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RESUMEN

El cancer del cuello uterino es la cuarta causa mas comun de cancer en las mujeres en
todo el mundo, tanto en incidencia como mortalidad. Las infecciones persistentes con
los virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo (los tipos virales, 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) constituyen un factor necesario para el desarrollo de
cancer cervicouterino. Las oncoproteinas virales E6 y E7, juegan un papel central en el
proceso carcinogénico al interaccionar con proteinas celulares como p53 y
retinoblastoma (Rb). Para la sintesis de E6 y E7, el VPH tipo 18 utiliza un RNA
mensajero (MRNA) bicistronico con extremos 5™ no traducidos (5"-UTR, por sus siglas
en inglés 5’ untranslated region) extremadamente cortos; este fendmeno solo se ha
observado en lineas celulares. Dado que no se conocia el mecanismo de expresion
génica de E6 a nivel traduccional, en este trabajo encontramos que en los tumores de
cuello uterino, los VPH-18, -39 y -45, transcriben el mMRNA de E6/E7 con 5'- UTR
extremadamente cortas o incluso sin un 5"-UTR (es decir, de cero a tres nucleotidos de
largo) para expresar E6. Encontramos que la traduccion de E6 de HPV-18 esta regulada
por el motivo ACCaugGCGCG(C/A)UUU, que rodea el codon de inicio AUG, al cual
denominamos iniciacién de traduccion de ARNm sin lider (TILM, por sus siglas en
inglés Translation Initiation of Leaderless mRNAs). Este motivo se conserva en todos
los VPH del género alfa, especie 7 que infectan el epitelio de las mucosas. Ademas,
mostramos que la traduccion de E6 de HPV-18 depende de la estructura del cap del
MRNA, del factor de traduccion elFAE, que reconode al cap de los mensajeros; y de la
helicasa elF4Al, dos factores clave de iniciacion de la traduccién que vinculan la
traduccion y el cancer. Nuestros resultados respaldan la idea de que E6 es el centro de
un bucle de retroalimentacion oncogeénica positiva que involucra a elF4E, la cascada de
mTOR, y p53. El ciclo de retroalimentacion oncogeénica positiva que genera la
oncoproteina E6, nos puede ayudar a proponer nuevos blancos terapéuticos que ayuden
a evitar la traduccion descontrolada de E6. Por ultimo, dado que nosotros encontramos
que al mutar el motivo TILM se disminuye la traduccion de E6, se podria buscar

moléculas terapéuticas dirigidas a este motivo.



ABSTRACT

Cervical cancer is the fourth most common cause of cancer in women worldwide in
terms of both incidence and mortality. Persistent infection with high-risk types of
human papillomavirus (HPV), namely 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, and
68, constitute a necessary cause for the development of cervical cancer. Viral
oncoproteins E6 and E7 play central roles in the carcinogenic process by virtue of their
interactions with cell master proteins such as p53, retinoblastoma (Rb), mammalian
target of rapamycin (mTOR), and c-MYC. For the synthesis of E6 and E7, HPVs use a
bicistronic messenger RNA (mRNA) that has been studied in cultured cells. Here, we
report that in cervical tumors, HPV-18, -39, and -45 transcribe E6/E7 mRNAs with
extremely short 5' untranslated regions (UTRs) or even lacking a 5' UTR (i.e., zero to
three nucleotides long) to express E6. We show that the translation of HPV-18 E6
cistron is regulated by the motif ACCaugGCGCG(C/A)UUU surrounding the AUG
start codon, which we term Translation Initiation of Leaderless mMRNAs (TILM). This
motif is conserved in all HPV types of the phylogenetically coherent group forming
genus alpha, species 7, which infect mucosal epithelia. We further show that the
translation of HPV-18 EG6 largely relies on the cap structure and elF4E and elF4Al, two
key translation initiation factors linking translation and cancer but does not involve
scanning. Our results support the notion that E6 forms the center of the positive
oncogenic feedback loop node involving elF4E, the mTOR cascade, and p53. The
positive oncogenic feedback loop generated by the E6 oncoprotein may help us to
propose new therapeutic targets to help prevent uncontrolled translation of E6. Finally,
since we found that mutating the TILM motif decreases E6 translation, we could search

for therapeutic molecules targeting this motif.



INTRODUCCION

1. Virus del papiloma humano (VPHS)

Los VPHs son los agentes infecciosos mas frecuentemente transmitidos por contacto
sexual en todo el mundo (Schiffman et al., 2003). De hecho, las infecciones persistentes
con los VPHs, son el principal factor de riesgo para el desarrollo de céancer
cervicouterino (CC). Este tumor es la cuarta causa de cancer en mujeres en todo el
mundo, tanto en incidencia como en mortalidad. En el 2018 se diagnosticaron
aproximadamente 570,000 de CC y se reportaron 311,000 muertes a causa de esta
enfermedad (Chirenje et al., 2020; Bray et al., 2018). EI CC es mucho mas frecuente en
paises de bajos ingresos, debido a que no cuentan con suficientes programas de
deteccion, y tampoco con recursos suficientes para el tratamiento e implementacion de
campafias de vacunacién (Forman et al., 2012). En México, en el 2020 se registraron
9,439 nuevos casos de CC, que representan el 4.8% de todos los canceres. En mujeres
el CC ocupa el segundo lugar de incidencia (Ornanizacién mundial de la salud, 2020).

Se han caracterizado alrededor de 221 tipos de VPH, y con base en la secuencia
de la proteina L1, se pueden clasificar en cinco principales generos filogenéticamente
relacionados: alfa (a)), beta (B), gamma (y), Mu (1) y Nu (v) (Figura 1). Los géneros
presentan un 60% de identidad y se representan con una letra del alfabeto griego. Dentro
del género, cuando la identidad es del 60-70% se denominan especies, y cuando la
identidad es del 71-89% dentro de una especie, se consideran tipo (Bernard et al., 2010
y de Villeres et al., 2004).

Los VPH también se pueden clasificar en cutaneos (infectan la piel y tienen la
capacidad de desarrollar verrugas comunes) y mucosos (infectan mucosas). Los VPHs
mucosos estan agrupados dentro del género alfa, y se dividen en virus de bajo riesgo
(LR, por sus siglas en inglés Low Risk), causantes de condilomas y/o verrugas genitales,
y virus de alto riesgo (HR por sus siglas en inglés High Risk), que tienen la capacidad
de generar CC y otros tipos de cancer como de ano, vulva, vagina, pene y orofaringeos
(Schiffman et al., 2007). Los principales tipos virales encontrados en biopsias de tumor

son los tipos 16 y 18; se estima que aproximadamente estos dos tipos virales causan el



70% de todos los casos reportados (Chirenje et al., 2020). En México los primeros 3

lugares de prevelancia los ocupan los tipos virales 16 con un 21.9 %, el 18 con un 9.9
% y el 31 con un 4.0% (Luna-Aguirre et al., 2018)

Linea que divide
las especies

. Subtipos de alto rlesgo\lqés
comunes relacionados con.el
cancer \

. Subtipos responsables del 90%\“-\\.
W\

de verrugas genitales \ "\

Subtipos responsables de las
verrugas comunes

Figura 1. Mapa filogenético de los principales géneros de los VPHs. Se muestran los
principales géneros de los VPH (alfa, beta, gamma, mu y nu). Los numeros representan los
tipos de VPH, y las lineas que separan estos numeros son las especies. Se sefialan en verdes las

especies 7 'y 9 de los alfa VPH, en estas especies se encuentran los VPH-HR. Modificado de
Crow, 2012

1.1 Caracteristicas de los VPHs

Los VPHSs pertenecen a la familia Papillomaviridae, son de DNA de doble cadena,
pequefios y encapsulados de 55 nm de diametro, tienen una forma icosaédrica y estan
compuestos por 72 capsdmeros. Su genoma mide aproximadamente 8000 pb y se divide

en tres regiones: la region temprana (E, por sus siglas en inglés Early), la region tardia



(L, por sus siglas en inglés Late) y la Region Larga de Control (LCR, por sus siglas en
inglés Long Control Region) (Figura 2) (Zheng et al., 2016).

La regién temprana ocupa aproximadamente el 50% del genoma y codifica para
seis proteinas: E1, E2, E4, E5, E6 y E7. Estas proteinas estan encargadas de la
regulacion transcripcional, la replicacion del DNA viral, y la transformacion e
inmortalizacion celular (Tabla 1). La region tardia ocupa el 40% del genoma y codifica
para las proteinas de la cépside: L1 y L2. La region larga de control ocupa el 10%
restante del genoma viral, esta region no codifica para ninguna proteina; pero contiene
el origen de replicacion y multiples sitios de union a diversos factores que son
importantes para la regulacion ya que activan o reprimen la transcripcion (Zheng et.
al., 2016).

\’G?‘ \

8000/0

L1

Figura 2. Organizacion del genoma de los VPH. Representacion esquematica de la
organizacion de los genes tempranos (E6, E7, E1, E2, E4 y E5), tardia (L1 y L2) y la Regidn
Larga de Control (LCR).



Tabla 1. Proteinas virales y sus principales funciones

Proteina viral Funcion

El Proteina de union al origen, helicasa
dependiente de ATP, involucrada en la
replicacion del genoma

E2 Regulador de la transcripcion de genes virales,
se asocia con E1

E4 Se expresa abundantemente como proteina de
fusion con E1"E4, desestabilizadora de la red
del citoesqueleto, liberacién y transmision del
virus

E5 Proteina transmembranal, interactia con el
receptor EFG activando vias mitogénicas .

E6 Impulsa el ciclo celular que permite la
amplificacion del genoma en las capas
epiteliales superiores, asociaciéon con la
proteina E6AP y degradacion de p53, union a la
proteina PDZ, activacion hTert

E7 Impulsa el ciclo celular permitiendo la
amplificacion del genoma en las capas
epiteliales superiores, asociacion y degradacion

de pRB,

L1 Principal proteina de la capside, se ensambla en
capsides pentamericas, formando el virion
icosaédrico

L2 Proteina menor de la capside, involucrada en la

encapsidacion del ADN viral, facilita la entrada
y el tréfico viral

1. 2 Ciclo viral de los VPHs

El ciclo de vida de los VPHSs esta estrechamente ligado a la diferenciacion del epitelio
escamoso. Los VPHs infectan a células indiferenciadas del epitelio basal;
posteriormente el ciclo de vida continta en las células hijas, ya diferenciadas en las

capas superiores del epitelio (Hong et al., 2013).



Para la infeccion se requiere la presencia de una micro lesion, que permita que
los viriones lleguen a las células basales. La entrada del virus a estas células requiere
diversas interacciones moleculares que involucran a antigenos virales y a receptores
celulares. Diversos modelos experimentales sugieren que la infeccion requiere de la
interaccion de la proteina L1, con proteoglicanos de heparan sulfato, como receptores
primarios; posteriormente, diversos cambios conformacionales de la capside que
incluyen la escision del extremo N-terminal de la proteina L2, por la proteasa celular
furina, facilita la transferencia a un receptor secundario que permite la internalizacion
del virus. Por endocitosis, el virus es transportado hacia el nicleo a través del reticulo
endoplasmatico, y del aparato de Golgi. Posteriormente una serie de interacciones y de
cambios estructurales en la vesicula permiten la decapsidacion y la liberacion del
genoma viral cerca de la membrana nuclear. El genoma viral entra al nucleo a través de
poros nucleares e inicia la replicacion viral (Kombe et al., 2021).

Una vez que el genoma viral llega al ndcleo, los primeros genes en expresarse
son E1 y E2; estos mantienen el genoma episomal en un bajo nimero de copias y
retardan la diferenciacion de las células basales, lo cual favorece la proliferacion de
células basales infectadas (Doorbar, 2005 y 2012). Cuando las células basales empiezan
a diferenciarse se inicia la expresion de los genes E6 y E7, impulsando a las células a la
fase S del ciclo celular, creando un ambiente propicio para la replicacion del genoma
viral, y la proliferacion celular que es necesaria para la produccion de viriones
infectados e incrementar el nimero de células infectadas. Una vez que las células
infectadas se encuentran en las capas superiores del epitelio, se inicia la expresion de
los genes tardios L1y L2, que son las proteinas estructurales de la capside, y con esto
el ensamblaje de los viriones. También en la capas superiores del epitelio se expresa el
gen E4, que ayuda a la liberacion de los viriones a través de la descamacion celular
(Figura 3) (Doorbar, 2005 y 2012).



Normal Infeceién Neoplasia intraepitelial 1/2/3 Cincer invasivo

A W Liberacion de los viriones * Descamacién

Entrada del virus

Li *
12
E4 . O

Estrato corneo

E7

E6 ] Estrato granular

-

ES

E4 ko (o
Infeccion
viral

Estrato espinoso

E2
El

Estrato basal

Membrana

@ @o @ Células infectadas ¥ VPH

o Células normales @ Células cancerigenas

Figura 3. Ciclo viral de los VPH. Los VPH ingresan a las celulas del estrato basal a traves
de microlesiones. La flecha verde muestra la expresion secuencial de las proteinas virales a
través del epitelio estratificado. La flecha gris representa la transformacion celular, que va

desde células normales, hasta células cancerigenas. Tomado de Kombe et al., 2021.

1.3VPH y cancer

Las principales proteinas encargadas de la transformacion celular maligna en los virus
del papiloma humano de alto riesgo son E6 y E7. Estas no tienen ninguna actividad
enzimatica; sin embargo, son capaces de unirse a un gran namero de proteinas celulares
y alterar sus caracteristicas (Tommasino et al., 2014). Las interacciones proteicas
viral/celular, mejor caracterizadas, son la de E6, con el supresor de tumores p53; y la
de E7, con el supresor de tumores de la proteina del retinoblastoma (pRB).

El supresor de tumores p53 es conocido como el guardian del genoma, ante
cualquier dafio al DNA p53 puede detener el ciclo celular, activar enzimas de reparacion
del DNA, vy si todo falla, inducir la apoptosis (Levine et al. 2009). La proteina E6 se
une a p53y a la proteina de unién a E6 (E6AP). Con la formacion de este complejo p53

se ubiquitina y es llevado a degradacion via proteosoma. Por lo tanto, las células que



expresan E6 pierden a p53, y son susceptibles a la acumulacion de mutaciones, y
permiten que las células se transformen (Figura 4) (Duensing et al., 2004).

Por su parte, pRb juega un papel importante en la regulacion del ciclo celular, en
la transicion de la fase G1 a S, evitando que las celulas con algun dafio repliquen su
DNA. El supresor de tumores pRB se une a factores de transcripcion E2F1-3, que
intervienen en la expresion de muchos genes que codifican reguladores positivos del
ciclo celular, como las ciclinas E y A. En células normales, la hiperfosforilacion de pRB
libera a los factores de transcripcion E2F1-3, y promueve la progresion del ciclo celular.
La proteina E7 se une a pRB, lo que conduce a una activacion incontrolada de E2F1-3.
También E7 puede promover la degradacion de pRB via ubiquitina-proteosoma.
Cuando las células expresan E7, experimentan una proliferacion descontrolada (Figura
4) (Duensing et al., 2004). Se ha demostrado que las proteinas E6 y E7 desacoplan la
duplicacion del centrosoma en la division celular, y como resultado las células
acumulan defectos mitéticos (Duensing et al., 2000). También se ha observado que E6
y E7 inducen perturbaciones del huso mitotico, que tiene como consecuencia una mala
segregacion cromosomicay un alto grado de recombinacion. La integracion del genoma
viral en el DNA celular es importante para la progresion de lesiones premalignas al
desarrollo de cancer (Wentzensen et al., 2004).

Aungue E6 y E7 tienen una gran capacidad para la transformacion celular, la
mayoria de las infecciones con VPH de alto riesgo no llevan al desarrollo de cancer. Se
sabe que mas del 70% de las mujeres sexualmente activas se infectan con VPH por lo
menos 1 vez en su vida; sin embargo, la mayoria de las infecciones son asintomaticas,
y el sistema inmune las elimina aproximadamente en 24 meses (Ostor, 1993). El
desarrollo de cancer esta asociado a infecciones recurrentes. Durante estas infecciones
recurrentes se facilita la acumulacion de dafio al DNA, que con el tiempo puede llevar

al desarrollo de cancer (Jabbar et al., 2012).
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Figura 4. Mecanismos de accion de las oncoproteinas E6 y E7. Ejemplo de cdémo
interacciona E6 con diferentes proteinas celulares, entre estas p53, que al formar el complejo
E6AP-E6-p53, lleva a la degradacién de p53 via proteosoma. Del mismo modo E7, al
interaccionar con pRb, libera al factor de transcripcion E2F1-3, estimulando la progresion del

ciclo celular. E7 también lleva a la degradacion de pRb via proteosoma.

2. Traduccion

La traduccion o sintesis de proteinas, es un proceso complejo, en el cual la informacion
contenida en los acidos nucleicos es traducida a aminoacidos, este proceso es
fundamental para el desarrollo de la vida. El encargado de traducir el mensaje contenido

en el RNA mensajero (MRNA) es el ribosoma (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de la estructura del mMRNA y del ribosoma 80S. A) Ejemplo de un

mRNA mensajero tipico eucaridtico. Se muestra la estructura del cap en el extremo 57, y en el
extremo 3” se muestra la cola poli(A). También se muestran las regiones no traducidas (UTR,
por sus siglas en inglés untranslated region) 5y 3". La region que serd traducida se conoce
como marco de lectura abierto (ORF, por sus siglas en inglés Open Reading Frame). Por
altimo, en verde se muestra el codon de inicio AUG, y en rojo uno de los tres codones de
término UGA. B) Esquema del complejo ribosémico 80S, formado por las subunidades 60S y
40S. La subunidad 60S contiene el centro peptidiltransferasa (PTC, por sus siglas en inglés
Peptidyl Transferase Center) responsable de la formacion del enlace peptidico. La subunidad
40S contiene los 3 sitios de unién al tRNA. El sitio A contiene al tRNA aminoacilado, el sitio
P une al peptidil-tRNA y el sitio E une al tRNA desacilado.

La traduccion en eucariontes se puede dividir en cuatro etapas: iniciacion,
elongacion, terminacion y reciclaje. En términos generales, en la iniciacion, el ribosoma
se une al codon de inicio (AUG) en el mMRNA con el tRNA iniciador (metionina-tRNAI),
unido al sitio peptidil (P) del ribosoma. En la elongacion, los tRNA aminoacilados
entran al sitio aceptor (A) ribosomal, para llevar a cabo la decodificacion. Si es el tRNA
correcto, el ribosoma cataliza la formacion del enlace peptidico. Después, se lleva a
cabo la translocacion para dejar libre el sitio A. Este proceso se repite hasta decodificar
todo el marco de lectura abierto del mRNA. La terminacion tiene lugar cuando en el
sitio A ribosomal entra un codon de término y el péptido se libera del ribosoma. En la
ultima etapa, el reciclaje, las subunidades ribosomales se disocian, liberando el mMRNA

y Se preparan para una nueva ronda de iniciacién (Pelletier et al., 2019).
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2.1 Iniciacion

La iniciacién es la etapa mas compleja y requiere de un gran nimero de factores de
iniciacion (elFs, por sus siglas en inglés eukaryotic initiation factors). En la tabla 2 se
muestra de manera resumida la funcion de los elFs (Jackson et al., 2010, Hinnebusch,
2014).

Tabla 2. Factores de iniciacion (elFs) y su funcién

Fator Funcion

elF1 Participa en el reconocimiento del codon de inicio y promueve
el mecanismo de scanning

elF1A Promueve el scanning y se une a la subunidad ribosomal 40S
en el sitio A, impidiendo la unién de un tRNA a este sitio,
durante la etapa de iniciacién

elF2 Se une y recluta al tRNA iniciador a la subunidad 40S en el
sitio P

elF2B Factor de intercambio de nucledtidos de guanina, regenera al
elF2 a su forma activa

elF3 Mantiene a las subunidades ribosomales separadas, une a la
subunidad ribosomal 40S con el complejo elF4F

elF4A Forma parte del complejo elF4F. Es una helicasa dependiente
de ATP, que desarrolla estructuras secundarias en el 5°-UTR
del mMRNA

elF4B Estimula la actividad helicasa de elF4A

elF4E Forma parte del complejo elF4F. Une al RNA mensajero
(mMRNA) por medio del cap

elF4G Factor de andamiaje que une a los factores elF4E, elF4A, elF3
y a la proteina PABP

elF5 Proteina activadora de GTPasas que estimula la actividad de
elF2

elF5B GTPasa que promueve la formacion del complejo ribosomal
80S
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elF6 Se une a la subunidad ribosomal 60S y la unién prematura con
la subunidad 40S

DHX29 Se une a la subunidad 40S y promueve el mecanismo de
scanning cuando el 5°-UTR esta altamente estructurado

PABP Se une a la cola poli(A) del mMRNA y al factor elF4G,

promoviendo la circularizacion del mMRNA.

El proceso de inicio de la traduccion se lleva a cabo de la siguiente manera (Jackson et
al., 2010, Hinnebusch, 2014):

Reclutamiento del mMRNA por el complejo elF4F (activacion del mRNA).
La proteina elF4G se une a los factores elF4E y EIF4A, formando el
complejo elF4F. El factor elFAE une al mMRNA por medio del cap ubicado
en el extremo 5°de los MRNA.

Formacion del complejo de preiniciacion 43S. Este complejo esta
formado por la subunidad 40S, los factores de iniciacion elF1, elF1A,
elF3, y el complejo ternario formado por elF2-GTP-Met-tRNA™. Este
complejo de preiniciacién se une al 5°-UTR a través de la interaccion de
elF4G con elF3.

Circularizacion del mRNA. La proteina elF4G también interacciona con
la proteina PABP, que se une a la cola poli(A) en el extremo 3. Al
producirse la union entre estas dos proteinas se lleva a cabo la circulacion
del mRNA.

Formacion del complejo 48S. La union del complejo 43S con el mMRNA
unido al complejo elF4F forma el complejo de preiniciacion 48S.
Mecanismo de scanning. EI complejo de preiniciacion 48S escanea el
mRNA en direccion 5°— 37, hasta encontrar el cddigo de iniciacién
(AUG). El reconocimiento del AUG esta mediado por la secuencia que lo
rodea.

Formacion del complejo 80S. Cuando el complejo 48S encuentra AUG
de inicio, se hidroliza el GTP unido al elF2, se liberan todos los factores

y se une la subunidad 60S formando asi el complejo 80S.
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Un mecanismo alternativo de iniciacion de la traduccion el dependiente de IRES (IRES,
por sus siglas en inglés internal ribosome entry site), en el que el ribosoma se une a una
region interna del mRNA, cercana al sitio de inicio de la traduccion (Pelletier et al.,
2019).
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Figura 6. Esquema del inicio de la traduccién. Se muestra la formacion del complejo de
preiniciacién 43S (compuesto de la subunidad 40S, elF2-GTP-Met-tRNAi y elF3).
Posteriormente este complejo se une al complejo elF4F (compuesto por los factores elF4G,
elF4E y EIF4A) unido al cap del mRNA, formando de esta manera el complejo 48S. El
complejo 48S recorre el 5°-UTR del mRNA en direccion 5°— 3’ en busca del codigo de inicio.
A este proceso se le conoce como scanning. Cuando el complejo 48S encuentra el codon de
inicio se liberan los factores de inicio y la posterior se une la subunidad ribosomal 60S,
formando el complejo 80S. Tomado de Merrick and Pavitt, 2018.
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2.2 Elongacion

La elongacion de la cadena polipeptidica comienza una vez que el ribosoma 80S esta
posicionado en el codon de inicio AUG, en el mMRNA con el metionina-tRNAI unido al
sitio P del ribosoma, el segundo coddn del mensajero esté en el sito A del ribosoma. Un
aminoacil tRNA (aa-tRNA) es llevado al sitio A del ribosoma como parte del complejo
ternario (aatRNA-eEF1A-GTP). Una vez que se da el correcto apareamiento del codon-
anticoddn en el sitio A, se lleva a cabo la hidrolisis de GTP del eEF1A. Esta hidrolisis
libera al tRNA del ribosoma y al eEF1A unido a GDP. De esta manera, se puede
continuar con la formacion del enlace peptidico en el centro peptidil transferasa (PTC,
por sus siglas en inglés pepityl tranferase center), que se encuentra en la subunidad 60S.
Posteriormente, se realiza la translocacion para que el tRNA desacilado se cologue en
el sitio E, y el peptidil-tRNA en el sitio P, luego el ribosoma se mueve exactamente 3
nucledtidos en direccion 5°-3’ para colocar el siguiente codén en el sitio A. Esta tarea
es realizada por el eEF2, que al hidrolizar GTP facilita la translocacion. Este ciclo se

repite hasta que se encuentra un codon de término (Dever et al., 2018).

2.3 Terminacion y reciclaje

La terminacion ocurre cuando el codon de paro se ubica en el sitio A del ribosoma. El
coddn de paro es reconocido por el por el factor eRF1, en complejo con con el eRF3 'y
GTP. La hidrélisis del GTP promueve la hidrolisis del péptido y su liberacion del
ribosoma, seguido de la liberacion del péptido, el Factor ABCE1l promueve la

disociacion del ribosoma (Dever et al., 2018).

2.4 Regulacion de la traduccion

La sintesis de proteinas es un proceso biolégico que requiere una gran cantidad de
energia celular para ser llevado a cabo. Por lo tanto, es necesario que, bajo condiciones
de aumento de la demanda de energia celular, la tasa de la sintesis de proteinas se
reduzca. Mediante la reduccion de la sintesis de proteinas, la célula puede guardar y

canalizar energia hacia otros procesos biolédgicos. La regulacion global de la sintesis de
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proteinas se encuentra principalmente en la etapa de iniciacion, pues resulta mas facil
para la célula detener globalmente el proceso cuando este apenas empieza (Sonenberg
et al., 2009).

La fosforilacion es uno de los mecanismos que utilizan las células para la
regulacion de la traduccién. Por ejemplo, la fosforilacion del factor elF2a, inhibe la
traduccion impidiendo la unién de Met-tRNA™4a los ribosomas. Por otra parte, la
hipofosforilacion de la proteina de union a elF4E (4EBP) secuestra a elF4E y evita la
formacion del complejo elF4F (Jackson et al., 2010). Otra forma de regular la
traduccién es por medio de proteinas que se unen especificamente al mMRNA,
impidiendo su traduccion. Para poder traducir dichos mMRNAS es necesario secuestrar o

degradar la proteina inhibidora (Jackson et al., 2010).

2.5 Factores de traduccon implicados en cancer

Diversos estudios demuestran que los niveles altos de traduccion no programada
aceleran el crecimiento celular y conducen a cambios no programados en el ciclo
celular. Por lo tanto, se han implicado un gran nimero de elementos de la maquinaria
traduccional en el desarrollo y progresion del cancer (Tabla 3) (Topisirovic et al.,
2015).

Tabla 3. Factores de traduccion implicados en cancer

Factor de Tipo de cancer Mecanismo Referencia
traduccion
elFAE Vejiga Shuda et al. 2000
Cabezay cuello Berkel et al.2001
Higado Sobreexpresion Robichaud et al. 2019
Colon
Mama
elFAG Pulmén Amplificacion del gen Brass et al. 1997
elF3a Mama Lin et al. 2001
Cervix Sobreexpresion Pincheira et al. 2001
Esofago
Pulmoén
elF3b Mama Sobreregulado Lin et al. 2001
Testicular Niveles transcripcionales Rothe et al, 2000
altos
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elF3h Prostata Niveles transcripcionales | Nupponen et al.1999

Mama altos
elF2 Linfoma de Sobreexpresion Wang et al. 1999
Hodgkins Lobo et al. 2000
Estomago
Colon
Recto
elF4A Higado Niveles transcripcionales Shuda et al. 2000
Piel altos Eberle et al. 1997
elF5 Ovario Amplificacion del gen Guan et al. 2001

El factor de traduccion elF4E es un potente oncogen que se encuentra elevado
en el 30% de los tumores malignos en humanos, incluidos mama, pulmon, vejiga, colon,
préstata, ovario, cérvix, tiroides, higado, cabeza y cuello, asi como en linfomas y
leucemia (Carroll et al., 2013). El incremento en la expresion de elFAE estd asociado
con un mal prondstico. Diversos estudios realizados en lineas celulares y en modelos
animales, han demostrado que la sobreexpresion de elF4E conduce a la transformacion
oncogénica y a la formacion de tumores. A nivel celular la sobreexpresion de elFAE
conduce a una mayot proliferacion y supervivencia (Carroll et al., 2013). Los niveles
transcripcionales de elF4E pueden estar desregulados por diferentes mecanismos:
amplificacion genica, desregulacion transcripcional y estabilidad del mRNA. Estos
mecanismos no son mutuamente excluyentes por lo que dependiendo del cancer pueden
estar presentes los 3 tipos de desregulacion (Carroll et al., 2013). También se ha
observado que la fosforilacién de elF4E impulsa una serie de procesos importantes en
la biologia del céancer, incluyendo la transformacion celular, la proliferacion, la

apoptosis, la metastasis y la angiogénesis. (Yang et al., 2020).
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JUSTIFICACION

Los virus de papiloma humano (VPHSs) son los agentes infecciosos mas frecuentemente
transmitidos por contacto sexual en todo el mundo (Harden et al. 2017). De hecho la
infeccion persistente con los VPHs de alto riesgo resultan ser el factor principal para
que las mujeres desarrollen cancer cervicouterino (Zur Hausen, 2009).

Por otra parte, las oncoproteinas E6 y E7 son transcritas desde el mismo
promotor, generando mMRNAs bisistronicos (Zheng et al., 2006, Wang et al., 2011). En
lineas celulares se ha reportado que los genes de E6 y E7 de VPH-18 expresan al menos
dos poblaciones de mRNAs que resultan de mdaltiples sitios de iniciacion de la
trascripcion, de los cuales el que inicia en P105 es el mayoritario (Graham, 2010; Zheng
and Mbacker, 2006; Thierry, 2009). Las regiones 5" no traducidas de estos mMRNAS
tienen 1-6 nucledtidos de longitud, y el transcrito mayoritario carece de 5’-UTR (por lo
que se denominan mMRNA leaderless) ya que el nucledtido 105 con el que inicia la
trascripcion es la A del codon ATG que inicia la traduccion (Thierry, 2009; Schneider-
Gadicke, and Schwarz, 1988; Thierry et al., 1987). Asi, la estructura de los MRNAs de
E6 y E7 de VPH-18 contrasta drasticamente con la de los mMRNAS eucariontes en
general. EI mecanismo por el cual se traducen los mMRNAs leaderless de E6 y E7 de
VPH-18 permanece completamente desconocido.

Por Gltimo, se ha observado que E6 forma parte de un bucle de retroalimentacion
oncogénica positiva, que involucra a los factores de iniciacién de la traduccion elF4E
(Ghittoni et al., 2010 y Robichaud et al., 2018), elF4A y la cascada de mTOR (Spangle
et al. 2010, 2012) que activa la traduccién dependiente de cap. En general los niveles
de traduccion elevados son una caracteristica en la gran mayoria de los canceres
(Robichaud et al., 2019)

Por todo lo anterior en este trabajo nos interesé estudiar cdmo se traduce la
oncoproteina E6 de VPH-18 durante la tumorigénesis, debido a que su mRNA tiene un
5°-UTR extremadamente corto. Esta caracteristica nunca se ha observado en otros virus
(Mohr, 2016). Entender como se traducen este tipo de mRNAS en procesos
carcinogénicos nos puede ayudar a descubrir nuevos blancos terapéuticos para tratar el

cancer cervicouterino
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Como es la estructura del mMRNA de E6 de VPH-18 en biopsias de tumor?

¢Cdémo se traduce y se regula el mMRNA de E6 de VPH18?

HIPOTESIS

En biopsias de tumor de cancer cervicouterino, el mRNA de la oncoproteina E6 de
VPH-18 tendrd 5°-UTR extremadamente cortas o no tendra un 5"-UTR.

La regulacion de la traduccion de E6 de VPH-18 se encontrara en su ORF.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la regulacion de traduccion del ARN mensajero de la oncoproteina E6 de

los virus del papiloma humano del género alfa 7.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la longitud del 5"-UTR de la oncoproteina E6 de VPHSs de alto riesgo

en tumores.

2. Evaluar cémo se traduce el mMRNA de la oncoproteina E6 con diferente longitud
de 5-UTR.

3. Determinar si la regulacién de la traduccion de la oncoproteina E6 se encuentra

dentro de su secuencia codificante.
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4. Determinar si la traduccion de la oncoproteina E6 depende de los principales

factores de la traduccion canonica (elFAE, elF4Al, cap y cola poli(A).

METODOLOGIA

1. Obtencion de las muestras

Se obtuvo un total de 66 biopsias de carcinomas cervicales o neoplasias intraepiteliales
cervicales grado 3 (CIN3) del Banco de Tumores del Instituto Nacional de Cancerologia
(INCan). Todo de acuerdo con la aprobacion del Comité de Etica y del Comité de Etica
en investigacion de los protocolos: Protocolos de Etica Ref. (016/004 / 1BI) (CEI /
1032/16) e INCAN / Of. CEI 071/16; INCAN / Of. C1 0053/16; y CEI / 1032, de 20 de
enero de 2016) .

2. Extraccion de DNA y RNA

La extraccion de DNA de las biopsias de tumores se realizo con el Wizard Genomic

DNA Purification Kit (Promega) con el siguiente protocolo:

En un tubo Eppendorf de 1.5 mL colocar la biopsia de tumor.

Agregar 600 uL de lisis buffer y 20 uL de proteinasa K.

Dejar incubando a 55 °C en agitacion constante toda la noche (16 horas).

Al dia siguiente, agregar 200 uL de la solucién de precipitacion de proteinas.
Mezclar por inversion y dejar incubar en hielo durante 5 min.

Centrifugar a 14,000 revoluciones por minuto ( rpm) por 5 min.

Recuperar el sobrenadante en un tubo nuevo.

Agregar al sobrenadante 600 puL de isopropanol (precipitacion de DNA).
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Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 min.

10. Eliminar el sobrenadante (la pastilla de DNA se debe observar al fondo el tubo).
11. Agregar 600 pL de etanol al 70% (lavado de pastilla).

12. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 min.

13. Eliminar el sobrenadante
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14. Dejar secar la pastilla (aproximadamente por 10 min)

15. Resuspender la pastilla en 50 uL de buffer de elucion.

16. Cuantificar y guardar a -20 °C.

Por otra parte, la extraccion del RNA total se realizo con el método de Trizol de acuerdo

al siguiente protocolo:

N o gk~ DN

8.
9.

Homogeneizar la muestra utilizando nitrogeno liquido y mortero (para evitar
contaminacion, el mortero se cubre con papel aluminio estéril para procesar cada
muestra).

Pasar la muestra a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y agregar 1 mL de Trizol.
Incubar a temperatura ambiente por 5 min.

Agregar 200 puL de cloroformo

Mezclar con vortex por 15 seg.

Centrifugar a 11,000 rpm a 4°C por 10 min.

La muestra se separa en 3 fases, el RNA se encuentra en la fase acuosa (fase
superior).

Transferir la fase de RNA a un tubo nuevo.

Agregar 500 pL de isopropanol frio ( precipitacion de RNA)

10. Incubar a -20 por 1 hr.
11. Centrifugar a 11,000 rpm a 4 °C por 10 min.

12.Remover el sobrenadante con pipeta (la pastilla de RNA se debe observar al

fondo del tubo).

13. Agregar 1 mL de etanol al 70% y mezclar por pipeteo (lavado de pastilla)

14. Centrifugar a 8,000 rpm a 4 °C por 5min.

15. Remover el sobrenadante con pipeta

16. Dejar secar la pastilla por 15 min a temperatura ambiente.

17.Resuspender la pastilla en 50 pL. de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

18. Cuantificar y guardar a -80°C.

3. Caracterizacion de la longitud de los 5"-UTR
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Para determinar la longitud del 5 -UTR se utilizo la técnica de rapida amplificacion de
los extremos de los cDNA (5”- RACE, 5-Rapid Amplification of cDNA Ends), utilizando
el kit SMARTer™ RACE ¢cDNA Amplification (Clontech). Para obtener el cDNA se

siguio el siguiente protocolo:

1. Para cada reaccion de 5°- RACE mezclar en tubo de PCR (200 pL):

- RNA (1 pg) 1.0 -2.75 uL
- 5°-CDS primer A 1.0 uL
=> H2O0 hasta un volumen final de 3.75 uL

2. Centrifugar a 13,000 rpm por 15 seg.

3. Incubar a 72 °C por 3 min, después enfriar a 42 °C por 2 min (usar el
termociclador).

4. Adicionar 1 pL de SMARTer IIA.

5. Agregar a cada reaccion lo siguiente:

= 5X First-strandBuffer 2.0 uL
= DTT (20mM) 1.0 uL
=> dANTPMix (10 mM) 1.0 uL
=> Rnase inhibidor (40/uL) 0.25 uL

-> SMARTScribe™ reverse transcriptase (100 U) 1.0 uL

6. Incubar a 42 °C por 90 min, después calentar a 70 °C por 10 min (usar el
termociclador).

7. Agregar 20 pLTricine-EDTA buffer.

8. Guardar a -20 °C

Posterior a la obtencion del cDNA se llevo a cabo una PCR para amplificar el
5-UTR, utilizando un oligonucleétido especifico del E6 de VPH 18 (5
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GCAACTGGCCTCTATAGTCC 37) y el UPM (Universal Primer Mix, incluido en el
kit de RACE). Las condiciones de amplificacion se muestran en la Tabla 3.
Reaccion de PCR:

- 10X PCR buffer 5.0 uL
= 10mM dNTPs 1.0 uL
= 50X Advantage 2 polimerasa mix 1.0 pL
- UPM 1.0puL
=> 10 uM primer especifico 1.0 uL
- cDNA 2.5 uL
- H20 38.5 ulL

50 uL. Volumen final

Tabla 4. Programa de amplificacion de los 5°-UTRs

Proceso No. Ciclos Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion inicial 1 5 min. 94 °C
Desnaturalizacién 30 seg. 94 °C
Alineamiento 35 30 seg. 68 °C
Elongacion 3 min. 72°C
Elongacién final 1 5 min. 72°C

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1.5%. Todas las bandas
observadas se cortaron del gel y se purificaron con el kit Zymoclean Gel DNA Recovery
(ZymoResearch) siguiendo las condiciones del fabricante. Las bandas fueron clonadas
en el vector pTZ57R/T del kit InsTAclone™ PCR Cloning (ThermoFisherScientific)

(Figura 7). La reaccion de ligacion se dejé a 4 °C durante toda la noche.

Reaccion de ligacion

= 5X buffer de ligacion 2.0 uL
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=> Vector 1.0 pL
=> T4 DNA ligasa0.4 pL

=> Producto de PCR 5.0 pL
- H20 1.6 L

10.0 pL volumen final
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Figura 7. Mapa del vector pTZ57/T del kit InsTAclone™ PCR Cloning. Se muestran los
diferentes sitios de restriccion y el gen de resistencia a ampicilina. En este vector fueron

clonados todos los productos de RACE.

Las ligaciones se transformaron con las bacterias quimicamente competentes

DHS5a (preparadas con el método deRbCI) con el siguiente protocolo:

1. Descongelar las bacterias competentes en hielo

2. Enun tubo Eppendorf estéril agregar 5 pL de la reaccion de ligacion y 50 pL de
las bacterias competentes.

3. Incubar en hielo por 30 min.

4. Incubar a 42 °C por 30 seg.
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5. incubar en hielo por 3 min. (paso 4 y 5 son el choque térmico)

6. Agregar 450 pL de medio LB

7. incubar a 37 °C por 1 hr en agitacién (600 rpm)

8. Centrifugar a 13,000 rpm por 30 seg.

9. Eliminar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 100 uL.

10. Plaquear los 100 pL en una placa de LB con ampicilina a una concentracion de
100 pg/mL

11.Incubar a 37 °C por 18 hrs.

De las colonias que crecieron en la placa, se seleccionaron 50 colonias y se les
realizo PCR de colonia. La colonia se diluye en los 25 pL de la reaccién. Las

condiciones de amplificacion se muestran en la Tabla 4.

Reaccion de PCR de colonia

- 10X PCR buffer 2.5 uL
- 10 uMdNTPS 0.5 uL
- MgClz 2 uL
=> Primer M13F I pL
=> Primer M13R 1 uL
=> Tagpolimerasa (fermentas) 0.1 uL
- H20 179 ul

25 uL volumen final

Tabla 5. Programa de amplificacion de las PCR de colonia

Proceso No. Ciclos Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion inicial 1 2 min. 94°C
Desnaturalizacion 30 seg. 94 °C
Alineamiento 35 30 seg. 60 °C

25



Elongacién

1 min.

72°C

Elongacion final

1

5 min.

72°C

Los PCRs de colonia se visualizaron en geles de agarosa al 1%. Las muestras

positivas se secuenciaron con el Kit BigDye® Terminator v3.1 Cyclesequencing

(ThermoScientific). Las condiciones de amplificacion se muestran en la Tabla 5. Las

secuencias se analizaron con los programas SnapGeneViewer y SerialCloner 2-6-1.

Reaccion del PCR de secuenciacion

= 10X buffer 2 uL
=> BigDye 1 uL
=> Primer 0.5 uL
- 30 ng producto del PCR 0 300 ng plasmido ~ -------
=> H0 hasta un volumen final de 10 uL
Tabla 6. Programa de secuenciacion
Proceso No. Ciclos Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion 1 1 min. 96 °C
inicial
Desnaturalizacion 15 seg. 96 °C
Alineamiento 25 15 seg. 55°C
Elongacion 4 min. 60 °C

La purificacion de las reacciones de secuenciacion se llevo a cabo con el

siguiente protocolo:

1. Agregar a la reaccion de secuenciacion 2.5 pL de EDTA 125 uyM y

mezclar bien.

2. Pasar auntubo de 1.5 mL. Y agregar 30 puL de etanol al 100%.

3. Dejar incubar a temperatura ambiente por 15 min.
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Centrifugar a 3000 RFC por 30 min.
Eliminar el sobrenadante.

Agregar 30 puL de etanol al 70%
Centrifugar a 3000 RFC por 15 min.

Eliminar el sobrenadante con pipeta. Tratar de eliminar lo mas posible.

© © N o g &

Dejar secar a 37 °C por 45 min.

4. Construccion de los mRNA E6-Fluc

Para la construccion de todos los clones E6-Fluc, se us6 como molde el vector pLUC-
cassette (Gebauer et al. 1999). Este vector tiene un cistron de luciferasa (Fluc) como
reportero y una cola poli(A)71 clonados en el vector pBluescript (Figura 8). Las
construcciones fueron amplificadas por PCR (Tabla 6), usando un primers forward
especifico para cada construccion (Tabla 7). Este primer incluia la secuencia del
promotor SP6, el 5" -UTR especifico de cada construccién (7nt para el VPH16; 0, 3 0
50 nt para las construcciones de VPH 18), y los primeros 45 nucleotidos de la proteina
E6, en marco con los primeros 18 nuclettidos de Fluc. También se realizaron 5
construcciones del VPH 18 con 3 nt de 5-UTR y con mutaciones en el codén 2, en el
coddn 4, en el codon 2 y 3, en el nucleotido +4 y en los 3 nucledtidos antes del coddn
de inicio (Tabla 7). Se realizaron dos construcciones controles de 0 y 50 nucleétidos de
longitud del 5-UTR y el cistron completo de Fluc. Como primer reverse de todas las

construccionesse utilizo el primer T7 (Tabla 7).
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Figura 8. Mapa del plasmido reportero pLuc-cassette. Esta clonado en el vector pBluescript
Il KS (-/+) con el ORF de Fluc y la cola poli(A)71 (Gebauer et al., 1999). Se muestran los
promotores T3y T7, la cola Poli(A)71 ,el ORF de FLuc y diferentes sitios de restriccion. El

vector tiene el gen de resistencia a ampicilina.

Tabla 7. Programa de amplificacion de todas las construcciones

Proceso No. ciclos Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion inicial 1 5 min. 94°C
Desnaturalizacion 30 seg. 94°C
Alineamiento 25 30 seg. 55-65°C
Elongacion 2 min. 68 °C
Elongacion final 1 5 min. 68 °C
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Reaccion del PCR de todas las construcciones

- 10X PCR buffer 2.5 uL
- 10 mM dNTPS 1.0 uL
- 50 mM MgS0.4 2.0 uL
=> Primer Forward 2.0 uL
- Primer Reverse 2.0 uL

= Taq platinum high fidelity (invitrogen) 0.2 uL

- DNA 0.5 uL (50 ng)
- H0 14.8 uL

25.0 uL volumen final

Los PCRs fueron visualizados en geles de agarosa al 0.8%; el peso esperado de
las amplificaciones fue de aproximadamente 1800 pb. Todas las bandas fueron cortadas
y purificadas con el kit Zymoclean Gel DNA Recovery (ZymoResearch) siguiendo las
condiciones del fabricante. Las bandas purificadas fueron ligadas (reaccion antes
mencionada), clonadas en el vector pTZ57R/T (Figura 7) y secuenciadas (protocolo
antes mencionado). Para linealizar las construcciones se cortd 4000 ng con la enzima
Xhol, el corte se visualiz6 en un gel de agarosa al 0.8 % y se purificé con el kit
Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research), siguiendo las condiciones del
fabricante. Posteriormente, se realizo la transcripcion in vitro con el Kit mMMESSAGE
mMACHINE™ SP6 (Invitrogen). La reaccion de transcripcion se incubo por 3 hrsen el
termocicladora a 37 °C, pasando el tiempo se le agregd 1 uL de TURBO DNasa y se
dejo incubar por 30 minutos mas a 37 °C. Por ultimo, los mMRNASs se limpiaron con el
Kit RNeasy MinElute Cleanup (QUIAGEN)siguiendo las recomendaciones del

fabricante. Los MRNAs se cuantificaron y se guardaron en alicuotas a -80 °C.

Reaccion de transcripcion in vitro (mMACHINE™ SP6)

= 10X reaction buffer 2 uL
- 2X NTP/CAP 10 uL
- Enzyme mix 2 uL
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- DNA lineal 500 ng

- H20 hasta un volumen de 20 uL

Tabla 8. Lista de primers de todas las construcciones

Primers E6-FLuc

Primer Secuencia 5"-3"

VPH16 R2 |CTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTG

VPH18 R1 |[GCACTGGCCTCTATAGTGCC

VPH18 R2 |CCCAGTGTTAGTTAGTTTTTCCAATGTGTC

VPH31R1 |[GGGACGACACACCACACGG

VPH31 R2 | GACAAGCAGAACCGGACACATCC

VPH39 R1 | GGGACGACACACCACACGG

VPH39 R2 [ GACAAGCAGAACCGGACACATCC

VPH45R1 | CAGAAACCATTGAACCCAGCAG

VPH45 R2 | GGAGGAAAACGATGAAGCAGATGG

VPH58 R1 | CGACCCGAAATATTATGAAACC

VPH58 R2 | GTGGCCGGTTGTGCTTGTCC

nt-VPH16 | ATTTAGGTGACACTATAGAACTGCAATGTTTCAGGACCCA
Forward CAGGAGCGACCCAGAAAGTTA

Ont-VPH18 | ATTTAGGTGACACTATAGATGGCGCGCTTTGAGGATCCAA

Forward

CACGGCGACCCTACAAGCTACCT
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3nt-VPH18

ATTTAGGTGACACTATAACCATGGCGCGCTTTGAGGATCC

Forward AACACGGCGACCCTACAAGCTACCT
50nt-VPH18 | ATTTAGGTGACACTATAGGGACCGAAAACGGTGTATATA
Forward AAAGATGTGAGAAACACACCACAATACCATGGCGCGCTT
TGAGGATCCAACACGGCGACCCTACAAGCTACCT
Ont-control | ATTTAGGTGACACTATAG
Forward
50nt-control | ATTTAGGTGACACTATAGACGCAATTAACCCTCACTAAAG
Forward GGAACAAAAGCTGGAGCTCGCCCGGGACC
C2-VPH18 |ATTTAGGTGACACTATAGACCATG CGCTTTGAGGATC
Forward CAACACGGCGACCCTACAAGCTACCT
C4-VPH-18 | ATTTAGGTGACACTATAGACCATGGCGCGC GAGGAT
Forward CCAACACGGCGACCCTACAAGCTACCT
C2,3-VPH18 | ATTTAGGTGACACTATAGACCATG TTTGAGGATC
Forward CAACACGGCGACCCTACAAGCTACCT
(+4)-VPH18 [ATTTAGGTGACACTATAGACCATGTCGCGCTTTGAGGATC
Forward CAACACGGCGACCCTACAAGCTACCT
US-VPH18 | ATTTAGGTGACACTATAG ATGGCGCGCTTTGAGGAT

Forward

CCAACACGGCGACCCTACAAGCTACCT
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T7 Reverse

TAATACGACTCACTATAGGG

Primers E6-V5

Ont-VPH18 V5 | ATTTAGGTGACACTATAGATGGCGCGCTTTGAGGATCC
Forward
3nt-VPH18 V5 [ ATTTAGGTGACACTATAACCATGGCGCGCTTTGAGG
Forward
50nt-VPH18 | ATTTAGGTGACACTATAGGGACCGAAAACGGTGTATATA
V5 AAAGATGTGAGAAACACACCACAATACCATGGCGCGCTT
Forward TGAGGATCC
C2-VPH18 | GGTACCATTTAGGTGACACTATAGACCATG CGCTTTG
V5 AG
Forward
C4-VPH-18 | GGTACCATTTAGGTGACACTATAGACCATGGCG
V5 CGC GAG
Forward
C2,3-VPH18 | GGTACCATTTAGGTGACACTATAGACCATG TTTG
V5 AG
Forward
(+4)-VPH18 |[GGTACCATTTAGGTGACACTATAGACCATGTCGCGCTTTG
V5 AG
Forward
US-VPH18 V5 | GGTACCATTTAGGTGACACTATAG ATGGCGCGCTTT
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Forward GAG

V5 CTCGAGTTACGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAGG
Primer reverse | GATAGGCTTACCTACTTGTGTTTCTCTGCGTCGTTGGAGTC

TILM FLuc | ATTTAGGTGACACTATAGACCATGGCGCGCTTT

Forward

TILM ATTTAGGTGACACTATAG ATG
FLucmut

Forward

Letras en café: promotor SP6; letras en negro: 5°-UTR,; letras azules: E6; letras amarillas: FLuc;
letras anarjas: mutaciones; letras verde: enzimas de restriccion; letras moradas: epitope V5;

letras roja: codon de stop; letras subrayadas: motivi TILM.

Para realizar las construcciones E6-FLuc de Ont-VVPH18, 3nt-VVPH18 y 50nt—
VPH18 con un cap no funcional se utilizé la misma construccion antes mencionada, Sin
embargo, para la transcripcion in vitro se utilizé el SP6 MaxiScript in vitro transcription
kit (Ambion), que nos permite cambiar el tipo de cap. Se utilizé el cap no funcional
AppG RNA cap structure analog (New England Biolabs). Se realiz6 el mismo protocolo

de transcripcion in vitro y de purificacion antes mencionado.

Reaccion de transcripcion in vitro (SP6 MaxiScript)

-> 10X reaction buffer 2 uL
- 10 mM ATP 1uL
= 10mM CTP 1uL
= 10 mM UTP 1uL
- 1.0 mM GTP 1uL
= 10 mM Cap 1uL
= Enzyme mix 2 uL
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- DNA lineal 500 ng

=> H0 hasta un volumen de 20 uL

5. Construccion de los mRNA E6-V5

Para la construccion de los mRNAs E6-V5 se utilizé como molde el vector p3XFLAG-
CMV-10 que tiene el ORF de la proteina E6 del VPH 18 (donado por la Dra. Marcela
Lizano, Instituto Nacional de Cancerologia, México). Todas las construcciones fueron
amplificadas por PCR (Tabla 6). Para estas construcciones, el primer forward contenia
la enzima de restriccion Kpnl, el promotor SP6, el 5-UTR especifico de cada
construccion (0, 3 o0 50 nt) y los primeros 15 nucleétidos de la proteina E6. De esta
version también se realizaron las 5 construcciones de 3 nt-VPH18 con mutaciones en el
coddn 2, en el coddn 4, en el coddn 2 y 3, en el nucledtido +4 y en los 3 nucledtidos
antes del codon de inicio. EI primer reverse contenia la secuencia del epitope V5 y el
sitio de restriccion Xhol. (Tabla 7). Las construcciones fueron ligadas y clonadas
(protocolos antes mencionados) en el plasmido pTZ57R/T-poli(A)71(Fig. 9). De cada
construccion se corto 6000 ng con las enzimas EcoRIy Hindlll para liberar el fragmento
linealizado. El corte se visualizd en geles de agarosa al 0.8%, la banda se purifico con
el kit Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research). Posteriormente, se realizo la
transcripcion in vitro con el Kit mMESSAGE mMACHINE™ SP6 (Invitrogen).

Siguiendo el protocolo anteriormente descrito.
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Figura 9. Mapa del plasmido pTZ57R/-poli(A)71. Se muestra el sitio de clonacion multiple.
La cola poli(A)71esté clonada entre Sall y Hindlll. Para clonar los fragmentos se liber6 el ORF

X con Kpnl/Xhol y se clonaron las construcciones con estas mismas enzimas.

6. Cultivo celular

Las lineas celulares HelLa, HacaT y 293T fueron mantenidas en medio DMEM
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% a 37 °C en una atmdsfera de 95%
de O». Las células HeLa elF4AE KD (KD, por sus siglas en inglés Knocked-down ) y las
células HeLa con shRNA inespecifico SC (SC, por sus siglas en inglés scrambled)
fueron crecidas en presencia del antibidtico selectivo zeocina hasta llegar a una
confluencia de 80%, posteriormente se les dio un pase a una caja de 125 cm? en una
dilucién 1:5y se dejé crecer hasta llegar a una confluencia del 90% para posteriormente

procesarlas.

7. Traduccion in vitro

De todas las lineas celulares se realizaron lisados celulares competentes en traduccion
con el siguiente protocolo (Svitkin et. al., 2012):
1. De cada linea celular crecer al menos 6 cajas de cultivo de 175 cm? a una

confluencia entre 75-90%.
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2. Lavar las células con 10 mL de PBS 1X.

3. Agregar 5 mL de tripsina e incubarlas aproximadamente 3 min a 37 °C para
despegarlas.

4. Detener la reaccion de la tripsina agregando 5 mL de medio de DMEM

suplementado con 20% de SFB.

Transferir las células a tubos de 50 mL.

Filtrar las células con una gasa.

Centrifugar las células a 800 rpm por 5 min y eliminar el sobrenadante.
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Lavar las células con 7 mL de buffer isotonico (HNG) frio y centrifugar a 800

rpm por 5 min.

9. Sin agregar mas buffer centrifugar a 1500 rpm por 5 min, eliminar todo el
sobrenadante.

10. Resuspender las células con 2 volumenes de buffer hipoténico (HB).

11. Incubar las células por 30 min en hielo.

12.Lisar las células 18 wveces con un homogenizador (WHEATON®
DounceTissueGrinder, 7 mL).

13. Agregar 1/9 del volumen del lisado de buffer concentrador (CB).

14. Pasar el lisado a tubos de 1.5 mL y centrifugar a 12500 rpm por 10 min a 4°C.

15. Recolectar el sobrenadante y alicuotar.

Buffer isotonico (HNG)
- 35 mM HEPES-KOH pH 7.3
- 146 mM NaCl

- 11 mM glucosa
Esterilizar por filtracion y guardar a 4 °C
Buffer hipotonico (HB)

- 25 mM HEPES-KOH pH 7.3
- 50 mM KCI

- 1.5 mM MgCI2

= 1mMDTT
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Buffer concentrador (CB)
- 25 mM HEPES-KOH pH 7.5
- 1 M KCH3COO
- 30 mM MgCI2
= 30mM DTT

Las reacciones de traduccion in vitro se realizaron de acuerdo a Svitkin, 2004.
La reaccion fue incubada a 30 °C por 60 min, posteriormente la reaccion se detuvo
agregando 2 volimenes de passive lysis buffer (Promega) frio. La expresién fue medida
usando 12 pL de la reaccion y 60 uL de substrato de luciferasa (Luciferase Reporter

Assay Substrate, Promega).

Reaccion de traduccion in vitro

=> Lisado de traduccion 9.0 uL

=> Mix de traduccion 1.2 uL

- 2.5 mM Espermidina 1.2 uL
N° cat. S2626, SIGMA

- mMRNA 1-2 ng/pLL

Mix de traduccion
= 10 mM ATP
- 2.0 mM GTP
- 2.0mM CTP
2.0 mM UTP

200 mM creatinina fosfatasa N° cat. 237911, CALBIOCHEM

>
>

= 1 mg/mL creatina cinasa N° cat. C3755, SIGMA

- 0.2 mM de cada aminoacido N° cat. L4461, Promega
>

125 mM HEPES-KOH pH 7.3
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También se realizaron traducciones in vitro con los lisados comerciales de
germen de trigo (Wheat Germ Extract, Promega N° cat L4380) y de reticulocitos de
conejo (Rabbit Reticulocyte Lysate, Promega N° cat L4960). La reaccion del lisado de
germen de trigo, se incubd a 25 °C por 90 min, y la reaccion del lisado de reticulocitos
de conejo se incubd a 30 °C por 90 min. Ambas reacciones se detuvieron con 10 pL
depassive lysis buffer (Promega). Para medir la expresion de luciferasa se utilizo 12 uL
de la reaccion y 50 pL de substrato de luciferasa (Luciferase Reporter Assay Substrate,
Promega). La traduccion in vitro con el lisado de germen de trigo de las construcciones
E6-V5 se midieron por Western blot.

Reaccion de traduccién germen de trigo

=> Lisado de trigo 6.4 uL
= -Metionina 0.5 uL
- -Leucina 0.5 uL
= Acetato de potasio 0.9 uL
=> RNAsin (Promega N° cat N2122) 0.1 uL
- mMRNA 25ng

- H20 hasta un volumen de 12,5 ulL

-
Reaccion de traduccion reticulocitos de conejo

=> Lisado de reticulocitos9 puL

=> -Metionina 0.14 uL
=> -Cisteina 0.14 uL
- RNAsIn (Promega N° cat N2122)  0.28 uL
-> mMRNA 25 ng
=> H20 hasta un volumen de 14.0 pL
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8. Extraccidn de proteinas y Western blot

Se obtuvieron extractos proteicos de las células Hela elF4E KD y SC. Las células se
lavaron dos veces con PBS 1X y despegaron con tripsina. Se centrifugaron a 800 rpm
por 5 min a 4 °C. Se lisaron con 100 pL de buffer RIPA dejandolas incubar en hielo
por 30 min, posteriormente, se centrifugaron a 15000 rpm por 10 min a 4 °C, se recupero

el sobrenadante y se realizaron alicuotas que se guardaron a -80 °C hasta su uso.

Buffer RIPA
= 50 mM Tris-HCI pH 7.5
- 1 mMEDTA
- 100 mM NacCl
- 1% NP-40

Para el Western blot se cargaron 20 pg de proteina en geles de acrilamida al 12
%, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Pierce ThermoScientific™). Las
membranas fueron blogueadas con leche al 5% en PBT por 1 hr a temperatura ambiente.
Posteriormente, las membranas se incubaron en agitacion con el anticuerpo primario
mouse anti-elF4E (BD, TransductionLaboratories) en una dilucion 1:5000, o con mouse
anti-p-actina (Sigma) en una dilucién 1:10000 por 12 hrs a 4 °C. Las membranas se
lavaron en agitacion cuatro veces con PBT a temperatura ambiente; posteriormente, se
incubaron con el anticuerpo secundario anti-mouse (GE Healthcare) en una dilucion
1:2500 por 1 hr a temperatura ambiente. Se volvieron a lavar 4 veces con PBT y por
altimo se revelaron wusando Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrate(Millipore).

Para el Western blot de las traducciones in vitro con el lisado de germen de trigo,
se cargaron 8 puL de la reaccion de traduccion en geles de acrilamida al 15 %. Se llevo
a cabo el mismo protocolo arriba mencionado. Se utilizé el anticuerpo primario mouse
anti-V5 (Invitrogen) en una dilucion 1:5000 y el anticuerpo secundario anti-mouse(GE
Healthcare) en una dilucion 1:3000.
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Buffer de corrida geles de acrilamida 10X 1 L
- SDS 10 gr
- Tris-Base 30.3 gr
= Glicina 44.1 gr

Buffer de transferencia 1X 1 L

- Tris-Base 3.03 gr
= Glicina 14.0 gr
- Metanol 200 mL (20% V/V)

Buffer PBS 10X 1 L
- NaCl 80.0 gr
- KCI 2.0 gr
- Na2HPOA4 11.5¢r

- KH2PO4 24 gr
Ajustar el pH a 7.4

Buffer PBT
- PBS 1X + 0.2% de Tween 20

Solucién para bloquear
PBT + 5% de leche baja en grasa.

9. Produccidn de proteina recombinante 4E-BP
La metodologia para la sintesis de proteina recombinante se realizode acuerdo aGST

Gene Fusion System de Amersham pharmacia biotech. La proteina 4E-BP se clono en

el vector pGEX 6P2 (Figura 10) y se transformaron en la cepa de E. coliBL-21.
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Figura 10. Mapa del vector pGEX 6P2. Se muestra el ORF de la glutathione S-Transferase
(GST), el sitio de corte de la proteasa PreScission™ Protease y el sitio de clonacion multiple.

Tiene el gen de resistencia a ampicilina (Amp).

Protocolo de purificacion de la proteina recombinante

1. Precultivo. Inocular las bacterias BL21 GST-4E-PB en 10 mL de medio
LB con ampicilina. Dejar crecer en agitacion a 37 °C por 15 hrs.

2. Seinoculan 200 pL del precultivo en 200 mL de LB con ampicilina. Dejar
crecer en agitacion a 37°C hasta alcanzar una O.D entre 0.7-0.8

3. Inducir 4 hrs en agitacion a 37 °C con isopropil B-D-1-

tiogalactopiranosido (IPTG) a una concentracion final de 1mM.

Centrifugar el cultivo a 7700 g por 10 min a 4 °C

Descartar el sobrenadante y colocar el tubo en hielo.

Resuspender la pastilla en 10 mL de buffer de sonicacion.

Dejar incubar 30 min a 4 °C.

Sonicar a una amplitud de 30% durante 4 ciclos de 10 seg.

© © N o g B

Agregar Triton X-100 a una concentracion final de 1%.
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10. Incubar a 4 °C en rotacion por 30 min.

11. Centrifugar a 4°C a 12000 g por 10 min. recuperar el sobrenadante
(lisado) en un tubo nuevo.

12.En un tubo agregar 200 uL de la resina glutation sefarosa 4B.

13. Centrifugar a 4 °C a 500 g por 5 min.

14. Lavar la resina con 2 mL de PBS 1X

15. Resuspender la resina en 200 ul de PBS 1X y agregar el lisado del paso
11.

16. Incubar a 4 °C en rotacién por 45 min.

17. Centrifugar a 500 g por 5 min. Eliminar el sobrenadante.

18. Lavar las perlas 1 veces con PBS 1X, eliminar el sobrenadante

19. Lavar con 1 mL de buffer de corte.

20. Centrifugar a 500 g por 5 min. Eliminar el sobrenadante.

21. Resuspender las perlas en 96 ul de buffer de corte mas 4 ul de la proteasa
PreScission.

22.Dejar incubar a 4 °C por 4 horas.

23. Centrifugar a 4 °C a 500 g por 5 min.

24. Recuperar el sobrenadante

25. Guardar en alicuotas a -80 °C

Buffer de sonicacion
- PBS 1X
=> PMSF a una concentracion final de 1 mM

- 10 mg/mL Lisozima 1 mL

Buffer de corte
= 50 mM Tris-HCI pH 7
- 150 mM NaCL
= 1 mM EDTA

=> 0.01 % Triton X-100
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RESULTADOS

1. Los mRNAs que codifican para oncoproteina E6 de los VPH de alto riesgo de
la especie alfa 7 presentan regiones 5"-UTR extremadamente cortas

La transcripcion del genoma del virus se inicia en mas de una regién promotora,
generando mRNA policistronicos. En los VPH del género alfa, se han caracterizado dos
promotores: el temprano y el tardio (Graham, 2010). Las oncoproteinas E6 y E7 son
codificadas por un mRNA bicistronico, que es transcrito por el promotor temprano
(Graham, 2017). Sorprendentemente, diversos estudios que se han llevado a cabo en
lineas celulares de carcinomas cervicales (Schneider et. al., 1986; Thierry et. al., 1987,
Romanczuk et. al., 1990, Smotkin et. al., 1986 y Wang et. al., 2010) han observado que
en el VPH-18, la transcripcion de E6 genera mRNAs con 5°-UTR extremadamente
cortos. Incluso que la transcripcién comienza en la adenina 105, que es la misma del
coddn de inicio de la traduccién (AUG) del marco de lectura abierto (ORF, por sus
siglas en inglés Open Reading Frame) de E6. La generacién de mRNAs con 5°-UTR
extremadamente corto o sin 5" -UTR es un fendGmeno sorprendente, ya ge en virus no se
ha descrito este fendmeno (Mohr & Walsh, 2016). Debido a que este fenémeno solo se
ha observado in vitro, en este trabajo primero quisimos estudiar si este fendmeno sucede
en biopsias de tumores de cancer cervicouterino y si tiene relevancia en la regulacion
de la expresion geneética del mMRNA de E6. Mediante la técnica de RACE se caracterizo
el 5-UTR del mRNA de E6/E7 aislado de biopsias de tumor de diferentes tipos de
VPH de alto riesgo (Tabla 8). Para el VPH-16, se detectaron dos poblaciones de mRNAS
con 7 y 9 nucledtidos de longitud de su 5°-UTR. Para el VPH-18, se detectaron 5
poblaciones de mRNAs de 0, 1, 3, 4 y 5 nucledtidos de longitud en su 5"-UTR. Sin
embargo, las poblaciones de 0 y 3 nucledtidos fueron las més representadas, con 106 y
135 clones analizados, respectivamente (Tabla 8).

Para el VPH-31, solo se encontrd una poblacién de mRNA con 9 nucleétidos en
su 5°-UTR (Tabla 8). Para el VPH-39 se encontraron dos poblaciones con 3 y 1
nucledtidos en su 5°-UTR (Tabla 8). Para el VPH-45, se encontrd solo una poblacion
con 3 nucleédtidos en su 5"-UTR (Tabla 8). Por ultimo, para el VPH-58 se encontr6 una

poblacion con 217 nucleédtidos en su5"-UTR (Tabla 8). Estos resultados mostraron que
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el mMRNA de EG6 de los tipos virales 18, 39 y 45 en biopsias de tumor se transcriben con

5°-UTR extremadamente cortos (es decir, de 0 a 3 nucledtidos de longitud). In vivo estos

tres tipos virales pertenecen a la especie alfa 7 de los VPH.

Tabla 9. Caracterizacion del 5"-UTR del mRNA de EG6 en biopsias de tumores.

Tipo viral | Longitud del | Secuencia del 5’-UTR Clones Tumores
5-UTR analizados | analizados
16 9 AGAACUGCAAUG 88 4
AACUGCA AUG 16
5 AUACC AUG 57
4 UACC AUG 2
18 3 CC AUG 135 11
1 C AUG 1
0 AUG 106
31 9 ACAGACGCC AUG 15 1
39 3 CCG AUG 35 1
1 GAUG 9
45 3 AGG AUG 70 2
58 217 ..CAGGACT AUG 44 1

2. La sintesis de E6 de VPH-18 es llevada a cabo por mRNAs con un 5-
UTR extremadamente cortos o sin 5°-UTR.

Debido a que encontramos diferentes poblaciones de mMRNAs, decidimos probar la

capacidad de traduccién de las dos poblaciones principales encontradas en el MRNA de

E6 de VPH-18 (0 y 3 nucledtidos de 5°-UTR). Para esto, realizamos ensayos de

traduccion in vitro utilizando un lisado de traduccion de células HeLa. Como se muestra
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en la Figura 11A, clonamos el 5"-UTR de cada construccion, seguido de los primeros
45 nucleotidos de E6 en marco con el reportero de luciferasa (FLuc). Generamos tres
construcciones del mRNA de E6 de VPH-18 con 0, 3 y 50 nucledtidos de longitud en
su 5"-UTR (el 5"-UTR de 50 nucleotidos so6lo se encontré en la linea celular HelLa).
También se genero6 una construccion del MRNA de E6 deVPH-16 con 7 nucledtidos de
5°-UTR; previamente se report6 que este mensajero se traduce dependiente de cap y de
scanning (Stacey, 2000). Como controles, generamos dos construcciones de mMRNAS de
FLuc con 50 nucleétidos de 5"-UTR y sin 5°-UTR. Una representacion esquematica de
estas construcciones se muestra en la Figura 1A. Estas construcciones se transcribieron
in vitro para generar mMRNAS con cap y poliadenilados, que posteriormente se usaron
para realizar los ensayos de traduccion in vitro utilizando los lisados de células HelLa
(Figura 11B).

Como se esperaba, observamos que la traduccién del mMRNA de FLuc control sin
5-UTR (Ont—control) se vio gravemente afectada debido a la pérdida del 5"-UTR, en
comparacion con el mRNA de FLuc control de 50 nucleétidos de 5-UTR (50nt—
control). También observamos que la traduccion del mRNA de VPH-18 con 50
nucle6tidos de 5°-UTR (50nt-VVPH18) y la del mRNA de VPH18 con 3 nucleétidos de
5-UTR (3nt-VPH18), mostraron eficiencias de traduccion similares, y que la
traduccion del mRNA de VPH-18 sin 5-UTR (Ont-VVPH18) muestra la misma
eficiencia de traduccion que el control 50nt—control (Figura 11B). Sorprendentemente,
la construccion de VPH-16 con 7 nucledtidos de 5-UTR (7nt-VPH16) mostrd una
eficiencia de traduccion mas débil que el Ont-VPH18 (Figura 11B).

La capacidad para impulsar la traduccién de todas las construcciones también se
probd en lisados de otras lineas celulares, incluidas HaCat y 293T, con las cuales
obtuvimos resultados similares a los obtenidos en el lisado de HeLa (Figura 11 Cy D).
En ambas lineas celulares el 3nt-\VVPH18 obtuvo la mayor eficiencia de traduccién, y el
Ont-VVPH18 tuvo la misma eficiencia de traduccion que el 50nt-VPH18 y que el 50nt-
control.

También quisimos analizar la eficiencia de traduccién en sistemas distantes, es
decir, en reticulocitos de higado conejo (RRL, por su siglas en inglés, Rabbit

Reticulocyte Lysate) y en lisados de germen de trigo (WGL, por su siglas en
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inglés,Wheat Germ Lysates), como se muestra en la Figura 11 panel Ey F. En el lisado
de germen de trigo observamos que al igual que en los lisados celulares el 3nt—\VVPH18
present6 la mayor eficiencia de traduccion. En reticulocitos de conejo también el 3nt—
VPH18 obtuvo la mayor eficiencia de traduccion en comparacion con el Ont—-VPH18 y
50nt-VPH18.

46



Longitud del 5"-UTR Hel_a
FTraducuién -
e A 3 175
50nt—Control  AAAAAA g
Om MEDAK... FLuc | 8 150
ont—Control to| MEDAK... FLuc |—Aanaan E 125
n c
rTraduccién “g’ 1.00
AUG Al _|
> T 075
50nt—HPV18 #—— MARFEDPTRRPYKLP |EDAK... FLuc —ansman g
50 nt o 0.50
o .
3nt—HPV18  #— MARFEDPTRRPYKLP |EDAK... FLuc F—annnan 8
3l 2 025
i
Ont—HPV18 r:l MARFEDPTRRPYKLP |EDAK... FLuc |—asmman F
7nt—HPV16 e——| MFQDPQERPRKLPQL | EDAK... FLuc |—Anaaaa
. nt| | § /o"“ /o°°
&
HaCaT 293T
- 5 2.00
g 3
81 8175 -
(1] m
E 125 g 1.50
[=] o
=, £ 125
g 1.00 5
1.00
T 0.75 ™ —
3 8 075
§ 0% ® 050
kS .
< 025 =
g £ 025
< 0.00 <
0.00
N o )
OG& ®© K Q‘-\'l'\ Q‘X\‘b
& \/ C)G(\ \X /\b
& & @ PSSR
Reticulocitos de conejo
2 S1.20
E g
o T
E E
g g
=] w
2 z
B 3
= =]
he 8
2 =
g
< <
& «© R W R
o F K
¥ ¥ ¥ g 4
‘9 bﬁo o 430(\ g NS

Figura11l. Los mRNAsdel VPH-18sinun5-UTR o con 5"-UTRs extremadamente cortos
promueven la traduccion de E6. A) Esquema de todas las construcciones. Se indica la
longitud del 5"-UTR de cada construccion, y el codon inicio de la traduccion AUG es indicado
con una flecha. EI 5"-UTR del 50nt-Control es una secuencia arbitraria de 50 nucledtidos del
vector pBluescript(Shahbazian, 2014). Las construcciones de VPH-18 y VPH-16 contienen el
5-UTR del mRNA de E6 de VPH-18 y VPH-16, respectivamente. Se indican los aminoacidos
del 1-15 de VPH-18 o0 VPH-16 en marco con el ORF de FLuc. En todas las construcciones el
codon de inicio de la traduccion de FLuc fue eliminado, por lo que la traduccion de las proteinas
fusionadas solo se puede iniciar en el codén de inicio indicado con una flecha. B-D)
Traduccion in vitro de todas las construcciones en lisados celulares de: (B)HeLa, (C)HaCaTy
(D)293T, y en los lisados de germen de trigo (E) y reticulocitos de conejo(F).
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Utilizando la construccion 50nt-Control analizamos la eficiencia de traduccion
en tres diferentes sistemas (HeLa, reticulocitos de conejo y germen de trigo). Con los
lisados de reticulocitos de conejo y germen de trigo se realizo traduccién in vitro. En el
lisado de HelLa trasnsfectamos el mRNA 50nt-Control. Como podemos observar en la
Figura 12, la traduccion en lisados de germen de trigo fue significativamente mayor

(alrededor de 70 veces) en comparacion con los lisados de HelLa vy reticulocitos de

conejo.

Longitud del 5'-UTR

——

50 nt

FLuc ——AAAAAA

50nt—Control

90 X10°
80 X108
40 X10°

20 X108

10 X10°

1

5 X108

Actividad de FLuc

40,000

20,000 -
0

Reticulocitos Germen Hela
de conejo de trigo

Figura 12. Actividad de FLuc en diferentes sistemas de traduccion. La traduccion in vitro
se llevo a cabo utilizando el mRNA 50nt—control descrito en la Figura 1. También se utilizé el

MRNA para transfectar células HeLa y medir la actividad de FLuc.

Luego analizamos la eficiencia traduccional de los 5"-UTRs en el contexto del
ORF completo de E6 de VPH-18. Como observamos en los resultados anteriores, sélo

se analizaron los primero 45 nucleétidos del ORF de E6, y por esta razon quisimos saber

48


https://www.google.com/search?rlz=1C5CHFA_enMX890MX891&sxsrf=AOaemvKdSgtmb6te-TFFv4uCiv-ldjBLDg:1642107716152&q=transfectar&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjj-On4z6_1AhXrmmoFHVWGDFAQkeECKAB6BAgCEDc

si la mayor eficiencia de traduccion también es mayor con un 5°-UTR de 3 nucledtidos
con la proteina completa. Para esto, clonamos el ORF completo de E6 en fase con el
epitope V5 (Figura 13A) y realizamos su traduccion in vitro. Para estas construcciones,
la traduccidn fue detectada por WB utilizando el anticuerpo anti-V5. Debido a que no
pudimos detectar las proteinas sintetizadas en lisados de HelLa, ni en reticulocitos de
conejo por medio de WB (porque su eficiencia de traduccion es mucho mas baja que
con el lisado de germen de trigo) (Figura 12), utilizamos el lisado de germen de trigo
para estos experimentos. Los resultados obtenidos concuerdan con los antes
mencionados, es decir, la mayor eficiencia de traduccién se obtuvo con el mMRNA de
3nt-VPH18-V5, en comparacion con los mRNAs de Ont-VPH18 y 50nt-VVPH18
(Figura 13B, C). En conjunto, estos resultados muestran que el VPH-18 expresa
MRNAs con 5 -UTR de 0 y 3 nucleo6tidos para traducir a la proteina E6 de una manera
eficiente, este tipo de mRNASs nunca antes se habian observado en virus (Mohr &
Walsh, 2016).
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Figura 13. Los mRNAs de E6-V5 de VPH-18 se traducen eficazmente en lisados de
germen de trigo. A) Esquema de las construcciones utilizadas para la traduccion in vitro. Las
construcciones contienen un 5 -UTR de 50, 3 y 0 nucle6tidos respectivamente, y el ORF de E6

completo en fusion con el epitope de V5. B, arriba) Western blot de las proteinas traducidas

usando para la deteccion el anticuerpo anti-V5. B, abajo) densitometria del Western blot.

3. Los VPH de alto riesgo de la especie alfa 7 presentan una secuencia
reguladora alrededor del coddn de inicio.

Las regiones 5°-UTR juegan un papel importante en el control de la eficiencia de
traduccién de los mMRNAs (Hinnebusch, 2016). Como lo demuestran los resultados
anteriores, los VPHSs 18, 39y 45 presentan mRNAs con 5 -UTR extremadamente cortos

o0 sin un 5"-UTR; este fendmeno nos llevo a pensar que la regulacién de la traduccion
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en este tipo de mMRNASs deberia estar dentro del ORF de EG6, rio abajo del codon de
inicio. Para probar esta hipdtesis, estudiamos la influencia de la traduccién de los
nucledtidos alrededor del coddn de inicio (AUG). Para estos experimentos, utilizamos
la poblacion de mensajeros de VPH-18 mas frecuente y con mayor eficiencia de
traduccién, es decir, el 3nt-VPH18. Hicimos seis construcciones mutando el segundo
coddn del ORF de E6 (C2-3nt-VPH18), el cuarto coddn (C4-3nt-VPH18), el segundo
y el tercer coddn (C2,3-VPH18), el nucledtido +4 ((+4)-3nt-VPH18) y los nucleotidos
-1, -2 y -3 rio arriba del con codon de inicio (US—3nt-VPH18), como control se utilizo
el 3nt—VVPH18 sin ninguna mutacion (WT-3nt-VPH18, descrito en la Figura 11). Como
se muestra en la Figura 14A y B arriba, se realizaron dos versiones de cada mutacion,
una con los primeros 45 nucledtidos de E6 en marco con FLuc, y la otra con el ORF
completo de E6 en fase con el epitope de V5. Como podemos observar en la Figura
14A abajo, la mutacion C2 dio como resultado un efecto inhibidor drastico de la
traduccion del 82%; la mutacion C2,3 llevo a una inhibicion del 100% de la traduccion;
la mutacion C4 condujo a una inhibicion del 30%; la mutacion del nucleétido (+4)
inhibid la traduccion en un 70%; y la mutacién de los nucleotidos -1- -3 inhibieron la
traduccién aproximadamente un 90%. Utilizando el lisado de germen de trigo
analizamos el impacto de dichas mutaciones con el contexto del ORF completo E6
(Figura 14B abajo). Todas las mutaciones tuvieron un efecto inhibidor; pero menos
marcado que en el lisado de células HelLa, es decir, de 35% a 42% de inhibicion de la

traduccion.
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Figura 14. Mutaciones alrededor del coddén de inicio AUG afectan la traduccion del
MRNA de E6 de VPH-18. A, B) Traduccidn in vitro de mRNAs de E6 de VPH-18 con un 5-
UTR de 3 nucledtidos. A) traduccidn in vitro utilizando lisados de HeLa y mRNAs con el ORF
de E6 en marco con el ORF de FLuc. B) Traduccion in vitro utilizando lisados de germen de
trigo y mRNAs con el ORF completo de E6 en fase con el epitope de V5. Como control
positivo se utilizé la construccion E6 de VPH-18 con un 5-UTR de 3 nucledtidos de la Figura
1 (aqui nombrado WT 3nt-VPH18). Se produjeron mutaciones en el segundo codoén (C2—
VPH18), en el cuarto codon (C4-VPH-18), en el segundo y tercer codon (C2,3-VPH18), en el
nucleotido +4 ((+4)-VPH18) y en los nucledtidos -1 — -3 rio arriba del codon de inicio AUG
(US-VPH18). A, arriba) Actividad de FLuc. B, centro)Western blotde las proteinas traducidas
utilizando el anticuerpo anti-V5. B, abajo) densitometria del western blot. Por simplicidad, las

posiciones mutadas se indican como C2, C4, C2,3, +4 y US.
Estos resultados mostraron que la secuencia contexto alrededor del codon de

inicio del -3 al +12, es importante para la traduccion del ORF de E6. Es interesante que

los nucledtidos del 1 al 12 estan conservados en los tipos virales 18, 39, 45, 59, 68, 70
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A r_H Pdeucuién
HPV-18 (5 nt) AUACC AUG GGG CGC UUU GAG
HPV-18 (3 nt) ACC AUG GCG CGC UUU GAG
HPV-18 (0 nt) AUG GCG CGC UUU GAG
HPV-45 (3 nt) AGG AUG GCG CGC UUU GAC
HPV-39 (3 nt) CCG AUG GCG CGA UUU CAC

ol ~ | HPV-39 (1 nt) G AUG GCG CGA UUU CAC

2| g | HeveTo ? AUG GCG CGA UUU CCC

L HPV-68 2 AUG GCG CUA UUU CAC

-] HPV-59 ? AUG GCA CGC UUU GAG

< HPV-97 ? AUG GCG CGA UUU AAA
HPV-16 (9 nt) AGAACUGCA AUG UUU CAG GAC CCA
HPV-16 (7 nt) AACUGCA AUG UUU CAG GAC CCA
HPV-31 (2 nt) ACAGACGCC AUG UUC AAA AAU CCU

= | HPV-58 (217 nt) .ACAAUACC AUG GCG CGC UUU GAG
9 HPV-33 ? AUG UUU CAA GAC ACU
HPV-35 ? AUG UUU CAG GAC CCA
HPV-52 ? AUG UUU GAG GAU GCA

Bajo riesgo

y 97 de los VPH (Figura 15A). Estos tipos virales forman parte de un grupo
monofilogenético del género alfa, especie 7 de los VPH de alto riesgo (Figura 15B). Por
lo tanto, la secuencia ACCaugGCGCG (C/A) UUU, define un motivo novedoso
alrededor del codon de inicio AUG para la traduccion. A este motivo lo denominamos:
iniciacion de la traduccion de mRNA sin lider (TILM, por sus siglas Translation

Initiation of Leaderless mRNAS).

Lengitud del 5-UTR

HPV-11 (12 nt) AGACGAGGCAUU AUG GAA AGU AAA GAU

. AUG
g HPV-6 (12nt] AAACGAGGCAUU AUG GAA AGU GCA AAU
HPV-44 ? AUG GAA AGU GCA AAU
HPV-43 ? AUG ACU GCA CUU AGC
; HPV-54 ? AUG UCU GCU ACU GAA

HPV-61 ? AUG GGA CCG UGC AaU

Figura 15. ElI ORF de E6 de los VPH de alto riesgo del género alfa, especie 7 comparten
el motivo TILM que promueve la traduccion. A) Comparacion de secuencias de los mMRNA
de E6 de diferentes VPH de alto riesgo y de bajo riesgo. Todos los tipos virales del género alfa,
especie 7, comparten una secuencia de nueve nucleotidos (sombreado en gris) rio abajo del
coddn de inicio AUG (resaltado en negritas y subrayado), importante para llevar a cabo la
traduccion. ElI codon AUG que inicia la traduccion se indica con una flecha. EI motivo ACC
AUG GCG CG (C/A) UUU se nombré TILM. La longitud de las 5"-UTR encontradas en
tumores se encuentran entre paréntesis. El signo ? indica las 5"-UTR no caracterizadas. B)
Relacion filogenética entre los tipos de VPH de algunas especies (numeradas) del género alfa

modificado de la referencia 21. Las especies 7 del género alfa estan resaltadas en negritas.
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Para comprobar la importancia funcional del motivo TILM, decidimos probarlo
en un contexto diferente al de E6. Para esto clonamos el motivo TILM y una version
mutada de este en fase con el ORF de FLuc; realizamos traduccion in vitro utilizando
el lisado de reticulocitos de conejo. Como controles utilizamos el Ont—Control y el 50nt—
Control descritos en la Figura 11. Como se observa en la Figura 16B, el motivo TILM
rescata casi al doble la traducciéon del Ont—Control; ademas, al mutar este motivo la
traduccion decayé al mismo nivel que el control Ont-Control. Estos resultados
demuestran que el motivo TILM es importante para promover la traduccion de un
MRNA.

54



A Longitud del 5-UTR

] P Traduccion
50nt—Control ~ &=—laug FlLuc ——AARAAA

Ont—Control ~ # AUG FLuc |—AAAAAA
Motivo TILM
1
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TILM IACC|AUG GCGCGCUW | Flue J—m

TILMmut ®GGGAUGUUUUUUGGG |  Fluc  [——AAAAAA

1.00

0.80
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.

0.40
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n

0.00

Actividad de FLuc (normalizado)

Figura 16. EI motivo TILM promueve la traduccién de ORF de FLuc. A) Esquema de las
construcciones para la traduccion in vitro utilizando el lisado de reticulocitos de conejo. Se
indica la longitud del 5 -UTR de los controles (50nt—Control y Ont-Control); el codén inicio
de la traduccion AUG es indicado con una flecha. El motivo TILM se clono en marco con el
ORF de FLuc (TILM). También se clond su version mutada del motivo TILM (TILM mut). Las

mutaciones del motivo estan en negritas y subrayadas. B) Actividad de FLuc.
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4. La expresion de E6 depende de los factores de traduccion elFAE y elF4Al

La desregulacion de la traduccion conduce a una serie de enfermedades que incluyen el
cancer (Topisirovic, et. al., 2015). Diversos estudios han implicado a un gran nimero
de componentes de la maquinaria traduccional en oncogénesis y progresion tumoral
(Topisirovic et al. 2015). ElI complejo traduccional elF4F es fundamental para la
sefializacion oncogénica, ya que integra sefiales mitogénicas para mejorar la sintesis de
factores pro-crecimiento y pro-supervivencia. Tanto elF4E como elF4Al son
componentes del complejo elF4F y contienen vinculos cruciales entre el inicio de la
traduccion y el desarrollo del cancer (Pelletier et al. 2015; Shahbazian et al. 2014,
Robichaud et al. 2018, Ali, 2017). Se ha reportado que el E6 de los VPH promueve la
proliferacion y la migracion celular en células de cancer de cuello uterino mediante la
regulacion positiva de la transcripcion de elF4E (Wang, 2013), y que elF4E se
sobreexpresa en practicamente todos los carcinomas de cuello uterino (Wang, 2013).
Por todo lo anterior, decidimos determinar la dependencia del mMRNA de E6 de VPH-
18 a diversos componentes de la maquinaria traduccional. Usando lisados de células
HeLa primero analizamos la dependencia a la estructura de cap (m’GpppG), y a la cola
poli(A). Para estos experimentos, utilizamos los mRNAs descritos en la Figura 17A.
Por medio de transcripcion in vitro sintetizamos estos mMRNAS con una estructura de
cap no funcional (ApppG) y una cola poli(A) o con un cap funcional (m?GpppG), pero
sin una cola poli(A), y los utilizamos para ensayos de traduccion in vitro. Podemos
observar que la falta de cap funcional (barras negras) o de la cola poly(A) (barras grises)
produjeron una reduccién de cinco a diez veces la traduccidén en comparacion con los
MRNAs control con uncap funcional y una cola poli(A). Como era de esperarse, la falta
de estos elementos también afecto la traduccion de las construcciones controles (50nt—
control y ont—control) (Figura 17B).
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Longitud del 5"-UTR
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Figura 17. Los 5-UTR de los mRNA de E6 de VPH18 promueven la traduccion
dependiente de cap y de poli(A). A) Esquema de todas las construcciones. Se indica la
longitud del 5"-UTR de cada construccion, y el coddn inicio de la traduccion AUG se indica
con una flecha. EI 5"-UTR del 50nt—control es una secuencia arbitraria de 50 nucledtidos del
vector pBluescript ( Shahbazian, 2014). Las construcciones de VPH-18 contienen el 5°-UTR
del MRNA de E6 de VPH-18. Se indican los aminoéacidos del 1-15 de VPH-18 o VPH-16 en
fase con el ORF de FLuc. B) Traduccion in vitro de todas las construcciones en lisados
celulares de HeLa. Todos los mRNas se sintetizaron con: un cap funcional m’GpppG y cola
poli(A) (barras discontinuas); con un cap no funcional ApppG vy la cola poli(A) (barras

negras); o con un capfuncional m’GpppG y sin cola poli(A) (barras grises).
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Estos experimentos se complementaron con ensayos de traduccién en presencia
de concentraciones crecientes de cap libre. Como control utilizamos el mRNA de E6
de VPH-16 que tiene un 5"-UTR de 7 nucledtidos, y que se demostro que se traduce de
una manera dependiente de cap y de elF4E (Stacey, 2000). En todos los mensajeros se
observé una reduccion de la traduccién aproximadamente de cinco veces (Figura 18A).

Posteriormente, probamos la dependencia de la traduccion a elFAE y a la proteina
de union a elFAE recombinante (4E-BP, por sus siglas en inglés 4E-binding proteins)
del mismo conjunto de mMRNAs. La 4E-BP inhibe la traduccion dependiente de cap al
secuestrar a elF4E. En la Figura 18B, se observa que 4E-BP produjoe una disminucion
en la traduccion del 80% al 90% de todos los mMRNAs (barras negras). Tambien
realizamos traduccion in vitro utilizando células Knocked-down(KD) de elF4E
(Yanagiya, 2012). Como se muestra en la Figura 18C, la falta de elF4E produjo una
reduccion de los niveles de traduccion del 60% al 80% en todos los MRNAs (barras
negras) con respecto a los valores del control (barras discontinuas), es decir, los lisados
celulares tratados con un shRNA (short hairpin RNA, SC) inespecifico.

Por ultimo, nos preguntamos cual es la participacion de elF4Al en la traduccion
de los mMRNAs de VPH-18. Para abordar esta cuestion, realizamos traduccion in vitro
en presencia de concentraciones crecientes de hippuristanol, un inhibidor especifico de
elF4Al y del inicio de la traduccion dependiente de elF4Al (Bordeleau, 2006). Como
se observa en la Figura 18D, el hippuristanol inhibi6 la traduccién de 3nt-VVPH18, Ont—
VPH18 y 50nt-VPH18 hasta un 12% -14% en comparacion con los valores control sin
este compuesto. También el hippuristanol inhibi¢ la traduccion de los mRNAs Ont—
control y 7nt-VVPH16, que se traducen dependientemente de scanning, proceso que
requiere de elF4A. Por el contrario, el control HCV- Control, cuya traduccion es por
medio de IRES y no depende de elF4Al (Bordeleau, 2006) se tradujo al 60% del valor
control sin hippuristanol. En conjunto, estos datos demuestran que la traduccion de
MRNA de E6 de VPH18 depende de la estructura del cap, de elF4E y de elF4Al.
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Figura 18. Los 5-UTR de los mRNA de E6 de VPH18 promueven la traduccion
dependiente de cap, elF4E y elF4A. (A-D) Traduccion in vitro de las construcciones
representadas en la Figura 1 usando lisados de HelLa. En todas las graficas se muestra la
desviacion estandar. (A y B) Traduccidn in vitro en presencia de concentraciones crecientes de
cap libre m"GpppG (A) o del represor de la traduccién 4E-BP (B). C) Traduccion de los MRNA
en lisados celulares tratados con shRNA inespecifico (SC) o con elF4E (KD). (C, abajo)
Western blot de lisados de células tratadas con shRNA inespecifico (SC) o con elF4E (KD).
D) traduccion in vitro de los mMRNA en presencia de concentraciones crecientes del inhibidor
de elF4A hippuristanol que inhibe al elF4A.
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DISCUSION

1. El mRNA de E6 de los VPH presenta 5 -UTR extremadamente cortos y un
nuevo motivo.

En este estudio hemos demostramos que el mMRNA de E6, de los virus del papiloma
humano tipo 18, 39 y 45 presentan 5 -UTR extremadamente cortos, entre cero y tres
nucledtidos. A los mMRNAs con cero nuclettidos en su 5°-UTR se les nombra mRNAs
sin lider (leaderless mRNASs). Ademéas estos mMRNAS contienen un nuevo motivo
ACCaug (GCGCG(C/A)UUU, que promueve la traduccion de la oncoproteina E6.
Hemos nombrado a este nuevo motivo como iniciacion de la traduccion de mRNA sin
lider (TILM, por sus siglas en inglés translation initiation Translation Initiation of
Leaderless mRNAS).

La region 5-UTR determina la eficiencia de la traduccion, ya que es
fundamental para la union del ribosoma y para el scanning, ademas esta region es blanco
de diversas proteinas de union a RNA (Hinnebusch, 2016; Leppek et al. 2018). Por lo
tanto, los mMRNAS con 5-URS de menos de 20 nucledtidos suelen traducirse
deficientemente (Kozak, 1991 y Arribere et al., 2013). Por un lado, en promedio la
longitud del 5"-UTR es de 53 a 164 nucleotidos en eucariontes; por otro lado, los mMRNA
celulares sin lider son bastantes raros (Leppek et al., 2018). Se han reportado mRNAS
con 5"-UTR extremadamente cortos (es decir, menor o igual de 12 nucle6tidos) en el
parasito unicelular Giardia lamblia (Adam, 2000), la levadura Saccharomyces
cerevisiae (Arribere et al., 2013), y en Entamoeba histolytica (Bruchhaus et al., 1993).
En muy pocos genes humanos se han reportado mMRNAS con 5 -UTR extremadamente
cortos, y se ha observado que estos MRNAS presentan el elemento de iniciacion de la
traduccién con 5°-UTRs cortas (TISU, Translation Initiation of Short 5’-UTR). Este
elemento consta de 12 — 30 nucle6tidos de longitud del 5°-UTR (Elfakes et al., 2008,
2011). También se ha reportado que algunos MRNAs mitocondriales tienen 5" -UTRs
con 5 nucle6tidos (Gandin et. al., 2016; Montoya et al., 1981). En virus, mRNAS sin
lider o con 5"-UTR extremadamente cortos nunca han sido reportados in vivo. En este
estudio hemos demostrado que en tumores de CC, los mRNAs de E6 de los VPH-18,

39 y 45 poseen 5 -UTR de cero a cinco nucleétidos. También hemos demostrado que
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la traduccion del mRNA de E6 del VPH-18, con un 5°-UTR de 3 nucledtidos de
longitud, depende del motivo TILM, que rodea el coddn de inicio AUG. Nuestros
resultados encontrados en biopsias de tumores concuerdan con los resultados
publicados previamente en lineas celulares. Wang y colaboradores detectaron un sitio
de inicio de la transcripcion en el nucle6tido 55 que genera mMRNAs con un 5°-UTR de
55 nucledtidos, en tejidos infectados con VPH-18 derivados de queratinocitos
vaginales. En nuestros experimentos no pudimos detectar este inicio de la transcripcion,
muy probablemente debido al tipo de tejido analizado.

Debido a que los virus de papiloma humano tardan afios, inclusas décadas, en
volverse tumorigenénicos, tal vez la ausencia de 5" -UTR hace que el mRNA de E6 pase
desapercibido por los mecanismos celulares de degradacion dirigidos al 5°-UTR. Para
compensar la falta de un 5-UTR, el mMRNA de E6 posee el motivo TILM que es una
secuencia efectiva pero muy lenta para promover la sintesis de la proteina E6.

Es importante sefialar que el motivo TILM estd muy conservado en la especie 7
del género alfa de los VPHs (Figura 15). Por el contrario, los mRNAs de la especie 9
de género alfa (es decir, VPH-16, 31, 58, 11 y 6) contienen 5-UTRs mas largos y no
contienen el elemento TILM. Por tanto, la traduccion del E6 de VPH-16 se realiza de
manera dependiente de cap y de scanning (Stacey et al., 2000).

Anteriormente, el elemento TISU, con la secuencia SAASauggGCGGC (Ses G
0 C), se describié cerca del extremo 5°de los mMRNAs de mamiferos sintetizados
principalmente por promotores sin TATA. La Unica similitud entre los elementos TILM
y TISU se encuentra aguas abajo del codon de inicio AUG. Interesantemente, TISU
impulsa la traduccién de mRNAs con 5 -UTRs muy cortos (con una media de 12
nucle6tidos) (Elfakes et al., 2008, 2011). El elemento TILM es el primer motivo
descubierto que impulsa la traduccibn de mMRNAs sin lider o con 5-UTR

extremadamente cortos en virus.

2. La traduccion del mRNA de E6 de VPH-18 con un motivo TILM depende en
gran medida de elF4E y elF4A1

En el presente estudio hemos demostrado que la traduccién del mMRNA de E6 de VPH-

18 depende en gran medida de la cola poli(A), el cap, elF4E, elF4Al y del motivo

61



TILM. Similar a TISU (Elfakes et al., 20011), el elemento TILM impulsa la traduccion
del mRNA independiente del scanning. El factor de traduccién elF4A es necesario no
solo para el scanning, si no también para la unién inicial de elF4F al extremo 5 de
algunos mRNAs, lo que se denomina “activacion del mensajero” (Merrick, 2015). Por
ejemplo, la iniciacion en EMCV IRES (que no implica scanning) requiere de elF4A
(Lomakin et al., 2000). Recientemente se caracterizo la estructura tridimensional del
complejo de preinicio de la traduccién PIC 48S de humano. Se observé que durante el
reclutamiento del mRNA por el ribosoma, elF4A solo se une a elF3 del complejo PIC
48S, y su afinidad aumenta en presencia de elF4G como parte del complejo elF4F (Brito
et al., 2020). Observamos que la traduccion del mRNAs de E6 de VPH-18 también
depende de elF4A, lo que es congruente con estos hallazgos. Por el contrario, la
traduccion de los mRNAs impulsados por TISU no depende de elF4A (Elfakes et al.,
2011), lo que sugiere un mecanismo diferente para el inicio de la traduccion. Como se
reporté para la traduccion mediada por TISU (Elfakes et al.,, 2011), nosotros
observamos que la traduccion del mRNA de E6 de VPH-18 también depende en gran
medida de la estructura del cap y de elF4E. Una fuerte dependencia por el complejo
elF4F esta respaldada por la dependencia de la cola poli(A) y de PABP, cuya funcién
principal es estabilizar la asociacién del complejo elF4G con el cap (Kahvejian et al.,
2005).

El reconocimiento eficiente del codon de inicio AUG requiere de un 5" -UTR de
12 a 20 nucle6tidos (Pestova et al., 2002; Pisarev et al., 2008) porque cuando el sitio A
de la subunidad ribosomal 40S se coloca en el codon AUG, hace contacto con 17
nucledtidos aguas arriba y 11 nucleétidos aguas abajo del codén AUG (Pisarev et al.,
2008; Brito et al., 2020). Por lo tanto, un lider de menos de 12 nucleotidos colocaria al
cap en el canal de salida del MRNA de la subunidad 40S, y no quedaria completamente
enganchado por los nucledtidos aguas arriba del AUG, lo que lo volveria algo inestable
(Hinnebusch, 2017). En consecuencia, se ha observado en lineas celulares que los 5-
UTRs (de 1 a 5 nucledtidos de largo) impulsan la traduccién mediante mecanismos
alternativos, como la union del ribosoma ensamblado 80S en el extremo 5 del mMRNA,
o0 por elF2-, o iniciacion de la traduccion asistida por elF5B (Pestova et al., 2002;
Akulich etal., 2016; Andreev et al., 2006; Kumar et al., 2016). Por lo tanto, los MRNASs
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de E6 de los VPH-18, 39 y 45 deben de seguir alguno de estos mecanismos alternativos
de traduccion. Debido a su fuerte dependencia por elF4F, lo méas probable es que la
traduccion de los mRNAs de E6 se inicie mediante la union de la subunidad 40S en
lugar del ribosoma 80S. Sin embargo, podria haber una especie de scanning hacia atras

para permitir que el codon de inicio se acomode en el sitio P de la subunidad 40S.

3. La sintesis de E6 establece nuevos circuitos oncogénicos de retroalimentacion
con la maquinaria traduccional

El factor de transcripcion elF4E se sobreexpresa en gran medida en lesiones
precancerosas y carcinomas de cuello uterino causados por VPH (Robichaud et al.,
2019; Ali, 2017 y Asimomytis et al., 2019). La sobreexpresion de elFAE puede conducir
a la tumorigénesis porque mejora la eficiencia de traduccién de los mMRNAs altamente
sensibles a la concentracion de elF4E. Muchos de estos mRNAs codifican para
proteinas que promueven la proliferacion celular, la inhibicion de la apoptosis, la
metastasis, la angiogénesis y la resistencia a la apoptosis, como c-MYC, VEGF, beta-
catenina, ciclina D1, ornitina. Descarboxilasa y BCL-XL (Robichaud et al., 2018; De
Bendetii et al., 2004 y Mamane et al., 2007).

Dado que la oncoproteina E6 VPH promueve la proliferacion y migracion de las
celulas de cancer de cuello uterino a través de la regulacion positiva de la transcripcion
de elF4E (Wang, 2013), nuestros resultados sugieren un nuevo ciclo de
retroalimentacion oncogeénica positiva donde E6 promueve la transcripcion de elF4E y
elF4E, a su vez, regula a la alza la traduccion de E6 (Figura 19 A). Se ha observado que
la oncoproteina E6 de los VPH de alto riesgo, activan la sefializacién del complejo
mTOR 1 (mTORC1), la traduccion dependiente de cap (Spangle et al., 2010, 2012) y
la cascada de mTOR, la cual desencadena la aparicion de carcinomas cervicales
inducidos por VPH (Callejas-Valera et al., 2016). Estos datos sugieren la existencia de
un segundo ciclo oncogénico de retroalimentacion positiva que involucra a elF4E, E6,
y a la cascada de mTOR (Figura 19 B). Tras diversos estimulos, esta cascada
hiperfosforila al inhibidor de elF4E, la proteina 4E-BP, lo que da como resultado un
aumento en la actividad de elF4E y una mayor traduccién de E6, que a su vez activa la

sefializacién de mTORC1 una vez méas. Dado que la cascada de mTOR esta regulada al
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alza en los carcinomas de cuello uterino, y en el 80% de los canceres de endometrio
(Feng et. al., 2009 y Molinolo et al., 2012), los bucles que involucran a E6 y elFAE
aumentan aun mas en estos canceres. La interaccion establecida de E6 con el supresor
de tumores p53 (Ghittoni et al., 2010 y Robichaud et al., 2018), revela la aparicion de
un tercer ciclo de retroalimentacion oncogenica dependiente de elF4E en tumores.
Mientras que en las células normales p53 se une a la oncoproteina c-MYC para evitar
la activacion transcripcional de elF4E, en las células transformadas con E6 se
desencadena transitoriamente la degradacion de p53. De esta manera, la regulacion a la
alza de la traduccion de E6 por la sobreexpresion de elF4E mejora la degradacion de
p53, lo que a su vez conduciria a la activacion transcripcional de elF4E por c.MYC, lo
gue conduciria a una mayor regulacion al alza de la traduccién de E6 (Figura 19 C). La
ausencia de p53 juega un papel importante para la traduccion de E6. En células normales
se ha observado que p53 desfosforila a 4E-BP, provocando un aumento de la union de
4E-BP a elF4E, bloqueando asi la traduccion dependiente de cap. La degradacion de
p53 por E6 permite un aumento en la traduccién de E6 (Figura 19 D) (Constantinou et
al., 2007).

Por otra parte, la integracion del genoma viral a las células huésped es un
fendmeno que se observa en la mayoria de los canceres cervicouterinos. La expresion
de las oncoproteinas E6 y E7 tiene como consecuencia una mala segregacion
cromosomica y un alto grado de recombinacion. Se han reportado transcritos de las
oncoproteinas E6 y E7 con integracion de DNA celular en proteinas virales E1 y E2. La
integracion del genoma celular en esta posicién juega un papel importante en la
regulacién de las oncoproteinas E6 y E7. Se ha demostrado que la region promotora de
los VPH contienen sitios de union a E2 y la union de E2 en esta region reprime la
transcripcion viral. Por lo tanto, la eliminacion de la expresion de E2 conduce a un
aumento en expresion de E6 y E7 (Figura 19 E) (Wentzensen et al. ,2002 y 2004;
Vinther et al., 2005; Lace et al., 2011; Jeon etal., 1995).

En general, este trabajo revela que la traduccion de E6 parece desempefiar un
papel central en la interaccion entre elF4E, E6, mTOR, c-MYC y p53 para promover

fenotipos tumorigénicos en infecciones por VPH de alto riesgo.
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Figura 19. Ciclos de retroalimentacion oncogénica positiva que involucran a E6 y a
elF4E. A) Se forma un ciclo cuando E6 promueve la carcinogénesis a través de la regulacion
al alza de la transcripcién de elF4E y elF4E, a su vez, regula al alza la traduccion del mRNA
de E6. B) Se forma un segundo ciclo por activacion directa de la cascada mTOR por E6. Esta
cascada promueve la hiperfosforilacion de 4E-BP, inhibidor de elF4E. Las hiperfosforilacion
de 4E-BP liberan elFAE, aumentando su actividad. C) E6, c-MYC y p53 forman un tercer ciclo.
En condiciones normales, p53 se une a la oncoproteina c-MYC, un factor transcripcional que
activa la transcripcion del gen elF4E. ElI complejo p53—c-MYC previene la actividad
transcripcional de c-MYC. En células infectadas con VPH, E6 degrada a p53 lo que conduce a
una regulacion al alza de la activacion transcripcional de el F4E por c-MYC. elF4A1 promueve
la sintesis de E6. D) La ausencia de p53 favorece la traduccion de E6, bloqueando la regulacién
negativa de la traduccion por parte de 4E-BP. E) La formacion de mRNA quiméricos de las
oncoproteinas con DNA celular promueve un aumento en la expresion de E6 y E7. Las
proteinas involucradas en la traduccion estan sombreadas en gris. Un cuadrado con rayas

diagonales muestra el motivo TILM.
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CONCLUSIONES

En biopsias de tumor de cancer cervicouterino el mMRNA de E6 de VPH18

contiene 5"-UTRs extremadamente cortas entre 0 y 5 nucleétidos.

e La poblacion de mRNAs de E6 de VPH18 con 3 nucledtidos en su 5"-UTRs es

la mas representada.

e Los VVPH de alto riesgo de la especie 7 contienen la secuencia reguladora TISU

alrededor del coddn de inicio.

e Latraduccion de E6 de VPH18 es dependiente del cap, elF4E y elF4A.

e La oncoproteina E6 desempefia un rol central en el ciclo de retroalimentacion
oncogénica entre elF4E, E6, mTOR, c-MYC y p53.

PERSPECTIVAS

En este trabajo encontramos un nuevo motivo dentro del marco de lectura del mRNA
de EB6, el cual regula su traduccién, nosotros lo nombramos TILM. Observamos que al
mutar este motivo la traduccion de E6 se ve afectada. Al probar este motivo en un
contexto diferente al de E6, observamos que la traduccion también se ve afectada. Por
lo tanto, como perspectiva de este trabajo, se puede buscar proteinas de union a este

motivo las cuales promuevan o estabilicen la traduccion de EB6.

Por otra parte, observamos que E6 forma un bucle de retroalimentacion positiva que
permite su traduccidén constante. Como observamos que al mutar este motivo la
traduccion de E6 disminuye; este motivo se podria usar como blanco terapéutico para

tratar neoplasias malignas que involucren a E®6.
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Cervical cancer is the fourth most common cause of cancer in women
worldwide in terms of both incidence and mortality. Persistent
infection with high-risk types of human papillomavirus (HPV), namely
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, and 68, constitute a nec-
essary cause for the development of cervical cancer. Viral oncopro-
teins E6 and E7 play central roles in the carcinogenic process by virtue
of their interactions with cell master proteins such as p53, retinoblas-
toma (Rb), mammalian target of rapamycin (mTOR), and c-MYC. For
the synthesis of E6 and E7, HPVs use a bicistronic messenger RNA
(mRNA) that has been studied in cultured cells. Here, we report that
in cervical tumors, HPV-18, -39, and -45 transcribe E6/E7 mRNAs with
extremely short 5’ untranslated regions (UTRs) or even lacking a 5’
UTR (i.e., zero to three nucleotides long) to express E6. We show
that the translation of HPV-18 E6 cistron is regulated by the motif
ACCaugGCGCG(C/A)UUU surrounding the AUG start codon, which
we term Translation Initiation of Leaderless mRNAs (TILM). This motif
is conserved in all HPV types of the phylogenetically coherent group
forming genus alpha, species 7, which infect mucosal epithelia. We
further show that the translation of HPV-18 E6 largely relies on the
cap structure and elF4E and elF4Al, two key translation initiation fac-
tors linking translation and cancer but does not involve scanning. Our
results support the notion that E6 forms the center of the positive
oncogenic feedback loop node involving elF4E, the mTOR cascade,
and p53.

HPV | E6 | translation | cancer | TILM

apillomaviruses comprise a diverse group of DNA viruses

that infect cutaneous or mucosal epithelial cells of mammalian,
reptile, and bird species. A total of 221 human papillomaviruses
(HPV) types have been identified that cause diverse diseases
ranging from benign warts to invasive tumors (1, 2). HPVs play key
roles in developing cancer in the anus, vagina, vulva, penis, head,
and neck. In cervical epithelium, persistent infection with high-risk
(HR) HPVs dramatically increases the risk of development of both
squamous cell cancer and adenocarcinomas (2).

Several prophylactic HPV vaccines have been licensed for clinical
use, and their massive implementation has been successful in some
high-income countries. Still, in many others, their accessibility is
limited because they are expensive and thus available only on a
user-pays basis (3). Therefore, the heavy disease burden of cervical
cancer is paramount for public health worldwide, remaining the
fourth most common cancer in women for both incidence and
mortality and second in low-human development index countries
(4). It is also the most commonly diagnosed cancer in 28 countries.
In 2018, ~570,000 new cases and ~311,000 deaths were reported
around the world (4). HR HPV types 16 and 18 cause ~70% of this
burden across the globe, while the remaining ~30% are caused by
types 45, 31, 33, 58, 52, 35, 39, and 59 (2).

Viral protein E6 plays a central role in the oncogenic properties
of HR HPVs, since its continuous expression along with the
protein E7 leads to cell proliferation and malignant phenotypes
(5). E6 inactivates p53, inhibits apoptosis, forms a complex with

PNAS 2021 Vol. 118 No. 41 2108359118

¢-MYC, disrupts cell adhesion, polarity, and epithelial differenti-
ation, activates telomerase, alters transcription, reduces immune
recognition of HPV-infected cells, activates mammalian target of
rapamycin (mTOR) cascade, and enhances cap-dependent trans-
lation (5). Despite its crucial role in promoting cancer, regulation
of E6 synthesis remains poorly understood during tumorigenesis.
It has been studied primarily in cultured cells at the level of
messenger RNA (mRNA) transcription and splicing but not
translation (2).

In eukaryotes, the vast majority of mRNAs are translated in a
cap-dependent manner. The scaffold protein eIF4G binds both
the cap-binding protein eIF4E and the RNA helicase eIF4A to
form an eIF4F complex in this mechanism. eIF4E recognizes the
cap structure ("'mGpppX, where X is any nucleotide) located at
the 5’ end of the mRNA. Subsequently, a preassembled 43S
preinitiation complex (PIC) comprising the ribosomal 40S subunit,
initiation factors elF1, eIF1A, and elF3, and the ternary complex
eIF2-GTP/Met-tRNAM! is recruited to the 5’ end of the mRNA
via interaction of eIF4G with 43S PIC-associated eIF3. eIF4G also
interacts with the poly(A)-binding protein (PABP) bound to the
poly(A) tail of the mRNA, promoting crosstalk between 5’ and 3’
ends of mRNA that enhances translation. The ribosomal complex
thus formed is termed a 48S PIC. The 48S PIC scans ina 5" — 3’
direction the mRNA 5’ untranslated region (UTR) to reach the
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both incidence and mortality worldwide. The causal agent is a
group of viruses termed high-risk human papillomavirus (HPV).
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is a potent oncoprotein that plays a central role in carcinogen-
esis, but its synthesis remains poorly understood at the level of
mRNA translation. We discovered that in cervical tumors, mRNAs
possessing 5’ UTRs of 0 to 5 nucleotides and harboring the motif
ACCaugGCGCG(C/A)UUU control E6 mRNA translation. This
process is highly dependent on elF4E and elF4Al, two translation
factors linking translation and cancer. We suggest the use of
drugs targeting these factors as antineoplasic compounds for
HPV-caused cancers.
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AUG start codon. During this process, elF4A unwinds the secondary
structure present at the 5 UTR of the mRNA (6, 7).

This study has characterized the E6/E7 mRNA 5" UTRs of HR
HPV types 16, 18, 31, 39, and 45 in uterine cervical tumors. We
also report that HPV-18 uses a strategy for E6 expression, that is,
the translation of mRNAs with extremely short 5 UTR or lead-
erless mRNAs using a conserved motif around the E6 mRNA
AUG start codon but involving no scanning. Moreover, we de-
scribe a dependence of E6 mRNA translation on eIF4E and
elF4Al, two proteins key for cancer development. Our results
support the notion that an interplay, relevant for cancer devel-
opment, between E6, eIF4E, p53, c-MYC, and the mTOR cascade
occur during cervical carcinogenesis.

Results

HR HPVs Express E6/E7 mRNAs with a Structure That Drives Translation.
E6 and E7 oncoproteins are encoded by a single bicistronic mnRNA
transcribed from the early promoter of HR HPVs genome (2).
Studies carried out in cultured cervical keratinocytes and carcinoma
cells and organotypic epithelial raft cultures (8-10) established
that in HPV-18, the early promoter P os drives transcription ini-
tiation predominantly from adenine 105. Intriguingly, nucleotide
105 is indeed the adenine of the translation start codon AUG of
E6 open reading frame (ORF). Thus, HPV-18 early promoter ¥ s
mainly generates mRNAs lacking a 5" UTR in cultured cells. This
phenomenon is rather startling since leaderless mRNAs in viruses
had not been described (11). However, whether this phenomenon
also exists in actual tumors is not known.

Therefore, we first sought to characterize E6/E7 mRNA 5" UTR
isolated from tumors. We purified total RNA from cervical tumors
from patients attending the Gynecology Unit of the National Institute
of Cancer in Mexico City. We performed 5’ rapid amplification of
complementary DNA (cDNA) ends (RACE) experiments. The
resulting bands obtained from every tumor were gel extracted and
cloned and independent clones were sequenced (SI Appendix,
Table S1). For HPV-16, we detected two mRNA populations with
5" UTRs of seven and nine nucleotides, respectively. For HPV-18,
we detected two main mRNA populations harboring 5° UTRs of
zero and three nucleotides long, respectively (SI Appendix, Table
S1). A third, minor population of mRNA with 5° UTRs of five
nucleotides was also observed. As a control, we analyzed E6/E7
mRNA from HeLa cells (which is an HPV-18-positive line) and
detected the same two 5’ UTR lengths previously reported, namely
zero and three nucleotides long (8-10).

For HPV-31, HPV-39, and HPV-45, a single mRNA with a 5’
UTR of nine nucleotides, two mRNAs with 5" UTR of one and three
nucleotides, and a single mRNA containing a three-nucleotide-long
5" UTR were obtained, respectively (SI Appendix, Table S1). These
results showed that HR HPV-18, HPV-39, and HPV-45 transcribe
in tumors E6/E7 mRNAs with extremely short 5’ UTR or even
lacking a 5" UTR (i.e., 0 to 3 nucleotides long).

Our observations raised the question of the ability to drive the
translation of the different E6 mRNAs from HPV-18. To address
this, we performed in vitro translation assays using a cell-free system
from HelLa cells (12). As shown in Fig. 14, we cloned each 5 UTR
obtained from tumors upstream nucleotides 1 to 45 of HPV-18 E6
OREF in frame with the reporter firefly luciferase (FLuc) cistron that
contains a poly(A) tail (13). In these fusions, the FLuc AUG ini-
tiation codon has been eliminated so that the translation initiates at
the AUG start codon of HPV-18 E6 ORF (see arrow in Fig. 14).
We generated three constructs, termed 50 nucleotide (nt)-VPHI18,
3 nt—-VPH18, and 0 nt-VPH18, containing 5 UTRs of 50 (only
found in HeLa cells), 3, or 0 nucleotides from HPV-18 E6/E7
mRNAs, respectively. For comparison, we generated the con-
struct 7 nt—-VPH16 that harbors the 5' UTR from HPV-16 E6/E7
mRNA reported to drive cap- and scanning-dependent transla-
tion (14). We also generated two control FLuc constructs, one
harboring 50 nucleotides of a random sequence as 5 UTR and
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the other lacking a 5" UTR, termed 50 nt-Control and 0 nt—Control,
respectively (Fig. 14). Moreover, an additional group of control
plasmids was constructed in which the E6 AUG initiator codon of
the fused transcripts was mutated toward AAA. Thus, no AUG
codon is present within the FLuc cistron.

Using these constructs as templates, we generated in vitro—
transcribed monocistronic, m’GpppG-capped, and polyadenylated
reporter mRNAs containing the 5 UTRs mentioned above and
used them to perform cell-free, in vitro translation assays using
lysates from HeLa cells (Fig. 1B). As expected, we observed that
translation of 0 nt—Control mRNA was severely impaired due
to the lack of a 5" UTR leader. We then translated the reporter
transcripts containing HPV-18 5" UTRs and observed that 3 nt—
HPV18 and 50 nt—=HPV18 mRNAs showed identical translational
efficiencies and that 0 nt-HPV18 showed the same translational
efficiency as 50 nt-Control. Surprisingly, control mRNA 7 nt—
HPV16 showed a weaker capacity to drive translation than 0 nt—
HPV18 mRNA. None of the reporter mRNAs with the E6 AUG
start codon mutated to AAA showed any translational activity,
ruling out translation driven by internal, non-AUG codons.

The ability to drive the translation of all mRNAs was also tested
in lysates from other model human epithelial cell lines, including
HaCaT, 293T, and CaSki (Fig. 1 C-E), obtaining similar results to
those with HeL a lysates. In both HaCaT and 293T cell lysates, the
3 nt—-HPV18 mRNA conferred the most robust translational ca-
pacity, and the 0 nt-HPV18 was translated as efficiently as the
control mRNAs 50 nt—-HPV18 and 50 nt—Control (Fig. 1 C and
D). In CaSki cell lysates, both 3 nt-HPV18 and 50 nt-HPV18
mRNAs showed the same translational ability and even higher
than 50 nt-Control (Fig. 1E). We also analyzed translation in a
distant system (i.e., wheat germ lysates), observing the same pat-
tern of translation ability of HPV-18 mRNAs, the 3 nt-HPV18
mRNA being the one that conferred the most robust translational
capacity (Fig. 1F).

Next, we analyzed the ability to drive the translation of the
HPV-18 5" UTRs in the context of the actual E6 ORF. Thus, we
subcloned HPV18S full-length E6 ORF in frame with the V5 epitope
(Fig. 1G) and performed in vitro translation. Reporter mRNA
translation was detected by Western blot experiments using an
anti-V5 antibody. While we could not detect the synthesized proteins
in cultured cell lysates or rabbit reticulocytes lysate (RRL), wheat
germ lysates showed higher translational efficiency and allowed us
to detect the synthesis of E6-V5. In agreement with the afore-
mentioned results, we observed that 3 nt-HPV18-V5 mRNA
conferred the strongest translational capacity, as compared to
0 nt—-HPV18-V5 and 50 nt-HPV18-V5 mRNAs (Fig. 1H and SI
Appendix, Fig. S1). Altogether, these results prove that HPV-18
expresses E6/E7 mRNAs with 5' UTRs of three or zero nucleo-
tides to efficiently drive translation. Leaderless mRNA have never
been observed in other viruses (11).

Regulatory Sequence Surrounding the AUG Start Codon. We rationalized
that the presence of an extremely short 5’ UTR or the lack of it
in HPV-18, HPV-39, and HPV-45 E6/E7 mRNAs implied that
the regulatory elements of these mRNAs, if any, might be lo-
cated downstream the AUG start codon. This idea prompted us
to determine whether sequences downstream the AUG start
codon might play a role in E6 ORF translation. We first tested
whether nucleotides 1 to 45 of HPV-18 E6 ORF contain an
internal ribosome entry site (IRES) element. To this end, we used
the bicistronic plasmid FLuc/hairpin/RLuc (renilla luciferase) (13),
in which the first cistron (FLuc) is translated in a cap-dependent
manner and the second cistron (RLuc) is translated in an IRES-
dependent manner. The construct contains a hairpin (4) down-
stream the FLuc cistron that blocks any ribosome readthrough, as
well as a poly(A) tail (ST Appendix, Fig. S24). As shown in SI
Appendix, Fig. S2B, nucleotides 1 to 45 of HPV-18 E6 ORF
placed downstream of the hairpin did not show any ability to
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Fig. 1.

Leaderless mRNAs or mRNAs with extremely short 5° UTRs promote translation of HPV-18 E6. (A) Monocistronic FLuc reporter mRNAs used for in vitro

translation. For all constructs, the 5" UTR length is indicated, and the AUG codon that initiates translation is indicated with an arrow. 5" UTR of 50 nt—Control is
a 50-nucleotide-long arbitrary sequence from the pBluescript vector (15). HPV18 and HPV16 constructs harbor 5’ UTRs of HPV-18 and HPV-16 E6/E7 mRNAs,
respectively. Amino acids 1 to 15 of HPV-18 or HPV-16 E6 in frame with the FLuc cistron are indicated. In these constructs, the FLuc AUG initiation codon has
been eliminated so that the translation of the fusion proteins initiates at the indicated AUG start codon (arrow). (B-F and H) In vitro translation of capped and
polyadenylated reporter transcripts in cell-free translation systems. SDs are shown. (B) Hela, (C) HaCaT, (D) 293T, (E) CaSki, and (F) wheat germ. (G and H)
Monocistronic, capped, and polyadenylated HPV-18 E6-V5 mRNAs are efficiently translated in cell-free in vitro translation of wheat germ lysates. (G) Tran-
scripts containing the full-length HPV-18 E6 ORF in frame with the V5 epitope and 5’ UTRs of 50-, 3-, or 0-nucleotides long are depicted. (H) Western blot of

the translated proteins using an anti-V5 antibody.

drive IRES-dependent translation of the second cistron, even
when we used two different magnesium acetate concentrations
that strongly favor IRES-dependent translation. For comparison,
see the Drosophila reaper (rpr) IRES activity used as a positive
control (13). These results indicated that translation of HPV-18
E6 OREF is not driven by an IRES and should be promoted by a
different structural element.

We next studied the influence on mRNA translation of the
nucleotides around the initiator AUG in the most frequent and
most efficient mRNA, that is, the three-nucleotide-long 5" UTR.
As depicted in Fig. 24, we mutated the 3 nt—-HPV18 reporter in
different positions, namely the ORF second codon (mutant C2),
fourth codon (mutant C4), second and third codons (mutant
C2,3), nucleotide +4 (mutant +4), or nucleotides —1, -2, and -3
upstream the AUG (mutant US). We observed (Fig. 2B) that in-
troduction of C2 mutations resulted in a drastic inhibitory effect of
translation in HeLa cell lysates, ranging from 82 to 100% inhibi-
tion; the mutation in the fourth codon led to 30% translation
inhibition; mutation of second and third codons together had the
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strongest effect, resulting in a total translation inhibition; mutation
of nucleotide +4 inhibited 70% translation; and mutating nucle-
otides —1 to —3 impaired up to ~90% translation.

These results show that the context sequence —3 to +12 sur-
rounding the AUG start codon is critical for E6 ORF translation.
Interestingly, nucleotides 1 to 12 are highly conserved among
HPV types 18, 39, 45, 59, 68, 70, and 97 (Fig. 34), which form a
monophylogenetic group of HR HPVs, namely species 7 of genus
alpha (Fig. 3B) (1). Thus, the sequence ACCaugGCGCG(C/A)UUU
defines a motif around the AUG start codon for translation.
We termed this motif Translation Initiation of Leaderless mRNAs
(TILM).

E6 Expression Is Dependent on elF4E and elF4Al. The eIF4F complex
is pivotal for oncogenic signaling as it integrates mitogenic signals
to enhance the synthesis of progrowth and prosurvival factors.
Both eIF4E and eIF4AI are components of the eIF4F complex
and represent crucial links between translation initiation and
cancer development (15-17). Interestingly, HPVs E6 promotes
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Fig. 2. Mutations around the AUG initiation codon affect the translation of the HPV-18 E6 mRNA. (A) FLuc monocistronic, capped, and polyadenylated
reporter mRNAs harboring a three-nucleotide-long 5’ UTR. The AUG codon that initiates translation is indicated with an arrow. The FLuc AUG initiation codon
has been eliminated so that the translation of the fusion proteins initiates at the indicated AUG start codon. (B) Cell-free in vitro translation in HelLa cells
lysates. FLuc activity SDs are shown. The wild-type constructs possessing 5° UTRs of three nucleotides long from Fig. 1 (here, depicted as WT 3 nt-HPV18) were
used as control. Mutations were in the second (C2-HPV18), fourth (C4-HPV18), second and third (C2,3-HPV18) codons, nucleotide +4 ((+4)-HPV18), or nu-

cleotides —1 to —3 upstream the AUG start codon (US-HPV18). For simplicity, mutated positions are indicated as C2, C4, C2,3, +4, and US.

proliferation and migration of cervical cancer cells via up-
regulation of elF4E transcription (18), and eIF4E is overex-
pressed in virtually all cervix-derived carcinomas (19).

Thus, we sought to determine the dependence of HPV-18 E6
translation on the mRNA cap structure and eIF4E. Using HeLa
cells lysates, we analyzed the HPV-18 mRNAs depicted in Fig. 14
using in vitro translation assays. We synthesized these mRNAs
bearing either a nonfunctional cap structure (ApppG) and a
poly(A) tail or a functional cap (m’GpppG) but lacking a poly(A)
tail and used them to drive in vitro translation assays. We observed
that the lack of either a functional cap (black bars) or a poly(A)
tail (gray bars) resulted in a 5- to 10-fold reduction in translation,
as compared to m’GpppG-capped and polyadenylated control
mRNAs. As expected, similar inhibition of translation was observed
for the control mRNAs, namely 50 nt—-Control and 0 nt—Control (S7
Appendix, Fig. S3B). We complemented these analyses with trans-
lation experiments in the presence of increasing concentrations of a
free cap (Fig. 44). As a control, we tested the mRNA reporter
containing the seven-nucleotide-long 5" UTR of HPV-16 E6/E7
mRNA (7 nt—-HPV16), demonstrated to be translated in a cap- and
elF4E-dependent manner (14). For all mRNAs, this resulted in an
approximately fivefold reduction of translation.

5°-UTR length
A g_‘ ﬁTranslation
HPV-18 (5 nt) AUACC AUG GCG CGC UUU GAG
HPV-18 (3 nt) ACC AUG GCG CGC UUU GAG
HPV-18 (0 nt) AUG GCG CGC UUU GAG
HPV-45 (3 nt) AGG AUG GCG CGC UUU GAC
. HPV-39 (3 nt) CCG AUG GCG CGA UUU CAC
2| w | HPV-39 (1 nt) G AUG GCG CGA UUU CAC
£| 8 | HPV-T0 ?  AUG GCG CGA UUU ccC
g’ HPV-68 ?  AUG GCG CUA UUU CAC
HPV-59 ?  AUG GCA CGC UUU GAG
HPV-97 ?  AUG GCG CGA UUU AAA
HPV-16 (9 nt) AGAACUGCA AUG UUU CAG GAC CCA
HPV-16 (7 nt) AACUGCA AUG UUU CAG GAC CCA

HPV-31 (9 nt)
2 | HPV-58 (217 nt)

ACAGACGCC
...ACAAUACC

>
e
o]

UUC AAA AAU CCU
GCG CGC UUU GAG

o
|>
c
o

HPV-33 ? AUG UUU CAA GAC ACU

HPV-35 ? AUG UUU CAG GAC CCA

HPV-52 ? AUG UUU GAG GAU CCA

. HPV-11 (12nt) AGACGAGGCAUU AUG GAA AGU AAA GAU

™ ; HPV-6 (12nt) AAACGAGGCAUU AUG GAA AGU GCA AAU
2 HPV-44 ? AUG GAA AGU GCA AAU
§ HPV-43 ? AUG ACU GCA CUU AGC
3| HPv-sa 2 AUG UCU GCU ACU GAA
HPV-61 ? AUG GGA CCG UGC AAU

We next tested the translation dependency of the same set of
mRNAs on eIF4E in the presence of recombinant eIF4E-binding
protein (4E-BP) that inhibits cap-dependent translation by eIFAE
sequestering. We observed that 4E-BP caused 80 to 90% impair-
ment of translation of all mRNAs (Fig. 4B, black bars). We also
performed in vitro translation using lysates prepared from elF4E
knocked-down (KD) cells (20). As shown in Fig. 4C, lack of eIFAE
led to a reduction in the translation of 60 to 80% (black bars) of
control values (dashed bars), that is, lysates of cells treated with
scrambled short hairpin RNA (shRNA, SC). As expected, this was
also the case for the 7 nt—-HPV16 and 50 nt—Control mRNAs.

Next, we asked what the involvement of eIF4AIl in HPV-18
mRNAs translation is. To address this question, we performed
in vitro translation in the presence of increasing concentrations
of hippuristanol, a specific inhibitor of eIF4AI and eIF4Al-dependent
modes of translation initiation (21). As shown in Fig. 4D, hip-
puristanol severely impaired translation of 3 nt-HPV18 and 50
nt-HPV18 down to 12 to 14% of the control values without this
compound. This was also the case of the 0 nt-Control mRNA, as
well as the 7 nt—-HPV16 mRNA, reported to be translated in a
scanning-dependent manner (14), a process that requires elF4A.
They were translated 14 and 6%, respectively, of control assays

Fig. 3. HR HPVs E6 ORF from genus alpha, species 7 share the motif TILM that promotes translation. (4) Sequence comparison of E6 ORF 5’ end from
different HR and low-risk HPVs. All viral types from genus alpha, species 7 share a conserved nine-nucleotide sequence (shaded in gray) downstream the AUG
start codon (highlighted in bold and underlined), important to drive translation. The AUG codon that initiates translation is indicated with an arrow. The
motif ACC AUG GCG CG(C/A) UUU is termed TILM. The 5’ UTRs length found in tumors is indicated between parenthesis. ? indicates uncharacterized 5" UTRs.
Codons 2dn to fourth necessary for translation are gray shaded. (B) Phylogenetic relationships between HPV types from some species (numbered) of the
genus alpha. Modified from ref. 1, with permission from Elsevier. Each clade represents the indicated viral type. HR species alpha 7 are bold highlighted.
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Fig.4. The 5’ UTRs of HPV-18 E6/E7 mRNAs promote translation in a cap-, elF4E, and elF4Al-dependent manner. (A-D) In vitro translation of the capped and
polyadenylated, monocistronic reporter mRNAs depicted in Fig. 1 using a HeLa cell-free translation system. SDs are shown. (A and B) Translation of mRNAs in
the presence of increasing concentrations of free cap m’GpppG (A) or the translational repressor 4E-BP1 (B). (C) Translation of mRNAs in extracts from cells
treated either with scrambled (SC) or elF4E (KD) shRNAs. (C, Lower) Western blot of extract cells treated either with scrambled (SC) or elF4E (KD) shRNAs (10).
(D) In vitro translation of mRNAs in the presence of increasing concentrations of the elF4A inhibitor hippuristanol.

without hippuristanol. In contrast, the HCV—Control mRNA,
whose translation is driven by the HCV IRES and is not de-
pendent on eIF4AI (21), was translated 60% of the control value
without hippuristanol. Altogether, these results prove that the
translation of HPV-18 E6 mRNAs depends on the poly(A) tail,
the cap structure, eIF4E, and eIF4AI but is independent on
the scanning.

Discussion

An Uncharacterized mRNA Structure among Viruses. We have pro-
vided evidence that HPV-18, -39, and -45 have evolved an mRNA
structure in tumors unique among viruses, namely mRNAs with
zero- to three-nucleotide-long 5 UTRs and harboring the motif
ACCaugGCGCG(C/A)UUU to drive the translation of onco-
protein E6. We have termed this motif TILM.

mRNA 5" UTR determines translation efficiency, as it is critical
for ribosomal landing, scanning, and binding of regulatory RNA-
binding proteins (22, 23). Accordingly, 5 UTRs shorter than 20
nucleotides are generally highly detrimental for translation (24-26),
and 5’-UTR length averages 53 to 164 nucleotides across eukary-
otes (22). In contrast, leaderless mRNAs are rather seldom (22).
Extremely short 5" UTRs (i.e., <12 nucleotides) have been reported
among mRNAs from the unicellular parasitic protists Giardia lamblia
(27), the yeast Saccharomyces cerevisiae (26), and Entamoeba
histolytica (28). Regarding multicellular species, extremely short 5’
UTRs have only been found in a few human genes, including the
nuclear-encoded mRNAs harboring the element Translation Initia-
tion of Short 5" UTR (TISU), consisting of 12- to 30-nucleotide-long
5" UTRs (29, 30) and some mitochondrial mRNAs with 5" UTRs
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shorter than 5 nucleotides (31, 32). In viruses, leaderless mRNAs
or even mRNAs possessing extremely short 5 UTRs have never
been reported in vivo. In this study, we have demonstrated that
HPV-18, HPV-39, and HPV-45 E6/E7 mRNAs possess 5" UTRs
of zero to five nucleotides in cervical tumors. We also have
shown that the translation of HPV-18 E6/E7 mRNA harboring
three-nucleotide-long 5 UTRs depends on the motif TILM
surrounding the AUG start codon. Our findings carried out in
actual cervical tumors complement the observations made in
previous in vitro studies. Wang et al. (10) detected an additional
transcription start site to nucleotide 55 in HPV18-infected raft
tissues derived from vaginal or foreskin keratinocytes. In our ex-
periments, we could not detect this mRNA, most probably due to
the differences in the nature of the samples analyzed.

Because papillomaviruses take years, even decades, to become
tumorigenic, perhaps the absence of a 5’ UTR makes E6 mRNA
pass unnoticed to the cellular mechanisms of mRNA degradation
targeting the 5" UTR. To compensate the lack of a 5" UTR, the
viral E6 mRNA possesses a TILM motif, which is an effective yet
very slow sequence to promote E6 protein synthesis. Interestingly,
the TILM motif is highly conserved across the species 7, genus
alpha of HPVs, which form a phylogenetically coherent group of
HR viral types (Fig. 3). In contrast, the characterized E6/E7
transcripts from other species (namely, HPV-16, -31, -58, -11,
and -6) contain longer 5" UTRs and don’t harbor the TILM ele-
ment. Accordingly, the translation of HPV-16 E6 is performed in
cap- and scanning-dependent manner (14).

Previously, the TISU element, with the sequence SAASaugGCGGC
(S is G or C), was discovered close to the 5’ end of mammalian
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Fig. 5. E6 and elF4E form a node of oncogenic positive feedback loops that
drive cervical carcinogenesis. A model is presented that integrates the
reported functional interactions of HR HPV E6 with the translation ma-
chinery and the ¢-MYC/p53 axis. (A) A loop is formed when E6 promotes
carcinogenesis via up-regulation of elF4E transcription and elF4E, which in
turn up-regulates E6 mRNA translation. (B) A second loop forms by direct
activation of the mTOR cascade by E6. This cascade promotes hyper-
phosphorylation of the elF4E-inhibitor 4E-BPs. Hyperphosphorylated 4E-BPs
release elF4E, increasing its activity. (C) E6, c-MYC, and p53 form a third loop.
Under normal conditions, cells p53 binds to oncoprotein c-MYC, a tran-
scriptional factor that activates elF4E gene transcription. The complex
p53-c-MYC prevents c-MYC transcriptional activity. E6 triggers p53 degra-
dation in HPV-infected cells, and more E6 enhances p53 degradation, lead-
ing to up-regulation of elF4E transcriptional activation by c-MYC. elF4Al
promotes E6 synthesis. Proteins involved in translation are gray shaded. A
square with diagonal dashes shows the TILM motif.

mRNAs synthesized mostly by TATA-less promoters. The only
partial similarity is found between TILM and TISU elements
downstream the AUG initiator. Interestingly, TISU drives ef-
ficient translation initiation of mRNAs with very short 5’ UTRs
(with a median of 12 nucleotides) (29, 30). The TILM element
is a motif discovered in viruses to drive translation in leaderless
mRNAs or transcripts with extremely short 5" UTRs.

Translation of HPV-18 E6 mRNAs with a TILM Motif Is Strongly Dependent
on elF4E and elF4Al. Efficient recognition of an AUG requires a 5’
UTR of 12 to 20 nucleotides (24, 33) because when the P site of
the 40S ribosomal subunit is placed on the AUG codon, it makes
contact with 17 nucleotides upstream and 11 nucleotides down-
stream of it (33, 34). Thus, a leader of <12 nucleotides would
place the m’G cap in the mRNA exit channel of the 40S ribosomal
subunit, remaining not fully engaged by nucleotides upstream of
the AUG, rendering it somewhat unstable (35). Accordingly, ex-
tremely short leaders (1 to 5 nucleotides long) drive translation in
mammalian cell-free systems by several alternative mechanisms,
namely the direct binding of the nondissociated 80S ribosome to
the 5 end of mRNA or by elF2- or elF5B-assisted translation
initiation (24, 36-38). Thus, HPV-18, -39, and -45 E6 mRNAs
must follow any of these mechanisms for translation. Because of
its strong elF4F dependence, the translation of E6 mRNAs is most
likely initiated by binding of the 40S subunit rather than the 80S
ribosome. However, there might be a kind of backward scanning to
allow for the accommodation of the AUG start codon in the A-site
of the 40S.

As reported for the TISU-mediated translation (30), we ob-
served that the translation of HPV-18 E6 mRNAs is also strongly
dependent on the cap structure and eIF4E. A robust dependence
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of this translation on the eIFAF complex is further supported by
the dependence on poly(A) tail and by inference on PABP, whose
primary function is to stabilize the association of the eIF4E-
elF4G complex with the cap (39).

elF4A is required not only for scanning but also for the initial
binding of eIF4F to the 5’ end of some mRNAs, called “mRNA
activation” (40). For example, initiation on EMCV IRES (which
does not involve scanning) requires eIF4A (41). A recent tridi-
mensional structure of the human 48S PIC was elucidated. It was
observed that during mRNA recruitment by the ribosome, elF4A
alone binds to eIF3 of the 48S PIC, and its affinity is increased in
the presence of eIF4G being part of the eIFAF complex (34). We
observed that the translation of HPV-18 E6 mRNAs is also de-
pendent on elF4A, which is consistent with these findings. In
contrast, the TISU-driven translation of mRNAs did not reveal a
dependence on eIF4A (30), suggesting a different mechanism for
translation initiation.

E6 Synthesis Establishes Oncogenic Feedback Loops with the Translation
Machinery. eIF4E is highly overexpressed in HPV-caused precancer-
ous lesions and carcinomas of the uterine cervix (16, 17, 19). eIFAE
overexpression may lead to tumorigenesis because it enhances the
translational efficiency of mRNAs highly sensitive to the eIF4E
concentration. Many of these mRNAs encode proteins promoting
cell proliferation, apoptosis inhibition, metastasis, angiogenesis, and
apoptosis resistance such as ¢-MYC, VEGF, beta-catenin, cyclin
D1, ornithin decarboxylase, and BCL-XL (16, 42, 43).

Since HPVs E6 promotes proliferation and migration of cervical
cancer cells via up-regulation of e/F4E transcription (18), our results
suggest the occurrence of a positive oncogenic feedback loop where
E6 promotes elF4E transcription and eIF4E in turn up-regulates E6
translation. The observations that HR HPVs E6 activate mTOR
complex 1 (mTORC1) signaling and cap-dependent translation
(44, 45) and that the mTOR cascade triggers the onset of HPV-
induced cervical carcinomas (46) suggest the existence of a sec-
ond oncogenic positive loop involving eIF4E, E6, and the mTOR
cascade; upon diverse stimuli, this cascade hyperphosphorylates
the eIF4E-inhibitors 4E-BPs resulting in eIF4E activity enhance-
ment and further E6 translation, which activates mTORCI sig-
naling once again. Since mTOR cascade is up-regulated in cervical
carcinomas and 80% of endometrial cancers (47, 48), both loops
involving E6 and eIF4E are further enhanced in these cancers.

The established interplay between E6 with the tumor suppres-
sor p53 (5, 16) unveils the emergence of a third eIF4E-dependent
oncogenic feedback loop in tumors: whereas in normal cells, p53
binds to oncoprotein c-MYC to prevent transcriptional activation
of elF4E, in HPV-transformed cells E6 transiently triggers p53
degradation. In this way, up-regulation of E6 translation by eIF4E
overexpression enhances p53 degradation, which would lead to
elF4E transcriptional activation by c-MYC, leading to further up-
regulation of E6 translation. Overall, E6 translation appears to
play a central role in the interplay between elF4AE, E6, mTOR,
¢-MYC, and p53 to promote tumorigenic phenotypes upon HR
HPYV infection in the cervix. A model integrating the reported
functional interactions of HR HPV E6 with the translation ma-
chinery and the c-MYC/p53 axis is presented in Fig. 5. According
to this model, we predict that activation of mTOR cascade might
result in up-regulation of E6 translation (via eIF4E) that would
enhance p53 degradation.

Clinical trials that evaluate targeting of key factors of the
translation machinery, such as eIF4E and elF4A, are ongoing. The
recently developed pharmacological molecules such as 4Fi-1,
4ERCatl, 4EASO4, and Cmpd 33 to inhibit eIF4E, 4EGI-1 that
inhibits the eIF4E/eIF4G association, and hippuristanol, rocagla-
mides, silvestrol, pateamine, and Zotatifin (eFT226) for eIF4AI
are being used in preclinical and clinical studies or various cancer
models as anticarcinogenic, antimetastatic, or tumor suppressors
(15-17, 49, 50). Our findings underpin the idea of using the
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molecules targeting eIFAE and eIF4AI as antineoplastic com-
pounds for HPV-caused cancers.

Materials and Methods

Clinical Samples. Biopsies of fresh-frozen cervical carcinomas or cervical intra-
epithelial neoplasias grade 3 (CIN3) harboring integrated HPV were obtained
from the Tumor Bank of the National Institute for Cancer (Instituto Nacional
de Cancerologia, INCAN), Mexico. For all biopsies, HPV type was determined
by PCR.

Characterization of the 5’ UTR Length of HPVs. Total RNA (1 pg) from HPV-positive
tumors (S/ Appendix, Table S1) was used to perform 5 RACE with the SMARTer
RACE ¢DNA Amplification Kit (Clontech). PCR products were cloned onto vector
pTZ57R of the InsTAclone PCR Cloning kit (Thermo Scientific). 5 UTRs of E6/E7
mRNAs were mapped by plasmid isolation of independent colonies and further
5-end sequencing.

Plasmids Construction. Plasmids used in this study were derived from pLUC
cassette, which contains the FLuc cistron as a reporter and a poly(A)4 tail (13).
All constructs were PCR amplified using pLUC cassette as a template and 5'-
end specific primers that included the SP6 promoter sequence and primer T7
for the 3’ ends. E6-V5 constructs were PCR amplified using a plasmid con-
taining the HPV-18 E6 ORF as a template. Mutated versions of FLuc reporters
were constructed by PCR amplification using the mentioned DNA templates
and primers with mutations in the indicated positions. Bicistronic plasmid
FLuc/hairpin/rpr/RLuc was previously described (13).

In Vitro Transcription. For in vitro transcription of m’GpppG-capped mRNAs,
plasmids were linearized and further transcribed using the SP6 mMESSAGE
MACHINE in vitro transcription kit (Ambion). ApppG-capped mRNAs were
synthesized using the ApppG RNA cap structure analog (New England
Biolabs) and the SP6 MaxiScript in vitro transcription kit (Ambion).
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Cell Culture and KD Cell Preparation. HeLa, HEK-293T, CaSki, and HaCaT cells
were grown in Dulbecco’s modified Eagle medium supplemented with 10%
fetal bovine serum and antibiotics. HeLa elF4E KD and scrambled (SC) cells
(20) were grown in Petri dishes in the presence of zeocin to 80% confluency.
Afterward, cells were washed twice with phosphate-buffered saline, de-
tached with trypsin treatment, and immediately processed for cell-free ex-
tract preparation.

Cell-Free Extract Preparation and In Vitro Translation Assays. Cell-free extracts
for in vitro translation were prepared as described (12). The in vitro translation
assays were performed according to ref. 12. The in vitro translation in wheat
germ lysates (Promega) was performed according to the manufacturer. Re-
porter expression was measured using luciferase substrate from the Luciferase
Reporter Assay Substrate (Promega) in a 20/20 GloMax luminometer.

Western blot analyses. \We performed Western blot using the following primary
antibodies and working dilutions: mouse monoclonal anti-elF4E (BD Trans-
duction Laboratories), 1:5,000; and mouse anti-B-actin (Sigma), 1:10,000. In
vitro translation in wheat germ extract was analyzed by Western blot using
the anti-V5 epitope antibody (Invitrogen, 1: 5,000).

For further details, reference SI Appendix.
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Materials and Methods
Clinical Samples
The research was performed under the approved protocols by both the Ethics Committee
(approval CEI/1032/16) and the Research Committee (approval 016/004/IBI) of the
National Institute of Cancer, Mexico (Instituto Nacional de Cancerologia, Mexico). We
confirm that all research was performed in accordance with the guidelines and regulations
of the National Institute of Cancer, Mexico and following the Declaration of Helsinki.
Biopsies of fresh-frozen cervical carcinomas or cervical intraepithelial neoplasias
grade 3 (CIN3) harboring integrated HPV were obtained from the Tumor Bank of the
National Institute for Cancer (Instituto Nacional de Cancerologia, INCAN), Mexico,
according to the FEthics Committee’s approved protocols (Ethics Protocols Ref.
(016/004/1BI) (CEI/1032/16) and INCAN/ Of. CEI 071/16; INCAN/ Of. CI 0053/16; and
CEI/1032, from January 20" of 2016). Simultaneous extraction of DNA and RNA was
performed using the All Prep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen). For all biopsies, HPV type
was determined by PCR amplification using total DNA and primers to amplify a 450-base

pairs fragment of L1 gene from 30 different HPVs, and further sequencing of fragments.

Characterization of the 5-UTR length of HPVs

Total RNA (1 ug) from HPVs-positive tumors (Table 1) was used to perform 5’-rapid
amplification cDNA ends (5’-RACE) with the SMARTer™ RACE ¢cDNA Amplification
Kit (Clontech), using the forward universal primer mix of the kit along with reverse specific
primers. For each viral type (except for HPV-16), two different reverse primers, now
termed R1 and R2, were separately used. PCR products were gel-extracted and further
cloned onto vector pTZ57R of the InsTAclone PCR Cloning kit (Thermo Scientific). 5'-
UTRs of E6/E7 mRNAs were mapped by plasmid isolation of independent colonies and

further 5’-end sequencing using the respective primers R1.

Plasmids Construction and In Vitro Transcription
Plasmids used in this study were derived from pLUC-cassette, which contains the FLuc
cistron as a reporter and a poly(A)7: tail (1). All constructs were PCR-amplified using

pLUC-cassette as a template and 5’-end specific primers that included the SP6 promoter
2



sequence and primer T7 for the 3’ ends. Thus, plasmids Ont—HPV18, 3nt—HPV18,
50nt—HPV18, and 7nt—HPV 16 were constructed amplifying the 5’-UTR sequences of
E6/E7 mRNAs (0-, 3-, 50- and 7-nucleotides-long, respectively), downstream SP6
promoter followed by nucleotides 1 — 45 of respective E6 ORF in-frame with the FLuc
OREF. Plasmids Ont—Control and 50nt—Control harbor 0 or 50 nucleotides, respectively,
of a random, arbitrary sequence as 5’-UTR. Fragments were cloned onto the pTZ57R/T
vector of the InsTAclone PCR Cloning kit (ThermoFisher Scientific). E6-V5 constructs
were PCR-amplified using plasmid p3XFLAG-CMV-10 as a template containing the HPV-
18 E6 open reading frame (kindly donated by Dra. Marcela Lizano, National Institute of
Cancer, Mexico). Mutated versions of FLuc reporters were constructed by PCR-
amplification using the mentioned DNA templates and primers with mutations in the
second (construct C2—HPV1S), fourth (construct C4—HPV1S), second and third
(construct C2,3—HPV'18) codons, nucleotide +4 (construct (+4)—HPV18), or nucleotides
-1 — -3 upstream the AUG start codon (construct US—HPV18). Fragments were cloned
onto pTZ57R/T vector from the InsTAclone PCR Cloning kit (ThermoFisher Scientific).
Bicistronic plasmid FLuc/hairpin/rpr/RLuc was previously described (1). It contains the
FLuc as a first reporter cistron, a high stability synthetic hairpin to prevent ribosomal read-
through, and the internal ribosome entry site (IRES) of Drosophila reaper to drive the
translation of the second citron reporter renilla luciferase (RLuc). All constructions used
in this work were verified by sequencing.

For in vitro transcription of m’GpppG-capped mRNAs, either with or without a
poly(A) tail, plasmids were linearized with Xhol, HindIII, or Sall, respectively, and further
transcribed using the SP6 mMESSAGE MACHINE in vitro transcription kit (Ambion).
ApppG-capped mRNAs were synthesized using the ApppG RNA cap structure analog
(New England Biolabs) and the SP6 MaxiScript in vitro transcription kit (Ambion).
Because in vitro transcription was performed using the SP6 RNA polymerase, all reporter

mRNAs harbor an extra guanine as the first nucleotide.

Cell Culture and Knock-down Cells Preparation
HeLa, HEK-293T, CaSki, and HaCaT cells were grown in DMEM supplemented with 10%
FBS and antibiotics. HeLa eIF4E KD and scrambled (SC) cells (2) were grown in Petri



dishes in the presence of zeocin to 80% confluency and afterward serially passaged at 1:5
dilutions to new 125 c¢cm? flasks until 90% confluency was reached. Afterward, cells were
washed twice with PBS, detached with trypsin treatment, and immediately processed for

cell-free extract preparation.

Cell-Free Extract Preparation and In Vitro Translation Assays

Cell-free extracts for in vitro translation were prepared as described (3) with the following
modifications. Twenty-four hours before cell-free extract preparation, the medium was
replaced with a fresh medium without antibiotics. Cells were washed twice with PBS,
detached with trypsin, and immediately processed. From this point on, all steps were
performed at 4 °C. Cells were centrifuged at 800 rpm for 5 minutes and further washed
twice with cold HNG 1X buffer (3.5 mM HEPES-KOH pH 7.3, 14.6 mM NaCl, and 1.1
mM D-glucose). A final spin was performed at 1500 rpm; cell pellets were resuspended in
2 volumes of cold hypotonic buffer (25 mM HEPES-KOH pH 7.3, 50 mM KCI, 1.5 mM
MgCl, and ImM DTT) and incubated for 30 minutes on ice. The solution was then
transferred to a 7 ml Dounce homogenizer (Wheaton), and cells were lysed on ice by ~15
strokes with an A-Type (tight-fit) pestle until suspension became viscose and slightly
bubbled. After lysis, 1/9 volume of concentrated buffer (25 mM HEPES-KOH pH 7.3, IM
KCH3COOQO, 30 mM MgCl,, and 30 mM DTT) was added to the solution to increase osmotic
strength. Finally, the solution was centrifuged at 12 500 rpm for 10 minutes and the
supernatant containing S10 fraction was treated with micrococcal RNase, aliquoted, and
snap-frozen at -70 °C.

In vitro translation assays were according to (3) using 9 pl of cell-free extract
supplemented with 1.2 pl of energy translation mix (125 mM HEPES-KOH pH 7.3, 10
mM ATP, 2 mM GTP, 200 mM creatine phosphate, 285U creatine phosphokinase, and 200
UM amino acids mix), 1.2 pl of 2.5 mM spermidine dihydrocloride and 1-2 ng/ul of mRNA
per reaction. Reactions were performed by incubation at 30 °C for 60 minutes and further
stopped by adding 2 volumes of cold passive lysis solution (Promega) on ice. Reporter
gene expression was measured using 12 pl of the reaction and 60 pl of luciferase substrate
from the Luciferase Reporter Assay Substrate (Promega) in a 20/20 GloMax luminometer.

In vitro translation in wheat germ lysates (Promega) was performed according to the



manufacturer using 6.4 pl of wheat extract, 0.5 pl of -methionine amino acids mixture, 0.5
ul of -leucine amino acids mixture, 0.9 pl of potassium acetate, 0.1 pl of RNAsin and 25ng

of mRNA. Reactions were performed by incubation at 25 ° C for 90 minutes.

Cultured Cells and Western Blot Analyses —Cells were washed twice with PBS, detached
by trypsin treatment, harvested, centrifuged at 800 rpm for 5 minutes at 4 °C, and lysed in
100 puL RIPA buffer on ice for 30 min. Lysates were spun at 15,000 g for 10 min at 4 °C,
and the supernatant was analyzed by Western blot using the following primary antibodies
and working dilutions: mouse monoclonal anti-e[F4E (BD Transduction Laboratories),
1:5,000; and mouse anti-B-actin (Sigma), 1:10,000. Horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated anti-rabbit (1:5,000) and anti-mouse (1:2,500) secondary antibodies (GE
Healthcare). In vitro translation in wheat germ extract was analyzed by Western blot using
the anti-V5 epitope antibody (Invitrogen, 1: 5,000) and detected with the secondary anti-
mouse antibody (GE Healthcare, 1: 3000). ECL enhanced chemiluminescent reagent

(PerkinElmer) was used for detection.
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Fig. S1. Densitometry. The Western blot of the translated proteins using an anti-V5
antibody depicted in Fig. 1H was analyzed by densitometry.
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Fig. S2. Nucleotides 1 — 45 of HPV-18 E6 ORF do not possess IRES activity. 4)
Reporter mRNAs containing a synthetic, stable hairpin (/) preventing read-through of
ribosomes into the second cistron. First cistron, firefly luciferase (F_Luc); second cistron,
renilla luciferase (RLuc). HPV-18 E6 fragment in both sense and antisense orientations
were cloned downstream of the hairpin. Drosophila reaper (rpr) IRES (15) was used as a
positive control. B) In vitro translation of ApppG-capped and polyadenylated transcripts
in a HeLa cell-free translation system. Translation efficiency of the second cistron is
calculated as RLuc/FLuc values and normalized to RLuc/h/FLuc. Two potassium acetate
concentrations, reported for efficient activity of different IRES, were tested. E6 fragment

did not display any IRES activity. Standard deviations are shown.
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Fig. S3. 5°-UTRs of HPV-18 E6/E7 mRNAs promote translation in a cap-, and
poly(A)-dependent manner. 4) Monocistronic firefly luciferase (F_Luc) reporter
mRNAs used for in vitro translation. For all constructs, 5'-UTR length is indicated.
5’-UTR of 50nt—Control is a 50-nucleotides-long arbitrary sequence from the
pBluescript vector. HPV I8 constructs harbor 5'-UTRs of HPV-18 E6/E7 mRNAs.
Amino acids 1—15 of HPV-18 E6 in-frame with the FLuc cistron are indicated.
The AUG codon that initiates translation is indicated with an arrow. In the fusion
proteins (top three), the FLuc AUG initiation codon has been eliminated so that
the translation initiates at the indicated AUG start codon. B) In vitro translation of
the monocistronic reporter mRNAs using a HeLa cell-free translation system. mRNAs
were either capped with the functional cap m’GpppG and a poly(A) tail, capped with the
nonfunctional cap ApppG and a poly(A) tail or capped with m’GpppG without a poly(A)

tail (negative control). Standard deviations are shown.



Table S1. Characterization of E6/E7 5"-UTR of different

HPV types in tumors.

Viral 5’-UTR 5’-UTR Independent Tumors
type length sequence clones analysed | analysed
9 AGAACUGCA AUG 88
16 7 AACUGCA AUG 16 4
5 AUACC AUG 57
4 UACC AUG 2
18 3 ACC AUG 135 11
1 C AUG 1 1
0 AUG 06
31 9 ACAGACGCC AUG 15 1
3 CCG AUG 35
39 1 G AUG 9 1
45 3 AGG AUG 70 2
58 217 ...CAGGACT AUG 44 1
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Abstract

Appropriate cardiac performance depends on a tightly controlled handling of Ca®* in a broad
range of species, from invertebrates to mammals. The role of the Ca®* ATPase, SERCA, in
Ca®* handling is pivotal, and its activity is regulated, inter alia, by interacting with distinct pro-
teins. Herein, we give evidence that 4E binding protein (4E-BP) is a novel regulator of
SERCA activity in Drosophila melanogaster during cardiac function. Flies over-expressing
4E-BP showed improved cardiac performance in young individuals associated with incre-
mented SERCA activity. Moreover, we demonstrate that SERCA interacts with translation
initiation factors elF4E-1, elF4E-2 and elF4E-4 in a yeast two-hybrid assay. The specific
identification of elF4E-4 in cardiac tissue leads us to propose that the interaction of elF4E-4
with SERCA may be the basis of the cardiac effects observed in 4E-BP over-expressing
flies associated with incremented SERCA activity.

Introduction

Eukaryotic translation initiation factor 4E (eIF4E) and eIF4E-binding proteins (4E-BPs) play
crucial roles in mRNA cap-dependent translation. This mechanism begins with the recogni-
tion of the cap structure (m’GpppN, where N is any nucleotide) located at the 5" end of the
mRNA by eIF4E, which forms a complex with eIF4G. Formation of the e[F4E-eIF4G complex
is one of the most critical events regulating the global process of cap-dependent translation.
Therefore, eIF4E represents a major target for gene expression regulation [1]. eIF4E is regu-
lated in mammals by three 4E-BP paralogs (1, 2 and 3) that share the eIF4E-binding motif
YXXXXLeg with eIF4G (where X is any amino acid, and ¢ is a hydrophobic residue); the latter
interacts with the dorsal surface of eIF4E [2]. Thus, binding of 4E-BPs to eIF4E blocks its asso-
ciation with eIF4G, thereby repressing cap-dependent translation. 4E-BPs are phosphorylated
by the TOR kinase downstream of the PI3K signalling pathway [3]. Activity of 4E-BPs is mod-
ulated by the phosphorylation status; whereas hypo-phosphorylated 4E-BPs show high affinity
for eIF4E, inhibiting translation, hyper-phosphorylated species dissociate from eIF4E, thus
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Abstract

Translation in eukaryotes is dependent on the
activity of translation initiation factor (elF) 4G family
of proteins, a scaffold protein that, during the initia-
tion step, coordinates the activity of other elFs to
recruit the 40S ribosomal subunit to the mRNA.
Three decades of research on protein synthesis
and its regulation has provided a wealth of evi-
dence supporting the crucial role of cap-
dependent translation initiation, which involves
elF4G. However, the recent discovery of a surpris-
ing variety of alternative mechanisms to initiate
translation in the absence of elF4G has stirred
the orthodox view of how protein synthesis is per-
formed. These mechanisms involve novel interac-
tions among known elFs, or between known elFs
and other proteins not previously linked to transla-
tion. Thus, a new picture is emerging in which the
unorthodox translation initiation complexes con-
tribute to the diversity of mechanisms that regulate
gene expression in eukaryotes.

© 2020 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Legend: Decades of research on translation in eukaryotes have established the
crucial role of the scaffold protein elF4G as a center-stage player during the
initiation step. The recent discovery of various alternative mechanisms that use
scaffold proteins phylogenetically unrelated to elF4G or translation initiation
complexes lacking an elF4G-like central multipurpose ribosome adaptor has
stirred the orthodox view of how eukaryotes perform protein synthesis. Thus, a
new picture is emerging in which the unorthodox translation initiation complexes
open novel paths for gene expression in eukaryotes. The cover refers to the
Featured Perspective article by G. Herndandez et al. “Unorthodox mechanisms
to initiate translation open novel paths for gene expression” published in this
JMB issue. The illustration depicts an artistic representation of the novel, dif-
ferent avenues of gene expression.

The multipurpose ribosome adapter

Translation is a fundamental process for all
organisms and is mostly regulated at the initiation

0022-2836/© 2020 Elsevier Ltd. All rights reserved.

step."? In eukaryotes, this step consists of recruit-
ment of the 40S ribosome subunit to the 5'-
untranslated region (UTR) of an mRNA through
the action of translation initiation factors (elFs). At
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Abstract

Lung cancer is a malignant neoplasm of the lung or bronchial cells and is one of the primary causes of mortality in
men and is the third leading cause of death in women worldwide. Active and passive tobacco smoking are
considered the main risk factors for the development of lung cancer, but aflatoxins have also been considered
important etiological factors. Aflatoxins, which are fungal secondary metabolites produced primarily by Aspergillus
spp., are chemically bis or tetra-hydrodifuran coumarins that contaminate foods (cereals, oilseeds, spices, dry fruits
and dairy products). Aflatoxins are better recognized as hepatocarcinogens, but they can cause lung cancer via the
formation of links to DNA and by the formation of AFB4-DNA adducts, which can remain in the DNA for years and
cause mutations and eventually cancers. The ingestion of aflatoxin-contaminated foods is the most common way in
which individuals are exposed to these carcinogens, but other routes of exposure include nasal aerosol inhalation of
AFB,, which damages the lung. Alveolar macrophages possess specific oxidase activity for the epoxidation of AFB;.
In the biotransformation of the lung by AFB4, AFB4 requires a catalyzed metabolic activation of cytochrome P450
(CYP), the levels of which are low in the lung, to exert its carcinogenic activity. AFB4 activation in the lung is
achieved by prostaglandin H-synthetize, lipoxygenases, and CYP2A13 enzymes, the last of which catalyzes
metabolic activation. CYP2A13 also plays a critical role in human lung carcinogenesis associated with inhalation
exposure to AFB4 and is highly efficient in the activation of AFB in situ. Aflatoxins (AFB41 and AFG4) cause point
mutations in K-Ras and H-Ras as well as in the p53 tumor suppressor gene, which can cause lung cancer. This
article summarizes the known etiology of lung cancer with respect to the human food carcinogens AFB and AFG;,
the molecular mechanisms of aflatoxins, and the known point mutations in the K-Ras, H-ras and p53 genes. This
article also discusses a possible biocontrol (creosote bush or Larrea tridentata), the use of which is limited by its

toxicity.

L

J

Keywords: Aflatoxins; Lung cancer; Carcinogens; Mycotoxins; Point
mutations; p53 genes; Bronchial cells

Introduction

Currently, cancer is the most important group of diseases that affect
human society worldwide. The incidence of cancer has increased in the
last several years, primarily in underdeveloped countries, due to
population growth and to different risk factors such as tobacco
smoking, fatness, physical inactivity, genetics and mycotoxins, among
others. In 2012, 14.1 million of new cases of cancer were reported, and
8.2 million cancer-related deaths were reported worldwide [1,2].

Lung Cancer (LC) is one of the most common causes of cancer
mortality in men and is the third cause of death in women worldwide.
It has been suggested that there will be 1.8 new cases worldwide, with
the highest incidence seen in underdeveloped countries [1,2].
Aflatoxins can cause different types of cancers in different organs such
as the lungs [3], liver [4], colon [5], rectum [5], pancreas [6], kidney
[7], and cervix [8]. In the lung, malignant neoplasia may develop from
either the lung parenchyma or bronchial cells. Recently, the frequency
of lung cancer has increased substantially, and it is now considered one
of the most frequently detected malignant tumors. The World Health
Organization (2015) classified the origins of LC as epithelial,
mesenchymal, lymph histiocytic, ectopic or metastatic [9].

The symptomatology varies depending on the development of the
disease. Symptoms include cough, dyspnea, recurrent pneumonia, and
paraneoplastic syndrome, among others. Since the symptoms are
diverse and may overlap with those of other diseases, the prognosis
depends on the early or late detection of the disease.

Active and passive tobacco smoking are considered the main risk
factors for the development of LC [10,11], but in recent years,
aflatoxins have also been considered important etiological factors [12].
Other risk factors include obesity, physical inactivity, improper
nutrition, genetic load and exposure to different substances such as
arsenic, asbestos and radon.

Literature Review

Aflatoxins

Aflatoxins (AF) are secondary metabolites produced mainly by the
fungi Aspergillus flavus, A. parasiticus and A. nomius [13]. More than
20 known AFs have been identified, but the basic four are aflatoxin B1
(AFB;), aflatoxin B2 (AFB,), aflatoxin G1 (AFG;) and aflatoxin G2
(AFG,) [14]. To detoxify the body from AFB,, which is the most toxic
AF, the liver adds the chemical group OH- to these compounds to form
hydroxylated metabolites. These metabolites are water-soluble and can
be present in urine, lymph, and milk, among other body fluids. The
primary hydroxylated metabolites are aflatoxin M1 (AFM,), aflatoxin
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Abstract

samples, allowing us to obtain the real ingested dose.

Cheese has a high nutritional value so it is considered an essential food in the human diet. This review
considered 27 countries with 59 different kinds of cheeses highly consumed per person, with France and the USA
as the largest consumers with 26 kg and 15 kg per inhabitant per year, respectively. Mexico has a consumption of
2.1 kg per capita in a year. The presence of aflatoxins in cheeses represents a risk for human health because the
International Agency for the Research of Cancer (IARC) classified them as Grade |, meaning that they are proven
carcinogens to humans. Almost all of the countries reported aflatoxin M, in cheese, and only Mexico analyzed eight
different aflatoxins and hydroxylates in this dairy product. It is also important to analyze the hydroxylate metabolites
of aflatoxins because they are also carcinogenic and they increase the amount of ingested carcinogens in cheese

Keywords: Aflatoxins; Cheeses; Food carcinogens; Human cancer

Introduction

Aflatoxins are undesirable mycotoxins that contaminate cheese
directly through rennet or contaminate milk indirectly from oilseeds
or cereals with the fungi Aspergillus flavus or A. parasiticus in animal
feed. Cheese is produced by the addition of rennet or other enzymes
to curdle the milk of certain mammals, such as cattle, sheep and
goats, in the presence of lactic acid produced by spiked or natural
microorganisms in milk; part of the humidity is eliminated when the
curd is cut [1]. An accepted definition of cheese is “A fresh or refined
product, solid or semisolid obtained by the coagulation of the entire
milk, skimmed or partially skimmed due to the action of rennet...” [2].
Milk can be raw or pasteurized, and for the formation of cheese, two
processes are required: curdling and acidification of the milk. Rennet
is an aspartic protease enzyme extracted from the abomasum that is in
the fourth stomach of bovines, and it acts by separating casein from its
liquid phase, water, milk serum and carbohydrates. It is also produced
in human babies to curdle the mother’s milk [3]. Acidification to
pH 4.5 precipitates the insoluble protein via the action of bacteria
or the addition of vinegar or lemon juice [4]. Bacteria convert milk
carbohydrates into lactic acid, which plays an important role in the
texture and organoleptic properties of cheeses [5]. The different flavors
and textures of the cheeses depend on the kind of milk employed, the
additives, the curdle time and the modification of proteins and fats by
the different microorganisms employed, such as the lactic acid and
propionic bacteria [6]. Additionally, some fungal strains are utilized,
such as Penicillium roqueforti for making blue cheese or Roquefort and
Penicillium camemberti for making Camembert and Brie cheeses [7].
Cheese is one of the most nutritive foods for humans as a source of
calories; proteins; carbohydrates; saturated (AGS), unsaturated (AGM)
and poly-unsaturated (AGP) fats; cholesterol, vitamin D; calcium; and
sodium [3].

Production of Milk and Cheese in Mexico and Worldwide

The bovine milk production worldwide in 2016 was 488,812,000
tons, of which 189,080,000 tons (39%) was produced in the European
Union and East Europe. The American continent was ranked in second
place with 155,637,000 tons (32%). Asia produced 113,340,000 tons
(23%), and Oceania registered a production of 30,755,000 tons (6%)
[8]. In 2013, the European Union cheese production was 645,776,815
tons, Saudi Arabia produced 231,341,350 tons, New Zealand produced
269,306,317 tons, the United States of America produced 170,262,254

tons, Egypt produced 160,111,100 tons, and Australia produced
163,163,170 tons [8].

The USA was ranked first in bovine milk production in 2016, with
62%, followed by Brazil, which produced 17% and Mexico was in third
place with 8%. Argentina and Canada produced 6% and 7% of bovine
milk, respectively [8]. The total cheese production in the world is 18
million tons, with the USA generating 30% of the world s production,
followed by Germany with 13%, France with 12% and Italy with 7.5%.
The remaining production is generated by The Netherlands, Poland,
Brazil, Egypt and Argentina, among others. Mexico produced 282,000
tons of cheese in 2015, and it exported 4,112 tons and imported 116,117
tons [9].

Aflatoxins

Aflatoxins (AF) are a group of toxic secondary metabolites
produced mainly by the fungi Aspergillus flavus, A. parasiticus and A.
nomius [10]. These species are ubiquitous in nature, and they can
contaminate dry fruits, oilseeds, cereals and spices. These contaminants
can affect plants in the field, crops, transportation or warehouses [11].

The main entrance of AFs in mammals is through the ingestion of
contaminated foods and feeds, with the liver as the main affected target
[12]. AFs damage animals and humans and are considered the most
potent natural mutagens and carcinogens that can link to DNA and be
stored for years [13]. Aflatoxin B, (AFB,) is classified as a proven Group
I carcinogen for humans [14]. Aflatoxin M, is possibly carcinogenic
to humans and was classified as a Group 2B carcinogen by the IARC
(1997) [15]. The acute symptoms related to AF consumption are
vomiting, hemorrhaging, diarrhea and death. The chronic symptoms
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