRNA negativo (SC) o con 100 nM de
un siRNA especifico para silenciar la expresién de la proteina hnRNP K (A). El efecto del
silenciamiento de la proteina hnRNP K sobre la traduccién se muestra como RLA (B) o RTA (C),

considerando los valores obtenidos en presencia del siRNA control como 100 %. Los andlisis
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estadisticos fueron realizados mediante ANOVA, seguido por comparacion multiple Dunnet (B)

o t-test no paramétrico (C). *, p<0.05 versus SC.

Los resultados de los ensayos de western blot muestran que se logra un
silenciamiento parcial de la expresién endégena de hnRNP K en células HEK293T (Fig.
10A, 11A panel superior), co-transfectadas con los vectores bicistroncios dl HTLV-1
IRES y dl MMTV IRES, respectivamente. Ademas, el control de carga GAPDH es similar
en ambas condiciones (Fig. 10A, 11 A panel inferior), sugiriendo que el silenciamiento
de hnRNP K no afecta la traduccidon global y que cantidades similares de proteinas

fueron cargadas en cada carril.

Por otra parte, en ambos experimentos se observa que la reduccidon de la
expresion endégena de hnRNP K no altera la expresién de RLuc (Fig 10 B, 11 B, barras
blancas). Sin embargo, la actividad de FLuc mediada por los IRESes de HTLV-1 0 MMTV
se ven reducidas significativamente. (Fig 10 B, 11 C barras negras). Los resultados
también se presentan como RTA, confirmando que el silenciamiento de hnRNP K lleva
a una disminucion significativa de la eficiencia traduccional en presencia del 5" UTR de

HTLV-1y de MMV, en comparacion al control negativo (Fig 10 CY 11C).
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6.2.6 La sobreexpresion de hnRNP K estimula el inicio de la traduccion IRES

dependiente de HTLV-1y MMTV.

Se evalud, ademas, el impacto de la sobreexpresion de la proteina hnRNP K sobre el
inicio de la traduccion mediada por los elementos IRES de HTLV-1y MMTV. Para ello, células
HEK293T se co-transfectaron con los plasmidos dl HTLV-1 IRES o dl MMTV IRES junto con
el plasmido pcDNA 3.1 LacZ y con concentraciones crecientes del vector pCMV3-SP-N-
HA/hnRNP K. 24 h.p.t, las células se lisaron y se confirmé la sobreexpresién de HA-hnRNP K
mediante western blot (Fig. 12, paneles inferiores), utilizando un anticuerpo anti-tag HA.
Las actividades enzimaticas de RLuc y FLuc se determinaron y los resultados se presentan
como RLA (Fig. 12A, C, E) o como RTA (Fig. 12B, D, F), relativo a las actividades obtenidas en

ausencia de pCMV3-SP-N-HA/hnRNP K, las cuales se llevaron al 1.
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Fig. 12. La sobrexpresion de hnRNP K estimula la actividad de los elementos IRESes de HTLV-
1y MMTV. Células HEK293T co-transfectaron con 200 ng de los plasmidos dl HTLV-1 -IRES (A,
C, E) o dl MMTV-IRES (B, D, F) junto con el vector pcDNA3.1 LacZ en ausencia o presencia de
concentraciones crecientes del vector pCMV3-SP-N-HA/hnRNP K. (A) Analisis de western blot

para la deteccidn de las proteina recombinante o el control de carga GAPDH. El efecto de la
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expresion de hnRNP K se muestra como RLA (C, D) o como RTA (E, F), relativo a la actividad
de cada vector bicistronico en ausencia del plasmido que permite la expresion de hnRNP K. El

analisis estadistico fue realizado mediante ANOVA, seguida de la prueba de Dunnet. *, p<0.05.

Los resultados indican que la sobreexpresion de hnRNP K en el contexto de
células HEK293T (Fig. 12A y 12B) en presencia del dl HIV-1 IRES 6 HTLV-1 IRES, no afecta
la actividad cap-dependiente de manera significativa (Fig 12 C y D, barras blancas),
para ninguna de las concentraciones utilizadas del vector de sobreexpresion de HA-
hnRNP K (Fig 12B). Por otra parte, la sobre-expresion de HA-hnRNP K induce un
incremento en la actividad de traduccional IRES-dependiente en los dos modelos

retrovirales (Fig. 12Cy 12 D, barras negras) (Fig. 12 Ey F).

En conjunto, los resultados de los ensayos de silenciamiento y de sobreexpresion
de hnRNP K indican que esta proteina actua como un ITAF, modulando positivamente

la actividad de los IRESes de HTLV-1y de MMTV.

6.2.7. La co-expresion de hnRNP K con otros ITAFs de HIV-1 impacta positivamente

sobre la actividad IRES de HIV-1.

A la fecha se han identificado otras proteinas hnRNP como ITAFs para el IRES de

HIV-1 [11, 42]. Con el propésito de establecer si existe una relacion entre la actividad
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de diferentes ITAFs de HIV-1, se evalué el efecto de la co-expresién de hnRNP K con
otros moduladores positivos de la actividad IRES de HIV-1 previamente descritos como
son hnRNP Al y U [11, 42] sobre el inicio de la traducciéon mediada por el elemento
IRES de HIV-1. Los ensayos de co-expresion se realizaron co-transfectando células
HEK293T con el plasmido dl HIV-1 IRES junto con el plasmido pcDNA 3.1 LacZy con los
vectores expresores de HA-hnRNP K, Myc-hnRNP Al y HIS-hnRNP U. Luego de 24h.p.t,
se lisaron las células y se determind las actividades enzimaticas de RLuc y FLuc. Los
resultados se presentan como RLA (Fig. 13 A, C) o RTA (Fig. 13 B) relativo a las
actividades obtenidas en ausencia de las proteinas hnRNPs, las cuales se llevaron a 1.
Adicionalmente, se confirmd la expresion de las proteinas recombinantes con

anticuerpos anti-tags correspondientes (Fig. 13 D).
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Fig. 13. La coexpresion de hnRNP K, Al y U estimula la actividad IRES de HIV-1. Células
HEK293T se transfectaron con 150 ng del vector dl HIV-1 IRES junto con 125 ng de un vector
expresor para las proteinas HA-(K), myc-(Al) o HIS-(U). La actividad IRES fue medida y
expresada como RLA (A, B) o RTA (C) relativo a la actividad medida en células HEK293T
transfectadas el vector dl HIV-1 IRES con el vector pSP64, el cual se llevd a 1. El panel inferior
de (C) muestra los analisis de western blot para la deteccion de las proteinas recombinantes

y el control de carga GAPDH. El analisis estadistico fue realizado mediante ANOVA, seguida de
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la prueba de Tukey. *, p<0.05 respecto a (-); a, p<0.05 respecto a K; b, p<0.05 respecto a Al;

¢, p<0.05 respecto a U.

Los resultados muestran que actividad RLuc no se ve afectada de manera
significativa por la co-expresion de las proteinas hnRNPs, cuando su traduccién es
mediada por el IRES de HIV-1 (Fig.13 A). Por otra parte, la actividad FLuc en condiciones
de co-expresion de las proteinas hnRNPs (Fig.13 C: K-Al, K-U, K-A-U), aumenta en
forma significativa en comparacion al efecto inducido por la expresiéon de cada
proteina en forma independiente (Fig. 13 C: K, A, U). Los resultados también se
presentan como RTA, confirmando que el efecto de la co-expresion de estas proteinas
hnRNP sobre la actividad traduccional guiada por el IRES de HIV-1 es mayor en
comparacién al efecto inducido por la expresion de cada proteina en forma

independiente.

La expresidon de cada proteina recombinante fue evaluada mediante ensayos de
western blot (Fig 13 D, panel I, Il y Ill). Ademas, el control de carga GAPDH (Fig 13 D,
panel 1V) es similar en todos los carriles (Fig 12 D, panel 1V), confirmando que

cantidades similares de proteinas fueron cargadas en cada carril.
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6.2.8. La co-expresion de hnRNP K con otros ITAFs impacta positivamente sobre la

actividad IRES de HTLV-1 y MMTV.

Posteriormente, se evalud el efecto de la co-expresion de hnRNP K con los ITAFs
descritos para HIV-1 IRES en los otros dos modelos de IRES retrovirales de este estudio.

La proteina hnRNP U fue descrita como un modulador positivo de actividad IRES en

HTLV-1y MMTV [42]. Sin embargo, la modulaciéon de hnRNP A1l sobre el inicio de la
traduccién en estos modelos no ha sido previamente descrita. Por este motivo, previo
a realizar los ensayos de co-expresidon se evalud el efecto de la sobreexpresién de
hnRNP A1l sobre la actividad IRES de HTLV-1y MMTV (Fig. 14. Ay B). Para ello, células
HEK293T se co-transfectaron con los plasmidos dl HTLV-1 IRES y dl MMTV IRES junto
con el plasmido pcDNA 3.1 LacZ y con concentraciones crecientes del vector de
sobreexpresion de hnRNP A1l con tag myc. Para realizar los ensayos de co-expresion,
células HEK293T con los pldasmidos dl HTLV-1 IRES o dl MMTV IRES junto con el
plasmido pcDNA 3.1 LacZ y con los vectores expresores de HA-hnRNP K, Myc-hnRNP
Al y HIS-hnRNP U, como se describe en la seccidon 5.6. En ambos tipos de ensayos, 24
h.p.t, se lisaron las células y se determind las actividades enzimaticas de RLuc y FLuc.
Los resultados se presentan como RTA (Fig. 14) relativo a las actividades obtenidas en

ausencia de sobreexpresion de las proteinas hnRNPs, llevado a 1. Adicionalmente, se
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confirmé la expresion de las proteinas recombinantes con anticuerpos anti-tags

correspondientes (Fig. 14 A- D, paneles inferiores de cada figura).
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Fig. 14. La coexpresion de hnRNP K, A1 y U estimula la actividad IRES de HTLV-1 y MMTV.
(A) Células HEK293T co-transfectaron con 200 ng de los plasmidos dl HTLV-1-IRES (A) y dI
MMTV-IRES (B) junto con el vector pcDNA3.1 LacZ en ausencia o presencia de concentraciones
crecientes del vector pMyc-Al. El efecto de la expresion de Myc-hnRNP A1l se muestra como
RTA, relativo a la actividad de cada vector bicistronico en ausencia del plasmido que permite
la expresion de hnRNP A1l. (C,D) Células HEK293T se transfectaron con 150 ng de los vectores
dl HTLV-1IRES (C) o dl MMTV-IRES (D) junto con 125 ng de un vector expresando las proteinas
HA-(K), myc-(A1) o HIS-(U). La actividad IRES fue medida y expresada como RTA relativo a la
actividad medida en células HEK293T transfectadas con los vectores bicistrénicos en ausencia
de proteinas sobreexpresadas, el cual se llevé a 1. El panel inferior de cada Figura muestra los
analisis de western blot para la deteccidn de las proteinas recombinantes o el control de carga
GAPDH. El analisis estadistico fue realizado mediante ANOVA, seguida de la prueba de Dunnet.
*, p<0.05 respecto a (-); a, p<0.05 respecto a K; b, p<0.05 respecto a Al; c, p<0.05 respecto a

U.

La sobreexpresion de hnRNP Al en el contexto de células HEK293T induce un
incremento en la actividad de los IRESes de HTLV-1 y MMTV. Por tanto, al igual que
para lo ya reportado para el IRES de HIV-1 [11], se concluye que hnRNPA1 es un ITAF

para los IRESes de HTLV-1y MMTV.

Adicionalmente, al evaluar el indice de actividad IRES, RTA, se observd que éste

77



presenta un mayor aumento cuando hnRNP K, hnRNP A1y hnRNP U son co-expresadas
comparado con el aumento inducido por la expresion de cada proteina en forma

independiente, en ambos experimentos (Fig 14 Cy D).

La expresidn de cada proteina recombinante fue confirmada mediante ensayo de
western blot (Fig 14 C y D, panel I, Il y Ill). Adem3s, el control de carga GAPDH de
ambos experimentos (Fig 14 Cy D, panel IV) es similar en todos los carriles (Fig 14 D,
panel IV), confirmando que cantidades similares de proteinas fueron cargados en cada

carril.

6.2.9. La proteina HuR interfiere con la modulacidon positiva de hnRNP K sobre la

traduccién mediada por el IRES de HIV-1.

La proteina antigeno R humano (HuR), pertenece a la familia de proteinas de visidon
anormal letal embrionaria y estd asociada a diversos procesos celulares como
estabilizacion de mRNA, exporte nuclear y modulacion de la sintesis de proteinas [46,
47]. HuR fue previamente descrita como un modulador negativo de la actividad

traduccional dependiente de IRES de HIV-1 [26].
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Con el fin de establecer la relacién entre hnRNP K y el modulador negativo de la
actividad IRES HuR, se evalud el efecto de la co-expresion de hnRNP K y HuR sobre el
inicio de la traduccién mediada por el IRES de HIV-1. Para ello, células HEK293T se
transfectaron con el vector dl HIV-1, junto con el plasmido pcDNA 3.1 LacZ y con los
vectores expresores de HA-hnRNP Ky HuR en las cantidades indicadas en la Figura 14.
Luego, las células se lisaron y las actividades enzimaticas de RLuc y FLuc se
determinaron como se describe en la seccidn 5.7. Los resultados se presentan como
RLA (Fig. 15 A, B) o RTA (Fig. 15 B) relativo a las actividades obtenidas en ausencia de
las proteinas hnRNPs, las cuales se llevaron a 1. Adicionalmente, se confirmé la
expresidn de las proteinas recombinantes con anticuerpos anti-tags correspondientes

(Fig. 15 D).
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Fig. 15. HuR inhibe la actividad estimuladora de hnRNP K sobre el IRES de HIV-1 en células
HEK293T. Células HEK293T se transfectaron con (200ng) del plasmido dl HIV-1 IRES, junto con

(200-400 ng) de los plasmidos que codifican para HuR y HA-hnRNP K. La actividad IRES fue

medida y expresada como RLA (A,C) o RTA (B) relativo a la actividad medida en células

HEK293T transfectadas con el plasmido dl HIV-1 con el vector pSP64, el cual se llevo a 1. (D)

Andlisis de western blot para la deteccién de las proteinas sobreeexpresadas o el control de

carga GAPDH. * p<0,05 respecto a (-).
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Los resultados muestran que actividad RLuc, que da cuenta de la traduccidn cap-
dependiente, no se ve afectada de manera significativa por la expresion de HA-hnRNP
K, HuR, ni por la co-expresién de ambas proteinas, cuando su traduccién es mediada
por el IRES de HIV-1 (Fig.15 A). Por otra parte, la sobreexpresion de HA-hnRNP K y HuR
inducen un aumento y una reduccidon de la actividad FLuc, respectivamente, en
comparacién al control negativo (Fig 15 B). Esto indica que los controles estdn en
concordancia con el efecto previamente descrito para hnRNP K, asi como la
modulacion negativa sobre el elemento IRES de HIV-1, la cual ha sido reportada
previamente [26]. Al co-expresar HA-hnRNP K con concentraciones crecientes de HuR,
se observa una disminucion de la actividad FLuc. Este efecto se observa mas
claramente al evaluar el indice de actividad IRES (RTA), de HIV-1 (Fig 15 B). La
expresion de las proteinas fue confirmada mediante ensayo de western blot (Fig 15 D,
panel Iy Il). Ademas, el control de carga GAPDH (Fig 15 D, panel lll) es similar en todos
los carriles (Fig 15 D, panel 1V), confirmando que cantidades similares de proteinas

fueron cargados en cada carril.

En conjunto, estos resultados sugieren que la proteina HuR inhibe la induccién de la

actividad IRES de HIV-1 ejercida por hnRNP K en el contexto de células HEK293T.
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6.3.1. Interaccion de hnRNP K con hnRNPA1, hnRNP U y HuR en células HEK293T.

Habiendo establecido que las proteinas hnRNP U, hnRNP Al en conjunto con
hnRNP K estimulan la actividad IRES retroviral y a su vez que HuR era capaz de inhibir
la estimulacién ejercida por hnRNP K sobre el IRES de HIV-1, surge la posibilidad que
estas proteinas ITAF formen parte de un complejo junto a hnRNP K. Por tanto, se
decidio evaluar si hnRNP K es capaz de interactuar de manera directa con las otras
proteinas ITAFs estudiadas, en presencia del 5" UTR de HIV-1. Este estudio se realizé
utilizando las técnicas de CO-IP y PLA, segun se describe en la seccidon 5.9. Es asi como
se evalud interaccion entre HA-hnRNP K con Myc-hnRNP A1(Fig. 16), entre HA-hnRNP
Ky HIS-hnRNP U (Fig.17), y entre hnRNP Ky HuR (Fig.18), en presencia o ausencia del

dl HIV-1 IRES.
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Figure 16. hnRNP K interacttiia con hnRNP A1l en células HEK293T. (A) Células HEK293T fueron
transfectadas con 1 ug de los pldsmidos dl HIV-1 IRES o dIAEMCV junto con 7 pg de los
plasmidos que codifican para HA- hnRNP Ky Myc- hnRNP A1. 48 h.p.t las células fueron lisadas.
Los extractos celulares fueron utilizados para inmunoprecipitacion (IP) con anticuerpo anti-
HA de ratén (aHA) o anticuerpo control IgG de ratén (algG). Proteinas desde las fracciones
input (In) e IP fueron utilizadas para ensayos Western blot usando un anti-Myc (panel 1), anti-

HA (panel Il), o anti-GAPDH (panel IIl). Como anticuerpo secundario, el panel Il fue incubado
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con proteina A/G-HRP, panel | con anticuerpo anti-conejo-HRP y el panel Ill con anticuerpo
anti-mouse-HRP. NT: no transfectada, In: input. (B) Células HEK293T fueron co-transfectadas
con 0.25 pg de los plasmidos que codifican para HA- hnRNP K y Myc- hnRNP Al en presencia
de dl HIV-1 IRES . A las 24 h.p.t, la interaccidn entre las proteinas hnRNPs fue analizada por
PLA. Los puntos rojos indican proximidad menor a 40 nm entre estas proteinas. El cuadro mas
pequefio en la esquina superior izquierda corresponde al control de PLA sin anticuerpos
primarios. Barra de escala 10 um. (C) La expresién de las proteinas en células HEK293T fue

analizada mediante ensayos de IFl utilizando anticuerpos contra los tags de estas proteinas.
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Figure 17. hnRNP K interacttiia con hnRNP U en células HEK293T. A) Células HEK293T fueron

transfectadas con 1 ug de los pldsmidos dl HIV-1 IRES o dIAEMCV junto con 7 pg de los
plasmidos que codifican para HA- hnRNP Ky HIS- hnRNP U. 48 h.p.t las células fueron lisadas.
Los extractos celulares fueron utilizados para realizar ensayos de inmunoprecipitacion (IP)
con anticuerpo anti-HA de ratén (aHA) o anticuerpo control 1gG de ratén (algG). Proteinas

desde las fracciones input (In) e IP fueron utilizadas para ensayos Western blot usando un
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anti-HIS (panel 1), anti-HA (panel Il), o anti-GAPDH (panel Ill). Como anticuerpo secundario, el
panel Il fue incubado con proteina A/G-HRP, paneles | y Ill con anticuerpo anti-ratén-HRP. NT:
no transfectada, In: input. (B) Células HEK293T fueron co-transfectadas con 0.25 pg de los
plasmidos que codifican para HA- hnRNP K y HIS- hnRNP U en presencia de dl HIV-1 IRES . A
las 24 h.p.t, la interaccidn entre las proteinas hnRNPs fue analizada por PLA. Los puntos rojos
indican proximidad menor a 40 nm entre estas proteinas. El cuadro mas pequefio en la esquina
superior izquierda corresponde al control de PLA sin anticuerpos primarios. Barra de escala
10 um. (C) La expresién de las proteinas en las condiciones utilizadas fue analizada mediante

ensayos de IFl utilizando anticuerpos contra los tags de estas proteinas.

dIHIV-1 dIAEMCV
NT Inl In2 IgG HA I1gG HA
~—mp & |-

SRS = e | CHAK)

— <« GAPDH

Figure 18. hnRNP K interactia con hnRNP HuR en células HEK293T. A) Células HEK293T
fueron transfectadas con 1 ug de los plasmidos dl HIV-1 IRES o dIAEMCV junto con 7 ug de los
plasmidos que codifican para HA- hnRNP K y HuR. 48 h.p.t las células fueron lisadas. Los

extractos celulares fueron utilizados para inmunoprecipitacion (IP) con anticuerpo anti-HA de
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ratén (aHA) o anticuerpo control IgG de ratén (algG). (A) Proteinas desde las fracciones input
(In) e IP fueron utilizadas para ensayos Western blot usando un anti-HuR (panel |), anti-HA
(panel I1), o anti-GAPDH (panel Ill). Como anticuerpo secundario, el panel Il fue incubado con
proteina A/G-HRP, paneles | y Il con anticuerpo anti-raton-HRP. NT: no tranfectada, In: input.
B) Células HEK293T fueron co-transfectadas con 0.25 g de los pldsmidos que codifican para
HA- hnRNP K y HuR en presencia de dl HIV-1 IRES . A las 24 h.p.t, la interaccidon entre las
proteinas hnRNPs fue analizada por PLA. Los puntos rojos indican proximidad menor a 40 nm
entre estas proteinas. El cuadro mas pequefio en la esquina superior izquierda corresponde

al control de PLA sin anticuerpos primarios. Barra de escala 10 pm.

Al evaluar los ensayos de CO-IP entre HA-hnRNP K con Myc-hnRNP Al (Fig. 16),
His-hnRNP U (Fig.17) y HuR (Fig.18), se puede evidenciar claramente la sobreexpresion
HA-hnRNP K en los extractos input (Fig 16, 17 y 18, in: carriles 2 y 3), comparado con
los extractos generados desde células no transfectadas (Fig 16, 17 y 18, panel 2, nt:
carril 1). Ademas, HA-hnRNP K solo fue detectada cuando el ensayo de IP se realizé
utilizando esferas pA/G conjugadas con el anticuerpo aHA (Fig. 16, 17, 18, panel I,
carriles 5y 7) y no cuando las esferas PA/G fueron conjugadas con el anticuerpo
control algG (Fig 16, 17, 18, panel I, carriles 4 y 6, IP), asegurando la especificidad de
la IP de HA-K. La comparacion de la expresion de la proteina GAPDH en las condiciones

input sugiere que se cargaron cantidades similares de proteinas en todos los carriles.
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(Fig 16, 17, 18, panel lll, carriles 2 y 3, in). Finalmente, la deteccién de las proteinas
recombinantes Myc-hnRNP A1l (Fig 16, panel I, carriles 5y 7), His-hnRNP U (Fig 17,
panel |, carriles 5y 7) y de la proteina HuR (Fig 18, panel |, carriles 5y 7), permiten
concluir estas tres proteinas forman complejos con HA-hnRNP K en presencia del
5’UTR de HIV-1 (Fig 16, 17 y 18, Panel |, carril 5), como en presencia del dl AEMCV.
Como control, se realizaron estos ensayos de CO-IP en presencia del vector dl AEMCV.
Los resultados muestran que en estas condiciones aun se observa formacién de
complejos entre las proteinas evaluadas, aunque en menor grado, en comparacion a
las CO-IP realizadas en presencia del dl HIV-1 IRES (Fig 16, 17 y 18 comparar panel |,
carriles 5y 7 de cada figura). Ademas, la asociacion entre las proteinas ITAFs HA-hRNP
K'y Myc- hnRNP A1, entre HA-hRNP K y HIS- hnRNP U y entre HA-hRNP K y HuR fue
confirmada por ensayos de PLA realizados en presencia del dl HIV-1. Los dot plots

indican que existen puntos de asociacién entre estas proteinas. (Fig. 16 B, 17 B, Y 18B).

En conjunto, los ensayos de CO-IP permiten concluir que HA-hnRNP K forma

complejos con otros ITAFs descritos para HIV-1, como son hnRNP A1, hnRNP U y HuR.
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7. DISCUSION

Se ha postulado que la presencia de un elemento IRES en el 5’UTR del gRNA
retroviral le otorgaria una ventaja traduccional sobre los mRNAs celulares durante la
infeccion viral, bajo condiciones de estrés, o durante fases especificas del ciclo celular,
condiciones en las cuales la traduccidn cap-dependiente se encuentra inhibida [8-12].
Sin embargo, los mecanismos moleculares que determinan el reconocimiento de los
IRESs por parte de la maquinaria de inicio de la traduccidon celular no son del todo
claros. Se ha descrito que los elementos IRESs retrovirales requieren de ITAFs para
asegurar su traduccion [34]. En este trabajo de tesis se evalud el rol de la proteina
hnRNP K sobre el inicio de la traduccién dependiente de IRES en tres modelos
retrovirales. La proteina hnRNP K pertenece a la familia de las ribonucleoproteinas
heterogéneo nucleares [34] y fue identificada en una aproximacién protedmica
realizada en el laboratorio de Virologia Molecular, PUC, basada en cromatografia por
afinidad a RNA denominada GRNA (Glutatione RNA affinity chromatography) acoplada
a espectometria de masas [27], el cual permitid identificar proteinas que interactuan
con las regiones 5"UTR de los gRNAs de HIV-1y HTLV-1. Los resultados de este estudio
muestran que la proteina hnRNP K deslocaliza desde el nucleo al citoplasma en

presencia de un clon infeccioso de HIV-1, sugiriendo un rol citoplasmatico de hnRNP K
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durante el ciclo viral de HIV-1. Mediante ensayos de UV-CLIP/q-RT-PCR se determiné

gue hay una asociacién directa entre hnRNP K y la region 5’UTR de estos retrovirus.

Los resultados funcionales indican que esta proteina actua como un ITAF para los
elementos IRESs de HIV-1, HTLV-1y MMTV. Finalmente los ensayos de co-expresion y
CO-IP sugieren que hnRNP K actla en asociacidon con otros ITAFs en la modulacién de
la actividad traduccional IRES-dependiente apoyando el modelo de la formacién de un
RNP-IRES.

7.1 La Proteina hnRNP K deslocaliza desde el ntcleo al citoplasma en presencia de

un clon infeccioso de HIV-1.

HnRNP K es una proteina predominantemente nuclear, involucrada en diversos
procesos del metabolismo del RNA, incluyendo regulacion del splicing, exporte
nuclear, estabilidad de mRNA e inicio de la traduccidon mediado por IRES [37]. HnRNP
K se ha descrito como una proteina shuttle, la cual puede localizar bidireccionarlmente
entre el nlcleo y el citoplasma [78] Se ha observado que la infeccidn de células con el
virus de estomatitis vesicular induce una relocalizacion de hnRNP K desde el nucleo al
citoplasma [38]. Ademas, se ha reportado previamente que la fosforilacién de hnRNP

K por ERK, induce una acumulacion citoplasmatica de hnRNP K [79], y aumenta la
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traduccién de c-myc [31,80]. Adicionalmente, hnRNP K fue descrita también
aberrantemente localizada en el citoplasma en cdncer colorectal, induciendo la
traducciéon IRES dependiente del la proteina p65BTK, una isoforma oncogénica en

cancer de colon [81].

En base a estos antecedentes, y con el fin de establecer a hnRNP K como un ITAF
candidato, el cual se prevé que durante la infeccion con HIV-1 debiese relocalizarse al
citoplasma, la primera aproximacidon experimental utilizada consistié en identificar
mediante western blot la presencia de la proteina en extractos completos, nucleary
citoplasmatico provenientes de células HEK293T, Hela y Jurkat con el objetivo de
evaluar su distribucion en las distintas fracciones. Los resultados obtenidos permiten
identificar que en las diferentes lineas celulares su localizacion en
predominantemente nuclear (Fig. 3). Luego, se evalud su localizacién en presencia de
un clon infeccioso de HIV-1 y se observd que posterior a la transfeccién con el clon
infeccioso pNL4.3, hay una relocalizacion de la proteina desde el nucleo al citoplasma
(Fig.4). Un estudio previo reportd una disminucién en la produccién dela proteina viral
p24 de HIV-1 dado por la deplecion de hnRNP K utilizando la estrategia de siRNA [85].
En este trabajo de tesis, se observé que la deplecidén parcial de hnRNP K tuvo un
impacto negativo sobre la traduccidon de Gag en un clon molecular de HIV-1 (Fig. 5).

Estos resultados sugieren que la localizacidén citoplamatica de hnRNP K podria ser
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importante durante el curso de la replicacion de HIV-1, particularmente en traduccidn

y confirmaron a esta proteina como un ITAF candidato retroviral.

7.2 La proteina hnRNP K se une a la region 5"UTR de HIV-1 en células.

La interaccion de hnRNP K con las regiones 5" UTR de HIV-1, HTLV-1y MMTV podria
ocurrir a través de dos mecanismos distintos. El 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 hnRNP K y el
segundo mecanismo comprende una interaccién directa de la proteina con el mRNA.
Considerando que la proteina hnRNP K posee 3 dominios KH, responsables de su unidn
a DNA/RNA [30], que su participacién descrita en el inicio de la traduccién IRES-
dependiente en otro modelo, como es el caso del mRNA de c-myc involucra una
interaccidn directa proteina-RNA [31], y existen sitios putativos de unién de hnRNP K
a las regiones 5’UTR de HIV-1, HTLV-1 y MMTV (sitios UCCU, UCCCU) [32,33], nos
parecid pertinente evaluar la capacidad de interaccion directa de hnRNP K con la
region 5°'UTR de HIV-1, HTLV-1 y MMTV. Estos resultados validan la identificacion de
hnRNP K como una proteina de asociacién a la region 5’ UTR de HIV-1 de acuerdo a los
experimentos de espectometria, previamente realizados en el Laboratorio de Virologia

Molecular, PUC [19, 42]. Dado que en el ensayo de UV-CLIP la exposicién de las células
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a un pulso de luz UV induce la formacion de enlaces covalentes entre proteinas y
acidos nucleicos en asociacion fisica directa [29], se pudo demostrar que la proteina
hnRNP K interactua con el dl HIV-1 IRES (Fig. 6) directamente. Sin embargo, no es

posible determinar con este ensayo el lugar especifico de interaccion.

7.3. La proteina hnRNP K actiia como un ITAF, modulador positivo para los IRESes de

HIV-1, HTLV-1 y MMTV.

Considerando que la proteina hnRNP K es un ITAF candidato de los IRESes
retrovirales, nos parecié permitente evaluar la participacion de esta proteina en la
traduccién mediada por el IRES de HIV-1. Para ello, se realiz6 un ensayo de
silenciamiento y sobreexpresién de la proteina (Figs. 7 y 8). Los resultados de este
ensayo nos permiten establecer que hnRNP K es un ITAF que estimula la actividad del
IRES de HIV-1. Adicionalmente se demuestra que este efecto estimulatorio de la
expresiéon de FLuc por parte de hnRNP K no es debido a la formacién de un mRNA con
5'Cap y Poli(A) expresando FLuc (Fig.9) generazdo por un proceso de splicing
alternativo o bien por la presencia de un promotor criptico en el vector utilizado.

Finalmente, se establecié que los resultados obtenidos para el IRES de HIV-1 eran

extrapolables a otros IRESes retrovirales. Por tanto se concluye que que la proteina
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hnRNP K actia como un ITAF, modulando positivamente la actividad IRES de HIV-1,
HTLV-1y MMTV.

Dado que mas de una proteina de la familia de las hnRNPs se ha descrito como
ITAF de HIV-1 [11,42], resultd interesante establecer una relacion entre la actividad
inducida por hnRNP K con otros moduladores positivos de la actividad IRES de HIV-1
previamente descritos como son hnRNP Al y U [11, 42]. Los resultados de estos
ensayos mostraron que la actividad traduccional dependiente de IRES, en condiciones
de co-expresion de las proteinas hnRNPs, aumenta en forma significativa en
comparacién al efecto inducido por la expresién de cada proteina en forma
independiente (Fig. 13), confirmando que estas proteinas actian como ITAFs de estos
elementos retrovirales (Fig. 12,13 y 14). Estos resultados sugieren ademds que estos
ITAFs podrian estar actuando como un complejo RNP-IRES, permitiendo Ila

conformacién de un IRES funcional (Fig. 19. Modelo de trabajo).

Por otra parte, al extender estos ensayos a los otros dos modelos de IRESes
retrovirales de este estudio, se observo diferencias en los tamaiios de efectos dados
por la co-expresién de hnRNPs. Estas observaciones permiten sugerir que no todos los
complejos RNP-IRESs retrovirales son iguales (Fig 9, 10 y 11). Por ejemplo, en el caso
del HIV-1-IRES (Fig.13), la co-expresion de hnRNP K con hnRNP A1l tiene un impacto

menor sobre la estimulacidn total de la actividad IRES (47%) comparado con el efecto
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de esta co-expresion en presencia del HTLV-1-IRES (80%) o del MMTV-IRES (40%) (Fig

14).
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Figura 19. Modelo propuesto. Proteinas de union a RNA asisten a mRNAs retrovirales
permitiendo la conformacidon de un IRES funcional. Proteinas celulares de localizacién
preferentemente nuclear se unen a la region 5’UTR del mRNA retroviral en el nucleo,
formando un complejo ribonucleoproteico (RNP-IRES), el cual se deslocaliza desde el
nucleo al citoplasma. En el citoplasma el RNP-IRES modula el reclutamiento de la

maquinaria traduccional al mRNA retroviral.

7.4. La proteina HuR interfiere con la modulaciéon positiva de hnRNP K sobre la

traduccién mediada por el IRES de HIV-1.

Con el propdsito de obtener mayor informacion de la relacion entre la modulacion

inducida por hnRNP K en asociacion con otros ITAFs previamente descritos de HIV-1-
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IRES, se realizaron ensayos de co-expresion de hnRNP K con la proteina antigeno R
humano (HuR), la cual esta asociada a diversos procesos celulares como estabilizacion
de mRNA, exporte nuclear y modulacién de la sintesis de proteinas [46, 47]. HuR fue
previamente descrita como un modulador negativo de la actividad traduccional
dependiente de IRES de HIV-1 [26]. Los resultados de estos ensayos muestran que la
sobreexpresidon de HuR inhibe la induccion por hnRNP K de la actividad IRES de HIV-1
en el contexto de células HEK293T (Fig. 15). Estos resultados sugieren que la
modulacion positiva de ITAFs, en este caso hnRNP K puede ser interrumpida por otras

proteinas con modulacién antagdnica, como lo es HuR.

5. La proteina hnRNP K interactia con las proteinas hnRNPA1, hnRNP U y HuR.

Dado que mas de una proteina es capaz de modular la traduccion mediada por el

elemento IRES de HIV-1, se decidid evaluar si existe interacciéon entre estas proteinas

en células HEK293T en presencia del 5’UTR de HIV-1 mediante ensayos de CO-IP. Los

resultados muestran que la proteina HA-hnRNP K interactia con las proteinas Myc-
hnRNP A1l (Fig.16) y también con HIS- hnRNP U (Fig. 16). Esta observaciéon es

interesante, dado que se ha descrito previamente que las proteinas hnRNPs pueden
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establecer diversas interacciones del tipo proteina-proteina [86]. Estos antecedentes,
junto con los resultados de este trabajo nos permiten especular que uno o mas
complejos RNP pueden ser dindmicos y que en el caso del IRES de HIV-1, dentro de sus
componentes se encontraria las proteina hnRNP K en asociacién con otros ITAFs

descritos para HIV-1, como son hnRNP A1, hnRNP U.

Por otro lado, mediante CO-IP se pudo confirmar que HA- hnRNP K interactua
también con HuR (Fig.18). Este es un resultado interesante, pues el estudio de Rivasy
colaboradores, mencionado anteriormente, indica que HuR no se asocia directamente
al 5’UTR de HIV-1 [26]. En ese estudio se planted que el impacto negativo sobre la
actividad IRES de HIV-1 podria ser, por tanto, mediado por una proteina intermediaria.
Es probable que HuR se una a hnRNP Ky otras proteinas para modular la actividad IRES

retroviral.

En el caso de HIV-1, el genoma viral posee alta tasa de mutacién debido a la
carencia de actividad correctora de la transcriptasa reversa viral [97]. Esto lleva a que
se generen cepas resistentes a los efectos de las drogas [97]. La intervencidn de la
asociacion virus-hospedero a nivel traduccional (mRNA viral-proteinas asociadas)
puede ser entonces visionada como una terapia alternativa en aquellos pacientes en

gue el virus se vuelve inmune a los efectos del tratamiento estdndar. Esto debido a
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gue esta estrategia involucra asociaciones que han sido generadas, perfeccionadas y
conservadas evolutivamente, y por tanto es mas dificil que se pueda generar
resistencia. Desde esta perspectiva, los resultados obtenidos para la proteina hnRNP
K como un modulador positivo sobre los elementos IRESes de tres retrovirus de
géneros diversos [98], sugiere una conservacion de la funcion moduladora de este ITAF

y permite proponer a hnRNP K como un blanco terapéutico interesante.

En resumen, los resultados de este trabajo identifican un nuevo modulador de la
actividad traduccional mediada por IRES en retrovirus y el impacto de su asociacién con
otros ITAFs. Los datos generados en este trabajo otorgan nuevas pistas acerca del
mecanismo de reclutamiento ribosomal mediado por los elementos IRESs de los mRNAs
retrovirales. Se espera que, a largo alcance, este conocimiento sea utilizado en el desarrollo
de nuevas estrategias antivirales dirigidos especificamente a la traduccién del mRNA

retroviral.
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8. CONCLUSIONES

1. La Proteina hnRNP K deslocaliza desde el nucleo al citoplasma en presencia de un
clon infeccioso de HIV-1.

2. La proteina hnRNP K se une a la region 5°"UTR del mRNA de HIV-1.

3. La proteina hnRNP K actiia como un ITAF, modulador positivo para los IRESes de
HIV-1, HTLV-1 y MMTV.

4. La proteina HuR interfiere con la modulacion positiva de hnRNP K sobre la
traduccion mediada por el IRES de HIV-1.

5. La proteina hnRNP K interactta con las proteinas hnRNPA1, hnRNP U y HuR.
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