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ABSTRACT

The replication compartments (RC) are nuclear domains induced during adenoviral
infection. In these membrane-less sites are located the viral genome and the viral and
cellular proteins involved in the viral genome replication and transcription. Although the
mechanism of the RCs formation is unknown, these condensates have characteristics
previously reported for membrane-less macromolecular condensates (BMCs) whose

formation is driven through the liquid-liquid phase separation (LLPS) mechanism.

LLPS is characterized by the condensation of some components in a dense phase with liquid
properties. The BMCs display droplet-like structures that can fuse and divide, also they
dynamically interchange components with their surroundings. The condensation of these
components is favoured due multivalent interactions between protein-protein and protein-
nucleic acids in a particular concentration where these interactions are favoured upon the
interactions with the milieu. The proteins that undergo LLPS are commonly intrinsically
disordered proteins (IDPs) or proteins with intrinsically disordered regions (IDRs) or low

complexity domains (LCR).

One protein that seems to play a role in the efficient formation of Ad-RCs is the E1B-55K.
The N-terminal and C-terminal regions of this protein have been predicted as IDRs and the
central region has an RNA interaction motif. On the other hand, one of the most abundant
proteins of the Ad-RCs is the ssDNA binding protein (DBP). The N-terminal region of DBP
has also been predicted as IDR with a LCR rich in prolines and this protein is involved
directly in the viral genome replication so it is known that it interacts with nucleic acids.
Recently DBP was predicted as a scaffold protein that can drive LLPS and in our research
group, we recently found that DBP is part of the assembly of BMCs in infected and
transfected cells. In the present work, we wished to determine whether E1B-55K and DBP

can form droplet-like structures in vitro.



RESUMEN

Los compartimentos de replicacion (RC) son dominios nucleares inducidos durante la
infeccién de adenovirus, en los que se encuentra el genoma y las proteinas virales y
celulares que se encargan de la replicacion del DNA vy la transcripcién y procesamiento
postranscripcional de los RNAs virales. Aunque se desconoce el mecanismo por el que
inicia la formacion de los RC, estos dominios presentan caracteristicas previamente
reportadas para organelos no delimitados por membrana cuya formacion inicia mediante un
mecanismo denominado, separacion de fases liquido-liquido (LLPS). El fendbmeno de
separacion de fases se caracteriza por la condensacién de componentes en una fase densa
que asemeja gotas liquidas. La condensacion se favorece por interacciones multivalentes
entre &cidos nucleicos y proteinas, a una concentracion en la que los componentes son
mejores solventes para si mismos que el medio circundante. En estas condiciones las
moléculas que los constituyen forman coacervados que se separan en compartimentos,
pero puede haber intercambio de sus componentes con el medio. Las interacciones
multivalentes responsables de la LLPS ocurren entre proteina-proteina y proteina-acidos
nucleicos. Las proteinas que participan en estas interacciones son comunmente proteinas
intrinsecamente desordenadas (IDPs) o proteinas con regiones intrinsecamente
desordenadas (IDRs). Adicionalmente, al sobrepasar el umbral de concentracién que
favorece la LLPS se ha reportado un fenédmeno de envejecimiento en el cual la fase
separada se vuelve alin mas densa y pierde sus propiedades liquidas, describiéndose
mejor como una estructura con propiedades de gel que es menos dinamica. Dos de las
proteinas que se encuentran en los RC de adenovirus son la DBP y E1B-55K. Las regiones
amino y carboxilo de E1B-55K estan predichas como IDRs y en la region central, la proteina
tiene un motivo de interaccion con RNA y un motivo putativo de dedo de Zinc; la proteina
se asocia y es necesaria para la adecuada formacion de los RC. Por su parte, DBP es una
de las proteinas virales de mayor abundancia en los RC, su dominio C-terminal interacciona
con acidos nucleicos (ssDNA, dsDNA y RNA) y se ha predicho recientemente que su
dominio N-terminal es una IDR y que es candidata para separar fases. Ademas, datos del
laboratorio muestran que los RC en los que se encuentra DBP en células infectadas tienen
morfologia esférica, y se fusionan y fisionan. Por otra parte, datos obtenidos con
experimentos de FRAP siguiendo la sefial de fluorescencia de una fusion de mCherry al N-

terminal de DBP mostraron que el coeficiente de difusion de DBP en los RC corresponden



a valores que han sido descritos para otras proteinas que participan en LLPS. Por lo
anterior, en este trabajo se evaluo si las proteinas E1B-55K y DBP inducen LLPS.

INTRODUCCION

Generalidades de los Adenovirus

Los adenovirus (AdV) son agentes etioldgicos de distintas enfermedades, infectan epitelios
de las vias respiratorias, gastrointestinales y de la conjuntiva [1]. Estos agentes infecciosos
son responsables del 5-10% de las enfermedades respiratorias agudas, aproximadamente
el 20% de las gastroenteritis virales infantiles y pueden llegar a ser fatales en pacientes
inmunocomprometidos [2], [3]. En el caso de adenovirus humano 36 (HAdV36) se ha

propuesto como agente etioldgico de obesidad ya que puede promover adipogénesis [4].

El estudio detallado de los AdV ha contribuido a la comprensién de varios procesos
celulares, entre los que estan, el control del ciclo celular, la expresién y regulacion de genes

y el procesamiento de los mMRNA por splicing, entre otros [5].

Ademas, gracias al estudio detallado de la biologia de estos virus, que su genoma es facil
de modificar, que pueden producir titulos virales altos, que infectan mdltiples tipos celulares
y presentan baja patogenicidad, los AdV se han usado para desarrollar terapias génica y
anticancer [6], y se han utilizado como plataformas para vacunas, las mas recientes contra
el SARS-CoV2 [7].

Los AdV pertenecen a la familia Adenoviridae, infectan vertebrados y se clasifican en cinco
géneros [8]. Los Aviadenovirus, que infectan aves; los Siadenovirus, denominados asi
porque su genoma codifica para una sialidasa, e infectan reptiles y aves; los Atadenovirus
nombrados asi por su alto contenido de Adenina y Timina, infectan aves, marsupiales y
reptiles; los Ichtadenovirus, que infectan peces; y los Mastadenovirus, que infectan
mamiferos, e incluyen los 104 tipos de AdV que infectan humanos (HAdV). Los HAdV se
clasifican en siete especies de la A-G [8]. Los tipos mas estudiados son HAdV2 y HAdV5
de la especie C (HAdV-C2 y HAdV-C5), que fueron de los primeros tipos aislados y no son
oncogénicos, por lo que se han usado como plataformas para las terapias arriba

mencionadas.



Estructura y genoma

Las particulas virales tienen estructura icosaédrica y no se encuentran envueltas
por membrana lipidica, el tamafio de la particula viral es de 60-90 nm de
diametro (Figura 1). Su genoma es una molécula de DNA de doble cadena lineal
(dsDNA) con un tamafio de aproximadamente 36 kb para HAdV-C5 que es el virus

con el que se trabajo durante este proyecto [1].

La particula viral esta conformada por las siguientes proteinas estructurales. La
proteina Il (967 aminoacidos (a.a)) conocida como hexoén es la mas abundante y se
encuentra organizada en 240 trimeros. La proteina Ill, conocida como penton (571
a.a), se asocia con la proteina IV (528 a.a) conocida como fibra; la proteina fibra
forma las espiculas que protruyen de cada uno de los 12 vértices de la particula. La
proteina fibra esta conformada por tres dominios y su dominio globular C-terminal
interacciona con el receptor de la célula hospedera [9].

En la superficie interna de la cipside se encuentran asociadas las proteinas IX (139
a.a), llla (585 a.a), VI (217 a.a) y VIl (134 a.a) que estabilizan la capside y se
asocian con el core. El core interno se compone de las proteinas V (368 a.a), VI
(174 a.a), Mu (36 a.a) y la TP (671 a.a) (proteina terminal por sus siglas en inglés).
Las proteinas del core, excepto TP, tienen alto contenido de Argininas, lo cual les
confiere carga positiva y la propiedad de interaccionar con las cargas negativas del
genoma viral. La TP se encuentra covalentemente unida a los extremos 5’ del
genoma viral y funciona como primer durante la replicacion del genoma viral que se

describird mas adelante.

Ademas, la proteasa viral L3 23K se encuentra dentro de la particula viral; esta
interviene en la maduracién de la particula viral al cortar los precursores (p) de las
proteinas pllla, pVI, pVIl, pVIll, pMu y pTP. La L3 23K también promueve el
desensamble y liberacion de la particula viral en el endosoma durante la entrada de
la particula viral a la célula infectada. Finalmente, la proteina IVa2 que participa en



el empaquetamiento del DNA viral y como factor transcripcional también se

encuentra dentro de la particula [9] (Figura 1).

viral dsDNA genome

MAJOR PROTEINS
hexon (I1)

' penton base (Ill)

Y fiber (IV)

MINOR/CEMENT PROTEINS
@ protein Vi
o protein VI
protein llla
0@ protein IX

CORE PROTEINS

© terminal protein (TP)
® protein X (Mu)

O protein VIl

® proteinV

® Va2

€ protease (23K)

Hidalgo, P. and Gonzalez, R.A., 2020. Submitted.
“Adenoviruses” in Encyclopedia of Infection and Immunity

Figura 1 Estructuray componentes del virion. Esquema de la estructura de la particula
de adenovirus y los componentes que conforman la capside y nucleocapside. Imagen

tomada de Hidalgo P. & Gonzalez R.A., 2020

El genoma del virus se divide en 5 unidades transcripcionales (TU) cuya regulacion

es cronoldgica, las TU tempranas (E1A, E1B, E2, E3 y E4), cuatro TU intermedias

(IX, Va2, L4 intermedio y E2 tardio) y una unidad transcripcional principal tardia

(MLTU por sus siglas en inglés) que se agrupa en cinco familias de mRNA (L1-L5)

definidas por distintos sitios de poliadenilacion, lo que resulta en mMRNAs que son

todos procesados por splicing alternativo. Todas estas TU son transcritas por la

RNA polimerasa Il. Adicionalmente, hay dos genes denominados VA-RNAI y VA-

RNAII transcritos por la RNA polimerasa Ill, que producen dos RNAs Asociados a

Virus (VA por sus siglas en inglés); la funcion de estos RNAs es regular la sintesis

eficiente de proteinas virales por inhibicion de PKR [1] (Figura 2).
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Figura 2 Organizacion del genoma. Esquema que muestra las TUs que conforman al genoma de adenovirus,
en azul aqua, verde y verde azulado se muestran las TUs transcritas por la RNA pol Il, que son las TU
tempranas, tempranas tardias y la MLTU respectivamente. En morado se muestran los genes transcritos por
la RNA pol lll. Las barras grises muestran las proteinas codificadas en cada TU. Las flechas indican el
sentido de la transcripcion. En los extremos del genoma se representan los ITR y el circulo naranja unido a los
extremos 5’ representa a la proteina TP. Hidalgo P. & Gonzéalez R.A., 2020.

Ciclo de replicacion y productos de los genes virales
Por convencion, el ciclo de replicacion de los virus de DNA se divide en una fase

temprana y una fase tardia. Estas se separan por el inicio de la replicacion del DNA
viral.

El ciclo de replicacion de Ad inicia con la interaccion de la proteina fibra de la
particula viral y el receptor CAR (Receptor Coxsackie y Adenovirus por sus siglas

en inglés), que es una proteina transmembranal, componente de las uniones
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estrechas de la célula. Una vez unida la particula viral a la superficie celular, la
proteina pentdn de la capside viral interacciona con las integrinas av3 y av35, lo
que resulta en la endocitosis mediada por clatrina de la particula viral. Las proteinas
fibora se disocian completamente de la proteina penton en los endosomas
tempranos. Posteriormente, se disocian los trimeros de hexdén y los vértices de
penton, liberando a las proteinas llla, VI y VIII. En la disociacion de la capside y la
desestabilizacion de la membrana del endosoma, participan la proteasa 23K y la
proteina VI; la 23K se activa por la acidificacion del endosoma y su activacion resulta
en el desensamble de la capside viral. Por su parte, la proteina VI facilita la lisis del

endosoma liberando la nucleocapside hacia el citosol.

Una vez en el citosol, la nucleocapside es transportada por dineina hacia el centro
organizador de microtubulos (MTOC) y posteriormente, al complejo del poro nuclear
(NPC). En el NPC, la nucleocéapside se asocia con la nucleoporina NUP214/CAN y
el genoma viral unido a la proteina VIl y TP ingresa al nacleo por medio de las

importinas Imp7 y Transportina [1], [10].

Una vez que el genoma viral entra al nlcleo, se establecen las condiciones para
favorecer la expresion de los genes virales y la replicacion del genoma viral. Inicia
la transcripcion de la TU E1A que tiene un promotor constitutivamente activo. De
esta TU se transcriben dos mRNAs que son procesados por splicing alternativo y
diferenciados por su coeficiente de sedimentacién como 12S y 13S, que codifican
para las proteinas E1A 248R y E1A 289R, respectivamente. Las proteinas E1A
tienen multiples funciones. Por una parte, activan la transcripcion del resto de las
TUs, ademas, E1A interacciona con MED23 que es parte del complejo mediador de
la transcripcién. Esta interaccidon incrementa el ensamble de complejos de pre-inicio
de la transcripcion y estimula la elongaciéon de la transcripcion [11]. E1A induce la
entrada a fase S del ciclo celular al asociarse a la proteina de retinoblastoma
resultando en la liberacion del factor transcripcional E2F. E2F activa los genes
celulares de fase S requeridos para la sintesis de DNA y duplicacion del contenido
celular [1], [11].
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Como respuesta al efecto genotdxico provocado por E1A, se activan defensas
celulares como la estabilizacion del supresor tumoral p53 y la subsecuente
activacion de la apoptosis. Para contrarrestar estas respuestas celulares las
proteinas codificadas en la TU viral E1B inhiben esta respuesta. E1B-19 kDa se une
a proteinas celulares proapoptoticas como BAK y BAX, inhibe su oligomerizacion y
por tanto evita que se formen poros en la membrana externa de la mitocondria, la
liberacion de citocromo C y por consiguiente se evita la activacion de la via

intrinseca de las caspasas [11].

Por otro lado, E1B-55K contrarresta el efecto antiviral del hospedero mediante dos
mecanismos distintos. El primer mecanismo es la inhibicion de la expresién de los
genes celulares de la respuesta a interferon. El segundo es la formaciéon de un
complejo E3-ubiquitina ligasa, conformado por E1B-55K, el producto E4Orf6 de la
TU viral E4 y las proteinas celulares Culina 5, Rbx1 y las Elonguinas B y C. Esto
resulta en la poliubiguitinacion y subsecuente degradacion de distintos factores
antivirales como el complejo MRN y p53. Por otro lado, E1B-55K también funciona
como una E3-SUMO ligasa de p53 y Mrell, lo que promueve su asociacion a los
cuerpos nucleares de PML y su posterior relocalizacion a los compartimentos de

replicacion (RC) virales de los que se hablard mas adelante.

En conjunto la expresién de E1A y E1B establecen las condiciones para que la
célula infectada entre a un estado proliferativo y no pueda morir por apoptosis, lo
gue permite que aumente la sintesis de proteinas y acidos nucleicos que resulta en

la produccién eficiente de progenie viral.

La unidad transcripcional E2 codifica para las proteinas virales necesarias para la
replicacion del genoma viral. Esta unidad transcripcional tiene dos promotores que
son activos en la fase temprana (E2E) o tardia (E2L). Se sintetizan dos transcritos
procesados por splicing, definidos por distintos sitios de poliadenilacion (E2A y
E2B). La proteina de union a DNA de cadena sencilla (DBP) esta codificada en el
transcrito E2A y la polimerasa (pol) y la pre-proteina terminal (pTP) estan
codificadas en E2B. Mas adelante se describira la funcion de cada una de estas
proteinas durante la replicacion del genoma viral [1].
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Las proteinas codificadas en la TU E3 modulan la respuesta inmune del hospedero.
La TU E3 codifica para proteinas nombradas por su masa molecular (E3-10.4K, E3-
145K y E3 gpl9K). La E3 gpl9K es una glicoproteina que se une a la cadena
pesada del complejo mayor de histocompatibilidad tipo 1 (MHC-1) e inhibe su
transporte y traslocacion a la membrana celular y por tanto, el reconocimiento de la
célula infectada por los linfocitos T citotoxicos (CTLs) y Natural Killers (NK) [12]. EI
complejo protéico E3-10.4K/14.5K, conocido como receptor de internalizacion y
degradacion (RID), inhibe la apoptosis inducida por Fas [13] y la proteina 14.7K
inhibe la apoptosis inducida por el factor de necrosis tumoral (TNF) [14].

Las proteinas de E4 se denominan dependiendo del marco abierto de lectura (ORF)
del mMRNA y su procesamiento por splicing, son denominadas E4Orf 1, 3,4, 6y 6/7.
Cada proteina tiene actividades distintas, E4Orfl y E4Orf4 activan a la cinasa
MTOR y esto resulta en el aumento de la sintesis proteica. La proteina E40rf3
relocaliza a componentes de los cuerpos nucleares de PML y el complejo MRN, lo
que resulta en la inhibicién de la respuesta a dafio en dsDNA. La E4Orf6 junto con
la E1B-55K ensambla el complejo ubiquitina ligasa antes descrito, resultando en la
degradacion de proteinas celulares por el proteosoma. El producto de E40rf6/7
dimeriza al factor E2F incrementando su afinidad por el promotor viral E2E, lo que

promueve su transcripcion [1].

La fase tardia del ciclo de replicacion viral inicia con la replicacion del genoma viral
y con esto se activa la transcripcion de los genes de la MLTU. Esta TU tiene dos
promotores: el promotor L4 (L4P) y el promotor principal tardio (MLP). El L4P es
estimulado por la expresion y acumulacion de los productos tempranos E1A, E4
Orf3 y los tempranos retrasados, 1Va2 y IX. Este promotor dirige la expresion de los
genes L4-22K y L4-23K [15] que activan al MLP, la actividad de este promotor
aumenta y se producen los transcritos de las familias tardias L1-L5 que codifican
principalmente para proteinas estructurales y proteinas que se requieren para el
ensamblaje de las cpsides virales. Posteriormente, se encapsida al genoma y la
progenie viral es liberada mediante lisis celular, resultando en la produccion de

hasta 10° particulas virales por célula [1] (Figura 3).
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Figura 3 Ciclo de replicacion de Adenovirus. Se muestran el ciclo completo, desde la union de la particula
viral (1), hasta la liberacion de las particulas virales por lisis celular (21). Las lineas punteadas indican la fase
temprana y tardia del ciclo viral y los circulos en (14) representan la formacion de los compartimentos de
replicacién (RC) de los que se hablara mas adelante. Modificado de Flint, 2019.
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Replicacion del genoma viral

La replicacion del genoma de AdV se lleva a cabo mediante el mecanismo de
desplazamiento de cadena, una hebra del genoma de dsDNA es copiada mientras
la otra es desplazada (Figura 4). Los ITRs (Internal Terminal Repeats por sus siglas
en inglés) son secuencias en los extremos del genoma que funcionan como
origenes de replicacion del DNA y permiten la circularizacion del genoma por
complementariedad de bases del DNA de cadena sencilla. A una de las cadenas se
une el complejo de pre-inicio de la replicacion que incluye ala pTP y a la polimerasa
virales (#1 en Figura 4). Una vez formado el complejo de pre-inicio, la polimerasa
adiciona un dCMP a la serina 580 de la proteina pTP y esa citosina es
complementaria al primer residuo de guanina en el extremo del ITR [16]. La
formacion de este complejo pTP-dCMP expone hidroxilo libre que funciona como
cebador y se replica una cadena parental completa (#2-3). Por su parte, la proteina
de union a DNA de cadena sencilla (DBP) tiene propiedades desestabilizadoras de
la doble hélice [17], es necesaria para la elongacion [18] y se une de manera
cooperativa a la cadena desplazada y la protege de degradacion por nucleasas. Los
ITRs permiten la circularizacion de la cadena desplazada (#4) y la formacion de una
estructura secundaria conocida como Panhandle, que crea un extremo que es
reconocido por la maquinaria de replicacion y se sintetiza la segunda copia del
genoma (#5-7) [5]. La replicacion del genoma viral se lleva a cabo en sitios intra-
nucleares, cuya formacion se induce durante la infeccibn, denominados

compartimentos de replicacién (RC).
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Figura 4 Replicacién del genoma de Adenovirus. Esquema representativo de la replicacion de
Adenovirus por el mecanismo de desplazamiento de cadena. DBP representado en verde. Las
cadenas parentales representadas en escala de azul y las cadenas hijas representadas en escala de
rojo. Modificado de Viral Zone, 2019.
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Compartimentos de replicacion

Como se menciond antes, la replicacién del genoma viral se lleva a cabo en los RC.
La formacion de estos sitios es inducida durante la infeccion, resultado de la
reorganizacion de componentes del nacleo de la célula infectada. Los RC no estan
delimitados por membrana y en estos dominios nucleares se encuentran las
proteinas virales y celulares necesarias para la sintesis de DNA viral, asi como la
transcripcion y procesamiento postranscripcional de los RNAs virales. Ademas, en
estos sitios se concentran factores de la respuesta antiviral de la célula, por lo que
se sugiere que funcionan como centros de control para las interacciones virus-célula
que promueven la replicacion viral eficiente y simultineamente contrarrestan

respuestas antivirales [19]-[21].

Los RC estan a su vez compartimentalizados. Por microscopia electronica y de
fluorescencia se determiné que en el centro se localiza el dSDNA gue no esta siendo
transcrito ni replicado, alrededor se encuentra una zona rica en sSsSDNA y la proteina
DBP, y rodeando esta zona se identifica la zona periférica de replicacion (PRZ por
sus siglas en inglés) en donde hay sitios de replicacion y transcripcion activos. Dicha
compartimentalizacién de los RC se ha descrito en distintos tipos celulares [22], [23],
y mas adelante se describiran distintas morfologias de los RC cuando se analiza la
distribucion de las proteinas DBP y E1B-55K.

Sin embargo, a pesar de la importancia de estos sitios como centros reguladores de
las interacciones virus-célula, aun no se establece cuéles son los mecanismos que

llevan a su formacion.

Dominios Nucleares y LLPS

En el nucleo celular se encuentran organelos no delimitados por membrana, como
el nucleolo, los cuerpos de Cajal, los granulos intercromatina, entre otros. Estos
dominios se caracterizan por no estar delimitados por una membrana y tener una

composicién dinAmica, ya que sus componentes pueden transitar activamente entre
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su interior y el nucleoplasma que los rodea. Algunos de estos compartimentos se
forman en condiciones particulares de la célula como los granulos de estrés, otros

como el nucleolo se encuentran en el nltcleo durante varias fases del ciclo celular.

Durante la infeccion con AdV se ha observado la redistribucién de componentes de
distintos organelos no delimitados por membrana hacia los RC. Algunos ejemplos
son los componentes de los cuerpos nucleares de PML (proteina PML), del nucleolo
(nucelolina), de los cuerpos de Cajal (fibrilarina) y de los granulos de intercromatina
(U2AF35), entre otros [21]. Los componentes nucleares reclutados a los RC tienen
multiples funciones en sus respectivos compartimentos y resulta interesante que
durante una infeccion estos se redistribuyan hacia un condensado funcional cuya

formacién se induce en la célula infectada.

Recientemente, se ha reportado que la formacion de los organelos no delimitados
por membrana, también conocidos como condensados biomoleculares (BMCs por
sus siglas en inglés) ocurre por separacién de fases liquido-liquido (LLPS), que es
un mecanismo que se caracteriza por formar estructuras con propiedades fisicas
parecidas a las de un liquido [24]. Las estructuras formadas por LLPS comunmente
tienen forma de gotas esféricas cuando se analizan por microscopia de contraste
diferencial (DIC) in vitro o estructuras que asemejan gotas cuando se visualizan en
la célula mediante microscopia de fluorescencia; estas estructuras tipo gota tienen
la capacidad de fusionarse y fisionarse manteniendo su morfologia esférica. Los
compartimentos formados por LLPS intercambian componentes con el medio que
los rodea y se reorganizan rapidamente, los valores de coeficientes de difusion se
reportan entre 1x10®° y 1x10' pm?/s. La técnica mas comin para calcular
coeficientes de difusién en BMCs es la de recuperacion de la fluorescencia después

de foto blanqueo (FRAP por sus siglas en inglés) [25]-[27].

Si bien los coeficientes de difusion que han sido asociados a BMCs son mas lentos
comparados con coeficientes de difusion de moléculas libres, por ejemplo, para la
proteina EGFP en el citoplasma (36 um?/s) o el nacleo (34 um?/s) [28],[29]; se ha
propuesto que esto es debido a que los componentes de los BMCs estan

interactuando entre ellos o con otros componentes de su entorno [30]. Debido a
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esto no solo se toma en cuenta el coeficiente de difusion en los experimentos de
FRAP, si se trata de un condensado con propiedades liquidas la fraccion de
recuperacion de fluorescencia, que es la fraccion de moléculas que contribuyen a la
recuperacion de la fluorescencia de la regién blanqueada, suele ser superior al 70%
[31]-[33], mientras que, si se trata de una estructura con caracteristicas soélidas o
tipo gel, la recuperacion de fluorescencia disminuye considerablemente o es nula
[31]-[33]. También, el tiempo medio de recuperacién (ti2), que es el tiempo
requerido para que la zona que fue blanqueada llegue a la mitad de la curva de
recuperacion de la fluorescencia, suele encontrarse en intervalos de segundos
hasta minutos para estructuras con caracteristicas liquidas, mientras que, para
estructuras con caracteristicas solidas, incluso dejando los experimentos horas el

T1/2 N0 Se puede calcular ya que no hay recuperacion de fluorescencia [31]-[33] .

La formacion de estos condensados se establece al alcanzar un umbral de
concentracion en el que se propician interacciones multivalentes de los
componentes, lo que resulta en que las moléculas son mejores solventes para si
mismas que el medio circundante y se induce LLPS [34]. Los organelos sin
membrana que se han descrito estan formados por &cidos nucleicos y proteinas
intrinsecamente desordenadas (IDPs) o proteinas con regiones intrinsecamente
desordenadas (IDRs) y se ha reportado que las IDRs con regiones de baja

complejidad (LCR) en su secuencia favorecen la LLPS [35].

Los componentes de compartimentos formados por LLPS inicialmente aumentan en
concentracion hasta alcanzar un umbral que provoca la separacion o el demix de
fases con el medio circundante. En algunos casos, el intercambio de las moléculas
con su entorno conduce a la sub-compartimentalizacién de distintos componentes
y también se ha reportado un proceso de transicion, en el que estos compartimentos
dejan de tener propiedades de liquidos y adquieren propiedades de tipo sélido o gel
en el que ya no hay un intercambio de componentes con el medio circundante, a

este proceso se le conoce como envejecimiento [36].

Existen tres tipos de moléculas que conforman a los BMCs: Las moléculas tipo

scaffold son los componentes minimos necesarios para formar condensados. El
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resto de las moléculas se denominan clientes o reguladores y son reclutados a los
condensados por interacciones con los componentes tipo scaffold, por lo que estos
son necesarios porque potencian la formacion de los condensados a través de
interacciones multivalentes. Los clientes y reguladores definen la funcién, la

morfologia y el tamafio del condensado [36].

Existe evidencia de LLPS en la formacion de fabricas virales, las cuales son
microambientes celulares especializados inducidos durante las infecciones virales,
en donde se lleva a cabo la expresion y replicacion de los genomas virales y en
algunos casos el ensamblaje de las particulas virales. Para AdV estas fabricas son
los RC descritos arriba. La formacion de estos microambientes por LLPS esta
documentada tanto para virus que se replican en citoplasma, como el virus de la
rabia [26], el virus de la estomatitis vesicular (VSV) [37] y rotavirus [38], como para
virus que se replican en el nudcleo como el caso del virus de la influenza [39].
Recientemente, en nuestro grupo de trabajo, las evidencias que se describen mas
adelante sugieren que los RC de AdV también tienen caracteristicas liquidas [31].
Por otro lado, se han reportado proteinas de virus con genoma de DNA como la
proteina UL11 de Herpes Simplex Virus 1 que separan fases in vitro [40]. Esta
evidencia sugiere que la LLPS tiene un papel determinante en la interaccion virus-

célula.

LLPS in vitro

Si bien al evaluar un sistema se busca recopilar informacion experimental acerca
del comportamiento del condensado y asi proponerlo como un BMC con todos los
componentes que lo conforman en el contexto celular, es comun que se realicen
ensayos in vitro para simplificar el sistema e identificar si el componente que esta
siendo evaluado es candidato para separar fases, es decir si es un candidato tipo

scaffold y asi confirmar su papel en el BMC [41], [42].

Una de las proteinas que mas ha sido estudiada en el contexto de la LLPS es la
proteina FUS (Fused in Sarcoma por sus siglas en ingles). Esta proteina
interacciona con RNA y se asocia a procesos como la regulacion transcripcional y

estabilidad y transporte de mRNAs. El dominio N terminal de esta proteina es un
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dominio de baja complejidad y los amino&cidos predominantes en este dominio son
repeticiones de QGSY seguidos de tres residuos de Q o P . A altas concentraciones
o con mutantes en el dominio N terminal de Fus, la proteina tiende a agregarse y
formar inclusiones citoplasmicas asociadas a enfermedades neurodegenerativas
como ALS (Amyotrophic Lateral Sclerosis por sus siglas en ingles) y FTD

(FrontoTemporal Dementia por sus siglas en inglés) [42].

FUS y otras proteinas candidatas a ser componentes scaffold, se han analizado in
vitro mediante distintas técnicas, entre ellas las mas utilizadas son las técnicas de
microscopia DIC y de epifluoresencia. En este tipo de experimentos se evallan las
condiciones de concentracién del componente propuesto como scaffold, adicion de
agentes de crowding; que son moléculas como el PEG o dextrano que no participan
en las interacciones multivalentes, pero si las favorecen aumentando la probabilidad
de que las macromoléculas que participan en la LLPS se encuentren entre si,
cambios de temperatura, pH y concentracion de sales, con el fin de identificar
aguellas condiciones del medio favorables en las que si el candidato es scaffold
separe fases.

Se muestra como ejemplo la Figura 5 en donde mediante DIC a pH 5.5, 150mM
NaCl y 200 uM de la regién de baja complejidad (LC) de FUS se observan
estructuras tipo gota mientras que a 50 puM de la FUS-LC con las mismas
condiciones de NaCl y pH, no se observan dichas estructuras con forma de gota
[42].

En este mismo ejemplo, para determinar las condiciones del medio en las que se
favorecia la formacién de BMCs de FUS se realizaron ensayos de cambio de
turbidez a distintas concentraciones de NaCl, temperaturas y pH (Figura 5, panel B)
pero dado que con cambios de turbidez no se puede distinguir morfologia, se
confirmd con microscopia DIC y/o con microscopia de fluorescencia si se forman
estructuras tipo gota. Cabe destacar que los experimentos de microscopia de
fluorescencia son utiles al tener una proteina de fusion o un disefo de proteina a la
gue se le pueda seguir con un fluoroforo, ya que confirman que la proteina de interés

se encuentre dentro de las estructuras tipo gota y una vez se tienen las condiciones
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en las que se favorece la formacion de condensados se realizan ensayos de
microscopia en tiempo real para seguir eventos de fusion, fision y disrupcion de las
estructuras tipo gota y experimentos de FRAP (Figura, panel C) con el fin de
recopilar toda la informacién y confirmar que el componente evaluado reune las

caracteristicas de un scaffold que separa fases con propiedades liquidas [42].
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Figura 5 Experimentos LLPS in vitro con laregion de baja complejidad de la proteina FUS Se muestran
paneles representativos de experimentos de LLPS in vitro con la region de baja complejidad (LC) de la
proteina FUS. En el panel A se muestran adquisiciones mediante microscopia DIC a 50 mM buffer MES pH
5.5y 150 mM de NacCl, y dos concentraciones distintas de la FUS LC, 200 uM y 50 uM respectivamente. En el
panel B se muestra un grafico para resumir las condiciones en las que se prob6 el cambio de turbidez como
posible indicador de LLPS. Las variables fueron; concentracion de FUS LC (50-250 mM), temperatura (20 a 0
y 0 a 20 grados centigrados) y concentracion de NaCl (0-250 mM). Los recuadros en escala de grises indican
cambio de turbidez a 600 nm en la condicion probada, posteriormente, la presencia de estructuras tipo gota
en estas condiciones fue confirmada por microscopia (datos no mostrados). En el panel C se muestra la
presencia de estructuras tipo gota mediante DIC a 150 mM NacCl, 50 mM buffer MES pH 5.5y 200 mM FUS
LC alas que se les agreg6 0.01 % de FUS LC- S86C-Alexa 488 y se realizaron experimentos de FRAP
blanqueando una regién de 2.5 uM. en los que el tiempo medio de recuperacion de fluorescencia fue de 1.1 +-
0.1 segundos. Tomado de Burke, K. A,, et al, 2015.
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La proteina E1B-55K

Una de las proteinas virales que se localiza en los RC es la E1B-55K (E1B) que,
como se describié antes, tiene multiples actividades durante el ciclo de replicacion
viral. Entre ellas se ha reportado que en ausencia de esta proteina los RC no se
forman adecuadamente ya que el didmetro y area de estos dominios disminuye [43],
[44] (Figura 5). Ademas, en ausencia de la E1B también disminuye la sintesis de
DNA viral, la transcripcion de los genes virales y el procesamiento por splicing de
los mRNA virales [45]. No se sabe si la proteina participa directamente en cada uno
de estos procesos o si su papel en el control de estas actividades podria estar

relacionado a la formaciéon adecuada de los RC.

La estructura tridimensional de la proteina E1B no ha sido determinada, debido al
menos en parte, a que no se ha logrado producir en cantidades suficientes para el
analisis de su estructura por cristalografia o resonancia magnética nuclear; por lo
tanto, la mayoria de la informacién disponible sobre posibles motivos o dominios
estructurales de E1B se ha obtenido por mutagénesis y andlisis de los fenotipos
resultantes o por analisis por modelos por homologia y su comportamiento mediante
calculos de dinAmica molecular. Estos estudios sugieren que en su secuencia la
proteina tiene un motivo de union a RNA (RNP) y uno de dedo de Zinc [46]. En
nuestro grupo de estudio se demostré recientemente que la proteina puede unir
RNA en la célula infectada y que un péptido que corresponde a la region predicha
como RNP (a.a 215-345) puede unir RNA in vitro [47], [48].
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Figura 6 Cinética de formacién de los RC. Micrografias de células HFF infectadas con virus silvestre
(H5pg4100) y mutante de E1B- (H5pg4149) tomadas a las 12,16, 20, 24, 28, 32 y 36 horas post infeccion (hpi) .
Siguiendo la sefial de fluorescencia (AlexaFluor 488) para DBP como marcador de RC. A tiempos tempranos
se observa una sefal difusa, conforme progresa el ciclo de replicacion se detectan foci y luego estructuras tipo
anillo y coacervados complejos. Las gréaficas de violin muestran el area de los RC para cada condicion y tiempo
sugiriendo que la cinética de formacion de los RC es menos eficiente en ausencia de la E1B. Modificado de

Lépez R., 2016.
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El analisis de un modelo por homologia basado en una proteina estructural de
adenovirus de serpiente, denominada LH3, cuya secuencia coincide en ubicacién
en el genoma del virus de serpiente con el gen que codifica para E1B de HAdV y
tiene el 24% de identidad del residuo 164 al 349, sugieren que la regidn central de
la proteina podria adoptar un plegamiento tipo solenoide B [49]. Ademas, usando
diferentes predictores de desorden se ha encontrado que las regiones que
corresponden al amino terminal (aminoacidos 1-146) y la region del carboxilo
terminal (aminoacidos 460-496) de la proteina, podrian ser IDRs [50]. También se
sabe que el carboxilo terminal tiene 3 sitios de fosforilacion en la Serina 490, la
Serina 491 y la Treonina 495 y que estos sitios y su fosforilacion son importantes
para la formacion eficiente de los RC [44]. La prediccion de desorden en la region
correspondiente al amino terminal de la proteina se ha confirmado usando dicroismo
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circular y resonancia magnética nuclear con un polipéptido de 93 aminoécidos,
llamado 93R, que comparte 79 residuos del amino terminal con la E1B [41]. En
conjunto estos experimentos sugieren que la proteina podria consistir en tres
dominios funcional y estructuralmente definidos, que podrian adoptar plegamientos

independientes (Figura 6).
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Figura 7 Posibles caracteristicas estructurales de E1B-55K. En el panel A se muestra una representacion
esquematica de E1B mostrando los dominios propuestos. El dominio N-terminal (N) que va del aminoécido (a.a)
1-174 representado en rojo, este dominio tiene el NES (region de exportacion nuclear (a.a 83-93)) y el SCM
(Motivo de conjugacién de Sumo (Lys 104)). El dominio Central (X) en azul, del a.a 175-384 con los dominios
putativos RNP (motivo de reconocimiento de RNA) y dedo de zinc (C2H2) y el dominio C-terminal (C) en verde
con el NLS (sefial de localizacion nuclear) predicho y representado en lineas punteadas y los PS (Sitios de
fosforilacion en las Ser490, Ser491 y Thr495). El panel B muestra la prediccion de desorden de E1B con IDRs
predichas en los dominios N (1-146) y C (385-496). En el panel C se muestra la estructura predicha para E1B
usando el cédigo de colores descrito arriba, se aprecian las dos IDRs y el dominio X con la estructura de
solenoide . Modificado de Tejera B. et al. 2019.
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La proteina DBP
La DBP es una proteina de 529 a.a codificada en la region E2 del genoma de HAdV.
DBP esta conformada por dos dominios funcionales que en un inicio se distinguieron

al ser obtenidos por tratamiento con quimiotripsina.

El dominio N-terminal (44-46 kDa) cuya secuencia es poco conservada entre AdV'y
corresponde a los a.a 1-173, tiene varios sitios de fosforilacion (11 para HAdV-C5)
[51]. La DBP es una fosfoproteina de 59 kDa, pero su migracion en SDS-PAGE es
de 72 kDa; esta migracion se relaciona a su estado de fosforilacion que aumenta su
masa aparente [52]. EI dominio N-terminal no se ha podido cristalizar y, de hecho,
el uso de distintos predictores [50] sugiere que este dominio es una IDR, lo que
explicaria la ausencia de estructuras cristalograficas (Figura 7).
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Figura 8 Prediccion del desorden de DBP. A la izquierda se muestra el resultado de cada predictor en un color
distinto y a la derecha el promedio de los 6 predictores, valores por encima de 0.5 indican desorden. Modificado
de Cardenas R, 2019.

El dominio C-terminal (24-26 kDa) es altamente conservado en diferentes HAdV,
comprende del a.a 174 al 529 y en este dominio se encuentra la region que
interacciona con acidos nucleicos, ssDNA [48], dsDNA [48] y RNA[53]. La unién de
DBP con acidos nucleicos es independiente de la secuencia de la molécula de DNA
o0 RNA. La estructura del dominio C-terminal de DBP fue determinada por
cristalografia de rayos X. Tiene una estructura de tipo globular (siete a- hélices, tres
hojas B y dos regiones de union a Zn?*) [54]. La proteina se cristalizé con 2 unidades
de DBP y se determind que la interaccion proteina-proteina ocurre entre los ultimos
17 a.a (512-529) del dominio C-terminal [55] (Figura 8). El analisis por cristalografia

de rayos X del dominio C-terminal identificé una regiéon con pérdida de densidad
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electronica en el centro de la proteina del a.a 300-350 [56] y esta region se predice

también como IDR (Figura 7).

Como se mencion0 antes, se desconoce la estructura del dominio N-terminal de
DBP, pero se predijo como una IDR y datos recientes de nuestro laboratorio [31],
[57] sugieren que el domino N-terminal de DBP es candidato para separar fases
(LLPS), especificamente una LCR con alto contenido de prolinas entre los
aminoécidos 23 al 101 (Figura 8 y Figura 9).
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Figura 9 Esquema de la proteina DBP. El esquema representa los dos dominios de DBP. Representado
con lineas negras se muestran las IDRs predichas; el dominio N terminal completo del a.a 1-173 y la
regiéon en el dominio C-terminal del a.a 300-350. El dominio N-terminal tiene 11 sitios identificados de
fosforilacion en DBP HAdV-C5 (a.a T12, S31, S33, S35, S70, T75, S76, S92, S100, S107 y S161)
representados con circulos amarillos, la LCR rica en prolinas (a.a 23-101) y el epitopo para la union del
anticuerpo B6 (entre los a.a 131-174). El dominio C-terminal del a.a 174-529 representado las regiones
estructuradas como cajas azules. En color lila el DBD (Dominio de unién a DNA) del a.a 176-264 y en las
cajas azul marino los motivos de unién a zinc (a.a 273-286 y 394-519). También se presentan los SCM o
motivos de conjugacién con Sumo (L94, L132 y L202) y con la linea azul punteada las NLS (secuencias
de localizacion nuclear a.a 42-46 y 84-89). Reproducido y modificado de Hidalgo, P. et al. 2021.

Las predicciones de separacion de fases para DBP se hicieron utilizando el servidor
PSPredictor (Figura 9), un predictor que fue desarrollado mediante machine learning
gue se rige por un algoritmo de arboles de decision del tipo gradient boosting esta
herramienta fue entrenada por sus desarrolladores con proteinas de la base de

datos LLPSDB en donde se reportan proteinas que separan fases liquido-liquido
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experimentalmente, las proteinas que los desarrolladores utilizaron para entrenar al

predictor fueron sin modificaciones post-traduccionales y de tipo scaffold [58].

Prediction task 3

SeqlD PSP Score PSP (Yes/No)

DBP C-terminal domain 0.108 No
Prediction task 2

SeqID PSP Score PSP (Yes/No)

DBP N-terminal domain 0.9821 Yes
Prediction task 1

SeqlID PSP Score PSP (Yes/No)

DBP Complete 0.9456 Yes

Figura 10 Resultados de prediccién de DBP y sus dominios para LLPS usando PSPredictor. Se
muestran los valores obtenidos tras evaluar a DBP completa y sus dominios N y C terminal en el
PSPredictor. Valores por encima de 0.5 son indicativos de un candidato para inducir LLPS. Replicado
de Hidalgo, P. et al. 2021

Dinamica de DBP en RC

Como se describié antes, la proteina DBP es codificada por la unidad transcripcional
E2 cuyos productos proteicos son responsables de la replicacion del genoma viral.
Esta proteina se une al DNA de cadena sencilla que se produce durante la
replicacion del genoma viral por el mecanismo de desplazamiento de cadena. Al ser
una proteina abundante y necesaria para la replicacion, ha sido ampliamente
utilizada como marcador de los RC virales. El analisis de la distribucion de DBP por
microscopia de inmunofluorescencia en células infectadas a distintos tiempos del
ciclo de replicacion viral ha mostrado que en la fase temprana (16 hpi) la proteina

se distribuye en puntos (foci) dispersos en el nucleo celular. Conforme progresa el

29



tiempo post-infeccion a la fase tardia (24 hpi) la distribucion de DBP se observa en
estructuras predominantes de tipo anillo o esferas que presentan eventos de fusion
y fision. Para tiempos post-infeccion, en los que inicia la produccién de progenie
viral y ensamblaje de las particulas virales (36 hpi), las estructuras coalescen
formando estructuras amorfas y mas complejas [59] (Figura 10).

16 hpi 24 hpi 36 hpi

Figura 11 Distribucién de DBP a lo largo del ciclo de replicacion de AdV. Distribuciéon de DPB a las 16,
24 y 36 hpi en una célula HFF infectada con HAdV-C5. En color azul se observa el nlcleo visto por DAPI y
en color rojo se observa la sefal de la proteina DBP. Hidalgo P, et al., 2019

Como se mencion6 anteriormente, una de las técnicas de microscopia mas utilizada
para evaluar la difusion de componentes de BMCs con el medio circundante es la
de técnica de FRAP, ya que permite obtener el coeficiente de difusibn de una
molécula de interés fusionada a un fluor6foro. Se blanquea irreversiblemente una
region definida (ROI) y se monitorea la recuperacion de la fluorescencia debido al
intercambio de las moléculas a la ROI. El coeficiente de difusion de la molécula se
obtiene de la comparacién entre la fase condensada, que es la fase que contiene a
la molécula problema en mayor concentracion y la fase diluida, que es el medio
circundante. El coeficiente de difusién se obtiene a partir de la relacion del area
blanqueada y la taza de recuperacion de fluorescencia que depende de la movilidad
de la molécula fluorescente. Como se menciono antes, la tasa de recuperacion de
fluorescencia de condensados con caracteristicas liquidas es alta, el tiempo medio
de recuperacién se encuentra en la escala de segundos a minutos y los coeficientes
de difusion que se han reportado para moléculas que se separan por LLPS tienen
valores entre 1x10° a 1x10* um?/s [25], [34].
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Datos de nuestro grupo obtenidos mediante el uso de la técnica de FRAP (Figura
11), para medir la recuperacion de fluorescencia de la proteina mCherry fusionada
al extremo N-terminal de DBP (mCh-DBP) ubicada en los RC de AdV, muestran
que, para estructuras con morfologia esférica, el promedio de mediciones de 15
células distintas a las 16 y 24 hpi resulta en coeficientes de difusiéon de 8.0x107?
um?/s y 3.5 x102 umz?/s, respectivamente. Aunque ambos valores estan dentro del
rango reportado para moléculas que participan en LLPS, es importante destacar
que la fraccién de recuperacion de fluorescencia y el 112, muestran que conforme
progresa el tiempo post infeccion y conforme la morfologia del condensado se torna
mas compleja la recuperacién es menor y el ti; mas largo , a las 16 hpi la
recuperacion de fluorescencia promedio fue del 93.65% y el 11,de 7.54 s, a las 24
hpi la recuperacion de fluorescencia fue de 71% y el 112 de 16.89 s, a las 36 hpi la
recuperacion de fluorescencia fue nula en la ventana de tiempo probada por lo que
no se calculo ni la t1/2, ni el coeficiente de difusion. En conjunto esto sugiere que a
tiempos tempranos la DBP en los RCs tiene propiedades liquidas y que conforme
avanza el ciclo de replicacion de AdV y los RCs se tornan mas complejos,
disminuyen dichas propiedades liquidas y se tornan estructuras con caracteristicas
mas soélidas, lo que coincide con procesos de envejecimiento reportados

previamente para algunos BMCs [31], [57], [32](Figura 11, panel Ay B).

Por otro lado, por medio de reconstruccion de imagenes en 3D obtenidas por
microscopia confocal, se observé que los foci de DBP arriba descritos tienen
morfologia esférica y esta morfologia, que es la reportada para condensados
liquidos, predomina a las 16 hpi (Fig 11, panel C y D). Ademas, el andlisis de la
distribucion de mCherry-DBP por microscopia en células vivas y las
reconstrucciones en 3D mostraron que los RC pueden fusionarse y fisionarse (Fig
11, panel Ey F).
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Figura 12 Caracteristicas de los RC analizados mediante mCherry-DBP. El panel A muestra imagenes
representativas de la sefial nuclear de mCh-DBP infectadas con un virus que expresa la proteina de fusion a
distintos tiempos post infeccion. Los experimentos de FRAP se hicieron a las 16, 24 y 36 hpi y se destaca la
ROI en cada caso con un circulo punteado sefialado con una flecha roja. En el panel B se muestra los graficos
de caja comparando, la fraccion de recuperacion, el 112 de recuperacion y los coeficientes de difusion promedio
de las 15 células medidas a las 16 y 24 h. En el panel C los gréaficos de violin muestran la distribuciéon de
esfericidad de distintos tiempos post-infeccion, a las 16 h la mayoria de las estructuras son esféricas. En el
panel D se muestra la frecuencia relativa de cada intervalo de volumen de las estructuras. En el panel E se
muestran intervalos de 5 minutos de proyecciones de maxima intensidad, las estructuras que se fusionaron a
lo largo del experimento de live cell imaging tienen asignados numeros, en el panel F se muestra la
reconstruccion en 3D de los focis 1-2 que al terminar de fusionarse se les asigno el nimero 8 y mantienen la
estructura esférica. Modificado Hidalgo, P., Pimentel, A., 2021.
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HIPOTESIS

Las proteinas E1B y DBP inducen separacion de fases liquido-liquido.

OBIJETIVO GENERAL

. Determinar si E1B y/o DBP inducen LLPS.

OBIJETIVOS PARTICULARES
. Obtencion y enriquecimiento de las proteinas E1B-55K y DBP.

. Determinar si E1B o DBP inducen LLPS in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Construcciones para expresion de E1B-55K en bacterias

Células competentes

Para la expresion de la E1B en E. coli se utilizaron las cepas de expresion C41,
C43, BL21 (DE3). Se pic6 una colonia de cada cepa sin transformar y se crecio en
LB Agar sin antibidtico durante 16 horas a 37°C, se transfirié una colonia a 5 ml de
medio LB y se incubé a 37°C overnight (O/N) con agitacion (200 rpm).
Posteriormente, se inocul6 100 ml de medio LB con 1 ml de cultivo en un matraz de
500 ml y se incub6 a 37°C hasta alcanzar una densidad Optica (DO) de 0.5 a 600
nm. El cultivo se transfirio a tubos de 50 ml estériles y se incubo en hielo durante 10
minutos. Se centrifugo a 1,800 g por 10 min a 4°C. El pellet se resuspendié en 30
ml de CaCl20.1 M frio y se incubd 15 min en hielo. Se centrifug6 a 1,800 g por 10
min a 4°C y el pellet se resuspendié en 2 ml (1.6 ml CaClz frio + 0.4 ml de glicerol)

para su posterior almacenamiento a -80°C en alicuotas de 100 pl.
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Cepas y plasmidos

Sistema de plasmidos pET

El plasmido pET27-(b)+ fue utilizado para hacer las construcciones amino (pET-
27b(+):E1B-N), central (pET-27b(+):E1B-X) y carboxilo (pET-27b(+):E1B-C),
respectivamente, que codifican para cada uno de las regiones de E1B. Estas
construcciones se sintetizaron por la compaiiia GenScript, en donde las secuencias
gue codifican para cada dominio de E1B fueron optimizadas para el uso de codones

en E. coli. La secuencia de cada construccion fue verificada anteriormente [66].

Los plasmidos del sistema pET se usan para clonar y expresar proteinas
recombinantes en E. coli. El gen clonado en el vector se encuentra bajo el control
del promotor del fago T7 que favorece la expresion de la proteina de interés llegando
a comprender méas del 50% de la proteina celular total tras la induccion [60].

Las cepas de expresion de vectores tipo pET tienen una copia cromosomal que
codifica para la polimerasa T7, este gen se encuentra bajo el control de lacUV5 y
su expresion es inducida por la adicion de deisopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido
(IPTG). La transcripcion del gen de interés utiliza la polimerasa de T7 cuya
produccion se induce por la adicion de IPTG, por lo tanto, la expresion del gen de
interés (que puede ser tOxica para la célula) ocurre casi Unicamente cuando el

cultivo es inducido [60].

El pldsmido pET27b (+) cuenta con resistencia a Kanamicina para seleccionar a las
clonas transformadas y tiene una secuencia sefial N-terminal denominada pelB, que
es una secuencia de localizacion a periplasma. Esta localizacion confiere la ventaja
de purificacion proteica mediante choque osmdtico. Adicionalmente, el plasmido
tiene la secuencia del operador rio abajo del promotor T7 y la secuencia que codifica
para el represor lac-1. El represor se une al operador lac y se disminuye de esta
forma la expresion de fuga tanto en el promotor lacUV5 en el hospedero, como en

el promotor T7-lac en el vector [60].
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El plasmido 2744 E2A-pCMX3 que codifica a la DBP con el Flag Tag DYKDDDDK
en su N-terminal tiene tanto el promotor de citomegalovirus (CMV) como el promotor
T7, por lo que puede usarse para expresion tanto en células de mamiferos como en
bacterias, y en este caso el método de seleccion de las colonias transformadas es

por resistencia a Ampicilina.

Las cepas de expresion utilizadas fueron la cepa parental BL21 (DE3) y sus cepas
derivadas C41 y C43, estas cepas se complementan con el sistema para evitar la
expresion de fuga del vector pET27-b(+) descrito en el parrafo anterior.
Adicionalmente, las cepas C41 y C43 han sido utilizadas para expresion de

proteinas que resultan toxicas para la cepa parental BL21 (DE3) [61].

La cepa DH5a se utilizo debido a que tiene alta eficiencia de transformacién y a que
se obtienen buenos rendimientos de produccion de plasmidos, por lo que se emplea

frecuentemete para clonar y mantener plasmidos [60].

Extraccion de DNA plasmidico y cortes con enzimas de restriccion

Mini Preps

Se centrifug6 1.5 ml de cultivo bacteriano de C43 sin transformar o transformado
con los plasmidos pET-27b(+) con los insertos de los dominios de E1B a 22,000 x
g durante 5 min a 4°C. Posteriormente, se resuspendié en soluciéon | (50 mM
Dextrosa, 2 5mM Tris HCI pH 8, 10 mM EDTA) y se incub6 por 5 minutos a TA, se
agrego la solucion 1l (0.2 M NaOH, 1% SDS) a temperatura ambiente (TA), se
mezclé por inversion y se incubd por 5 min. Se adiciond la solucion Il fria (Acetato
de K+ 1.8 M, 11.5% &cido acético pH 4.8), se mezcld por inversiéon y se incubod 5
min a T.A. Se centrifugé a 22,000 x g a 4°C durante 10 min. Se recuperé el
sobrenadante y se adicion6 etanol absoluto (2 volimenes). Se centrifugd a 22,000
X g a 4°C durante 10 min, se retird el sobrenadante y se agreg6 etanol al 70% (1.5
voliumenes), se mezcld por inversion hasta desprender el pellet, se centrifugo a
22,000 x g a 4°C durante 10 min, se retiré el sobrenadante y se dejé secar el pellet.
Por ultimo, el pellet se resuspendié en 10 mM Tris HCI pH 7.4. Para confirmar la

presencia de DNA plasmidico se cargdé 1/10 del volumen obtenido en geles de
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agarosa 1% que se corrieron a 90 volts por 1 hora, el resto de la muestra se guardé
a-20°C.

Una vez confirmada la extracciéon de DNA plasmidico, se tratd con RNAsa A para
eliminar el RNA, se inactivo la RNAsa a 65°C por 10 min y se cortd el DNA con
Xbal/EcoRI o Hindlll dependiendo del caso durante 1 h a 37°C. Finalmente, se corrio

un gel de agarosa 1% y se evalud el patron de bandeo obtenido.

Linearizacion y digestion

Para obtener el pladsmido pET-27b(+)A (sin inserto) a partir del plasmido pET-
27b(+):E1B-N se corté el DNA con Xbal+EcoRI. Para tener extremos romos en el
plasmido, se utilizo el fragmento Klenow de la DNA polimerasa (Thermo) siguiendo
el protocolo del fabricante y finalmente, se religd con DNA ligasa T4 (Thermo)

siguiendo el protocolo del fabricante.

Transformacion de bacterias

Se mezclé 0.1 ug de DNA plasmidico con 0.1 ml de células competentes, se
mantuvo en hielo durante 10 minutos y posteriormente, se dio un choque térmico a
42°C durante 2 minutos. Se agreg6 1 ml de medio LB y el cultivo se incub6 una hora
a 200 rpm a 37°C. Se centrifug6 para obtener el pellet (16 segundos a 22,000 x g).
El pellet fue resuspendido en 200 ul de medio LB y se platearon 180 ply 20 ul en
cajas Petri con LB+ Kanamicina (60 ug/ml) o Ampicilina (100 pg/ml) dependiendo
del caso y se incub6 16 h a 37°C.

Gliceroles

Para mantener el plasmido en las células transformadas y tener stocks para analisis
posteriores se prepararon gliceroles. Para esto se usé una solucién 50% glicerol,
50% LB. De un cultivo se tomé 1 ml, se centrifugd a 22,000 x g, 4°C, 5 min, se retird
el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 1 ml de la solucion glicerol/LB en hielo

e inmediatamente se almacen6 a -80°C.

Pruebas de viabilidad y resistencia

Para cada cultivo de C43 transformado con los plasmidos pET27(b)+ que codifican
a las regiones amino (pET-27b(+):E1B-N) , central (pET-27b(+):E1B-X) o carboxilo
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(PET-27b(+):E1B-C) de E1B, se obtuvo el in6culo introduciendo un asa previamente
esterilizada dentro del glicerol correspondiente e inoculando 5 ml de medio LB sin
antibiotico, LB + Kanamicina (60 pg/ml) o LB+ Ampicilina (100 pg/ml) segun lo
requerido para cada caso. Los cultivos se crecieron durante 12 horas a 37° C.
Posteriormente, se inocularon 20 ml de medio LB con 20 pl del cultivo previo de 12
horas y se midi6 DO a 600 nm cada cuatro horas durante 16 horas. Adicionalmente

se tomo 1 ml para extraer DNA y 1 ml para platear.

Se realizaron diluciones seriadas 1:1X104, 1:1X10%,1:1X10% en un volumen total
de 1 ml. Para las diluciones se tom6 10 ul de cultivo y se diluyd en 990 ul de medio
LB, en cada caso se platearon 50 pl de las diluciones 1:1X10° y 1:1X10°, se

incubaron a 37°C durante 16 hrs y se contaron las colonias para cada caso.

Andlisis de expresion y enriquecimiento

SDS-PAGE

Se obtuvo el volumen deseado de cultivo bacteriano o de lisado de células HFF
humanas infectadas para obtener la proteina en cada caso. Las condiciones de
cultivo, cosecha y procesamiento del lisado se describen en cada caso particular

mas adelante en la seccidon de resultados.

Cada muestra se resuspendio en buffer Laemmli 6X o 2X (4% SDS, 20% glicerol,
0.004% azul de bromofenol, 0.125 M Tris-HCI pH 6.8). Posteriormente, se agregé
10% de B-mercaptoetanol y se calentaron a 95 °C durante 5 min. Después se
centrifugd a 22,000 x g por 5 minutos y el sobrenadante se transfiri6 a un tubo

nuevo.

Los geles de acrilamida se prepararon segun el porcentaje de acrilamida requerido,
para los geles separadores se us0 10 y 15% de Acrilamida:Bis-acrilamida
(30%:2.7%) y para el gel concentrador 5% Acrilamida:Bis-acrilamida. Una vez
polimerizados se cargaron hasta 20 ul de muestra por pozo dependiendo el caso y
5 ul de marcador de peso molecular (Page-Ruler Plus, Thermo). Se corrié a
amperaje constante de 10 mA durante 30 min hasta el limite del gel concentrador

seguido de 20 mA durante 90 min.
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Inmunotransferencia

Los lisados bacterianos provenientes de las pruebas de induccion se
resuspendieron en 10 ml de PBS, se sonicaron durante 12 ciclos de 10 segundos
on y 30 segundos off con una amplitud de onda de 30%, cuidando en todo momento
que la muestra no se calentara ni se generaran burbujas, posteriormente, se
centrifugo a 3,500 rpm 15 min, el sobrenadante (1) se almacend a -80°C y el pellet
se resuspendio en otros 500 ul de PBS. Se centrifugé nuevamente a 22,000 x g,
4°C x 5 min, el sobrenadante del pellet (2) se almacen6 a -80°C y Unicamente el
pellet (3) se resuspendié directamente en 100 pl de buffer Laemmli 2X y se
almacen6 a -20°C. Para cada experimento se descongelaron alicuotas de
sobrenadantes 1 y 2 en hielo, se tomaron 20 pl de sobrenadante 1, 10 pl del
sobrenadante 2 y ambos se re-suspendieron en buffer Laemmli 6x para
posteriormente, cargarlos en el gel junto con el pellet (3) previamente resuspendido

en buffer Laemmli.

Los sobrenadantes y el pellet se calentaron a 95 °C durante 5 min y posteriormente,
se centrifugaron 5 minutos a 22,000 x g, se cargaron 20 pl en un gel de acrilamida
10% (véase SDS-Page) y luego, se transfirieron las proteinas a una membrana de
PVDF (Millipore).

La membrana se bloqueé en solucién de bloqueo (3% leche semidescremada/ 0.5%
Tween 20), se lavo con PBS, se incubd con el anticuerpo primario a una dilucién
1:500 (B6/anti DBP) y se incubé ON a 4°C. Se hicieron 3 lavados de la membrana
con buffer de lavado (0. 3% leche semidescremada/0.05% Tween 20) y se incubd
durante 1 hora con el anticuerpo secundario (IgG de ratén acoplado a peroxidasa

de rabano) a una dilucion 1:10,000.

Para revelar se utilizé un sustrato luminiscente (Thermo Scientific™ Pierce™ ECL
Western Blotting Substrate), se incubo durante 5 min, se monto6 sobre el dispositivo
C digit (Li-cor biosciences) y se escaned usando las condiciones estandar del

programa Image Studio Digits.
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Cromatografia de intercambio cationico

El lisado bacteriano fue obtenido de un cultivo de 10 ml. A las 16 h postinduccion se
concentré con un centricon 10kDa, 30 minutos, 4°C y se centrifugé por 30 min,
13,000 g a 4°C para clarificar y pasar por una columna de intercambio catidnico
HiTrap SP HP (1ml) siguiendo el protocolo establecido por el fabricante (Thermo).
Se filtraron los buffers y se purgd el equipo de FPLC utilizado. Posteriormente, se
equilibré la columna utilizando un buffer fosfatos sin NaCl (Buffer A) (10mM
Na2HPO4 y 1.8mM KH2PO4 /pH 6.5) usando 10 volumenes de columna (VC) y un
flujo de 1 ml/min. A continuacién, se aplicé el lisado, se recolecto el Flow-trough (FT)
(2 VC por cada fraccion colectada) y se aplicé un gradiente lineal de NaCl usando
buffer fosfatos con 5M NaCl (Buffer B) recolectando 20 VC mientras se
incrementaba la fuerza idnica hasta 2.5 M NaCl (50% buffer B). Posteriormente, se
aumento la fuerza idénica a 5M NaCl (100% buffer B), se colectaron 5 VC y finalmente

se re-equilibré la columna con 10 VC del buffer inicial.

Enriquecimiento de DBP

Células infectadas

Se cosechd un cultivo de 4.0x107 células HFF infectadas con el virus Ad mCh-DBP
a las 40 hpi. Se centrifugd a 3,000 x g, 5min y el pellet se resuspendié en 12 ml de
PBS frio. Se centrifugd a 400 x g, se descartd el PBS y se resuspendio en 2 ml de
Buffer Fosfatos pH 6.5 + inhibidores de proteasas, PMSF/Aprotinina/Leupeptina 20
pug/ml de c/u. Para lisar las células y nucleos se utilizé el sonicador de pulso durante
30 ciclos de 5 segundos on 30 segundos off a una amplitud del 15%. Para verificar
que la disrupcién fuera completa se montaron 2 ul de lisado en cubreobjetos y se

observaron al microscopio. El resto del lisado se almacené a -80 °C hasta su uso.

Cromatografia de afinidad

Para enriquecer a la proteina DBP se prepar6 una columna de afinidad acoplando

a unaresina de Sefarosa-Proteina A el anticuerpo B6, que como se menciond antes,
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reconoce un epitopo entre los a.a 131-174 [51] de DBP. Para preparar la columna
se tomé 1 ml de la resina resuspendida (50% resina / 50% EtOH-20%) y se
adicionaron 10 ml de sobrenadante de hibridoma de B6. Se incubd O/N en agitacion
y se centrifugd a 300 g/ 4°C/ 5 min para recuperar el sobrenadante y almacenarlo.
Para entrecruzar el anticuerpo B6 con la resina, se adicionaron 5 ml PBS + 2%
paraformaldehido y posterior a incubar durante 30 min a TA, se centrifug6 a 300 g,
4°C, 5 min. Se colecto el PBS + 2% paraformaldehido y se lavo la resina dos veces
con 5 ml de PBS. A los 500 ul de resina se les adicioné 1 VC de buffer fosfatos pH
6.5y se almaceno a 4°C. Para confirmar la asociacion del anticuerpo a la resina, se
tomaron 20 pl de la resina resuspendida en buffer fosfatos y se desentrecruzé el
anticuerpo con un tratamiento de 65°C O/N con movimiento constante en un horno
de hibridacion, para este paso se uso un tubo Eppendorf con seguro para evitar la
evaporacion del sobrenadante y dicho sobrenadante posteriormente se cargd en un

gel de 15% acrilamida junto con 20 pl de los sobrenadantes de los pasos previos.

A la resina de Sefarosa A + B6 se le adicionaron 1.5 ml de lisado de células
infectadas y se incub6 en agitacién 4°C durante 48 h. Posteriormente, se centrifugé
a 300 g, 4°C, 5 min, se colecto el lisado y se adicion6 1 VC de buffer fosfatos pH
6.5, la resina resuspendida en buffer fosfatos se cargd en una columna Poly-Prep
(Bio-rad).

Para la elucion se utilizaron varias condiciones: aumento de temperatura (56 °C, 15
min-1 h); aumento de la concentracion de NaCl (2 M NaCl); y cambio de pH (HCI
2mM y 5mM). En cada caso, se recolectaron fracciones correspondientes a 1 VCy
para el caso de las condiciones de cambio de pH, se recibié cada VC de la elucion
en 50 ul de 1M Tris-HCI pH 8.5 para neutralizar el pH. En cada caso se adicion6 1
VC (500 pl) dos veces y se recolectd en dos fracciones separadas, posteriormente,
se recolecto una fraccion de 2 VC de HCIl y finalmente, se lavé con un VC de PBS
pH 7.4 dos veces colectando dos fracciones mas. Todas las fracciones se guardaron
a-20 °C.
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Ensayos LLPS
Prediccion de LLPS

Para obtener la prediccion de LLPS para la proteina E1B y sus dominios, se utilizo
la herramienta PSPredictor descrito anteriormente [58]. Valores por encima de 0.5
en el score de este predictor predicen a un candidato para inducir LLPS.

Ensayos de LLPS in vitro con la proteina DBP

A partir de un lisado total de células infectadas con el AdV-mCh-DBP o de la fraccion
enriquecida por cromatografia de afinidad de mCh-DBP, se realizaron pruebas de
LLPS in vitro como las descritas anteriormente para la proteina FUS, que
consistieron en la deteccién de gotas por microscopia DIC y microscopia de
epifluorescencia en las diferentes condiciones experimentales de la Tabla 1 en
donde la concentracion de NaCl fue aumentando en cada condicion, ademas de
agregar el Peg-8000 como un agente de crowding. Las pruebas se realizaron a pH
6.5y pH 8.5 con el fin de mantener el pH en el cual se encontraba el lisado total y
la fraccion enriquecida de mCh-DBP después de su paso por columna de

intercambio catidnico y columna de afinidad respectivamente.
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Lisado Total mCh-DBP

Mix [NaCl] {mM) [Peg-8000 (uL)|Buffer Fosfatos pH 6.5 (pL)| Stock MNacl {plL) Lisado (uL) |Volumen Total (uL)
1 i) ] 5 i) 10 15
2 0 15 3.5 1] 10 15
3 100 1.5 3.2 0.3* 10 15
4 200 15 2.9 0.6* 10 15
5 400 15 2.3 1.2* 10 15
6 300 1.5 1.1 2.4* 10 15
7 2000 2 0 a* 10 20
mCh-DBP Enriquecido
Mix [NaCl] {mM) [Peg-8000 [pL) Tris pH 8.5 (ulL) Stock Nacl (uL) Lisado (ul) |Volumen Total (ul)
1 i) ] 2.5 i) 2.5 5
2 0 1 15 1] 2.5 5
3 100 1 1.3 0.2%* 2.5 5
4 200 1 1.1 0.4** 2.5 5
5 400 1 0.7 0.3%* 2.5 5
B 800 1 0.7 0.8* 2.5 5
7 1000 1 0.5 1* 2.5 5
* Stock NaCl5M
** Stock NaCl 2.5M

Tabla 1 Condiciones probadas para ensayos de LLPS in vitro. En la segunda columna de cada tabla se
muestra la concentracion final de NaCl de cada mezcla, en las columnas subsecuentes se muestran los
volumenes utilizados de cada solucion para preparar cada mezcla y finalmente el volumen final. Cada mezcla
se prepard de manera independiente y se dejo incubar a TA durante 15 min (“Enriquecido”) o 30 min (“Lisado
total”).

En las Figuras Suplementarias 1 y 2 se muestran dos sets de adquisiciones
representativas de tres experimentos independientes y en la Figura 23 se muestran
los controles y la condicion a 200 mM NaCl +10% PEG-8000, para cada condicién
se tomaron cinco campos distintos usando una cadmara de 12 megapixeles de un
teléfono inteligente. Estas adquisiciones tienen la desventaja que la camara hace
un ajuste automatico de contraste y brillo, sin embargo, para homogeneizar lo mas
posible las adquisiciones se realizaron ajustes de contraste y brillo a cada imagen
usando el programa Image J. Para cada condicion se montd 1 pyl de cada mezcla
con “Lisado total” en un portaobjetos y se observo que a los 30 min se comenzaban
a detectaban estructuras tipo gota por DIC utilizando un objetivo 63X con aceite de
inmersion en un microscopio Axiovert 200M (Carl Zeiss Inc.) y se usé el filtro CY3

para observar la sefial de fluorescencia de mCherry.
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Por otra parte, en la Figura Suplementaria 3, se muestran adquisiciones
representativas de dos experimentos independientes y en la Figura 24 se muestran
los controles y la condicion a 200 mM NaCl +10% PEG-8000, para cada condicion
se tomaron 5 campos distintos. Se utilizé el microscopio Axioscope Upright (Carl
Zeiss Inc). Las adquisiciones se realizaron con una camara CCD Photometrics Cool
Snapcf Monocromatica y el software de adquisicion de imagen Cool snap BW
camera software. Se establecio un tiempo de exposicion de 200 ms para todas las
adquisiciones de DIC y epifluorescencia y se usoé el objetivo 63x con inmersion en
agua. Para cada condicion se monté 1 ul de la mezcla en un portaobjetos y las
adquisiciones se tomaron a los 15 min posteriores a la preparacion de la mezcla
para cada condicién de “Enriquecido” de la Tabla 1 ya que a este tiempo se
comenzaban a detectar estructuras tipo gota. Se incluy6 una barra de escala usando
la utileria de Image J, en donde 53.75 pixeles corresponden a 10 pm.

RESULTADOS

Expresion y enriquecimiento de la E1B-55K

Para obtener las proteinas de cada dominio de E1B se usaron las construcciones
en el plasmido pET27-b (+) descritas en la seccion de materiales y métodos [50].
Debido a que desde mi trabajo realizado en licenciatura [62]se habia tenido
problemas para inducir la expresién de las construcciones de los dominios de la
E1B, se decidi6 realizar las pruebas de viabilidad y permanencia del plasmido a lo
largo del cultivo de las cepas transformadas.

Las cepas de expresion utilizadas fueron la cepa parental BL21 (DE3) y sus cepas
derivadas C41 y C43. Las cepas C41 y C43 han sido utilizadas para expresion de
proteinas que resultan toxicas para la cepa parental BL21 (DE3) [63].Posterior al
analisis de tamafio y namero de colonias obtenidas (Datos no mostrados), se

concluy6 que la cepa C43 era la mejor opcion para expresar los dominios de E1B.

Por otra parte, como control se obtuvo el plasmido sin inserto (pET-27b (+)A) a partir

del plasmido con la construccion del dominio N-terminal de E1B (pET-27b(+):E1B-
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N), segun lo descrito en la seccion de linearizacion y digestion de materiales y

métodos.

Como se muestra en la Figura 12 panel A, posterior al procedimiento de digestion,
se analizo el DNA y en el gel se observaron las bandas de alrededor de 5,306 pb
correspondiente al plasmido linearizado y 544 pb correspondiente al inserto. En el
panel B se muestra la presencia de DNA en 3 colonias grandes (Cg 1-3) y 3 colonias
pequefias (Cp 1-3) picadas 16 horas posteriores a la transformacién con el DNA
obtenido en el panel A. En el panel C se muestra la confirmacién de la identidad del

plasmido pET-27b(+)A al observar una banda de alrededor de 5,306 pb.
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Figura 13 Construccién del plasmido pET-27b(+)A. El panel A muestra la linearizacion del plasmido
PET-27b(+)-N con un tamafio esperado de 5850 pb (carril 2) del cual se obtuvo pET-27b(+)A con
un tamafio esperaddo de 5306 pb y la banda alrededor de 544 pb correspondiente al inserto liberado
(carril 3). En el panel B se muestra la obtencion de DNA de colonias de DH5a transformadas con el
plasmido obtenido en el panel A. En el panel C se muestra la verificacion de la identidad del DNA
obtenido en el panel B por digestion con Hindlll cuyo sitio de restriccién se mantiene en el plasmido
PET-27b(+)A.
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Posteriormente, se transformo la cepa C43 con el plasmido pET27-b(+)A (Figura
13), se extrajo DNA de cuatro colonias (panel A) y finalmente, se confirmé mediante
la digestion con Hindlll, la identidad del plasmido pET-27b(+)A (panel B).

——-CA3:pET-27b(+) A
c1 c2 c3  c4

M

C43:pET-27b(+) A
Hindlll

Sin digerir
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Figura 14 Transformaciéon de C43 con el plasmido pET-27b(+)A. El panel A muestra el DNA obtenido de 4
colonias de C43 transformada con pET-27b(+)A (C1-C4) . Panel B muestra la digestion del DNA obtenido de
las 4 colonias del panel A. Se seleccionaron y realizaron gliceroles de las colonias 2 y 4 (rectangulos rojos) ya
que la digestion fue completa y se obtuvo una banda Unica de alrededor de 5,386 pb correspondiente al tamafio
esperado del pET-27b(+)A.

Posteriormente, se realiz6 una prueba de resistencia a kanamicina a lo largo de 16
horas para C43 sin transformar. Se descarto el crecimiento de la cepa en presencia
de antibidticos y simultdneamente se realiz6 una prueba de viabilidad tanto de C43
sin transformar como transformada con cada una de las construcciones de E1B (Fig
14).

En la Figura 14 panel B y C se graficaron los datos del nimero de colonias para
cada tiempo de la prueba. Los datos mostraron que, aunque para las C43
transformadas con cualquiera de los pladsmidos la tasa de crecimiento es menor, los
cultivos se mantuvieron viables a lo largo de las 16 horas del ensayo.
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Figura 15 Prueba de viabilidad C43. Panel A se muestran los valores de DO 600 nm obtenidos a lo largo del
cultivo y en el grafico dichos valores graficados contra el tiempo, en donde se pueden observar las fases de
crecimiento bacteriano. En el panel B se muestra el conteo de colonias viables de una dilucion 1:1X10° de cada
tiempo durante el cultivo de 16 horas. El panel C muestra el grafico en barras del nUmero de colonias por cada
tiempo y el panel D junto con la tabla inferior muestran los valores de CFU/mI obtenidos para cada condicion.
Las muestras se tomaron a las 0, 4, 8,12 y 16 horas de un cultivo de 25 ml.

Para determinar si los plasmidos se mantenian, se aisl6 DNA cada 4 horas de un
cultivo de 16 horas, éste se digirié (Figura 15) obteniendo bandas alrededor de los
tamafos esperados para la regién amino (N) de E1B con un tamafio de 544 pb, la
region central (X) de 820 pb, la regién carboxilo terminal (C) de 445 pb y de 5,280
pb para el plasmido pET-27b(+)A, confirmando la identidad y permanencia de cada

construccion a lo largo del cultivo de 16 horas.
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Figura 16 Prueba de permanencia de plasmidos pET 27-b(+). Panel A y B se muestra el DNA
obtenido del cultivo de C43 transformado con cada construccion del plasmido pET27-b(+)
+(N/XIC/A) alas 0, 4, 8, 12 y 16 horas de cultivo. En el panel C se muestra el DNA digerido con
EcoRI o la combinacion de EcoRI+Xbal de las muestras de DNA (16 h) del panel A y Hindlll del
panel B. Las bandas con el tamafio esperado para el inserto de cada construccion se sefialan en
rectangulos rojos y los tamafios esperados en la tabla del panel D.

En la Tabla 2 se resumen las condiciones probadas para las pruebas de induccion
y procesamiento de las muestras, en ningun caso se detectaron bandas esperadas
por SDS-PAGE tefiido con Azul de Comassie, ni diferencias claras con respecto a

los controles de la cepa sin transformar o transformada con pET-27b(+)A. En la
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Figura 16 panel A, se muestran los geles correspondientes a un control de
funcionamiento de los stocks de IPTG, se hizo la prueba de induccion a 0.33 mM
IPTG 25°C, se usaron 2 stocks de IPTG 1M y en ambos casos se observé el
enriguecimiento de una banda con el peso molecular esperado de
aproximadamente 46 kDa que corresponden a la cristalina HB-B2 que ha sido
obtenida anteriormente [64]. También en la Figura 16 se muestran los geles tefiidos
con Azul de Comassie para las pruebas de hasta 18 horas post induccién de C43
transformada con los plasmidos que expresan los dominios de E1B; pET-
27b(+):E1B-N, 27b(+):E1B-X y 27b(+):E1B-C , estos se muestran en los paneles C
y D. Adicionalmente se muestra como control a la cepa C43 sin transformar (Panel
B) y transformada con el plasmido sin inserto (pET-27b(+)A) (Panel C). Para los
dominios amino (N) y central (X) no se observé el enriquecimiento de las bandas
esperadas de 15 kDa y 25 kDa, respectivamente. En el caso del dominio carboxilo
(C) se observé un aparente enriquecimiento de una banda alrededor de los 13 kDa
alas 12 h.p.i (panel C, flecha roja); sin embargo, este resultado no fue reproducible.
Los datos mostraron que no se obtienen niveles detectables de ninguno de los
dominios de E1B en las condiciones que se probaron utilizando el sistema pET27(b)
— E. coli-C43.

Cepa/Construccion Tiempo de cultivo [IPTG] Volumen de cultivo  Temperatura de induccion Condiciones de sonicacion Volumen cargado  Banda esperada % Acrilamida Induccion

18hrs. 1mM 25ml 25°C 5 miutos en bafio 30 plde25 ml NJA 15% N/A

C43 54 hrs, imM 25mL 25°C 3 pulsos 10 seg ON/30 OFF A=15% 30uLde 25 mL N/A 15% N/A

18hrs, 1mM 25mL 25°C S miutos en bafio 30plde25 ml N/A 15% N/A

C43 pET-27b{+)A 54 hrs. 1mM 25mL 25°C HWIMJDSEgON/EUCFFAﬂS% 30plde25 mL N/A 15% N/A
18 hrs. 1mM 25mL 25°C 5 miutos en bafio 30 pLde 25 mL 15 KDa 15% No

C43 pET-27b(+):E1B-N 54 hrs. imM 25mL 25°C 3 pulsos 10 seg ON/30 OFF A=15% 30pLde25 mL 15 KDa 15% No
18 hrs, 1mM 25ml 25°C 5 miutos en bafio 30 pLde 25 mlL 25 KDa 15% No

C43 pET-27b(+):E1B-X 54 hrs, imM 25ml 25°C 3 pulsos 10 seg ON/30 OFF A=15% 30puLde25 ml 25KDa 15% No
18hrs, 1mM 25ml 25°C 5 miutos en bafio 30plde 25 ml 13 KDa 15% No

C43 pET-27b{+).E18-C Sdhrs, 1mM 25mL 25°C 3 pulsos 10 seg ON/30 OFF A=15% 30plde25 mL 13KDa 15% No

Tabla 2 Condiciones probadas en pruebas de induccion para las proteinas correspondientes a los
dominios de E1B. Se muestran las condiciones probadas tanto en tiempo de cultivo como en condiciones de
sonicacion. El resto de las condiciones se mantuvieron constantes.
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Figura 17 Pruebas de induccidn de expresion de los dominios de E1B con el sistema de plasmidos pET-
27b(+) . En el panel A se muestra el control de funcionamiento de IPTG usado para inducir la expresion de la
cristalina HB-B2. En los paneles B y C se muestran los geles de poliacrilamida 15% y 10%, respectivamente.
Estos geles fueron para identificar la induccion de la expresion de los dominios N, Xy C de E1B a lo largo de
cultivos inducidos con el IPTG usado en el panel A, la duracién de las pruebas de induccion fue de 18 horas y
se tomo muestra a las 6, 12 y 18 h.p.i. El recuadro rojo indica el tamafio esperado de la banda correspondiente
a cada uno de los dominios de E1B.
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La E1B-55K no se predice como candidata de LLPS

Se utilizé el programa PSPredictor, descrito antes, para predecir si E1B (496 a.a) o
alguno de sus dominios N (1-150), X (151- 389), C (390-496) o combinaciones de
dominios eran candidatos para inducir LLPS. Se consideraron como candidatos
sobre todo a los dominios N y la region del a.a 385 al 496 del dominio C dado que
se predicen como IDRs [50]. Los resultados se muestran en la Figura 17 e indicaron
gue ninguno de los dominios de E1B (Panel A), ni la proteina completa (Panel A), ni
combinaciones de los dominios (Panel B) fueron predichos como candidatos para
inducir LLPS ya que los valores obtenidos fueron menores a 0.5.

A B SeqID PSP Score PSP (Yes/No)
SeqID PSP Score PSP (Yes/No)
E1B 55K Carbox 00032 No
Prediction task 7
SeqID PSP Score PSP (Yes/No) SeqID PSP Score PSP (Yes/No)
00722 No
F1B-55K-CentraCarbox 02505 No
Prediction task 2
Prediction task 6
SeqlD PSP Score PSP (Yes/No)
SeqID PSP Score PSP (Yes/No)
Prediction task 1
Prediction task 5
SeqID PSP Score PSP (Yes/No)
E1B55K 00485 No

Figura 18 Prediccion de LLPS para la E1B-55K con PSPredictor. Se muestran los resultados de la
herramienta PSPredictor para cada una de las secuencias. PSP scores mayores de 0.5 indican a un candidato
para LLPS (PSP(Yes)). En el panel A se muestran los scores obtenidos para E1B-55K completa (recuadro
amarillo) y cada uno de sus dominios; amino N (recuadro rojo), central X (recuadro azul) y carboxilo C
(recuadro verde). En el panel B se muestran combinaciones de los dominios, con el mismo codigo de colores.
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Expresion y enriquecimiento de la proteina DBP
Expresion de DBP en E. coli

Para la expresion de DBP se transformé la cepa BL21 (DE3) con el plasmido 2744
E2A-pCMX3 que codifica para la DBP con un Flag-tag (DYKDDDDK) en el extremo
amino terminal de la proteina, se hizo una prueba de induccion con 1mM de IPTG
a 25 °C tomando muestra cada 4 horas durante 16 horas. En cada tiempo se tomé
1 ml de cultivo, el pellet se resuspendio en 500 pL de PBS, se tomaron 20 pl, se
resuspendieron con 5 pl de buffer Laemmli 6x y los 25 ul de volumen de cada

muestra se analizaron por SDS-PAGE.

Como se muestra en el panel A de la Figura 18, si bien no se observé el
enriguecimiento de una banda de alrededor de los 59 kDa, que es la migracién
esperada para DBP no fosforilada producida en E. coli, si se observaron bandas
distintas con respecto al cultivo sin inducir. En el panel B se muestra una repeticion
del experimento en el que se incluyé BL21 (DE3) sin transformar y la prueba se hizo
a tiempos mas largos de induccion (4, 16, 24, 36 horas), obteniendo resultados

similares.

Se hicieron inmunotransferencias con estas muestras usando el anticuerpo
monoclonal B6 dirigido contra DBP. Los resultados se muestran en el panel Cy D
de la Figura 18, en donde se observé una sefial clara alrededor de los 50 kDa DBP
y la sefial aumenté conforme transcurrié el tiempo al que se tomo la muestra, siendo
el mayor nivel de sefal entre las 16 y 24 horas. Si bien, este aumento debe
confirmarse con un control de carga, los geles de acrilamida tefiidos con Azul de
Comassie mostraron cantidades similares de proteina en cada carril. Con estos
resultados se decidi6 establecer las 16 h post-induccién como tiempo de cultivo para

obtener a la proteina DBP.
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Figura 19 Prueba de induccion con el plasmido 2744 E2A-pCMX3. En el panel A se muestran las proteinas de
los lisados de BL21 (DE3) transformada con el plasmido 2744 E2A-pCMX3 con induccion a las 4, 8, 12y 16 h.p.i. En
el panel B se muestran los lisados de BL21 (DE3) transformada con el pladsmido 2744 E2ApCMX3 con induccion a las
4,16, 24 y 36 h.p.i . En ambos casos la flecha roja indica el tamafio esperado para la banda de DBP (59 kDa). En el
panel C se muestran inmunotransferencias usando anti DBP con las muestras del panel Ay en el panel D con las
muestras del panel B. En cada caso se muestran tres exposiciones obtenidas con el scanner Ci-Licor.
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Con la intencidon de aumentar el rendimiento de DBP, se escal6 el cultivo y las
bacterias se lisaron por sonicacion, sin embargo, el rendimiento en cultivos de
menor volumen tratados directamente con buffer Laemmli fue mejor (datos no
mostrados) por lo que estos Ultimos se utilizaron para los experimentos

subsecuentes.

Después de confirmar por inmunotransferencia la expresiéon de DBP en E. coli
BL21(DE3) y decidir el método de lisis, dado que no contdbamos con una columna
de afinidad para utilizar el Flag-tag de la construccioén, se decidio intentar purificar
la proteina por cromatografia de intercambio catidénico, como se describe en
materiales y métodos. Como se menciond anteriormente, la construccion del
plasmido 2744 E2A-pCMX3 expresa a DBP con el FlagTag DYKDDDDK en su N-
terminal, por lo que el punto isoeléctrico tedrico (pl) de la proteina se calculé con el
Flag y fue de 6.78. Como se muestra en el cromatograma de la Figura 19 el pico de
absorbancia mas alto a 280 nm se obtuvo en el Flow-through (FT) indicando que la
proteina no se adhiri6 a la columna. Esto se confirmé mediante SDS-PAGE e
inmunotransferencia. En el SDS-PAGE se observdé en el FT3 un aparente
enriguecimiento de una banda por debajo de 55 kDa. Posteriormente, las muestras
se analizaron por inmunotransferencia y se detecté a DBP en las FT2y FT3. En la
inmunotransferencia también se observé esta banda de DBP en los pasos previos
a la cromatografia. Dichos pasos fueron, concentrar el lisado total mediante un
centricon con corte de 10 kDa y posteriormente, centrifugar para clarificar el
sobrenadante y evitar que la columna se tapara, estos pasos se realizaron como se
describe en “cromatografia de intercambio catiénico” en la seccion de materiales y
métodos. En el inmunotransferencia se confirmé que no se perdié DBP en dichos
pasos previos. Con las condiciones de cromatografia usadas DBP no se adsorbié a
la columna y por tanto se detecta en las fracciones correspondientes al FT 2y 3 en

la inmunotransferencia.
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Figura 20 Paso de la muestra compleja de E. coli BL21(DE3)-2744 E2A-pCMX3 por cromatografia de
intercambio catiénico. En el panel A se muestra el cromatograma obtenido después de medir la absorbancia
a 280 nm. Las primeras 5 fracciones corresponden al FT, a partir de la fraccion 5 se comenzé a adicionar un
gradiente creciente de NaCl hasta llegar a una concentracion de 5M NaCl. En el panel B se muestra el gel de
acrilamida teflido con Azul de Comassie en donde se cargaron las fracciones con absorbancia del panel A'y
debajo la inmunotransferencia usando el mAb B6 para detectar DBP. La flecha roja indica la regién donde se
espera enriquecimiento de banda y los recuadros verdes bandas de proteinas enriquecidas.

Expresion de DBP en células infectadas con AdV

Como alternativa para obtener a la proteina DBP se usaron células HFF infectadas
con un HAdV recombinante que expresa a la DBP como fusién con la proteina
fluorescente mCherry (AdV mCh-DBP), esta fusion tiene la ventaja de que se puede
seguir la sefial de mCherry mediante microscopia de epifluorescencia para los
ensayos de LLPS in vitro. El procedimiento de infeccién se realizé como se describe
en materiales y métodos. La figura 20 muestra el andlisis del lisado de células
infectadas. En el panel A se muestra un gel de acrilamida tefiido con Azul de
Comassie en donde se pueden ver las bandas reportadas anteriormente alrededor
de los 70 kDa (flecha roja) y otra por encima de 55 kDa (flecha naranja) y el
enriguecimiento de otra banda por encima de 100 kDa (flecha verde) que parecen
ser mas abundantes que en las células no infectadas. Se sugiere que estas bandas
corresponden a la DBP no fosforilada (55kDa), la DBP fosforilada (70kDa) y si bien
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se reportd previamente que la fusion mCherry-DBP migra por encima de los 100
kDa, sugerimos que esta fusion seria fosforilada y que la fusion no fosforilada por
su peso calculado (26 kDa mCherry + 59 kDa DBP = 85 kDa) podria ser parte de la
banda alrededor de los 70 kDa. Las muestras se analizaron por inmunotransferencia
y en el panel B se confirmé la presencia de ambas formas esperadas y previamente
reportadas de DBP que coinciden con las formas de DBP encontradas en la fraccion
de RC aislados que se us6 como control y adicionalmente una banda tenue

alrededor de los 100 kDa que corresponderia a la fusibn mCh-DBP fosforilada.
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Figura 21 Deteccion de mCh-DBP en lisados de células infectadas con AdV mCh-DBP. En el panel A se
muestra como control (RC) que es una fraccion de compartimentos de replicacion aislados a las 36 hpi, el lisado
obtenido de células no infectadas (MKk) y el sobrenadante y pellet obtenido de células HFF infectadas con AdV
mCh-DBP. En el panel B se muestra la inmunotransferencia usando el mAb B6 para detectar DBP. Con las
flechas se sefialan las tres bandas de DBP enriquecidas que se ven en el gel tefiido con Azul de Comassie que
también se observan en la inmunotransferencia.

Para obtener una muestra enriquecida con la proteina DBP a partir de lisados de
células infectadas con el virus AdV mCh-DBP, se utilizé cromatografia de afinidad

como se describe en la seccidbn de materiales y métodos. Para inmovilizar el
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anticuerpo B6 a la resina, se aplicé sobrenadante de hibridoma de mAb-B6 a una
resina de sefarosa-proteina A y se entrecruzd segun el procedimiento establecido
en la seccion de cromatografia de afinidad de materiales y métodos. Se concluyo
que la mayor parte del mAb-B6 se adsorbi6 y entrecruzé con la resina sefarosa-A
ya que en los lavados se observé poca proteina (datos no mostrados).
Posteriormente, se incubo durante 48 h el lisado de las células HFF infectadas con
el AdV mCh-DBP, y la resina se lavé con PBS (datos nos mostrados). Para la elucion
se probaron distintas condiciones como se describe en materiales y métodos, en el
panel B de la Figura 21 se muestran los correspondientes a la elucion con 2 mM
HCl y la elucion por temperatura. Finalmente, la condicién de elucion elegida fue 5
mM HCI (Figura 21 panel C) ya que en esta condicion se detect6 el enriqguecimiento
de una banda alrededor de uno de los pesos esperados para DBP y un aparente
bandeo difuso por encima de la banda de 55kDa, lo que sugirié presencia de todas
las formas de DBP tanto no fosforilada como fosforilada y la fusion mCh-DBP,
ademas no se detecté mas proteina en los lavados ni bandas por debajo de 55kDa.
Si bien el método de elusion es deficiente, fue la mejor opcion disponible en el
momento, falta mejorar el protocolo de purificacion y enriquecer sobre todo a mCh-
DBP, esto se discutird mas adelante. A pesar del bajo rendimiento de mCh-DBP, la
proteina obtenida fue utilizada para los ensayos de LLPS in vitro descritos mas

adelante.
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Figura 22 Enriquecimiento de la proteina mCh-DBP por cromatografia de afinidad. En el panel Ay B se
muestran respectivamente el SDS-Page tefiido con Azul de Comassie y la inmunotransferencia de los métodos
de elucion probados para eluir a mCh-DBP de la columna Sefarosa-A-B6. En el panel C se muestra el SDS-
Page tefido con plata de la elucion 5mM HCI que fue la elegido como método de elucion de mCh-DBP.
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Ensayos de LLPS in vitro

Lisado de células infectadas con AdV mCh-DBP

Para montar los ensayos in vitro y dado que los antecedentes de este proyecto
fueron realizados en el contexto celular por lo que resultaba interesante replicar esto
in vitro, se utilizaron los lisados totales de células HFF sin infectar (MK) o infectadas
con AdV mCh-DBP y siguiendo el procedimiento descrito en materiales y métodos
se realizaron pruebas de LLPS in vitro. En cada caso se hicieron tres experimentos
independientes a pH 6.5 (adquisiciones representativas para cada condicion
mostradas en la Figura suplementaria 1). Result6 interesante que a 200 mM NaCl y
en presencia de 10% de PEG-8000 como agente de crowding, se vieron por DIC
estructuras tipo gota, sin embargo, no se observo sefial clara de fluorescencia que
sugiriera que mCh-DBP se encontraba asociada a dichas estructuras tipo gota,
probablemente debido a la baja concentracion de la fusibn mCh-DBP con respecto
a las otras formas de DBP y el resto de los componentes celulares y virales

presentes en el lisado total, por lo que se decidi6 enriquecer a la proteina.

Proteina DBP enriquecida por cromatografia de afinidad

Para determinar si al enriquecer y concentrar a la proteina DBP aumentaba o se
desplazaban las condiciones para observar estructuras tipo gota que tuvieran sefial
de mCh-DBP asociada, el lisado total con mCh-DBP se enriquecié por
cromatografia de afinidad y se concentro utilizando un centricon con corte de 10
kDa segun el procedimiento descrito en materiales y métodos. Nuevamente se
realizaron tres experimentos independientes, con pH 8.5 (este pH fue debido a las
condiciones de elucion descritas en materiales y métodos) y se observo la
distribucion de la sefial mCh-DBP vista con el filtro CY3 y la morfologia de las
estructuras vista por DIC (Figura 23). Resulto interesante que a los 15 min de

realizado el mix y de nuevo a 200 mM NaCl la morfologia detectada fue de tipo gota,
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similar a lo observado para las pruebas con el lisado total, pero en este caso se
observo también sefial de fluorescencia en el canal CY3. En este caso, la morfologia
tipo gota se detectd desde la condicion de 100 mM NacCl, pero a 200 mM NacCl se
observé el mayor numero de estructuras tipo gota. En 400 y 800 mM NaCl se
detectaron estructuras tipo gota de mayor tamafo y con sefial en la periferia 0 con
aparente sub-compartimentalizacion (Figura Suplementaria 2) Esto sugiere que el
enriquecimiento favorecio la formacion de estructuras tipo gota con mCh-DBP

asociada.
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Figura 23 Condicion 200 mM NaCl de la prueba de LLPS in vitro con mCh-DBP enriquecida 1. Se muestran
adquisiciones representativas de los controles del ensayo y la condicion con 200 mM NaCl; panel A Buffer Tris
pH 8.5, panel B lisado enriquecido mCh-DBP + buffer Tris pH 8.5, panel C lisado enriquecido mCh-DBP + buffer
Tris pH 8.5 + 10% PEG-800 como agente de crowding y en el panel D lisado enriquecido mCh-DBP + buffer
Tris pH 8.5 + 10% PEG-800 + 200 mM NaCl en donde se observaron estructuras con morfologia tipo gota y
sefial de fluorescencia asociada a dichas estructuras. Tres de las estructuras tipo gota con sefial de
fluorescencia asociada se sefialan con flechas azules. Adquisiciones del resto de las condiciones probadas en
este ensayo se encuentran en la Figura Suplementaria 2.
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Con el fin de mejorar las adquisiciones se realizaron dos repeticiones mas usando
la muestra enriquecida de DBP y un microscopio con el sistema DIC calibrado y
camara acoplada directamente al microscopio. Las fotos se tomaron a los 15 min
de incubacién de la mezcla ya que a este tiempo se comenzaron a observar las
estructuras tipo gota (Figura 24). De nuevo se pudieron observar estructuras tipo
gota mediante DIC a los 200 mM de NaCl que fue la condicién donde se vio el mayor
namero de estructuras tipo gota. Desde los 100 mM de NaCl se observaron gotas,
sin embargo, la longitud promedio a 100 mM de NaCl fue de 35.71 pum contra 6.65
um a 200 mM de NaCl. También se puede observar que si bien el tamafo de las
gotas detectadas en 200 mM NaCl fue menor a las detectadas en 100 mM, la
cantidad de estructuras tipo gota es aproximadamente 3 veces mayor en 200 mM
de NaCl y en 400 mM NaCl se vieron gotas mas grandes con un aparente
enriquecimiento de la sefal de fluorescencia en la periferia de la gota, mientras que
en 800 mM NacCl si bien se observaron estructuras amorfas y aparentemente
subcompartimentalizadas en varios campos, no se obtuvieron adquisiciones con
suficiente contraste (Figura Suplementaria 3). En los casos en donde mediante DIC
se observaron estructuras tipo gota, se observo una ligera sefial de fluorescencia
por encima de la sefial de fondo dentro de las gotas, lo que sugiere que mCh-DBP
se encuentra enriguecida dentro de las estructuras tipo gota, pero no se descarta
gue otras formas de DBP no fusionadas a mCherry puedan estar favoreciendo la
formacioén de dichas gotas, por lo que estos experimentos son aln preliminares pero
ayudaron a establecer las condiciones de NaCl en donde aparentemente se

favorece la formacién de BMCs con mCh-DBP asociada.
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Figura 24 Condicion 200 mM NaCl de la prueba de LLPS in vitro con mCh-DBP enriquecida 2. Se muestran adquisiciones
representativas de los controles del ensayo y la condicion con 200 mM NacCl; panel A Buffer Tris pH 8.5, panel B se adicion6 un
control de lisado de células no infectadas (Mk), panel C lisado enriquecido mCh-DBP + buffer Tris pH 8.5, panel D lisado
enriquecido mCh-DBP + buffer Tris pH 8.5 + 10% PEG-800 como agente de crowding y en el panel E lisado enriquecido mCh-DBP
+ buffer Tris pH 8.5 + 10% PEG-800 + 200 mM NacCl en donde se observaron estructuras con morfologia tipo gota y una ligera sefial
de fluorescencia asociada a dichas estructuras. Con flechas azules se sefialan ejemplos. Adquisiciones del resto de las condiciones
probadas en este ensayo se encuentran en la Figura Suplementaria 3
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Los resultados obtenidos sugieren que los condensados con sefal de mCh-DBP
tienen la morfologia caracteristica de gotas que se forman por LLPS, en futuros
experimentos sera necesario purificar a mCh-DBP para confirmar que esta proteina
viral puede separar fases por si sola ya que en este trabajo enriquecimos a la DBP,
pero no pudimos descartar presencia de otros componentes celulares o virales en
la mezcla y por tanto tampoco calcular la concentracion de la proteina. Tenemos
gue mejorar el método de cromatografia utilizado y asegurar una muestra mas pura
de DBP ademas de mejorar el rendimiento de produccion de la fusion mCh-DBP,
esto se discutira mas adelante. Como se muestra resumido en el esquema de la
Figura 25 las condiciones preliminares que parecen propiciar la LLPS para DBP
inician entre 100 y 200 mM NacCl, pH 6.5y 8.5 y condiciones de crowding.

[ | pHes | pHss |
Tris-PEG - -
= } " 100mM 200mM 400mM 800 mM ™ 2M
- m m m m
— = — OmM Nacl Nacl NaCl NaCl NaCl Nacl  Nacl
<10+10%PEG N/A -
omMm - [+ Lisado &, t : ..: & @_® 7®
OmM+10%PEG - [+ pH 6.5 'Y
100mM Nacl -f+ 4
200mM Nacl +e ++t Enriquecimiento e o 09
400mM Nacl + + DBP anive O 0% 0] 0® ®—®
800mM Nacl ++ - pH 8.5 [ X
1M Nacl N/A
2M Nacl s N/A

Figura 25 Resumen de estructuras predominantes encontradas en los ensayos de formacion de gotas in
vitro. En la tabla se muestran representadas cualitativamente el nimero de estructuras tipo gota encontradas
en el conteo de las capturas de los campos realizados durante las pruebas de formacién de gota. -- = no
encontrado, --/+= estructuras tipo agregado, -/+= 5-10 estructuras tipo gota, ++= 10-15 estructuras tipo gota y
estructuras complejas, +++=100-200 estructuras tipo gota. En el esquema las condiciones a las que se
encontraba cada muestra y la morfologia predominante en cada condicion.
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DISCUSION

Tanto en nuestro grupo como en otros laboratorios se ha intentado producir de
forma heterdloga a la proteina E1B; sin embargo, esta proteina resulta toxica para
las cepas de expresion probadas y los rendimientos de la proteina son bajos incluso
en sistemas eucariontes como el de baculovirus [65]. Durante mi trabajo de
licenciatura [62] y durante este trabajo tampoco fue posible expresar por separado
en cantidades detectables a los dominios de E1B (N, X y C). No se descarta que
sea posible obtener mejores rendimientos de los dominios utilizando otros sistemas
como bacuolovirus recombinante o sistemas cell free e incluso escalar el cultivo
para producir cantidades de la proteina detectables y que sean suficientes para

hacer ensayos de LLPS.

Por otro lado, si bien el PSPredictor no considero a E1B ni a sus dominios como
candidatos para inducir la separacion de fases; dado que este predictor fue
entrenado Unicamente con proteinas scaffold y no con proteinas reguladoras o
[62]clientes, no se puede descartar que la E1B pueda participar en LLPS. Ademas,
las evidencias acumuladas que se describen en la introduccién sugieren que la E1B
juega un papel importante en la formacion eficiente de los RC de adenovirus, por lo
que sera interesante explorar si la E1B exhibe propiedades similares a las que se
han observado con DBP en células transfectadas con plasmidos que expresan a la
E1B y cada uno de los dominios, ademas de obtener a las proteinas a partir de

lisados de células infectadas.

Algo que cabe destacar es que, en experimentos recientes de colegas de nuestro
grupo de investigacion, en los que se transfecté un plasmido que expresa la misma
fusibn de mCh-DBP, utilizada durante este trabajo, la distribucion de la sefial de
DBP intracelular en ausencia de otras proteinas virales es similar a la observada en
los experimentos in vitro de esta tesis. Se observan estructuras tipo gota desde los
0.2 pg de plasmido transfectado y estructuras complejas RC-like a 0.5 pg de

plasmido [31].
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Hasta ahora las evidencias acumuladas indican que DBP puede inducir la formacion
de BMCs en la célula y si bien los datos obtenidos en este trabajo son preliminares,
de confirmar la prediccion de DBP como molécula tipo scaffold mediante la
cuantificacion de los resultados de los experimentos in vitro, podremos decir que
DBP es una molécula tipo scaffold que forma BMCs por LLPS. Para confirmarlo sera
necesario un sistema mas controlado de condiciones in vitro que se ira discutiendo

a continuacion.

Los resultados preliminares de los ensayos de LLPS in vitro se obtuvieron con
preparaciones que por lo que vimos en los geles tefiidos con Azul de Comassie y
plata aun pueden contener otras proteinas virales y/o celulares, por lo que adn no
se puede confirmar que DBP es un componente scaffold ya que para esto debe
estar purificada. Una vez que confirmemos el método mediante el cual se obtienen
buenos rendimientos de la fusibn mCh-DBP, sera de suma importancia conocer y
definir la concentracion de mCh-DBP necesaria para inducir la formacion de

condensados

Si bien en los ensayos preliminares de LLPS in vitro de este trabajo se pueden ver
estructuras tipo gota a 200 mM NaCl + 10%PEG con una ligera sefial de
fluorescencia asociada, sera importante tener una preparacion de la proteina de
fusion a una mayor concentracion y de esta forma repetir y cuantificar los ensayos.
Una propuesta es obtener el plasmido que expresa la fusion mCh-DBP utilizado por
nuestros colegas [31] y la proteina de fusion se obtendra por transfeccion ya que se
reportaron mejores rendimientos de la banda de alrededor de 100 kDa comparando
con los rendimientos obtenidos en este trabajo por infeccion con el virus mutante
gue expresa la misma fusion. Para detectar a la proteina de fusion se sugiere hacer
inmunotransferencias de nuevo con el anticuerpo B6, pero también con un
anticuerpo anti mCherry para confirmar que tenemos proteina de fusion ademas de
las otras formas de DBP. Para purificar se propone aprovechar la asociacion de
DBP con el DNA [53] y disefiar una columna de afinidad, esto también buscando
evitar el uso de acido como método de elusién ya que desconocemos el efecto de

los cambios de pH en la proteina de fusion.
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A pesar de obtener pequefias cantidades de la proteina de fusion mCh-DBP a partir
de células infectadas, esta parece estar presente en estructuras con las
caracteristicas de gotas que se han reportado en experimentos in vitro de LLPS.
Desconocemos si la proteina asociada a estos BMCs esta fosforilada, por lo que
sera interesante determinar si es necesario el estado fosforilado de DBP para que
esta proteina forme gotas. Para estos experimentos se debera purificar la forma
fosforilada y la no fosforilada, utilizar fosfatasas o hacer experimentos en los que se
hacen sustituciones de los sitios sujetos a fosforilacién para explorar su efecto en
LLPS.

Otra propuesta para futuros experimentos es obtener a Fus o alguna otra proteina
gue ya se haya reportado que separa fases in vitro y utilizarla como control positivo
para nuestros experimentos con mCh-DBP, en donde si bien las condiciones de pH,
concentracion de sal, tiempo de incubacion y concentracion de proteina pueden ser

diferentes entre el control y mCh-DBP, nos puede servir de referencia.

Con DBP purificada se deberan realizar mediciones en tiempo real con las
condiciones encontradas para observar eventos de formacioén, fusion y fision de los
condensados ya que son caracteristicos de BMCs formados por LLPS y también
disrupcion de los condensados al modificar concentraciones de NaCl o agregar
agentes que se han reportado como disruptores de LLPS como el 1-6 hexanodiol.

Los RC de adenovirus son condensados en los que se regula la expresion y
replicacion del genoma viral y donde simultaneamente se controlan las defensas
antivirales de la célula, por lo que son determinantes para las interacciones virus-
célula. No se sabe cuales son las moléculas virales o celulares que permiten la
formacion de los RC de adenovirus en la célula infectada y sera muy interesante
determinar si la DBP tiene una funcion de proteina scaffold en este proceso.
Ademas, otra de las moléculas que serda interesante determinar si participa durante
la formacion de los RCs es el DNA viral (vDNA). Hasta ahora no se ha determinado
cual es el mecanismo responsable de localizar al genoma viral en el nucleo de la
célula infectada, ni como inicia la formacion de los RC; sin embargo, la transfeccion

del DNA de Ad es suficiente para iniciar un ciclo de replicacion productivo y la

66



entrada del genoma viral al ndcleo de la célula infectada es suficiente para dar inicio
a la transcripcién de los genes tempranos del virus, por lo que es un evento
necesario que posteriormente conduce a la formacion de los RCs. Sera interesante
seqguir el efecto de agregar vVDNA previo a la formacion y una vez formados los
BMCs de DBP in vitro y por otra parte poder seguir al vDNA, junto con mCh-DBP

durante la infeccion.

RESUMEN DE RESULTADOS

e Los dominios, amino terminal, central y carboxilo terminal de la proteina
E1B no pudieron expresarse en cantidades detectables utilizando el
sistema pET y la cepa de expresion E. coli C43.

e EI1B y sus dominios no son predichos como proteinas tipo scaffold de LLPS

por el programa PsPredictor.

e Se obtuvo a la proteina DBP en cantidades suficientes tanto por expresion
heter6loga en E. coli, como a partir de lisados de células humanas infectadas
con HAdVS5, pero se puede mejorar el rendimiento y obtener mas proteina de

fusibn mCh-DBP para futuros experimentos.

e Aparentemente DBP se encuentra en estructuras tipo gota que se asemejan
en morfologia a BMCs formados por LLPS, las condiciones en donde se
detectan estructuras tipo gota parecen ser tanto a pH 6.5 como pH 8.5y se
detectan sobre todo a 200 mM NacCl.
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CONCLUSION

Por una parte, las evidencias obtenidas sobre las propiedades de DBP en la célula
infectada y en la célula transfectada sugieren que DBP puede separar fases con
propiedades tipo liquido, en este trabajo las condiciones que se probaron en los
experimentos permitieron obtener datos y condiciones preliminares que son
sugerentes de que la proteina DBP también puede formar estructuras tipo gota in

vitro.

PERSPECTIVAS

Probar otros sistemas de expresion para los dominios de E1B.

e Purificar a mCh-DBP para confirmar si puede funcionar como scaffold de
LLPS.

e Analizar la dinamica de formacién de BMCs formadas por mCh-DBP in vitro
usando microscopia con lapsos de tiempo y FRAP para determinar eventos
de fusion, fisién y disrupcién de los BMCs, y la tasa de difusién de la proteina,

respectivamente.

e Evaluar el papel del DNA viral en la formacion de los RCs tanto en el contexto

celular como in vitro.

68



FIGURAS SUPLEMENTARIAS

DIC+Cy3

A Lisado MK

B Lisado mCh-Ad

C Lisado MK
+10%PEG

Lisado mCh-Ad
+10% PEG
Lisado mCh-Ad
+10% PEG

E 100mM NaCl

Lisado mCh-Ad
F +10% PEG
200mM NacCl

Lisado mCh-Ad
G +10% PEG
400 mM NacCl

Lisado mCh-Ad
+10% PEG
800mM NacCil

Lisado mCh-Ac
I +10% PEG
2 M NaCl

Figura Suplementaria 1 Prueba LLPS in vitro con lisado de células infectadas con mCh-DBP. En cada
caso se realiz6 la mezcla establecida en la seccion “in vitro” de materiales y métodos. Se muestran 2 sets de
fotos de dos campos distintos para cada condicién. Se monté 1pL en un portaobjetos y se cubrié con un
cubreobjetos cuidando no atrapar aire y se utilizo el objetivo 63X con aceite de inmersién tanto para DIC como
para el filtro CY3. Las fotos se tomaron a los 30 min de preparada la mezcla. Cada inciso (A-J) sefiala una
condicion distinta. Las flechas azules marcan algunas de las estructuras tipo gota vistas por DIC.
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Enriquecimiento
>10 KDa

E >10 KDa
+10% PEG
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Enriquecimiento
G >10 KDa
+10% PEG
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Enriquecimiento
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H +10% PEG
400 mM Nacl

Enriquecimiento
I >10 KDa

+10% PEG

800 mM NacCl

3 Enriquecimiento i
>10 KDa )
+10% PEG
1 M Nacl

Enriquecimiento ‘ '

Figura Suplementaria 2 Prueba LLPS in vitro con muestra enriquecida de mCh-DBP 1. En cada caso se
realizé la mezcla establecida en la seccién “in vitro” de materiales y métodos. Se muestran 2 sets de fotos de
dos campos distintos para cada condicion. Se mont6 1pL en un portaobjetos y se cubrioé con un cubreobjetos
cuidando no atrapar aire y se utilizé el objetivo 63X con aceite de inmersion tanto para DIC como para el filtro
CY3. Las fotos se tomaron a los 30 min de preparada la mezcla. Cada inciso (A-J) sefiala una condicidn distinta,
con flechas se marcan algunas de las estructuras tipo gota vistas tanto por DIC como por CY3.
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Figura Suplementaria 3 Prueba LLPS in vitro con muestra enriquecida de mCh-DBP 2. En cada caso se
realizé la mezcla establecida en la seccién ‘in vitro” de materiales y métodos. Se muestra 1 set de fotos para
cada condicién. Se montd 1uL en un portaobjetos y se cubrié con un cubreobjetos cuidando no atrapar aire y
se utiliz6 el objetivo 63X de inmersién con agua tanto para DIC como para el filtro FT580. Las fotos se tomaron
a los 15 min de preparada la mezcla. Con puntas de flecha se sefialan algunas de las estructuras tipo gota
vistas tanto por DIC como por CY3.
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