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Resumen

La fosfoproteina E1B-55KDa (E1B) de adenovirus humano tipo 5 (HAdV) tiene
diferentes actividades durante el ciclo de replicacion viral. La E1B participa en la
degradacion de proteinas celulares; en la organizacion y actividades de dominios
nucleares inducidos por el virus en donde se replica y expresa el genoma viral,
conocidos como compartimentos de replicacion viral (RC por sus siglas en inglés);
en la represion de los genes de la respuesta a interferon y genes blanco de p53.
Recientemente resultados del grupo han mostrado que la E1B es necesaria para la
replicacion eficiente del genoma viral y la regulacion de la expresion de genes
virales. Los mecanismos moleculares que implican a la E1B en cada una de estas
actividades no se han descrito. Los resultados de nuestro grupo muestran que la
E1B regula la expresiéon de genes virales a nivel transcripcional y post-
transcripcional durante el ciclo de replicacién viral. A nivel de la transcripcion la
proteina tiene un papel dual en la regulacion de los promotores virales, ya que
puede aumentar o disminuir la transcripcién de varios promotores de adenovirus.
Esta actividad dual depende del estado de fosforilacion de la proteina. Se ha
propuesto que la E1B tiene un dominio similar a un dedo de Zn?*, sin embargo, no
se ha determinado que la proteina interaccione con Zn?* o que pueda asociarse al
DNA. En el grupo se demostro recientemente que la E1B interacciona con RNA. En
mi tesis de licenciatura, experimentos preliminares de inmunoprecipitacion de
cromatina mostraron que la E1B se asocia al promotor adenoviral de E1A. Ademas,
haciendo una busqueda en la literatura se establecié que de las 78 proteinas
celulares o virales con las que la E1B interacciona, 18 tienen funciones asociadas
a la regulacion de la expresiéon de genes. El analisis bioinformatico de las
secuencias de los promotores virales identificO que otras proteinas celulares que
interaccionan con la E1B tienen secuencias blanco en los promotores adenovirales.
La transcripcion del genoma viral ocurre en los RC, por lo que los factores de
transcripcién que interaccionan con E1B se buscaron en una base de datos del
proteoma de los RC (datos no publicados) y se determind que 3 proteinas celulares
gue se asocian a los RC, regulan la expresiéon de genes virales e interaccionan con

la E1B. En conjunto, estos resultados sugieren que la actividad de la E1B como



factor de transcripcién dual depende de su estado de fosforilacién y que podria
regular la transcripcion de genes virales a traves de su interaccién con factores de
transcripcidén celulares, por lo que en el presente proyecto se estudi6 si la E1B
regula la actividad de los promotores intermedios Va2 y L4P, el efecto de la
fosforilacion de la T495 sobre la actividad de la proteina en los promotores
adenovirales, si la E1B puede interaccionar con los promotores y el andlisis
bioinformatico de las posibles interacciones proteina-proteina en los
Compartimentos de Replicacion.



Introduccion
Generalidades y clasificacién de los adenovirus

Los adenovirus son agentes etiologicos de enfermedades respiratorias agudas,
gastroenteritis y queratoconjuntivitis, ademas que podrian tener un efecto adipogénico y se
han propuesto como factores etioldgicos de obesidad en humanos [1, 2]. Los adenovirus
(Ad) pertenecen a la familia Adenoviridae y se han aislado méas de 130 tipos que se
clasifican en cinco géneros [2]: los Aviadenovirus, que infectan a aves; los Atadenovirus,
nombrados asi por tener en su genoma un alto contenido de Adenina (A) y Timina (T), que
incluyen adenovirus que infectan reptiles, aves, marsupiales y mamiferos;los Siadenovirus,
cuyo genoma codifica para una sialidasa e incluyen adenovirus que infectan a reptiles, aves
y anfibios; los Ichtadenovirus que infectan a peces [2]; y los Mastadenovirus, que infectan
a mamiferos e incluyen a todos los adenovirus que infectan a humanos [3].

Los adenovirus que infectan a humanos (HAdV) se clasifican en 7 especies (A-G) y en 90
tipos diferentes. Los tipos mas estudiados son los tipos 2 (HAdV2) y tipo 5 (HAdV5), debido
a que fueron de los primeros en ser aislados, a su potencial como vectores terapéuticos y
a que no son oncogénicos en modelos animales [5, 6]. El estudio de células infectadas con
adenovirus ha permitido entender diferentes procesos celulares como el splicing, la
regulacién de la transcripcion, ciclo celular y la organizacién nuclear, entre otros [5].

Estructura

Los adenovirus son virus no envueltos por membrana, con cépside icosaédrica y de un
tamafio aproximado de 90nm de didmetro, con un genoma de doble cadena (dsDNA) lineal
[6] (Fig. 1). La cépside viral estd compuestapor 11 proteinas estructurales. La proteina mas
abundante es la proteina Il que estd organizada en 240 trimeros llamados hexén. La
proteina pentdon compuesta por la proteina lll estd asociada a la proteina IV, denominada
fibra en la particula viral. La proteina fibra se proyecta en cada uno de los 12 vértices de la
particula viral. Las proteinas llla, VI, VIl y IX se localizan en la parte interior de la capside
y estabilizan a la particula viral. La nucleocapside esta formada por las proteinas y, VI, Vy
la proteina terminal (TP) que interaccionan con el genoma viral. Las proteinas de la
nucleocapside, a excepcion de la TP, son ricas en residuos de arginina y tienen como
funcion el empaguetamiento del genoma viral dentro de la nucleocapside. La proteina TP

se encuentra unida covalentemente a los extremos 5™ del genoma viral. En la nucleocapside



estatambién la proteasa viral L3-23K. La proteasa promueve el desensamblaje y salida del

endosoma de la particula viral al citoplasma; permite la maduracion de precursores
proteicos y promueve el ensamblaje de la progenie viral [9, 10].
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Figura 1. Diagrama de la estructura de adenovirus. En la figura se esquematizan las proteinas

estructurales que componen a la particula viral [8].

Organizacion del genoma viral

Como se menciono antes, el genoma de HAdV es una molécula de DNA de doble cadena
(dsDNA) lineal, de un tamafio aproximado de 36 kb y pertenece al grupo | de la clasificacion
de Baltimore [6]. Los extremos del genoma presentan repeticiones terminales invertidas
(ITR) conuna longitud de 103 pares de bases (pb) que contienen los origenes de replicacion
[9]. Unidas covalentemente a los grupos fosfato de los extremos 5 del genoma viral, se
encuentran las proteinas TP que participan en la replicacion del DNA y encapsidacion del
genoma viral [12, 13]. El genoma de HAdV esta organizado en cinco unidades
transcripcionales (TU, por sus siglas en inglés) tempranas, tres TU tempranas retrasadas
gue se transcriben cuando inicia la replicacion del genoma viral y una TU tardia. Las
unidades transcripcionales tempranas son E1A, E1B, E2, E3 y E4. Las TU tempranas
retrasadas son IX, Va2 y L4. La TU tardia se llama Unidad Transcripcional Principal Tardia
(MLTU, por sus siglas en inglés) y se organiza en cinco familias de mRNA tardios (L1-L5)
definidas por diferentes sitios de poliadenilacion [8, 14]. Cada mRNA es procesado por
splicing alternativo, excepto el gen que codifica para plX. La transcripcién de estos genes



virales depende de la RNA polimerasa Il (RNAPII). Adicionalmente existen otras dos TU
gue son transcritas por la RNA polimerasa lll (RNAPII), que codifican para dos RNA virales
no codificantes llamados virus asociado (VA, por sus siglas en inglés), VA RNA 1y Il [6].
Por convencion, el genoma de adenovirus se representa de izquierda a derecha
comenzando con la TU E1A del lado izquierdo. Los transcritos E1A, E1B, E3, IX, MLTU y
VA RNA se encuentran codificados en una lectura que avanza de izquierda a derecha del
genoma, mientras que las unidades transcripcionales E2, E4 y Va2 estan codificados en
una lectura que avanza de derecha a izquierda y se encuentran en la cadena
complementaria del genoma [10] (Fig. 2). La MLTU codifica un minimo de 20 mRNAs
diferentes. Todos los mMRNAs virales tardios comparten una secuenciacomunen el extremo
5" de 201 pb, llamada lider tripartita (TPL, por sus siglas en inglés), formada por la uniéon de
3 exones nombrados lider 1, 2y 3 [8 ,14]. La clasificacion de las TU en tempranas y tardias
no es del todo precisaya que los genes tempranos contindan expresandose durante la fase

tardia y el promotor tardio de la MLTU esta activo, aunque en menor medida, durante la
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Figura 2. Representacion esquematica del genoma de adenovirus tipo 5 y de las
proteinas codificadas de cada una de las Unidades Transcripcionales (TU). La figura
muestra la organizacion del genoma (hélices en rojo y azul) de adenovirus tipo 5 con sus 5
TU (barras amarillas) y la direccion de transcripcion de cada una de ellas (ilustrado por las
flechas) [10]. Unida alos ITR’s en los extremos 5° se muestrala proteina viral TP (circulos).

Sobre las unidades transcripcionales se indican las proteinas que son codificadas a partir
de las unidades transcripcionales [10].



Ciclo de Replicacion Viral

Al igual que otros virus de DNA que se replican en el nacleo, el ciclo de replicacion de
adenovirus se divide en 2 fases, una tempranay otra tardia, separadas por el inicio de la
replicacion del genoma viral [7]. La fase temprana inicia cuando la proteina viral fibra
interacciona con la proteina CAR (receptor de Coxsackie y adenovirus por sus siglas en
inglés); posteriormente la proteina pentén interacciona con las integrinas av3s 0 avPse
induce el desensamblaje de la proteina fibra del virion y permite la endocitosis mediada por
clatrina [7]. En el endosoma, debido al bajo pH, el desensamblaje de la capside viral
contindia por la activacion de la proteasa viral, que libera a las proteinas pentén, llla y hexon
[6]. Se ha sugerido que la proteina viral VI facilita la lisis del endosoma y la liberacion de la
nucleocapside al citoplasma [13]. En el citoplasma la proteina celular motora, dineina, se
une a la nucleocépside, permitiendo el desplazamiento del virién por los microtubulos hacia
el complejo del poro nuclear (NPC, por sus siglas en inglés). En el NPC se libera el genoma
viral al nicleo e inicia la expresion de los genes tempranos. Durante la fase temprana se
establecen condiciones éptimas para la expresion de los genes virales y la replicacion del
genoma viral [10]. La transicion a la fase tardia ocurre con el inicio de la replicacion del
genoma viral y la activacion de la MLTU [12]. La activacion de la MLTU resulta en la
produccion de proteinas estructurales necesarias para el ensamblaje y encapsidacion del
genomay para la produccion de la progenie viral que es liberada por lisis celular [12].

Compartimentos de Replicacion

Los virus utilizan una estrategia comun para completar su ciclo de replicacion viral. En el
caso de los virus de DNA que se replican en el nlcleo se induce la formacién de dominios
nucleares llamados compartimentos de replicacion (RC) [7]. Los RC no estan asociados a
membrana y son dominios nucleares en los que se replica y se transcribe el genoma y se
procesan los mRNA virales [7, 18]. Los RC cooptan diversas proteinas celulares. Entre
ellas, proteinas que participan en la replicacion, reparacion y recombinacion del DNA, la
transcripcion, procesamiento de mRNA, remodelacion de cromatina y proteinas que
participan en mecanismos de defensa antiviral, entre muchas otras [19, 20, 21, 22]. La
formacion de los RC establece microambientes Optimos parareplicar, transcribir el genoma
y procesar los mRNAs virales. Por lo tanto, los RC son dominios nucleares inducidos por el
virus que funcionan para interaccionar con la célula [18, 23, 24].



Regulacion de la expresién de los genes virales
E1A

La expresion de genes durante el ciclo de replicacién de adenovirus esta regulada por
proteinas celulares y virales. A partir de la TU E1A se transcriben dos mRNA que son
procesados por splicing llamados 12S y 13S que codifican para las proteinas E1A 243R y
E1A 289R, respectivamente [16]. Las E1A regulan la expresion de todos los demas genes
virales. En la fase temprana E1A activa a las TU, E1B, E2, E3 y E4; cuando inicia la
replicacién del genoma viral, E1A activa a dos genes intermedios, Va2 y IX y en la fase
tardia activa a MLTU [17] [18]. E1A interacciona con las proteinas remodeladoras de
histonas como p300/CBP, regulando la transcripcion de genes virales y con la familia de
proteinas de retinoblastoma, pRB (RB1, p107 y p130) liberando el factor transcripcional
E2F, induciendo asi a la célula a entrar a fase S (ver Tabla 1) [12]. Los cambios inducidos
por las E1A conducen a la estabilizacion del supresor tumoral p53 y la activacion de
apoptosis.

E1B 55kDa

Para contrarrestar la estabilizacion de p53 y activacion de la apoptosis, las proteinas virales
codificadas en la TU E1B inhiben la respuesta celular inducida por las actividades
genotoxicas de E1A [19]. La TU E1B codifica dos productos derivados del proceso de
splicing alternativo, llamados 13S'y 22S que codifican para las proteinas E1B-19KDay E1B-
55KDa, respectivamente [16]. La proteina E1B-19KDa inhibe apoptosis ya que tiene una
estructura y funcién similar a la proteina antiapoptética celular Bcl-2 que permite su
interaccién con BAK y BAX, previniendo su oligomerizacion, la liberacién del citocromo Cy
la consecuente activacion de la via intrinseca de apoptosis por caspasa 9 [20]. La proteina
E1B-55kDa, a la que se le llamard E1B en este trabajo, controla la respuesta antiviral del
hospedero por dos mecanismos: i) la poliubiquitinacién de factores antivirales por un
complejo E3 ubiquitina ligasa inducido durante la infeccion que se describirda méas adelante
[19]; y ii) la composicion y funcion de los compartimentos de replicacion (RC) descritos
anteriormente [14, 25]. La expresion de E1A y E1B establece condiciones en la célula
infectada que conducen a un estado proliferativo en el que la célula no puede detener el
estado de sintesis, ni morir por apoptosis, permitiendo la sintesis eficiente de
macromoléculas virales.



E2

La TU E2 codifica proteinas necesarias para la replicacion del DNA viral [6]. Dos transcritos
son sintetizados y procesados por splicing, E2A y E2B, y estan definidos por diferentes
sitios de poliadenilacion. Los productos pre-proteina terminal (pTP, que funciona como
cebador para el inicio de replicacion del genoma viral) [21] y la DNA polimerasa viral se
encuentran codificados en E2B, mientras que la proteina de unién a DNA de cadena sencilla
DBP (DBP, por sus siglas en inglés), se encuentra codificada en E2A [22]. La expresion de
la TU E2 esta regulada por dos promotores, el promotor E2 temprano (E2E) activo en la

fase temprana y el promotor E2 tardio (E2L) activo en la fase tardia (ver Tabla 1) [23].

E3

La activacion de la TU E3 esta regulada por las proteinas celulares TNF-a., NF-xB, NF-1,

AP-1y ATF y es activado por las proteinas virales E1A, E1B-19KDay E1B (ver Tabla 1).
Esta TU codifica para seis proteinas. La E3-19KDa se une al complejo mayor de
histocompatibilidad-1 (MHC-1) en el reticulo endoplasmico (RE) evitando su transporte y
por lo tanto el reconocimiento de la célula infectada por linfocitos T y natural Killers (NK) [6].
E3-14.7K inhibe los factores de necrosis tumoral (TNF) y modula la actividad de NF-kB. E3-

10.4K y E3-14.5K forman un complejo llamado receptor de internalizacion y degradacion
(RID, por sus siglas en inglés), que tiene como actividad regular la respuesta inflamatoria
celular asociada a la infeccién y estan asociadas a la proteina E3 6.7KDa [6].

E4

La TU E4 es activada en la fase temprana antes de las TU E2 'y E3, y es regulada por las
proteinas celulares de respuestaa cAMP, E4F y ATF y las proteinas virales E1A, pIX, E1B-
19KDa y E1B (ver Tabla 2). La TU E4 dirige la sintesis de cinco productos resultado del
procesamiento por splicing, denominadas E4orf 1, 3, 4, 6 y 6/7 que a diferencia de los
productos de las otras TU, tienen actividades variadas como, la inhibicién de la apoptosis,
la regulacién de la transcripcion de genes y el procesamiento de los mRNA virales por
splicing [6]. E4orf 1y orf4 activan a la proteina cinasa mTOR en ausencia de nutrientes y
seflales mitogénicas, aumentando la sintesis de proteinas. E4orf3 inhibe la respuesta
celular a dafio en DNA de doble cadena (DDR), una respuesta debida al reconocimiento
del genoma viral de doble cadena lineal [6]. E4orf6, ensambla el complejo E3 ubiquitina
ligasa junto con E1B. E4orf6/7 dimeriza al factor transcripcional E2F, permitiendo la
activacion de la TU E2 (Tabla 1) [24].



MLTU

La sintesis de DNA viral activa los genes tempranos retrasados llamados Va2, IX y L4.
Va2 codifica para una proteina con el mismo nombre que tiene actividades asociadas ala
encapsidacion del genoma viral y la activacion de la MLTU y L4P [35-39]. Dentro de la
MLTU esté el promotor de L4P, que dirige la expresion de los genes de L4-22K y L4-33K
[25]. La pIX es una proteina estructural que también participa en la activacion de los
promotores E1A, E4 y MLP. Iniciando la fase tardia la actividad del promotor de la MLTU
aumenta cerca de 100 veces produciendo los mensajeros de las familias L1-L5 [11]. Los
genes expresados en la fase tardia se encuentran organizados en una sola unidad
transcripcional que puede producir un mRNA de 28 kb aproximadamente. Las proteinas
virales sintetizadas en la fase tardia del ciclo de replicacibn son principalmente
estructurales. La replicacion del genoma viral y activacion de los genes virales Va2, pIX 'y
L4y la activacion de la MLTU permiten una transicion de la fase temprana a la fase tardia.
[26].

Los mecanismos de regulacién del programa de expresion de los genes virales por las
proteinas virales puede dividirse en dos. La proteina E1A, que como se describi6 arriba
puede participar en la regulacion de la transcripcion de cada uno de los promotores virales,
puede asociarse a promotores a través de su interaccion con proteinas que se asocian
directamente con el DNA y de esta forma regula a cada una de las TU. En contraste la
proteina viral Va2 puede asociarse directamente al DNA y funcionar como un factor
transcripcional regulando a MLP y L4. Hasta ahora se conoce que las proteinas virales Va2,
plX, DBP, Edorf6/7, E4orf3, L4-22K y L4-33K tienen un efecto regulatorio en uno o dos
promotores adenovirales. En contraste, evidencias recientes en el grupo muestran que la
proteina E1B podria funcionar como un regulador de multiples unidades transcripcionales.

Promotor Promueve Reprime Referencias
E1A Proteinas de respuestaa | E1A, E1B-19K, | [34] [35] [36] [37]
cAMP, pIX, E1A E1B-55KDa [38]
E1B E1A, E1B-19K, Spl, TFID, [37] [39] [40]

E1B-55KDa

E1A, pIX, cAMP, E4F,
E4 ATF2, E1B-19K, E1B-
55KDa

DBP, E4Orf4,

E1B-55kDa | [36] [38][41] [42]




E1A, TNF-a, NFKB, NF-1,
E3 AP-1, ATF, E1B-19K, E1B- [37] [43] [44]
55KDa
E1A, PML-Il, E2F,
E2E E40rf6/7, ATF, TBP, DBP, 371 [4?31{%‘]16] [47]
E1B-19K, E1B-55KDa
E2L YB-1, CTCF, E1B-55KDa E1A [26][49]
E1A, TFID, TBP,MLTF,
Va2 E1B.55KDA Va2-RF [45][50] [51] [52]
E1A, E1B-19KDa, E4, SP-
pIX 1, TFID, L4-22K, E1B- E1B-55KDa [52][53]
55KDa
E1A, p53, E4Orf3, Va2, ] _
L4 E1B-EEKDa L4-33K, TFI-I [32] [54]
E1A, pIX, DBP, Va2, USP,
ML TFID, USF1, CP-1, CTCF,| L4-22K+SP1, Eig} E‘;} Eg% Eg}
MLTF, MAZ, Spi, TBP, L4-| E1B-55KDa 38]
22K, L4-33K, E1B-55KDa

Tabla 1. Factores proteinas que regulan a los promotores virales.

Regulaciéon de promotores adenovirales por E1B-55KDa

Como se describio arriba, la E1B es una proteina multifuncional que es necesaria para la
expresion eficiente de los genes virales tempranos y tardios [27], la replicacion eficiente del
genoma viral [28], la produccion eficiente de progenie viral [29] y la composiciény funcion
de los RC. Sin embargo, hasta el momentono se han descrito los mecanismos moleculares
en cada uno de los casos. Se sabe que la modificacion post-traduccional de la proteina por
fosforilacion en las Serina (S) 490 (S490), Serina (S) 491 (S491) y en la Treonina (T) 495
(T495) tiene un efecto en la localizacion celular y actividades de la proteina [29]. Se conoce
gue la fosforilacion de la T495 es necesaria para su localizacion en los RC y esto
correlaciona con la replicacion eficiente del genoma viral; de la mismaforma, la fosforilacion
en la S490, S491 y T495 afecta la localizacion de la E1B a los RC y correlaciona con la
formacion eficiente de los RCy produccién de progenie viral [29]. En el grupo se demostré
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gue la E1B aumenta o disminuye la transcripcion de un gen reportero regulando la actividad
de varios promotores virales en tiempos tempranos Y tardios del ciclo de replicacion viral
[11]. Se demostré que en la fase temprana la E1B activa los promotores de E1B, E2E, E2L
y MLTU en células infectadas [14, 33] y que en la fase tardia activa a los promotores E1B,
E2E, E2L, E3 y E4. Adicionalmente, se encontré que la fosforilacion de la E1B reprime a
los promotores E1A, E3, pIX y E4 en la fase temprana y, pIX y ML en la fase tardia. Como
se mencionod antes, las proteinas E1A regulan a cada uno de los genes virales y otras
proteinas virales solo regulan a uno o dos genes. Estos experimentos demuestran que la
E1B regula latranscripcion de ocho de los diez genes virales en diferentes tiempos del ciclo
de replicacion y que su estado de fosforilacién regula la activacion o represion de los
promotores. Utilizando la técnica de inmunoprecipitacion de cromatina se demostro que la
E1B de HAdV-12 puede interaccionar con el promotor p21 celular através de su interaccion
con p53 [38, 39]. Esta evidencia sugiere que la proteina viral regula la transcripcion de
genes a través de su interaccion con proteinas que hacen contacto directo con el DNA.
Resultados preliminares de experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina han
mostrado que la E1B se asocia al promotor de E1A. Sin embargo, no se ha determinado si
la asociacién con el promotor de E1A es directa sobre el DNA o a través de otras proteinas
[22]. Se reportd que la E1B puede interaccionar con méas de 70 proteinas. Trabajos previos
de mi licenciatura encontraron que dentro del interactoma de E1B hay 33 proteinas
asociadas a la biogénesis de RNA. Ademas se analizaron las secuencias de los promotores
virales y se encontré que proteinas celulares que interaccionan con la E1B tienen una o dos
secuencias blanco en los promotores virales. Estas proteinas son WTN1, RUNX1 y p53
[31]. Estas evidencias sugieren que la E1B podria regular la actividad de los promotores
interaccionando con otras proteinas que se asocian directamente al DNA.



Hipotesis

e La fosforilaciéon de la proteina E1B-55KDa modula su actividad como

regulador transcripcional dual.
Objetivo General

 Determinar el efecto de la fosforilacion de E1B-55KDa sobre su actividad en

la regulacion de promotores adenovirales.
Objetivos Particulares

1. Determinar sila E1B regula a los promotores intermedios, Va2 y L4P.

2. Determinar si la fosforilacion de la E1B regula su actividad como factor de
transcripcion.

3. Determinar el efecto de la fosforilacion en la T495 sobre la actividad de la
proteina E1B en los promotores.

4. Determinar sila E1B interacciona con los promotores adenovirales en células
transfectadas.

5. Andlisis bioinforméatico para identificar posibles interacciones de la E1B con
proteinas en los Compartimentos de Replicacion.

6. Analisis bioinforméatico del efecto de la E1B sobre la asociacion de proteinas
gue participan en la regulacién de la expresiéon génica a los Compartimentos

de Replicacion.



Resultados
La proteina E1B regula la actividad de los promotores intermedios tempranos

Como se describié en la introduccion, la regulacion de la expresién de los genes de
adenovirus durante el ciclo de replicacion viral esta coordinado por proteinas
celulares vy virales. La combinacion de las diferentes proteinas es necesaria para la
produccion eficiente de progenie viral. Como se menciond en la introduccion el ciclo
de replicacién viral esta dividido en dos fases, una temprana y una tardia, separados
por el inicio de la replicacion del genoma viral. Durante la transicion de la fase
temprana ala tardia, se activan genes virales intermedios Va2 y L4P. Los productos
Va2, L4-22K y L4-33K son necesarios para la activacion eficiente del promotor
MLP. Utilizando a los promotores virales que dirigen la expresion del gen reportero
de luciferasa en células que fueron transfectadas con plasmidos que expresan a la
proteina E1B Wt o la E1B en la que los tres sitios susceptibles de ser fosforilados
fueron sustituidos por aspartatos (E1B-PM) mimetizando el estado
constitutivamente fosforilado de la proteina (Fig. 3, barras negras), y en células que
fueron transfectadas con estos plasmidos y posteriormente infectadas con un
adenovirus mutante que no dirigela expresion de la E1B (barras grises). Las células
se cosecharon a un tiempo temprano (8 hpi, barras gris claro) y un tiempo tardio (24
hpi, barras gris oscuro) y se midid la actividad de luciferasa. Los experimentos
demostraron que la E1B puede regular a 8 promotores adenovirales. Hasta el
momento no se conocia si la E1B podia regular a los promotores intermedios, que
son necesarios para una eficiente activacion del promotor MLP. Resultado en la
eficiente transicion de la fase temprana a la tardia y la produccion eficiente de

progenie viral [11].
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Para determinar si la E1B puede regular la actividad de los promotores tempranos
intermedios se midio la expresion del gen reportero de la luciferasa dirigida por el
promotor de Va2 o L4P. Se establecieron las mismas condiciones que se
mencionaron antes, se transfectaron células con los plasmidos que expresan a la
proteina E1B Wt o la E1B en la que los tres sitios susceptibles de ser fosforilados
fueron sustituidos por aspartatos (E1B-PM) mimetizando el estado
constitutivamente fosforilado de la proteina (Fig. 4, barras negras), y en células que
fueron transfectadas con estos plasmidos y posteriormente infectadas con un
adenovirus mutante que no dirige la expresion de la E1B (barras grises), como se
describe en Materiales y Métodos. Las células se cosecharon a un tiempo temprano
(8 hpi, barras gris claro) y un tiempo tardio (24 hpi, barras gris oscuro) y se midio la
actividad de luciferasa como se describe en Materiales y Métodos. Como controles
se incluyd tanto la transfeccidon, como la transfeccion e infeccion, de células con

combinaciones del plasmido que porta el promotor de Va2 o L4 sin la co-
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Figura 4. TITULO DESCRIPTIVO DEL EXPTO Y RESULTADOS: EFECTO DE E1B SOBRE LOS PROMOTORES
DE IVA2 Y L4P. Células H1299 fueron transfectadas con la construccién de promotores clonados con el vector pGL3-
Basic y co-transfectadas con el NOMBRE DE LOS PLASMIDOS que expresa a E1IB-WT o E1B-PM. Las muestras
fueron analizadas a las 28 horas post-transfeccion (28hpt). Ademas las mismas condiciones fueron analizadas en el
contexto de la infeccion a 8 y 24 hpi. La actividad relativa de luciferasa se normalizé contra la actividad de la luciferasa
de Renilla.



transfeccion de los plasmidos que expresan a E1B Wt o E1B-PM. Los resultados se
presentan en la Fig. 4 en donde los datos se expresan como unidades relativas de
la actividad de luciferasa en células transfectadas o infectadas en ausencia de la
E1B o presenciade la E1B Wt o la E1B-PM. La E1B WT en la fase temprana activa
al promotor de Va2, interesantemente la E1B-PM en la fase tardia activa al
promotor de IVa2. En células transfectadas la E1B en su estado constitutivamente
fosforilado (E1B-PM) aumento la expresion dirigida por el promotor L4, de la misma
forma en células infectadas, la E1B-PM y ala E1B WT tiene un efecto similar en la
fase tardia sobre el promotor L4. Estos experimentos demuestran que la E1B puede
regular genes intermedios que resultan en la produccion eficiente de las proteinas
Va2, L4-22K y L4-33K que activan al promotor MLP y una eficiente transicion de la
fase temprana a la tardia. En conclusion se determiné que la E1B regula a todos los
genes virales. Ademas que la fosforilacion de la E1B es determinante para la
regulacion de los promotores virales.

La fosforilacion en la Treonina 495 de la E1B regula su actividad como factor
de transcripcion

Como se menciond arriba la fosforilacion de la E1B es necesaria para la regulacion
de todos los promotores virales, ademas trabajos previos en el laboratorio
demostraron que cuando se mimetiza el estado fosforilado de la T495 por Aspartato,
E1B-T/D, la E1B se relocaliza eficientemente en los RC y esto correlaciona con la
eficiente acumulacion de DNA y produccién de progenie viral. Por lo que nos
preguntamos cual es el efecto de la fosforilacion en la Treonina 495 de la E1B sobre
la regulacion de promotores adenovirales. Utilizando a los promotores E1A, E1By
MLP virales que dirigen la expresion del gen reportero de luciferasa en células que
fueron transfectadas con plasmidos que expresan a la proteina E1B Wh, la proteina
E1B que mimetiza el estado fosforilado en la T495, E1B-T/D, o la E1B que no puede
ser fosforilada en la T495, porque tiene la mutacion por Alanina, E1B-T/A (Fig. 4,
barras negras), y en células que fueron transfectadas con estos plasmidos y
posteriormente infectadas con un adenovirus mutante que no dirige la expresion de

la E1B (barras grises).



Las barras negras indican células transfectadas y en las barras grises se indican
células infectadas y co-transfectadas representando dos tiempos del ciclo de
replicacion viral; uno temprano (8hpi) y uno tardio (24 hpi). La E1B-T/A en células
transfectadas tiene un efecto activador sobre el promotor E1A, por otro lado, la E1B-
T/D, activa al promotor de E1A. Sobre el promotor de E1B la proteina E1B Wty la
E1B-T/D activan al promotor. Interesantemente cuando la E1B no puede ser
fosforilada en la T495, E1B-T/A no hay cambios en la regulacién del promotor. En
células infectadas y co-transfectadas, en presencia de otras proteinas virales la E1B
Wt a las 8 hpi reprime al promotor de E1A y activa al promotor de MLP,
interesantemente, la E1B-T/D tiene un efecto similar sobre el promotor de E1A. Para
el promotor MLP alas 8 hpi la E1B Wty la E1B-T/D activan al promotor. En células
transfectadas conla E1B-T/A el efecto regulatorio se anula. A las 24 hpi solo la E1B-
T/D activa al promotor de E1B. Estos experimentos demuestran que la fosforilacion

de la E1B en la T495 es determinante para la regulacion de los promotores virales.
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Figura 5. La fosforilacion de la T495 de la E1B regula su actividad como factor de
transcripciéon. Células H1299 fueron transfectadas con la construccién de promotores
clonados con el vector pGL3-Basic y co-trasnfectadas con el pPCDNA que expresa a E1B-WT,
E1B-T495A o E1B-T495D. Las muestras fueron analizadas a las 28 horas post-transfeccion
(28hpt). Ademés esas mismas condiciones fueron analizadas en el contexto de la infeccion a

8 y 24 hpi. La actividad relativa de luciferasa se normaliz6 contra la actividad de la luciferasa
de Renilla.



Avances preliminares de Inmunoprecipitacién de Cromatina

Como se menciond antes, la E1B participa en diferentes actividades durante el ciclo
de replicacién viral, sin embargo, no se conocen cuales son los mecanismos
moleculares por los que lleva acaba cada una de sus actividades. Se determindé que
la E1B regula la actividad de cada uno de los promotores adenovirales, no obstante,
no se conoce si la E1B se asocia directamente a DNA o interacciona con proteinas
que tienen secuencias blanco en los promotores adenovirales. Para determinar sila
E1B se asocia, directa o indirectamente, con promotores adenovirales se utiliz6 la
técnica de Inmunoprecipitacion de Cromatina acoplada a PCR. El experimento fue
dirigido al promotor E1A, ya que se conoce que la E1B disminuye la actividad de
este promotor en los ensayos de actividad relativa de la luciferasa [11]. Se co-
transfectaron células H1299 con las siguientes combinaciones de plasmidos. Se
establecieron nueve condiciones de co-transfeccion en el siguiente experimento
utilizando ceélulas H1299 mostradas en la Tabla 2.

Condiciones
de co- 1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9°
transfeccion
PCDNA que
expresa a: pE1A 13S | pE1A 13S | pE1A 13S | pCDNA 3 | pE1B 22S | pE1B 22S |pE1B 22S | pCDNA 3 | pCDNA 3
+ + + + + + + + +
Promotor prom E1A | prom E1A pGL3 prom E1A | prom E1A | prom E1A pGL3 prom E1A | prom E1A
+ + + + + + + + +
Anticuerpo mzz | l9Gant- s M73 2A6 e itk 206 276 e el
alfa alfa alfa

Tabla 2. Condiciones de co-transfeccion parala Inmunoprecipitacion de Cromatina.

Se co-transfectaron células con el plasmido que expresa a la proteina E1A 289R
(E1A) y el pldsmido que contiene al promotor de E1A (Tabla 2, condiciones 1y 2).
La condicion uno se usdé como control positivo para inmunoprecipitar al promotor
E1A, la condicion dos se usé como control negativo, se inmunoprecipito con el

anticuerpo inespecifico anti-alfa tubilina, En la tercera condicion se co-transfectaron




células con el plasmido que expresa a E1A y el plasmido que no contiene al
promotor E1A, como control negativo, que demuestra que la proteina E1A no se
une a regiones inespecificas del plasmido pGL3-Basic. De la misma forma se co-
transfectaron células con el plasmido que expresa ala proteina E1B con el promotor
de E1A (condiciones 5y 6). La condicidén 5 se utiliz6 para demostrar que la E1B
puede asociarse e inmunoprecipitarse al promotor E1A, utilizando su anticuerpo
anti-E1B, la condicién 6 se us6 como control negativo, se inmunoprecipito con el
anticuerpo inespecifico anti-alfa tubilina En la séptima condicién se co-transfectaron
células con el plasmido que expresa a la E1B con el plasmido que no contiene al
promotor de E1A (pGL3) como control negativo, que demuestra que la proteina E1B
no se une a regiones inespecificas del plasmido pGL3-Basic. Las condiciones 4, 8
y 9 se co-transfectaron células con el plasmido pCDNA 3.0 que no expresa a
ninguna proteina viral con el promotor de E1A. Donde se utilizaron los anticuerpo
anti-E1A, anti-E1B y anti-alfa tubilina que demuestran que los anticuerpos
especificos no inmunprecipitan a proteinas celulares asociadas al promotor E1A.
Para determinar que las células transfectadas tuvieran el plasmido del promotor E1A
o el plasmido vacio de pGL3 se utilizé el lisado total de nucleos de cada una de las
condiciones y se hizo PCR (figura 6). El producto de PCR esperado que contiene al
promotor de E1A es de 737 nt para las condiciones 1, 2 4-6. 8 y 9. EIl producto
esperado de PCR para las condiciones 3y 7 es de 195 nt que corresponde al pGL3.
Asi mismo se utilizaron controles positivos para la reaccién de PCR. En el carril 10
y 11 se utiliz6 como control positivo el templado que contiene al promotor E1A y el
pGL3 respectivamente. En el carril 11 se utiliz6 como control una reaccién de PCR
sin templado. Estos resultados nos permiten concluir que las células transfectadas
contienen al promotor de E1A y al pGL3. Para determinar si la proteina E1B puede
asociarse e inmunorpecipitarse con el promotor de E1A se utilizaron las diferentes
combinaciones de anticuerpos indicados en la figura 7 y se utilizaron los lisados
totales de nucleos. El resultado esperado es que solo la condicion uno con la
combinacion de plasmidos E1A, promotor E1A con M73 inmunoprecipiten con el
promotor de E1A y la condicién cinco con la combinacion de plasmidos E1B,

promotor E1A con el 2A6 inmunoprecipten con el promotor de E1A. Las condiciones



2,3,4,6,7, 8y 9 no debieron amplificar al promotor de E1A o al pGL3. Estos
avances nos indican que la E1B si puede ser inmunoprecipitada con el promotor
E1A, no obstante, es necesario modificar diferentes pasos de la inmunoprecipitacidn
de cromatina para hacer mas astringente las interacciones inespecificas entre
anticuerpos-proteina y demostrar que la E1B puede asiciarse e inmunoprecipitarse

a los promotores virales.



Condiciones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 E1A pGL3 NTC

1500 pb
1000 pb
700 pb
500 pb
300 pb
200 pb

CDNA pE1A | pE1A | pE1A | pcON | pE1B |pE1B| PE1B | pCDN | pCD

P 135 | 135 | 13s | A3 | 225 | 228 | 225 | A3 |NA3

+ + + + + + + + +

prom | prom prom | prom |prom prom | prom

Promotor E1a | E1a |PC | E1a | B1a | E1a | PO | 1A | E1A

5 6 7

Figura 6. Producto de PCR de nucleos totales lisados de células H1299 transfectadas.
1 2 3 4 8 9 E1A pGL3 NTC
1500 pb
1000 pb
700 pb
500 pb
300 pb
200 pb
0 30 40 o 80 90

1° 50 6°
PE1A | pE1A | pEIA PE1B | pETB | pETB | pCDN | pCONA
PCDNA 135 135 135 |PCONAS 225 | 225 | 225 | A3 3

prom prom prom prom prom | prom
Promotor E1A E1A pGL3 |prom E1A E1A E1A pGL3 E1A E1A
+ + + + + + + + +
- 1gG anti- 19G anti- 19G
Anticuerpo M73 ifa M73 M73 2A6 aifa 2A6 2A6 anti-aifa

Figura 7. Producto de PCR de inmunoprecipitacion de cromatina de células H1299 co-
transfectadas transfectadas.



Identificacién de factores de transcripcién del interacoma de E1B asociados
alos Compartimentos de Replicacion.

La técnica de inmunoprecipitacion de cromatina no permite determinar si la
interaccion de la E1B con el DNA es directa o si la E1B interacciona con el DNA a
través de otras proteinas. Lisa Y. Zhao et al. en 2007 determinaron que la E1B de
adenovirus humanos tipo 12 (HAdV12) se asocia a secuencias blanco de p53 en el
promotor de celular p21 [30]. En HAdV5 se identificé el interactoma de la E1B [32].
Dentro del interactoma se determiné que 5 proteinas celulares y 2 virales tienen
secuencias blanco en los promotores adenovirales [31]. Adicionalmente
experimentos de protedmica identificaron la composicién de los RC (datos no
publicados). Por lo que nos preguntamos cuales proteinas celulares o virales que
interaccionan con las 6 proteinas celulares que tienen secuencias blanco en los
promotores adenovirales estan en los RC. Utilizando la herramienta bioinforméatica
R-studio se identificaron 7 proteinas que interaccionan con p53y 3 proteinas que
interaccionan con RUNX1 y estan en los RC (Fig. 8). Estos resultados nos permiten
concluir que la E1B podria interaccionar con diferentes TF en los RC y regular la

actividad de los promotores virales a través de estas proteinas.



Figura 8. Red de interaccion de los factores de transcripcion asociados a los
Compartimentos de Replicacion que interaccionan con E1B-55KDa. En rojo se
muestran las proteinas que forman una agrupacién (cluster) con la E1B, en verde se
muestra el cluster del factor de transcripcion RUNX1, en amarillo de Spl, en azul de p53
y en morado del factor de transcripcion KDMA.

Efecto de la E1B sobre la asociacion de proteinas a los Compartimentos de
Replicacion durante el ciclo de replicacion viral.

Como se describiéo en la introduccion, en los compartimentos de replicacion
inducidos por la infeccion de Had-5 ocurre la sintesis de DNA viral, la transcripcion

y el procesamiento de los mRNAs. Se determindé que los RC cooptan diversas



proteinas celulares. Entre ellas, proteinas que participan en la replicacion,
reparacion y recombinacion del DNA, la transcripcion, procesamiento de mRNA,
remodelacion de cromatina y proteinas que participan en mecanismos de defensa,
entre muchas otras. En el laboratorio se establecieron condiciones para aislar
fracciones de los RC [33]. Para determinar las diferencias en la composicion de los
RC durante el ciclo de replicacion se infectaron células HFF con el virus silvestre
Had-5 y el virus que no expresa a la proteina E1B. Posteriormente se cosecharon
las células en tres tiempos diferentes, uno temprano 16hpi, uno intermedio cuando
se replica el genoma viral 24 hpi y uno tardio y se analizaron por la técnica de
aislamiento de RC para ser procesadas por espectrometria de masas a las 36 hpi.
Hasta el momento no se conocen las interacciones proteina-proteina (IPP) que
puedan ocurrir dentro de los RC. Por lo que nos preguntamos qué proteinas que
estan en los compartimentos de replicacion podrian formar IPPs. Utilizando la base
de datos de UNIPROT vy R-studio se identificaron proteinas que pueden formar IPPs
y que estan en los compartimentos de replicacion en tres diferentes tiempos durante
el ciclo de replicacién viral; 16 hpi, un tiempo temprano (Fig. 9-10), 24 hpi un tiempo
en el que se replica el DNA viral (Fig. 11-12) y 36 hpi un tiempo tardio en el que se
alcanza el nivel maximo de expresién de los genes tardios e inicia la produccion de
progenie viral (Fig. 13-14). La figura 9 son las IPPs de los RC a las 16 hpi de células
infectadas con Had-5 WT. Se observa que se generan grupos entre proteinas que
pertenecen a sub-unidades del proteosoma. En células infectadas con Had-5 E1B-
hay un aumento en la cantidad de proteinas y se generan diferentes grupos de
interaccion (Fig 10). A las 24 hpi los RC son similares y pueden formar grupos de
proteinas relacionadas a la replicacion de DNA, entre ellas, proteinas tipo MCM y
PCNA (Fig. 11-12). A las 36 hpi en Had-5 WT se forman grupos relacionados a la
subunidad del proteosoma, proteinas relacionadas al splicing de mRNA y a la



Fig 9. Interaccion proteina-proteina de las fracciones de compartimentos de
replicacion (16 hpi WT). Proteinas que podrian formar interacciones en los
compartimentos de replicacion de células infectadas con Had-5 WT.



16 hpi E1B-

Fig 10. Interaccion proteina-proteina de las fracciones de compartimentos de
replicacion (16 hpi E1B-). Proteinas que podrian formar interacciones en los
compartimentos de replicacion de células infectadas con Had-5 E1B-.



Fig 11. Interaccion proteina-proteina de las fracciones de compartimentos de
replicacion (24 hpi WT). Proteinas que podrian formar interacciones en los
compartimentos de replicacion de células infectadas con Had-5 WT.



24 hpi E1B-

Fig 12. Interaccion proteina-proteinade las fracciones de compartimentos de
replicacion (24 hpi E1B-). Proteinas que podrian formar interacciones en los
compartimentos de replicacion de células infectadas con Had-5 E1B-.



Fig 13. Interaccion proteina-proteina de las fracciones de compartimentos de
replicacion (36 hpi WT). Proteinas que podrian formar interacciones en los
compartimentos de replicaciéon de células infectadas con Had-5 WT.



36 hpi E1B-

Fig 14. Interaccién proteina-proteina de las fracciones de compartimentos de
replicacion (36 hpi E1B-). Proteinas que podrian formar interacciones en los
compartimentos de replicacion de células infectadas con Had-5 E1B-.



replicacion de DNA (Fig. 13). En contraste, en células infectadas con Had-5 E1B-
se forman diferentes grupos relacionados a subunidades del proteosoma (Fig. 14).
Como se menciond antes, los RC estdn compuestos por diferentes proteinas con
diferentes actividades. Durante el ciclo de replicacion viral la composicion, tamarfio
y morfologia de los RC cambia [15] [34]. Como se mostrd las IPPs en los RC en
células infectadas con Had-5 WT o Had-4 E1B- es diferente y se forman grupos de
proteinas con diversas actividades. Para identificar el cambio en la composicién de
los RC, se compararon las proteinas que pueden formar IPPs en los RC en cada
uno de los tiempos entre los virus Had-5 WT y Had-5 E1B- (fig 15). Ademas se
compararon las proteinas de todos los tiempos para Had-5 WT y Had-5 E1B- (fig.
16). La composicion de los RC a las 16 hpi es muy diferente; sélo se comparten 6
proteinas celulares en células infectadas con Had-5 WT y Had-5 E1B- (fig. 15 panel
A). Ademas cuando no esta la E1B hay mas proteinas en los RC. A las 24 hpi los
RC son mas similares y comparten la mayoria de las proteinas, especfificamente,
proteinas relacionadas a la replicacion de DNA (fig. 15 panel B). A las 36 hpi los RC
aumentan su tamafio y coalescen. Su composicion entre células infectadas con
Had-5 WT o Had-5 E1B- son similares y comparten la mayoria de sus proteinas (fig.
15 panel C). Posteriormente se compararon las proteinas de los RC en todos los
tiempos de células infectadas con Had-5 WT o Had-5 E1B- (fig. 16).
Interesantemente la composicion de las proteinas que pueden formar IPPs durante
el ciclo de replicacion viral cambia mucho. Solo 3 proteinas celulares se comparten
en todos los tiempos en células infectadas con Had-5 WT (fig. 16 panel A). En
comparacion de los RC inducidos por Had-5 E1B- hay mas proteinas que se

comparten en todos los tiempos (fig. 16 panel B).



Cambios en la composicion de los compartimentos de replicacién en
presencia o ausenciade E1B.

Como se mostré antes, la composicion, tamafio y forma de los compartimentos de
replicacion cambian durante el ciclo de replicacion viral. Ademas las proteinas que
pueden forman interacciones proteina-proteina es diferente en presencia y ausencia
de la E1B. Por lo que nos preguntamos cuales eran las funciones generales de las
proteinas que componen a los RC en presencia o ausencia de la E1B durante el
ciclo de replicacion viral. Utilizando la base de datos de eggNOG mapper, que utiliza
grupos ortélogos de genes para determinar la funcion de las proteinas, se determind
las funciones generales de las proteinas que pueden formar IPPs en los RC (fig.17-
19). Durante la fase temprana del ciclo de replicacion viral, se establecen
condiciones Optimas para la replicacion del genoma y contender contra la respuesta
innata celular. A las 16 hpi en células infectadas con Had-5 WT, las proteinas mas
abundantes son las del grupo O, que tienen actividades relacionadas a la
modificaciones post-traduccionales, de la misma forma las proteinas relacionadas
a la transcripcion, grupo K y proteinas de citoesqueleto, grupo V son las mas
abundantes (fig.17 panel A). En contraste a las 16hpi en ausencia de la E1B, el
porcentaje de proteinas del grupo O, K y Z disminuyen. Las proteinas mas
abundantes en los RC en ausencia de E1B son, proteinas relacionadas a
mecanismos de defensa, grupo V, proteinas de transduccion de sefales, grupo Ty
el grupo S, que son proteinas que no se conocen suficiente para ser caracterizadas
(fig 17. panel B). La transicién de la fase temprana a la tardia inicia cuando el
genoma se replica. A las 24 hpi en células infectadas con Had-WT, las proteinas
mas abundantes son del grupo L, proteinas con funciones relacionadas a la
replicacion y reparacion del genoma; las proteinas del grupo K, con funciones
relacionadas a la transcripcion (fig. 18 panel A). Interesantemente las proteinas
relacionadas a la replicacion de DNA aumentan en ausencia de E1B, pero, las
proteinas relacionadas a la transcripcién disminuyen. Porotro lado las proteinas del
grupo O, relacionadas a cambios post-traduccionales aumentan (fig. 18 panel B).
Durante la fase tardia se sintetizan principalmente proteinas de la capside viral para

la produccion de progenie y empaquetamiento del genoma. Las proteinas mas



abundantes a las 36 hpi en células infectadas con Had-5 WT son proteinas
relacionadas al procesamiento de mRNA, grupo A; proteinas relacionadas a la
transcripcién, grupo K;y replicacién de DNA, grupo L (fig. 19 panel A). En ausencia
de la proteina E1B el porcentaje de proteinas de procesamiento de mRNA
disminuye 3 veces; las proteinas relacionadas a la transcripcién y replicacion del
genoma también disminuyen. Interesantemente las proteinas del grupo O,
relacionadas a los cambios post-traduccionales aumentan en ausencia de E1B (fig.
19 panel B).



16 hpi 24 hpi

WT

E1B- E1B-
36 hpi

E1B-

Figura 15. Comparacion de proteinas en los compartimentos de replicacion. A) Comparacion de las proteinas que pueden formar IPPs en los
compartimentos de replicacion inducidos por Had-5 WT y E1B- a las 16 hpi B) Comparacion de las proteinas que pueden formar IPPs en los
compartimentos de replicacion inducidos por Had-5 WT y Had-5 E1B- a las 24 hpi. C) Comparacion de las proteinas que pueden formar IPPs en los
compartimentos de replicacion inducidos por Had-5 WT y Had-5 E1B- a las 36 hpi.



WT E1B-

36 hpi 36 hpi

Figura 16. Comparacion de proteinas en los compartimentos de replicacién. A)Comparacion de las proteinas que pueden formar IPPs en los
compartimentos de replicaciéon inducidos por Had-5 WT en todos los tiempos B)Comparacion de las proteinas que pueden formar IPPs en los
compartimentos de replicacion inducidos por Had-5 E1B- en todos los tiempos.



16 hpi WT 16 hpi E1B-

Figura 17. Cambio en las funciones de proteinas enlos RC a las 16 hpi. Las letras indican la funcidn de las proteinas enlos RC en presencia o ausencia de E1B.
Sefalizacion y procesamiento celular [D] Control de ciclo celular, divisién celular, separacién de cromosomas [M] Membrana celular, biogénesis de
envoltura [O] Modificaciones post-traduccionales, recambio proteico y chaperonas [T] Transduccién de sefiales  [U] Trafico intracelular, secrecién y
transporte de vesiculas[V] Mecanismos de Defensa [W] Estructuras extracelulares [Z] Citoesqueleto Metabolismo[C] Produccién de energia y conversion
[G] Transporte de carbohidratos y metabolismo [H] Metabolismoy transporte de co-enzimas [I] Transporte de lipidos y metabolismo [P] Transporte de
iones inorganicos y metabolismo [Q] Metabolismos secundarios transporte y catabolismo Informacién y procesamiento [A] Procesamiento de RNA
[B] Estructura de cromatinay dindmica[J] Traduccidn, estructura ribosomal y biogénesis [K] Transcripcidn [L] Replicacién, reparacion y recombinacion Sin
caracterizar  [S] Funcion desconocida
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Figura 18. Cambio enlas funciones de proteinas enlos RC a las 24 hpi. Las letras indican la funcion de las proteinas en los RC en presencia o ausencia de E1B.
Senalizacion y procesamiento celular [D] Control de ciclo celular, divisién celular, separacién de cromosomas[M] Membrana celular, biogénesisde envoltura
[O] Modificaciones post-traduccionales, recambio proteico y chaperonas [T] Transduccién de sefiales  [U] Trafico intracelular, secrecién y transporte
de vesiculas  [V] Mecanismos de Defensa [W] Estructuras extracelulares [Z] Citoesqueleto Metabolismo[C] Produccién de energia y conversion
[G] Transporte de carbohidratos y metabolismo [H] Metabolismoy transporte de co-enzimas [I] Transporte de lipidos y metabolismo [P] Transporte de
iones inorganicos y metabolismo [Q] Metabolismos secundarios transporte y catabolismo Informacion y procesamiento [A] Procesamiento de RNA

[B] Estructura de cromatinay dindmica[J] Traduccidn, estructura ribosomal y biogénesis [K] Transcripcidn [L] Replicacién, reparacidon y recombinacidon Sin
caracterizar  [S] Funcion desconocida



Figura 19. Cambio en las funciones de proteinas enlos RC a las 36 hpi. Las letras indican la funcion de las proteinas en los RC en presencia o ausencia de E1B.
Sefnalizacion y procesamiento celular [D] Control de ciclo celular, divisién celular, separacién de cromosomas[M] Membrana celular, biogénesisde envoltura
[O] Modificaciones post-traduccionales, recambio proteico y chaperonas [T] Transduccién de sefiales  [U] Trafico intracelular, secrecion y transporte

de vesiculas  [V] Mecanismos de Defensa [W] Estructuras extracelulares [Z] Citoesqueleto Metabolismo[C] Produccién de energia vy
[G] Transporte de carbohidratos y metabolismo

iones inorganicos y metabolismo

conversién
[H] Metabolismoy transporte de co-enzimas [I] Transporte de lipidos y metabolismo [P] Transporte de
[Q] Metabolismos secundarios transporte y catabolismo Informacién y procesamiento [A] Procesamiento de RNA

[B] Estructura de cromatinay dindmica[J] Traduccidn, estructura ribosomal y biogénesis [K] Transcripcion [L] Replicacién, reparacion y recombinacién Sin
caracterizar  [S] Funcidn desconocida






Discusidn

Como se describié en la introduccién, la E1B es una proteina multifuncional que
tiene diversas actividades durante el ciclo de replicacion viral. La E1B es necesaria
para la poliubiquitinacion de factores antivirales, la composicion, forma y tamafio de
los compartimentos de replicacion, la estabilizacion de p53 y la regulacion de todos
los promotores adenovirales. Se conoce que la E1B puede ser modificada por
fosforilacion en tres residuos y que esto modula su localizacién y actividades. Con
estos nuevos resultados se demuestra que la fosforilacion de la E1B tiene un efecto
diferenciado dependiendo de qué amino acido es fosforilado. Conocemos que la
fosforilacion de la T495 es necesaria para su relocalizacién eficiente a los RC y esto
correlaciona con la eficiente replicacion del genoma viral y produccién de progenie.
En este trabajo se evalud el efecto que tiene la E1B sobre promotores intermedios,
el efecto de la fosforilacion sobre la T495 sobre tres promotores adenovirales; si la
E1B puede asociarse e inmunoprecipitarse al promotor de E1AYy el efecto que tiene

la E1B sobre la composicion de los RC.

Nuestros datos muestran que en células infectadas la E1B puede regular al
promotor de Va2 durante la fase temprana y que la fosforilacion de la E1B es
necesaria para la activacion del promlVa2 durante la fase tardia. Interesantemente
la E1IB WT y la E1B-PM (S490D/S491D/T495D) pueden regular al promotor L4
durante la fase tardia. Estos datos muestran que la E1B puede regular a promotores
intermedios, esto resulta en la produccion de las proteinas Va2, L4-22K y L4-33K
gue participan en la activacion del promotor tardio MLP vy la sintesis eficiente de
proteinas estructurales que resultan en la produccion eficiente de progenie viral.
Ademas estos experimentos concluyen que la E1B regula la actividad de todos los
promotores virales. Interesantemente al igual que las proteinas E1A, la E1B es un
regulador general de la transcripcion durante ciclo de replicacion viral. Como se
mencion6 antes la fosforilacion de la E1B sobre la T495 es necesaria para su
relocalizacion eficiente a los RC. Trabajos recientes en el laboratorio demostraron
gue la fosforilacion sobre la T495 favorece la fosforilacion de las S490 y S495. Por
lo que nos preguntamos qué efecto tiene la mutacion sencilla sobre la T495D sobre

la regulacion del promotor E1A, E1B y MLP.



La fosforilacion de la T495 resulta en la regulacion de los promotores E1A, E1By
MLP. La E1B-T/D reprime al promotor de E1A pero activa al promotor de MLP y
E1B. Cuando la E1B no puede ser fosforilada en la T495 esto resulta en la anulacion
de su actividad como regulador de la transcripcién. Porlo anterior, pareciera que las
modificaciones sobre la T495 son clave para la localizacién de la proteina y la
regulacion de los promotores E1A, E1BY MLP. Sera de gran importancia evaluar el
papel que juegan la fosforilacién de las S490y S491 sobre la actividad de regulador
transcripcional de E1B. Trabajos en el laboratorio permitieron obtener mutantes en
los sitios de fosforilacion de la E1B. Evaluar la mutante S490D, S491D con T495 en
donde la T495 es regulable; la mutante S490A, S491A con T495D dénde se
mimetiza el estado fosforilado solamente en la T495; y la mutante S490A, S491A
con T495 donde la T495 es regulable. Estos experimentos nos permitirian
determinar si la fosforilacion de las Serinas es necesaria para que la E1B regula la

actividad de los promotores virales.

Hasta el momento no se conocen los mecanismos moleculares por los cuales la
E1B podria regular la actividad de los promotores. Las evidencias sugieren que la
E1B podria regular la transcripcion de genes a través de proteinas con las que
interacciona y que tienen actividades relacionadas a la biogénesis de mRNA, sin
embargo, también podria interaccionar con el DNA directamente a través de su
posible dedo de Zn2+ o algun otro dominio que no ha sido descrito. Los
experimentos de Inmunoprecipitacion de Cromatina (ChIPs) acoplados a PCR
demostraron que la E1B puede asociarse e inmunoprecipitarse con el promotor de
E1A, sin embargo, se necesitan hacer mas experimentos para poder hacer mas
astringente el experimento y obtener sefales mas limpias de los productos de PCR
en los controles negativos y positivos. Buscando en la literatura y utilizando la
protedmica de los RC se encontré que la E1B puede asociarse a 7 proteinas que
funcionan como remodeladores de histonas, factores de transcripcién o co-factores.
Este analisis nos permite proponer que la E1B podria asociarse a los promotores
virales a través de factores de trascripcién, cofactores o remodeladores de histonas

para regular la transcripcion.



Los RC son dominios nucleares inducidos por la infeccion en donde se replica,
expresa el genoma viral y se procesan los mRNAs. Experimentos del laboratorio
demostraron que la E1B regula el tamafio y forma de los RCs. Ademas por
espectrometria de masas se identificaron proteinas que componen los RC en
células infectadas con Had-5 WT o Had-5 E1B. En este trabajo se identificaron a las
proteinas celulares y virales que podrian interaccionar dentro de los RC y se analizo
su funcion. Interesantemente los RC a las 16 hpi son muy diferentes en presencia
0 ausencia de la E1B y cuando se analiza la funcién de estas proteinas resulta en
la disminucion de proteinas relacionadas a cambios post-traduccionales. A las 24
hpi los RC son similares en ausencia o presencia de la E1B, sin embargo, las
proteinas relacionadas a la transcripcion disminuyen en ausencia de la E1B.
Interesantemente a las 36 hpi los RC comparten muchas proteinas en ausencia o
presencia de la E1B, pero, las proteinas relacionadas al procesamiento de mRNA.
Durante la fase tardia la activacién de la MLTU resulta la produccion de un pre-
MRNA de 28 kb que es procesado por splicing y cada gen esta definido por
diferentes sitios de poliadenilacion. Datos del laboratorio demuestran que en
ausencia de la E1B el splicing alternativo de la TU MLTU es deficiente. Una posible
explicacion es que la E1B regule la composicion de los RC que resultan en un
eficiente procesamiento de mensajeros. Otra posibilidad es que la E1B participe
directamente en el procesamiento de los mRNAs. Experimentos en el laboratorio
demostraron que la E1B puede asociarse a RNA, sin embargo, se necesitan hacer
otros experimentos para determinar los mecanismos moleculares por los cuales la
E1B podria regular el procesamiento de mRNAs. En conclusién la E1B puede
regular la actividad de los promotores virales, la fosforilacion de la T495 es
determinante para la regulacion de los promotores virales, la E1B podria formar
diferentes complejos proteicos para regular a los promotores virales y la E1B afecta

la composicién de los RCs.



Conclusiones

La E1B regula a los promotores intermedios, que son necesarios para la
activacion de la MLTU.

La E1B regula la actividad de todos los promotores adenovirales.

La fosforilacion de la E1B es determinante para la regulacion de los
promotores virales.

La fosforilacion de la T495 es determinante para la regulacion de los
promotores E1A, E1By MLP.

El promotor E1A puede ser inmunoprecipitado por la E1B.

La presencia de E1B modifica la composicion de los RC durante el ciclo
de replicacion viral.

La E1B se asocia a factores de transcripcion que estan en los RC y tienen

secuencias blanco en los promotores virales.

Perspectivas

Es necesario modificar la técnica de ChIP para determinar si E1B puede
asociarse a cada uno de los promotores virales en células infectadas y
Transfectadas.

Determinar si la fosforilacion de las Serinas es necesaria para que la E1B
regula la actividad de los promotores virales.

Determinar si la E1B se asocia a los promotores virales en células
infectadas y transfectadas.

Determinar si la fosforilacion de la E1B regula su interaccion, directa o
indirecta, con promotores virales.

Determinar las secuencias con las que E1B interacciona.

Determinar si la E1B se asocia directamente al DNA.

Determinar el interactoma de E1B asociado a secuencias regulatorias

durante el ciclo de replicacién viral.






Materiales y Métodos
Células y Virus

Las células H1299 se mantuvieron en monocapa con medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, GIBCO) suplementado con 10% (volivol) de suero fetal
bovino (Biowest). Se utiliz6 la mutante del virus Had-5 que no expresa a E1B-55KDa
(H5pm4149) para infectar H1299 y cosechar a las 8hpi y 24 hpi en los ensayos

reporteros de luciferasa.

Plasmidos

Los plasmidos utilizados para los ensayos reporteros de luciferasa fueron la
construccion del pGL3-Basic de promega con nimero de catidlogo E1751. Se
utilizaron las enzimas de restriccion Xhol y Hindlll para hacer la construccion del
promotor E1A, E1A, L4P y MLP que dirigen la expresién del gen reportero de
luciferasa. La construccion del promotor Va2 se llevd acabo sintetizando el
promotor completo en la unidad de secuenciacion del IBT con los sitios de
restriccion de Xhol y Hindlll. Los plasmitos utilizados para la expresion de proteinas
fueron el pCDNA 3.0 dirigiendo la expresion de la proteina E1B Wt, la proteina E1B-
PM, la E1B-T/D o la E1B-T/A. Se utiliz6 el plasmido que expresa a Renilla bajo el
promotor de citomegalovirus como control de transfeccion en los ensayos reporteros

de luciferasa

Ensayos reporteros de luciferasa

Los ensayos reporteros de luciferasa utilizaron células H1299 subconfluentes en
placas de pozos de 12. Las células fueron co-transfectadas y/o infectadas con la
combinacion de plasmidos del promotor de interés y el plasmido que expresa a la
E1B con el virus que no expresa a la proteina E1B 5Hpm4149. La actividad relativa
de luciferasa se midi6 a partir del lisado total de células como se indica en Dual-
Luciferase® Reporter 1000 Assay System (E1910) con algunas modificaciones. Se
midio la actividad relativa de lucifersa en el Lumindmetro Pharmingen Monolight
3010 por 10 s. Todas las muestras fueron normalizadas con la eficiencia de

transfeccion de la actividad relativa de Renilla. Todos los experimentos se llevaron



a cabo por duplicado y se representan como valores promedios con su desviaciéon

estandar usando GraphPar Prisma.

Ensayos de Transfeccion de ChIP

Las células H1299 se crecieron hasta un 60% de confluencia en cajas de 100mm.
Posteriormente fueron co-transfectadas con 3 ug del pldsmido con el promotor de
E1A y 3 ug del pCDNA 3.0/E1B55K que dirige la expresion de la E1B-55KDa
utilizando el método de lipofeccion con el reactivo PEL Se incluy6 la co-transfeccién
de 3ug de pCDNA 3.0/E1A que expresa a la proteina E1A 289R con 3ug del
plasmido pGL3-basic que contiene el inserto del promotor E1A, como control. Las

células H1299 se recolectaron a las 24 horas post-transfeccion (hpt).

Anticuerpos

Para los ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina se usé el anticuerpo
monoclonal de ratén contra E1B-55KDa (2A6) que proviene de un sobrenadante de
hibridoma de raton, el anticuerpo monoclonal de ratén contra E1A 289 R (M73) y el

anticuerpo anti alfa-tubulina (DM1A Invitrogen).

Inmunoprecipitacion de Cromatina Viral (Vir-ChlIP):

La inmunoprecipitacion de Cromotina (ChIP) se llevd a cabo de acuerdo a [35] [36]
con algunas modificaciones. A las 24 horas post-transfeccién (hpt) las células
H1299 fueron tratadas con 1% de formaldehido como entrecruzador y fueron
tratadas con buffer NP-40 (10mM Tris-HCL, Igepal 0.5mM) para la lisis de la
membrana plasméatica y extraccion de nucleos. Los ndcleos fueron centrifugados a
400G por 5 min a 4°C y fueron resuspendidos en buffer S2 (0.5M de sacarosa y
10mM de TrisHCL pH 8.0). Posteriormente los nucleos fueron lisados por sonicacion
usando el sonicador Branson Sonifier F250 con 15 pulsos de 5 s ON y 1 min OFF
[29]. Los anticuerpos fueron adicionados a la muestra que contiene a la proteina
E1Aola E1BYy se incubaron por 16 h a 4°C; posteriormente se agregaron perlas de
sefarosa bloqueadas con BSA para la precipitacion de los complejos. Las muestras
se lavaron con un buffer bajo en sales (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2mM EDTA,
20mM Tris-HCL, 150mM NaCL), una vez con un buffer alto en sales (0.1% SDS, 1%



Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCL, 500mM NaCL), una vez con buffer LiCl
(0.25M LICl, 1% Nonidet P-40, 1% Na-deoxicolato, 1mM EDTA, 10mM Tris-HCI) y
dos veces con el buffer TE (pH 8) por 10 min. Posteriormente la muestra fue tratada
con 5M de NaCl y proteinasa K e incubadas a 65°C para desnaturalizar y degradar
a las proteinas. Para separar acidos nucleicos de las proteinas se utilizaron tubos
Phaselock Tubes agregando un volumen de fenol/cloroformo/ alcohol isoamilico con
una relacion 25:24:1 a las muestras. Se recuperd el sobrenadante en la que se
encuentran los acidos nucleicos, se precipitd el DNA afiadiendo los siguientes
reactivos en el siguiente orden: NaCl 5M, 5mg/ml de glucégeno, y 66% de etanol al
100% vy se incub6 a -80°C o/n. Posteriormente se centrifugé a 21952 G por 15 min
a 4°C y el DNA se resuspendié en 10mM de TrisHCI pH 8.0.

Reaccion en cadenade la polimerasa (PCR):

ElI DNA obtenido por ChIP se analizé por la técnica de PCR. Se utilizaron los mismos
cebadores para cada una de las muestras de ChIP para amplificar el promotor de
E1A. Los cebadores utilizados para la amplificacion del promotor de E1A fueron
pGL3_Forward 5-CAA GTG CAG GTG CCAGAA CATTTC-3" y pGL3_Reverse 5'-
TGC TCT CCA GCG GTT CCA TCT TC-3'. El cebador pGL3_Forward se une al
plasmido pGL3-basic 75 nucledtidos (nt) rio arriba del promotor E1A y el cebador
pGL3_Reverse se une al plasmido pGL3-basic 113 nt rio abajo del promotor E1A.
Se utilizaron las siguientes condiciones para la obtencion del amplicén: 3 min a
95°C, 45 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a60°C y 30 s a 72°C. Los productos fueron
evaluados en un gelde agarosa al 1% por electroforesis durante 180 min a un voltaje
de 90 V. El tamafio esperado para el amplicon del promotor de E1A es de 737 nt y
el tamafo esperado del amplicon sin el inserto del plasmido de pGL3-Basic es de
170 nt.

Analisis bioinformatico de promotores virales utilizando Genomatix

Se utiliz6 Genomatix, un software que permite predecir posibles sitios de unién para
factores de transcripcion en promotores. El software utiliza una biblioteca de
Matrices de Peso por Posicion (PWM) de los factores de transcripcion que son

utilizados para buscar entre las secuencias de interés y un agrupamiento de



matrices familiares de factores de transcripcion que tienen secuencias de
reconocimiento similares. Elanalisis bioinformatico se hizo paralos diez promotores
de adenovirus que dependen de la RNA polimerasa Il. Se utilizé el nivel similitud de
0.75 entre los PWM de los factores de transcripcion y las secuencias de los
promotores, para obtener todos los posibles factores de transcripcion de humano

que podrian interaccionar con los promotores adenovirales [37].
Redes de interaccidn proteina-proteina

Se utilizaron las siguientes librerias para trabajar en R studio para elaborar las redes
de interaccion de proteinas que interaccionan con una 0 mas proteinas que estan
representadas en la base de datos de la proteémica de los compartimentos de
replicacion.

Bibliotecas utilizadas

* require(igraph)

* require(dplyr)

Para la elaboracion de las redes de interaccion se seleccionaron sélo aquellas
proteinas que interaccionan con alguna proteina presente en la base de datos de la
proteémica de los compartimentos de replicaciéon. En la figura 20 se muestra cémo los
datos fueron procesados. En la la tabla del interactoma de E1B en la primera
columna se tienen los nimeros de identificacion de cada proteina, ej. AA. Esa
columna se compar6 con la ultima columna con nombre ‘“Interacts with” y se
identificaron y seleccionaron solo aquellas proteinas con las que interacciona. Por
ejemplo, la proteina AA interacciona con tres proteinas pero s6lo AC esta dentro del

interactoma de E1B, es decir en la primera columna. .



AA AB, AC, AD
AC AZ
AZ AZ, AA

e N)
AA AC AZ

Figura. 20 Diagrama del analisis de interacciones proteina-proteina en los
RC.

Andlisis protedmico de la base de datos de las proteinas de los RC y

Nuceloplasma

En el laboratorio se establecié una metodologia para aislar fracciones nucleares
enriquecidas con RC a partir de células infectadas [[33]]. Utilizando esta
metodologia se obtuvieron fracciones de células infectadas con HAd-5 WT y
H5pm4149 (mutante que no expresa E1B) a 16, 24 y 36 hpi (horas post-infeccion).
Posteriormente se determind por espectrometria de masas qué proteinas estan
asociadas a las fracciones de RC y nucleoplasma (NP, que representa el resto del
contenido del nlcleo). La abundancia de las proteinas en los RC y NP se comparo
con células que no fueron infectadas (MOCK) y se obtuvieron niveles de abundancia
relativa con respecto a MOCK y un valor estadistico-p. En el andlisis protedmico se

filtraron las proteinas con un valor estadistico-p menor a 0.05.

Interactoma de E1B-55KDa

Se identificaron todas las proteinas celulares y adenovirales, reportadas en la
literatura, que interaccionan con E1B-55KDa[36, 42, 43, 44]. Esta base de datos se
utilizé6 para compararla con el analisis bioinformatico de los factores de transcripcién
que se predijo que podrian interaccionar con los promotores adenovirales y con el

analisis de la base de datos de la proteémica de RC y NP.
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