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i. Abreviaturas

A549: células humanas transformadas de epitelio de carcinoma alveolar (pulmones)
AcNPV: baculovirus silvestre (Autographa californica Nuclear Polyhedrosis Virus).
Ad: adenovirus.

Ad5wt: adenovirus humano tipo 5 silvestre.

BacE1B: baculovirus con el gen recombinante E1B.

Bacwt: baculovirus silvestre (wild type).

CAR: receptor de adenovirus y coxsackie.

DBP: proteina de unién a DNA.

E1B APS: proteina 5 asociada a E1B.

E1Brec: E1B recombinante.

EAorférec: E4orf6 recombinante.

FFU: unidades formadoras de focos.

HFF: fibroblastos humanos derivados de prepucio.

hpi.: horas postinfeccion.

MADb: anticuerpo monoclonal.

Mdm?2: murine double minute 2.

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad.

" Mock: células no infectadas.

MOI: multiplicidad de infeccién.

MRN: complejo Mrel1/Rad50/Nbs|.

NES: sefial de exportacién nuclear.

Ni NTA: resina con iones de niquel unidos al 4cido nitrilotriacético.
NLS: secuencia de localizacién nuclear.

PML: proteina de leucemia promielocitica.

POD: dominio oncogénico de PML.

pRb: proteina de retinoblastoma.

TNF-a: factor de necrosis tumoral.

tpi.: tiempos postinfeccion.

TP: proteina terminal.

SF9: células de insecto (Spodoptera frugiperda).
U20S: células humanas derivadas de osteosarcoma.



I. Resumen

Durante mds de 50 afios los adenovirus han sido un modelo para el estudio de
distintos procesos celulares. Entre estos mecanismos estén la replicacion, transcripcién y
splicing del material genético en células eucariontes. Otros procesos descritos han sido la
regulacion de la proliferacién y del ciclo celular, asi como la oncogénesis. Sin embargo, no
ha sido posible describir a nivel molecular algunos fenémenos que resultan de una
compleja red de interacciones entre las proteinas virales y celulares, por ejemplo la
maduracién y exportacion selectiva de mensajeros virales al citoplasma. La proteina viral
temprana E1B 55 kD participa directa e indirectamente en la inhibicion de la apoptosis y la
exportacion de los mRNA virales. El poder detallar los mecanismos que permiten a la E1B
55 kD llevar a cabo sus funciones permitird analizar desde nuevas perspectivas el trafico
intracelular de mRNA y la transformacién celular. En este trabajo se analizé la expresion e
inmovilizacién de la E1B 55 kD expresada en células de insecto para el estudio de sus
interacciones con la E4orf6, p53 y las subunidades del complejo MRN. También se analizé
la distribucién intracelular de estas proteinas en células no transformadas infectadas con
adenovirus humano tipo 5 por inmunofluorescencia y Western blot. A diferencia de lo que
se tenia reportado en células transformadas, no se observé la degradacién de pS3 o alguna
de las subunidades del MRN, sino cambios en la solubilidad de estas proteinas debido a la
infeccién por adenovirus. Los resultados sugieren que ademds de las proteinas que se
encuentran en nucleoplasma, una subpoblacién de estas proteinas se encuentra asociada a la
matriz nuclear, mientras que otra fraccién es exportada al citoplasma. Los resultados
permiten también sugerir que un andlisis de las modificaciones postraduccionales de estas
proteinas podria contribuir a esclarecer e] mecanismo por el cual estas proteinas son
relocalizadas e inactivadas durante el ciclo de replicacién viral en células no transformadas.



I1. Introduccion

I1.1. Adenovirus
' Los adenovirus fueron descubiertos en 1953, al observarse la degeneracién de
células primarias obtenidas de adenoides humanos. La infeccién por adenovirus estd
asociada a diversos sindromes como gastroenteritis € infecciones del tracto respiratorio. En
1962 se observé la formacién de tumores malignos en hamsters neonatos después de ser
inoculados con adenovirus 12. Fue la primera vez que se inducia experimentalmente la
transformaciéon maligna de células en un organismo, utilizando virus que infectan a
humanos. La transformacién de células establecié a los adenovirus como un sistema
modelo para el estudio de la oncogénesis. Los estudios con los adenovirus han hecho
importantes contribuciones a la comprensién de la regulacion de la expresién genética,
replicacién del DNA vy splicing del RNA, control del ciclo y proliferacién celular (24).

La familia Adenoviridae se compone principalmente de dos géneros:
Mastadenovirus (virus de mamifero) y Aviadenovirus (limitado a aves). Se conocen 50
serotipos de adenovirus humanos. La clasificacién por serotipos depende de la resistencia a
la neutralizacién de la infeccién por anticuerpos. Los serotipos estdn clasificados a su vez
dentro de 6 subgrupos basados en su habilidad para aglutinar eritrocitos (Tabla 1) (24).

Subgrupo Grupos de Serotipo Potencial Transformaciéon
hemaglutinacion oncogénico en de cultivos
animales celulares
A IV (poca 12, 18, 31 Alto +
aglutinacidén)
B I (alta 3,7, 11, 14, 16, Moderado +
aglutinacién de 21,34,35
eritrocitos de
simio)
C III (aglutinacién 125,16 Bajo +
parcial de
eritrocitos de
rata)
D II (alta 8,9,10, 13, 15, Bajo +
aglutinacién de 17, 19, 20, 22-
eritrocitos de 30, 32, 33, 36-
rata) 39,42, 47
E I 4 Bajo +
F 111 40, 41 ND ND

Tabla 1. Clasificacién de los adenovirus humanos (Mastadenovirus H). Se
muestran los subgrupos y serotipos asociados y el potencial oncogénico de
cada subrupo. ND: no determinado.



I1.2. Estructura del virion

La cépside de los adenovirus es icosaédrica y su didmetro puede ser de entre 70 y
100 nm de didmetro, dependiendo del serotipo. La cépside consta de 252 capsémeros
formados por 240 hexones, 12 pentones y proteinas asociadas a los hexones que estabilizan
la cdpside (Figura 1 y Tabla 2). Los hexones son trimeros del polipéptido II. Los
polipéptidos virales VI, VIII, IX, se asocian al capsémero hexén para estabilizar la cdpside
y unirla con la nucleocdpside y los capsémeros pentén. Los pentones poseen una base de la
cual se proyecta la proteina viral fibra, la cual es responsable de la adhesion a la membrana
plasmadtica de la célula blanco via el receptor CAR (coxsackie- adenovirus receptor). Tres
polipéptidos IV forman a la proteina fibra que junto con cinco polipéptidos III forman el
capsdmero pentén (24).

La nucleocépside contiene cuatro proteinas encargadas de empacar el material
genético viral. Alrededor de la proteina VII se envuelve el DNA viral. El polipéptido V
interacciona con los capsémeros pentén, uniendo la cdpside con la nucleocédpside. La
funcién de la proteina mu en el ciclo de replicacién no ha sido completamente descrita,
mientras que la proteina terminal sirve como primer durante la replicacién del genoma y
une ¢l genoma viral a la matriz nuclear (24).
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Figura 1. Ilustracién que muestra los componentes de la cdpside y la
nucleocdpside de adenovirus (30).



Proteina Peso Molecular | Numero de copias Ubicacién Funcién
(kD)
I 109.6 720 Hexén (trimero) Formacién de la
cépside
111 63.2 60 Base del penton Formacién de la
(pentdmero) cédpside y adhesién
a la célula
|AY 61.9 36 Fibra (trimero) Adhesion a la
célula
IIa 63.2 74 Bordes entre los | Estabilizacién de la
hexones cédpside
V1 23.5 342 Asociado al hexén | Estabilizacién de la
cdpside
VIII 14.5 211 Asociado al hexén | Estabilizacién de la
cdpside
IX 14.3 247 Superficie exterior | Estabilizacién de la
de grupos de nueve cdpside
hexones
A% 41.6 157 Nucleocdpside Empaquetamiento
del genoma viral
VI 19.4 835 Nucleocépside, Empaquetamiento
unido al DNA del genoma viral
u 24 120 Nucleocépside Empaquetamiento
del genoma viral
TP 74.5 2 Unido al DNA Primer

Tabla 2. Proteinas estructurales de adenovirus. Se muestra la nomenclatura
de las proteinas que forman el virién, el peso molecular de cada una, el
ndmero de copias, ubicacién y funcién de cada polipéptido.

I1.3. Genoma

El genoma de adenovirus es una molécula de DNA de doble cadena, de alrededor de
36,000 pares de bases (bp), que se organiza en unidades de transcripcién tempranas y
tardias, dispuestas como se ilustra en el diagrama de la figura 2.
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Fig. 2. Diagrama del genoma de adenovirus humano tipo 5. Se esquematiza
la estructura de doble cadena mostrando el orden de los genes y sus
productos. Por convencion el genoma se ilustra con la unidad de transcripcion
de E1A en el extremo izquierdo (24).

El genoma contiene dos sitios de inicio para la replicacién y secuencias repetidas
terminales invertidas (ITR) de entre 100 y 140 bp que facilitan la circularizacién del
genoma durante la replicacién. El genoma viral contiene una secuencia que actida en cis y
dirige la encapsidacién del DNA viral (24).

El cromosoma viral contiene 5 unidades de transcripcion tempranas (E1A, E1B, E2,
E3 y EA4), dos unidades tempranas retrasadas (IX y IVa) y una unidad de transcripcion
tardia (ML) que por seleccion de sitios comunes de poliadenilacién da origen a 5 familias
de mRNA, todos transcritos por la RNA pol II y procesados por splicing alternativo (24).

I1.4. Ciclo de replicaciéon

El ciclo de replicacién viral se ha dividido en dos fases separadas por el inicio de la
replicacion del genoma viral. Los eventos de la fase temprana comprenden la adsorcién y la
penetracion de la particula viral a la célula, la transcripcion y la traduccién de las unidades
tempranas. Los productos de los genes tempranos regulan la expresion de los genes virales
y la replicacién del DNA, inducen la progresién del ciclo celular, bloquean la apoptosis y

antagonizan los mecanismos antivirales de la célula y el sistema inmune del organismo (24,
26).

11.4.1. Adsorcion y entrada

Los adenovirus se adhieren a las células mediante el carboxilo terminal de la
proteina fibra proyectada de los pentones. La fibra reconoce el receptor CAR (receptor de
coxsackie y adenovirus). Adicionalmente los polipéptidos III de los pentones contienen
secuencias ricas en arginina, glicina y asparagina (secuencias RGD) que permiten la
adhesion a las integrinas o, f;y o, fs. La unién a integrinas favorece la penetracion del virus
a las células, incluso en algunos casos a células que carecen del receptor CAR. La
internalizacién del virus se da por endocitosis mediada por receptor. Este proceso es
estimulado por la interaccién integrina-pent6n. La acidificacion del endosoma estimula el
desensamblaje de los pentones y los polipéptidos que sirven de cimentacién. En el
citoplasma la nucleocdpside interacciona con los microtibulos a través de los hexones para



llegar al nicleo. Fuera del nicleo, la nucleocdpside se une al complejo del poro nuclear
para introducir el genoma viral. En el niicleo la proteina terminal asocia el DNA viral con
la matriz nuclear (24)(Figura 3).

Figura 3. Micrografia de microscopio electrénico de transmisién en donde
se muestra una nucleocédpside de adenovirus adherida a un microtibulo (31).

11.4.2. Activacion de genes tempranos

En el ciclo de replicacion, los genes tempranos que se encuentran en los extremos
del genoma son los primeros en transcribirse. Como se menciond arriba, los genes
tempranos tienen tres funciones principales: i) inducir a la célula a entrar a la fase S del
ciclo celular, ii) inhibir los mecanismos de defensa de la célula y iii) permitir la sintesis de
los productos virales necesarios para la replicacion del genoma.

% ElA

E1A esté bajo el control de un promotor constitutivamente activo y es la primera
unidad transcripcional en expresarse. La unidad E1A codifica para 2 mRNAs, productos de
splicing alternativo. La traduccién de los mRNAs genera las proteinas E1A 12S y 13S
(nomenclatura asignada de acuerdo a sus coeficientes de sedimentacién). La proteina E1A
13S posee tres regiones conservadas: CR1, CR2 y CR3 mientras que la proteina E1A 12S
solo tiene las regiones CR1 y CR2. La region CR3 permite la interaccion con la proteina de
unién a secuencias TATA (TBP) y AP1, para iniciar la transcripcion.

Las regiones CR1 y CR2 permiten a la proteina E1A unirse a pRb -proteina
supresora de retinoblastoma- e inducen la disociacién de la proteina pRb de los factores de
transcripcién E2F (Figura 4). La proteina pRB forma un complejo con el factor
transactivador de la transcripcién E2F inhibiendo la transcripcién de genes con promotores
afines a E2F. En células no infectadas, la proteina pRB mantiene a la célula en la fase G1
del ciclo celular. La fosforilacién de pRB libera al factor E2F que activa genes que inducen
el avance del ciclo celular de G1 a S, tales como la DNA polimerasa alfa, ribonucleétido
reductasa, c-myb, c-myc, cdc2, pl4, ciclinas G1/S, y ciclinas S, entre otras. En células
infectadas, la interaccion E1A-pRB no sélo permite la expresion de genes celulares sino
también virales. Entre los genes virales, la unidad transcripcional E2 posee dos sitios de
unién a E2F. Una vez unidos los factores E2F al DNA, 2 proteinas virales (E4orf6/7) se
unen a los E2F para formar un tetrdmero. Los productos codificados por esta unidad de
transcripcion se encargan de replicar el genoma viral (como se verd en “Replicacién del



DNA viral” mas adelante). La formacién del tetrdmero favorece la transcripcién continua
de los genes de E2, lo cual asegura que haya proteinas suficientes para una replicacion
exponencial del genoma viral. El dominio CR1 también permite la interaccion de E1A con
pl07 (la cual también inhibe la progresion del ciclo celular hacia fase S) y p300
(acetiladora de histonas que funciona como coactivadora de la transcripcion de genes que
detienen el ciclo celular). La regién codificante para la proteina E1A contiene elementos
que actian en cis y estimulan la sintesis de la unidad transcripcional siguiente (E1B) (35).
En conjunto, las proteinas de la unidad E1A funcionan como transactivadoras de genes
virales y celulares, los cuales generan las condiciones celulares adecuadas para la
replicacion viral (2, 3, 24).

A E1A
CER By ]
pRb
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B
C

Figura 4. La E1A se une a la pRb mediante su dominio CR2. Después el
dominio CR1 desplaza al factor E2F (40).

% EIB

La activacion de genes que promueven el avance del ciclo celular hacia la fase S
resulta en una sefial genotéxica que estabiliza a la proteina p53. Normalmente la proteina
celular Mdm?2 ubiquitina a p53 para enviarla a degradacién por el proteosoma (1). Al
activarse el factor E2F se promueve la transcripciéon de p19, la cual secuestra a Mdm?2.
Como consecuencia del secuestro de Mdm?2, aumenta la concentracién de p53 en el niicleo;
es decir, se estabiliza. La proteina pS3 es un factor transcripcional cuyos genes blanco estdn
involucrados en el control del ciclo celular y apoptosis. Uno de los genes activados por p53
es p21. La proteina p21 se une a las G1/S-Cdk y S-Cdk para inhibir sus actividades, y asi
evitar la entrada a la fase S del ciclo celular. Por otro lado, p53 también puede activar genes
proapoptéticos de la familia de Bcl-2. Estas proteinas facilitan la salida del citocromo ¢ de
la mitocondria al citoplasma donde éste promueve la agregacién y activacion de caspasas.
La activacion de las caspasas promueve la degradacion de proteinas en el citoplasma y la
lamina nuclear que en conjunto comprometen la integridad de la célula ¢ inducen su muerte
(apoptosis). En respuesta a la activacién de p53, la proteina viral EIB 55 kD se une al N-
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terminal e inactiva a p53, antagonizando su actividad (24). De esta manera, la E1B 55 kDa
inhibe la activacién de la apoptosis y favorece el avance del ciclo celular hacia la fase S.
Por otra parte la proteina E1B 19 kDa, la cual es homologa de Bcl2, inhibe la actividad de
Bax y Bak, evitando la salida de citocromo ¢ de la mitocondria.

« FE4

La unidad de transcripcién E4 codifica para otras proteinas virales que también son
necesarias para establecer las condiciones 6ptimas para la replicacion del genoma viral.
Entre ellas, la E4orf3 modula la organizacion de estructuras nucleares (POD o cuerpos de
PML, como se describe en “Replicacion del DNA viral”), se une e inactiva a la subunidad
catalitica del complejo MRN (complejo de reparacién de DNA de doble cadena) y favorece
la estabilidad de los mRINA virales (14, 37, 42). Otro producto de la unidad de transcripcién
E4 es la proteina E4orf6, que regula la exportaciéon de mensajeros virales tardios hacia
citoplasma y favorece la degradacién tanto de p53 como del complejo MRN, mediante la
formacién de un complejo formado por las E1B 55 kD/E4orf6, como se describe més
adelante (10, 14). La E4orf4 participa en el reclutamiento de la maquinaria de splicing para
favorecer la modificacion post-transcripcional de los mensajeros virales sobre los celulares
(44). Por dltimo la E4orf4 se une a la proteina supresora de tumores PP2A, activando la
muerte celular de manera independiente de pS3. De esta manera se propone que la actividad
de la E4orf4 media la muerte celular y la liberacién de la progenie viral en la fase tardia de
la infeccion (57).

I1.4.3. Replicacion del DNA viral

La acumulacién de los productos de la unidad de transcripcién E2 y la entrada a la
fase S del ciclo celular, favorecen la replicacién del genoma viral, evento que marca el
inicio de la fase tardia de la infeccién. La unidad de transcripcién E2 codifica tres
productos que median la replicacién del DNA viral: la proteina de unién a DNA de cadena
sencilla (DBP), la polimerasa viral de DNA (pol) y un precursor de la proteina terminal
(pTP). La polimerasa de E2 posee actividad polimerasa 5" a 3' y actividad exonucleasa 3” a
5'. La proteina DBP tiene una alta afinidad por el DNA de cadena sencilla y estabiliza el
complejo de inicio de la replicacién junto con los factores nucleares [ y II (NF Iy II). La
proteina terminal estd unida covalentemente a los extremos 5 del DNA viral (24). Una
serira en la proteina terminal se une a un dCMP que expone el 3"OH libre para funcionar
como "primer" e iniciar la replicacién. De acuerdo a estudios in vitro primero se inicia la
sintesis de forma continua hasta completar la sintesis de una molécula de DNA formada por
una cadena hija y una parental. La cadena parental que queda desplazada se circulariza para
generar una estructura secundaria conocida como “panhandle”, la cual sirve para crear un
extremo que es reconocido por la maquinaria de replicacién y se sintetiza otra copia del
genoma. Los sitios donde se replica y transcribe el genoma dentro del nicleo se denominan
centros de replicacion viral o cuerpos de inclusién viral, en los que se localizan el DNA
viral y, proteinas virales y celulares (Figura 5) (24). En estos sitios se acumulan las
proteinas responsables de la replicacion del genoma, ademas de las proteinas tempranas,
E1B 55kD, E4 Orf3, E4 Orf6 y factores celulares de transcripcién y procesamiento
postranscripcional.
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Figura 5. Modelo de la replicacién del genoma de adenovirus. La replicacién
comienza en uno de los extremos, desplazando una de las cadenas parentales.
La cadena desplazada se circulariza gracias a las secuencias repetidas
terminales invertidas (ITR). La estructura de “panhandle” provee un extremo
3" OH reconocido por la maquinaria de replicacién viral (32).

11.4.4. Expresion de genes virales tardios

Al iniciar la sintesis de DNA viral, se activan los genes tardios. La activacién
depende de un elemento en cis del cromosoma viral que queda accesible en la fase tardia y
de los productos del gen temprano tardio IVa2. La proteina IVa2 se une a factores de
transcripcion que reconocen al promotor de la unidad mayor tardia. El transcrito de la
unidad tardia (de 29,000 nucleétidos aproximadamente) es procesado por adicién
diferencial de poliA para generar 5 familias de mRNAs que son procesados por splicing; las
familias de mRNAs se denominan L1, L2, .3, L4 y L5.

Los mRNA virales tardios son exportados preferencialmente sobre los mRNAs
celulares al citoplasma. Las proteinas E1B 55 kD y E4orf6 forman un complejo que es
responsable de la acumulacién citopldsmica de mensajeros virales maduros durante la fase
tardia de la infeccién; simultineamente, el mismo complejo es responsable de bloquear la
exportacion de los mRNA celulares. La sintesis de mensajeros celulares continda, pero
estos no se acumulan en el citoplasma; es decir, su exportacién es inhibida. Se sabe que no
existe una discriminacién entre mensajeros celulares y virales a nivel de secuencia, ya que
genes celulares integrados en la regién tardia del cromosoma viral se exportan
eficientemente al citoplasma. Otras observaciones sugieren que los factores celulares
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encargados de la exportacion de mRNA son secuestrados y dirigidos hacia los centros de
replicacién (58).

Finalmente, ademads de la exportacién selectiva de mRNA, durante la fase tardia del
ciclo de replicacion, se establece también una expresion selectiva de genes virales por la
traduccion preferencial de los mRNAs virales sobre los celulares en el citoplasma. El
genoma de adenovirus codifica para dos VA RNAs (RNA asociados a virus), pequefios
RNAs transcritos por la RNA polimerasa III que inhiben la fosforilacién del factor de inicio
de la traduccion, elF-4F. El factor eIF-4F no fosforilado no reconoce el cap de los mRNA
celulares y no se inicia la traducciéon. Los mRNAs virales tardios cuentan con una
secuencia lider en el extremo 5° conocida como lider tripartita, que permite el
reconocimiento de los mensajeros virales por la subunidad ribosomal 40S y permite la
traduccién de los mRNA en ausencia del factor elF-4F; es decir, el ribosoma se une al
extremo 5” del mRNA vy lo registra en busca del codén de inicio en un fenémeno conocido
como “shunting” (cambio de via) del ribosoma (24, 38). Finalmente VA 1 parece intervenir
en la biogénesis de microRNA y siRNA por inhibicién de Dicer (58). También se sabe que
la proteina viral tardia L4 de 100 kDa se une a los mRNA virales para favorecer su
traduccién. Se ha observado que virus que no expresan la L4 100 kDa son defectuosos en la
traduccion de los mensajeros virales (58).

11.4.5. Ensamblaje del virion y liberacion del virus

Los mensajeros tardios codifican para las proteinas estructurales del virus; es decir,
a las proteinas que forman la cépside y la nucleocdpside. La proteina L4 100 kD sirve como
protéina de andamiaje para la formacién de la cdpside. Sobre la L4 100 kD se ensamblan
los polipéptidos que forman los capsémeros penton y hexon dentro del niicleo. Las
proteinas de la nucleocdpside y un elemento en cis del genoma dirigen su encapsidacién. La
inhibicién de la traduccién de genes celulares y la desestabilizacién de los filamentos de
actina e intermedios, facilita la liberacién de la progenie viral, por lisis celular (24).

11.4.6. Antagonistas virales del sistema inmune

El genoma de adenovirus codifica para 4 productos que antagonizan las respuestas
antivirales del sistema inmune. Mediante el dominio CR1, la E1A viral inhibe al factor
ISG3 (factor transcripcional activado mediante interferén o y § ). Entre los productos de la
unidad de transcripcién temprana E3, la proteina E3 14.5 kD forma un complejo con la E3
14.7 kD que inhibe la cascada de sefializacién inducida por el TNF-a (factor de necrosis
tumoral); la proteina E3 de 19 kD evita la lisis celular mediada por células CTL (células T
citotéxicas) al unirse y secuestrar al MHC (complejo mayor de histocompatibilidad) clase I
en el reticulo endopldsmico (1, 24).

11.4.7. Oncogénesis
Todos los adenovirus humanos son capaces de transformar células en cultivo y

existen tres evidencias que demuestran que los genes de E1A y E1B son suficientes para
mediar la transformacion celular debido a las alteraciones que provocan en los puntos de
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control del ciclo celular : i) las células infectadas y transformadas expresan estos genes, ii)
la sola transfeccién de estos genes induce la transformacién y iii) adenovirus con
mutaciones en estos genes no son tan eficientes en la transformacién. También se ha
observado la tumorigénesis asociada a la infeccidén con adenovirus humano tipo 12 en
neonatos de roedor; sin embargo, este fendmeno no ha sido reproducido en roedores adultos
(24).

I1.5. La proteina E1B 55 kD

Como se describi6é anteriormente, la proteina temprana E1B 55 kD participa, de
manera directa e indirecta, en: i) el proceso de exportacién selectiva de los mensajeros
virales tardios; ii) la inhibicién y degradacién de pS3 y del complejo de reparaciéon de DNA
de doble cadena (MRN); iii) la progresion del ciclo celular hacia la fase S; y iv) en el
proceso de oncogénesis.

11.5.1. Estructura de la proteina EIB 55 kD

La proteina E1B consta de 496 residuos de aminodcidos. No ha sido posible obtener
la estructura terciaria de la proteina; sin embargo, se han identificado algunos dominios
funcionales mediante la introduccién de mutaciones, inserciones y deleciones en el gen
(25). La regién central de la proteina, entre los aminodcidos 215 y 345 presenta una alta
hidrofobicidad, y se ha sugerido que podria funcionar como un “core” estructural
impartante para el plegamiento correcto de la proteina (Figura 6) (25). En el extremo amino
terminal se localiza una sefial de exportacién nuclear entre los aminodcidos 83 y 93,
mientras que en el carboxilo terminal se localiza una sefial de importacién al nicleo. La
E1B 55 kD es modificada por sumo-1 (small ubiquitin-like protein modifier) en la lisina
104; y es fosforilada en tres sitios en los residuos serina 490, serina 491 y treonina 495 (19,
36). Se ha observado que la fosforilacién de estos residuos es importante para inhibir la
actividad transcripcional de p53 (19). Hacia el centro de la estructura primaria se localiza
una regién con similitud a los dominios RNP1 y RNP2 de las ribonucleoproteinas entre los
aminoécidos 250 y 308, que coincide con la regién core. Por comparacion de secuencias se
propone que entre los aminodcidos 350 y 376 podria haber un motivo de dedos de zinc tipo
C2H2 (dos cisteinas y dos histidinas) (Figuras 7 y 8) (19, 25).
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Figura 6. Prediccion de las propiedades fisicoquimicas de la E1B 55 kD.
Estas propiedades se basan en los 496 aminodcidos de la E1B. La grifica A
muestra un cardcter hidrofilico hacia los extremos amino y carboxilo
terminales. Por el contrario, en la grifica B se observa un carécter hidrofébico
en la regién central. La grafica C muestra la probabilidad de que los
aminodcidos estén expuestos hacia la superficie de la estructura terciaria (25).
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Figura 7. Esquema de la proteina E1B 55 kD. En el diagrama se ilustran las
posiciones de los aminoécidos importantes en la sefial de exportacién (NES);
para la sumoilacién (SUMO); sitio de similitud a ribonucleoproteinas (RNP);
motivo caracteristico de dedos de zinc (Zn); sefal de importacién al nicleo
(NLS); y sitios de fosforilacién (P). También se muestra la regién de
aproximadamente 180 aminodcidos, que contiene el epitope que es
reconocido por el anticuerpo monoclonal anti-E1B, 2A6.
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Figura 8. Secuencia primaria del carboxilo terminal de la proteina E1B 55
kD. Se indican los aminodcidos que son fosforilados. La fosforilacién no
afecta la estabilidad de la proteina, pero es importante para su actividad
oncogénica (19).

11.5.2. Localizacion intracelular de la proteina EIB 55 kD
% Nicleo

En células no infectadas, la agrupacién de proteinas celulares en espacios discretos
en el nidcleo facilita el ensamblaje de las maquinarias de replicacién, transcripcion, splicing
y reparacion de DNA. Algunas de estas estructuras subnucleares (también llamados
organelos nucleares) son: los nucledlos, donde se producen los RNA ribosomales; los
cuerpos de Cajal y los grdnulos de intercromatina, donde se producen y almacenan los
snRNP (ribonucleoproteinas reclutadas para formar el spliceosoma) respectivamente.
Durante una infeccién viral, el nicleo adquiere una nueva organizacién que favorece la
replicacién del virus. En el caso de los adenovirus se forman los cuerpos de inclusién viral
o centros de replicacién (CR). En estos centros se secuestran proteinas celulares y se
reclutan proteinas virales tempranas que participan en la replicacién y transcripcion del
genoma viral, asi como en la maduracién y exportacién selectiva de los mRNA virales.
Algunas de las proteinas tempranas de E1 y E4 participan en la formacién de los centros de
replicacion, entre ellas la EIB 55 kDa. Durante la fase temprana de la infeccién su



distribucién en el nicleo es difusa y la proteina se encuentra asociada a la matriz nuclear
junto con la E4orf3. Gradualmente, a medida que avanza el ciclo de replicacién, la E1B se
observa en puntos pequefios en el nicleo, hasta que en la fase tardfa, se distribuye alrededor
de los cuerpos de inclusién donde colocaliza con la proteina E4orf6 (Figura 9 panel A). La
E4orf6 desplaza la interaccion de la E1B con la E4orf3 para formar un complejo soluble
que circula entre el niicleo y el citoplasma (8, 12, 19, 36).

< Citoplasma

Utilizando microscopia electrénica de transmisién y tincién con oro coloidal (el oro
acoplado a un anticuerpo secundario que reconoce al anticuerpo primario dirigido contra la
E1B}, se describié que la E1B forma cuerpos citopldsmicos en la periferia del nicleo en
formas filamentosas (Figura 9 panel B) (3, 19). Se ha propuesto que la E1B 55 kD participa
en la formacién de un cuerpo perinuclear denominado agresoma, en el que se asocia a
Cullin 5, Rbx1 y a las Elonginas B y C, para formar la E3 ubiquitina ligasa que es
responsable de la ubiquitinacion de p53 y de componentes del complejo MRN en lineas
celulares (8, 21, 29, 37).

Figura 9. Localizacion de la E1B 55 kD en el interior del nicleo (A) y en la
periferia del nicleo (B), por microscopia electrénica de transmisién. En el
panel A se muestra la E1B 55 kD tefiida con particulas de oro alrededor de los
centros de replicacion. En el panel B se observan filamentos de E1B 55 kD de
12 a 15 nm de didmetro en la periferia del nicleo (8).



11.5.3. Interacciones y Funciones de la proteina EIB 55 kD

Para el estudio de las funciones de la E1B se han utilizado mutantes de adenovirus
con inserciones en el gen de la E1B. En algunos de los virus mutantes, la insercion en
diferentes sitios de la proteina altera la unién especifica con la E4orf6, p53 o AP5 (proteina
celular de unién a RNA asociada a la E1B 55 kD). A partir de los fenotipos de estos
mutantes se ha deducido que la E1B 55 kD estd involucrada en tres funciones generales en
el ciclo de replicacion del virus: i) inactivacién de p53; ii) inactivacién del complejo de
reparaciéon de DNA de doble cadena (MRN y NHEJ); y iii) la exportacion selectiva de
mRNA virales tardios (19, 26, 25, 27).

1) Inactivacién de p53

Se han propuesto 2 vias de inactivacién de p53 por la E1B; la primera por
interaccion directa con p53 durante la fase temprana; y la segunda por poliubiquitinacién de
un complejo E3 ubiquitina ligasa durante la fase tardia. Mediante ensayos de
inmunoprecipitacion y el uso del gen de luciferasa bajo un promotor inducible por p53
como reportero, se concluy$ que la E1B 55 kD se une al extremo amino terminal de p53.
Esta interacciéon enmascara el dominio de activacién de p53 e inhibe la transcripcién de
genes que dependen de p53. La interaccién es tan especifica que la E1B 55 kD se une a p53
y no a la proteina homdloga p73, a pesar de que entre p53 y p73 hay s6lo 5 aminodcidos
diferentes entre las regiones de unién a la E1B de sus respectivas secuencias (21). En lineas
celulares se detecté que la E1B 55 kD interacciona con la E4orf6 en el nicleo. La E1B,
junto con la E4orf6 inducen la formacion del complejo de E3 ubiquitina ligasa, formado
por las proteinas celulares Rbx1, Cullin-5, Elongina B y C; sin embargo atin se desconocen
las protefnas que participan en los complejos E1 y E2, que presentan y conjugan la
ubiquitina (50, 51). Se ha propuesto que la E4orf6 interacciona con Cullin 5, Elonginas B y
C para formar el complejo E3 ligasa, mientras que la E1B interacciona con la E4orf6 y es la
responsable de presentar los sustratos para su ubiquitinacién (47). La poliubiquitinacién
marca quimicamente a las proteinas para su degradacién en estructuras perinucleares
llamadas agresomas. De esta manera, en los agresomas se favorece la degradacion de p53 y
otras moléculas ubiquitinadas, como se detallard mds adelante (1, 3, 10).

i1) Inactivacién del complejo de reparacién de DNA de doble cadena

También en lineas celulares se ha observado que el complejo E1B 55 kD/E4orf6
promueve la degradacién del complejo Mrel1-Rad50-Nbs1 (MRN) (9, 51). Este complejo
estd implicado en la reparacién de DNA de doble cadena. La degradacién del complejo
MRN evita que se concatamerice el DNA lineal de adenovirus y que se disocie la proteina
terminal del genoma de adenovirus (14, 16). El complejo E3 ubiquitina ligasa también
media la degradacién de la DNA ligasa IV. Se ha observado que la E1B 55 kDa
interacciona con esta proteina y se propone que la degradacion de esta proteina evita que el
complejo NHEJ ("non homologous end joining") concatamerice el genoma viral (49).
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iii) Exportacién selectiva de mRNA viral

Por otra parte y como se habia descrito anteriormente, el complejo E1B 55
kD/E4orf6 modula la acumulacién citopldsmica de mRNA virales durante la fase tardia de
la infeccidn, a pesar de que la transcripcion de los genes celulares no se abate, ni se altera la
estabilidad de los mRNA celulares. En ausencia de la E1B 55 kD se reducen los niveles
citoplasméticos de mRNA virales mientras que la acumulacion de mRNA celulares no se
ve abatida (8, 25). El modelo propuesto para el mecanismo responsable de la exportacién
selectiva de mRNA virales sugiere que las proteinas celulares de transcripcion, maduracion
y exportacion, son dirigidas a sitios especificos en el nicleo. Esta organizacién permite la
generacion de microambientes favorables para la exportacién preferencial de mRNA virales
(Figura 10). Este modelo se basa en la colocalizacién de mRNA virales tardios maduros
con el complejo E1B 55 kD/Eorf6 y de los cuerpos de inclusién virales (donde el mRNA es
producido) (8, 25). Un modelo alternativo propone que la degradaciéon de componentes
celulares, via el complejo CullinS - E3 ubiquitina ligasa, facilita la exportacién de los
mensajeros virales mediante la degradacién de factores necesarios para la exportacién de
mRNAs celulares; entendiéndose que estos factores no son indispensables para la
exportaciéon de los mensajeros virales (Figura 10). Sin embargo, no se ha encontrado
evidencia directa que explique la degradacion como un mecanismo que favorezca la
exportacion de mensajeros virales (45). Estos modelos no son excluyentes; sin embargo, la
exportacion selectiva de mRNA viral se establece, atin en ausencia de la formacién del
agresoma o de la degradacion de p53 o el MRN (Cardoso, et. al.; resultados no publicados).
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Figura 10. Modelos de exportacion de mensajeros virales. El modelo en A
postula que el complejo E1B/E4orf6 recluta factores celulares para favorecer
la exportaciéon de mRNA virales. El modelo en B propone que la degradacion
de componentes celulares facilita la acumulacién citopldsmica de mensajeros
virales (45).
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Se ha observado la colocalizacién de la E1B con otras proteinas celulares, o bien se
ha detectado la interaccién fisica de la E1B con otras proteinas en distintas lineas celulares.
Sin embargo, no hay evidencia directa sobre el impacto de estas interacciones en el ciclo de
replicacién viral. Algunas de estas proteinas son la E1B APS, Daxx y PML.

La E1B interacciona con la E1B-AP5 (E1B associated protein 5); ésta es una
proteina nuclear de unién a RNA de la familia de las hnRNP (ribonucleoproteinas nucleares
heterogéneas). Se ha propuesto que la E1B AP5 junto con E1B 55 kD participa en la
exportacion de mRNA virales en la fase tardia de la infeccion (11, 26), al facilitar la
translocacion de los mRNA de la matriz nuclear al poro nuclear, siendo la E1B APS una
adaptadora del mRNA recién sintetizado a la maquinaria activa de exportacién celular via
Tap. La proteina Tap es una exportadora nuclear de mensajeros procesados por splicing,
cap ¥ poliA (11). Finalmente también se propone que durante la infeccién, E1B APS recluta
componentes de las vias de sefalizacién por DNA dafado (ATR y RPA) a los centros de
replicacién. Esto no sélo interrumpe la cascada de sefializacién para reparar DNA sino
también involucra a la E1B APS5 y las proteinas con las cuales interacciona en una
replicacion mas eficiente del genoma, pues se postula que ATR y RPA se unen a las
cadenas sencillas del genoma viral aumentando la procesividad de la polimerasa viral (52).

En el nicleo, la EIB 55 kD y la proteina Daxx ("Death asssociated protein";
proteina nuclear reguladora de apoptosis) colocalizan (Figura 11). A diferencia de p53, la
interacciéon de Daxx con el extremo carboxilo terminal de la E1B, no requiere de la
fosforilacion de la E1B 55 kD (3). Se ha sugerido que la activacién de Daxx es parte de la
respuesta celular a la infeccién viral, al favorecer la activacién de la apoptosis (el factor
Daxx se une a p53 y estimula la transcripcién de genes como Bax y la actividad de
transactivacion de p53) (3, 4, 5, 6, 48).

Figura 11. Colocalizacién de la E1B 55 kD y Daxx en el nicleo de células
293. Se muestra la proteina Daxx unida a GFP, la E1B 55 kD es reconocida
por el anticuerpo 2A6 y el niicleo esté tefiido con DAPI. La tltima imagen es
la sobreposicion de las anteriores (3).

También se ha visto la colocalizacién de la E1B 55 kD en los cuerpos de PML. La
proteina PML funciona como un coactivador de p53. Cuando no se requiere de p53, ésta es
constantemente ubiquitinada por Mdm2 y degradada por el proteosoma, pero en
condiciones de estrés, PML secuestra a Mdm2 y p53 se estabiliza en el nicleo (7). En
células no infectadas, PML se distribuye en el niicleo en estrucutras conocidas como
"speckles" (puntitos); en células infectadas, PML es rearreglada en fibras, que participan en
la organizacion de los centros de replicacion. Como se menciond antes, la proteina E4orf3
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redistribuye a los cuerpos de PML, los cuales estdn fuertemente asociados a la matriz
nuclear. Se ha propuesto que el secuestro de PML por la E4orf3 evita que interaccione con
Mdm?2. Asi Mdm?2 continuaria ubiquitinando a p53, como un mecanismo mds del virus para
inhibir la apoptosis mediada por p53.

Finalmente, se han obtenido varias proteinas en ensayos de coinmunoprecipitacion
con la E1B 55 kD y y se ha observado que la proteina se asocia a RNA de manera
secuencia no especifica in vitro (10, 13). Sin embargo, las contribuciones de estas
interacciones al ciclo de replicacién viral no han sido completamente estudiadas. Por
ejemplo, se logré la coinmunoprecipitacion de la proteina pp32 con E1B 55 kD. La pp32 es
una proteina capaz de modular de manera preferencial el trifico de mRNA de niicleo a
citoplasma al ligarse a la proteina HuR (HuR pertenece a la familia de proteinas de unién a
RNA que estabilizan mRNA) (10). Otras proteinas que se han detectado por
coinmunoprecipitaciéon con E1B 55 kD son NuMA, E-MAP-115, y beta tubulina. La
mayoria de estas proteinas estdn involucradas en la organizacién y estabilizacién de
microtibulos y empaquetamiento del DNA y se desconoce cudl puede ser la funcion de
estas interacciones (10). También se analizé la interaccién de la E1B 55 kDa con la
proteina celular ssBP2. Se ha propuesto que la ssBP2; ademds de participar en la
replicacion del genoma celular, podria ser un supresor tumoral. Se observé que la sobre
expresion de esta proteina puede detener la proliferacién y diferenciar parcialmente células
de leucemia promielocitica. Se ha sugerido que la relocalizacién de esta proteina debido a
la interaccién con la E1B podria antagonizar la actividad de la ssBP2 como supresor
tumoral (56).

Es claro que la presencia de la E1B es requerida para llevar a cabo la inactivacién de
p53 y de los complejos de reparacién de DNA via MRN y DNA ligasa IV, asi como para
favorecer la acumulacién citopldsmica de mRNA viral en la fase tardia. Sin embargo, ni los
mecanismos moleculares para llevar a cabo diversas funciones a lo largo del ciclo de
replicacién viral, ni la posibilidad de que las modificaciones postraduccionales que sufre la
E1B tengan un efecto regulatorio en la misma E1B han sido descritas o estudiadas
detalladamente. Por otra parte, son pocos los estudios sobre el impacto de la E1B dentro de
la fase temprana. Es posible que el uso de células transformadas no permita hacer un
andlisis detallado de la inactivacion de p53; por ejemplo, cudles de los genes que son
blanco de p53 se ven afectados por la E1B. Mediante el uso de lineas celulares tampoco es
clara la funcién de la E1B en la progresion del ciclo celular, debido a que estas células ya
tienen alteraciones en la regulacion del ciclo celular. En otras palabras, estas células
favorecen la replicacién viral, incluso de mutantes que no expresan la E1B. Finalmente, de
acuerdo con la hipétesis propuesta por el modelo 2 descrito arriba (Figura 9; 45), la
degradacién de los componentes del MRN, deberia ocurrir antes de la replicacién del
genoma viral. Sin embrago, la inactivacién del MRN ha sido observada en tiempos tardios
de la infeccién. En sintesis, el estudio de células no transformadas infectadas con
adenovirus, permitird observar el impacto de la E1B a lo largo del ciclo de replicacién viral
en un modelo que permita describir con mas detalle las alteraciones celulares antes
mencionadas, y posiblemente el estudio de funciones virales y celulares que en lineas
celulares no son analizables (como la participacién de la EI1B en la fase temprana de la
infeccién). Con la finalidad de describir procesos celulares y virales en los cuales esta
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invelucrada la E1B 55 kD durante la infeccion de células no transformadas, se analizaron
las interacciones de la E1B 55 kDa con proteinas celulares y virales en cultivos primarios
infectados con Ad 5 wt. Como parte de la estrategia experimental, se utilizé un sistema para
analizar interacciones in vitro con una E1B recombinante expresada en el sistema de
baculovirus-células de insecto.

IL.6. Sistema de expresion en baculovirus

11.6.1. Baculovirus recombinante

Los baculovirus pertenecen a la familia Baculoviridae, la cual esta dividida en dos
géneros: Granulovirus y Nucleopolyhedrovirus (AcNPV pertenece a este Gltimo género). Su
genoma es una molécula circular de DNA de doble cadena.

El ciclo de replicacion de baculovirus se divide en una fase temprana y una tardia.
Durante la fase temprana se activan genes cuyos productos preparan a la célula para la
sintesis de proteinas virales. La fase tardia inicia 6 horas postinfeccion con el inicio de la
replicacion del genoma y la sintesis de las proteinas estructurales para ensamblar el virion.
Durante esta fase se forman cuerpos de inclusion debido a la sobreexpresion del gen que
codifica para la proteina polihedrina. La sobreexpresion de esta proteina se debe a que el
gen estd rio abajo de uno de los promotores mds fuertes de la naturaleza, el promotor de
polH. La polihedrina forma una barrera de cristales que protege la progenie viral (33).

11.6.2. Ventajas del sistema de expresion

La expresion de genes de interés en células de insecto infectadas con baculovirus
recombinantes presenta varias ventajas sobre otros sistemas de expresion heteréloga. Se
pueden obtener niveles altos de expresion (ya que el gen recombinante esta situado bajo el
control del promotor de polihedrina, uno de los promotores virales mas fuertes que se han
descrito). También se pueden llevar a cabo modificaciones postraduccionales que no se
presentan en bacterias, tales como, la N y O-glicosilacion, fosforilacion, sulfatacion, beta
hidroxilacién y metilacion (33). Las ventajas descritas permiten suponer que la EIB 55 kDa
recombinante se puede sintetizar en cantidades superiores a las producidas durante la
infeceion con AdS. También se puede esperar obtener una proteina correctamente plegada y
fosforilada como la proteina endégena de Ad5. Sin embargo, se ha reportado que la
sumoilacion de proteinas exdgenas no es eficiente en las células de insecto y puede requerir
la coexpresion de SUMO 1 y 3 (60). Aunque no se puede pronosticar que la sumoilacién
sea la misma que la observada en la proteina enddgena, en trabajos previos se ha expresado
a la E1B en células de insecto con buenos resultados (62). Ademas, no hay evidencia clara
de que la sumoliacion de la E1B sea indispensable para su interaccion con otras proteinas.
Finalinente, la adicién de la secuencia de poli-histidina en el amino-terminal de la E1B
recambinante, permite la inmovilizacién y enriquecimiento de la proteina recombinante en
resina acoplada a iones de niquel.



11.6.3. Baculovirus EIB recombinante

El baculovirus recombinante usado en este proyecto lleva clonado el gen que
codifica para la proteina E1B 55 kD bajo el control del promotor de la polihedrina, a fin de
obtener altos niveles de expresién durante la fase tardia del ciclo de replicacién del virus.
En células en cultivo, la polihedrina no es necesaria para la replicacion de baculovirus por
lo que este gen puede ser reemplazado por el gen que se desea expresar. Para obtener
progenie viral recombinante se inserto el gen de la E1B 55 kD en un plasmido, adicionando
una serie de histidinas en el extremo amino terminal de la proteina recombinante
(pfastBac). Este fue transformado en una cepa de E.coli que porta un bacmido (un plasmido
con el genoma de baculovirus). El gen de interés estd flanqueado por elementos Tn7 en el
plasmido pfastBac que facilitan la recombinacién con el bidcmido. El proceso de
recombinacion inactiva el gen lacZ en el bacmido, lo cual permite la seleccién de bacterias
que contienen el bicmido con el gen recombinante. Después de extraer el bdcmido, éste se
usé para transfectar células de insecto SF9 (Figura 12) y se obtuvo progenie viral
recombinante (33).
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L Justiﬁcacién

Los adenovmls han sido estudiades por mas de cinco décadas. El continuo mteres
en estos virus radica en su utilidad para comprender y analizar muchos de los fendmenos
que ocutren en las células eucatiotes, por ejemplo el sphcmg alternativo de mRNA, la
“ replicacion, transcripeidn y traduccidn, oncogénesis y, regulacmn del ciclo y la

~ proliferacion. celular. Por otro lado, el conocimiento de la organizacion genética de los
- adenovirus y el ‘amplio- espectro de células susceptibles y permisivas a la infeccién, han

' cenmbmdo al uso de adenovirus recombinantes como vectores, como alternativas para

o ‘vacunas terapia génica y mds recienteinente terapia anti-cdncer. Sin embargo, no ha sido
. posible describir a nivel molecular muchos de los procesos que son regulados por la

- compleja red de interacciones entre las protemas virales y celulares que resultan, ya sea en
~ la replicacion productiva. del virus, o en la transformacién oncogemca de las células. No es
claro cuales son los mecanismos moleculares que son alterados para gstablecer la
- modificacion pos’cranscmpcmnal yla exportamén selectiva de los mensajeros virales; qué

" moléculas v1raies y celulares estin a cargo de la inhibicién de la apoptosis; y cual es el

' impacto en la célula infectada, de la reorganizacion del niicleo por la infeccién. La mayor
parte de la 1nvest1ga01on hecha hasta ahora, estd basada en experimentos cuyo disefio
presenta varias limitantes. Por ejemplo, la mayoria de los experimentos utilizan células
transformadas (10, 14); éstas predlsponen un ambiente celular favorable para la replicacion
de adenovirus, tanto silvestre como mutantes, debido a ‘alteraciones en el control del ciclo
celular (sobreexpresién de proteinas que permiten la proliferacién, como cMyc y ciclina E,
- y/o mutaciones de los puntos de control del ciclo celular, como p53 y hMdm?2). En estas |
condiciones. algunas proteinas virales como la El1A y la E1B no son indispensables para . -
inducir a la célula a la fase S o inhibir apoptosis. Como prueba de lo anterior se ha

~ observado que en cultivos primarios el ciclo de replicacion viral se extiende y toma el doble

~ de tiempo en completdrse que en lineas celulares (59). Tampoco se ha observado la
- formacién de agresomas en la infeccién de cultivos primarios, con las caracterisncas :

. descritas en las lineas celulares infectadas. A pesar de la.deteccién de algunos cuerpos -

perinucleares en la infeccién de cultivos primarios, no se observaron cambios en las redes
de tubulina y vimentina que rodean a estos cuerpos perinucleares de lineas celulares

 infectadas. Las actividades aqui descritas, dependen, en todos los casos, de las interacciones - .

:; que se establecen entre la EI1B y, proteinas virales y celulares; sin embargo, no se ha -

) ‘:: ,estudlado cudles de estas interacciones pueden ocurrir SImultaneamente o si cada una de.
T ellas compite con las demas. Tampoco es claro si estas interacciones pueden ocurrir en -
- diferentes regiones del nicleo o del citoplasma, en la célula infectada (1, 8, 14, 25, 26). Los

antecedentes sugieren que las interacciones de la E1B podrian ocurrir en una cinética
- espacm-temperal a lo largo del ciclo de replicacién por lo que la caracterizacién de esta

f cinética permitird aprender sobre las funciones de la E1B en el ciclo de replicacion del

- virus'y sobre su papel en la regulacién de la prohferacmn ‘celular. Con la ﬁnahdad de

. deseribir procesos celulares y virales en los cuales estd involucrada la E1B 55 kD, en este .

.. trabajo utilizamos una E1B 55 kD recombinante expresada por baculovmls para desctibir :
| las interacciones en las que esté involucrada, con proteinas virales y celulares, en distintas -
" ventanas de tiempo a lo largo del ciclo de replicacion de adenovmls en células humanas no -

2 transfomadas ~ :
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IV. Objetivo:

Analizar la organizacién subcelular de proteinas que interaccionan con la E1B 55 kD
durante el ciclo de replicacién de adenovirus humano tipo 5 en células no transformadas
(HFF).

1V_.1. Objetivos particulares:

*» Expresar a la E1Brec en células de insecto SF9 e inmovilizarla en resina con
iones de niquel acoplados (Ni-NTA).

¢ Determinar la localizacidén intracelular de p53, Mrell, Nbsl, Rad50 y la
Edorf6 a lo largo del ciclo de replicacién en células HFF infectadas y mock.

% Detectar la interaccién in vitro de la E1B 55 kD con p53, E4orf6 y Rad50

obtenidas de células HFF a distintos tiempos post infeccién y mock.

V. Metodologia
Células y virus

Las células de insecto SF9 se cultivaron a 29° C, en monocapa, en medio Grace
suplementado con 10 % de suero bovino fetal. Los baculovirus (obtenidos en el lab. del Dr.
Ramén A. Gonzilez) recombinantes con E1B 55 kd (BacE1B), E4orf6 (Bacorf6) y
silvestres (Bac wt) (donado por la Dra. Laura Palomares) se obtuvieron por una ronda de
amplificaciéon del stock maestro. Para la infeccion con baculovirus, se retir6 el medio
suplementado, se adsorbi6 el virus a una MOI=1; | hora a 29°C con agitacion cada 15
minutos, se deseché el indculo y se agregd medio suplementado con 10% de suero bovino
fetal. El virus se coseché del medio de cultivo entre 72 y 96 hpi (horas post infeccidn).

Las células HFF, (fibroblastos humanos derivados de prepucio) se incubaron con
medio DMEM (Gibco Invitrogen) con suero bovino fetal al 10%, a 37°C con 5% de CO.,.
Las c¢é€lulas se infectaron con adenovirus humano tipo 5 (Ad5) a una MOI de 30 unidades
formadoras de placa/célula (PFU/célula) y se cosecharon a las 12, 24, y 36 horas
postinfeccion.

Preparacion de extractos celulares.

Células SF9 (2.2x10") infectadas con el baculovirus recombinante BacE1B se
cosecharon en el medio de cultivo y se sedimentaron por centrifugacién a 1,000 g, 5 min, a
4°C. El botdn celular se lavé con PBS 1X y las células se lisaron con buffer de lisis de
fosfatos (50 mM NaH,POj, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, 1% NP 40 (Nonidet P-40),
20pg/ml PMSF(fenilmetilsulfonilfluoruro), 10pg/ml aprotonina y 10pg/ml leupeptina). El
lisado se centrifugd a 10,000 g por 15 min, a 4°C; se recolecto6 el sobrenadante (fraccion
soluble) y se guardd el botén a —20°C (fraccidn insoluble).

Las células HFF (1x10°células) infectadas con AdS o sin infectar (mock), se lisaron

con 500 ul de buffer de lisis NP-40 (50mM Tris-HCI pH 7.4, 150mM NaCl, 0.6% NP-40
5mM EDTA, 10ug/ml PMSF 10ug/ml leupeptina, 10ug/ml aprotinina), 10 minutos a4°C y
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se centrifug6 a 10,000 g por 10 minutos. Se guardé el sobrenadante correspondiente a la
fracei6n citopldsmica a —20° C y el botén celular se incubd con 250 ul de buffer de lisis
Tritén X-100/SDS (50mM Tris-HCI pH 7.4, 150mM NaCl, 0.5% SDS (Dodecilsulfato de
sodio) 1% Tritén X-100, SmM EDTA, 10xg/ml PMSF, 10ug/ml leupeptina, 10pg/ml
aprotinina), sonicando durante 15 minutos en hielo. Se centrifugé a 10,000 g por 10
minutos. Se guardé el sobrenadante correspondiente a la fraccién nuclear a -20° C. El
botén celular se incubé en 200 ul de buffer de lisis Tritén X-100/SDS (50mM Tris-HCl pH
7.4, 150mM NaCl, 0.5% SDS (Dodecilsulfato de sodio) 1% Tritén X-100, SmM EDTA,
10ug/ml PMSF, 10pg/ml leupeptina, 10pug/ml aprotinina), sonicando 3 pulsos de 30
segundos con un tiempo refractario de 59 segundos y con una amplificacién de 35% en
Ultrasonic Processor GEX500. La fraccién nuclear insoluble se guardé a -20° C.

Inmovilizacion de la EIB 55 kD recombinante y ensayos de interaccion, por cromatografia
de afinidad

A partir de la fraccién soluble de lisados de células infectadas con el virus
recombinante y el silvestre, se incubaron 4ml (aproximadamente 2.21 x10’ SF-9) de lisado
con 200 ul de una resina de agarosa acoplada a 4cido nitrilotriacético (NTA) con niquel.
Posteriormente, la resina se lavé cuatro veces, resuspendiendo con buffer de lavado (50
mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 10mM de imidazol) y se centrifugé a 3,200 g, Smin, a 4°C.
En cada uno de los lavados se guardé una alicuota, para su posterior andlisis. Después de
estos lavados, la proteina recombinante se eluyo con buffer de elusion (50 mM NaH,PO,,
300 mM NaCl, 250 mM imidazol), segtin el protocolo del fabricante (QIAGEN). La resina
se lavé con NaOH 0.5 M y se almacen6 a —20°C con EtOH al 30%, para reutilizarse. Las
fracciones recolectadas, los lavados y las elusiones se analizaron por SDS-PAGE en geles
de poliacrilamida al 10%. Los geles se tifiieron con azul de coomassie y plata.
Paralelamente, las muestras se analizaron por western blot.

Después de inmovilizar a la proteina E1B en la resina de niquel, la resina se incub6
con extractos de células HFF infectadas con adenovirus o sin infectar (mock). Se afiadié
SDS a los extractos hasta alcanzar una concentracion de 1% con la finalidad de descartar
que haya competencia de interaccién por las proteinas blanco (pS3, Nbsl, Rad50) entre la
E1B endégena y la recombinante. Posteriormente los extractos se diluyeron diez veces en
50mM Tris-HCI pH 7.4, 150mM NaCl, 10ug/ml PMSF 10ug/ml leupeptina, 10ug/ml
aprotlinina para permitir la reasociacién de proteinas y disminuir la concentracién de
agentes quelantes. Después de 8 horas de incubacién a 4°C, la resina se lavé de manera
consecutiva con 2M NaCl, 1% Tritén X-100 y 250mM imidazol, en 50 mM NaH,PO,, 300
mM NaCl, y 20ug/ml PMSF, 10ug/ml aprotonina y 10ug/ml leupeptina. Las fracciones
recolectadas durante la incubacién, los lavados y las eluciones se analizaron por SDS-
PAGE y tincién con coomassie azul o plata y, por western blot.

Inmunofluorescencia.
Para detectar la sintesis de la E1B recombinante (E1Brec) y la E4orf6 recombinante

(E4orférec) en células SF9, se hicieron ensayos de inmunofluorescencia utilizando células
de insecto infectadas con cada baculovirus recombinante (BacE1B y Bacorf6), coinfectadas
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y mock. Asimismo para el andlisis de la dindmica de distribucién de las E4orf6, p53 y
Mrel1 (subunidad del MRN) en células HFF infectadas con adenovirus se hicieron ensayos
de inmunofluorescencia. El procedimiento general en ambos casos fue el siguiente: Las
células se fijaron a las h.p.i. (horas postinfeccién) deseadas, con etanol absoluto por 30
minutos en hielo o con paraformaldehido al 4%, 20 minutos a temperatura ambiente.
Después de 3 lavados con PBS (0.18 mM K,HPO,, 0.43 mM Na,HPO,, 0.27 mM KCl y
13.7 mM NaCl, pH 7.4), las células se permeabilizaron con PBS-0.5% Triton X-100 y se
incubaron con los anticuerpos monoclonales (MAb) primarios por 12 hrs a 4°C. Las células
se lavaron con PBS 1X y se incubaron con un anticuerpo secundario anti-IgG de rat6n
acoplado a fluor6foros (Molecular Probes), a una dilucién 1 a 2,500, por 2 horas, a 4°C.
Las muestras se lavaron con PBS 1X y se afiadi6 DAPI a una dilucién 1:10,000 para tefiir
los niicleos de las células. Las muestras montadas en portaobjetos con PBS-10% glicerol se
analizaron en un microscopio Axiovert (Carl Zeiss Inc.).

Inmunodeteccion de proteinas (SDS-PAGE y Western blot)

Las proteinas obtenidas de los extractos celulares y de las columnas de resina
acoplada a niquel, se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las extractos de células de insecto provienen
de 2.1x107 células, mientras que las fracciones subcelulares de HFF infectadas con AdSwt y
mock se extrajeron de 1.5x10° células. Las bandas de los geles se tifiieron con azul de
coomassie o plata. Paralélamente, las proteinas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa, por electrotransferencia semiseca. La membrana de nitrocelulosa se bloqued
con PBS con 3% leche descremada/ 0.5% Tween 20, a 4°C, toda la noche (o/n) y
posteriormente se incubd a temperatura ambiente con el anticuerpo primario diluido en
PBS/0.3% leche descremada/ 0.05% Tween 20. Después de 3 lavados con solucién de
bloqueo (PBS/0.3% leche descremada/ 0.05% Tween 20), la membrana se incubé 2 horas
con el anticuerpo secundario, anti-IgG de ratén acoplado a peroxidasa a una dilucién
1:10.000 (Boehringer, Mannheim). La sefial se revel6 con un sustrato quimioluminiscente
(ECL), como lo describe el fabricante (Invitrogen) y las membranas se expusieron a
peliculas autorradiogréficas. Para la identificacion de las proteinas se utilizaron anticuerpos
dirigidos contra la E1B 55 kDa (ratén MAb 2A6. Donado por T. Shenk); E4orf6 (ratén
MAb RSA3. Donado por P. Hearing); DBP (ratén MAb B6-8. Donado por J. Flint); p53
(ratén MADb 421; Donado por A. Levine); Mrel1, Rd50 y Nbsl1 (ratén MAb, GeneTex).
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VI. Resultados

VI.1. Expresion de la E1B recombinante en células SF 9

Para detectar la sintesis de la E1B dirigida por el baculovirus recombinante, se
analizaron células SF9 infectadas con el baculovirus recombinante (BacE1B) y con el virus
silvestre (Bacwt), por inmunofluorescencia. La E1B se detect6 con el MADb 2A6, el cual es
un anticuerpo monoclonal especifico usado para detectar la proteina adenoviral. Las células
infectadas con el BacE1B mostraron una sefial positiva clara, tanto con 2A6 como un anti-
gp64, codificada por el genoma de baculovirus. En contraste, las células mock (no
infectadas) no mostraron sefial especifica con los anticuerpos, anti-E1B o anti-gp64. Las
células infectadas con el baculovirus silvestre e incubadas con el anticuerpo 2A6 tampoco
mostraron sefial positiva, sugiriendo que la senal contra la E1B es especifica (Figura 13).
La proteina estructural gp64 es expresada tanto en el baculovirus recombinante como en el
silvestre (Figura 13).

E1Brec
¥ -
o -
¥ -

Figura 13. Sintesis de la E1B recombinante dirigida por BacE1B. Las
imagenes muestran células sin infectar (mock) e infectadas con baculovirus
silvestre y recombinante. Como control de especificidad, las células infectadas
con el Bac wt se incubaron con anti-E1B. Las células infectadas con el
BacE1B se incubaron con anti-gp64. El anticuerpo secundario anti-IgG
acoplado a Alexa 568 se muestra en rojo. El DNA tefiido con DAPI se
muestra en azul. Barra: 10 um.
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Como se describié en la introduccion de este trabajo, en células infectadas por
adenovirus, la E1B se localiza en el niicleo; sin embargo, todavia no es claro si la
localizacién nuclear de la proteina depende de otra(s) proteina viral(es) o celular(es).
Decidimos analizar la localizacién intracelular de la E1B recombinante en células SF9 por
inmunofluorescencia. El analisis de la distribucién intracelular de la EIB reveld que la
proteina permanece en el citoplasma, alrededor del nicleo (Figura 14).

Sobreposicion E1Brec

Figura 14. Localizacion intracelular de la EIB 55 kDa recombinante. Las
células en estas muestras fueron infectadas a una MOI de 1. En el panel
izquierdo se muestra la sobreposicidén de las imagenes del DNA tefiido con
DAPI y la tincién con el anticuerpo 2A6 en rojo. En el panel derecho se
muestra la distribucién citoplasmatica alrededor del nicleo de la E1B 55 kD
en rojo.

El sistema de expresion de baculovirus nos permitié obtener una E1B 55 kD
recombinante en niveles detectables por inmunofluorescencia. Ademds, estos resultados
indican que el epitope reconocido por el MAb, 2A6 estd expuesto y es reconocido en la
proteina recombinante.

V1.2. Deteccion de la E1B recombinante por Western blot

Ademas de observar la expresion de la E1Brec dentro de las células de insecto por
inmunofluorescencia, también se analizaron extractos solubles de células SF9 infectadas.
Las células fueron cosechadas a distintos tiempos postinfeccion para observar la sintesis y
acumulacion de la E1Brec en tres distintos tiempos postinfeccion. Se ha establecido que la
polihedrina se sintetiza durante la fase tardia, aproximadamente desde las 12 hpi. Ya que el
gen de la E1Brec esta bajo el control del promotor de polh se eligié observar la expresion
de la E1Brec a las 24, 48 y 72 hpi. Se detect6 la presencia de la proteina recombinante en
extractos totales de células infectadas con BacELB y no en los controles, en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes y western blot (Figura 15).

En los geles de poliacrilamida fue posible identificar una banda que no aparece en
las muestras de células infectadas con el baculovirus silvestre. Esta banda tiene un peso
molecular aparente de entre 50 y 60 kD, el cual corresponde al peso molecular esperado
para la E1B fusionada a poli-His. Para confirmar que la banda sobresaliente obtenida en el
analisis por SDS-PAGE corresponde a la E1B, las muestras fueron analizadas, usando el
MAD anti-EIB, 2A6 por western blot. Como se muestra en la figura 15, se obtuvo una sefial
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positiva con las muestras de células infectadas con el Bac E1B. La seifial se observé a las 24
hpi, e incrementé considerablemente a las 48 hpi.

A
Bac wt BacE1B

kDa 24 48 72 24 48 72
216 |
132
78

’.
45 |

».
35
B
Bac wt Bac E1B

24 48 72 24 48 72

Figura 15. Deteccion de la E1B 55 kD recombinante. En el panel A se
muestran extractos solubles de SF9 infectadas con Bacwt y BacElB
obtenidas a distintos tiempos post infeccion. Se observa una banda
mayoritaria sefialada por la flecha, que no est4 presente en los controles. En B
se muestra el andlisis por Western blot con el MAb 2A6 de extractos de
células infectadas con Bacwt y BacE 1B a distintos tiempos postinfeccion.

V1 3. Inmovilizacion de la E1B recombinante.

Después de confirmar la expresiéon de la proteina recombinante, se obtuvieron
extractos de células SF9 infectadas con BacE1B para inmovilizar a la E1Brec a través de la
fusion de poli-histidinas a agarosa-Ni-NTA, de acuerdo con el protocolo descrito en
materiales y métodos. Durante el procedimiento se obtuvieron las siguientes fracciones: La
fraccion NP corresponde al sobrenadante recuperado después de incubar el extracto de las
SF9 con la resina. Esta fraccién contiene las proteinas que no se unieron a la resina.
Enseguida, la resina se lavé 4 veces con 10 mM imidazol, para disociar proteinas unidas
débilmente (interaccion no especifica) (lavados). Posteriormente, la resina se incubé con
250mM de imidazol para disociar a la E1Brec (elusiones). Como controles se incluyeron
extractos del mismo numero de células SF9 mock o infectadas con Bacwt; la fraccion C+
corréesponde a un lisado total de células HFF infectadas con AdSwt. Las fracciones se
analizaron por SDS-PAGE y Western blot dirigido contra la proteina EIB 55 kD (Figura
16).
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Figura 16. Inmovilizacién de la E1B recombinante en agarosa-Ni-NTA. En
el panel A se muestra la inmunodeteccién de la E1B en las fracciones C+
(E1B endbgena de adenovirus), NP (proteinas no pegadas a la resina), lavados
(10 mM imidazol) y elusiones (250 mM imidazol), utilizando el MAb 2A6.
En el panel B se muestran las elusiones (sefialadas como El1 y E2 en cada
caso) obtenidas con los extractos de SF9 infectadas con BacE1B, Bacwt y
mock.

En estos experimentos se obtuvo una sefial positiva en los carriles de elusién que
corresponde al peso molecular esperado de la E1B. Se observé que del extracto de
proteinas obtenido de células de insecto infectadas a una MOI de 1 y cosechadas a las 72
hpi, la mayoria de la E1Brec es inmovilizada en la resina. En contraste, no se detect6 sefial
en las muestras de células infectadas con el Bac wt ni en mock. Estos datos nos permiten
concluir que la E1Brec se une a la resina de manera especifica y es posible disociarla con
250 mM imidazol. Asimismo, establecimos las condiciones cromatograficas para
inmovilizar a la E1Brec en la resina y de esta manera contar con un sistema que nos

permita detectar proteinas celulares y virales que interaccionan con la E1B (E1Brec-Ni-
NTA).

V1.4. Distribucion de proteinas virales y celulares en células HFF infectadas con Ad5Swt,
localizacion y fraccionamiento subcelular

Una vez montado el sistema E1Brec-Ni-NTA se determiné la localizacién
subcelular de proteinas virales y celulares, que interaccionan con la E1B en células
infectadas con adenovirus (E4orf6, pS3, subunidades del complejo MRN), mediante el
analisis por inmunofluorescencia y Western blot.
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+ Ensayos de inmunofluorescencia
y

Las actividades de la E1B, dependen de las interacciones que esta proteina establece
con proteinas virales y celulares a lo largo del ciclo de replicacién del virus; sin embargo,
no es claro si cada una de estas interacciones ocurre en un orden cronolégico particular y/o
si se presentan en diferentes compartimentos celulares. Para conocer el papel que tiene cada
una de estas interacciones, serd necesario determinar la dindmica de distribucion de cada
una de las proteinas de interés a lo largo del ciclo de replicacién viral. Utilizando ensayos
de inmunofluorescencia y fraccionamiento subcelular, se analizé la distribucién de la
proteina viral E4orf6 y de las proteinas celulares pS3 y MRN a tres tiempos post-infeccién:
i) 12 hpi, correspondiente a la fase temprana del ciclo de replicacion; ii) 24 hpi, tiempo en
el que inicia la replicacion del genoma viral; y iii) 36 hpi, correspondiente a la fase tardia.

Como se describid en la introduccion, se sabe que la E1B 55 kDa se asocia con la
Edorf6 y que esta interaccion es determinante para las actividades de ambas proteinas, ye
que como complejo son responsables de la exportacion selectiva de los mRNAs virales y de
la activacion de la Cullin 5 - E3 ubiquitina ligasa. Se decidié inicialmente analizar la
distribucién intracelular de la proteina E4orf6, a lo largo del ciclo de replicacién viral, en
células HFF infectadas con Ad5wt. La E4orf6 se localizé preferencialmente en el micleo y
esta sefial aument6 conforme avanza el ciclo de replicacién del virus (Figura 17).
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Figura 17. Localizacion intracelular de la E4 orf6 en células HFF infectadas
con Ad5 wt. En verde se muestra la distribucién intranuclear de la E4orf6 y el
niicleo en azul con DAPI. En el panel A se observa la acumulacién nuclear de
la E4orf6. En el panel B se muestra una amplificacién de la célula enmarcada
en el panel A, y con flechas se muestran los centros de replicacién donde se
localiza la E4orf6. Barra: 25 um.
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Pudimos observar que la E4orf6 se distribuye en el niicleo de las células infectadas,
adquiriendo un patrén de distribucién difuso a tiempos tempranos (12 hpi). El nivel de la
sefial obtenida aumenté conforme avanza el ciclo de replicacion y para las 24 hpi fue
posible detectar a la E4orf6 alrededor de los centros de replicacién (Figura 17). Esto
concuerda con la localizacién descrita para la E4orf6 en lineas celulares transformadas, en
las cuales se localiza en los centros de replicacién. Sin embargo, mientras que la
localizacién de la proteina en centros de replicacién se observa a partir de las 12 hpi en
lineas celulares, en células HFF se observé hasta las 24 hpi y se vio mds acentuada a las 36
hpi.

Se sabe también que la E1B interacciona con p53 y que esta interaccion resulta en la
inhibicién de las actividades de este supresor tumoral. Durante la fase tardia, el complejo
E1B 55 kD/E4orf6 induce su ubiquitinacién y degradacién. Se analizé la localizacién de la
p53 en células HFF a las 24 hpi. En estos experimentos se utilizé a la E4orf3 como
marcador de los cuerpos de PML en células infectadas (Figura 18).

Pudimos observar que en células mock, p53 tiene una distribucién difusa en el

citoplasma y en el nicleo. En células infectadas se observé una disminucién de la sefial de
p53 y la proteina se detect6 principalmente en el niicleo, en un patrén de puntos.

34



Sobreposicion p53 £4 orf3
53 Edorf3 Sobreposicion
mOCk -

mock

24 hpi

24 hpi

Figura 18. Localizacién intracelular de la p53 y de E4 orf3 en células HFF
infectadas con AdS wt. En verde se muestra la distribucién de p53 difusa en
el nicleo y en citoplasma. En rojo se muestra la E4 orf3 y en azul el nicleo.
Barra: 25 um.
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Como se describi6 en la introduccién, el complejo MRN debe ser inactivado para
evitar la concatamerizacion de los genomas virales durante su replicacién. A partir de los
andlisis en células transformadas, se ha propuesto que este complejo es inactivado por la
redistribucién intracelular de las subunidades del MRN por la E4orf3. Posteriormente el
complejo es poliubiquitinado por el compejo E1B 55 kDa/E4orf6 - Cullin 5 - E3 ubiquitina
ligasa y es degradado en agresomas. Se analiz6 la distribucién intracelular de Mrel1, como
marcador del complejo MRN. En el experimento se comparé la distribucién intracelular de
la Mrell en células mock e infectadas con Ad5Swt a las 12, 24 y 36 hpi. Al mismo tiempo,
la localizacién de la Mrell se compar6 con la distribucién intracelular de la E4orf3 (tal y
como se hizo con p53) (Figura 19).

Se observo que aunque en células mock e infectadas, Mrel1 se localiza en el ntcleo,
a las 12 y 24 hpi Mrell adquiere un patrén de distribucién en puntos. Algunos de estos
puntos colocalizaron con la E4orf3 (Figura 19; 12 hpi). Se observé un cambio en la
distribucién intracelular de la proteina en las células infectadas, en el cual, Mrell se
relocaliz6 al citoplasma durante la fase tardia. No fue posible observar su distribucién
asociada a un cuerpo perinuclear que pudiera definirse como agresoma. Estos resultados
sugieren que la proteina es relocalizada durante la infeccion y que no es degradada.

Las tres proteinas, E4orf6, p53 y Mrell, cambian su distribucion entre las 12 y las
36 hpi: durante la fase temprana se localizan en centros de replicacion; sin embargo, en los
tres casos, existen subpoblaciones que muestran una distribucion difusa. Para la fase tardia,
la Mrell parece ser excluida de los centros de replicacion y adquiere una distribucion
difusa en nicleo y citoplasma.

36



Sobreposicién Mre11 E4 orf3

37

12 hpi

24 hpi

386 hpi




Mrei1 E4 orf3 Sobreposicion

mOCR- - -
: hp'- - -

Figura 19. Localizacién intracelular de Mrell y E4orf3 en células HFF mock
e infectadas con AdS5 wt. En el panel A en verde se muestra la localizacién de
Mrell, en rojo se observa la distribucién de la E4orf3 y en azul, el nicleo
tefiido con DAPL En el panel B se muestra un acercamiento de las células
enmarcadas en el panel A. Con las flechas se indica la colocalizacién de la
E4orf3 con Mrel 1. Barra: 25 pm.
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¢ Analisis de fracciones subcelulares por SDS-PAGE y Western blot.

Para describir las interacciones en las que estd involucrada la E1B con proteinas
virales y celulares en células humanas no transformadas, se obtuvieron fracciones
subcelulares de células HFF mock e infectadas con Ad5wt, en distintas ventanas de tiempo
a lo largo del ciclo de replicacién. Estas fracciones se obtuvieron para utilizarse en el
analisis de interacciones con la E1B asociada a agarosa-Ni-NTA, como se describe mas
adelante. Las células se lisaron como se describié en la seccion de materiales y métodos,
con la finalidad de obtener fracciones nucleares y citoplasmicas. Los cultivos fueron
cosechados a las 12, 24 y 36 hpi para obtener muestras representativas de la fase temprana
de la infeccién (12 hpi), al inicio de la replicacion del genoma viral (24 hpi) y la fase tardia
(36 hpi). En cada caso se obtuvo una fraccion insoluble, la cual se resuspendié en buffer de
carga 2x para su analisis por western blot. Una vez obtenidas las fracciones, se analiz6 la
distribucion de la E1B, p53, y actina, asi como las subunidades del MRN, Nbs1 y Rad50.
No fue posible analizar la presencia de la Mrel1 por falta de disponibilidad del anticuerpo.
Para corroborar que los extractos obtenidos, representan las fracciones de citoplasma y
nucleo, también se detect6 la proteina viral DBP (la cual es predominantemente nuclear;
Figuras 20, 21 y 22).

Se analiz6 la distribucién de la E1B en estas fracciones. La proteina mostré una
distribucion mayoritariamente nuclear; sin embargo, a las 36 hpi se detecté un incremento
en la sefial, en la fraccidn citoplasmica (Figura 21 y 22).

Como se muestra en la figura 21, se observo la presencia de las subunidades Rad50
y Nbsl del MRN en la fraccidn citoplasmica, tanto en mock como en células infectadas. La
Rad50 se detecté como un doblete alrededor de los 150 kDa. En ninguno de los dos casos
se observo la degradacion de estas proteinas como se ha reportado en células
transformadas. Ninguna de las tres proteinas celulares de interés se detectd en la fracciéon
nuclear. Estos resultados no se esperaban, ya que por reportes previos y por nuestros
ensayos de inmunofluorescencia, la infeccion induce la relocalizacion de estas proteinas
celulares al nicleo. Se ha reportado que en la célula infectada existen subpoblaciones de las
proteinas E1B, E4orf6 y E4orf3 que estan estrechamente asociadas a la matriz nuclear, por
lo que decidimos analizar la fraccion insoluble del nacleo (botén celular que quedo tras el
fraccionamiento subcelular). Como se muestra en la figura 22, la E1B se detect6 en la
fraccion insoluble del nicleo a las 12, 24 y 36 hpi. Adicionalmente, tanto la Rad50 como
Nbsl se detectaron en la fraccion insoluble nuclear. Estas proteinas se detectaron
exclusivamente en la fraccién insoluble de los extractos provenientes de células infectadas
y no de células mock. Estos resultados sugieren que las Nbsl y Rad50 son relocalizadas
durante la infeccion y permiten suponer que al igual que la E1B podrian estar asociadas a la
matriz nuclear.
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En el caso de p53, ésta fue detectada principalmente en la fraccion insoluble nuclear
y en la fraccion soluble citoplasmica. Sin embargo, en células infectadas se observo una
disminucién en la cantidad de p53 en la fraccion soluble nuclear. Ademas en la fraccion
insaluble obtenida a las 36 hpi se observaron bandas que no estan presentes a las 12 y 24
hpi. Estas podrian corresponder a p53 con modificaciones postraduccionales.

También se observé un cambio en el patron de migracion de actina en la fraccion
soluble nuclear. Es posible que el buffer en el que se encuentran las fracciones nucleares
induzcan el patrén de migracion observado. Alternativamente se sabe que la B actina es la
isoforma mds abundante en el niicleo; sin embargo, no se puede asegurar que la actina en la
fraccién soluble nuclear sea la Bactina porque el anticuerpo usado reconoce todas las
isoformas de actina, 6, si efectivamente los aminodcidos que son diferentes con respecto a
la o actina modifiquen el patrén de migracién. Otra posibilidad es que se trate de isoformas
con modificaciones postraduccionales (como la fosforilacién) (Figura 21) (61).
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Figura 20. Extractos citoplasmicos y nucleares. SDS-PAGE con extractos de
células HFF mock e infectadas con AdS wt tefiido con plata. Las células
infectadas se cosecharon a las 12, 24 y 36 hpi.
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Figura 21. Inmunodeteccion de proteinas en las fracciones solubles
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Figura 22. Inmunodeteccion de proteinas en la fraccidn nuclear insoluble.
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VL5. Andlisis de interacciones
V15.1. EIB-E4orf6

Como se describié anteriormente, la interaccion de la E1B con la E4orf6 es
indispensable para una replicacion viral eficiente. No se detectd la interaccion de la E4orf6
con la E1B rec. Se utilizé el sistema de expresion en baculovirus para sintetizar a la E4orf6
recombinante fusionada a FLAG (E4orférec). Se obtuvieron extractos solubles de células
SF9 infectadas con los baculovirus recombinantes BacE1B, Bacorf6 y ambos (coinfeccion).
En experimentos cromatograficos iniciales se observé que la E4orférec no se asocia con la
El1Brec inmovilizada en la resina. Por otra parte, la E1Brec obtenida de células
coinfectadas; es decir, en presencia de la E4orf6rec, no se une a la resina. Estos resultados
sugieren que podria haber una competencia de interaccion entre la E4orférec y la resina con
la E1Brec, porque la E1Brec en presencia de la E4orférec no se une a la resina, a diferencia
de la E1Brec en ausencia de la E4orférec; sin em bargo, los resultados no son claros y
habré que repetir los experimentos.

Se ha sugerido que para la localizacion de la E1B en el nucleo, es necesario que ésta
interaccione con la E4orf6. Para evaluar si las proteinas E1Brec y E4orférec pueden
asociarse, se coinfectaron células SF9 con los baculovirus recombinantes BacEIB y
Bacorf6 y la localizacion de las proteinas se analiz6é por inmunofluorescencia. Se comparé
la distribucién intracelular de las proteinas en células de insecto coinfectadas e infectadas
s6lo con cada uno de los baculovirus recombinantes (Figura 23). Los resultados mostraron
que la E1B es relocalizada al nicleo sélo en presencia de la E4orf6 y permiten suponer que
las proteinas interaccionan en las células coinfectadas y que ambas proteinas recombinantes
estan correctamente plegadas.
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Figura 23. Localizacion intracelular de E1Brec y Edorférec. En el panel A se
muestran los nacleos de células SF9, en azul el nicleo tefiido con DAPIL. En
verde se muestra la localizacion de la E1Brec en ausencia y presencia (Coinf)
de la E4orfrec. En B también se muestran nucleos de células SF9. En azul se
observa el nicleo y en verde a la E4orf6rec en ausencia y presencia (coinf) de
la E1Brec. En ambos paneles se muestran células sin infectar (mock) como
control.
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VL5.2. EIB-p53

Se sabe que en lineas celulares la E1B interacciona con p53 y se propone que la
interaccion inhibe la transcripcion de genes blanco de p53 encargados de detener el avance
del ciclo celular, o activar la apoptosis.

Para comprobar si p53 interacciona con la E1B en cultivos primarios, se incubaron
los extractos subcelulares de células HFF con la E1Brec acoplada a la resina. Después de
lavar la resina con 10 mM imidazol, se hicieron lavados consecutivos usando 2.3 M NaC(l,
1% Triton X 100 y finalmente se obtuvieron elusiones con 250 mM imidazol. La finalidad
de estos lavados, es hacer una exploracion inicial del tipo de interaccion que establece la
E1Brec con p53. Usando 2.3 M NaCl se buscé disociar interacciones idnicas, mientras que
al usar Triton X-100 se buscé la disociacion de uniones hidrofobicas. De esta manera, la
elusion de p53 en presencia del agente i6nico (NaCl) sugeriria que la interaccion con la
E1Brec es de caracter ionico. La elusion en presencia de Triton X-100 sugeriria que la
interaccion es de caracter hidrofébico.

Como se muestra en la figura 23, la pS3 no fue eluida en altas concentraciones de
NaCl y si fue eficientemente eluida en presencia de Tritén X-100, lo que sugiere que la
interaccion podria tener un caracter hidrofébico. No se observo la interaccion entre la E1B
rec con la p53 en la fraccion citopldsmica; una posibilidad para interpretar este resultado es
que la p53 citoplasmatica sufra alguna modificacién postraduccional que no permita la
interaccion con la E1Brec (Figura 24) (ver Discusion).

Los resultados sugieren que la E1B recombinante inmovilizada en la resina
interacciona con la p53 obtenida de la fraccion nuclear a las 24 hpi.
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Figura 24. Interacciéon de la E1B recombinante con la p53 de células HFF
infectadas con AdS wt. Después de inmovilizar a la E1B recombinante en la
resina, ésta se incubd con extractos citopldsmicos y nucleares de cultivos
primarios infectados con Ad5 wt. En los carriles se muestran los
sobrendadantes recuperados después de incubar la resina consecutivamente
con 2.3 M NaCl, 1% Triton X-100 y 250 mM imidazol. La primera
inmunodeteccion corresponde a la E1B, la siguiente a p53. La ultima
inmunodeteccion también corresponde a p53.en el control negativo (C-); el
cual no tiene EIB recombinante en la resina. El carril E, proteinas HFF;
corresponde a un lisado total de células HFF infectadas con AdS5wt
(cosechadas a las 24 hpi), y se muestra como control positivo.

V15.3. EIB-Rad 50

Se busco la interaccion de RadS0 con la E1Brec porque en células transfomadas se
propone que como parte del complejo E3 ubiquitina ligasa, la E1B es la proteina que asocia
a las proteinas celulares para su ubiquitinacion. Con la finalidad de reproducir in vitro dicha
interaccion se incubaron extractos solubles de citoplasma y nticleo de células HFF, mock e
infectadas con Ad5wt, con una resina con la E1Brec inmovilizada. Después de lavar la
resina con 10 mM imidazol se obtuvieron elusiones con 250 mM imidazol.

Los resultados muestran que la Rad50 de las fracciones solubles no interacciona con
la E1Brec (Figura 25 panel A). Entonces se analizaron las fracciones nucleares insolubles
bajo las mismas condiciones cromatograficas. Los elusiones recuperados se analizaron por
Western blot (Figura 25 panel B). Tampoco se observé que la E1Brec interaccione con la
Rad50. La Rad50 se detect6 en los sobrenadantes con las proteinas no asociadas a la resina
o fraccion NP (Figura 25 panel C). Estos resultados permiten concluir que la E1Brec no
interacciona con Rad50 obtenida a lo largo del ciclo de replicacion.
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Figura 25. Interaccion de la E1B recombinante con la Rad50 de células HFF
infectadas con AdS wt. A) En los carriles se muestran las inmunodetecciones
de la E1B y Rad50 en los sobrendadantes recuperados después de incubar la
resina con 250 mM imidazol. Las elusiones provienen de fracciones solubles
citoplasmicas y nucleares de células HFF mock e infectadas y cosechadas a
12, 24 y 36 hpi. B) Bajo el mismo proceso cromatografico de las muestras
solubles, se muestran las elusiones provenientes de las fracciones insolubles.
La primera inmunodeteccion corresponde a la E1B y la segunda a la Rad50.
EL carril C- corresponde al control negativo, en ausencia de El1Brec
inmovilizada en la resina. En ambos péneles, el carril E, proteinas HFF;
corresponde a un lisado total de células HFF infectadas con Ad5wt
(cosechadas a las 24 hpi), y se incluyé como control positivo. En el panel C
se muestra la presencia de la Rad50 en los lisados solubles e insolubles antes

y después (NP) de ser incubados en la resina.
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VII. Discusion

La proteina E1B 55kDa de adenovirus es una molécula cuyas actividades dependen,
en todos los casos, de las interacciones que establece con proteinas virales y celulares.
Algunas de las actividades de la E1B han sido asociadas a su interaccién con proteinas
especificas, como las E4orf6 y E4orf3 del virus, o la proteina celular p53; sin embargo, no
se ha estudiado cuales de estas interacciones pueden ocurrir simultdneamente, o si cada una
de ellas compite con las demas. Tampoco es claro si estas interacciones pueden ocurrir en
diferentes regiones del nucleo o del citoplasma. Por otra parte, se sabe que la E1B puede ser
fosforilada y sumoilada; sin embargo, no es claro si ambas modificaciones resultan en la
regulacion de las actividades de la E1B (1, 8, 14, 25, 26). En este trabajo, se analiz6 la
distribucién intracelular de las proteinas que se asocian a la E1B, durante la fase temprana y
tardia del ciclo de replicacién de adenovirus y, se establecié un sistema que permitio
reproducir la interaccion de la E1B con p53 y E4orf6 in vitro.

El baculovirus recombinante BacE1B, construido previamente en el laboratorio, se
diseii6 para obtener altos niveles de expresion de una proteina de fusiéon que comprende a la
E1B con un péptido de poli-histidina en el amino terminal. Una vez que se verificé la
expresion de la proteina por inmunofluorescencia, se establecieron las condiciones que
permiten obtener cantidades suficientes de la proteina recombinante por cromatografia de
afinidad en resina acoplada a niquel. Las células se cosecharon a las 72 hpi usando una
MOI baja para evitar la formacién de cuerpos de inclusién que se han visto al sobrexpresar
a la proteina en otros sistemas (bacteria y levadura). Bajo estas condiciones, los niveles de
expresion de la E1Brec son menores que los de otras proteinas expresadas en células de
insecto. Sin embargo la cantidad de E1Brec sintetizada fue suficiente para los experimentos
planteados para este proyecto.

Los resultados de la inmovilizacion de la E1B 55 kD recombinante indican que la
union de la proteina a la resina con niquel es especifica y estable, pues sélo se detecté la
E1B en los carriles de elusion, con una concentraciéon de 250 mM de imidazol. La unién a
la resina indica ademas que la regién de polihistidinas de la proteina recombinante esta
expuesta.

Una vez montadas las condiciones para inmovilizar a la El1Brec, se procedié a
identificar la localizacion intracelular de la E4orf6, p53 y las subunidades del MRN a lo
larga del ciclo de replicacion de Ad5wt en células normales.

Se observd que la E4orf6 se localiza en el nicleo de células infectadas y, de una
distribucion difusa durante la fase temprana, adquiere una distribucion en puntos conforme
avanza el ciclo de replicacion. Esta distribucion es similar a la observada con la E1B y DBP
(proteina adenoviral de uniéon a DNA de cadena sencilla). Se ha propuesto que la
colocalizacion de la E1B y DBP en sitios en donde se replica y transcribe el genoma viral y,
en donde los mensajeros son modificados y seleccionados para su exportacion, es necesaria
para que se formen los centros de replicacion. La evidencia sugiere que la E4orf6 también
esta presente en los centros de replicacion en células normales infectadas con AdSwt. Como
se menciond en los antecedentes, la E4orf6 junto con la EIB son necesarias para la
acumulacion citopldsmica de mensajeros virales tardios y, la presencia de la E4orf6 en los
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centros de replicacion, junto con la E1B, sugiere que estas proteinas participan activamente
en la seleccion de los mRNA que son exportados durante la fase tardia.

Dado que la formacién del complejo E1B/E4orf6 es necesaria para estas
actividades, se buscé reproducir la interaccion de la E1Brec con la E4orf6, con el sistema
E1Brec-Ni-NTA. Al no obtener la interaccién de estas proteinas, se utilizé un sistema
alternativo desarrollado en el laboratorio por Mayra Cobaxin, en el que se expresé una
E4orf6 recombinante (E4orférec) en células de insecto. Esta proteina tiene fusionado un
péptido FLAG para poder inmovilizarla en una resina con anti-FLAG acoplado. La
E4orférec inmovilizada en resina anti-FLAG interaccion6 especificamente con la E1B
enddgena de adenovirus a distintos tiempos postinfeccion, demostrando que la E4orférec
estd correctamente plegada (resultados de Mayra Cobaxin). Sin embargo no se logrd
obtener resultados claros que mostraran la interaccidn in vitro de la E1Brec con la
E4orférec. Se ha propuesto que el amino terminal de la E1B estd involucrado en la
interaccion con la E4orf6, por lo que es posible que la E1Brec inmovilizada en la resina por
el epitope de polihistidinas , no se asocie con la E4orférec debido a un impedimento
estérico en el extremo amino. Paralelamente, resultados preliminares sugieren que en la
coinfeccién, ambas proteinas recombinantes se asocian y la E1Brec no se puede
inmavilizar en la resina. Se ha propuesto que la localizacion nuclear de la E1B depende de
su interaccién con la Edorf6. Por lo tanto, la deteccidn de cambios en la distribucién
intracelular de la E1Brec, inducidos por la Edorférec en células coinfectadas con los
baculovirus BacE1B y Bacorf6, indicarian que la E1Brec puede interaccionar con la E4orf6
dentro de las células coinfectadas y que esta correctamente plegada, tal y como se observo
en nuestros experimentos.

Posteriormente se observo que en células infectadas la p53 es relocalizada al nucleo,
hacia los centros de replicacion, ya que la distribucién observada es similar a la que se ha
reportado para la E1B, E4orf6 y DBP (8, 43, 59). Por otra parte, no se observé evidencia de
que p53 es degradada a lo largo del ciclo de replicacién del virus, ni por los ensayos de
inmunofluorescencia, ni en el fraccionamiento subcelular, confirmando que a diferencia de
lo que sucede en células transformadas, en células normales el virus no induce la
degradacion de este supresor tumoral (64). Adicionalmente, los resultados obtenidos con el
fraccionamiento subcelular sugieren que la infeccién induce un cambio en la solubilidad de
p53 nuclear (Figuras 21 y 22). Es interesante notar que se ha reportado que la p53 detectada
en los centros de replicacion podria estar asociada a la matriz nuclear, como se ha reportado
para la E1B y la E4orf3. Sin embargo, no es claro si la redistribucién de p53 podria deberse
a su interaccion con alguna proteina o si alguna modificacién postraduccional es
responsable de su relocalizacion.

En nuestros experimentos, no detectamos la interaccion de p53 de la fraccidn
citoplasmatica con la E1Brec. Una posibilidad para esta falta de interaccion podria ser que
otra(s) proteinas intefieren; sin embargo, esto es poco probable, ya que los extractos usados
en todos los experimentos se obtuvieron en concentraciones de detergentes que disociarian
cualquier interaccidn previa, por lo que es mas probable que la subpoblacién de p53
citoplasmatica sufra una modificacion postraduccional que no permite la interaccion con la
E1B. Tomando en cuenta que p53 es una proteina sujeta a multiples modificaciones
postraduccionales, es posible que las pS53 de citoplasma y ntcleo difieran en las
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modificaciones a las que estan sujetas y que esto resulte en su interaccion diferencial con la
E1B (Figura 24). Nuestros experimentos no nos permiten discernir entre estas posibilidades
y es necesario hacer experimentos adicionales para determinar si la p53 en la fraccion
insoluble interacciona con la E1B y si esta p53 sufre modificaciones postraduccionales.

En sintesis, observamos una redistribucion de p53 en las células infectadas, que la
E1B puede interaccionar con la p5S3 presente de manera soluble en el nicleo y no se detectd
la degradacion de p53. Es probable que la redistribuciéon de p53 en los centros de
replicacién sea responsable de su inactivacion como inductor de apoptosis. Se sabe que en
células eucariotas no infectadas hay proteinas en el niicleo que son inactivadas al asociarse
a la matriz. Durante la infeccidn, la asociacion de pS3 con los centros de replicacion, los
cuales estan asociados a la matriz nuclear, probablemente la inactive. Al mismo tiempo,
p53 quedaria secuestrada e inaccesible para la activacion de sus genes blanco. Sin embargo,
hay proteinas que en la matriz nuclear son activas; es decir, la asociacion a matriz nuclear
no siempre significa la inactivaciéon de proteinas. Se ha reportado que los factores
transcripcionales Nfl y Oct-1 permiten una replicacion mas eficente del genoma viral; es
decir, son proteinas celulares, que durante la infeccion participan en una funcién ajena a la
que llevan cabo en las células sin infectar. Entonces existe la posibilidad de que p53 sea
reclutada a los centros de replicacién, donde lleve a cabo una funcidén no descrita. De
hecho, se ha reportado que los adenovirus completan su ciclo de replicacion en lineas
celulares que tiene a una p53 funcional con mayor eficiencia que en lineas con la p53
mutada; y que, al expresar una p53 funcional en estas lineas, se incrementa la expresion de
los genes virales tardios y la progenie viral (65). Haran falta experimentos para determinar
si la asociacion de la p53 soluble en el nucleo con la E1B resulte en alguna modificacién
que asocia a p53 con la matriz nuclear, y el analisis de las poblaciones citopldsmicas y
nucleares de p53 para saber si son proteinas funcionales o si se encuentran inactivas.

Se analiz6 la distribucion intracelular de las subunidades del complejo MRN, pues
son proteinas que en células transformadas, infectadas con adenovirus, son
poliubiquitinadas por el complejo E3 ubiquitina ligasa para su posterior degradacién. Cabe
mencionar que aunque en este trabajo sélo se analiz6 la distribucion de la Mrell por
inmunofluorescencia, las Nbsl y Rad50 también adquieren una distribucion intracelular
similar a Mrel 1 (trabajo realizado en el laboratorio por Elizabeth Castillo) y que durante el
analisis del fraccionamiento subcelular, no se analiz6 a Mrell por falta de disponibilidad
del anticuerpo.

En un trabajo realizado por Berk y colaboradores, observaron que en células A549
(células humanas transformadas de epitelio de carcinoma alveolar) infectadas con AdSwt la
Mrell colocaliza con la E1B a tiempos tempranos y para la fase tardia ésta no es
detectable, concluyendo que la Mrell es marcada quimicamente para degradacion por la
E3 ubiquitina ligasa (29). En contraste, en células HFF se detect6 a la Mrel1 a lo largo de
la infeccidn, lo que sugiere que esta proteina no es degradada (Figuras 19 y 26). Por otra
parte, Weitzman y colaboradores reportaron que en células U20S (células humanas
derivadas de osteosarcoma), Nbs1, Rad50 y p53 son degradadas durante la fase tardia (64).
En nuestros experimentos, en el analisis del fraccionameinto subcelular de células HFF no
se observé una desaparicién de dichas proteinas a lo largo del ciclo de replicacién,
sugiriendo que no se induce su degradacion (Figura 27). Cabe sefialar que a partir de sus
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resultados, el grupo de Weitzman sugiere que tanto p53 como las subunidades del complejo
MRN podrian tener destinos distintos al ser degradadas de manera diferencial. Nuestros
resultados concuerdan con esta observacion y sugieren que estas proteinas son alteradas
independientemente; por ejemplo, observamos una reduccién en la sefial de Nbs1 a las 36
hpi que no se observé para la Rad50 en la fraccién nuclear insoluble. Junto con el cambio
de distribucion observado por inmunofluorescencia, estos resultados indican que el
complejo MRN no es inactivado por la degradacion de sus componentes, sino que la
redistribucién intracelular inducida en la infeccion, podria resultar en su inactivacion, a
diferencia de lo que se ha reportado en células transformadas.

A L
E18 Mret1 Sobreposicion
% - - -
i - -
Temprana

Fase
Tardia

B

firett E4o0r3 Sobreposicion

mock

Fase
Temprana

Fase
Tadia

Figura 26. Imagenes de Ensayos de inmunofluorescencia, reproducidos de
Berk y colaboradores en el panel A, y obtenidos en nuestro laboraotrio en B.
Comparacién de la presencia del MRN y p53 entre células transformadas y
normales infectadas con Ad5wt. En el panel A se muestran nucleos de células
A549 mock e infectadas, en verde se observa la localizacién de la E1B y en
rojo la Mrell (modificada de Berk et. al. 2005). En el panel B se muestran
los nicleos de células HFF mock e infectadas. En verde se muestra la
localizacion de la Mrell y en rojo a la Edorf3.
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Figura 27. Iméagenes de WB reproducidas de Weitzman y colaboradores, y de
la figura 22 en este trabajo. Presencia del complejo MRN y p53 en células
transformadas y normales, infectadas con ASwt. En el panel A se muestra la
inmunodeteccién de Rad50, Nbsl y p53 en extractos de células U20S.
También se muestra la presencia de la EIB y GAPDH como control de carga
(reproducida de Weitzman et. al. 2008). En el panel B se reproduce la figura
22 en donde se muestra la inmunodeteccion de Rad50, Nbsl, p53 y E1B
provenientes de células HFF (ver también Figura 22). Actina se usa como
control de carga.

Como en el caso de p53, la relocalizacion e inactivaciéon del complejo MRN podria
deberse a la sola interaccion proteina-proteina, de las subunidades del MRN con las
proteinas virales E1B y/o E4orf3. Alternativamente, la asociacién de la E1B y/o E4dorf3
podria inducir alguna modificacién postraduccional del MRN que resulte en su
relocalizacion e inactivacion, ya que se ha reportado que la sumoilaciéon de la E1B
determina su localizacién en el nucleo y, que la E1B es directamente responsable de la
sumailacion de p53 (63). Nuestros resultados indican que durante la fase temprana, las
subunidades del MRN colocalizan con la E4orf3 (Figura 19). Estos resultados coinciden
con la colocalizacion reportada, en la que se conoce la asociacion de la E4orf3 con el MRN,
en lineas celulares. La asociacion del MRN con la E4orf3 en células HFF podria inducir el
cambio de solubilildad que se observé en el fraccionamiento subcelular, asociando al MRN
a la matriz nuclear. Sin embargo, en la fase tardia no se detectd la colocalizacion de estas
proteinas celulares con la E4orf3. Una posibilidad es que la Nbsl se exporte hacia
citoplasma (pues ésta no se detecté en ninguna fraccién nuclear en la fase tardia); a
diferencia de la Rad50 que permanece en la fraccion nuclear insoluble a las 36 hpi (Figuras
21y 22). Las evidencias sugieren que las subunidades del MRN son alteradas de manera
independiente, y probablemente la redistribucion diferencial de cada subunidad evite que se
agrupen para formar el compejo MRN. Esto no descarta que (como en el caso de p53),
durante la fase temprana las subunidades se requieran en los centros de replicacion para
favorecer alguna actividad viral. Al igual que con pS53 haran falta experimentos para
determinar si alguna de las subunidades (o todas) estd inactivada en los centros de
replicacion.
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En nuestros experimentos, no se observé la interaccion de la E1Brec con la Rad50,
ni en las fracciones solubles, ni en las insolubles. La ausencia de interaccion de la Rad50
con la E1Brec inmovilizada en la resina podria deberse a que la E1B no esté involucrada
particularmente en la redistribuciéon de Rad50, y es entonces indispensable analizar si la
redistribuciéon de Mrell o Nbsl si es inducida por la E1B. Debido a las condiciones
disociantes en las fracciones subcelulares, resulta poco probable que Rad50 no interaccione
con la E1Brec por una competencia de interaccion con alguna otra proteina en los extractos.
Por otra parte, a partir de los andlisis en células transformadas se sugiere que la E1B se
asocia con la Rad50. Sera necesario repetir el experimento cromatografico y detectar la
interaccion de la E1Brec con la Rad50 de células transformadas, para determinar si la E1B
en células normales no interacciona con la Rad50 a diferencia de lo que ocurre en lineas
celulares, lo cual, podria implicar que la asociacion E1B-Rad50 requiere de alguna
modificacion post traduccional en Rad50, o de otra proteina presente sé6lo en las células
transformadas.

Una opcién que no se puede descartar es que la E1B no s6lo medie la ubiquitinacién
de proteinas celulares, sino otra modificacién que resulte en la redistribucién intracelular
que hemos analizado, no s6lo del MRN sino de p53. Se ha reportado que el patrén de
sumoilacion es modificado ante condiciones de estrés (como una infeccién). En el caso
particular de adenovirus, p53 es sumoilada en presencia de la E1B 55 kD (69). Las
evidencias permiten suponer que la E1B 55 kD no sélo participa en la ubiquitinacién sino
también en la sumoilacidn de proteinas celulares en lineas celulares. En este escenario y de
acuerdo con nuestros resultados, la E1Brec se asociaria con las proteinas nucleares no
modificadas (como se observo con p53), y al modificarlas postraduccionalmente se alteraria
la distribucion intracelular de las mismas y la asociacién con la E1Brec.

Finalmente, los experimentos realizados en este trabajo permiten concluir que
durante el ciclo de replicacion viral en células normales, no se lleva a cabo la degradacién
de p53 ni del complejo MRN y sugieren que la inactivaciéon se da por la alteracion en la
distribucion intracelular de estas proteinas. Esta alteracién es inducida por la interaccion
con proteinas virales y es importante determinar si las E1B y E4 estan implicadas en la
modificacién postraduccional de las proteinas celulares. Los resultados en este trabajo
muestran que las alteraciones celulares inducidas por adenovirus, y que han sido analizadas
en lineas celulares no son necesariamente similares a las que se llevan a cabo durante la
infeccién de células normales.
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VIII. Conclusiones

(4

El baculovirus recombinante expresa eficientemente a la E1B 55 kDa.

% El tramo de polihistidinas en el extremo amino terminal permite la interaccion
especifica de la proteina recombinante a la resina con niquel.

% La redistribucién de la E1Brec de citoplasma a nucleo, en presencia de la E4orférec,
sugiere que estas proteinas interaccionan dentro de las células coinfectadas.

% Los resultados sugieren que la E1B recombinante permite reproducir la interaccion
con la p53 nuclear in vitro.

< La interaccion entre la E1Brec y p53 podria tener caracter hidrofébico.

< No se observo la degradacion de p53 ni del complejo MRN en células humanas no
transformadas infectadas con AdSwt.

% Durante el ciclo de replicacién de AdSwt en cultivos primarios hay un cambio en la

distribucidn intracelular de la Mrell y de solubilidad de Nbsl, Rad50 que podria

resultar de la asociacidn de estas proteinas con la matriz nuclear.

.
.0

IX. Perspectivas

Se observé que ni p53, ni las subunidades del MRN son degradadas durante la
infe¢cidon con adenovirus en células normales, sino redistribuidas hacia los centros de
replicacion en la fase temprana. El hecho que estas proteinas sean inactivadas y reclutadas e
los centros de replicacion sugiere que se requieran para llevar a cabo funciones especificas
que permitan completar eficientemente el ciclo de replicacion viral, como se discuti6 antes
para p53 (65). En este trabajo, el fraccionamiento subcelular, se disefié buscando que las
soluciones de extraccion utilizadas no interfirieran la interaccion de la E1Brec con la resina.
Sin embargo, es necesario buscar condiciones mas astringentes que nos permitan confirmar
los cambios de distribucion intracelular y de solubilildad de las proteinas de interés. Una
vez que se obtenga el fraccionamiento se podria determinar si pS3, Mrell, Nbsl y Rad50
participan en la expresién o replicacién del genoma viral. Por ejemplo, se podria evaluar la
asociacion de p53 y Nbsl con 4cidos nucleicos; la formaciéon del complejo Mrel 1-Nbsl-
Rad50 asociado a DNA; y la activacion de genes blanco de p53.

El sistema montado durante este trabajo, E1Brec-Ni-NTA, permite reproducir le
interaccion de la E1Brec con otras proteinas, por lo que es una herramienta 1til para la
identificaciéon de proteinas asociadas a la E1B. Sin embargo, sera necesario repetir los
experimentos cromatograficos para confirmar las interacciones observadas con p53 y la
E4orf6, ademas de incluir a la E4orf3 y las subunidades del MRN, Mrell y Nbsl. Estos
resultados se deberan comparar con aquellos que arroje la repeticion de las cromatografias
utilizando extractos de células transformadas. Paralelamente se podra analizar el tipo de
modificacion postraduccional de las proteinas asociadas a la E1B, en particular la
sumoilacion y ubiquitinacion.

Se ha reportado que la E1B puede asociarse a RNA de manera inespecifica in vitro,

pero no se sabe si la proteina interacciona con acidos nucleicos en la célula, o qué papel
podria tener esta interaccion en el mecanismo de exportacion selectiva de mensajeros
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virales. El sistema E1Brec-Ni-NTA podré utilizarse para reproducir la interaccién de la
E1B con acidos nucleicos (secuencias especificas de mRNA y/o DNA).

La El1Brec podra utilizarse como antigeno en la obtencidn de anticuerpos
especificos que sirvan como herramientas adicionales para su estudio; en particular, el
analisis, en la misma célula, de la distribucién y transito intracelular de la E1B junto con
una o mas de las proteinas de interés: DBP, Edorf6, p53, Mrell, Nbsl y Rad50 por
inmunofluorescencias.
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