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RESUMEN

Los adenovirus (AdV) pertenecen a la familia Adenoviridae; estos virus se han
asociado con enfermedades de vias respiratorias, el sistema gastrointestinal e
infecciones de la conjuntiva. Son virus no envueltos con capside icosaédrica y su
genoma es DNA lineal de doble cadena organizado en unidades transcripcionales
tempranas y una unidad tardia. La E1B-55K es una fosfoproteina de 496
aminoacidos que puede ser modificada postraduccionalmente por fosforilacién en
los residuos serina 490, 491 y treonina 495, y por SUMOilacion en la lisina 104. Se
ha reportado que la fosforilacion de estos residuos impacta las actividades de la
proteina durante el ciclo de replicacion del virus. La E1B-55K es necesaria para la
replicacion eficiente y produccion de progenie viral; sin embargo, no se conoce cual
es el efecto de estas modificaciones sobre las funciones y actividades de los
compartimentos de replicacion viral.

En este trabajo usamos virus mutantes con sustituciones sencillas, dobles o triples
de los sitios de fosforilacion de E1B-55K y determinamos el efecto de estas
modificaciones en la localizacion intracelular de la proteina; la replicacion del DNA
viral; la produccion de progenie viral; y el estado de fosforilacion de la E1B-55K
asociada a los Compartimentos de Replicacion (CR) viral; asi como las cinasas que
participan en la fosforilacion de los tres sitios. Nuestros resultados muestran que la
fosforilacién de la E1B-55K favorece su localizacion asociada a compartimentos de
replicacion y en estos sitios promueve la formacion y organizacion de
compartimentos de replicacion, adicionalmente determinamos por primera vez que
la fosforilacion de la treonina 495 favorece las actividades de replicacion,
transcripcion y splicing en los compartimentos de replicacién. Adicionalmente
determinamos que la E1B-55K es fosforilada por CK1, CK2 y GSK3 y proponemos
por primera vez que la accion concertada de las cinasas modulan las actividades de
la E1B-55K y orquestan sus actividades en el ciclo de replicacion viral.
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1.- INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES DE LOS ADENOVIRUS.

En el invierno de 1953, Wallace Rowe, un becario postdoctoral de Robert Huebner,
en el Instituto Nacional de Salud, en E.U. aisl6 un agente citopatogénico filtrable que
era responsable de la degeneracion espontanea de explantes de tejidos adenoides
que se encontraban en estudio para el cultivo de células [1]. Al mismo tiempo,
ocurria una epidemia de enfermedad respiratoria aguda (ERA) en Fort Leonard
Wood, que se pensaba era causada por un virus de influenza [2]. Sin embargo, no
pudieron aislar el virus de influenza de vias respiratorias de estos pacientes y en su
lugar lograron aislar a partir de lavados de garganta un agente infeccioso
desconocido. Harold Ginsberg demostr6 que los agentes aislados por Rowe y
Hilleman eran neutralizados por muestras de suero de pacientes con ERA de
poblaciones militares de la segunda guerra mundial, pero no con suero de pacientes
con otras condiciones respiratorias, como el resfriado comun o neumonia primaria,
estableciendo a este virus como el agente etiolégico de ERA en poblaciones de
reclutas militares [3]. Para este tiempo, Huebner y Rowe demostraron la relacion
antigénica entre doce agentes clasificados como virus "adenoide-faringeo-
conjuntival”, que incluian los aislados por Hilleman, organizandolos en 6 serotipos
sobre la base de reactividad cruzada por anti-suero de pacientes en los ensayos de
neutralizacion [4]. Como se aislaron mas cepas de agentes infecciosos que
compartian caracteristicas con estos virus y la evidencia acumulada indicaba que
estos agentes representaban una familia relacionada de virus, fueron llamados
"adenovirus", proveniente del tejido originario del que se aislaron por Rowe.
Posteriormente, fue aprobado como una nueva familia de virus por recomendacion
de John Enders [5].

Actualmente por estudios epidemiolégicos se sabe que los adenovirus (AdV) son
responsables del 5 al 35% de las infecciones respiratorias agudas [6] ¥y
recientemente, se report6 que causan alrededor del 60% de los casos de
queratoconjuntivitis en Japén [7]. Los brotes son comunes en reclutas militares,

usuarios de piscinas, instituciones residenciales, hospitales, guarderias, etc.
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Ademas, frecuentemente infectan nifios menores de 5 afos, donde inducen
principalmente diarrea, faringitis, y fiebre faringo-conjuntiva [8]. En pacientes
inmunosuprimidos, como aquellos que presentan sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), AdV puede causar infecciones fatales que resultan en hepatitis,
neumonia y encefalitis [9-13].

1.2 CLASIFICACION

Los virus de la familia Adenoviridae son clasificados en 5 géneros con base en el
analisis de la secuencia del genoma; los Mastadenovirus infectan mamiferos
incluyendo a los humanos; los Aviadenovirus infectan solo aves; los Atadenovirus
que son llamados asi por su alto contenido de A + T en su genoma, infectan reptiles,
aves, marsupiales y mamiferos; los Siadenovirus que codifican para una sialidasa
infectan réptiles y aves [14]; y los Ichtadenovirus con un unico miembro confirmado
que infecta peces [15].

Los AdV humanos (HAdV) se dividen en subgrupos (especies) de la A ala G basado
en su capacidad de hemaglutinacion, potencial oncogénico, la movilidad
electroforética de proteinas del virion y homologia de secuencias del genoma [16].
Ademas, estos se dividen en serotipos y genotipos, basados en las propiedades
inmunorreactivas de los epitopes variables expuestos en las proteinas de superficie,
hexdn y fibra, y en las secuencias de sus genomas.

Hasta la fecha, 55 serotipos humanos y 113 genotipos han sido identificados y
asociados con varios sindromes, incluyendo enfermedades respiratorias agudas,

gastroenteritis y queratoconjuntivitis epidémica.

1.3 ESTRUCTURA

Los AdV son virus no envueltos. Su capside icosaédrica de aproximadamente 90
nm de diametro (figura 1) estd conformada por tres estructuras mayoritarias
llamadas hexén, pentén y fibra (compuestas por las proteinas I, Il y IV,
respectivamente) y cinco proteinas minoritarias (llla, Va2, VI, VIl y IX). Ademas,
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otros seis componentes estructurales se situan en el “core” del virion, cinco de estos
se asocian con el genoma viral [V, VII, y, IVa2 y la proteina terminal (TP)] y el
componente restante es la proteasa del virion, 23K, que desempefia un papel

fundamental en el ensamblaje y maduracion del viridn.

Con los avances en la cristalografia de rayos X y reconstruccion de imagenes
obtenidas por criomicroscopia electronica se ha llegado a una resolucion de 3.5 A
de la particula viral, donde es evidente la disposicion de un numero de componentes
estructurales. En la figura 1 se muestra un diagrama de la capside icosaédrica de
AdV [17]. La capside esta formada por 252 capsomeros: 240 hexones (formados
por trimeros de la proteina Il) que forman la mayoria de la superficie de la capside
y 12 pentones (formados por la base del penton que consta de pentameros de la
proteina Ill), uno en cada vértice del icosaedro, desde donde se proyecta una fibra
(formada por un trimero de la proteina V), que es el primer componente del virus

que interacciona con la célula [18].

Los componentes minoritarios de la capside VIII y IX estabilizan las interacciones
entre hexones; la proteina llla interacciona con la base del pentdn y los hexameros
de cada cara y estabiliza la interaccion entre ellas. La proteina VI participa en la
desestabilizacion de la membrana endosomal para la liberacion de la particula viral

durante la infeccién [19].

Figura 1. Organizacion de la capside de AdV. Esquema de la composicion y organizacion de
la capside viral, resume el modelo actual de la disposicion de los polipéptidos estructurales
(modificado de viral zone).
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El resto de las moléculas estructurales estan asociadas con el “core” del virion. Las
proteinas VII, V y Mu (u) son altamente basicas, lo que permite que interaccionen
con el DNA viral; la proteina VIl es la principal proteina del “core”. El tratamiento de
“cores” aislados con nucleasas sugiere que el polipéptido VII forma dimeros que
condensan el DNA viral en un complejo nucleoproteina DNA-VII, que contiene de
90 a 150 pb de DNA. Finalmente, una capa de la proteina V envuelve al complejo
DNA-VII.

La proteina V se puede unir a la base del penton y a la proteina VI, sugiriendo que
puede enlazar al “core” con la capside [18, 19]. Mu es sintetizada como una proteina
precursora de 79 aminoacidos, llamada pre-Mu, que posteriormente, es cortada por
la proteasa codificada por AdV para llegar a su forma madura, altamente basica de
19 aminoacidos; pre-Mu ayuda a mantener el DNA viral condensado dentro de la
capside [18]. El “core” también contiene cerca de 10 moléculas de la proteasa viral
23 K que corta precursores de varias proteinas del virion durante el ensamblaje y
maduracion de la particula viral, asi como durante el desensamblaje del virus y

escape del endosoma, al inicio de la infeccion [19].

1.4 CICLO DE REPLICACION

1.4.1 Adhesién y entrada

El ciclo de replicacion de los AdV se divide en dos fases, separadas por el inicio de
la replicacion del DNA viral. Los eventos tempranos comienzan cuando el virus
interacciona con la célula hospedera. La entrada a la célula depende de la
interaccidn entre la proteina fibra que se proyecta de cada vértice y el receptor de
cosxsackie y AdV (CAR) localizado en la superficie de la membrana celular.
Después de esta interaccion, las estructuras pentén de la capside se unen a
integrinas localizadas en la membrana de la célula hospedera y esto conduce a la
entrada de la capside mediante endocitosis dependiente de clatrina [20]. Posterior
al desensamblaje parcial de la capside y el escape del endosoma, el cual ocurre por
un mecanismo dependiente de la proteina viral VI que no esta bien entendido [21,
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22], la particula viral es transportada a la periferia del nucleo por motores de dineina
sobre los microtubulos, en donde se desensambla completamente [23]. El genoma
viral unido a la proteina viral VIl entra al nucleo a través del complejo del poro
nuclear, seguido del inicio del programa transcripcional viral a través de una

interaccion entre la proteina VIl y factores de activacion (TAF) [24] (figura 3).

1.4.2 Organizacion del genoma

El genoma de AdV es una molécula de DNA lineal de doble cadena, de alrededor
de 36 kpb que se organiza en unidades de transcripcion tempranas, tempranas
retrasadas y una unidad tardia. El extremo 5’ de cada hebra del DNA viral tiene
una proteina terminal covalentemente unida, la cual actua como cebador para la
replicacion del genoma viral, seguido por una regidén de secuencias invertidas
repetidas que contienen el origen de replicacion y los sitios de unién para factores

de transcripcion celulares [25].

[ Replicacién y transcripcién del genoma
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Figura 3. Organizacion del genoma de AdV. El DNA viral se representa en la linea continua negra y
los cuadros representan los genes virales (rosa genes tempranos de modulacion del hospedero, verde
proteinas de ensamblaje y propagacion, amarillo proteinas de superficie y azul proteinas de replicacion
y transcripcion). Por convencion el genoma viral se esquematiza con la unidad transcripcional E1A del
lado izquierdo y la cadena que se lee de izquierda a derecha codifica para las unidades E1A, E1B, IX,
ML, VA y E3; la cadena complementaria codifica para las unidades E4, E2 y IVa2 (modificado de Viral
zone).
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fase tardia (13), la formacién de compartimentos de replicacion (14), la expresiéon de genes tardios (15 a
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El genoma viral contiene 5 unidades de transcripcion temprana: E1A, E1B, E2, E3
y E4; tres unidades tempranas retrasadas: IX, Va2 y VA; y una unidad de
transcripcion tardia, llamada principal tardia o ML (major late), que por seleccion de
sitios de poliadenilacion da origen a 5 familias de mRNA tardios. Todas las unidades
transcripcionales del genoma viral, con excepcion de IX y Va2, codifican para

multiples mMRNAs que son producidos por splicing alternativo [26].

1.4.3 Expresioén de los genes virales tempranos

Durante la fase temprana del ciclo de replicacion de AdV, la regién transcripcional
E1A es expresada inmediatamente después de la entrada del genoma al nucleo
[27]. Los productos de esta region son dos proteinas producidas por mRNA que son
procesados por splicing alternativo y que conducen a la expresion de los genes
virales tempranos E1B, E2, E3 y E4, mediante la unién a factores transcripcionales
celulares [28, 29].

Los productos de los genes tempranos establecen el ambiente celular favorable
para la replicacion del genoma viral, mediante la activacion de la fase S del ciclo
celular (E1A, E4) y constituyen la maquinaria necesaria para la replicacion del DNA
viral (E2) [19]. Algunos de los productos tempranos inhiben apoptosis y regulan las
defensas antivirales de la célula (E1B, E3, E4) [30, 31].

1.4.4 Replicacion del genoma

La replicacion del genoma de AdV ocurre de una manera semiconservativa, la cual
esta mediada por el precursor de la proteina terminal (PT), la proteina de union a
DNA (DBP) y la DNA polimerasa (Ad Pol), los cuales son productos de la region
temprana E2 [32]. La polimerasa y p-TP forman un complejo que se une a
secuencias especificas dentro de las regiones invertidas repetidas en el genoma
viral [32]. p-PT provee el grupo hidroxilo libre, requerido para la iniciacion de la
sintesis de DNA. El reclutamiento de la proteina DBP y los factores transcripcionales
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celulares NF-1y Oct-1 resulta en el ensamble del complejo de pre-iniciacion, lo cual
permite a la polimerasa iniciar la sintesis de DNA [19], y que la elongacion del
genoma inicie mediante desplazamiento de cadena; la cadena parental que esta
siendo desplazada es estabilizada por monémeros de DBP, la cual permite la
apertura no dependiente de ATP del DNA. La interaccién entre mondmeros de DBP
es de tan alta afinidad que es suficiente para abrir las hebras de DNA conforme
avanza la DNA polimerasa. La cadena de DNA desplazada hibrida sobre si misma
generando sitios idénticos al genoma inicial, lo que permite el ensamble del
complejo de pre-iniciacion y la sintesis de la cadena desplazada [33].

1.4.5 Expresion de genes virales tardios

Con el inicio de la replicacion del DNA, la fase tardia del ciclo comienza y se activa
la expresion de los genes virales tardios, conducido por la expresion de la unidad
ML. La unidad ML codifica para veinte mRNAs con un promotor comun. Los mRNA
virales tardios son procesados por adicion diferencial de poliadenilacidon y todos son
procesados por splicing alternativo [19].

El promotor ML es expresado en bajos niveles durante la fase temprana y su
maxima activacién requiere la unién del producto de la unidad Va2 [34, 35] y
factores transcripcionales celulares [36] [37]. Dos productos del gen tardio L4, L4
22 kDa y L4 33 kDa son expresados por un promotor menor tras la unién de las
proteinas virales E1A, Edorf3 y Va2 [38] que son requeridas para el correcto
splicing de todo el repertorio de mRNAs de ML, aunque el mecanismo por el cual

se regula este proceso no ha sido dilucidado [39, 40].

Estos mRNAs han sido agrupados en 5 familias, de L1 a L5, y codifican
principalmente para proteinas estructurales y otras proteinas que estan

involucradas en el ensamblaje del virion [41].
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1.4.6 Ensamblaje y liberacion de las particulas virales

El mecanismo por el cual las capsides son ensambladas y el genoma es empacado
en el nucleo aun no esta resuelto, aunque se sabe que se requiere la proteasa viral
para la maduracién de la capside, ya que las proteinas llla, VI, VII, VIIl, y, y TP
deben ser procesadas por la proteasa viral p23. En ausencia de este procesamiento
la particula viral no es capaz de salir del endosoma al infectar a una nueva célula
[42]. Se ha demostrado que la liberacion de la progenie viral también depende de la
proteasa viral p23, de la induccién de la muerte de la célula por la proteina temprana
E3 11.6 kDa y de la separacion de uniones celulares por trimeros de la proteina viral
fibra [43] [44, 45]. Sin embargo, el mecanismo por el cual estos eventos llevan a la

salida de progenie no se conoce.

1.5 COMPARTIMENTOS DE REPLICACION

Durante el ciclo de replicacion viral se induce la reorganizacion y reclutamiento de
componentes nucleares de la célula infectada necesarios para la expresion de los
genes virales a sitios nucleares definidos que se conocen como compartimentos de
replicacion viral (CR), en los cuales se localiza el DNA viral, y proteinas celulares y
virales que median la replicacion, transcripcion y el procesamiento
postranscripcional de los mensajeros virales [46, 47] (figura 4). Estas estructuras
virales tienen apariencia de inclusiones electrodensas con forma de anillos. El
analisis por microscopia electrénica ha ayudado a entender la organizacién tan
compleja de estos sitios virales. En la fase tardia, el DNA viral de doble cadena
(dsDNA) que no esta siendo replicado ni transcrito se localiza en el centro de estos
anillos [48]. En la periferia de estas estructuras se encuentra la Zona Periférica de
Replicacion (ZPR), una red fibro-granular en la que esta presente el DNA viral de
cadena sencilla (ssDNA) [48], en la que ocurre la transcripcion y replicacion del
genoma del virus. Se sabe que la proteina viral DBP se asocia a regiones de la ZPR,
lo que sugiere que en estos sitios se sintetizan nuevas moléculas de DNA viral. En
la ZPR también se localizan las proteinas virales tempranas E1B-55K y E4orf6 [49].
Se sabe que, a estos sitios especializados en la replicacion y expresion del DNA
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viral, ademas de proteinas esenciales para la replicacion, transcripcion y
procesamiento de los genes virales, también se recluta una amplia variedad de
proteinas, que incluye: proteinas de la maquinaria de respuesta a dafio en el DNA,
factores transcripcionales, supresores tumorales, y proteinas de la respuesta
inmune innata, entre otras. Estas evidencias sugieren que los CR ademas de
funcionar como sitios especializados en la replicacion viral, funcionan como
ambientes que modulan y suprimen los procesos celulares que se encargan de la

respuesta antiviral figura 4.
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Figura 4. Compartimentos de replicacion de AdV (CRs). La compartimentalizacion del
nucleo se altera durante la replicaciéon viral debido a la acumulacion de macromoléculas que
regulan la replicacion del genoma viral y la expresidén génica, lo que da como resultado el
ensamblaje de microdominios nucleares especializados denominados compartimentos o
compartimentos de replicacion viral (CRs). A) Nucleo de células HFF infectadas en rojo se
marco a la proteina viral DBP y en azul DAPI a las 12, 24 y 36 hpi. B) Representacion de un
compartimento de replicacion viral las proteinas celulares y/o virales se representan con
diferentes formas en color amarillo, verde, azul y negro.
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2.- LA PROTEINA E1B-55K

2.1 ESTRUCTURA-FUNCION

La region temprana E1B-55K de AdV humano tipo 5 codifica para una fosfoproteina
multifuncional [50-53]. Esta compuesta por 496 aminoacidos que, aunque no se ha
resuelto su estructura, la informacion experimental sugiere que tiene dominios
intrinsecamente desordenados en los extremos N y C terminal, asi como una
secuencia de localizacion nuclear (NES), una secuencia de exportacion nuclear, un
dominio de union a RNA (RNP), asi como sitios que son modificados
postraduccionalmente (PTM), por SUMOQilacion en las lisinas K101 y K104 (SCM -
K-x-E/D) [30, 54-57], y fosforilacion en la region C-terminal (CPR) en la serinas 490
y 491, y en la treonina 495 [30, 51] (figura 5). La E1B-55K interviene en varios pasos
criticos durante las fases temprana y tardia de la replicacion viral [58].

IUPRED DisPro
PondR-VLXT e RONN

E1B - 55K

disorder

order

1 51 101 151 201 251 301 351 401 451
position

Figura 5. Representacion lineal de la proteina E1B-55K. A) Las cajas indican los diferentes motivos
que se conocen hasta el momento de la E1B-55K. RNP (caja central naranja), region de union a RNA,;
C2Ha, dominio propuesto como dedo de zinc atipico (Caja gris C/H). Las cajas pequefas indican los sitios
en los que la proteina esta sujeta a modificaciones postraduccionales, verdes y roja por fosforilacién y en
naranja por SUMOQilacion. B) Prediccion del desorden de la proteina E1B-55K mediante diferentes
algoritmos. IUPRED, DisPro, PondR-VLXT y RONN.
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2.2 LOCALIZACION DE LA PROTEINA E1B-55K

La proteina E1B-55K muestra un patron complejo de localizacion en células
humanas infectadas, pero se localiza principalmente en el nucleo. En la fase
temprana de la infeccidén la E1B-55K se asocia a la proteina E4orf3 en los cuerpos
nucleares de PML. En la medida que avanza el ciclo de replicacién la E1B-55K se
asocia a la proteina viral E4orf6, lo que resulta en el reclutamiento de la proteina
E1B-55K a los CR, [49] mientras que la proteina E4orf3 permanece asociada a los
cuerpos nucleares de PML en estructuras filamentosas en forma de tracks, que
permanecen adyacentes a los CR.

Se ha reportado que el reclutamiento de E1B-55K a los CR es necesario para la
replicacion eficiente del genoma viral y la exportacion de los mensajeros virales
tardios [59]. Ademas, se ha observado que la localizacion de E1B-55K y E4orf6 en
los CR correlaciona con el reclutamiento de proteinas celulares, como p53 y Mre11
a estos sitios [60, 61].

En células transformadas infectadas con el virus wt, en tiempos tardios la proteina
E1B-55K se localiza en una estructura citoplasmatica adyacente al nucleo que tiene
las caracteristicas de un agresoma, y mediante analisis por inmunofluorescencia se
ha determinado que y-tubulina y pericentrina (proteinas de agresoma) co-localizan
con E1B-55K en estas estructuras por esto, se ha sugerido que la proteina E1B-55K

utiliza la via del agresoma para facilitar la degradacion de proteinas celulares [62].

2.3 E1B-55K EN LA TRANSFORMACION CELULAR.

Se ha estimado que el 12% de los canceres humanos en el mundo tienen un origen
viral; sin embargo, aunque los AdV son capaces de inducir transformacion celular
no se ha logrado asociar la infeccidon con cancer en humanos. La tumorigénesis
inducida por una infeccion viral es lenta e ineficaz, y por lo general se desarrollan
tumores solo en una minoria de individuos infectados afios o décadas después de

la infeccidn primaria, es por ello la mayoria de los virus no causan cancer en su
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huésped nativo, pero muchos pueden hacerlo en huéspedes donde persisten o
tienen una replicacion defectuosa. Por lo tanto, después del primer reporte de
Trentin [63] y colaboradores donde mostraron que el AdV humano tipo 12 (HAdV-
A12) puede inducir tumores malignos después de la inoculacion en hamsters recién
nacidos, los AdV se convirtieron en uno de los principales modelos de la virologia
tumoral. Los AdV brindan un excelente modelo experimental para investigar los
eventos moleculares involucrados en la transformacion celular. Durante los ultimos
40 afios multiples estudios sobre la transformacién oncogénica mediada por AdV
humanos han aportado gran parte de nuestra comprension actual sobre los
mecanismos moleculares que estan involucrados en el proceso. Hasta la fecha,
estos estudios han demostrado que la transformacién celular es un proceso de
varios pasos, regulado por la cooperacion de varios productos génicos adenovirales
codificados en los genes tempranos (E1 y E4). El gen temprano E1A inmortaliza las
células primarias de roedores, mientras que la coexpresion de la proteina E1B
induce la transformacion celular completa. Ademas de las proteinas E1, también
algunas proteinas E4 tienen actividades transformadoras mediante la regulacion de
varias vias celulares.

La proteina E1A estimula la sintesis de DNA y la proliferacion celular, lo que provoca
la activacion de programas de muerte celular por apoptosis dependiente e
independiente de p53, que son inhibidos por los productos de los genes E1B y E4.
La proteina E1B-55K bloquea la transcripciéon dependiente de p53 in vitro [64], ¥y
esta represion se correlaciona con la capacidad de E1B-55K de transformar células
de roedores junto con los productos de E1A [52, 54, 55]. Se ha propuesto que el N-
terminal de E1B-55K puede interaccionar con p53, uniéndose a un dominio represor
que inhibe la transcripcion dependiente de p53 [8, 11], y los mutantes defectuosos
en la unidén de p53 no pueden coadyuvar con E1A en la transformacion celular.
Ademas, se ha demostrado que las modificaciones por fosforilacion y SUMOilacion
estan asociadas con la capacidad de transformacion de E1B-55K [52, 53, 65].
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2.4 DEGRADACION DE PROTEINAS CELULARES

La E1B-55K, junto con la proteina viral E4orf6 y los factores celulares cullin-5, Rbx1,
elongin B y C, forman un complejo E3 ligasa de ubiquitina [31, 66] que media la
degradacion de proteinas celulares. Se ha propuesto que la proteina E1B-55K es la
subunidad de la E3 ligasa de ubiquitina que reconoce los sustratos, ya que
interacciona con diversas proteinas [65]. E1B-55K previene la respuesta al dafio del
DNA de doble cadena celular (DSBR) y, como consecuencia, la concatamerizacion
de genomas virales durante la infeccion [67]. Entre las proteinas que son
degradadas mediante la ligasa de ubiquitina estan componentes de la DSBR, como
el complejo MRN (Mre11, Rad50 y Nbs1) [66], la helicasa Bloom [68], la DNA ligasa
IV [69], ATRX [70], p53 [31]. Ademas, la E3 ligasa de ubiquitina induce la
degradacion de otras proteinas celulares, como la proteina 60 interactiva Tat (Tip60)
[71], SPOC1 [72], Tab 182 [73], integrina a3 [74], factores ascociados-BRG1 [75].
E1B-55K también es responsable de la disminucion de los niveles del represor
transcripcional Daxx, independientemente de E4orf6 en células infectadas con
HAdJV5 [76].

proteasome
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Figura 6. Representacion esquematica de la E3 ligasa de ubiquitina. Las proteinas adenovirales
E1B-55K-55 kDa y E4orf6 forman un complejo E3 ligasa de ubiquitina que poliubiquitina diferentes
sustratos, como p53, para su posterior degradacién en el proteosoma.
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2.5 REPRESION DE GENES ESTIMULADOS POR INTERFERON (ISG)

La E1B-55K contribuye a la regulacion de las defensas antivirales del huésped.
Durante la infeccion viral, la respuesta antiviral es inhibida por diferentes
mecanismos. E1B-55K es una de las proteinas involucradas en los mecanismos de
defensa celular antiviral, ya que inhibe los genes sensibles al interferon (ISG) como
GBP1-5, IFIH1 (MDA5), IFIT2, MX2 y TAP1 [77], independientemente de la
formacion de la ligasa E3 de ubiquitina. Se ha descrito su funcion como inhibidor de
la via de interferon [78] y se ha propuesto un dominio de represion de los genes de
interferon en el extremo C-terminal de E1B-55K (aa 443—-448) [79]. Esta inhibicion
se correlaciona con una formacion eficiente de los compartimentos de replicacion

(CR) virales y la promocion de la replicacion del DNA viral [78].

2.6 PAPEL DE LA E1B-55K EN LOS COMPARTIMENTOS DE REPLICACION

Como se describio antes, en la fase temprana de la infeccion la proteina E1B-55K
se asocia con la proteina E4orf3 en "tracks" nucleares, estructuras con apariencia
de filamentos, promoviendo la reorganizacion inicial de los cuerpos nucleares de
PML (PML-NB)[80] y la formacion de los CR. Los PML-NB son organelos sin
membrana a los que se asocian proteinas en sitios discretos en el nucleoplasma
[81, 82] y que estan implicados en una amplia gama de procesos biolégicos, como
la apoptosis, la senescencia, y la defensa antiviral, entre otras, ya que concentran
proteinas para favorecer modificaciones postraduccionales, como la SUMOilacion y
la fosforilacion, regulando la actividad de proteinas en el nucleo. La proteina PML
es el principal organizador de los PML-NB y forma una estructura que rodea un
nucleo interno de multiples proteinas [83]. La proteina E4orf3 induce la
reorganizacion de componentes de PML-NB, como PML, 100 kDa speckled
(Sp100), nuclear dot protein 55 (NDP55), death domain-associated protein 6 (Daxx),
y small ubiquitin-like modifier (SUMO), de estructuras con apariencia de focos
(puntos) a estructuras similares a filamentos a los que se asocian proteinas virales,
asi como las proteinas virales E1A, E1B-55K y E4orf6 [61, 84, 85]. En la fase tardia,
los componentes de PML-NB y las proteinas E1B-55K y E4orf6 [49, 85] se
relocalizan a los CR que estan adyacentes a los filamentos nucleares de PML-
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E4orf3. Como se describié antes los CR de AdV son ensamblajes complejos
macromoleculares que contienen el genoma viral, proteinas virales y celulares que
dirigen la replicacion del DNA viral, la transcripcion y el procesamiento
postranscripcional de los RNAs virales. Estos sitios son compartimentos
moleculares para las interacciones virus-célula huésped, donde las macromoléculas
virales estan protegidas de las actividades antivirales y las actividades celulares son
inhibidas. La fosforilacion de E1B-55K es necesaria para su localizacién y retencion
nuclear y para su asociacion con E4orf6 [86-88].

2.7 INTERACTOMA DE E1B-55K

Las funciones de la proteina E1B-55K que se conocen hasta ahora se han
englobado en tres grupos: como E3 SUMO1 ligasa de p53 [89]; como componente
de reconocimiento de sustrato del complejo E3 ligasa de ubiquitina basado en
Culina 5 [31]; y como represor transcripcional [77, 78, 90, 91]. Sin embargo, esta
claro que estas tres funciones no describen la multifuncionalidad conocida de la
proteina. Se sabe que E1B-55K interacciona con mas de 90 proteinas celulares y
virales [92] asociadas con la respuesta antiviral, con el sistema ubiquitina-
proteosoma, con el metabolismo del RNA y con el ciclo celular, entre otras
actividades celulares. Ademas, como parte del trabajo de doctorado recientemente
hemos determinado que la proteina interacciona con RNA virales [93], lo que
promueve su papel en la transcripcidn y el splicing de los mRNA virales tardios. El
papel de cada una de estas interacciones en la regulacion de las actividades de
E1B-55K no ha sido caracterizada, pero es claro que podrian depender del estado
de las modificaciones postraduccionales a las que esta sujeta la proteina, como se
describe mas adelante.

2.8 EXPRESION DE mRNA VIRALES
Durante la fase tardia de la infeccion la E1B-55K establece un programa de
expresion génica selectiva, anteriormente se habia reportado que E1B-55K era

necesaria para la exportacion selectiva de los mensajeros virales y la inhibicion de
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la exportacion de mRNAs celulares al citoplasma [59], asi como la inhibicién de la
sintesis de proteinas celulares [94], mientras que los mMRNA tardios se acumulan
eficientemente en el citoplasma y son traducidos [95-101]. Se ha propuesto que el
complejo de ubiquitina ligasa E1B/E4Orf6-E3 se encarga de la degradacion de las
proteinas celulares necesarias para la exportacion de mRNA celulares sin afectar la
a los mRNAs virales tardios [102, 103]. Sin embargo, evidencias recientes muestran
qgue E1B no participa en el transito nucleocitoplasmatico de los mRNA virales tardios
[104, 105], sino que facilita el procesamiento intranuclear de los mRNAs virales
antes de su asociacion con membranas nucleares y exportacion al citoplasma [106].
Ademas, hallazgos recientes han demostrado que la mayoria de los blancos de la
E3 ligasa de ubiquitina no son degradados, y que la ubiquitinacion sin degradacion
proporciona mecanismos mas rapidos para alterar las vias celulares y las
respuestas del huésped [107]. Por lo tanto, la evidencia sugiere que el efecto de
E1B en la biogénesis de mRNA virales podria estar en eventos intranucleares
durante la transcripcién, procesamiento postranscripcional o liberacion de los
MRNAs de los CR. Ademas, la posible asociacién de la E1B-55K a mRNAs virales
podria regular el programa de expresion de los mensajeros virales. Recientemente
se confirmd mediante analisis transcriptomico el programa de expresién de mRNA
virales, en estos estudios se observo el cambio en su acumulacion durante la
transicion de la fase temprana a la tardia de la replicacién viral. Sin embargo, la
progresion a la fase tardia de la infeccién no dio como resultado la inhibicion de la
exportacion de los mRNAs celulares; los mRNAs virales tardios superaron en
numero a los MRNAs tempranos y a la mayoria de los celulares en varios ordenes
de magnitud durante la fase tardia, lo que mostré que los mMRNA virales tardios no
se exportan selectivamente, sino que superan la biogénesis de los mRNA celulares
[108]. Recientemente encontramos que la fosforilacion de E1B-55K modula las
tasas tanto de sintesis, como de splicing de mRNA virales tardios en los CR. E1B-
55K promueve la liberacion de mRNAs virales tardios desde su sitio de sintesis en
los CR al nucleoplasma circundante [109]; adicionalmente demostramos que la
E1B-55K puede interaccionar con RNA y se ha propuesto que esta interaccion
favorece la expresion de mRNA virales [110]. Por otra parte, recientemente se
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encontré que favorecer el splicing de los mRNA virales podria ser una estrategia
para evitar la respuesta celular innata a través de la proteina cinasa dependiente de
dsRNA (PKR) [111]. Es importante sefalar que al igual que las actividades descritas
arriba, estas actividades también dependen de las modificaciones
postraduccionales de E1B-55K y las interacciones que establece durante el ciclo de
replicacion viral. En conjunto, las evidencias muestran que la E1B-55K puede ser
regulada de forma espacio-temporal, que sus actividades dependen de las
interacciones que establece con diferentes proteinas y con ARN, y de su
localizacion intracelular en diferentes tiempos del ciclo de replicacion viral, lo que
sugiere que las PTM a las que esta sujeta la proteina son determinantes para definir

diferentes estados y funciones de la proteina.

3.- ANTECEDENTES

3.1 PAPEL DE LA FOSFORILACION DE E1B-55K EN EL CICLO DE
REPLICACION VIRAL

Como se describio en la seccion anterior la E1B-55K es una proteina multifuncional
que esta involucrada en varios pasos criticos durante las fases temprana y tardia
de la infeccién [112, 113]. En virus mutantes que carecen de esta proteina el ciclo
de replicacidn viral es deficiente, y se produce alrededor de 100 veces menos
progenie que en células infectadas con el virus wt. Pese a lo anterior, los
mecanismos moleculares en los que E1B-55K participa para favorecer la replicacion
del virus no se conocen con detalle. Como se menciono antes, la evidencia hasta
ahora reportada muestra que las actividades de la proteina estan reguladas por sus
modificaciones postraduccionales. Se sabe que la fosforilacién de la E1B-55K
promueve la SUMOilacion de la proteina y esto favorece su localizacion en CR, asi
como sus actividades durante la infeccion.

Para obtener informacion sobre las modificaciones postraduccionales de la E1B-
55Ky su repercusion en el ciclo de replicacion viral, se han usado distintas técnicas
y estrategias experimentales. Los primeros reportes usaron marcaje radiactivo con

32P para demostrar la fosforilacién de la proteina en las serinas 490, 491 y la
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treonina 495 [50, 51]. Mas adelante se generaron mutantes con substituciones en
las serinas por alaninas que mostraron que la replicacion viral, asi como la habilidad
de la proteina para transformar células primarias de rata son defectuosas. En virus
mutantes con sustituciones en las serinas 490 y 491 por alaninas, la proteina es
capaz de unirse a p53, pero solo se inhibe parcialmente su actividad de
transactivacion de p53 [51]. Posteriormente se reportd6 que un virus con
sustituciones en la treonina 495 por alanina ademas de las serinas (mutante
denominado AP) se abate completamente la capacidad represora de la E1B-55K
sobre p53. Estos experimentos mostraron que la transformacién por E1B-55K
depende de la regulacion de la fosforilacidn de los tres sitios de su C-terminal [52].
Experimentos posteriores con el virus mutante AP mostraron que la proteina no
interacciona con p53, el complejo MRN o la DNA Ligasa IV, por lo que no se induce
la degradacion de estos blancos celulares por la E3 Ub ligasa, independientemente
de que la proteina pueda seguir asociandose con E4orf6 [30, 52, 65, 114], lo que
reduce drasticamente la transformacion celular y disminuye la eficiencia de
replicacion viral [52]. Por otra parte, los virus mutantes deficientes en la fosforilacion
de ambas serinas (mutante AAT) no muestran defectos sobre la degradacion de
sustratos o la asociacion de la proteina con otras proteinas virales, aunque
curiosamente, la replicacidon viral esta disminuida [30, 51, 65]. En ensayos de
transfeccion y con virus mutantes en los que la E1B-55K no puede ser fosforilada
se muestra una reduccion drastica en su SUMOilacion y en la localizacién nuclear
de la proteina asociada a los CRs [55, 87, 88]. Es claro que existe una interrelacion
entre las modificaciones por fosforilaciéon y SUMOlacion de la proteina, sin embargo,
no se conoce en que estados de fosforilacion la proteina realiza cualquiera de sus
actividades, ni qué efecto tiene la fosforilacion de cada uno de los tres residuos
sobre la proteina. La fosforilacién diferencial de los tres sitios podria funcionar como
un interruptor molecular que regula el estado de modificacion y las funciones de la
proteina durante el ciclo de replicacién viral.

Aunque el mecanismo por el cual se regula la fosforilacion de E1B-55K no se
conoce, se ha determinado que CK2a fosforila las serinas 490 y 491 [86] y por
analisis de secuencia se ha sugerido que CK1 y GSK3 podrian fosforilar la treonina
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495. Los miembros de la familia CK1 generalmente tienen carga positiva, por lo que
tipicamente se asocian con residuos acidos, siendo las secuencias blanco
consenso: D-X-X-S/Ty pS/pT-X-X-S/T, y muy comunmente éstas se encuentran en
los ultimos aminoacidos del C-terminal (-1 a -5) del sitio fosfoaceptor [115, 116]. La
proteina E1B-55K tiene un dominio acido en el extremo C-terminal que es idéntico
a la secuencia consenso de reconocimiento para CK1 (SSDEDTD). Adicionalmente
estos aminoacidos también se ajustan moderadamente bien a la secuencia blanco
de GSKa3. La glucdgeno sintasa cinasa 3 (GSK3) es una cinasa con caracteristicas
no convencionales para la fosforilacion y generalmente tiene como blanco la
secuencia consenso pS/pTXXXS/T y S/ITXXXpS/pT. Sus sustratos generalmente
necesitan ser fosforilados previamente por otra cinasa en el residuo de
serina/treonina del extremo C-terminal [117]. Datos de nuestro grupo (Sollano
Mendieta, 2014 y Raul Lépez 2015) sugieren que la fosforilacion de la E1B-55K es
necesaria para su localizacion intracelular asociada a CR y para la produccién de
progenie viral. Para esto, se usaron mutantes de AdV con sustituciones en los sitios
sujetos a fosforilacion en la proteina E1B-55K (serina 490, 491; treonina 495). La
sustitucion de cada residuo por alanina resulta en que la fosforilacion en cada sitio
no puede ocurrir y por el contrario la sustitucion de cada residuo por acido aspartico
resulta en que fisicoquimicamente se mimetiza un estado fosforilado por la carga
negativa del acido aspartico. Para estos experimentos se construyeron los
siguientes virus: El virus llamado AAT, en el que las serinas 490 y 491 fueron
sustituidas por alaninas (S490A/S491A); el virus AP en donde las serinas 490, 491
y la treonina 495 fueron sustituidas por alaninas (S490A/S491A/T495A); el virus PM
donde los tres sitios fueron sustituidos por acido aspartico (S490/S491/T495); el
virus DDT donde las serinas fueron sustituidas por acido aspartico (S490D/S491D).
El uso de estos mutantes permitié determinar que cuando la proteina no puede ser
fosforilada en las serinas y treonina, la E1B-55K no se localiza eficientemente en
CRy la degradacion de p53 no se induce. Algunas observaciones muy interesantes
de estos experimentos han sido que en el mutante S490A/S491A/T495A, la sintesis
de DNA viral y la produccion de progenie son deficientes, mientras que cuando solo
las serinas 490 y 491 no pueden ser fosforiladas (S490A/S491A), la localizacion de
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la proteina es similar a la proteina wt y la sintesis de DNA es eficiente, pero la
produccion de progenie es deficiente. En contraste, cuando se mimetiza el estado
fosforilado de las serinas y treonina, al sustituirlas por aspartato en el virus PM, la
E1B-55K se localiza mas eficientemente en CR que la proteina wt, la p53 es
degradada eficientemente y la produccién de progenie viral es mas eficiente que en
el virus wt. Adicionalmente, mediante ensayos de complementacidén que consisten
en infectar células con un virus mutante que no expresa la E1B-55K (E1B -) y
posteriormente complementar mediante la transfeccion de un plasmido que dirige la
expresion de E1B-55K con sustituciones en los sitios de fosforilacion, se observé
que tras la complementacion con la E1B-55K en la que la treonina 495 fue sustituida
por aspartato se rescata el fenotipo wt (Sollano Mendieta, 2014). En conjunto estas
observaciones sugieren que la fosforilacion en la treonina 495 es determinante para
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Figura 6. Resumen de actividades de E1B-55K. La proteina E1B-55K tiene multiples roles y se ha
propuesto que sus actividades son reguladas por modificaciones postraduccionales, la figura ejemplifica
algunas de ellas.

31



Como se menciond antes una actividad de la proteina E1B-55K es la de represor
transcripcional y recientemente datos obtenidos por analisis transcriptomico de
células infectadas con AdV sugieren que la E1B-55K inhibe la expresién de un
numero importante de genes celulares, la mayoria de ellos estan involucrados en la
respuesta antiviral de la célula, particularmente la respuesta mediada por interferon
tipo 1. Se ha sugerido que la E1B-55K es necesaria para bloquear la inhibicion de
la progresién del ciclo de replicacidn mediada por interferén, ya que en ausencia de
la E1B-55K la replicacion del genoma viral se ve disminuida [78]. El tratamiento con
esta citocina no interfiere con la sintesis de proteinas virales necesarias para la
replicacion, sino que bloquea la formacién adecuada de CR, que como se ha
descrito arriba son estructuras especializadas en la replicacién y expresion del
genoma viral. El mecanismo por el cual la E1B-55K reprime la transcripcion de
genes especificos se desconoce y aunque, como se describid arriba, se sabe que
la fosforilacidon de la E1B-55K es determinante para sus actividades, hasta el
momento el efecto de estas modificaciones sobre la regulacidén de la expresion de
los genes de respuesta a interferén o sobre la expresidn o replicaciéon del genoma
viral, no se han reportado.

Datos de nuestro grupo de investigacion muestran que la inhibicion de estos sitios
de fosforilacién resulta en la disminucion de diferentes actividades de la proteina
E1B-55K en el ciclo de replicacion viral como la produccién eficiente de progenie y
la localizacion intracelular de la proteina. Esto sugiere que la fosforilacion en las
serinas 490/491 y/o en la treonina 495 tiene efectos distinguibles sobre sus
actividades, por lo que disefiar combinaciones de mutantes en estos sitios llevaria

a obtener informacioén del efecto de la fosforilacion sobre sus actividades.

Como se mencion6 anteriormente la E1B-55K es fosforilada en las serinas por CK2
mientras que la treonina esta en un sitio consenso para CK1. Sin embargo, no se
sabe si la fosforilacidon de cada uno de estos residuos esta regulada o si existe un
orden cronoldgico secuencial en la fosforilacion de cada uno de los residuos y si
existe algun efecto (positivo o negativo) de uno de los sitios sobre los otros y sobre
las actividades de la proteina durante el ciclo de infeccién.

32



Por lo anterior resulta indispensable disefar experimentos que permitan identificar
el efecto de la fosforilacion en serinas y/o treonina sobre las actividades de la
proteina, ademas de identificar la(s) cinasa(s) responsables de su fosforilacién.
Dada la evidencia que se ha reportado la fosforilacion de la E1B-55K favorece su
SUMOQilacién y en este estado la E1B-55K puede permanecer mayoritariamente en
nucleo donde puede funcionar como una SUMO ligasa para algunos blancos
celulares [89] y esto favorece el reclutamiento de proteinas celulares y virales a
estos sitios, sugerimos que la fosforilacion de E1B-55K favorece la organizacion y
formacion de los CR virales. Por esto, es necesario realizar experimentos que
permitan obtener informacidn acerca de la organizacién nanoscopica de los CR viral

durante la infeccion.

Con el fin de identificar el efecto de la fosforilacion de E1B-55K sobre sus
actividades durante el ciclo de replicacion viral, asi como el efecto de las
modificaciones individuales en las serinas y treonina sobre la modulacion de la
fosforilacion de los otros residuos, en el presente trabajo analizamos el efecto de la
fosforilacion de la serina 490, 491 y la treonina 495 de E1B-55K sobre las
actividades de la proteina adenoviral en diferentes tiempos del ciclo de replicacion

viral.
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4.- HIPOTESIS

La fosforilacion diferencial de serinas 490, 491 y treonina 495 en la E1B-55K tiene
efectos distinguibles en sus actividades durante el ciclo de replicacién viral.

5.- OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL.:
e Determinar el efecto de la fosforilacion de las serinas 490/491 y treonina

495 de E1B-55K sobre sus actividades durante el ciclo de replicacion viral.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES:
e Determinar el efecto de la interaccion de la E1B-55K con RNA durante el ciclo
de replicacion de HAdV-5.

e Determinar el efecto de la sustitucion de las S490, S491 y T495 de E1B-55K
sobre:

- La produccion de progenie viral.

- La fosforilacion de los otros sitios en E1B-55K

- El orden de fosforilacion.

- La organizacién y formacion de CR.

- La localizacién intracelular de la proteina E1B-55K durante el ciclo de
- La eficiencia de sintesis de DNA viral.

- La transcripcion y splicing en CR.

- La regulacion de promotores virales.

e Determinar si las cinasas CK1, CK2 y GSK3 son responsables de la
fosforilacion de la E1B-55K.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Células.

Células HFFs (Fibroblastos derivados de prepucio humano) se cultivaron en medio
Dulbecco Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco-Invitrogen™) suplementado con
10 % de suero fetal bovino (SFB, Gibco-Invitrogen™) en pases no mayores a 13.
Las células HEK-293 (derivadas de células embrionarias humanas de rifion,
transformadas con la region E1 de Ad) se cultivaron en DMEM suplementado con 5
% de suero bovino (SB, Biowest™). Las células 2E2 (derivadas de células
embrionarias humanas de rifidn, transformadas con la region E1, E2 y E4 de HAdVS
HEK-293) se cultivaron en DMEM suplementado con 5 % SB (SB, Biowest™). Las
células HelLa (derivadas de células de cancer cérvico uterino) se cultivaron en
DMEM suplementado con 5 % SB (SB, Biowest™); todas las células se mantuvieron
a 37°C con 5 % de CO2.

6.2 Anticuerpos.

Los anticuerpos primarios utilizados para Western blot e inmunofluorescencia
fueron los siguientes: el anticuerpo (Ab) especifico para Ad5 DBP monoclonal de
ratdbn (mAb) B6-8 [118], el anticuerpo monoclonal de raton anti-E1B 2a6 [119], el
anticuerpo policlonal de conejo anti-CTCF (Millipore), el anticuerpo monoclonal de
rata E4orf3 6A11, el anticuerpo monoclonal de conejo anti-SUMOZ2/3 (18H8, Cell
Signaling Technology), el anticuerpo monoclonal de conejo anti-YB1 (EP2706Y,
Millipore), el anticuerpo monoclonal de conejo anti-Tap (EPR8009, Abcam), el
anticuerpo monoclonal de raton anti-BRCA1 (Novus Biological), el anticuerpo anti-
raton fosfoserina (PS-45 Abcam), el anticuerpo anti-conejo fosfotreonina (Rabbit
9381 Cell signaling). El anticuerpo secundario utilizado para Western blot fue un
anticuerpo conjugado con peroxidasa de rabano anti-ratén (HRP) y anti-conejo
(Jackson ImmunoResearch) y para analisis de inmunofluorescencia, los anticuerpos
Alexa Fluor 405, 488 y 568 (todos de ThermoScientific).

6.3 Inhibidores
Para el tratamiento con inhibidores de cinasas, se agregd DMAT (2-dimetilamino-
4,5,6,7-tetrabromo-1H-bencimidazol; SML2044 Sigma), CK1-7 (C0742 Sigma) y/o
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BIO (ab120891 Abcam) al cultivo celular 4 h.p.i. a una concentracion final de 5 uM,
5 uM y 10 uM, respectivamente.

6.4 Construccion de virus

Los AdV mutantes se derivaron de la cepa de AdV H5pg4100 [88]. EI genoma de
HAdV5 se modifico y propago6 en Escherichia coli dentro del plasmido p15A de bajo
numero de copias. Los genomas virales con sustituciones en los sitios de
fosforilacidon fueron purificados y se generaron mutaciones mediante recombinacion
homologa en un sistema de seleccion ccdB [120]. Los genomas fueron purificados
y utilizados para transfeccion en células Hela con Lipofectamina 3000 (Thermo). Se
monitoreo el efecto citopatico por un lapso de 6 dias post transfeccion; al término
de este tiempo las células fueron lisadas y los lisados fueron titulados por conteo de
focos fluorescentes. Las rondas de amplificacion se repitieron hasta obtener lisados
con titulos virales altos, posterior a esto se enviaron a secuenciar para confirmar la
mutacion. Para la confirmacién mediante secuenciacion se infectaron células HelLa
y se extrajo el DNA como se describe en materiales y métodos. Con este DNA se
realiz6 un PCR para amplificar una region de 212 nucleotidos dentro de la cual se

encuentran las mutaciones originadas.

En todos los experimentos se utilizaron AdV tipo 5 wt (Ad5-H5pg4100 y AdS5-
H5pm2250), el virus Ad5-H5pg4100 es idéntico en secuencia y fenotipo al virus Ad5
wt (GenBank no. AY339865), excepto que carece de una porcién de la region E3
(nt 28593 — 30471) y contiene un sitio unico de restriccion para BstBl (nt 30955); el
virus wt (Ad5-H5pm2250), posee la region E3 en el fondo del H5pg4100. Estos virus
wt son fenotipicamente indistinguibles en células en cultivo. Ademas, en los
experimentos se usaron los siguientes virus recombinantes: Para entender la
asociacion de la E1B-55K con RNA, se disefiaron los siguientes virus recombinantes
mutantes en esta region: C288S, C288A, W289F y A284-289. Para el estudio del
impacto de las modificaciones por fosforilacion sobre sus actividades se utilizaron
los siguientes virus: virus AAT, en el cual las Ser 490 y 491 fueron sustituidas por
alaninas (S490A/S491A), por lo cual estos sitios no pueden ser fosforilados; el virus
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DDT, en el cual las Ser 490 y 491 fueron sustituidas por acido aspartico
(S490D/S491D), mimetizando el estado fosforilado de los 2 sitios; los virus SSA y
SSD que presentan sustituciones en la treonina 495 por alanina y acido aspartico,
respectivamente; mutantes sencillos en serinas por alanina o por acido aspartico,
AST, SAT, DST y SDT. Estos virus fueron construidos en el fondo genético de wt
2250. El virus AP (S490/491/T495A) en el que los tres sitios de fosforilacion fueron
sustituidos por alaninas; y el virus PM (S490/491/T495D) en el cual los tres sitios de
fosforilacién fueron sustituidos por acido aspartico habian sido construidos en el
fondo genético del virus wt 4100 (Tabla 1). Todos los virus fueron amplificados en
células HEK293, utilizando una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.1 unidades
formadoras de focos (UFF)/célula. A las 48 h.p.i las células se cosecharon con
gendarme y se centrifugaron a 4,300 rpm durante 5 min a 4°C. El pellet se
resuspendio en 100 ul de solucién IV USB (10 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl,
5 mM KCI, 10 mM MgCI2 y 0.1% w/v dextrosa). Después se lisaron las células para
liberar las particulas virales mediante cambios bruscos de temperatura, 5 min en
nitrogeno liquido y 10 min a 37°C (3 veces); posteriormente se centrifugd a 13,500
rpom durante 5 min a 4°C y se recupero el sobrenadante en un tubo nuevo; los virus

se titularon por microscopia de focos fluorescentes.

A) B)
480 491

Virus Mutacion |
Wit S490/S491/T495 VLACTRAEFGS SDEDTD
DDD-PM | 5490D/S491D/T495D | .. ........ D D...D.
AAAAP | S490A/SA91AITA95A | vveennn.. AA...A.
DDT S490D/SA91D/T495 | eeeeennnnn DD.....
AAT SA0AISAOTAITA05 | eeeeennn AA.....
SSD SAO0/SATTTAED | eeeeeeeeenn e D.
SSA SA90/SAOTTA95A | eeeeenneenn aann A.
DST S490D/SA91/T495 |  eeeenenennn Aveunn.
AST SA0A/SANTA05 | eeernnnnn Deuun..
SDT S490/S491D/T495 | eeeennnnnn. Ave...
SAT S490/SA91AITA95 | eeeeeeeaenn Dssssn
AAD SA00/SA9T/TA95D | eeeeennnnn AA...D.

Tabla 1. AdV mutantes. A) La tabla muestra el nombre de cada virus y las modificaciones en el C
terminal, las negritas indican el aminoacido sustituido por alanina o aspartico. El panel B) muestra la
secuencia y el contexto de aminoacidos en los que se encuentran estas sustituciones.
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6.5 Microscopia de inmunofluorescencia.

Se utilizaron ensayos de microscopia de inmunofluorescencia para titular los stocks
de virus Ad5 wt y mutantes, por conteo de focos fluorescentes (en células HEK-
293), asi como para determinar la localizacidn intracelular de las proteinas p53,
E1B-55K y E4orf3 en células HFF infectadas. Se sembraron células HFF en cajas
de 12 pozos sobre cubreobjetos previamente lavados con etanol absoluto y
esterilizados por autoclave. Las células fueron fijadas a las 16 y 36 h.p.i con 1 ml
por pozo de formaldehido al 3.7% en PBS durante 20 min a TA, se lavaron 3 veces
con 1 ml de PBS por pozo (cada lavado de 10 min en agitacidn), se permeabilizaron
con 1 ml por pozo de Triton X-100 0.5%/PBS durante 5 min a TA sin mover y
posteriormente se lavaron 3 veces con 1 ml de PBS por pozo; se adicion6 300 ul
por pozo del anticuerpo primario a la dilucién indicada con PBS para cada
anticuerpo y se incub¢ toda la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios utilizados
fueron: anti-E1B-55K (2a6), 1:500; anti-p53 (ab32049 BioLegend), 1:1000, anti-DBP
(B6-8), 1:500 y anti-E4orf3 (6A11), 1:500. Después de incubar con el anticuerpo
primario se hicieron 3 lavados con 1 ml de PBS por pozo, y se adicion6 300 pl por
pozo del anticuerpo secundario anti-IgG de ratén acoplado a Alexa 488, Alexa 568
o Alexa 680 en una dilucion 1:1,500 (Jackson Inmuno Research), se incub6 por 2
hrs a TA en agitacion; posteriormente se hicieron 3 lavados con 1 ml de PBS por
pozo y se agrego 1 ml por pozo de DAPI 0.1 pg/mL; se hizo un lavado con PBS por
5 min en agitacion y después se montaron los cubreobjetos sobre glicerol 10%/PBS
en portaobjetos y se sellaron con barniz. Las laminillas se mantuvieron a -20°C y se
analizaron utilizando un microscopio de epifluorescencia (Axiovert 200M, Carl Zeiss
Inc.).

6.6 Ajuste de elipses para la deteccidén automatica de CRs.

Se utilizé un algoritmo automatico, determinista y no iterativo que desarrollamos
recientemente para detectar simultaneamente multiples centros de replicacion viral
mediante el ajuste de elipses, con el fin de comparar el area de los centros de
replicacion en células infectadas con Ad WT, E1B o E1B PM. Los detalles sobre el
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algoritmo, asi como los procedimientos de validacion, se describen en [121].

6.7 Prediccion de Desorden

Se utilizé la secuencia de la proteina viral E1B-55K que se encuentra registrado en
NCBI bajo el numero de referencia QBM91913.1, junto con varios predictores de
desorden, incluyendo PONDR® pool (PONDR® VLXT, PONDR® VL1 _XT,
PONDR® VL3-BA, PONDR® VSL2), IUPRED (https://iupred2a.elte.hu/) y
DISOPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), con el fin de predecir la presencia de
desorden en las proteinas. Se calculd el promedio de las predicciones obtenidas de
estos seis predictores para identificar las areas que mostraran un desorden
intrinseco. Se consideraron como regiones desordenadas de interés en nuestro
analisis aquellas en las cuales al menos 30 aminoacidos tuvieran valores de

prediccion de desorden promedio superiores a 0.5.

6.8 Microscopia de contraste de fase, microscopia de inmunofluorescencia y
analisis de superresolucion.

Se utilizé la microscopia de contraste de fase con un objetivo de 40x o 60x, segun
se indica, para monitorear las preparaciones de fracciones subnucleares. Para la
inmunofluorescencia, las células HFF cultivadas en portaobjetos hasta alcanzar
aproximadamente un 90% de confluencia fueron infectadas con Ad5. Las células se
procesaron para la inmunofluorescencia como se describe arriba. Después de la
aplicacion de anticuerpos primarios especificos, las células se incubaron con
anticuerpos secundarios. Los portaobjetos se montaron en portaobjetos de vidrio en
PBS/10% de glicerol y las muestras se examinaron utilizando un microscopio
invertido Zeiss Axiovert 200M, con un objetivo de inmersion en aceite de 63x/1.4 de
apertura numérica, para la adquisicion de imagenes se utilizé una camara Axiocam
MRM vy software Axiovision 3.1 (Carl Zeiss, Inc.). Las células se examinaron
utilizando un microscopio invertido Olympus IX-81, con un objetivo de inmersion en

aceite de 100x/1.49 de apertura numeérica, con una lente de magnificacion
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intermedia adicional de 1.6x, con una camara de dispositivo de carga acoplada de
multiplicacion de electrones (EMCCD) (iXon 897, Modelo No: DU- 897E-CS0-#BV;
Andor)

6.9 Titulacion por conteo de focos fluorescentes.

Los virus fueron titulados en células HFF, las cuales fueron infectadas al 90% de
confluencia con diluciones seriadas de los stocks de virus utilizando diluciones
desde 1x10-', hasta 1x10%. Posteriormente las células se fijaron a las 24 hpi y se
prepararon para su analisis por inmunofluorescencia como se describioé antes; como
anticuerpo primario se utiliz el anticuerpo monoclonal B6-8 dirigido contra la proteina
de AdV DBP, a una dilucién 1:500 en PBS, y como anticuerpo secundario se utilizd
anti-lgG de raton acoplado a Alexa 488 (Jackson Inmuno Research) a una dilucién
1:1,500 en PBS. El analisis de las muestras se realizé por microscopia de
fluorescencia usando el objetivo 20X. Se tomaron fotos de 6 campos aleatorios en
cada dilucion, a partir de los cuales se determind el porcentaje de células infectadas.
El titulo de cada stock viral se obtuvo con la siguiente férmula:

Titulo en Unljr = (Ndmero de células infectadas) x (Dilucién™) x (1mL/Volumen inicial de lisado)
UFF _ . . -
Donde - Unidades formadoras de focos por mililitro

6.10 Analisis de la eficiencia de replicacion viral.

Se infectaron células HFF con el virus wt o con cada uno de los virus recombinantes
utilizando una MOI de 30 UFF/célula, y se cosecharon a las 36 h.p.i como se
describe arriba. Los lisados fueron titulados por focos fluorescentes para determinar

la eficiencia de produccion de progenie. Se sembraron células HFF en cajas de 12

-1 -6
pozos sobre cubreobjetos y se infectaron con diluciones de 1 X 10 a1 X 10 de
cada virus; las células se fijaron con formaldehido al 3.7%/PBS a las 36 hpi y se

prepararon para inmunofluorescencia como se describié antes para posteriormente
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titularlos por conteo de focos fluorescentes.

6.11 Analisis de la sintesis de DNA viral por PCR cuantitativo.

Se infectaron células HFF con el virus wt o mutantes y se cosecharon a las 4, 12,
16, 24 y 36 h.p.i. Las células se trataron con proteinasa K (1 mg/ml) y Tween 20
(1:200) en agua MQ estéril. Se incubo a 55°C por 1 h'y 10 min a 95°C. El DNA se
precipito con 1/10 de acetato de sodio 3M pH 5.2 y un volumen de isopropanol,
incubando a 4°C toda la noche. Al dia siguiente, la muestra se centrifugd a 14,000
rpom por 10 min a 4°C y lapastilla se resuspendio en 20 ul de Tris pH 7.4 10 mM. El
DNA se cuantificé por espectrometria utilizando un NanoDrop™ (Ver anexo tabla 2).

Para el analisis cuantitativo de la sintesis de DNA, se utilizo el sistema de deteccion
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Para la amplificacién de las
copias de DNA viral, se utilizaron 50 ng del molde (DNA), 1X del Master Mix del kit
(SYBR® Green | Dye, AmpliTag Gold® DNA Polymerase UP, dNTPs, referencia
pasiva (ROX) y componentes optimizados de buffer). Las reacciones se llevaron a
cabo en el equipo StepOne (Applied Biosystems). Para cada par de primers se
hicieron controles sin muestra molde (NTC) para verificar que no existia
amplificacion por formacion de estructuras secundarias entre los primers. Ademas,
se hicieron curvas con diluciones 1:5 partiendo de 50 ng totales de DNA de la
muestra de wt para verificar que la eficiencia de amplificacion de todos los pares de
primers utilizados fuera similar. El analisis se realiz6 utilizando dos experimentos
independientes para cada virus, y cada muestra se cuantifico por triplicado. Los
resultados, asi como el analisis estadistico se realizé mediante el software Graph
Prism 8.

6.12 Inmunoprecipitacion.

Las muestras de proteina fueron preparadas como se describe en la seccion de
western blot. Los lisados totales de células infectadas se preaclararon como sigue:
Para aproximadamente 1 ml de lisado de células se us6 0.25 ug de Proteina A
Sepharosa® de (Thermofisher) y se incubd por 1 hora a 4°C en movimiento.
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Posterior a la incubacion las muestras se centrifugadaron a 3,000 rpom (1,000 g)
durante 1 minuto a 4 °C, el sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo eppendorf a
4°C, se agrego el anticuerpo primario 2A6 de ratdon en una dilucion 1:50 y se incubo
durante toda la noche en movimiento a 4°C. Posteriormente se agrego Proteina A
Sepharosa® y se incub6 durante 1 hr a 4°C. Las muestras se centrifugaron a 3,000
rpm (1,000 g) durante 1 min a 4°C y se desechd el sobrenadante. La sepharosa fue
lavada 3 veces con 1 ml de RIPA (Tris-HCI 25 mM, pH 8,0, NaCl 50 mM,
desoxicolato de sodio al 0,5 % (p/v), Nonidet P-40 0.5% (NP-40) y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo 1 mM) y después del lavado final se desecho el sobrenadante; se
resuspendio en buffer de carga (bromophenol blue, 0.004%, DTT, 400 mM, glycerol,
20%, SDS, 4% y TRIS, 0.125 M con 10 % beta-mercaptoetanol) y se incubaron a
95°C durante 5 min. Finalmente, las muestras fueron analizadas inmediatamente
por westernblot, cada uno de los resultados mostrados fueron al menos 3

experimentos independientes.

6.13 Western blot.

Para los ensayos de inhibicion y estado de fosforilacion de la E1B-55K, se
cosecharon células HFF infectadas con MK o Ad a las 24 horas después de la
infeccion (hpi). Para la inmunotransferencia, los geles se transfirieron a membranas
de polivinilideno difluoruro (PVDF) (Millipore) y se incubaron segun se describe en
estudios previos [122]. Las membranas se bloquearon durante 2 horas a
temperatura ambiente con BSA al 3% y se incubaron durante la noche a 4 °C con
anticuerpos primarios (2a6 1:50, PS-45 1:500, 9381 1:250). Después de lavados
sucesivos con TBS/0.1% Tween20, las membranas se incubaron con anticuerpos
secundarios acoplados a HRP durante 2 horas a temperatura ambiente. Las
membranas se revelaron mediante quimioluminiscencia mejorada segun las
recomendaciones del fabricante (Pierce, Thermo Fisher Scientific) y las bandas se
visualizaron en peliculas de rayos X (Kodak).
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6.14 Analisis de densitometria.

Las imagenes de electroforesis en gel de DNA y RNA, asi como las peliculas de
Western blot (WB), se analizaron mediante densitometria utilizando Imaged [123] .
Graph Prism se utilizé para graficar los datos y para el analisis estadistico mediante
la prueba t de student.

6.15 Microscopia de super resolucion.

Para los ensayos de microscopia de super resolucién, las células se montaron en
cubreobjetos y se trataron como se describidé anteriormente. Todas las mediciones
de imagenes de super resolucion se realizaron en un microscopio invertido Olympus
IX-81 configurado para la excitacion de fluorescencia de reflexion interna total
(TIRF) (Olympus, cell TIRFTM llluminator) del Laboratorio Nacional de Microscopia
Avanzada (LNMA-UNAM). El angulo critico se configuro de tal manera que el campo
de evanescencia tenia una profundidad de penetracion de ~ 200 nm (software
Xcellence v1.2, solucion de imagenes blandas de Olympus GMBH). Las muestras
se iluminaron continuamente utilizando fuentes de excitacidon en funcion del
fluoréforo utilizado. Los fluoréforos azul (Alexa Fluor 488) y amarillo (Alexa Fluor
568) se excitaron con un laser de estado solido bombeado por diodos de 488 nm o
de 561 nm. La seleccion del haz y la modulacion de las intensidades del Iaser se
controlaron a través del software Xcellence v.1.2. Se utilizé un conjunto completo
de cubos laser multibanda para discriminar las fuentes de luz seleccionadas (LF
405/488/561/635 A-OMF, linea brillante; Semrock). La fluorescencia se recolecto
utilizando una lente objetivo de inmersidn en aceite de apertura numérica Olympus
UApo N 100x / 1.49 con una lente de ampliacién intermedia adicional de 1.6x. Todas
las secuencias de imagenes se adquirieron en una region de 65 x 65 pixeles de una
camara EMCCD (iXon 897, numero de modelo: DU-897E-CSO0- # BV; Andor) a 100
nm por pixel. Las imagenes de sub-difraccién se derivaron del analisis bayesiano
de los colorantes centelleantes y blanqueadores estocasticos de Alexa Fluor. Para
cada reconstruccion de super resolucion, se adquirieron 300 imagenes a 37 Hz con
un tiempo de exposicion de 23 ms, a plena potencia del |aser. La potencia maxima
del laser que sale de la fibra éptica, medida en el plano focal posterior de la lente
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objetivo, para las lineas laser de 488 nm y 561 nm fue de 23.1 mW y 19.1 mW,
respectivamente. Para las figuras 13 a la 18 Las secuencias de imagenes se
introdujeron en el complemento de analisis de microscopia 3B de Image J y para
las figura 19 se utiliz6 el complemento SRRF de Fiji, considerando un tamaro de
pixel de 100 nm y un ancho maximo de la mitad de la funcién de dispersion de
puntos de 270 nm (para Alexa Fluor 488) y 290 nm (para Alexa Flour 568), ambos
medidos experimentalmente con perlas fluorescentes de 0.17 uym (kit de fuente de
punto de microscopio PS-SpeckTM, Molecular Probes, Inc.). Todos los demas
parametros se configuraron como valores predeterminados. El analisis se realiz6 en
200 y 100 iteraciones, segun lo recomendado, y las reconstrucciones finales de
resolucion superior se crearon a un tamafo de pixel de 10 nm. La resolucion
espacial observada en la imagen configurada por el analisis fue de

aproximadamente 50 nm.

6.16 Plasmidos y transfecciones transitorias.

Las proteinas Ad E1B se expresaron a partir de sus respectivos DNA
complementarios bajo el control del promotor inmediato temprano del
citomegalovirus derivado del vector pcDNAS (Invitrogen) para producir Ad WT E1B
55K [124] o E1B 3XPD (S490/491D, T495D) (pE1BPM). Las construcciones de los
promotores se basaron en el vector pGL3-basic (Promega). Para las transfecciones
transitorias, las células subconfluentes se trataron con una mezcla de transfeccion

de DNA vy polietilenimina lineal de 25 kDa, como se describe [125].

6.17 ensayos de luciferasa.

Células subconfluentes H1299 se cotransfectaron con un plasmido pGL3 que porta
el gen de la luciferasa de luciérnaga bajo el control del promotor HAdV5 E1A; un
plasmido pRenilla que expresa la luciferasa de Renilla; y un plasmido pcDNA que
dirige la expresion de E1B-55K WT, o las proteinas mutantes SSA o SSD.
Paralelamente, las células transfectadas se infectaron con el virus H5Spm4149 (E1B-

). La actividad del promotor se analizé con lisados celulares totales en el Dual-
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Luciferase® Reporter 1000 Assay System, usando un luminédmetro automatizado
(Pharmingen Monoluz 3010). Las muestras se normalizaron para la eficiencia de la
transfeccion midiendo la actividad Renilla-luciferasa del plasmido pRenilla
cotransfectado. Todos los experimentos mostrados se realizaron en triplicado y los
datos se presentan como valores medios con la desviacidon estandar

correspondiente utilizando GraphPad Prism.

6.18 Preparacion de fracciones subcelulares y subnucleares de células HFF
infectadas.

Para aislar las fracciones citoplasmaticas y nucleares, las células HFF infectadas
con Ad5 se fraccionaron esencialmente segun un procedimiento disefiado para
aislar nucleolos descrito previamente [126] y adaptado recientemente [127], con las
siguientes modificaciones [127]: Todos los procedimientos se llevaron a cabo en
hielo, excepto cuando se indica. Las células HFF se cultivaron en cultivos de
monocapa hasta un 90% de confluencia. Las células infectadas con Ad5 o no
infectadas se cosecharon en los tiempos indicados después de la infeccion y se
lavaron con PBS frio (137 mM de NaCl, 2.7 mM de KCI, 10 mM de Na2HPO4 y 1.8
mM de KH2PO4). Para romper la membrana celular, 1 x 107 células se
resuspendieron en un tampdn hipoténico frio (10 mM de HEPES pH 7.9, 10 mM de
KCI, 1.5 mM de MgCI2, 0.5 mM de DTT, 20 pg/ml de fenilmetilsulfonilfluoruro
(PMSF), 10 pg/ml de aprotinina, 10 ug/ml de pepstatina Ay 10 ug/ml de leupeptina).
Después de una hinchazén extensa, las membranas celulares se lisaron mediante
80 golpes con un homogeneizador de Dounce, monitoreado constantemente por
microscopia de contraste de fase para garantizar la lisis completa de la membrana
celular evitando dafiar los nucleos. El homogeneizado celular se centrifugd a 300 x
g, 4°C durante 5 minutos y el sobrenadante que contenia la fraccidn citoplasmatica
(CYT) se almaceno a -20°C. Para eliminar los restos celulares de los nucleos, el
pellet se resuspendidé en solucién 1 (S1) (0.25 M de sacarosa, 10 mM de MgCl2, 20
pug/ml de PMSF, 10 pg/ml de aprotinina, 10 uyg/ml de pepstatina A y 10 ug/ml de
leupeptina) y se colocé sobre un volumen igual de solucién 2 (S2) (0.35 M de
sacarosa, 0.5 mM de MgCI2, 20 ug/ml de PMSF, 10 pg/ml de aprotinina, 10 pg/ml

45



de pepstatina Ay 10 pg/ml de leupeptina), y se centrifugé a 1,400 x g, 4°C durante
5 minutos. El sobrenadante contenia restos celulares y el pellet que contenia los
nucleos aislados (NUC) se resuspendié en S2 y se almaceno a -20°C. Para aislar
fracciones subnucleares enriquecidas con el CR del adenovirus (fracciones CR), los
nucleos se sonicaron con un bafo ultrasdnico Branson 1510, utilizando dos pulsos
de 5 minutos, hasta que se observd que todos los nucleos se lisaban segun se
observd por microscopia de contraste de fase. Luego, los nucleos sonicados se
colocaron sobre un volumen igual de solucion 3 (S3) (0.88 M de sacarosa 'y 0.5 mM
de MgCI2) y se centrifugd a 3,000 x g, 4°C durante 10 minutos. El sobrenadante
que contenia la fraccion nucleoplasmica (Npl) y el pellet que contenia las fracciones
CR o fraccion nucleolar (Nlo, en células no infectadas simuladas) se almacenaron
a -70°C. Se muestran datos de tres experimentos independientes en todos los

procedimientos cada uno con triplicados internos.

6.19 Ensayos de replicacion de ADN en CRs aislados.

Se evalud la actividad de la polimerasa de ADN asociada a las fracciones de los
complejos de replicacion en dos experimentos independientes, utilizando muestras
en triplicado. Las fracciones de los complejos de replicacién se incubaron durante
30 minutos a 30 °C en una solucién compuesta por 200 mM de sulfato de amonio,
40 mM de Tris-HCI con pH 7.9, 5 mM de MgCI2, 3 mM de ditiotreitol (DTT), 50 uM
de cada desoxirribonucledsido trifosfato (dNTP) y 1 mM de ATP (modificacion
basada en [128]). Posteriormente, la sintesis de ADN se determiné mediante la
amplificacion de una region del genoma adenoviral dentro de la secuencia TPL
mediante PCR. En el caso del ADN celular, se emplearon cebadores especificos
para el ARN ribosomico 18S y el ARN pequeio nuclear U1 snRNA. Los productos
amplificados mediante PCR se separaron en geles de agarosa y se cuantificaron
mediante densitometria. Se utilizé una concentracion de 100 ng/ml de Actinomicina
D (ActD) para inhibir la replicacion del ADN. Los ensayos de replicacion se llevaron
a cabo con muestras duplicadas obtenidas de dos experimentos independientes, y
los datos se sometieron a analisis mediante la prueba t de Student.
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6.20 Ensayos de transcripcion en CRs aislados.

Se analiz6 la actividad de transcripcion en las fracciones de complejos de
replicacion en dos experimentos independientes, utilizando muestras duplicadas.
Las fracciones de los complejos de replicacion se incubaron durante 10 minutos a
37 °C en una solucion que contenia 200 mM de sulfato de amonio, 80 mM de Tris-
HCI con pH 7.9, 2 mM de MnCI2, 0.05 mM de DTT y 1 mM de cada trifosfato de
ribonucledsido (NTP) (modificado segun [129]). Posteriormente, se aislo el ARN
utilizando el reactivo Trizol, siguiendo los procedimientos previamente descritos, y
se verifico la ausencia de contaminacidon de ADN. La sintesis de ARN se determiné
mediante RT-PCR utilizando cebadores virales especificos dentro de la secuencia
TPL, asi como cebadores celulares para el ARN mensajero de actina y el ARN
ribosémico 18S. Los productos de PCR amplificados se sometieron a 20 ciclos de
amplificacion para evitar la saturacion de la sefial. Se emple6 una concentracion de
25 pg/ml de Actinomicina D (ActD) para inhibir la transcripcion. Los ensayos de
transcripcion se realizaron utilizando muestras duplicadas obtenidas de dos
experimentos independientes, y los datos se analizaron mediante la prueba t de
Student.

6.21 Ensayos de splicing en CRs.

Se evalud la actividad de empalme asociada a las fracciones de complejos de
replicacion en dos experimentos independientes, utilizando muestras duplicadas.
Las fracciones se incubaron durante 90 minutos a 30 °C en una solucién que
contenia 1 mM de ATP, 20 mM de fosfato de creatina (CP), 3.2 mM de MgCI2, 0.25
U/ul de RiboLock (ThermoScientific), 1 mM de DTT, 72.5 mM de KCly 12 mM de
Hepes-KOH a pH 7.9 (modificacion basada en [130]). Posteriormente, se aislo el
ARN vy se verifico la ausencia de contaminacion de ADN. La actividad de empalme
de pre-ARN se determiné mediante RT-PCR utilizando cebadores que se unen a
las uniones de empalme dentro de la secuencia TPL (para el ARN viral) y dentro del

ARN mensajero de actina (para el ARN celular). Los productos de PCR amplificados
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se sometieron a 25 ciclos de amplificacion para evitar la saturacién de la sefal. Se
utilizé una concentracion de 500 uM de eritromicina (Ery) para inhibir el empalme,
como se ha informado previamente [131]. Los ensayos de empalme se llevaron a
cabo utilizando muestras duplicadas obtenidas de dos experimentos
independientes, y los datos se analizaron mediante la prueba t de Student.

6.22 Densitometria y analisis estadistico.

Las imagenes de electroforesis en gel de DNA y RNA, asi como las peliculas de
WB, se analizaron mediante densitometria utilizando Imaged [123]. Graph Prism
8.2.1 se uso para graficar los datos y para el analisis estadistico mediante analisis
de varianza de dos vias (ANOVA), prueba t de Student y R para Kruskal-Wallis del

mismo paquete.
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto de las modificaciones en el motivo de ribonucleoproteina (RNP) de
la E1B-55K sobre sus actividades durante el ciclo de replicacion.

Como se describié en la introduccién, la E1B-55K participa en varios procesos
durante la replicacién viral y, en ultima instancia, afecta la produccion de progenie
viral. La evidencia acumulada sugiere que a E1B-55K esta implicada en la
regulacion de la produccidn nuclear de los mRNA virales tardios. Datos no
publicados de nuestro laboratorio sugieren un posible papel en el procesamiento
postranscripcional y estabilidad de los mMRNAs virales, pero el mecanismo mediante
el cual E1B-55K ejerce este efecto no se conoce. Inicialmente se propuso que la
interaccion E1B-55K - RNA podria ser clave en la regulacién de estos procesos; sin
embargo, dicha interaccion no habia sido detectada en el contexto de la infeccion
[132]. Para determinar el papel del dominio RNP en la E1B-55K en la produccion
y/o procesamiento de mRNAs virales, se construyeron mutantes de HAdV-C5 con
sustituciones en el dominio putativo RNP y se analizé su efecto sobre la produccion
de progenie viral; la replicacion del DNA viral; y la produccién de pre-mRNA y mRNA
virales tardios. Las células HFF infectadas se recolectaron en tiempos tardios del
ciclo de replicacion de AdV (16, 24 y 36 hpi) y se cuantificd la progenie viral por
inmunofluorescencia (Figura 7A). Todos los virus mutantes mostraron disminucién
en la produccion de progenie para las 36 hpi. En el caso del mutante A284-289, en
el que se elimind el RNP, el defecto fue ligeramente mas severo e incluso mostro
un fenotipo similar al virus que no expresa la proteina (E1B-) a las 36 hpi, pero para
las 48 hpi la produccién de progenie fue similar al virus wt. La reduccion en la
progenie viral fue estadisticamente significativa y similar a la reportada para otros
mutantes E1B-RNP [132]. Adicionalmente analizamos la acumulacion del DNA viral
en estos mutantes (Figura 7B). Los mutantes de RNP mostraron un comportamiento
variable con respecto al nivel y el tiempo de acumulacion de DNA viral. Se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre estos virus y wt a las
24 hpi, y las células infectadas con los mutantes C288A, C288S y W289F produjeron
niveles de DNA viral mas bajos que el virus wt a las 36 hpi, lo que correlacion6 con

una eficiencia reducida en la produccion de progenie viral. Por el contrario, las
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células infectadas con A284-289 produjeron niveles similares de DNA viral en
comparacion con el virus wt a las 24 y 36 hpi. Los defectos en la acumulacion de
DNA viral sugieren que las mutaciones en E1B-55K RNP pueden afectar la
acumulacion del DNA viral. Para determinar el papel potencial del E1B-55K RNP en
la biogénesis de los MRNAs virales tardios, se determinaron los niveles de pre-
MRNA y mRNA del gen L5 (plV-fibra) y la relacion entre los dos como una medida
de su procesamiento por splicing. EI RNA total se extrajo a las 36 hpi de células
infectadas con virus wt o mutantes y se analiz6 mediante RTqPCR usando
cebadores que permitian discriminar entre RNA no procesado de L5 (L5NP) y
procesado (L5P) (Figura 7C). El mutante E1B- resultdé en una disminucion de 3
veces en la acumulacion de LSNP y L5P, pero la relacion L5P:LSNP mostro niveles
similares a wt. El mutante C288S mostré un fenotipo similar, con una reduccion
cercana al 50% de LSNP y L5P. Los mutantes C288A y W289F, mostraron una
reduccion de 14 y 5 veces, respectivamente, para ambos tipos de RNA L5 (Figura
7C y D). Similar al virus E1B, ninguna de estas mutaciones afecto la eficiencia de
splicing. El mutante A284-289, mostré un aumento de 2 y 5 veces en los niveles
de acumulacion de RNA de L5NP y L5P, respectivamente. En contraste con los
otros mutantes, la relacion L5P:L5NP fue 2.5 veces mayor en el mutante A284-289
en comparacion al virus wt. Estos resultados, aunque no esperados, son
consistentes con datos previos de nuestro grupo que mostraron que la E1B-55K del
virus A284-289 interacciona mas eficientemente con RNA que en el virus wt, por lo
que en conjunto sugieren que la interaccion de E1B-55K con el RNA viral
correlaciona con un aumento en la acumulacion de RNA viral y en su procesamiento

por splicing [110].
Una vez que se establecio el efecto de la interaccién con RNA sobre la produccion

de mRNAs virales, analizamos el efecto de la fosforilacion de la E1B-55K sobre sus

actividades en los CR durante el ciclo de replicacion viral.
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Figura 7. Las sustituciones en E1B RNP afectan la biogénesis de los mRNAs virales tardios.
Células HFF se infectaron a las 16, 24 y 36 hpi y se determiné la produccién de progenie viral A) y la
acumulacion de DNA viral B). Se infectaron células HFF con el virus wt o mutantes de E1B-55K y se
cosecharon a 36 hpi. EI RNA total fue extraido y los niveles del mRNA de L5 se determinaron mediante
RT gPCR empleando primers que reconocen una union exon-intrén (L5NP) para el pre-mRNA C) o unién
exon-exon (L5P) para el mMRNA maduro D). Para comparar la eficiencia del splicing, se calcularon los
cocientes L5P:L5NP E). El mRNA de B actina se us6 como control endégeno. Se muestran los datos de
dos experimentos independientes cada uno por triplicado. * P <0.01, **** P <0.0001.
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7.2 Construccién y amplificacion de virus recombinantes con sustituciones en
los sitios de fosforilacion de la E1B-55K.

Como se ha descrito anteriormente la fosforilacion tiene efectos sobre las
actividades de E1B-55K relacionadas a la E3 Ub ligasa, la transformacion celular,
la SUMOQilacion y por lo tanto la localizacion de la proteina; ademas el analisis de
diferentes secuencias de E1B-55K de diferentes AdV muestra que las serinas 490,
491 se encuentran completamente conservadas mientras que la treonina 495 no lo
esta. En los HAdV-E4 en lugar de la treonina se encuentra una serina que puede
ser modificada por fosforilacion y en HAdV-A12 este sitio lo ocupa un acido aspartico
(Figura 8A). Adicionalmente un analisis bioinformatico de diferentes secuencias de
E1B-55K de diferentes AdV muestra que estos residuos de la proteina podrian ser
fosforilados por diferentes cinasas. Como se describié en la introduccion,
anteriormente se han construido mutantes en estos sitios (S490, S491 y T495) en
los que mediante mutagénesis sitio dirigida se han sustituido estos aminoacidos por
alaninas o acidos asparticos. La sustitucion de estos residuos por alaninas resulta
en que el residuo no puede ser fosforilado y, por el contrario, la modificacion por
acido aspartico resulta en que fisicoquimicamente se mimetiza el estado fosforilado
de estos sitios por la adicion de la carga del acido aspartico. En nuestro laboratorio
se han disefado y construido los virus mutantes que expresan la E1B-55K como
PM, AP, AAT, DDT, SSA y SSD mediante un protocolo previamente descrito [133]
(Figura 8). Sin embargo, dada la informacién que se ha obtenido con estos virus
mutantes (ver seccion de materiales y métodos) decidimos disefiar y construir virus
recombinantes con mutaciones sencillas en las serinas 490 y 491. Con el objetivo
de obtener informacion del papel de la fosforilacién individual de las serinas
implementamos el sistema de mutacion dirigida mediante recombinacién RED
(descrito en materiales y métodos) para este fin. A diferencia del sistema
convencional, donde la limitante es el uso de enzimas de restriccion, el sistema
lambda Red es un método que puede usarse para la clonacion del genoma de Ad5
con mayor facilidad.
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Figura 8. Representacion de la proteina E1B-55K 55 kDa. A) Mutaciones en el C-terminal de E1B-
55K, las sustituciones de aminodacidos se indican con flechas. B) Alineamiento comparativo de
secuencias de E1B-55K de las 7 especies representativos de cada grupo de adenovirus. C) prediccion
de los sitios de fosforilacion y cinasas responsables mediante analisis de secuencia de la E1B-55K con
el software Netphos 2.0.

Este sistema se basa en la recombinacion homologa y permite la modificacion
directa del DNA en diferentes cepas de E. coli y es independiente de los sitios de
restriccion. Su uso como herramienta de ingenieria genética se llama con frecuencia
sistema de recombinacion RED. Mediante este método y el uso de las cepas
bacterianas GBred-gyrA462 y GB05-Red (para la primer y segunda recombinacion
respectivamente) se obtuvieron los genomas con las mutaciones de interés.
Posteriormente estas secuencias fueron validadas mediante el uso de enzimas de
restriccion y confirmadas mediante secuenciacion, la nomenclatura que se usara
para las siguientes secciones puede ser consultada en materiales y métodos (figura
9).
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Selected: 117 .. 119 = 3 bases (=] [«=) 1082 ba:
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CCGCGCTGAG GGC TAG CG G G CAG
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Figura 9. Confirmacion de virus mutantes mediante secuenciaciéon. A) El DNA viral de células
infectadas fue extraido y usado como molde para la amplificacion de un fragmento de PCR que incluye
los nucledtidos en donde se realizd la mutacién (Regidon marcada en azul). Las muestras fueron
secuenciadas mediante el metodo de sanger en el Campus Research at the University Medical Center
Hamburg-Eppendorf y en la unidad de secuenciacion del IBT UNAM. Se muestra los cromatogramas
paralos virus mutantes SAT, SDT, DST y AST.

7.3 La fosforilacién en E1B-55K favorece la formacion de CRs.

El ndcleo celular se organiza en compartimentos discretos llamados cuerpos
nucleares o dominios nucleares. Algunos de estos compartimentos, como los
nucleolos, los cuerpos de Cajal y los compartimentos de reparacion marcados con
la proteina 53BP1, se forman mediante la separacion de fases liquido-liquido (LLPS)
y desempeian un papel crucial en la regulacion de diversas actividades nucleares,
como la replicacion del ADN, la transcripcion génica, el procesamiento de ARN
postranscripcional, el ensamblaje de ribosomas, el ensamblaje de empalmesomas,
la remodelacion de la cromatina y la reparaciéon del ADN. Estas funciones son
esenciales para el control de la expresion génica y el mantenimiento de la

homeostasis celular y del genoma.
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Durante la replicacién viral, la compartimentacién del nucleo se altera debido a la
acumulacion de macromoléculas restringidas al sitio que regulan la replicacién del
genoma viral y la expresion génica. Esto conduce a la formacién de microdominios
celulares especializados llamados centros o compartimentos de replicacién viral
(CR). Estos CR son esenciales para la replicacion y regulacién de los virus en el
nucleo celular.

Inicialmente, los centros de replicacion viral de adenovirus se detectaron mediante
microscopia electronica de transmision y se describieron como agregados virales
electro densos. Los CRs estan compuestos por proteinas y acidos nucleicos y se
han definido como compartimentos inducidos por el virus que albergan proteinas
implicadas en la replicacion del genoma viral, asi como factores de transcripcién y
splicing que regulan la expresion de los genes virales. Ademas, los CR desempefian
un papel en la modulacion de las respuestas antivirales celulares al reclutar y
concentrar factores celulares que normalmente bloquean la replicacion viral. Los
CRs son clave para las interacciones entre el virus y la célula huésped, la formacién
y regulacion del reclutamiento

Durante las etapas tempranas de la infeccion, la proteina viral E1B se encuentra de
manera difusa en el nucleo y en puntos perinucleares especificos en células
transformadas con el adenovirus humano tipo 5 (HAdV5). Esta distribucion nuclear
de E1B-55K esta asociada con la proteina viral temprana E4Orf3, que se colocaliza
con alteraciones en la distribucion de los cuerpos nucleares de PML (PML-NB) o
con la matriz nuclear en células infectadas, independientemente de su asociacion
con E4Orf3. A medida que progresa el ciclo de replicacion viral, E1B-55K interactua
con E40rf6, lo que conduce a la relocalizacién de la proteina en la periferia de los
centros de replicacion viral (CR). En la periferia la E1B-55K desempefia un papel
importante en la formacidn adecuada de los CR y regula diversas actividades
relacionadas con los CR en las células infectadas.Dado que se sabe que E1A, E1B-
55K y E4orf3 regulan el sistema de modificacion de SUMO [134], la interaccidn
entre los CR, los tracks nucleares de PML-E4orf3 y el sistema de SUMOilacion
pueden dirigir el transito de proteinas dentro y fuera de CR y por lo anterior podrian

resultar en la formacion eficiente de los compartimentos de replicacion.
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Adicionalmente se ha reportado que en un virus mutante nulo en la fosforilacion los
compartimentos de replicacion se forman deficientemente por lo anterior la
formacion de estos sitios y la fosforilacion de la E1B-55K podrian estar
estrechamente relacionadas.

Como se describié anteriormente DBP es una proteina viral que se asocia al DNA
viral de cadena sencilla durante la replicacién del genoma. La proteina tiene
actividad de helicasa no dependiente de ATP y de esta manera participa en el
mecanismo de replicaciéon del genoma viral separando las hebras de DNA. Esta
proteina se organiza en la periferia de los CR y es la mas abundante en estos sitios,
por lo que se puede utilizar como un marcador para analizar la organizacion de los
CR. Por lo anterior, el analisis de la cinética de distribucion de DBP permite
determinar la eficiencia con la que los CR se forman durante la infeccion. Para
evaluar esto, se infectaron células HFF con los virus wt o mutantes de E1B-55K (wt
4100, AP, PM, E1B-, AAT, DDT, SSD, AST, SAT, DST y SDT); las células se fijaron
alas 12, 16, 20, 24, 28, 32 y 36 h.p.i. y se analizé la distribucion de la proteina viral
DBP mediante microscopia de inmunofluorescencia. La figura 10 muestra los
resultados de estos experimentos.

En células infectadas con el virus wt a las 12 h.p.i. la proteina DBP se localizé difusa
en nucleo y en algunos puntos con mayor intensidad; a las 16 h.p.i. estos puntos se
hicieron mas evidentes sobre una distribucion difusa y a partir de las 24 h.p.i. estos
puntos nucleares formaron zonas bien definidas en el nucleo en forma de anillos.
En tiempos posteriores a las 28 h.p.i. estos anillos coalescieron formando
estructuras intranucleares diversas que invaden casi la totalidad del nudcleo de

acuerdo con lo previamente reportado [49, 135-137].

Para las células infectadas con los virus AAT, E1B- o AP a tiempos tempranos se
observo a DBP difusa en nucleo (12 a 20 h.p.i), y solo para los virus E1B-y AP a
las 24 h.p.i se observé a DBP en puntos o engrosamientos bien definidos. Sin
embargo, estos no formaron anillos en tiempos comparables con el virus wt. Para
tiempos tardios de la infeccibn se observé a DBP localizada en anillos bien
definidos, pero no se observo coalescencia entre CR. Para los virus DDT y SSD la
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localizacion fue similar al virus silvestre, pero en tiempos tardios se observo a los
anillos coalescer mas temprano. Interesantemente en el virus PM desde las 12 h.p.i
se observo a DBP en puntos bien definidos sobre una distribucién difusa
comparable con las 20 h.p.i del virus wt. Para las 20 h.p.i se observé a DBP en
anillos bien definidos e inclusive en tiempos tardios (28 h.p.i) se observé un numero
mayor de anillos con respecto al virus wt. Para los virus mutantes sencillos AST,
DST, SAT y SDT, en los que en todos los casos se mantiene la treonina 495 y por
lo tanto puede ser fosforilada y fosfatada, no se observaron diferencias marcadas
en la localizacion de DBP y su localizacion fue similar al virus silvestre.

Dado que hasta el momento la informacion obtenida mediante microscopia de
inmunofluorescencia sobre la distribucién de DBP en los CR habia sido cualitativa,
desarrollamos un algoritmo para el analisis de imagenes obtenidas mediante
microscopia que permite obtener informacion cuantitativa de forma automatizada de
los CR como: Area, perimetro, excentricidad, diametro, intensidad media de
fluorescencia y numero de estructuras por célula. La figura 10 muestra los
resultados del analisis del tamafo de los CR analizados por la distribucion de DBP
[121], expresado en area con el uso del algoritmo DLSF. Hay que destacar que,
para el analisis de la cinética de formacion de CR, el uso de este algoritmo (ajustes
de elipses) carece de sentido en tiempos muy tardios porque los CR coalescen e
invaden todo el nucleo y no hay posibilidad de ajustar elipses.

Para el virus wt se observo un incremento progresivo en la media del area de los
CR desde las 16 horas hasta alcanzar un maximo a las 24 h.p.i, posterior a este
tiempo se detectdé una disminucion de la media en el resto de los tiempos (Figura
10). Interesantemente en el virus PM se observo que el incremento en el intervalo
de 12 a 16 h.p.i fue mayor y se alcanz6 un pico maximo a las 20 h.p.i. Es decir, la
poblacién de células analizada mostr6 CR de mayor tamafio en tiempos mas
tempranos con respecto al virus wt (Figura 10). En contraste, en los virus donde se
afectd la fosforilacion de la E1B-55K o en el mutante que no la expresa no se
observo un incremento comparable al del virus wt en el intervalo de 12 a 16 h.p.i.
Ademas, se observo que, aunque si hubo un aumento conforme progreso el ciclo

de replicacion, este fue discreto (Figura 10).
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Figura 10. Analisis de la cinética de formacion de compartimentos de replicacion (CR). Células
HFF fueron infectadas con virus silvestre 0 mutantes y fijadas a diferentes tiempos, posterior a esto se
prepararon para inmunofluorescencia, para la deteccion de la proteina DBP se utilizé el anticuerpo
monoclonal de conejo anti-DBP (B6)y la sefal se detecté utilizando el anticuerpo secundario anti-raton
acoplado a Alexa 488, secuencias de 1000 células fueron obtenidas mediante un microscopio de
epifluorescencia (Axiovert 200M, Carl Zeiss Inc, ver materiales y metodos.) a 12, 16, 20, 24, 28, 32 y 36
h.p.i. barra de escala 10um
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Para los virus mutantes DDT, SSD, DST y SDT la cinética de formacién de los CR
fue similar al virus silvestre y solo se detectd una diferencia menor en los mutantes
AST y SAT, ambos mutantes que mantienen la treonina 495. Adicionalmente, se
comparo6 el numero de anillos que se forman durante la replicacion viral (Figura 11).
Estos datos muestran que para los virus mutantes PM, DDT, SSD, DST, SDT, AST
y SAT el numero de CR por célula fue similar al virus wt. Interesantemente, en los
virus mutantes E1B -, SSA, AAT, AP el numero de CR fue significativamente menor
comparado con el virus wt. Un parametro adicional que tomamos en cuenta para la
caracterizacion de los CR fue la excentricidad. Dado que el algoritmo emplea el
ajuste de elipses para la seleccion de los CR la excentricidad es un parametro
mediante el cual podemos obtener informacion de su forma. Estos resultados
muestran minimas diferencias entre el virus silvestre y los virus mutantes. Este
analisis mostré que cuando se afectan los sitios de fosforilacion en la E1B-55K
(serinas o treoninas) la progresion en la formacion de CR es menos eficiente
(medido por area y numero de CR). Mientras que, cuando se mimetiz6 el estado
fosforilado de serinas o treonina, no se afectd la eficiencia con la que se forman
estos sitios. Sin embargo, es de notar que cuando se mimetizo6 el estado fosforilado
de los 3 sitios, la progresion en el ciclo de replicacion fue mas eficiente que en el
virus wt. En conjunto estos datos sugieren que la fosforilacién en las serinas y
treonina de E1B-55K tiene un efecto diferencial en la formaciéon de compartimentos
de replicacion viral y que impactan la cinética de formacion de los CR.
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Figura 11. Analisis de la cinética de formacién CR mediante el uso de DSLF. Células HFF fueron
infectadas con virus silvestre o mutantes y fijadas a diferentes tiempos, posterior a esto se prepararon
para inmunofluorescencia, para la deteccion de la proteina DBP se utilizé el anticuerpo monoclonal de
conejo anti-DBP (B6)y la sefial se detecto utilizando el anticuerpo secundario anti-raton acoplado a Alexa
488. El analisis de cada set de imagenes se muestra en los graficos desde 12 hasta 36 h.p.i. A) Area de
los CR obtenidos, numero de anillos por célula y excentricidad. B) distribucion de poblacion de los CR
por area y excentricidad. Los datos se obtuvieron en micrografias de células infectadas n=1000 células
mediante el uso del algoritmo de ajuste de elipses descrito en la seccion de materiales y métodos.
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7.4 la fosforilacion diferencial en E1B-55K regula su localizaciéon durante

el ciclo de replicacién viral.

Como se describié previamente, durante la fase temprana del ciclo de replicacion
de Ad, la E1B-55K colocaliza con la proteina E4orf3 en los cuerpos nucleares de
PML, en estructuras que eventualmente son reorganizadas a estructuras
filamentosas conocidas como “tracks” [85]. En la transicién a la fase tardia la E1B-
55K interacciona con la proteina E4orf6 y esto resulta en su relocalizaciéon a los CR,
mientras que E4orf3 permanece en tracks adyacentes a los CR. Resultados del
analisis de la composicion de los CR por espectrometria de masas y proteémica en
el laboratorio muestran que E1B-55K afecta la relocalizacion de varias proteinas
celulares a los CR (que incluyen maquinaria de sintesis de DNA, splicing, que
participan en la respuesta a dafio en el DNA, supresores tumorales, etc.) y se ha
propuesto que la formacién de los CR podria ser una estrategia para evitar la
respuesta antiviral y reclutar proteinas celulares necesarias para la replicacion del
genoma viral y de esta manera favorecer la progresion del ciclo de replicacién viral.
Un ejemplo es el reclutamiento de p53 a los CR pues su relocalizacion a estos sitios
correlaciona con la relocalizacion de E1B-55K y E4orf6 y esto a su vez correlaciona
con la sintesis eficiente del DNA viral. Por lo anterior se ha sugerido que la E1B-55K
podria asistir de manera directa o indirecta el reclutamiento de proteinas celulares
y de esta manera el ensamblaje de los CR virales. Con base en lo anterior y en
experimentos que han mostrado que la fosforilacién de la E1B-55K es necesaria
para su localizacién en CR, la fosforilacion de la proteina podria también favorecer
sus actividades asociadas a estos sitios. Sin embargo, no se sabe cual o cuales de
los residuos (S490, S491 y/o T495) deben ser fosforilados para favorecer su
reclutamiento o sus diferentes actividades en los CR.

Con el objeto de analizar el efecto de la fosforilacion de la proteina E1B-55K sobre
su localizacién intracelular, se infectaron células con el virus wt o mutantes con
sustituciones en los sitios de fosforilacion de E1B-55K. Las células infectadas se
analizaron en tiempos tempranos (4, 12, 16 y 20 h.p.i) y tardios de la infeccion (24,
28, 32, 36 h.p.i). Las células fueron fijadas y preparadas para microscopia de
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inmunofluorescencia (ver materiales y métodos) y se analizo la distribucion de las
proteinas E1B-55K, DBP y E4orf3. Los resultados que permiten ilustrar el efecto de
la fosforilacion de la E1B-55K sobre su localizacion en la etapa temprana y tardia
de la infeccién se muestran en la figura 12 y los datos completos se muestran en la
figura 1 del Anexo 1. Se utilizaron las proteinas virales DBP y E4orf3 como
marcadores de CR pues como se describié antes se sabe que DBP es la proteina
viral mas abundante de los CR, la cual se asocia al DNA viral de cadena sencilla
que se esta replicando en estos sitios y la E4orf3 se localiza en los cuerpos
nucleares de PML en la fase temprana y mas tarde se encuentra adyacente a los
CR.

Durante la fase temprana de la infeccidon con el virus wt (Figura 12A; 12 h.p.i), la
proteina E1B-55K se localiz6é en una distribucion difusa y en puntos bien definidos
en el nucleo (columna 2), en los que colocalizé con E4orf3, de acuerdo con lo
previamente reportado [85, 138]. En células infectadas con los virus mutantes la
localizacion de E4orf3 y E1B-55K fue similar al virus wt; sin embargo, la localizacién
de la proteina viral DBP en el virus PM mostr6 que la formacion de compartimentos
de replicacion inicia antes que en el virus wt.

Con el avance del ciclo de replicacion viral la E1B-55K del virus wt se acumuloé en
puntos de mayor intensidad en el nucleo, excluida del nucleolo, con una distribucion
que coincide con la proteina DBP, mientras que la proteina E4orf3 se localizé en
fibras nucleares adyacentes a los CR, como se ha descrito anteriormente (Figura
12B).

Para el virus PM la E1B-55K se observd asociada a CR (28 h.p.i) y permanecio
asociada a estos sitios hasta muy tarde en el ciclo de replicacion (36 h.p.i) (Figura
1B suplementaria). En contraste, en la infeccion con el virus AP (Figura 12B) la E1B-
55K se localiz6 difusa en nucleo y citoplasma y no se observo colocalizacion con la
proteina viral DBP (CR). Estos datos muestran que la fosforilacion de la E1B-55K
es necesaria para su localizacién a CR.

Tras la infeccion con el virus AAT (Figura 12B) la E1B-55K se localizé con la proteina
viral DBP similar al virus wt, lo que indica que las serinas 490/491 no son necesarias
para su reclutamiento a CR (columna 2 fila 4). Algo muy interesante es que tras la
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infeccion con el virus SSD la E1B-55K se observé asociada a CR y en algunas fibras
nucleares y citoplasmicas. En contraste con esto, en células infectadas con el virus
SSA la E1B-55K se localizé difusa en el nucleo y en fibras de mayor intensidad tanto
en nucleo como en el citoplasma. Estos resultados mostraron que la fosforilacion de
la treonina 495 es necesaria para la localizacion de la E1B-55K a CR.

Para los virus mutantes sencillos en serinas AST y SAT la E1B-55K se localiz6 en
puntos sobre una distribucion difusa en los que se localizé con la proteina E4orf3
en tiempos tempranos de la infeccion, similar al virus wt. En la etapa tardia la
proteina se mantuvo localizada difusa en el nucleo excluida de nucleolo y no se
observo en ninguno de los dos mutantes que se relocalizara a CR. Interesantemente
en los mutantes sencillos DST y SDT la localizacién de la E1B-55K fue similar que
en el virus silvestre en la etapa temprana de la infeccién. Sin embargo, para la etapa
tardia la proteina no se relocalizé por completo a CR, es decir se localizé en todo el
nucleo, pero se detectaron cumulos de la proteina en regiones definidas como CR
(Figura 1 suplementaria). En conjunto estos datos muestran que la fosforilacion
tanto de serinas como de treonina afectan la localizacién de la E1B-55K en los CR,
pero que la fosforilacidén de la treonina 495 es un requisito indispensable para ello.
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Figura 12. Localizacién intracelular de las proteinas E1B-55K, DBP y E4orf3 en células HFF
infectadas. Las células HFF fueron infectadas con el virus silvestre o los virus recombinantes con
sustituciones en los sitios de fosforilacion de E1B-55K. Posteriormente las células fueron fijadas en
tiempos tempranos 12A y tardios 12B y tratadas para su analisis por inmunofluorescencia. Para la
deteccion de la proteina DBP (E2A) se utilizé el anticuerpo monoclonal de conejo anti-DBP (B6)y la sefial
se detectd utilizando el anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a Alexa 350 (azul columna 1); la
proteina E1B-55K se detectd con el anticuerpo monoclonal de raton anti-E1B-55K (2a6) y la sefal se
detectd utilizando un anticuerpo secundario anti-raton acoplado a Alexa 488 (verde columna 2). Como
marcador de infeccion y de los compartimentos de replicacion se utilizd la proteina E4orf3 que fue
detectada con un anticuerpo monoclonal de rata anti-orf3 (6a11) y la sefal fue detectada por un
anticuerpo secundario acoplado a Alexa 680 (rojo lejano columna 3). 12 C,D Los coeficientes de
colocalizacion de Pearson fueron calculados para todos los compartimentos de replicacion (n=100
células) medienate el uso del compolemento BIOP-JACOP.

En células infectadas con el virus silvestre la proteina E4orf3 (columna 3) se localizé
en estructuras en forma de tracks en los que se localiz6 con la E1B-55K; para la
etapa tardia se observo principalmente en una distribucion adyacente a los CR.
Sorprendentemente durante la infeccion con el virus AP, la proteina E4orf3 se
localizé en puntos en el citoplasma y nucleo, sin embargo para la etapa tardia los
puntos citoplasmaticos fueron mas evidentes.. En el caso del virus PM, la E4orf3
mostré un patron combinado, ya que se acumulé en tracks adyacentes a los CR,
pero también se observd en numerosos puntos y fibras citoplasmaticas. Una
observacion interesante es que en los mutantes AST y SAT la E4orf3 se localiz6 en
la periferia del nucleo en puntos y formas fibrosas, mientras que en los mutantes
sencillos DST y SDT se mantuvo sin cambios. Estas diferencias en la distribucion

de la E4orf3 fueron muy variadas y complejas, por lo tanto, es dificil interpretar el
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efecto de la fosforilacion de la E1B-55K sobre la distribucién intracelular de E4orf3.
Dado que como se menciond en la etapa temprana de la infeccién la E1B-55K
colocoaliza en puntos definidos en el nucleo, la figura 12C muestra los coeficientes
de colocalizacion de la proteina E1B-55K/E4orf3, estos resultados mostraron que
no hay cambios en la colocalizacion de estas proteinas con respecto al virus
silvestre. En la etapa tardia de la infeccion ocurre la relocalizacion de la E1B-55K a
CR, la figura 12D muestra los resultados del analisis de colocalizacion, estos
resultados mostraron que la fosforilacion de la treonina 495 de la E1B-55K son
necesarias para su completa relocalizacion a CR.

Las posibles implicaciones del efecto de la fosforilacion en E1B-55K sobre la
distribucion de E4orf3 se discutiran mas adelante.

En conjunto estos resultados muestran que la fosforilacion en la treonina 495 es

necesaria para la localizacion eficiente de la E1B-55K en los CR.

7.5 La fosforilaciéon de la E1B-55K afecta la localizacién de proteinas celulares
alos CRs.

Como se describio en la seccidn anterior, los CR son microambientes virales en los
que se reclutan proteinas celulares y virales responsables de la replicacion de AdV.
Nuestros resultados muestran que la E1B-55K favorece la formacion de estas
estructuras durante el ciclo de replicacion, por tal motivo y para determinar la
organizacion de los CR y el efecto de la E1B-55K sobre estos, realizamos analisis
usando microscopia de super resolucién (SR) con células HFF infectadas con los
virus wt, E1B- 0 PM a 20 y 24 hpi. Hasta el momento la descripcion de los CRs y de
las proteinas relocalizadas a estos sitios ha sido mediante microscopia de
epifluorescencia convencional, o microscopia confocal. Estos experimentos han
aportado evidencias de colocalizacién de proteinas celulares en estos sitios; sin
embargo, la implementacion de SR nos permite hacer una descripcion en escala
nanoscopica de las proteinas celulares y virales que son reclutadas a los CR que
se forman en la infeccion con los fosfomutantes. En estos experimentos analizamos
la distribucién de proteinas celulares que se sabe que se localizan en los CR en
relacion con dos proteinas virales bien caracterizadas: la proteina DBP y la proteina

67



viral E4orf3 que se han descrito anteriormente. Inicialmente se analizé la distribucion
de la proteina viral E1B-55K mediante esta técnica; los resultados mostraron que
en el virus wt, asi como en el virus PM la proteina E1B-55K se localizé en CR,
adyacente, en esta escala, a la proteina viral DBP. Adicionalmente la proteina se
localizé en algunos sitios con la proteina E4orf3 en “tracks” nucleares (Figura 13).
Estos resultados sugieren que la fosforilacion de la proteina E1B-55K puede inducir
su relocalizacion a los CR y a tracks nucleares. Lo anterior se sustenta también en
los reportes donde la fosforilacion de la E1B-55K aumenta su SUMOilacion y esto
resulta en la localizacién de la proteina en los CR [87].

20 hpi

DBP E1B E40rf3 Merge

E1B PM

24 hpi
DBP E1B E40rf3 Merge

E1B PM

Figura 13. La fosforilacion de E1B-55K induce su localizaciéon a CR y tracks nucleares. Imagenes
de microscopia de super resolucion de células HFF infectadas con virus wt, PM o E1B- 20y 24 hpi.
DBP (verde, Alexa Fluor 488), E1B-55K (azul, Alexa Fluor 405), E4orf3 (rojo, Alexa Fluor 568). Se
muestra la amplificacion de los anillos de DBP seleccionados para mostrar la distribucion de ggB-55K.



7.5.1 SUMO 2/3y CTCF

Se ha demostrado que la modificacién de proteinas por la adicion de SUMO regula
la formacidén de dominios nucleares, en particular los cuerpos nucleares de PML
[83]. Durante la infeccion por AdV, el sistema de SUMOilacién es modulado y

reorganizado.

20 hpi DBP SUMO E40rf3 Merge

WT

. . 1‘- .

E1B-

24 hpi DBP SUMO E40d3 Merge

WT

= .

Figura 14. SUMO2/3 se recluta a los CR de manera dependiente de E1B-55K. Imagenes
de microscopia de superresolucion de células HFF infectadas con virus Ad wt, PM o E1B-y
analizadas a las 20 y 24 hpi. DBP (verde, Alexa Fluor 488), SUMO 2/3 (azul, Alexa Fluor 405),
E4orf3 (rojo, Alexa Fluor 568). Los recuadros de la derecha muestran la amplificacidon de anillos
de DBP seleccionados para mostrar la distribucion intercalada de SUMO 2/3 Ad wt y PM, la
ausencia de SUMO 2/3 en los CRs en el virus E1B- y la cercania a los tracks nucleargs de
E4orf3.




La proteina viral E1A se asocia con la ligasa E2 de SUMO, Ubc9, y regula la
SUMOQilacién de proteinas diana. E1B-55K funciona como una E3 ligasa de SUMO
para p53 y también puede interactuar con Ubc9. E4orf3 induce la SUMOilacion de
los componentes de la respuesta al dafio en DNA y recientemente, usando
microscopia de inmunofluorescencia, encontramos que casi la totalidad de la senal
de SUMO se relocaliza en los CR en células infectadas con AdV, y que esta
redistribucién depende de las proteinas E1B-55K, E4orf6 y E4orf3 [61]. Sin
embargo, estas observaciones sugieren que los oncogenes adenovirales, incluido
E1B-55K, inducen la formacion de los CR mediante el reclutamiento de proteinas
celulares a sitios en los que se localiza el genoma viral.

CTCF es una proteina celular multifuncional implicada en el mantenimiento de la
arquitectura nuclear. En las células infectadas con AdV, CTCF se relocaliza a los
CR, donde se une al DNA viral y promueve la transcripcion viral tardia eficiente
[139]. La figura 15, muestra que SUMO 2/3 y CTCF se localizan en una distribucion
que coincide con la proteina DBP en CR, y en menor medida con E4orf3, en células
infectadas con el virus wt y el mutante PM. Curiosamente, la localizaciéon de SUMO
2/3 (Figura 14) y CTCF (Figura 15) en los CR no se observo en ausencia de E1B-
55K, ya que en las células infectadas con el virus mutante E1B- estas proteinas
celulares solo se observaron en tracks nucleares. Estos resultados sugieren que la
localizacion de SUMO y CTCF a los CR es dependiente de E1B-55K y es promovida
por la fosforilacion de la proteina. CTCF y SUMO 2/3 podrian funcionar como un
andamio para la formacion de CR, reclutando proteinas a estos sitios, un papel que
se ha descrito anteriormente para estas proteinas en algunos procesos celulares,

incluido el funcionamiento de los PML-NB, entre otros.
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20 hpi DBP CTCF E4Orf3 Merge

E1B PM

24 hpi oBP CTCF E4O0rf3 Merge

E1B PM

E18

Figura 15. CTCF es reclutada a los CR dependiente de E1B-55K. Imagenes de microscopia
de super resolucién de células HFF infectadas con virus wt, PM o E1B-55KE1B -, y analizadas
a 20 y 24 hpi. DBP (verde, Alexa Fluor 488), CTCF (azul, Alexa Fluor 405), E4orf3 (rojo, Alexa

Fluor 568).
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7.5.2 BRCA1

BRCA1 es un supresor tumoral con actividad antiviral que participa en la respuesta
a dano en el DNA (DDR). Se ha reportado que en células Hep-2 infectadas con
adenovirus, en tiempos tempranos la proteina se localiza en los “tracks” de E4orf3
y posteriormente se relocaliza a los CR (Maul G.G et al 1998). En células infectadas
con el virus wt, asi como PM y E1B-, la proteina BRCA1 se relocaliz6 a los CR en
tiempos tardios y en menor medida en tracks de E4orf3. Esto sugiere que la
relocalizacion de BRCA1 no es modulada por la E1B-55K (Figura16).
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20 hpi

DBP BRCA1 E40rf3 Merge

E1B PM

E1B-

24 hpi
DBP BRCA1 E40rf3 Merge
WT
- -
- -

Figura 16. BRCA1 se recluta a CR y tracks nucleares independientemente de E1B-55K. Imagenes
de microscopia de super resoluciéon de células HFF infectadas con virus wt, PM o E1B- analizadas a
20 y 24 hpi. DBP (verde, Alexa Fluor 405), BRCA1 (azul, Alexa Fluor 488), E4orf3 (rojo, Alexa Fluor
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7.5.3 YB1

YB1 es un factor celular multifuncional que se localiza comunmente en el citoplasma
celular. Cuando la célula es sometida a estrés, YB1 se relocaliza al nucleo. Durante
la infeccion con AdV en células Hela, se ha demostrado que YB1 es relocalizado a
los CR. Dicha relocalizacion depende de E1B-55K, y YB1 se une y activa el
promotor viral tardio E2 [140].

La figura 17 muestra los resultados de células HFF infectadas con el virus WT, YB1
se relocalizo solo parcialmente a los CR a partir de las 20 hpi. Sin embargo, no se
observaron cambios en la localizacion de YB1 en ausencia de E1B-55K, en
contraste con lo que se habia reportado [57]. En nuestros experimentos la
asociacion de YB1 a los CR aumento6 en ausencia de la E1B-55K. Estos resultados
indican que en contraste con lo que sucede en las células Hela, una linea celular
tumoral, en las células no trasnformadas (HFF) la relocalizacién de YB1 a los CR
es independiente de E1B-55K (Figura 16).

20 hpi

DBP YB1 E40rf3 Merge

E1B PM

E1B-
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24 hpi

DBP YB1 E40rf3 Merge

E1B PM

E1B-

Figura 17 . Localizacion de YB1 es independiente de E1B-55K. Imagenes de microscopia de super
resolucién de células HFF infectadas con virus wt, PM o E1B-55KE1B -, y analizadas a 20 y 24 hpi.
DBP (verde, Alexa Fluor 405), BRCA1 (azul, Alexa Fluor 488), E4orf3 (rojo, Alexa Fluor 568).

7.5.4 Tap (NXF1)

La proteina celular Tap (NXF1) es el principal receptor celular encargado de la
exportacion de los mRNA al citoplasma y es responsable de la exportacidon de los
MRNA virales tardios durante la infeccion con Ad [105]. La figura 18 muestra que,
para esta proteina, como para YB1, no observamos cambio de localizacién inducida

por E1B-55K. En todas las condiciones y en todos los virus analizados.
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20 hpi

E1B-
24 hpi
DBP Tap E40rf3 Merge
- ..
- -.

Figura 18 . La localizacion de Tap en la periferia de CR es independiente de E1B-55K. Imagenes
de microscopia de super resolucion de células HFF infectadas con virus wt, PM o E1B- analizadas a
20y 24 hpi. DBP (verde, Alexa Fluor 488), Tap (azul, Alexa Fluor 405), E4orf3 (rojo, Alexa Fluor 568)
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En conjunto, estos resultados sugieren que la la E1B-55K modula el reclutamiento
de algunas proteinas a los CR que, por un lado, pueden funcionar como andamios
o factores que promueven la replicacion eficiente del genoma y la expresion de
genes virales, y por otro, son proteinas con actividad antiviral que podrian ser

inhibidas o cooptadas en los CR.

7.5 La fosforilacion de la treonina 495 en la E1B-55K es necesaria para
su reclutamiento a los CR.

Como se ha descrito en secciones anteriores, la formacion de los CR es necesaria
para la replicacion eficiente de AdV y nuestros datos muestran que en ausencia de
E1B-55K la formacion de estas estructuras se ve alterada. Adicionalmente, hemos
observado que la fosforilacion de la E1B-55K es necesaria para su relocalizaciéon a
estas estructuras; por tanto, con el objetivo de determinar el efecto de la
modificacion por fosforilacién sobre su localizacion asociada a los CR, analizamos
su distribucién en los CR mediante SR, en células HFF infectadas con virus wt y
mutantes de fosforilacion a 16 y 24 hpi. En estos experimentos analizamos la
distribucion nanoscoépica de la proteina E1B-55K en los CR como se describe en
materiales y métodos. Por lo anterior decidimos analizar la distribuciéon de la
proteina en la etapa temprana de la infeccion (16 hpi) y en la etapa tardia (24 h.p.i).
En la etapa temprana de la infeccion con el virus wt, la proteina E1B-55K se localizo
en regiones en el nucleo sobre una distribucion difusa; estos sitios correspondieron
con los sitios en los que se localizo la proteina DBP. La magnificacion de la imagen
muestra la relacion entre la localizacion de estas dos proteinas (Figura 19A).
Adicionalmente y en relacion con los experimentos previos con miscroscopia de
epifluorescencia, la localizacion fue similar para todos los mutantes en relacion al
virus silvestre en tiempos tempranos de la infecciéon para ninguno de los virus
mutantes comparados con el virus wt. En la etapa tardia de la infeccion para el virus
wt, la proteina E1B-55K colocalizé con la proteina DBP en los CR (Figura 19B);
interesantemente la magnificacién permitiéo distinguir en esta escala que estas
estructuras nucleares estan presentes en un halo en el que se excluyen a la E1B-

55Ky DBP (Figura 19B columna 5). Para el virus PM encontramos una organizacion
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nanoscopica similar al virus wt y en contraste, en el vius AP la E1B-55K se localizé
difusa en el nucleo y en puntos citoplasmaticos, no colocalizé completamente con
la proteina DBP en los CR. Se observé un efecto similar en el virus SSA en donde
la proteina se localiz6 en el citoplasma y nucleo pero no asociada a los CR.

Por la evidencia obtenida en los experimentos de epifluorescencia decidimos
analizar la distribucion de la proteina en los virus mutantes de treonina. Para el virus
SSD y SST encontramos a la E1B-55K colocalizando con DBP en los CR.
Sorprendentemente, para el virus AAD encontramos que la proteina colocalizé
completamente con DBP en los CR. En conjunto estos datos permiten concluir que
la fosforilacion de la treonina 495 es indispensable para la colocalizacion, de la E1B-
55K con la DBP en los CR virales.
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Figura 19. Papel de la fosforilacion de E1B-55K sobre su distribucion en CR. Imagenes de
microscopia de super resolucion de células HFF infectadas con virus wt o mutantes analizadas. A) 16
y B) 24 hpi. DBP (verde, Alexa Fluor 405), DAPI (azul), E1B-55K (rojo, Alexa Fluor 568). Las
reconstrucciones de superresolucion se hicieron mediante el complemento SRRF como se describe en
materiales y métodos. 19 C,D Los coeficientes de colocalizacion de Pearson fueron calculados para
todos los compartimentos de replicacion (n=100 células) medienate el uso del compolemento BIOP-
JACOP.

7.6 La fosforilacion de la T495 en E1B-55K favorece la sintesis de DNA

viral.

En células infectadas con el virus mutante que no expresa E1B-55K (E1B-), se ha
observado que los niveles de DNA viral y la produccién de progenie son deficientes;
ademas, la formacién de los CR y el reclutamiento de moléculas a estos sitios se ve
afectada. Recientemente reportamos que cuando la E1B-55K no puede ser
fosforilada la eficiencia con la que se sintetiza el genoma viral disminuye y por el
contrario cuando se mimetiza el estado fosforilado de la E1B-55K (PM) la eficiencia
de sintesis aumenta respecto al virus wt e inclusive este proceso inicia antes[109].
Sin embargo, estos resultados no permiten distinguir si el efecto en la fosforilacion
de la E1B-55K sobre la sintesis de DNA viral es debido a un efecto directo sobre el
mecanismo mismo de replicacion de DNA o mediante un efecto indirecto o cuales
residuos de la E1B-55K participan en este mecanismo. Dado que cuando no se
sintetiza la E1B-55K o cuando se inhibe su fosforilacion se afecta la produccion de

DNA viral, sugerimos que la proteina E1B-55K es necesaria para este proceso, ya
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sea mediante el reclutamiento de moléculas a los CR que favorecen la sintesis de
DNA viral, o mediante la regulacion de promotores virales que controlan la expresion
eficiente de las proteinas de la region E2 que son indispensables para el proceso
de replicacion del DNA viral.

Con el propdsito de analizar el efecto de la fosforilacion de E1B-55K sobre la sintesis
de DNA viral, se infectaron células HFF con virus mutantes en los sitios de
fosforilacion de E1B-55K, se cosecharon a diferentes tiempos post infeccion (4, 12,
16, 20, 24 y 36) y se extrajo el DNA total (como se describe en materiales y
métodos). Con el DNA de estas muestras se realizaron ensayos de PCR cuantitativo
(g-PCR), utilizando primers que amplifican una region dentro de la unidad ML. En
estos experimentos se determiné la eficiencia de replicacion del genoma viral
mediante el método de la curva estandar que nos permite cuantificar el numero de
copias de genoma viral, como se describe en materiales y métodos. La figura 20
muestra los resultados de dos experimentos independientes cada uno por triplicado.
Los datos fueron normalizados tomando como 1 la cantidad de copias de genoma
viral del virus silvestre alas 4 h.p.i. En células HFF la replicacion del DNA viral inicia
entre las 16 y 20 h.p.i, por lo que se incluyeron tiempos tempranos (4 y 12 h.pi) en
los que la replicacidn del DNA viral aun no ha iniciado. En estos tiempos p.i. no se
observaron diferencias. Los resultados mostraron que el aumento en el numero de
copias de DNA viral inicié entre las 16 y las 20 h.p.i., excepto para el virus PM, ya
gue con este virus se observo un aumento de 2.9 veces respecto al virus wt desde
las 16 h p.i. A partir de las 20 h.p.i la acumulacion de DNA viral aumenté
significativamente para todos los virus: para el virus wt aument6 7.5 veces de las 4
(input) a las 20 h.p.i mientras que para el virus AP aumento solo 2.6 veces. Para las
24 h p.i. el incremento de DNA en las células infectadas con el virus wt fue de 29
veces y para el virus PM de 56.4 veces. Sorprendentemente para el virus AP el DNA
viral aumento solo 2.9 veces, es decir una produccion 10 veces menor comparado
con el virus wt. Para este tiempo, en el virus E1B- se observé un aumento de solo
1.29 veces. Para las 36 h.p.i las diferencias se hicieron mas evidentes, el DNA del
virus wt aumento 148.56 veces con respecto al input, mientras que para el virus AP

este incremento fue de solo 19.43 veces, es decir 7.6 veces menos que en el virus
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wt, mientras que en el virus E1B- el aumento de 4 a 36 h.p.i fue de 41.25 veces,
esto es 3.6 veces menos que en el virus wt. Interesantemente, el virus PM mostro

un aumento de 432.90 veces a las 36 h.p.i que es 2.91 veces mas que el virus wt.
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Figura 20. Efecto de la fosforilacion de E1B-55K sobre la sintesis de DNA viral. Células HFF fueron
infectadas y se cosecharon a 4, 12, 16, 20, 24 y 36 h.p.i el DNA fue extraido y se realiz6 PCR cuantitativo.
Se muestra el fold-change de DNA para los mutantes de 3 experimentos independientes cada uno por
triplicado, la cantidad de copias de genomas virales en células infectadas con el virus silvestre cosechadas
a 4 h.p.i se tom6 como input. ( P< 0.05).

Estos resultados muestran que cuando la proteina E1B-55K no se sintetiza o
cuando se inhibe su fosforilacion la eficiencia con la que se acumula el DNA viral
disminuye y, por el contrario, cuando se mimetiza el estado fosforilado de los tres
sitios en E1B-55K la acumulacién de DNA aumenta y se detecta un incremento,

inclusive antes que en el virus wt. Para determinar el efecto de la fosforilacién en
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las serinas y treonina sobre la replicacion del DNA viral se utilizaron los mutantes
AAT, DDT, SSD, SSA, AST, DST, SAT y SDT. La figura 20 muestra los resultados
obtenidos para estos virus mutantes. Desde las 12 y hasta las 16 h.p.i se observaron
diferencias nominales en los virus mutantes. Sin embargo, similar a lo observado
con el virus PM, en el virus SSD se observé una diferencia notable en el numero de
copias sintetizadas para este tiempo. Para los virus AAT y DDT se observaron
diferencias de 19.22 y 25.26 veces, respectivamente. Es decir, para las 24 h.p.i se
observo una pequeia disminucidn en la sintesis de genomas del virus AAT y un
ligero aumento en el virus DDT respecto al virus wt. Algo interesante es que para el
virus SSD se observé un incremento en la acumulaciéon de DNA de 99.47 veces
respecto al input, que representa 4.6 veces mas que en el virus wt a las 24 h.p.i. En
este mismo sentido el virus SSA mostré un incremento de 1.68 veces, que es 12.67
veces menor que el wt. Sorprendentemente para los virus mutantes AST y SAT se
observd un incremento de solo 15.4 veces y 16.4 veces mientras que para los
mutantes DST y SDT el incremento fue de 18.1 y 20 veces, respectivamente, que
comparado con el virus wt los cambios en la acumulacion fueron nominales. Para
las 36 h.p.i el virus AAT mostroé una ligera diferencia en la acumulacién del DNA
viral (1.23 veces menor que el virus wt). Algo inesperado fue que el virus DDT
mostré una disminucion con respecto al virus wt (2.13) mientras que para el virus
SSD se observo un incremento de 2.48 veces con respecto al wt. En contraste, el
mutante SSA mostré un incremento de 4 h.p.i a 36 h.p.i. 5.96 veces menor que el
virus wt. Para los mutantes sencillos de serina AST y SAT el incremento fue de solo
56.8 y 57.8 veces mientras que para los virus mutantes DST y SDT se detect6 un
incremento similar al virus silvestre (134.39 y 130.3 veces).

En conjunto estos datos sugieren que la fosorilacion de las serinas 490 y 491 en
E1B-55K no es necesaria para la replicacion de DNA viral; Sin embargo. la
fosforilacién de la treonina 495 es indispensable para la replicacion eficiente del
DNA viral.
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7.7 La fosforilacion de la treonina en E1B-55K favorece la fosforilacion de las
serinas 490 y 491.

Como se describié antes, se sabe que las serinas 490 y 491, y la treonina 495
pueden ser fosforiladas por CK2. Sin embargo, la treonina 495 se encuentra en un
sitio consenso para CK1 y no se ha demostrado si cada uno de los tres sitios puede
ser modificado por estas dos o alguna otra cinasa celular. Por otra parte, no se sabe
si la fosforilacion de cualquiera de los sitios repercute en la fosforilacion de los otros
dos sitios. Ademas, no se ha investigado si existe una secuencia temporal en la
modificacion de cada uno de los tres sitios en el ciclo de replicacién del virus. Dado
que los experimentos con los virus mutantes fosfomiméticos muestran que la
regulacion de las actividades de la E1B-55K depende del estado fosforilado de la
treonina 495, pero que los experimentos con los mutantes con sustituciones, por
alanina o aspartato, no permiten determinar si los sitios no sustituidos son
fosforilados, es necesario determinar el estado fosforilado de la proteina durante el
ciclo de replicacion viral. Con este proposito disefiamos experimentos de
inmunoprecipitacion y Western blot que permitieran detectar el estado fosforilado de
las serinas y la treonina en la E1B-55K durante la infeccion. Para estos
experimentos se infectaron células HFF con el virus silvestre y mutantes dobles o
sencillos en los sitios de fosforilacidén; posteriormente se obtuvieron lisados de
células infectadas a las 24 h.p.i. (ver materiales y métodos). Con estas muestras se
inmunoprecipitd la E1B-55K con el anticuerpo 2A6 y se procesaron para Western
blot como se describe en materiales y métodos. Las membranas se incubaron con
los anticuerpos anti-E1B-55K 2A6, anti-fosfoserina (PSR-45 Abcam) o anti-
fosfotreonina (9381 Cell Signaling) y posteriorme fueron reveladas.

Como muestra la figura 21A en todos los carriles se detectd una banda que
corresponde al peso molecular de la proteina E1B-55K a excepcion de los carriles
que corresponden a las células mock y a las células infectadas con el virus mutante
que no expresa la E1B-55K (E1B-). Adicionalmente se detectdé una banda por
debajo de la banda de interés correspondiente a la cadena pesada del anticuerpo
MADb 2A6, (que funciona en este experimento como control interno de carga). Esto

muestra que las sustituciones en el carboxilo terminal no impiden el reconocimiento
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de la proteina por el anticuerpo 2A6 pues en todos los casos se inmunoprecipitaron
cantidades similares de la proteina. Adicionalmente tanto en el virus mutante que
no expresa la E1B-55K como en células mock se detecto solo la cadena pesada del
anticuerpo confirmando que la banda a la altura de 55 kDa corresponde a la proteina
E1B-55K (Figura 21).

Como se muestra en la figura 21 cuando se inmunoprecipité con el anticuerpo 2A6
y se detecto con el anticuerpo antifosfoserina , detectamos una banda por encima
de la cadena pesada del anticuerpo a la altura de 55 kDa en los carriles para el virus
silvestre, y mutantes sencillos de treonina por alanina (SSA) o acido aspartico (SSD)
que no fue detectada en el virus E1B - ni en los mutantes dobles de serinas (AAT,
DDT), lo que sugiere que la banda corresponde a la fosforilacion de las serinas 490
y/o 491.
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Figura 21. Regulacion de la fosforilacion de E1B-55K. A) Se muestra el analisis de probabilidad de
los sitios de fosforilacion mediante el software Netphos 2.0, B) Células HFF fueron infectadas con el
virus silvestre o mutantes, fueron cosechadas a las 24 hpi y el lisado de células fue inmunoprecipitado
con el anticuerpo 2A6 y detectado mediante el anticuerpo 2A6, anti-fosfoserina (PS-45) de Abcam, o
anti-fosfotreonina (Rabbit 9381) de Cell signaling y como control B-actina. La cuantificacion se realizé
mediante densitometria usando el complemento de Fiji como se describe en materiales y métodos, los
resultados mostrados fueron de 3 experimentos independientes.
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El panel 22B muestra la cuantificacion por densitometria de los niveles de las
proteinas indicadas. Los datos fueron normalizados a IgG H y al total de proteina
E1B-55K inmunoprecipitada. Estos resultados muestran que en el virus mutante
SSA la fosforilacion de las serinas esta reducida, mientras que por el contrario en el
mutante SSD hay un aumento en las bandas que corresponden a la fosforilacién de
serinas en E1B-55K. Ademas, que la fosforilacién de cualquiera de las dos serinas
490 0 491 aumenta cuando se mimetiza el estado fosforilado de la treonina 495 (se
discute mas adelante) (Figura 21C).

Como se esperaba, en los virus mutantes dobles de serinas (AAT y DDT) no se
detectd ninguna banda incluso en exposiciones largas, dado que en estos mutantes
no puede ocurrir la fosforilacion de estos residuos. Esto confirma que la sefal
detectada corresponde exclusivamente a la fosforilacion de las serinas 490 o 491.
Estos datos sugieren que la fosforilacion de la treonina favorece la fosforilacién de
ambas serinas 490/491. Sin embargo, estos datos no permiten diferenciar cual de
las serinas es fosforilada, o si la fosforilacion de una afecta, positiva o
negativamente, la fosforilacion de la otra.

Adicionalmente decidimos realizar experimentos para determinar el estado de
fosforilacion de la treonina 495 cuando se sustituyen las serinas por alanina o acido
aspartico. Como en los experimentos anteriores se inmunoprecipité la proteina E1B-
55K pero esta vez se detectd con el anticuerpo anti-fosfotreonina, para el virus
silvestre una banda a la altura de 55 kDa correspondiente a la fosforilacién en
treonina 495 (Figura 21A) que incrementd ligeramente en el virus mutante AAT y
para el virus mutante DDT se observo una banda de intensidad apenas detectable.
Asi mismo no se detectd ninguna banda para los virus mutantes SSA y SSD, lo cual
indica que la sefal detectada corresponde unicamente a la fosforilacion en la
treonina 495 de E1B-55K. Estos resultados muestran que la fosforilacion de las
serinas 490 y/o 491 impide la fosforilacion de la treonina 495 (Figura 21).

Con la intencién de determinar el cambio en la fosforilaciéon de la E1B-55K en los
mutantes sencillos (AST, DST, SAT, SDT) implementamos los mismos
experimentos de inmunoprecipitacion seguida de la deteccion mediante

anticuerpos, contra fosfotreonina y fosfoserina (Figura 21C). La fosforilacion de las
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serinas esta disminuida en los mutantes sencillos AST y SAT mientras que los
niveles permanecen similares en los mutantes DST y SDT con respecto al virus
silvestre (Figura 21C). Estos datos muestran que la fosforilacion de una de las dos
serinas favorece la fosforilacion de la otra y cuando una de las dos serinas no puede
ser fosforilada disminuye la fosforilacion de la otra.

En los virus mutantes sencillos de serina por alanina o acido aspartico se detect6
una banda que corresponde a la E1B-55K fosforilada en treonina , pero la intensidad
de esta banda en los mutantes DST y SDT fue significativamente menor. Esto ultimo
indica que existe un mecanismo mediante el cual se establece el orden de
fosforilacion de la E1B-55K (se discute mas adelante) y sugiere que la fosforilacion
de la treonina precede a la fosforilacion de las serinas y que la fosforilacion de
cualquiera de las serinas favorece la fosforilacién de la otra.

7.8 La E1B-55K es fosforilada por CK1, CK2 y GSK3.

Como se ha descrito las serinas 490/491 pueden ser fosforiladas por la cinasa CK2
[86]; sin embargo, no hay informacién sobre qué cinasas podrian fosforilar a la
treonina 495. Algunos reportes muestran que durante la infeccién con AdV algunas
cinasas, como CK2, PKR, entre otras, se relocalizan a inclusiones nucleares [141].
Adicionalmente, se ha reportado que E1B-55K podria ser fosforilada por CK1 o
GSKa3 [86]. Analisis de secuencia ha mostrado que la treonina 495 esta en un sitio
consenso para CK1 (pS-X-X-S / T) y GSK-3 (S / T-X-X-X-pS / pT), pero se ha
sugerido que CK2 puede ser responsable de la fosforilacion de la treonina 495 y no
se ha demostrado que CK1 o GSK3 puedan fosforilar a E1B-55K durante la
infeccidon por AdV. Por este motivo, realizamos experimentos en los que se inhibid
cada una de estas cinasas con los farmacos N-(2-Aminoethyl)-5-chloroisoquinoline-
8-sulphonamide dihydrochloride (CK1-7), 2-Dimethylamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-
benzimidazole( DMAT), y/o 6-bromoindirubin-3-oxime (BIO), que inhiben las cinasas
CK2, CK1 y GSK3, respectivamente. Posteriormente la proteina E1B-55K se
inmunoprecipitd y se determind por Western blot el estado fosforilado de la proteina

en presencia o ausencia de los inhibidores.
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Nuestros resultados confirmaron el papel de CK2, ya que su inhibicion resulté en la
ausencia de la fosforilacion de las serinas 490 y 491 (Figura 22A). Por otra parte, la
inhibicion de CK1 dio como resultado la disminucidn casi completa de la fosforilacion
en la treonina 495 y no hubo efecto sobre las serinas 490 y 491 (Figura 22B).
Curiosamente, la inhibicion de GSK3 dio como resultado una ligera disminucién de
la fosforilacion de las serinas 490 y 491 (Figura 22C). Para confirmar estos
resultados y analizar el posible efecto redundante de las cinasas, realizamos
inhibiciones dobles de CK1 y CK2 como se muestra en la figura 22D. No se detecto
ninguna sefal correspondiente a fosfoserina o fosfotreonina cuando se inhibieron
CK1 y CK2, lo que indica ademas que en ausencia de CK1 y CK2 no hay
fosforilacién por GSK3 en estas condiciones. Ademas, para determinar el papel de
GSKa3 en la fosforilacion de treonina 495 o serinas 490/491, realizamos inhibiciones
de CK1y GSK3, y solo se detecto fosforilacion de las serinas en ausenca de CK1
(Figura 22E).
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Figura 22. CK1, CK2 y GSK3 regulan la fosforilacion de la E1B-55K. Células HFF fueron infectadas
con el virus silvestre o mutantes, fueron tratadas con inhibidores de cinasas y posteriormente
cosechadas a las 24 hpi, las proteinas del lisado de células fue inmunoprecipitado con el anticuerpo
2A6, detectado con el anticuerpo 2A6, anti-fosfoserina (PS-45) de Abcam o anti-fosfotreonina (Rabbit
9381) de Cell signaling. A) DMAT (inhibidor de CK2), B) CK1-7 (inhibidor de CK1), C) BIO (Inhibidor
de GSK3), D) CK1-7 y DMAT, E) CK1-7 y BIO F) DMAT, CK1-7 y GSKS. Los resultados fueron

obtenidos de 3 experimentos independientes.

Finalmente, para determinar si alguna otra cinasa puede fosforilar estos sitios,
realizamos una triple inhibicién y no detectamos ninguna banda, lo que confirmé
que CK1 y CK2 son responsables de la fosforilacion de la proteina y que GSK3

90



podria tener un efecto en conjunto con CK1 o CK2(Figura 23F). Tomados en
conjunto, nuestros resultados confirmaron que CK2 es responsable de la
fosforilacion de las serinas 490 y 491 y demostraron que la treonina 495 es
fosforilada por CK1. Por otro lado, los resultados sugieren que la fosforilacion de la
proteina por GSK3 podria depender de CK1 como se ha descrito para otras

proteinas celulares.
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Figura 23. La actividad de GSK3 depende de la prefosforilacion de la treonina 495 por CK1.
Células HFF fueron infectadas con el virus silvestre o mutante SSD, fueron tratadas con inhibidores de
cinasas y cosechadas a las 24 hpi, las proteinas del lisado de células fueron inmunoprecipitadas con
el anticuerpo 2A6 y detectado mediante el anticuerpo 2A6 o anti-fosfoserina (PSR-45 Abcam). A)
DMAT B) DMAT y CK1-7. Los resultados fueron obtenidos a partir de 3 experimentos independientes

La actividad de la cinasa GSK3 depende de la fosforilacion previa por otras cinasas
de alguno de los sitios susceptibles a ser fosforilados. Se sabe que CK1 es una de
estas cinasas; en algunas proteinas se requiere la fosforilacion inicial por CK1 para
la fosforilaciéon subsecuente por GSK3 [142, 143]. Dado que la secuencia de
reconocimiento S / T-X-X-pS / pT de GSK3 esta presente en el extremo C-terminal

de E1B-55K, esta cinasa podria fosforilar las serinas 490 y 491 siempre que la
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treonina 495 esté fosforilada. Para probar esto, realizamos experimentos donde
CK2 fue inhibida en el mutante SSD. Como se muestra en la figura 23A, en la
infeccion por el virus SSD y la consecuente inhibicion de CK2 por tratamiento con
el inhibidor DMAT, se observé una banda correspondiente a la fosforilacion de
serinas 490 o 491, de forma similar al virus wt. Ademas, cuando se inhibieron CK1
y CK2, no se detectd ninguna sefial correspondiente a la fosforilacion de las serinas
490 o 491. Tomados en conjunto, estos resultados muestran, por un lado, que la
actividad de CK1 es necesaria para la fosforilacion por GSK3, y por otro lado que la
fosforilacién de la treonina 495 es indispensable para la consecuente fosforilacidon
de las serinas por GSK3 (Figura 23B).

7.9 Las sustitucion en los sitios de fosforilacion por alanina en la E1B-
55K reducen la produccioén de progenie viral.

Debido a la observacién de que las fosforilaciones en la proteina E1B-55K estan
involucradas en procesos clave en el ciclo de replicacion, como la replicacion del
DNA viral, analizamos el efecto de su modificacién sobre la eficiencia de la
replicacion del virus. Para esto se infectaron células HFF con el virus wt o los virus
mutantes; posteriormente las células fueron cosechadas y se lisaron como se
describe en materiales y métodos. Los lisados se usaron para titular la produccion
de progenie por focos fluorescentes. La figura 24 muestra los resultados de tres
experimentos independientes, cada uno por triplicado. Como se puede observar,
para el virus AP la produccion de progenie viral fue 90 veces menor comparado con
el virus wt, mientras que por el contrario para el virus PM se observé un aumento
de 4 veces en la produccién de progenie. Estos datos muestran que la fosforilacion
de los tres sitios favorece la eficiencia con la que se produce progenie viral y que
por el contrario cuando ninguno de los tres sitios puede ser fosforilado el proceso
de produccion de progenie se ve afectado negativamente, indicando que la
fosforilacion de la E1B-55K es necesaria para la eficiente produccion de progenie
viral. En los virus mutantes de serinas Ser 490 y 491 sustituidas por acido aspartico
(DDT) la eficiencia con la que se producen progenie disminuyé ligeramente (0.5

veces) mientras que cuando estos mismos sitios son sustituidos por alaninas (AAT)
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la produccion disminuye en 24 veces. Estos datos muestran que la fosforilacion de
las serinas490/491 o treonina 495 tienen efectos diferenciales sobre la produccion

de progenie.
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Figura 24. Efecto de la fosforilacion de la E1B-55K sobre la produccion de progenie viral. Células
HFF fueron infectadas con el virus silvestre o recombinantes, fueron cosechadas a las 36 hpi y fueron
lisadas para la obtecion de progenie viral cada experimento por triplicado, los lisados virales fueron
titulados por conteo de focos fluorescentes como se describe en materiales y métodos.

Para obtener informacion sobre estas diferencias se determind la produccién de
progenie en virus mutantes sencillos. En estos mutantes AST y SAT se observé una
ligera disminucidn en la cantidad de progenie viral, mientras que los mutantes donde
se mimetizé la fosforilacion individual (DST y SDT) no se observaron diferencias con
respecto al virus wt. Interesantemente cuando la treonina se sustituy6 por alanina
la produccién de progenie viral disminuyo casi 2 logaritmos, niveles comparables al
mutante en el que la proteina E1B-55K no se expresa. Por el contrario, cuando se
sustituyo la treonina 495 por acido aspartico se recupero el fenotipo cercano al nivel

del virus wt.
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Estos datos sugieren que la fosforilacion de las Ser 490/491 y de la treonina 495
son necesarias para la produccidon eficiente de progenie viral, pero que la
fosforilacion de las serinas y treonina tiene un efecto diferencial en el que la
fosforilacion de la treonina es determinante para la produccion eficiente de progenie

viral.

7.10 La fosforilacion de la treonina 495 en E1B-55K es necesaria para sus
actividades asociadas con los CR.

En este estudio hemos determinado que la fosforilacion de la treonina 495 en la
proteina es responsable de su ubicacién en los CR. Un efecto que es similar al
reportado para el virus fosfomimético en los tres sitios (PM). Esta localizacion se
correlaciona con una produccioén eficiente de DNA y progenie viral. Ademas, se sabe
que la fosforilacion de E1B-55K regula su actividad como represor de la
transcripcion. Con esto en mente y sabiendo que la transcripcion y el empalme
tardio de genes virales estan coordinados en los CR, decidimos determinar si la
fosforilacién de la treonina 495 impacta las actividades de E1B-55K en los CR. Para
determinar si la fosforilacion de la treonina 495 de E1B-55K puede regular la
transcripcion y / o splicing de los mRNA virales tardios, aprovechamos una
estrategia metodolégica montada en el laboratorio con la que se pueden aislar los
CR de células infectadas con Ad [144]. Los CR aislados son funcionales in vitro y
han demostrado ser un sistema util para estudiar la regulacion de la replicacion,
transcripcion y splicing del genoma viral. Usamos este sistema para evaluar el
efecto de la fosforilacion de la treonina 495 de E1B-55K sobre la transcripcion de
los genes virales tardios en CR como se describe en materiales y métodos. Como
se muestra en la figura 25A para el virus SSA, el input de RNA obtenido fue 2.3
veces menor en comparacion con el virus wt, lo que sugiere que la mutacion resulta
en niveles menores de mRNA virales. Ademas, la sintesis de RNA viral de novo fue
4.1 veces menor que en el virus wt. Una observacion interesante fue que para el
virus SSD no se detectaron diferencias en la cantidad del input de mRNA con
respecto al wt, y los niveles de mRNA sintetizados de novo fueron 1.3 veces mayor

a los observados con el wt.
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Cuando se analizaron los CR de células infectadas con el virus SSA, los mRNA
procesados de novo fueron 2.7 veces menores que en el virus wt (figura 25B). En
contraste, en el virus SSD el procesamiento por splicing de los mRNA virales fue
1.2 veces mas eficiente que en el wt (Figura 25B). Se sabe que los niveles de
expresion de los genes virales tardios dependen de la eficiencia de replicacion del
genoma viral. Por lo tanto, para determinar si los fenotipos observados en la
transcripcion y splicing podrian ser consecuencia de alteraciones en la replicacion
del DNA viral se evaluo el efecto de los mutantes sobre la sintesis de novo de DNA
viral.

Los resultados mostraron que la fosforilacién de la treonina 495 impacta la eficiencia
de sintesis de DNA, ya que con el virus SSA se produjo 1.7 veces menos DNA que
con el virus wt, mientras que con el SSD se produjo 2 veces mas (Figura 25C),
interesantemente en el virus PM la sintesis de DNA fue de 3.6 veces mas que en el
virus wt. Estos resultados indican que la fosforilacion de la treonina 495 en E1B-55K
es necesaria para potenciar la sintesis de mRNA virales tardios y su procesamiento

por splicing, ademas de potenciar la sintesis del DNA viral.
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Figura 25. La fosforilacion de la treonina 495 de E1B-55K promueve las actividades de

replicacion, transcripcion y splicing en los CR.

Se aislaron particulas de CR de células infectadas con el virus wt y se compararon con CR de células
infectadas con los virus SSA o SSD a las 24 hpi. A) Las muestras de CR se incubaron con ATP y NTP
para cuantificar la sintesis de mMRNA; B) con ATP y CP para cuantificar el procesamiento por splicing
de los pre-mRNA; C) con ATP y dNTP para cuantificar la sintesis de DNA. Se aislé el DNA, RNA y el
pre-mRNA sintetizados o procesados de novo por PCR como se describe en materiales y métodos.
ActD (25 pg / ml); Ery: eritromicina (500 pM); ActD: actinomicina (100 ng / ml). Se graficaron las
proporciones de los valores in vitro (i. V.) sobre los valores de inuput (sin tratamiento) para cada
condicion. Se muestran los promedios de los triplicados de tres experimentos independientes, en

relaciéon con Ad5 wt 24 h.p.i.
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7.11 La fosforilacion de la treonina 495 en E1B-55K es necesaria para la
regulacion del promotor E1A.

Tomados en conjunto, los datos de las secciones anteriores muestran que la
fosforilacion de la proteina E1B-55K en la treonina 495 es necesaria para las
actividades de la proteina asociadas con los CR, pero no permiten determinar si la
proteina participa directamente en cada uno de los mecanismos de sintesis de DNA,
splicing o transcripcion. Recientemente encontramos que la E1B-55K regula a cada
uno de los promotores de AdV [109], confirmando la actividad que se habia
propuesto para la proteina sobre algunos promotores celulares, pero ampliando
esta observacion a la regulacién de los genes virales. En el caso particular del
promotor del gen E1A, encontramos que la E1B-55K aumenta su expresion en
células transfectadas (fuera del contexto de la infeccion) y la reduce en células
infectadas durante |la fase temprana del ciclo de replicacion. Para determinar si la
fosforilaciéon de la E1B-55K tiene un efecto directo sobre la transcripcion, se
realizaron ensayos en los que se midi6 la expresion del gen de luciferasa dirigida
por el promotor E1A (Figura 26). El efecto de E1B-55K sobre el promotor se midié
tanto en ausencia de otras moléculas virales (en células transfectadas), como en el
contexto de la infeccion (en células transfectadas con los plasmidos e infectadas
con el virus mutante E1B-, como se describe en materiales y métodos). La actividad
de luciferasa se midio en ausencia de la infeccidn a 28 hpt (figura 26, barras negras)
y durante la infeccidn, a 8 hpi (fase temprana) y a 24 hpi (fase tardia), en células
H1299, por ser facilmente transfectables (figura 26, barras de color gris claro y
oscuro, respectivamente). En el contexto de la célula infectada, la E1B-55K wt y con
la sustitucion SSD dieron como resultado niveles mas bajos de expresion dirigida
por el promotor de E1A en la fase temprana de la infeccién. En contraste, la
sustitucion SSA no mostré un efecto de represién. Una observacion no esperada
fue que en células transfectadas tanto SSD como SSA mostraron un aumento,
aunque no estadisticamente significativo, para SSA en la expresion del promotor
E1A. Tomados en conjunto, los resultados de los ensayos de luciferasa sugieren
que la fosforilacion de la E1B-55K tiene un efecto directo sobre la regulacion de la
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transcripcion y que la fosforilacion de la treonina 495 es necesaria para la represion
por E1B-55K del promotor de E1A durante la fase temprana de la infeccion.

2.5+ *
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0.0-
E1A Promoter
Prot-E1B wt
Prot-E1B SSA
Prot-E1B SSD
HAd 5 E1B- -
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hpi 24 hpi

Figura 26. La fosforilacion de la treonina 495 de E1B-55K es determinante para la actividad de la
proteina en la regulacion de la transcripcion. Las células se transfectaron con un plasmido en el
que la expresién del gen reportero de la Luciferasa esta bajo el control del promotor de E1A y con un
plasmido que expresa a la E1B-55K wt 0 mutantes SSA o SSD. La actividad de Luciferasa se midié a
28 hpt (barras negras). En paralelo, células transfectadas con estos plasmidos fueron infectadas con
el virus E1B-y la actividad de Luciferasa se midi6 a las 8 y 24 hpi (barras grises). La sefial de Luciferasa
de luciérnaga se normaliz6 con la sefial de Luciferasa de Renilla para obtener la actividad relativa de
luciferasa (RLA) en unidades arbitrarias, los resultados fueron obtenidos de 3 experimentos
independientes por triplicado.

8. DISCUSION

Durante muchos anos, los AdV han sido una herramienta importante que ha
ayudado a entender procesos celulares; en las ultimas dos décadas se ha
demostrado su potencial como vector oncolitico y la proteina E1B-55K es uno de
los principales blancos para el disefio de vectores pues los virus con alteraciones
en esta proteina viral han mostrado funcionar como vectores oncoliticos en terapias
combinadas contra el cancer debido a su replicacion selectiva en células tumorales
sobre células normales [145, 146]. Esto ha llevado a ensayos clinicos de fase Il y lli

con adenovirus oncoliticos, asi como el uso clinico de uno de estos mutantes [146,

97



147]; sin embargo, la base de la selectividad tumoral sigue sin estar clara [148, 149].
Por lo anterior, la proteina E1B 55K ha sido extensamente estudiada; sin embargo,
los mecanismos en los que esta involucrada durante la infeccidon no estan aun
claros. Los estudios de la funcion y estructura de E1B 55K han contribuido al
entendimiento de esta proteina en el ciclo de replicacion viral.

A casi 30 anos de la primera descripcion de la fosforilacion en el C-terminal
de la E1B-55K se ha demostrado que el papel de las modificaciones
postraduccionales es fundamental para su localizacién y actividades durante el ciclo
de replicacién viral, pues por la naturaleza multifuncional de E1B-55K puede
depender de la coleccion diferente de modificaciones postraduccionales e
interacciones moleculares asociadas a lo largo del ciclo de infeccidon. Se esperaria
que estas interacciones moleculares determinen la localizaciéon intracelular de la
proteina y sus actividades en los CRs. Congruente con lo que se ha reportado, la
fosforilacién del extremo C terminal de E1B-55K promueve la SUMOilacion de la
proteina, y el consecuente aumento de su localizacion en los CRs virales [87, 88].
Adicionalmente a lo largo de varios reportes se ha mostrado que la fosforilacion de
la E1B-55K es necesaria para su localizacion y actividades durante el ciclo de
infeccion, ademas se ha reportado que CK2 puede fosforilar las serinas 490 y 491.
Sin embargo, no se conoce en qué estado de fosforilacion la E1B-55K realiza cada
una de sus funciones ni como afectan su localizacion. Por lo anterior result
interesante evaluar con mutantes de alanina y aspartico en los sitios de fosforilacion
las actividades que se ven afectadas por estos cambios. Nuestros resultados
confirmaron las observaciones iniciales sobre la fosforilacion en los tres sitios e
interesantemente con la generacion de adenovirus mutantes sencillos en los sitios
de fosforilacion pudimos observar que la fosforilacion de la treonina 495 es un
requisito para que ocurra la relocalizacion de la E1B-55K a los CR vy
sorprendentemente la fosforilacion de las serinas 490 y 491 pareciera ser irrelevante
en este proceso (Figura 12). Sera interesante determinar si en el mutante SSD la
SUMOQilacién de la proteina estda aumentada y que como consecuencia de esto se

favorezca la localizacidén nuclear de la proteina en los CRs.
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En nuestros experimentos la formacién de los CR podria estar favorecida en
los mutantes en los que se mimetiza el estado fosforilado de la treonina 495 pues
cuando usamos un algoritmo computacional desarrollado especificamente para
medir cuantitativamente los CR, encontramos que los mutantes SSD, PM y AAT
presentan una cinética de formacion de CR igual o mas eficiente que el virus wt (Fig.
10). Estas observaciones indican que la fosforilacién de la E1B-55K podria afectar
la interaccion y reclutamiento de proteinas celulares y/o virales y de esta manera
favorecer la organizacion y composicion de los CR, por lo que en los mutantes en
los que no ocurre la fosforilacion de la treonina 495 esta asociacion podria perderse
o estar disminuida. Sera por lo tanto interesante determinar el efecto del estado
fosforilado de la E1B-55K sobre las interacciones que la proteina establece.
Recientemente se publico el interactoma de E1B-55K en células infectadas [92], vy
aunque no esta claro cdbmo cada una de las moléculas reportadas afectan la
localizacion o la actividad de la E1B-55K, aun no se ha demostrado qué efecto tiene
la mayoria de estas interacciones ni su repercusion en la composicion de los CRs.

La interaccion de la E1B-55K con otras proteinas celulares y virales podria
estar regulada de forma temporal (en diferentes tiempos del ciclo de replicacion
viral) y por tal motivo se esperaria que existan subpoblaciones de E1B-55K con
distintas modificaciones y que éstas definan las interacciones con otras proteinas a
lo largo del ciclo de replicacion viral. Durante el ensamblaje de los compartimentos
de replicacion nuclear se induce la reorganizacion de los componentes nucleares
que son los principales constituyentes de los dominios nucleares, como PML NB,
granulos de intercromatina (IG), paraspecles, cuerpos de Cajal (CB) y nucléolos
(revisado en [150-156]) adicional a estas observaciones una evidencia interesante
es que cuando analizamos la localizacion de la E1B-55K en los CR con SR
encontramos una estructura nanoscopica similar a un halo en la periferia de los CR
que podria pertenecer al espacio en donde las proteinas celulares y/o virales son
reclutadas o a componentes previamente descritos que no marcamos en nuestros
experimentos. Podriamos esperar que en estos sitios se establezca un
comunicacion cruzada entre las proteinas y las subpoblaciones de E1B-55, esta
actividad podria verse afectada por los componentes que son reclutados en
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diferentes tiempos del ciclo de infeccion, asi como de la implicacion de la
fosforilacién de la E1B-55K en el reclutamiento de proteinas a CR. (Figura 19).

Por lo anterior realizamos analisis de proteinas celulares previamente
reportadas que se relocalizan a los CRs, y a partir de las observaciones de las
micrografias de superresolucion, fue evidente un cambio en la dinamica de
localizacion de las proteinas analizadas entre los tracks nucleares de E4orf3 y las
estructuras de DBP (Figuras 13-18). Como se mencioné anteriormente, E1B-55K
colocaliza con E4orf3 en tracks nucleares y posteriormente con E4orf6 en los CR.
La interaccién de E1B-55K con E4orf3 y posteriormente con E4orf6 resulta en el
reclutamiento eficiente de E1B-55K a los CRs [49, 122, 138]. E4orf3 también es
necesario para la formacion eficiente de los CR y el reclutamiento de factores
antivirales celulares, como PML y el complejo MRN [85, 157]. PML y E4orf3 podrian
contribuir al andamiaje de los CRs asi como regular las interacciones proteina-
proteina y proteina-acido nucleico. Se ha reportado que PML IV puede ensamblarse
en estructuras similares a jaulas [158, 159]. En el caso de E4orf3, puede
oligomerizar en cadenas lineales y ramificadas y formar una red polimérica que se
ha descrito para segmentar el nucleo. Por lo tanto, es necesario determinar si estas
proteinas estan involucradas en la nucleacion y organizacion de los CR. E1B-55K
recluta proteinas celulares que se reprimen durante la infeccion [60, 106, 160]. YB1
se relocaliza del citoplasma al nucleo en células HelLa infectadas con adenovirus
wt. YB1 promueve la replicacion del DNA uniéndose al promotor E2 tardio (E2L) y
activando la expresién del gen E2. YB1 colocaliza en los CR con la proteina DBP y
con E1B-55K. Sin embargo, cuando las células se infectaron con el mutante E1B -,
DBP mostré un patron nuclear difuso, mientras que YB1 permanecié en el
citoplasma. Estos resultados sugieren que la relocalizacion de YB1 a los CR que
depende de la presencia de E1B-55K promueve la replicacion del DNA viral en una
etapa de la infeccion cuando el promotor E2L esta activo [140]. Se han reportado
otros factores transcripcionales que son secuestrados y aprovechados para la
replicacion viral eficiente, por ejemplo, la relocalizacidon de p53 a CR es dependiente
de E1B-55K y en células HFF infectadas con un virus nulo de E1B-55K (Hr6) o un
virus mutante que expresa una E1B-55K que no puede unirse a p53 [60], la
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replicacion de DNA viral es deficiente. Estas observaciones sugieren que la
reorganizacion nuclear que resulta en la formacién de los CR y posteriormente
promueve la replicacion y expresion eficientes del genoma viral podria ser un
mecanismo por el cual la E1B-55K promueve la replicacién viral.

Como se describié en la introduccion la E1B-55K esta implicada en una
amplia variedad de eventos durante el ciclo de replicacion y la evidencia reportada
sugiere que algunas de sus funciones podrian estar reguladas por sus
modificaciones postraduccionales como la fosforilacién y la SUMOilacién. Como
parte de la caracterizacion del ciclo de replicacion de los virus mutantes de
fosforilacién, analizamos la sintesis de DNA y la produccion de progenie viral.
Nuestros resultados mostraron que la fosforilacién de la treonina 495 favorece la
acumulacion eficiente de DNA y produccién de progenie viral. En los virus mutantes
SSD y PM estos dos mecanismos estan aumentados mientras que en los mutantes
AP y SSA los niveles fueron comparables a los producidos por el virus que no
expresa E1B-55K (E1B -) (Fig. 26). La produccion de progenie menos eficiente o
retrasada podria originarse a partir de cambios en la formacion adecuada de los
CRs, asi como cambios en la expresidon de genes virales o la acumulacion del DNA
viral, todos estos mecanismos que son dependientes de la E1B-55K y de su
fosforilacion.

Durante tres décadas varios grupos usaron mutantes triples de los sitios de
fosforilacion y los esfuerzos se centraron en obtener informacidn sobre las
actividades que eran reguladas por esta modificacion. Sorprendentemente nuestros
resultados con mutantes en los que se exploraron todas las posibles combinaciones
de sustituciones en los tres sitios mostraron que existen diferencias distinguibles en
las distintas combinaciones de los sitios de fosforilacion. Adicionalmente estos
mutantes nos permitieron mostrar como la fosforilacion de un sitio afecta la
fosforilacion de otro sitio. Los resultados nos permiten proponer que inicialmente la
fosforilacion de la treonina 495 promueve la fosforilacion de las serinas 490 y 491,
pero si la fosforilacion de las serinas ocurre antes esto resulta en que la fosforilacion
de la treonina 495 se ve disminuida drasticamente (Figura 21). Esta evidencia

sugiere la existencia de un mecanismo coordinado en el que dependiendo de los
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requerimientos para las distintas actividades es resulta en que sitios del C-terminal
son fosforilados, por esto se generan poblaciones de E1B-55K en diferentes estados
de fosforilacion que resultan en la regulacion de sus actividades en el ciclo de
replicacion. Desde luego la participacion de las cinasas y fosfatasas en el
mecanismo de fosforilacion son indispensables para la regulacion de sus funciones.

Nuestros datos muestran que la E1B-55K es fosforilada por CK1, CK2 y
GSKa3. Inicialmente se reporté que CK2 puede fosforilar a las serinas 490 y 491 [86].
El analisis de la secuencia del C-terminal mostré que la secuencia en E1B-55K
490SSDEDTD*% se ajusta a los criterios para ser sustrato de la glucdgeno sintasa
cinasa-3 S-X-X-X-pS [161, 162] y CK1 pS-X-X-S / T[161]. Adicionalmente nuestros
resultados mostraron que CK1 fosforila a la treonina 495 y congruente con nuestros
resultados, esto ultimo podria correlacionarse con que favorezca la fosforilacion de
las serinas 490 y 491 por CK2. Un resultado no esperado fue que la GSK3 también
puede fosforilar a las serinas 490 y 491 y que esto se favorece cuando esta
fosforilada la treonina 495 y esta activa la cinasa CK1. Existen diversos ejemplos en
infecciones virales en las que son secuestradas distintas cinasas para explotar sus
actividades en sitios especificos de la infeccion. Por ejemplo la proteina ZEBRA del
EBV [163], la proteina ORF57 del virus del herpes asociado al sarcoma de Kaposi
(KSHV) [164] o la proteina del virus del herpes ICP27 [165]. En el caso de EBV
ZEBRA requiere la fosforilacion por parte de CK2 para convertir a la proteina viral
en un represor o activador transcripcional y esta modificacion postraduccional
contribuye a la funcion de ZEBRA en el control de la expresion génica del ciclo litico
viral [163]. La fosforilacién por CK2 de ORF57 de KSHV también es necesaria para
controlar la expresion génica durante el ciclo infeccioso litico [164] y en el caso de
ICP27 requiere la fosforilacion por CK2 para su localizacion subcelular correcta y su
unién a varias proteinas celulares [165, 166]. Adicionalmente la inhibicion de las
cinasas CK1y GSK3 durante el ciclo de infeccion de algunos virus, es una estrategia
comun pues de no ser asi CK1 puede fosforilar el dominio de transactivacion de p53
lo que resultaria en efectos antivirales de la célula. Esto sugiere fuertemente
estrategias en los que durante la infeccion con adenovirus las cinasas CK1, CK2 y
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GSK3 son reclutadas a CRs y sus funciones podrian ser explotadas en estos sitios,
como resultado la regulacion de las actividades de los CR durante la infeccion.

La evidencia acumulada hasta el momento sugiere que la E1B-55K puede
promover la progresién del ciclo de replicacion viral al impactar la formacion de CR,
sin embargo, también existe la posibilidad de que E1B-55K afecte la regulacion de
la replicacion del DNA viral o diferentes pasos del programa de expresion del
genoma viral, desde la transcripcion, los procesos postranscripcionales o la
liberacion de mRNA virales de CR para ser exportados al citoplasma. Para explorar
la participacion de E1B-55K en cada uno de estos procesos moleculares,
empleamos el aislamiento de CR de células infectadas con los virus SSD, SSA y
PM. Hemos demostrado que estos CR libres de células poseen los componentes
necesarios para la transcripcion, splicing y replicacion de DNA viral de novo [109,
167].

Con estos experimentos encontramos que la regulaciéon de E1B-55K por
fosforilacion es necesaria para la morfogénesis eficiente y adecuada, organizacion
y composicion de los CR virales y que esta proteina viral temprana también es
importante para la replicacion eficiente del DNA viral, la sintesis de mRNA y el
splicing que ocurren en estos sitios (Fig. 25). Nuestros resultados indican que la
fosforilacion de la treonina 495 de E1B-55K afecta directamente estas actividades
de la proteina. Dado que se observaron niveles mas altos de mRNA virales en
células infectadas con los mutantes SSD y PM, esto ultimo podria ser una
consecuencia directa del efecto de la fosforilacion de E1B-55K sobre los
mecanismos de transcripcion o procesamiento por splicing asi como la vida media
de los mensajeros virales. Esta influencia de E1B-55K en las actividades de los CR
podria ser una consecuencia de una interaccion directa de E1B-55K con acidos
nucleicos virales o interacciones con proteinas virales o celulares que se sabe que
se localizan en CR y promueven la replicacion eficiente del DNA viral o la biogénesis
de los mMRNA. Estas interacciones podrian estar directamente relacionadas con el
efecto de E1B-55K sobre la represién del promotor de E1A. Recientemente
encontramos que la E1B-55K puede regular la actividad de cada uno de los
promotores del virus y que el estado de fosforilacion de la proteina es determinante
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en este proceso [109], por lo que sera interesante evaluar si la fosforilacion
diferencial de las serinas y treonina tienen efectos distinguibles en la regulacién de
la transcripcion de los genes virales. En nuestro trabajo analizamos el efecto de las
mutaciones por alanina o aspartico en el c-terminal de E1B-55K y aunque son utiles
y nos aportan informacion sobre el impacto de la fosforilacion sobre sus actividades,
no permiten tener certeza de que tengan el mismo efecto que la fosforilacion, por lo
que determinar el estado de fosforilacion de la proteina en diferentes tiempos del
ciclo de replicacion viral y en diferentes sitios intracelulares sera indispensable para
entender la regulacion por fosforilacion de la E1B-55K.

9.CONCLUSIONES

e La fosforilacion de la E1B-55K favorece su localizacion en CR

e La fosforilacion de la E1B-55K favorece la formacion de los CR

e La E1B-55K modula la localizacién de factores celulares en CR

e La localizacion de la E1B-55K asociada a CR correlaciona con la sintesis
eficiente del DNA viral.

e La fosforilacion de la treonina 495 favorece la sintesis de DNA viral.

e La fosforilacion de las serinas 490, 491 favorece la fosforilacion de la otra.

e Lafosforilacion de la treonina 495 favorece la fosforilacion de las serinas 490,
491.

e La fosforilacidon de las serinas 490 y 491 inhibe la fosforilacion de la treonina
495

e La fosforilacion de la treonina 495 tiene un papel regulatorio sobre la
fosforilacion de las serinas, y consecuentemente la regulacion de las
actividades de E1B-55K.

e La cinasa CK1 fosforila a la treonina 495

e GSK3 puede fosforilar a las serinas 490 y 491 solo en presencia de CK1

activa
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10.-PERSPECTIVAS

Analizar el efecto de la fosforilacion de la E1B-55K sobre su SUMOilacion a
lo largo del ciclo de replicacion de adenovirus.

Analizar la formacion de los CR y la localizacidén de proteinas celulares, asi
como DNA y RNA.

Evaluar la fosforilacion de la proteina E1B-55K en CR mediante el uso de
compartimentos aislados a distintos tiempos de la infeccion.

Identificar las fosfatasas responsables de desfosforilar a la E1B-55K
Identificar distintas poblaciones fosforiladas de la E1B-55K durante el ciclo
de replicacion viral

Analizar el estado de fosforilacion en sus distintas actividades en el ciclo de
replicacion.

Evaluar el efecto de las proteinas reclutadas a los CR sobre el ciclo de
replicacién viral.
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Viruses employ a variety of strategies to hijack cellular activities through the orchestrated recruitment
of macromolecules to specific virus-induced cellular micro-environments. Adenoviruses (Ad) and other
DNA viruses induce extensive reorganization of the cell nucleus and formation of nuclear Replication
Compartments (RCs), where the viral genome is replicated and expressed. In this work an automatic
algorithm designed for detection and segmentation of RCs using ellipses is presented. Unlike
algorithms available in the literature, this approach is deterministic, automatic, and can adjust multiple
RCs using ellipses. The proposed algorithm is non iterative, computationally efficient and is invariant

to affine transformations. The method was validated over both syntheticimages and more than 400
real images of Ad-infected cells at various timepoints of the viral replication cycle obtaining relevant
information about the biogenesis of adenoviral RCs. As proof of concept the algorithm was then used to
quantitatively compare RCs in cells infected with the adenovirus wild type or an adenovirus mutant that
is null for expression of a viral protein that is known to affect activities associated with RCs that result in
deficient viral progeny production.

Virus replication can induce extensive rearrangement of cellular components that results in de novo formation of
specialized intracellular compartments where the viral genome is replicated. Depending on the virus family such
compartments, which have been termed viroplasms, virus factories, replication centers or compartments (RCs),
may associate with cellular membranes, the cytoskeleton, or nuclear domains'2. In every case RCs assemble
complex macromolecular platforms, where viral and cellular proteins responsible for viral genome replication are
concentrated, thus increasing viral replication efficiency. Interestingly, the same compartments recruit, regulate
and co-opt cellular factors that participate in a variety of host defense mechanisms. Therefore, RCs seem to act as
molecular hubs where many aspects of virus-host cell interaction are controlled and there is considerable interest
in understanding the impact of their formation on virus replication as well as on the cellular activities that are
altered as a consequence of their assembly.

Like other DNA viruses that replicate in the cell nucleus, adenoviruses induce formation of RCs (AdRC) that
assemble in association or adjacent to specific nuclear domains (ND). However, most aspects of the structure
and function of AARC remain to be explored; some of these include the relationship between their molecular
components and the activities they regulate, as well as the molecules involved in their structural integrity and the
dynamics of their assembly.

A strategy that has been commonly used to study RCs has relied on the phenotypic analysis of recombinant
viruses that harbor substitutions or deletions in the genes that are known or suspected to affect RCs formation or
activities. Such studies have typically used fluorescence microscopy to screen for alterations in the morphology
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Figure 1. Examples of Ad-infected cells, at various times post-infection. The green color marks the viral
replication compartments revealed by DBP staining, and DNA is marked with DAPI staining in blue. (a) AARC
appear as foci during the early phase of the replication cycle. (b) During the late phase AARC form doughnut,
crescent or spherical structures. (c) Very late in the replication cycle some RCs coalesce resulting in amorphous
structures. (d) In the viral replication cycle, some RCs can present partial occlusion in some areas. For these
four images the contrast of the images was increased to improve the visualization.

or dynamics of formation of RCs at different times of the viral replication cycle®. Because the viral DNA binding
protein (DBP) associates with ssDNA, it is a useful marker to study RCs by fluorescence microscopy. Analysis by
fluorescence microscopy of AdRC formation through the viral replication cycle has shown that the DBP protein
initially accumulates in small foci that seem to increase in size and number resulting in doughnut-shaped, cres-
cent or spherical structures. Very late during the replication cycle, the latter structures appear to coalesce resulting
in complex amorphous structures that may occupy most of the cell-nucleus. Although informative, these studies
have major drawbacks and provide limited information because they are qualitative and depend on subjective
visual analysis for classification of the RCs at different stages of assembly. Previous data on the visual analysis of
RCs suggest that these structures can be approximated as ellipse-shaped structures, a potentially oversimplified
approach considering the complexity and variability of their number, shape and size during the viral replication
cycle (see Fig. 1). Nevertheless, the use of ellipses allows for considerable data reduction and simplification, and
consequently provides a fast and simple image analysis pipeline to be employed.

Some of the best known image processing approaches for detection and adjustment of ellipses are the Hough
Transform*%, Random Sample Consensus (RANSAC)”"!? and least squares'!~'%. Grouping approaches (Hough
Transform and RANSAC) are robust against noise and detect multiple ellipses, but are relatively slow, require a
lot of memory and suffer from low accuracy. On the other hand, least squares approaches are comparatively fast
and accurate, yet can only adjust one ellipse at a time and are sensitive to noise. In 1996 Fitzgibbon'> proposed
a new algorithm for adjustment of ellipses in scattered data. The main idea is to force the least squares problem
in a way that the solution is always an ellipse, taking into account the constraint 4ac — b*= 1. The optimization
problem is solved using Lagrange multipliers and generalized eigenvectors. Two years after the initial proposal of
Fitzgibbon’s algorithm, Halir and Flusser presented a numerically stable version, incorporating a block decompo-
sition strategy'®. This is the most commonly used alternative for the implementation of the “Direct Least Square
Fitting Ellipse” or DLSFE algorithm. This method is known to be a robust deterministic algorithm, invariant
under affine transformations, computationally efficient and a non-iterative approach whose result is always an
ellipse. A simple Matlab implementation is available in the paper of Halir and Flusser'®. The DLSFE can only
adjust one ellipse to a data set (it is not possible to adjust multiple ellipses) and it is very sensitive to outliers. For
these reasons, the direct application of this algorithm in problems of image segmentation is not generally consid-
ered viable. To our knowledge RCs measurements have never been performed using ellipse adjustment, nor are
there any reports where RCs have been analyzed making quantitative measurements.

In this work a very simple and efficient approach to detect RCs by adjusting ellipses is proposed. This new
algorithm is automatic, deterministic, non iterative, can simultaneously detect multiple viral RCs and has a linear
computational complexity. The algorithm was validated using a synthetic ground truth image base, and was then
applied to real images obtained by fluorescence microscopy of Ad-infected cells processed at various time-points
post-infection. As a proof of concept, it was then used to adjust and measure various parameters of AARC in cells
infected with the wild type virus (Ad wt) or with a virus mutant that does not express an adenoviral oncogene,
which encodes the multifunctional protein E1B-55K, that is known to associate with RCs and affect various
activities that result in inhibition of cellular defense mechanisms and production of viral progeny. Using a set of
useful parameters: the number of RCs per cell nucleus; the area of RCs within nuclei; the intensity of the signal
associated with RCs; and the ellipse eccentricity, as a measure that facilitates distinction between different RCs
morphologies, the method allowed the automatic determination of a previously unrecognised effect of this muta-
tion on the dynamics of formation of AdRC.

Results

Segmentation of the viral replication compartments. To study the dynamics of the formation of
AdRC, we developed a new algorithm that provides an efficient approach to automatically detect and measure
RCs by adjusting ellipses. Fluorescence microscopy images generated as described in the methods section were
used. The fluorescent staining of DBP was used as a bona fide marker to detect RCs, which were approximated
through ellipses at various times of the viral replication cycle. As shown in Fig. 1, very late in the replication cycle,
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RCs may coalesce forming complex amorphous structures. The following steps summarize the work-flow of the
algorithm (described in detail in the methods section):

1. Filter RCs zones: This step consists in thresholding the image in order to segment the zones of interest
(remove noise and atypical values). Our proposal performs an automatic selection of threshold value for
each image I (n x m) considering the mean value (M;) and the standard deviation (S;) per column of the
image. The threshold value is defined by:

Ml Mn
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T ower = min| = il o, = !
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2. Compute the connected components: The connected components labelling is used to detect connected
regions in the image (there exists a digital continuous path between all pairs of points in the same component).
This heuristic consists of visiting each pixel of the image and creating exterior boundaries using pixel
neighbours according to a specific type of connectivity. These arcs belong to the viral replication centers
because the algorithm only uses the information of the color that marks the RCs. The results of this step are
N connected components A;, i=1, 2, ..., N, where each A; is part of one RCs.

3. Adjust the exterior boundaries using ellipses: For each connected component A; apply the DLSFE algo-
rithm. For more details see the methods section.

Step 1 of the algorithm filters out noise and atypical values, step 2 divides the images in N connected com-
ponents on the location of the RCs, and finally, the DLSFE adjusts each RC with an ellipse. These three steps
constitute the adaptation of the DLSFE for detection and adjustment of multiple ellipses in images of any size or
resolution. In the Fig. 2(1) we show graphically the steps of the proposed algorithm.

The results shown in panels 2b and 2c of Fig. 2 are consequences of eliminating some steps of the proposed
algorithm. Both images show poor adjustment to RCs, because there is no delimitation of each RC. This is a con-
sequence of the global adjustment by one ellipse. The results of our algorithm are shown in Fig. 2 panel 2d, where
a good fit of the RCs is observed, suggesting this algorithm provides a tool that can be used to make automatic
and quantitative measurements of RCs.

The algorithm presented in this work is automatic, deterministic, non-parametric, non iterative, and these
results demonstrate that it can detect and adjust multiple ellipses of any size, eccentricity, position or rotation angle.
Furthermore, this new method has a linear computational complexity and is invariant under affine transformations.

Validation of the algorithm.  The algorithm validation was performed using synthetic ground truth images
generated taking into account diffraction, white noise, dark-current noise and signal amplification'”. These
images contain ellipses of different sizes, eccentricities, positions and rotation angles, for which real parameters
of their implicit equations are known. This facilitates analysis of the algorithm’s response against several plausible
events, hence permitting comparison of the obtained results with “ground-truth” ellipses considering different
signal/noise ratios (SNR).

The results are shown in Fig. 3, where panels 3(a) to 3(c) show some examples of these images considering
three levels of noise and panels 3(d) to 3(f), the results obtained from these images. In each case we obtained an
adequate adjustment regardless of the level of noise, size, position or eccentricity of RCs, demonstrating that this
approach can be used to adjust multiple viral RCs through ellipses with a small error.

Microscopy images of viral RCs may present partial overlapping in some zones, which might lead to errone-
ous results for most segmentation algorithms (Fig. 1(d))'8. This problem is significant when the aim is to obtain
precise and quantitative measurements of the properties of RCs. Therefore, we tested the algorithm against images
presenting partially overlapping RCs. For this, the algorithm was applied to twenty-five synthetic images present-
ing different levels of partial occlusion, and different levels of lack of information. Fig. 4(a—c) show three of these
images considering different angles of partial occlusion.

Figure 4(d-f) show the algorithm outcome obtained for the synthetic images of 4(a), 4(b), and 4(c) respec-
tively. In the test images all viral RCs were detected successfully. Regarding an approximate qualitative assessment
of the accuracy of the adjustment, each partial occlusion angle determines the degree of information eliminated
in the simulated viral RCs. In Fig. 4(d,e) an accurate adjustment of RCs is observed, even in zones where infor-
mation is poor and can be confused with the image background (see the red arrows). In the case of § =, Fig. 4(f)
shows results of decreased accuracy despite the detection of all RCs. In this example, where only 50% of the
data for each image generated is preserved and can be considered as an extreme and unusual case (note that it
is difficult to detect the position and form of some RCs by visual inspection), the algorithm can still adjust RCs,
although with lower accuracy. The proposed method for detection and approximation of the RCs was evaluated

SCIENTIFIC REPORTS | 6:36505 | DOI: 10.1038/srep36505 3
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Figure 2. Visual comparison of our algorithm with other applications of the DLSFE algorithm. Panels la-d:
Shows the steps of the proposed algorithm in a real image. Panel 2a: Original image. Panel 2b: DLSFE algorithm
using all the pixels with non-zero value in green channel. Panel 2c: DLSFE algorithm application to the filtered
image considering the threshold defined by Eq. (1). Panel 2d: Result using our algorithm.

quantitatively using synthetic images. Images were generated drawing ellipses from analytical formulas. The
parameters (a, b, cx, cy) of analytical formulas are the ground truth used for evaluation. The rotation angle was
not taken into account in this manuscript. However in Supplementary Information the performance of the pro-
posed algorithm is scrutinized against the impact of noise over the identification of rotation angles.

In order to evaluate the thresholding process (Step 1) of the algorithm, we compared our proposed algorithm
with four well known thresholding alternatives: Intermodes, MaxEntropy, Otsu and Yen. Intermodes smoothes
the histogram in an iterative way until only two peaks remain'®. MaxEntropy choses the threshold which max-
imizes entropies of distributions above and below the threshold?’. Otsu’s method selects the thresholding that
maximizes interclass variance and minimizes intraclass variance?!. Yen’s method uses a maximum correlation
criterion to select threshold*. The experiment was conducted taking into account that each image (one for each
level of SNR) contains a set of synthetic RCs with different sizes, positions and eccentricities. For the validation
we used the index of Jaccard, the Precision and the Recall in order to evaluate the performance of the methods in
different scenarios like noise and partial occlusion. More details about these indexes and their application in our
specific problem are explained in the methods section.

Figure 5 shows the obtained results for the Precision, Recall and Jaccard Index for 6 different Signal/Noise
ratios (SNR=1{2.3, 2.5, 2.8, 3.2, 4, 7.6}). With methods like Otsu, MaxEntropy and Yen we obtain bad results for
all Signal/Noise ratios, even with high quality in the images (high Signal/Noise level). On the other hand, the best
results can be observed when we use our method or the Intermodes alternative, in this case the Precision, Recall
and Jaccard index are all superior with our proposal for any SNR. For these experiments we generated synthetic
images with low Signal/Noise ratios (SNR=1{2.3, 2.5, 2.8}), even though real microscopy images do not have such

SCIENTIFICREPORTS |6:36505 | DOI: 10.1038/srep36505 4
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Image 1 (SNR = 4.08) Image 2 (SNR = 2.8) Image 3 (SNR = 2.34)

|
> g
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Figure 3. Adjustment of artificial images with different levels of Signal/Noise. The panels 3(a), 3(b), 3(c)
show the synthetic images generated artificially. In the second row panels 3(d) to 3(f) show the results of our
algorithm for these images. The blue ellipses simulate the nucleus of the cell.

Adjustment Image4 V Adjustment Image 5 Adjustment Image 6

Figure 4. Adjustment of artificial images with partial occlusion (SNR =2.34). The panels 4(a), 4(b), 4(c)
show the synthetic images generated artificially with partial occlusion. In the second row, panels d to f, show the
results of the algorithm for these images.
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Figure 5. Precision, Recall and Jaccard indices for the detection and approximation of the viral RCs
considering different levels of signal/noise in the synthetic images. Five different thresholding methods were
tested (Intermodes, Maximum Entropy, Otsu, Yen and our method), each panel illustrates the results for these

alternatives.
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Figure 6. Precision, Recall and Jaccard indices for the detection and approximation of the viral RCs
considering different levels of partial occlusion in the synthetic images. Five different thresholding methods
were tested (Intermodes, Maximum Entropy, Otsu, Yen and our method).

poor quality. With these SNR values the algorithm could detect succesfully some RCs (Precision, Recall, and
Jaccard indices >0.25 in all cases). For images with SNR that are closer to expected values (SNR= {3.2, 4}), our
method can correctly detect all RCS (Precision, Recall, and Jaccard indices equal to 1).

Figure 6 shows the performance of our method compared with four alternative thresholding techniques in
synthetic images with partial occlusion. For this experiment we consider a fixed SNR equal to 3.2 and five angles
for partial occlusion 0= {7/4, /2, 37/4, w, 57/4}. The SNR value of 3.2 was chosen as representative of the SNR
“normally” found in epifluorescence images. The worst results are obtained with the threshold of Otsu and Yen.
In these cases the Precision and Jaccard indices are always less than 0.25, while the Recall have a maximum value
of 0.5 with a partial occlusion § = 37/4. The performance of the proposed algorithm by means of considering
Intermodes thresholding is superior to the other tested thresholding algorithms for 7/2 and 37/4 degrees of
partial occlusion. In these particular cases, the heights of the two peaks of the histogram computed from their
corresponding synthetic images were comparably similar, therefore Intermodes outperforms other thresholding
methods. However, such particular cases are far from being representative. In general, the results shown in Fig. 5
indicate that Intermodes thresholding does not guarantee the identification of the best threshold level for all
images. Whatever the case, the data presented in Fig. 6 represent a particular adaptation of the proposed algo-
rithm, which itself is completely compatible with any desired thresholding method. More thresholding algorithms
might provide an advantage for other given particular cases, e.g. local thresholding will perform much better that
global thresholding in images taken with heterogeneous illumination. When partial occlusion angles are within
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Figure 7. Detection and adjustment of the RCs in real images. A set of images each representative of a
different time point of the viral replication cycle, and the results obtained using the algorithm are shown.

interval [0, 7) the Precision, Recall and Jaccard indices are relatively high, i.e. the proposed algorithm is reliable
when more than half of the data of interest are present.

Analysis of viral replication compartments in Ad-infected cells. The algorithm was then used to
analyze RCs in Ad-infected cells. Images of Ad-infected cells obtained at various times post-infection by fluores-
cence microscopy were grouped in eight different sets (12; 16; 20; 24; 28; 32; and 36 hpi). For each time-point, 60
images of infected cells were recorded, hence the results of this section represent the analysis of 420 images of the
adenovirus infection process (a typical personal computer requires about 0.01 seconds to process a single image).

Figure 7 depicts representative results obtained for each time-point. At the earlier time-points (hpi = {12, 16}),
before the onset of viral DNA replication, RCs are just becoming apparent, and those which were detected by the
algorithm were small dot-like foci. At 20 hpi, although still scarce and isolated, RCs were larger and better defined.
Qualitatively, in the time period between 20 and 32 hpi a significant rise in the number of RCs, as well as of their
size and the fluorescence intensity, was observed. The results obtained at 36 hpi, showed an appreciable rise in the
number of RCs in comparison with the previous time-points. At the latter time-points the larger RCs seem to
coalesce, occupying a large proportion of the cell nucleus and forming complex amorphous structures, for which
the adjustment of ellipses is no longer accurate (see Discussion section).

One of the main advantages of approximation through ellipses is the possibility to obtain quantitative data, e.g.
position, area, perimeter, form and average fluorescence intensity of the RCs. These indicators allow for a statistic
study of the behaviour of RCs at different time-points, providing relevant information about the viral replication
cycle.

Therefore, we conducted statistical analysis of the data obtained by the algorithm from processing images of
cells infected either with the wt virus (Ad5 H5pg4100) or with a mutant virus (Ad5 H5pm4149), as described
in the methods section. This virus mutant (E1B-) does not direct the synthesis of the early protein, E1B-55K,
and has been shown to display defects in viral late gene expression, as well as in inhibition of cellular anti-viral
defenses, resulting in decreased production of viral progeny. The results obtained are shown in Fig. 8, where violin
plots of the number of RCs per cell nucleus; the area of RCs; their fluorescence intensity; and eccentricity of RCs
were plotted against various time-points post-infection. For clarity, the analysis was divided into three different
time intervals (hpi = {12-16}; hpi ={20—28}; hpi={32-36}). The analysis of the data showed that except for few
time-points and parameters (the area at 12 hpi; the intensity at 32 and 36 hpi; and the eccentricity at 28 hpi) there
exists in all variables a statistically significant difference between the wild type and mutant virus according to the
test of Kruskal-Wallis?.

At the time interval between 12 and 16 hpi, the violin plots (see Fig. 8) show that for the Ad5 wt virus there
was a clear increase in the number of RCs, and a slight increase in their area and intensity. Interestingly, for
the E1B- virus, while a slight rise in the number of RCs was observed, their area, intensity and eccentricity
decreased in this time interval. Significantly, these data indicate that during the early times post-infection the
algorithm is able to distinguish small changes in the number, size and shape of RCs. During the next time interval
(20 to 28 hpi), viral genome replication initiates and the expression of viral late genes is known to increase several
fold. In the Ad5 wt-infected cells, the number of RCs displayed further increase from the 16 hpi time point, and
they reached their maximum area and intensity between 24 and 28 hpi. In contrast, cells infected with the E1B-
virus displayed a complex behaviour, as the RCs increased in number between 16 and 20, but dropped slightly at
24 hpi. Interestingly, the area of RCs increased only transiently (at 24 hpi) before 32 hpi. The interval between 32
and 36 hpi corresponds to a phase during viral replication where viral late proteins and genomes are produced
in large quantities and assembly of viral progeny reaches its highest level. The number of RCs detected in the
Ad5 wt infected cells showed a steady rise during this interval; however, in contrast to the wt virus, where RCs
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Figure 8. Descriptive statistical analysis of the number, area, mean intensity and eccentricity of the RCs.
First row: Ad5 wt virus violin graphs (H5pg4100); second row: Ad5 mutant virus (H5pm4149). The number of
cells analysed for each experimental condition was n > 60. The blue line represents the mean and the red line the
median. The red asterisks represent the statistical significance difference between the wild type and mutant virus
using the test of Kruskal-Wallis®: *p-value < 0.05; **p-value < 0.01.
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Figure 9. Hierarchically clustered heatmap for eccentricity, area, number of RCs and intensity, considering
all times post-infection.

reach a size that is nearly constant between the 20 hpi and 32 hpi time-point, the mutant virus showed again a
complex behaviour in which RCs reached a maximum value that decreased not only in size but also in number
after 32 hpi. An altered behaviour was also matched by the fluctuations in intensity and eccentricity of the RCs for
the E1B- virus. For the Ad5 wt the maximum level of intensity after the initial rise at 16 hpi was reached at 28 hpi;
in contrast a nearly opposite behaviour was observed for the E1B- virus as the initial rise that was observed only
after 20 hpi was followed by a clear drop at 28 hpi. Interestingly, while the lowest values of eccentricity are reached
in the 16-20hpi interval in Ad5 wt, for the E1B- virus the lowest values are only reached at 24 hpi.

The hierarchical clustering maps presented in Fig. 9 for the Ad5 wt and E1B- mutant virus show some of the
characteristics of RCs described above. The dendrograms indicate conglomerates according to qualitative and
quantitative results: For the Ad5 wt virus the first group level contains classes {16, 20}, {32, 36}. The second group
level contains {12, 32, 36}, {16, 20, 28}, while the third level contains {16, 20, 24, 28}. The latter group was an
expected result because the items of each class are different to each other by 4 hours, and therefore, the results are
more similar for any two time-points that are chronologically close to each other; however, it is interesting to note
that such hierarchical clustering would be anticipated for the progressive formation of RCs as the viral replication
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cycle advances. In contrast, the results for the E1B- mutant virus display different sets of conglomerates, where the
12, 16 and 28 hpi time-points remain ungrouped in the first two or three levels, respectively, and seem to display
an arrest, as there is no clear progression from the 12 hpi to the 20 hpi in the area, intensity or number of RCs, and
a similar defect is apparent between the 24 and 28 hpi time points. These results indicate a defective progression
from these two time-points, which correspond to the initial formation of RCs (12 hpi) and to the transition to the
late phase of the viral replication cycle (20 to 24 hpi). The dendrograms also show that for both Ad5 wt and the
E1B- mutant virus conglomerates tend to group around the 24, 28 and 32 time-points, suggesting these two time
points may be of particular relevance for RCs during latter periods post-infection.

Significant differences between Ad5 wt and E1B- through the viral replication cycle were clearly detected
by the algorithm, as in contrast to Ad5 wt, where the transition to the late phase of infection clearly showed an
increase in the area and intensity of the RCs, as well as a shift of decreased eccentricity, the E1B- mutant displayed
a seemingly biphasic behaviour for the number, intensity and eccentricity of RCs.

Discussion

The formation of RCs and the association of viral and cellular molecules to these structures have been studied
using a variety of experimental strategies that have relied mostly on fluorescence or electron microscopy®*-.
Because the viral DBP associates with ssDNA and participates directly in viral DNA replication, many studies
have used this protein as a bona fide marker of RCs. The data produced by such studies indicate that RCs assemble
in association with the viral DNA, where transcription and post-transcriptional processing of viral genes progres-
sively results in the recruitment to these sites of viral and cellular proteins that direct the various steps of regulated
gene expression?’. As the late phase of viral replication progresses RCs display changes in their size, number and
shape. And although it is clear that the dynamics of their formation parallel not only progression of the viral repli-
cation cycle, but also the inhibition of cellular defenses, quantitative studies of the dynamic behaviour of RCs have
not been conducted. The adjustment of the viral RCs using ellipses presented in this work allowed us to obtain for
the first time relevant quantitative data, such as the area, perimeter and form of RCs within the nuclei of infected
cells, enabling statistical analysis of these parameters at various time-points of the adenoviral replication cycle.

During the earliest times post-infection, the initial localization of DBP was detected in a few small nuclear
foci (at 12 hpi), followed by a progressive increase in their number and size. At time-points post-infection that
are known to correspond to the initiation of viral DNA synthesis and the resulting transition to the late phase of
the viral replication cycle (between 20 and 24 hpi), larger spherical or doughnut-shaped structures were promi-
nent. Both of these structures increased in number at the later time-point (32-36 hpi). At very late time (36 hpi)
some RCs coalesce, resulting in decreased precision of the algorithm. Therefore, except for the latest time-points,
when the likelihood of RCs fusion becomes higher, and the adjustment using ellipses can be used for an initial
approximation with other strategies, like Level Set, or other dynamic instead of global thresholding methods, the
detection of RCs throughout viral replication by the algorithm is in agreement with the qualitative description
that has been reported previously by various studies?**”435,

In addition to the qualitative description of RCs formation the algorithm allowed us to obtain quantitative
measurements that had hitherto not been performed. The statistical analysis of RCs from Ad5 wt compared with
the E1B- mutant showed that the absence of the E1B protein is clearly associated with a previously unidentified
lower effciency of RCs formation and altered morphological features of RCs at different time-points of viral
replication (Fig. 8). The E1B protein is known to participate in both the selective and efficient expression of viral
late genes**~** and in the inhibition of cellular factors that participate in the anti-viral cellular response*'. The
association of E1B with these structures correlates also with efficient viral DNA synthesis*’#>-4. The accumulated
evidence indicates that E1B is a multifunctional protein that participates in various processes of viral replication,
and that its timely synthesis and localization are necessary for the protein to function as a transcriptional repres-
sor of interferon-inducible genes‘”"‘s, and presumably formation of RCs. The latter, however, has not been demon-
strated and the data obtained here allowed us to quantitatively determine for the first time that the E1B impacts
each of the parameters used to measure RCs formation. In the absence of E1B, formation of RCs between 12 and
16 hpi displayed similar characteristics as Ad wt, however a clear decrease in their number, area, intensity and
eccentricity (Fig. 8), as well as a marked difference in the hierarchical clustering of the 12 hpi time-point (Fig. 9)
suggest this early protein may be required for the initial steps of RCs formation. Moreover, the large differences in
the range and distribution of the average fluorescence intensity, which indicate variations in the level of DBP that
is associated to different RCs, suggest that in the absence of E1B fewer of the DBP-containing small foci that form
early or increase in size and give rise to the larger doughnut-shaped structures. These results were not anticipated
and suggest that E1B may impact the association of DBP to RCs; experiments are currently in progress to assess
this possibility.

The defects displayed by the E1B- mutant virus were not limited to the early time-points. In the absence of
this protein the violin plots (Fig. 8) displayed a sine behaviour with the time post-infection, where similar times
were observed for the maximum number and intensity of RCs (32 hpi), which paralleled the times for the maxi-
mum value for eccentricity (especially at 28 hpi). Interestingly, while hierarchically clustering the variables used
to analyze RCs formation dynamics in Ad5 wt-infected cells showed that, as expected, any two time-points that
are chronologically closer are more similar to each other (between 16 and 28 hpi), and describe a continuous
progression of increasing size, number and intensity of RCs as viral replication progresses (Fig. 9), the area and
intensity of RCs reach a maximum value at a time that corresponds to the peak of viral DNA synthesis (28 hpi). In
stark contrast, the E1B- mutant displayed alterations in the hierarchical clustering of variables. Notably, the 20 to
24 hpi time-points, which correspond to the initiation of viral DNA synthesis, were no longer grouped together,
suggesting that the absence of E1B results in a defect in the adequate formation of RCs that correlates and may be
directly linked to the initiation of viral DNA replication.
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In summary, in this work the development of a simple and efficient approach to detect and quantitatively
measure viral RCs is presented. The proposed algorithm is automatic, non iterative and can detect multiple ellip-
ses of any size and eccentricity. It is deterministic, has a linear algorithmic complexity, and is robust against noisy
datasets, even with partial occlusion. This algorithm does not depend on the size or resolution of the images and is
invariant to affine transformations. Quantitative statistic analyses of RCs could detect some defects in the forma-
tion and maturation of RCs in cells infected with the E1B- mutant virus, indicating that the algorithm represents
a simple and powerful tool with predictive capabilities that can be used for the detailed study of RCs formed in
cells infected with adenovirus as well as other viruses that induce formation of RCs.

Methods

Cells and viruses. Primary human foreskin fibroblasts (HFFs) were maintained in monolayer cultures
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% (vol/vol) fetal calf serum (Gibco-Invitrogen
Corp.) for no more than 14 passages. HFFs were infected with Ad5, wt or with an E1B- mutant at 30 PFU/cell,
as described previously®. The Ad5 H5pg4100 and Ad5 H5pm4149 viruses**** were propagated in monolay-
ers of HEK-293 cells. Viruses were titered as fluorescent forming units (FFU) on HEK-293 cells as described
previously®.

Antibodies. The primary antibodies used for immunofluorescence assays were rabbit polyclonal Ab specific
for Ad5 DBP (a kind gift from Thomas Dobner, Heinrich-Pette Leibniz Institute, Hamburg, Germany). The sec-
ondary antibodies used were, either anti rabbit Alexa Fluor 350 or anti rabbit Alexa fluor 488 (Invitrogen). DAPI
was used to stain DNA.

Fluorescence microscopy. For immunofluorescence, HFF cells grown on coverslips to approximately 90%
confluence were mock-infected or infected with Ad5 wt or E1B- mutant. Cells were processed for immunofluo-
rescence as described previously®. After application of specific primary antibodies, cells were incubated with sec-
ondary antibodies. The cover-slips were mounted on glass slides in PBS/10% glycerol and samples were examined
using a Zeiss Axiovert 200 M inverted microscope with a 63x/1.4- numerical-aperture oil-immersion objective
lens with an Axiocam MRM and Axiovision 3.1 software (Carl Zeiss, Inc.). For each condition 60 2D images were
collected. The final images were created with Image] v1.480 and were later analyzed in Matlab R2011b.

Implementation and details about the proposed algorithm.  The objective of the thresholding algo-
rithm is to separate the background from the foreground. Because fluorescence images can have different levels
of intensity in the background and it is possible that some columns will not have any information for the RCs,
we compute the minimum of the mean intensity of all columns to estimate the average intensity of the back-
ground. The standard deviation for the columns was taken into account to estimate the maximum variation of
the intensity.

The third step of our algorithm uses the DLSFE approach to adjust the RCs using ellipses, details of this
method are presented below:

Direct Least Square Fitting Ellipses (DLSFE).  The equation of a conic is given by'%:

F(®, X) = ax® 4 bxy + ¢y> +dx + ey + f= 0,

where ®=1[a, b, ¢, d, e, f]' (parameters) and X = [x%, xy, %, x, y, 1]’ (data points in ]RZ). Given npoints X, i = I,n
the adjustment to the general form of a conic can be seen like the next minimization problem:

min 3 F(®, X)°.
@ ; (3)

The restriction b? — 4ac < 0 guarantees that the conic F(®, X) is an ellipse, and since F(®, X) and aF(®, X) is
the same conic for all scalar av= 0, it is possible to rescale the parameters and consider the next restriction:

b* — 4ac = —1 & dac — b* = 1.
The problem (3) can be expressed as:
minZF (@, X)?
® o .
subject to: 4ac — b* =1 (4)
The matrix form of the equation (4) is given by:
in|| D®| subject to: &'CP = 1,
ngn” ||”subject to (5)

where
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xXoxy a1 002000
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x,f X, ynz X, ynl 0 0 00O00O

- - constraint matrix of 6 X6
design matrix of nx6

The following system is obtained using Lagrange multipliers and differentiating in problem (5):

2D'D® — 20CP = 0

P'Ce =1 (6)

which can be expressed as the equivalent system,
SO = \CP (7)
P'CP =1, ®)

where S is the dispersion matrix:
Set Sy, S22 S S S
SXS}, Sx2y2 Sxya szy Sxyz Sx},
szyz S.3 Sy4 Sxyz Sy3 S,

n
S=D'D= & land S.ap = S %yl
So Sy Sy S Sy S [T ;xy
Siyy Syr Sy Sy S S,
Se Sy S S, S, S

The representation (7) is solved using generalized eigenvectors. In this case the solution is composed of 6
real eigenvalues because the matrices C and D are symmetrical. If (), u;) (u; is an eigenvector associated to an
eigenvalue \;) solve (7), then for all 4, the pair (\;, 1u;) is the solution to (7). Taking into account the equation (8):

( 1
2t
pouiCuy=1=p, = uitCu,-'

The solutions of the system (6) are of the form &, = p,u;. Since there are six solutions, the problem (5) is
solved considering the solution associated to the less positive eigenvalue A;.

All methods have been coded and run in Matlab R2011b (7.13.0.564), under Linux-Ubuntu 14.04, with a
processor Intel(R) Core(TM) i5-2450M CPU @ 2.50 GHz and 16 GB of RAM.

Generation of syntheticimages. The steps to generate the synthetic images are the following!”:

1. Create an image A containing ellipses of different sizes, eccentricities and positions according to desired
characteristics.

2. Convolute A using the point spread function (PSF). For this step we use the plug-in “Diffraction PSF-3D”
of Image]J with the following parameters: Index of refraction of the media n =1.33, Numerical Aperture
NA =nsin (0) = 1.3, Wavelength = 510 nm, Image Pixel Spacing px =100 nm, Width (pixels) =512,
Height (pixels) = 512. Rayleigh resolution r =0.61\/NA = 240 nm. For more details of this plug-in see’’.

3. Add Gaussian noise in order to consider auto-fluorescence and Poisson noise for the purpose of consider-
ing electronic noise. Finally, amplification in an EM-CCD detector has been included"’. The description of
the method to compute the SNR has been included as Supplementary Information.

Generation of partial occlusion in syntheticimages. Each synthetic image has n viral RCs simulated
through ellipses, whose implicit equation parameters are known. In order to simulate the partial occlusion of the
RCs the representation in polar coordinates of the ellipse is considered:

1
r(0) = 2 .2
coszﬁ + sin”6

a b2

Varying 6 in a specific interval, points are generated only in the arc determined by this interval, which can be
considered as a simulated effect of partial occlusion. Figure 10 shows an example of the ellipse arc generated for
0 e [%, 27r], the information enclosed into the angular interval (0, %) is eliminated as a consequence of the partial
occlusion.
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Figure 10. Partial occlusion simulation.

The percentage of points conserved with respect to the total, based on the partial occlusion angle is given by:

Py, = 100[1 — i}.

2T
In the case of Fig. 10, 87.5% of total data is conserved.

Validation of the algorithm. The validation of the algorithm was conducted using measures like the
Jaccard index, the Recall and the Precision. Hereinafter each ellipse is represented as a vector of four components
E=(a, b, cx, cy), where the elements of this vector are the coefficients of the implicit form of the ellipse, that is:

2 2
(x 2cx) n (y 2(:)/) _1
a b

implicit form of the ellipse

E=1(a, b, cx,cy) &
Rl St et Mt £

ellipse in vector form

Let E = {E, = (&, b,, &x, &y,), i = 1, n} the set of n ellipses that simulate the RCs in the image I, and
E" ={E] = (aj, bj, cx}, cy)), j = 1,k} the set of k ellipses obtained as a result of the segmentation of the image I.

The sets E and E’ can be compared following the next rules of classification:
1. True Positive (TP): Ejr € E"is atrue positive (good adjust) if:
(3 E € B |E, - E]| = (&, by, &x,, &) — (a], ], cx], )| £(05,05,0.5,0.5)m).

That is, that the absolute error in each coefficient is less than 0.5 pum.
2. False Positive (FP): E]’ € E' is a false positive (bad adjust) if:
{BE; € E: |E; — E]| = |(a; by, &x;, &) — (a], b], ex], o))| <(0.5,0.5,0.5, 0.5)um}.

3. False Negative (FN): E; € E is a false negative if:

{PE] € E": |E, — E]| = |(a, b, &x,, &y,) — (a], b, cx], o)) < (0.5,0.5, 0.5, 0.5)m).

A true positive is a detected ellipse that is similar enough to one of the synthetic ellipses. A false positive is a
detected ellipse that is not similar enough to any of the synthetic ellipses and a false negative is a synthetic ellipse

that was not detected.
The Jaccard index? is defined as:

o

nE
UE"~
the three rules above we obtain that
TP

~ TP+ YFP + YFN’

J(E, E") in our specific problem and considering

>

where Y"TP, > FP and Y FN indicate the total number of true positive, false positive and false negative
respectively.
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The Recall® in the context of our application can be referred as the true positive rate or sensitivity, and it is

defined as:

Recall = 277"13
STP + SFN

On the other hand, the Precision® is also referred to as positive predictive value, and it is defined as:

S TP

Precision = —=—————.
S"TP + >°FP

The 0.5 um threshold was chosen based on the resolution limit of optical microscopes, which in agreement

with Rayleigh’s criteria, is r = (0.61\)/NA, with ) being the emission wavelength of the fluorophore and NA the
numerical aperture of the objective. For fluorophores that emit in the visible spectrum the optical resolution of
a common epifluorescence microscope is approximately 0.25 — 0.3 m (along the xy imaging plane). For a sin-
gle emitter, r approximates the radius of the zero order Airy ring. For the sake of simplicity, we define a 0.5 um
threshold as an approximation to the diameter of the zero order Airy ring, because in diffraction limited images
it does not make sense to segment replication compartments smaller than 2r. Moreover, transmission electron
microscopy (TEM) has shown that replication centers measure between 0.5 and 2 m in diameter®.

Statistical analyses. All statistical tests were performed using R version 3.2.4 (2016-03-16) software.
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Abstract

The E1B 55kDa produced by human adenovirus type 5 is a multifunctional protein that par-
ticipates in the regulation of several steps during the viral replication cycle. Previous studies
suggest this protein plays an important role in postranscriptional regulation of viral and cellu-
lar gene expression, as it is required for the selective accumulation of maximal levels of viral
late mRNA in the cytoplasm of the infected cell; however the molecular mechanisms that
are altered or regulated by this protein have not been elucidated. A ribonucleoprotein motif
that could implicate the direct interaction of the protein with RNA was initially predicted and
tested in vitro, but the interaction with RNA could not be detected in infected cells, suggest-
ing the interaction may be weak or transient. Here it was determined that the E1B 55kDa
interacts with RNA in the context of the viral infection in non-transformed human cells, and
its contribution to the adenovirus replication cycle was evaluated. Using recombinant adeno-
viruses with amino acid substitutions or a deletion in the ribonucleoprotein motif the interac-
tion of E1B 55kDa with RNA was found to correlate with timely and efficient viral DNA
replication and viral late mRNA accumulation and splicing.

Introduction

The early 1B protein, E1B 55kDa (E1B 55K), from species C human adenoviruses participates
in key steps of the virus replication cycle, as it is implicated in the regulation of cellular pro-
cesses that produce a favorable environment that results in efficient virus gene expression and
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progeny production [1-3]. E1B 55K has been reported to interact with over 30 proteins,
including the viral E4 Orf3, E4 Orf6, DBP, L4 100K, pVI, pVII and a variety of cellular proteins
[4]. The role played by the interaction of E1B 55K with each viral or cellular protein in viral
replication has not been fully characterized; however, most can be grouped into a few major
biological processes that range from regulation of gene expression to polyubiquitin-dependent
proteasomal degradation of target proteins. The late phase of infection is characterized by the
establishment of a selective expression program in which E1B 55K is required for viral late
mRNA intranuclear trafficking, cytoplasmic accumulation [5] and translation [6]. However,
E1B 55K is also implicated in the regulation of the anti-viral response of the infected cell. In
the absence of this protein, the expression of interferon-sensitive genes like GBP1-5, IFTH1
(MDADS), IFIT2, MX2 and TAP1 increases [7], and its role as inhibitor of the interferon-path-
way has been described [8]. A repression domain for interferon target genes has been mapped
to the E1B 55K C-terminus [9], while its N-terminus can interact with the tumor supressor
P53, tethering a repressor domain that inhibits p53-dependent transcription [10,11]. The
interaction with the viral early E4 Orf6 protein and the cellular proteins Cullin 5, Elongins B
and C, and Rbx1 is required for assembly of an E3 Ubiquitin ligase complex [12] that promotes
polyubiquitylation and degradation of a growing number of cellular substrates that include
components of the DNA Damage Response (DDR), such as Mrell, Rad 50 [13,14], the Bloom
helicase [15] and DNA ligase IV [16,17], as well as, ATRX [18], p53 [12,19], Tip 60 [20], SPOC
1 [21], Tab182 [22], and 03 integrin [23]. Interestingly, E1B 55K is also responsible for degra-
dation of the PML nuclear bodies component Daxx without the assembly of the E4 Orf6-de-
pendent Cullin5 E3 Ubiquitin ligase complex [24].

Several experiments designed to explore the contribution of specific motifs or domains to
the protein’s activities have identified features such as a nuclear export signal (NES) between
residues 83 to 93 [25] and a nuclear localization signal (NLS) in the C-terminus [26] that allow
shuttling of the protein between the nucleus and the cytoplasm. The protein is modified post-
translationally by phosphorylation at Ser490, Ser491, and Thr495 [27,28], and by sumoylation
at Lys104 [29]. Phenotypic analyses of mutant viruses with amino acid substitutions in these
sites indicate they impact E1B 55K functions. Phosphorylation is necessary for the proper
localization of the protein in the cell nucleus and for its ability to associate with, inhibit and
induce proteasomal degradation of p53 [12,28,30], while E1B sumoylation regulates intranuc-
lear targeting and nuclear export of the protein [31], and it has been proposed that it functions
as E3 SUMOL ligase for p53 [32]. E1B 55K is required for efficient accumulation of viral late
mRNA and the concomitant inhibition of accumulation of cellular mRNA in the cytoplasm
[33]. Since it was reported that the protein associates with the cellular hnRNP E1B-APS5 [34],
which interacts with the cellular mRNA export receptor Nxfl [35], it was suggested that the
protein could directly alter cellular mRNA export mechanisms; however, no evidence has been
found for the participation of hnRNP E1B-AP5 in the selective export of viral late mRNA, or
in the reduction of the cytoplasmic accumulation of viral late mRNAs caused by an E1B 55K
insertion mutant [36], whose interaction with hnRNP E1B-APS5 is not disturbed [34]. Export
of the E1B 55K and E4 Orf6 proteins from the nucleus of infected cells, which depends on the
export receptor, Crm1 (Xpo1), does not affect export of viral late mRNA [37], which are
exported through Nxf1 [38].

In the absence of E1B 55K, viral late mRNAs do not accumulate efficiently in a soluble
nuclear compartment after their dissociation from the nuclear matrix, and previous to their
association with the nuclear membrane [5]. These observations suggest that E1B 55K promotes
the intranuclear processing of viral mRNA, while simultaneously interfering with that of cellu-
lar mRNA [39].

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214882  April 3, 2019

2/27



9'PLOS |ONE

The E1B 55kDa-RNA interaction promotes viral DNA replication and viral late mRNA metabolism

Very few studies have produced information on the structure of E1B 55K. The protein
synthezised from a baculovirus expression system analyzed by gel filtration, velocity sedimen-
tation centrifugation, and glutaraldehyde cross-linking assays was reported to form dimers
with a nonglobular, elongated conformation [10]. NMR and circular dichroism experiments
demonstrated the protein’s N-terminus is intrinsically disordered [40]. Analysis of the E1B
55K amino acid sequence suggests that a central region, from amino acid 215 to 345 may form
a hydrophobic core [41] that contains a predicted ribonucleoprotein (RNP) motif, which was
shown to interact with RNA in vitro in a non-sequence specific manner. In these experiments
E1B 55K was over-expressed in E. coli as a GST fusion protein and residues between Arg284
and Trp289 were directly implicated in the interaction with the viral RNA [42]. However, no
interaction was detected in the context of infection suggesting that either the interaction is
weak or the in vitro experiments do not reflect the ability of the protein to bind RNA within
the infected cell [43].

Studies on E1B 55K functions and structure are relevant to understand the contributions
this protein makes to the viral replication cycle and because adenovirus mutants that do not
express E1B 55K have been proposed as oncolytic agents to be used in combined anti-cancer
therapies, as they display selective replication in tumor versus normal cells [44,45]. A number
of phase II and III clinical trials using oncolytic adenoviruses have been performed [45,46], but
the basis for tumor selectivity remains unclear [6,47-49] and E1B 55K-dependent export of
mRNA has been proposed to play a determinant role [49]. To gain insight into the role played
by the RNP motif of E1B 55K we have evaluated the protein’s interaction with RNA and
explored its contributions to viral replication and virus-host interactions. Using newly con-
structed adenovirus mutants with substitutions in the putative RNP motif and a combination
of methodological strategies that integrate NMR, ITC and molecular modelling, we have deter-
mined that E1B 55K interacts with viral RNA in the context of the viral infection, and that
amino acid substitutions in different positions of the RNP either increase or decrease this
interaction. The activity of the E1B 55K-E4Orf6 Cullin 5 E3 Ubiquitin ligase was not abrogated
by substitutions in the RNP motif, nor was the production of viral early or late proteins; how-
ever, timely viral progeny production and accumulation of viral DNA was altered, as were the
levels and postranscriptional processing of viral late mRNA, providing new insight into the
mechanistic basis for the role of the interaction of E1B 55K with viral RNA in regulation of
viral gene expression.

Materials and methods
Cells and viruses

Monolayers of human foreskin fibroblasts (HFF) and 293 cells were grown in Dulbecco’s mod-
ified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum (GIBCO-BRL) and
10% Bovine serum (Biowest), respectively, 100 U of penicillin, and 100 ug of streptomycin per
ml under a 5% CO, atmosphere at 37°C. The Ad5 2250, which served as wild-type (Ad5 WT),
and all E1B 55kDa (E1B 55K) mutant viruses were constructed using a method described pre-
viously [50]. Briefly, the H5pg4100 served as the Ad5 parent virus for all constructs. The com-
plete E3 transcription unit from Ad5 was inserted into the H5pg4100 backbone generating the
Ad5 2250, which served as the Ad5 WT for all experiments, and for construction of the E1B
55K substitution or deletion mutants. The C288A, C288S, W289F and A284-289 carry nucleo-
tide substitutions (or a deletion in the case of A284-289) that were introduced by site-directed
mutagenesis into the Ad5 2250 backbone. All recombinant bacmids were partially sequenced
to confirm the substitutions or deletion. The Ad5 mutant Hpm4149 (E1B™), which is null for
expression of the E1B 55K protein carries four stop codons and was described previously [31].
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All viruses were propagated and titrated by fluorescent foci on 293 cells as described previously
[51], and a multiplicity of infection (MOI) of 30 Focus Forming Units (FFU) per cell was used
in all experiments. Subconfluent HFF cells (at 90% confluence) were used in all experiments.

Antibodies

The primary antibodies (Ab) used were the mouse monoclonal (MAb) anti-DBP, B6 [52]; the
rabbit polyclonal anti-DBP (a kind gift of T. Dobner); the mouse MAb anti-E1B 55kDa, 2A6
[53]; the mouse MAb anti-p53 (DO-1, Santa Cruz Biotechnology); the mouse polyclonal anti-
Mrell (Novus Biologicals); the mouse MAb anti- actin (Santa Cruz Biotechnology); and the
mouse MADb anti-fiber (Abcam). The secondary antibodies used were anti-mouse and anti-
rabbit horseradish peroxidase (HRP)-conjugated antibodies (both from Jackson ImmunoRe-
search), anti-mouse Alexa Fluor 568, and anti-rabbit Alexa Fluor 488 (both from Invitrogen).

Primers design

Primers were designed using the CLC sequence viewer software and primer-BLAST (NCBI).
The primers used to detect the L5 pre-mRNA (L5NP) recognize a region within the L5 pri-
mary transcript upstream of the coding sequence, and an amplification product was obtained
from nucleotides (nts) 31,007 to 31,123. Primers used to detect the spliced L5 mRNA (L5P)
spanned the splice junction between the third exon of the tripartite leader (TPL) and the L5
exon. The forward primer was complementary to the spliced junction (9,720-9,733; 31,042
31,049) and the reverse primer was complementary to the L5 exon sequence (nts 31,189-
31,212) (S1A Fig). To measure viral DNA, primers were designed to amplify the second intron
in the TPL sequence (nts 7,273-7,353). The latter were also used to perform RT qPCR in the
experiments for RNA immunoprecipitation and were previously described [54]. B actin
mRNA was used as loading control in the experiments that detected L5NP and L5P. To per-
form in vitro transcription assays primers were complementary to the intron-exon junction
between the second intron and the third exon of the TPL (nts 9,601-9,796). The forward
primer has a T7 promoter sequence upstream of the complementary sequence. The PCR prod-
uct served as the DNA template to obtain the corresponding RNA (RNA TPL 196nts). A
shorter RNA probe (20nts), whose sequence is included in the RNA TPL 196nts and corre-
sponds to the junction between the second intron and the third exon of the TPL was obtained.
The forward primer (used to obtain the RNA TPL 196nts) also served to obtain the 20 nts
RNA probe (RNA TPL 20nts) and corresponds to nts 9,632-9,651. Primer sequences are
shown in S1B Fig.

RNA inmunoprecipitation assays

HFF cells were infected with Ad5 WT or the E1B 55K mutants and harvested at 36 hpi. Cell
pellets were resuspended in lysis buffer (HEPES 50 mM pH 7.5, NaCl 140 mM, EDTA 1mM,
1% Triton X-100, 0.1% Sodium deoxycholate). Samples were sonicated using a SONIC-Ruptor
4000 (OMNI International), at amplitude of 40% for 60 seconds to lyse the cells. This process
was repeated twice. Cell debris was removed by centrifugation at 10,000 g at 4°C for 5 min. All
samples were treated with DNAse 10U/ul (Promega) for 15 minutes at 37°C. 10% of the total
cell lysate from each sample was used to determine the RNA input. For immunoprecipitation,
samples were incubated overnight with the anti-E1B MADb 2A6. Subsequently, protein
A-Sepharose was added and incubated for 1h at 4°C. Samples were centrifuged and beads
were washed using four consecutive buffers. Buffer 1: 50 mM HEPES pH 7.5, 140 mM NaCl, 1
mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% Sodium deoxycholate; buffer 2: 50 mM HEPES pH 7.5,
500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% Sodium deoxycholate; buffer 3: 10 mM
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Tris HCI pH 8, 250 mM LiCl, 0.5% NP40, 1 mM EDTA; buffer 4: 10 mM Tris HCIl pH 8, 1
mM EDTA, 100 mM NaCl. Beads were resuspended in elution buffer (100 mM Tris HCI pH 8,
10 mM EDTA, 1% SDS) and the RNA was isolated using Trizol Reagent according to the man-
ufacturer s instructions (Invitrogen). Equal volumes of total RNA were analyzed by RT gPCR
(Applied Biosystems) using primers complementary to the second intron of the TPL sequence
from nucleotides 7,273 to 7,353 (RNA TPL 81nts). RT minus (RT-) controls were included to
rule out DNA contamination in the pull-down assays. For the RT- reactions an average Cr of
32 was obtained in triplicates from three independent experiments, while the RT+ reactions
produced average Cr values of 17.

The input for RNA TPL 81nts was quantified and normalized to § actin mRNA levels.
These data were then normalized to WT values, obtaining the fold-change for the input RNA
between WT and the E1B mutants. The IP data were normalized to the values obtained with
the samples from the E1B null virus taken as a measure of the non-specific background. The
final values to determine the difference in protein-RNA interaction between WT and E1B
mutants were calculated as the percentage of the IP over the input values.

In vitro transcription assays

HEFF cells were infected with Ad5 WT and harvested at 36 hpi. Cell pellets were incubated in
Tween 20 (1:200)/proteinase K (1mg/ml) at 55°C for 1 hour. The proteinase K was inactivated
by incubation at 95°C for 10 minutes. Total DNA was precipitated using 1:10 vol/vol 3M
sodium acetate pH 5.2 and 1 vol isopropanol. DNA pellets were resuspended in Tris HCI
10mM pH 7.5 and 100 ng of total DNA were amplified by endpoint PCR (Thermo Scientific)
using the forward primer that carries the T7 promoter sequence fused to the sequence that is
complementary to the viral DNA described above. The DNA amplicon whose sequence corre-
sponds to an intron-exon junction in the Major Late region between nts 9,601 and 9,796
served as template for T7 RNA polymerase in vitro transcription (Ribomax Large Scale RNA
Production Kit, Promega). RNA was precipitated using 1:10 vol/vol 3M sodium acetate pH 5.2
and 1 vol isopropanol. RNA pellets were resuspended in nuclease free water and stored at
-70°C. This transcript, RNA TPL 196nts, was used in the Nuclear Magnetic Resonance Spec-
troscopy and Isothermal Titration Calorimetry experiments.

Peptide synthesis and purification

The peptides that correspond to the region that spans the RNP1 between residues 281 to 289
of the Ad5 WT E1B 55K protein sequence (RGCAFYCCW) and a mutant peptide with substi-
tutions, C287S/C288S (RGCAFYSSW), were synthesized by solid-phase and Fmoc strategy, as
previously described [55,56]. All peptides were amidated at the carboxy-terminus. Crude pep-
tides were purified to over 95% purity by reverse-phase high-performance liquid chromatogra-
phy and characterized by MALDI-TOF.

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR)

NMR spectra of both the WT and mutant peptides were recorded at 25°C on a Bruker
500MHz DRX spectrometer equipped with a 5-mm triple resonance cryoprobe with z-gradi-
ents. Two-dimensional ['H-"H] total correlation spectroscopy (2D TOCSY) (80 ms spin-lock
times) were collected on a 0.5 mM peptide solution in 25 mM KCI, 2.5 mM MgCl,, and 10%
D,0, in the absence and presence of 0.156 pM RNA TPL 196nts (nts 9,601-9,796) or RNA
TPL 20nts (nts 9,632-9,651)). Spectra were processed and analyzed with NMRPipe and
CARA. Most of the residues could be assigned based on the residue type, while the signal cor-
responding to Cys 283 was identified as the only Cys residue in the mutant peptide. However,
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it was not possible to distinguish between Cys 287/288 or Ser 287/288 using the available data.
We did not observe a signal for Gly 282 HN, but the HA were assigned.

Isothermal Titration Calorimetry (ITC)

ITC experiments were performed at 25°C on a Malvern ITC200 instrument. Each experiment
consisted of 20 injections, each one with 2.0 pl, with injection spacing of 180s. A total of 1.6 M
peptide (WT or mutant) was injected into the cell containing 0.156 mM RNA (RNA TPL
196nts or RNA TPL 20nts). All the samples were exchanged into identical buffer to ensure
minimal buffer mismatch. To account for the heat of dilution, the background titration, con-
sisting of the identical titrant solution into only the buffer solution, was subtracted. The data
were subsequently analyzed with the integrated public-domain software packages NITPIC,
SEDPHAT and GUSSI [57-59].

Western blot assays

To analyze the steady-state concentrations of the cellular proteins, Mrell, p53, § actin and the
viral proteins DBP and fiber, HFF cells infected with Ad5 WT or the E1B 55K mutants were
harvested at 16, 24 and 36 hpi in 25 mM Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM NaCl, 0.5% (w/v) sodium
deoxycholate, 0.5% (v/v) Nonidet P-40 (NP-40), and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride and
incubated 30 min at 4°C. Cell debris was removed by centrifugation at 10,000 g at 4°C for 5
min. The cell extracts were analyzed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electropho-
resis (SDS-PAGE) and immunoblotting. f actin was used as the loading control. For immuno-
blotting, equal amounts of total protein were separated by SDS-PAGE, transferred to PVDF
membranes (Millipore), and processed as described previously [41]. Bands were visualized by
enhanced chemiluminescence as recommended by the manufacturer (Pierce, Thermo Fisher
Scientific) on X-ray films (Kodak). Autoradiograms were scanned and cropped using Adobe
Photoshop CC.

Immunofluorescence

HEFF cells grown on glass coverslips to approximately 90% confluence were mock- infected or
infected with Ad5 WT or the E1B 55K mutant viruses. The infected cells were processed at the
indicated times postinfection, as described previously [36]. After the application of specific pri-
mary antibodies, cells were incubated with secondary antibodies coupled to fluorophores as
indicated. The coverslips were mounted on glass slides in PBS-10% glycerol, and samples were
examined using a Zeiss Axiovert 200M inverted microscope with a 63x/1.4-numerical-aper-
ture oil-immersion objective lens with an Axiocam MRM and Axiovision 3.1 software (Carl
Zeiss, Inc.).

DNA purification and quantitative PCR

Total DNA was isolated from mock-, Ad5 WT- and E1B 55K mutants-infected HFF cells at 16,
24 and 36 hpi. Cell pellets were incubated in Tween 20 (1:200)/proteinase K (1mg/ml) and
incubated at 55°C for 1 hour. The proteinase K was inactivated by incubation at 95°C for 10
minutes. Cell debris was removed by centrifugation at 10,000 g at 4°C for 5 min. Total DNA
was precipitated using 1:10 (vol/vol) 3M sodium acetate pH 5.2 and 1 vol isopropanol. DNA
pellets were resuspended in Tris HCl 10mM pH 7.5 and stored at -20°C. Viral DNA was quan-
tified from equal volumes of total DNA using the Power SYBR Green PCR Master Mix kit
according to the manufacturer’s instructions (Applied Biosystems). All primers were validated
to confirm an amplification efficiency >90% calculated by the linear regression obtained from
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standard-curve assays. The primers amplified a unique product of the expected size, as deter-
mined by melt-curve analyses. The StepOne system (Applied Biosystems) was used for ther-
mocycling. The DNA samples were analyzed by the standard-curve method using a fragment
of the Major Late DNA sequence from nucleotide position 7,007 to 7,480 to calculate the linear
regression from the standard curve. The number of DNA copies were plotted as the log of the
mean value with standard deviations from triplicate values of two independent expeirments
using Prism 7.0 software.

Splicing assays

HFF cells were infected with Ad5 WT or the E1B 55K mutant viruses and harvested at 36 hpi.
Total RNA was isolated using Trizol Reagent according to the manufacturer s instructions
(Invitrogen). Equal volumes of total RNA were analyzed by RT qPCR using the primers for
L5P and L5NP. The samples were analyzed by the AACt comparative method using triplicate
samples from two independent experiments. f actin mRNA was used as endogenous control.

Quantification of IFIT2 mRNA

HFF cells were treated with 1U/ml of human interferon f1 (IFNB1) (Novus biologicals) or
with 0.1% BSA for 12 h in DMEM. After this time, cells were mock-infected or infected with
the Ad5 WT or A284-289 viruses and harvested at 8 and 36 hpi with Trizol reagent (Invitro-
gen). Total RNA was isolated and equal volumes were analyzed by RT qPCR using primers
specific for IFIT2 (ISG54). The samples were analyzed by the AAC comparative method using
triplicate samples from two independent experiments. 3 actin mRNA was used as endogenous
control. IFIT2 was detected with the following primers (5’ to 3’) Fwd: TGTTCCATTCTTGCCA
GCC, Rev: CATACCGCAGATGGAGCAG.

Molecular modeling

The amino acid sequence of the human adenovirus type 5 E1B 55K was aligned with the LH3
protein from a snake adenovirus [60] using the Basic local alignment search tool-NCBI-NIH
(Blast), resulting in a significant alignment (24% identity) from residue 164 to residue 349.
This region was modeled with I-TASSER [61] using PDB structure 5G50 (LH3 from snake
adenovirus) as a template, for both the wild-type and deletion (A284-289) versions of the pro-
tein; these were achieved with C-scores of 0.40 and 0.57, respectively (scores greater than -1.5
indicate useful models, as detailed in [61] and in the server web page). The resulting models
were submitted to the PDB2PQR/APBS servers [62,63] to calculate their electrostatic poten-
tials at pH 7 with CHARMM36 [64] charges and atomic radii. Both models were also submit-
ted to HDOCK [65] to perform docking with a 19 bp segment of dsRNA (PDB structure
1QCO0), using default parameters. The 100 predicted complexes with the best interaction ener-
gies were further analyzed with VMD [66].

Protein disorder analysis

For disorder analysis the E1B 55K amino acid sequence of human adenovirus type 5 was used
[UniProt ID: P03243] with the following servers: PONDR pool [PONDR VLXT, PONDR
XL1_XT, PONDR VL3-BA, PONDR VSL2] (www.pondr.com); [IUPRED (https://iupred2a.
elte.hu) and DISOPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred_new/).
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Coevolution analysis

The GREMLIN software (http://openseq.org/submit.php) was used to search for coevolving
residues with potential structural significance. The HHblits algorithm was used to generate a
multiple sequence alignment (MSA) of all available E1B 55K sequences. Sequences having
>50% gaps were filtered out.

Statistical analysis

All data were analyzed in Prism 7.0 software. ANOVA and t-test were used to determine the
statistical significance.

Results
E1B 55K interacts with RNA in Ad5-infected cells

It has been suggested that the interaction of E1B 55K with viral RNA through the RNP motif
may be weak or transient during infection. Therefore, to detect a possible interaction between
E1B 55K and viral late mRNA in the context of infection, an RNA immunoprecipitation assay
(RIP) was performed, in which total protein lysates of cells infected with the Ad5 WT or E1B~
viruses or with the RNP mutants C288A, C288S, A284-289, and W289F were immunoprecipi-
tated with the anti-E1B 55K MAb-2A6, and the pulled-down RNA were amplified by RT
qPCR (Fig 1).

Immunoprecipitation of the E1B 55K protein was observed in similar amounts in lysates
from cells infected with the Ad5 WT virus, as well as with all the mutants tested. Moreover, no
protein expression was observed in lysates of cells infected with the E1B™ virus that does not
direct the synthesis of E1B 55K (Fig 1A). Once the protein was immunoprecipitated, the viral
late RNA associated was amplified by RT qPCR (Fig 1B). The differences in the amount of
RNA recovered from cells infected with the Ad5 WT and E1B™ was nearly 100-fold, demon-
strating that under the conditions tested E1B 55K associates with the viral late RNA (Fig 1B).
The RNA sequence amplified corresponds to the TPL RNA of 81nts (S1 Fig), which was
selected because all five families of viral late mRNA from the adenovirus major late transcrip-
tion unit contain this sequence in their 5-noncoding region and it is necessary for their effi-
cient export from the nucleus and translation [67, 68, 69]. Even though similar levels of the
E1B 55K protein were immunoprecipitated from the lysates of cells infected with Ad5 WT
virus or each of the E1B 55K-RNP1 mutant viruses (Fig 1B), the amount of RNA amplified
from each sample was significantly different. The RNA pulled-down from the C288A mutant
was nearly 20-fold lower than in Ad5 WT, an expected result considering the reduced binding
of this E1B 55K protein to RNA previously reported [42]. Interestingly viruses that harbor the
subtitutions C288S and W289F displayed only minor variations in their ability to associate
with RNA. In sharp contrast, over 10-fold higher amount of RNA was recovered with the
A284-289 mutant compared to Ad5 WT. The latter result was unexpected, as deletion of the
RNP eliminates the residues that were previously suggested to participate in the direct contact
of the RNP with RNA [42]. Nevertheless, taken together these results indicate that E1B 55K
can interact with RNA in infected cells, and the interaction is affected by substitutions in the
RNP sequence.

An E1B 55K RNP1 peptide binds RNA in vitro

Previous studies of the E1B 55K-RNA interaction determined in vitro showed that substitu-
tions in the E1B 55K-RNP sequence either increased or decreased binding of the protein to
RNA [42]. When residues A284S and F285Ldel287 (in which C287 was deleted) were
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Fig 1. E1B 55K interacts with RNA in Ad5 WT-infected cells and RNP substitutions affect RNA binding. HFF cells infected with the indicated viruses were
harvested at 36hpi. E1B 55K was immunoprecipitated with the 2A6 MAb, RNA was isolated and RT qPCR were performed to detect a sequence corresponding
to intron 2 in the TPL. (A) Western blot of immunoprecipitated samples with the anti-E1B 55K 2A6 MAb. (B) RT qPCR of immunoprecipitated viral RNA.
Immunoprecipitation data was normalized as described in Materials and Methods and it is represented as the percentage of the input RNA. Standard
deviations from three independent experiments performed in triplicate are shown. *** P<0.001, **** P<0.0001.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214882.9001

substituted the resulting E1B 55K proteins showed reduced RNA binding, while the C288A
substitution displayed only minor reduction, and W289F showed increased binding [42], sug-
gesting that these residues may either directly participate in RNA contact or contribute to the
proper conformation of the RNP motif. To determine whether the RNP motif may participate
in the direct interaction with RNA, we evaluated if a synthetic peptide corresponding to resi-
dues 281 to 289 of the E1B 55K polypeptide can bind RNA in vitro, using NMR and ITC. The
TPL RNA 196nts probe that contains the TPL intron 2 —exon 3 junction of the tripartite leader
(S1 Fig) was synthesized as described in Materials and Methods and used for these experi-
ments. The sequence was selected because all five families of viral late mRNAs from the adeno-
virus major late transcription unit contain this sequence in their 5°-noncoding region [68,69].
Two peptides were tested in the NMR and ITC experiments: a peptide with the Ad5 WT (WT)
sequence (RGCAFYCCW) and a peptide with substitutions in C287S and C288S (RGCA-
FYSSW), termed C287S/C288S peptide, in which the cysteine residues were substituted to
avoid disulfide linkage formation, and because their substitution (C288A) or deletion
(F285Ldel287) affect RNA binding [42]. The WT and C287S/C288S peptides were titrated
with the TPL RNA 196nts probe and the interaction was followed by NMR and ITC, as
described in Materials and Methods (Fig 2).

The chemical shift difference between the TOCSY spectra of both peptides, with and with-
out RNA, indicates residues whose chemical environment has been affected by the binding.
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Fig 2. E1B 55K-RNP peptides interact with TPL RNA 196nts in vitro. (A) Expanded region of an overlay of TOCSY spectra of free WT peptide (black) and
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196nts probe. (C) Expanded region of an overlay of TOCSY spectra of free C287S/C288S peptide (black) and C287S/C288S peptide bound to the TPL RNA
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to a one binding site model.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214882.9002
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The shifts obtained indicate that both peptides interact with the RNA, and significantly that
the most affected residues were R281, A284 and F285 in both peptides (Fig 2A and 2C). Fur-
thermore, the ITC titration confirmed RNA binding for both peptides (Fig 2B and 2D), with
slightly higher heat exchanges for the WT peptide, which displayed an exothermic process that
suggests a higher affinity interaction. The binding of WT and mutant peptides was also tested
against a 20 nts RNA (TPL RNA 20nts) probe whose sequence is included in the TPL RNA
196nts and corresponds to the intron-exon junction; however, in this case the NMR spectra
and the ITC results indicate that there was no binding (S2 Fig). These results are in agreement
with Horridge and Leppard [42], who showed that substitution of C288A has a mild effect and
that A284S or F285LdelC287 severely reduce binding of E1B 55K to RNA. Our data agree with
these observations and further suggest that A284 and F285 may participate in direct contact of
the protein with RNA.

Substitutions in the E1B 55K-RNP alter timely progeny production

E1B 55K is a multifunctional protein implicated in various key processes during viral replica-
tion that ultimately affect viral progeny production. To determine the effect of the E1B
55K-RNP substitutions on virus replication, mutant viruses were analyzed for their ability to
produce viral progeny compared to the wild-type virus. Infected cells were harvested at late
times post-infection (36 and 48 hpi) and viral titers were determined by immunofluorescence
(Fig 3).

All mutant viruses showed defects in viral progeny production at 36hpi compared with Ad5
WT. Interestingly in the case of the A284-289 mutant virus the defect was slightly more severe
at this time-point compared with the other E1B 55K RNP mutants. In fact, this reduction in
viral yield was similar to the defect observed in the E1B™ mutant. The decreases in viral yield
were statistically significant, and were similar to those reported for other RNP mutants [43].
However, while for the C288 and W289 mutants this phenotype was maintained (C288A,
W289F) or was slighltly more severe (C288S) at 48 hpi, the A284-289 mutant produced viral
progeny at levels that were comparable with Ad5 WT, indicating that mutations in the RNP
motif alter the efficieny and the timely production of progeny.

Mutations in E1B 55K-RNP1 do not impair the E1B 55K/E4 Orf6—E3
Ubiquitin ligase activity

Since mutations in the E1B 55K coding sequence that prevent the assembly of the E3 Ubiquitin
ligase complex result in a decrease of viral yield [36], we decided to determine if the altered
progeny production observed with the RNP mutants (Fig 4) correlate with impaired activity of
the E1B 55K/E4Orf6—E3 Ubiquitin ligase. HFF cells were infected and harvested at times
post-infection that were previously established [36] to correspond to early (16 hpi), transition
to late phase (24 hpi) and a late time post-infection (36 hpi), and the levels of Mrell and p53
proteins were compared between Ad5 WT and the RNP motif mutants (Fig 4).

As expected, a clear decrease in the levels of Mrell and p53 could be observed in Ad5 WT-
infected cells by 36 hpi, and when E1B was not expressed (E1B"), failure to assemble the E3
Ub-ligase resulted in increased p53 levels and no change was observed in Mrel1 levels. Cells
infected with C288A, C288S or W289F mutant viruses, displayed similar levels of Mrell and
p53 at the different times post-infection compared with the levels observed in Ad5 WT-
infected cells. Interestingly, in the case of the A284-289 mutant, p53 and Mrel1 levels
decreased to undetectable levels by 24 hpi, suggesting that their degradation initiated earlier or
proceeded more efficiently than in Ad5 WT-infected cells. These results indicate that although
deletion of the RNP motif resulted in earlier decrease of the selected cellular protein targets,
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Fig 3. Effect of substitutions in the E1B 55K RNP motif on viral progeny production. HFF cells were infected at a MOI 30 FFU/cell
and harvested at 36 and 48 hpi. Viral titers were determined in 293 cells by fluorescent foci using a mouse monoclonal anti-E2 72K
(DBP) antibody. The standard deviations from two independent titration experiments are shown. * P <0.05, **P<P0.01, ***P<0.001.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214882.9003

the activity of the E3 Ubiquitin ligase was not impaired by the E1B RNP mutations in agree-
ment with previous observations [43].

Effect of E1B 55K-RNP substitutions on viral early or late protein levels

One of the primary defects of adenovirus mutants that do not express the E1B 55K is the
reduced synthesis of viral late proteins, which results from decreased accumulation of viral late
mRNA in the cytoplasm; therefore, we decided to evaluate if the E1B RNP mutations impact
the accumulation of fiber protein. In these experiments the early DBP protein was also
included. The steady state levels of both proteins were compared between Ad5 WT and the
RNP motif mutants in total cell lysates harvested at 16, 24 and 36 hpi by Western blot assays
(Fig 5).

Mk E1B- WT WT C288A A284-289 WT C288S W289F

36 16 24 36 16 24 36 16 24 36 16 24 36 16 24 36 16 24 36 16 24 36 16 24 36

BT e e
P ——

Fig 4. E1B 55k RNP substitutions do not impair degradation of Mrel1 and p53. HFF cells were infected and harvested at 16, 24 and 36 hpi. Total protein
extracts were obtained and Western blot assays were performed employing anti-Mrel1 (Novus Biologicals) and anti-p53 DO1 (Santa Cruz Biotechnology)
antibodies. B actin (Santa Cruz Biotechnology) was used as the loading control.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214882.g004

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214882  April 3, 2019 12/27



@ PLOS | O N E The E1B 55kDa-RNA interaction promotes viral DNA replication and viral late mRNA metabolism

WT C288A A284-289 WT C288S W289F
16 24 36 16 24 36 16 24 36 16 24 36 16 24 36 16 24 36

"y - qp-- — - e~ G SN0 - - @M W@ -« OBP
--—- < DBP (Longer exposure)

— W Eiber

e S o

—— o — e
Fig 5. Effect of substitutions in the E1B 55K RNP on kinetics of accumulation of viral proteins, DBP and fiber. HFF cells infected with Ad5 WT or E1B

55K mutants were harvested at 16, 24 and 36 hpi. Total protein extracts were obtained and western blot assays were performed using the anti-DBP (B6) and
anti-fiber (Abcam) antibodies. B actin (Santa Cruz Biotechnology) was used as the loading control.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214882.9005

In Ad5 WT-infected HFF cells the DBP and fiber proteins were detected at 24 and increased
by 36 hpi. In the case of fiber, the protein could only be detected at the earlier time-point in
longer exposures of these blots. In contrast, shorter exposures were used for comparison with
the RNP mutants, as higher protein levels were detected. Thus, in all cases, the levels of both
DBP and fiber increased as the viral replication cycle progressed, but higher levels of DBP
were obtained in all mutants compared with those observed from Ad5 WT. In the case of fiber,
the protein was detected earlier in the mutants than in Ad5 WT infected cells, although the lev-
els were only moderately higher. These unexpected results suggest that substitutions in the
E1B 55K RNP motif do not abrogate viral early or late gene expression but affect their timely
expression.

Mutations in the RNP motif do not impair E1B 55K intranuclear
localization

The timely localization of E1B 55K in viral Replication Compartments (RC)—intranuclear
sites where the viral genome is replicated and expressed—is known to be required for efficient
viral DNA replication [8], viral late mRNA biogenesis and ultimately viral progeny production
[5,36,39,70]. To determine if the E1B 55K RNP motif mutations affect its subcelular localiza-
tion, particularly in the RC, HFF cells infected with the Ad5 WT and mutant viruses were ana-
lyzed at 24 and 36 hpi by immunofluorescence microscopy (Fig 6).

In these experiments the viral DBP protein was used as a bona fide component of viral RC.
In Ad5 WT-infected cells the DBP is known to be distributed forming structures with a dough-
nut-shaped or ringed appearance, and as the transition to the late phase of viral replication
progresses (after 24 hpi), E1B 55K colocalizes more extensively with DBP (Fig 6A). The ring-
shaped structures then seem to coalesce at later times of viral replication. The Ad5 WT and
E1B mutant viruses showed the expected DBP pattern, with a ring-like distribution that coa-
lesced by 36hpi (Fig 6B). E1B 55K-DBP colocalization was more evident at 36hpi and no dis-
cernible differences were observed comparing Ad5 WT and E1B mutant viruses. These data
suggest that the E1B 55K RNP motif mutations do not impair the intranuclear distribution of
E1B 55K.

Timely viral DNA replication is altered by subtitutions in the E1B 55K
RNP motif

Since mutations in the E1B 55K RNP reduced viral progeny production (Fig 3), but did not
abrogate the activity of the E3 Ub ligase (Fig 4), changes in the timing and level of viral protein
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Fig 6. Localization of DBP and E1B 55K to viral RC in Ad5 WT- or RNP mutants-infected HFF cells. HFF cells infected with Ad5 WT or E1B 55K mutant
viruses were fixed and processed for immunofluorescence as described in materials and methods. Blue (DAPI), green (DBP), red (E1B 55K). (A) 24hpi, (B)
36hpi. Results shown are representative of at least two independent experiments.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214882.9006

expression (Fig 5) could be the result of altered timing or efficiency of viral DNA replication.
Therefore, qPCR were performed to determine the kinetics of viral DNA accumulation mea-
sured at various time-points of the viral replication cycle (Fig 7).

The expected pattern of DNA accumulation was observed in Ad5 WT-infected HFF cells
[36]. The input level (16 hpi) was initially detected, followed by 10- and 1000-fold increases in
the viral DNA copy number at 24 and 36 hpi, respectively (Fig 7). Also as expected, the E1B
55K null virus displayed delayed and reduced (about 100-fold lower) levels of viral DNA by 36
hpi. Interestingly, the RNP mutants showed varying degrees of altered timing and levels of
viral DNA. Statistically significant differences between these viruses and Ad5 WT were
observed by 24 hpi, and lower levels of viral DNA than the Ad5 WT virus were produced by 36
hpi in cells infected with the C288A, C288S and W289F mutants. These results correlate with
the reduced efficiency of progeny production in these viruses. In contrast, A284-289-infected
cells produced similar levels of viral DNA compared with Ad5 WT by 24 and 36 hpi.

Increased E1B 55K-RNA binding correlates with higher steady-state levels
and splicing of the L5 mRNA

The altered kinetics of viral DNA replication between Ad5 WT and the RNP motif mutants
suggest that the interaction of E1B 55K with RNA may also impact the expression of viral
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Fig 7. Kinetics of viral DNA accumulation are altered by mutations of the E1B 55K RNP motif. HFF cells infected with Ad5 WT or E1B 55K mutants were
harvested at 16, 24 and 36 hpi and total DNA was isolated. Viral DNA was amplified through a quantitative PCR and a viral DNA absolute quantification was
performed. Data are shown as viral DNA copy number per cell of duplicate samples from two independent experiments. * p<0.05, ** p<0.01, ** p<0.001, ****
p<0.0001, t-test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214882.9007

genes at different levels. To determine a possible role of the E1B RNP motif on viral late
mRNA biogenesis, the steady-state levels of both viral late pre-mRNA and mature mRNA
were quantified by RT qPCR, and their ratio was calculated as a measure of splicing efficiency.
Total RNA was obtained from Ad5 WT- and RNP mutants-infected HFF cells and primers
that differentiate the unspliced (L5NP) vs the spliced (L5P) form of the L5 mRNA transcript
were quantified, as described in Materials and Methods (Fig 8).

The absence of E1B 55K (E1B7) resulted in 3-fold reductions of both the unspliced and
spliced L5 mRNA, and no discernable effect could be observed on splicing efficiency, as the
ratio of L5P/L5NP mRNA were similar to Ad5 WT levels. Similar, 2-fold reductions in the lev-
els of both the LSNP and L5P mRNA were observed for the C288S mutant virus, while the
mutants C288A and W289F displayed 14 and 5-fold reductions, respectively (Fig 8A and 8B).
As with the E1IB™ mutant, none of these substitutions affected splicing efficiency (Fig 8C). An
unexpected finding was that L5 mRNA levels were 2 to 5-fold higher in cells infected with the
RNP motif deletion mutant A284-289, an effect that was opposite to what was expected, given
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Fig 8. Substitutions in E1B 55K RNP affect viral late mRNA biogenesis. HFF cells infected with Ad5 WT or E1B 55K mutants were harvested at 36 hpi and
total RNA was isolated. Viral late pre-mRNA levels were determined for L5 RNA by RT qPCR against an (A) intron-exon (L5NP) or (B) Exon-exon (L5P)
junction, for the unspliced and spliced L5 mRNA species, respectively. (C) To compare the splicing efficiency the L5P:L5NP ratios were calculated. B actin
mRNA was used as endogenous control. Data from two independent experiments performed in triplicate are shown. ** P<0.01, ****P<0.0001.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214882.9008

the negative effect observed for the C288 and W289 substitutions. Moreover, in contrast to the
E1B™ and the C288 or W289 mutants, deletion of the RNP resulted in 2.6-fold higher levels of
spliced over unspliced L5 mRNA, indicating that both higher mRNA steady state levels and
more efficient splicing were induced when residues 284 to 289 were deleted from E1B 55K.

Bioinformatic analysis and molecular modeling of the interaction of E1B
55K with RNA

As described in the introduction, the putative RNP motif lies within a conserved region that
may represent a hydrophobic core flanked by less conserved N- and C-termini, where most of
the functional regions of the protein have been mapped. The N-terminus has been shown to
be intrinsically disordered [40], but no information is available on the structure of the central
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Fig 9. Intrinsic disorder in E1B 55K. PONDR VLXT, PONDR XL1_XT, PONDR VL3-BA, PONDR VSL2, IUPred and DISOPRED predictors were used for
disorder analysis. All predictors indicate a high level of intrinsic disorder in the N- and C-terminus.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214882.g009

or C-terminal regions. Using several predictors of intrinsic disorder it was confirmed that resi-
dues from position 1 to 150 at the N-terminus display high scores of disorder. Also, most of
the algorithms predicted that residues from 390 to 496 at the C-terminus display relatively

high scores for disorder, while residues from approximately 150 to 380 display a relatively high
degree of order, suggesting that the protein may be organized in three discernible structural

domains (Fig 9).

In order to rationalize the effects of the mutants in the context of the full E1B 55K, we mod-
eled its ordered region using LH3 from a snake adenovirus [60]. While sequence identity is
low (24%), we consider this a valid template because of its equivalent position in the adenovi-
rus genome of Atadenovirus and Mastadenovirus, which suggests a common ancestor. Fur-
thermore, the quality of the models for the wild-type and A284-289 proteins is adequate for
their use as working models (a superposition with the parent structure is shown in Fig 10A),
and the structure is stabilized by short ladders and clusters of hydrophobic residues (S3 Fig),

typical of beta-helices.

Analysis of coevolution between amino acid residue positions of all reported E1B 55K
sequences using the Gremlin server further supported the possibility that the protein core is
organized as a B solenoid structure because residues between amino acids 148 and 383 showed
higher scores, especially in paired residues that interact in the core structure, while very low
scores were obtained for residues outside of this region (shown as bold in the S1 Table). Analy-
sis of the positions on this model of the residues that were predicted to coevolve (Fig 11) showed
that phenylalanines 264, 285 and 307, which may be involved in the stabilization of the solenoid
structure (S3 Fig) display a similar ladder to those on the LH3 protein [60] (Fig 11A). Positively
charged residues, R281, K303, R323, occupy the same side of the beta solenoid, creating a highly
positive region (Fig 11B), while C283, C305 and N325 also seem to interact (Fig 11C), lending
support to the idea that the central domain folds into a beta solenoid strutcure.
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Fig 10. E1B 55K-RNA interaction model. (A) Superposition of the model for the wild-type central domain that contains the putative dsSRNA binding
motif (solid cyan ribbons) and the parent LH3 structure (transparent gray ribbons). (B) Superposition of the models for the wild-type (cyan and red
ribbons) and deletion A284-289 (cyan and yellow ribbons) versions of the putative dsSRNA binding motif of E1B 55K, in the same orientation as above
facing the surface designated as PB3. N- and C-termini, as well as loops belonging to T2 and T3 surfaces are indicated. PB2 lies at the right of the figure
and PB1 at the back, following the nomenclature of LH3. (C) Interaction of dsRNA with the putative RNA-binding motif in E1B 55K. Left: best ranked
complex for the wild-type protein. Right: best ranked complex for the mutant protein. dsRNA is shown in sticks, the protein domain in a translucent
ribbon (N-terminus to the right) and the RNP motif in spacefilling representation, carbon in cyan, nitrogen in blue, oxygen in red, sulfur in yellow. (D).
Sample of the classes of RNA-protein conformations or poses found for the wild-type domain, showing different angles of interaction between dsRNA
and the long axis of the domain. The first column shows two views, rotated 90 degrees, of the interaction with PB3 and PB1 surfaces with a parallel
register of the domain and RNA main axes. The second column shows two views, rotated 90 degrees, of the interaction with PB3 and PB1 surfaces and the
T3 loop with an oblique register of the domain and main axes. The third column shows the interaction with the T3 loop in a perpendicular register of the
domain and the main dsRNA axis. The protein is depicted as a translucent cyan ribbon, with the RNA binding domain in a spacefilling representation
and CPK colors. dsRNA is shown in sticks with CPK colors (C in cyan, N in blue, O in red, S or P in yellow).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214882.g010

The superposition of both models is shown in Fig 10B, highlighting that the RNP deletion
has alocal effect on the structure. This could explain why there are no drastic phenotypes in
protein degradation and/or protein localization assays. A surface representation in 54 Fig
shows that the RNP lies at the T2 loop and PB3 face; the deletion results in placing an addi-
tional positive charge roughly at the same position as K290, adjacent to the C-terminus of the
putative RNP. The electrostatic potentials mapped on the molecular surface are shown in S5
Fig, for the three main surfaces of the domain (PB1, PB2, and PB3, as defined by Menendez
etal [60]). Again it can be observed that the effect of the deletion is local, and that the electro-
static potential is similar for both versions.

To model the protein-RNA interaction, the TPL RNA 81nts detected in pull-down assays
or the TPL RNA 196nts probe used in NMR and ITC were approximated as a dsRNA of
19bps. We chose this particular conformation as a secondary structure prediction of TPL
showed that these structures were possible. The best binding poses are shown in Fig 10D, dis-
playing superficial and non-specific interactions of both dsRNA grooves. Most importantly,
W289 and K290 emerge as important residues in the interaction, providing a rationale for the
modest decrease in interaction for the W289F mutation. C288 is located in the core of the
domain, in keeping with the modest effect of the C288S mutation; the C288A mutation could
be destabilized compared to the wild-type protein, as C288 forms part of the cystein ladder in
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Fig 11. Representation of amino acids with highest probability of coevolution on the E1B 55K model. Three-dimensional model of the E1B 55K central
region with VDW representation of amino acid with highest probability of coevolution. A) F264-F285-F307. B) R281-K303-R323. C) C283-C305-N325.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214882.9011
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the core of the protein (S3 Fig). dsSRNA can bind at various surfaces of the protein, as shown in
Fig 10C and S6-S8 Figs. This allows for simultaneous binding of two dsRNA regions, which
could be important for promoting mRNA processing and/or organization of protein-RNA
complexes in the infected cell. Upon analysis of the 100 best-energy poses for each protein, we
found that those of the wild-type version can be classified in a few groups, as shown in Fig
10C. On the other hand, the deletion mutant displayed a much larger collection of poses, pro-
totypes of which can be seen in S6-S8 Figs. This could be related to the intriguing finding of
an increase in RNA binding of the RNP deletion mutant compared to the wild-type version,
where an increase in affinity would be explained with an entropic argument, instead of a better
direct interaction.

Discussion

The E1B 55K protein makes several contributions to the viral replication cycle; however, the
molecular mechanisms that are altered or regulated by this protein in the infected cell are
incompletely understood. Here we have shown that E1B 55K interacts with viral RNA in the
infected cell (Fig 1) and that the RNP motif can participate in direct protein-RNA contacts
(Fig 2). Substitution of amino acid residues at positions in the RNP motif that were previously
shown to either reduce or increase RNA interaction in vitro [42] displayed similar patterns of
altered binding, confirming that the RNP and the positions that were substituted are relevant
for the interaction in infected cells. Nevertheless, deletion of the RNP motif increased RNA
binding, indicating that its exclusion results in changes that promote the interaction. Interest-
ingly, molecular modeling of E1B 55K with dsRNA suggests the protein can associate with two
such molecules and that the deletion of the RNP may increase the conformational arrange-
ments that the E1B 55K-dsRNA complexes can adopt (Fig 10).

The multifunctional nature of E1B 55K is likely to depend on postranslational modifica-
tions and on the variety of molecular interactions the protein engages. Such molecular interac-
tions can be expected to determine both the protein’s intracellular localization and activities,
which are likely to be interdependent. Phosphorylation of the E1B 55K C-terminus promotes
the protein’s SUMOylation, a modification that increases its localization in the viral RC
[31,71], a site where the protein is likely to exert its role on viral DNA replication and viral
gene expression [70], as well as on viral mRNA processing. Other activities, such as the assem-
bly of the E1B 55K/E4 Orf6-dependent E3 Ubiquitin ligase may depend on nucleoplasmic
localization or translocation of the protein to the cytoplasm. The interactome of E1B 55K in
infected cells has been reported [4], and although it is not clear how each of the reported mole-
cules may influence the protein localization or activity, at least some of the interactions can be
expected to occur at different times of the viral replication cycle and different subcellular sites.
Consequently, different subpopulations of the E1B 55K may exist during the viral replication
cycle, as the protein engages different interactions and activities. The results in this work indi-
cate that one such interaction is with viral late mRNA, and that changes in E1B 55K-RNA
binding alter phenotypes that are implicated in the normal progression of the viral replication
cycle.

Substitutions in the RNP altered the efficiency or timely production of viral progeny. In the
case of the C288A, C288S and W289F mutants, levels of viral progeny were comparable to
those produced by the E1B null virus, both at 36 and 48 hpi. In contrast, the A284-289 mutant
displayed reduced virus production only at 36 hpi, as by 48 hpi virus production reached levels
that were similar to Ad5 WT (Fig 3). Lower efficieny or delayed virus production could origi-
nate from changes in viral gene expression, viral DNA replication, degradation of protein tar-
gets, adequate formation of viral RC, or virus assembly, and all but the latter are known to
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require E1B 55K. Since degradation of p53 and Mrell was not abrogated by susbtitutions in
the RNP motif E1B 55K-RNA binding is not implicated in assembly of the E1B 55K-E4 Orf6--
dependent E3 Ubiquitin ligase (Fig 4). Rather, viral gene expression and DNA replication
seem to be directly affected (Figs 7 and 8). Interestingly, the C288A, C288S and W289F
mutants displayed severely reduced viral DNA replication at 24 hpi—at levels that were 3-fold
lower than the E1B null virus, suggesting a dominant negative effect. In contrast, the A284-
289 mutant displayed no such defect at this time-point. However, while from 24 to 36 hpi the
increase in viral DNA copies in the E1B null virus was minimal, all RNP mutants displayed
increments that were comparable to Ad5 WT (Fig 7), suggesting that all but the deletion RNP
mutant display a defect in the initial replication of viral DNA, and that the E1B 55K produced
by the RNP mutants can support WT levels of viral DNA replication at later time-points of
infection. Such an effect could be related to the timely role of E1B 55K on formation of viral
RC, which in turn impacts efficient viral DNA replication [8], and to the recently described bi-
phasic kinetics of viral genome replication [72]. Although immunofluorescence experiments
showed no clear effect on E1B 55K or DBP localization in RC (Fig 6), it is possible that muta-
tions that affect the RNP motif may hinder E1B 55K activities even when the protein can asso-
ciate with RC, where RNP mutations may affect the early low rate, but not the late high rate of
DNA replication.

Nevertheless, differences in the efficiency and timing of DNA replication are not sufficient
to explain the low levels of progeny produced by the C288S, C288A and W289F mutants, sug-
gesting an additional defect in these viruses that was not displayed by the deletion mutant (Fig
3). Although no evidence has been reported for participation of E1B 55K in viral DNA encap-
sidation or assembly, viral proteins implicated in viral packaging are associated with the
periphery of viral RC [73]. Moreover, the intriguing finding that the E4 Orf6 protein is associ-
ated to the virus surface and may function as a portal for genome packaging [74] further sug-
gests E1B 55K may affect viral packaging. Therefore, it will be of interest to determine whether
E1B 55K-RNA binding may alter the proper organization of RC, as well as the interaction with
E4 Orf6 which may affect virus assembly.

Since E1B 55K is implicated in the regulation of the anti-viral response, the RNP motif
mutant’s phenotypes may stem from failure to timely inhibit cellular defense mechanisms,
such as the expression of interferon-stimulated genes (ISG) [7, 8]. This was indeed the case for
the RNP deletion mutant, which displayed decreased repression of IFIT2, a previously
reported E1B 55K-repressed ISG [7, 8] (S9 Fig), and it will be of interest to determine whether
E1B 55K-RNA binding may be required for transcriptional repression of p53- or IFN-depen-
dent genes.

Other antiviral mechanisms could be affected and should be evaluated, such as the regula-
tion of the death-associated Daxx factor [24] or regulation of KAPI, each of which may also
impact viral progeny production [75]. However, since degradation of p53 and Mrell was not
abrogated by deletion of the RNP motif but repression of IFIT2 was defective, these findings
further indicate that the activities of the E1B 55K/E4 Orf6-dependent E3 Ubiquitin ligase are
unrelated to E1B 55K activities in ISG repression.

All RNP mutants showed anticipated timing and enhanced accumulation of the early DBP
and late Fiber proteins (Fig 5), but it is not clear whether this may alter the program of viral or
cellular gene expression and result in delayed progeny production. To our knowledge, a direct
effect of E1B 55K on viral early gene expression has not been demonstrated, and it will be
interesting to determine whether the protein and the RNP motif may be implicated in regula-
tion of early genes. In contrast, maximal levels of viral late mRNA require E1B 55K [3, 5].
Interestingly, increased E1B 55K-RNA binding in the deletion mutant correlated with higher
than Ad5 WT levels of the L5 viral late mRNA production and splicing (Fig 8). Although we

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214882  April 3, 2019 21/27



9'PLOS |ONE

The E1B 55kDa-RNA interaction promotes viral DNA replication and viral late mRNA metabolism

have evaluated the effect of mutations in the RNP motif on different phenotypes during pro-
ductive infection, in our experiments the interaction of E1B 55K with RNA was evaluated only
at 36 hpi and it will be of interest to determine the effect of the interaction at other times of
viral replication on viral early and late gene expression. Nevertheless, the 10-fold increase in
RNA binding observed for the RNP deletion mutant correlated with more efficient production
of viral late mRNA, lending further support to the notion that the protein participates in viral
late mRNA production [5, 39], and providing a rationale for the mechanistic basis in which
the interaction of E1B 55K with RNA is necessary for intranuclear viral late mRNA processing.

Supporting information

S1 Table. Amino acids with highest scores of coevolution.
(TIF)

S1 Fig. Schematic representation of primer design and sequences. (A) Diagram showing the
L5NP and L5P primers recognition sequences (not to scale), (B) Sequences of all primers used
in this work.

(TTF)

S2 Fig. E1B 55K-RNP peptides do not interact with TPL RNA 20nts in vitro. (A) Expanded
region of an overlay of TOCSY spectra of free WT peptide (black) and WT peptide bound to
the TPL RNA 20nts probe (red). (B) Heat exchanged from each injection of WT peptide into a
solution containing the TPL RNA 20nts probe. (C) Expanded region of an overlay of TOCSY
spectra of free C287S/C288S peptide (black) and C287S/C288S peptide bound to the TPL RNA
20nts (red). (D) Heat exchanged from each injection of C287S/C288S peptide into a solution
containing the TPL RNA 20nts. The thermograms were best fit to one binding site model.
(TIF)

$3 Fig. Core residues stabilizing the core of the domain. Leucine in grey, isoleucine in black,
phenylalanine in cyan and cystein in red, in spacefilling representation. Residues marked with
a white asterisk are part of the putative RNP motif (F285, C287, and C288).

(TIF)

S4 Fig. Molecular surface representation for the wildtype (left) and RNP deletion mutant
(right), with PB3 facing the viewer and the N-terminus of the domain on top. The beta-
helix turn with the deletion is rendered as a space-fill model, in CPK colors (carbon in cyan,
nitrogen in blue, oxygen in red and sulfur in yellow). The putative RNP is visible (Y286 to
W289). Note the equivalent position of positive charges at the lefthand side of the domain, and
the occlusion of the peptide in the deletion mutant near the T2 side of the domain.

(TIF)

S5 Fig. Electrostatic potential mapped at the molecular surface for the wildtype (top row)
and RNP deletion mutant (bottom row). The color scale spans from +5 kT/e in blue to -5
kT/e in red. The orientation of the domain is the same as in panels A and B, with the N-termi-
nus on top and C-terminus at the bottom.

(TIF)

S6 Fig. Sample of the classes of RNA-protein poses found for the RNP deletion mutant on
the PB3 face, showing different angles of interaction between dsRNA and the long axis of
the domain. The top row shows poses that use the remaining RBD as a binding surface; the
bottom row shows a representative structure of poses that use the N-terminal helix instead.
The protein is depicted as a translucent cyan ribbon, with the mutant RNP in a spacefilling

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214882  April 3, 2019 22/27



@ PLOS | O N E The E1B 55kDa-RNA interaction promotes viral DNA replication and viral late mRNA metabolism

representation and CPK colors. dsRNA is shown in sticks with CPK colors (C in cyan, N in
blue, O in red, S or P in yellow).
(TIF)

S7 Fig. Sample of the classes of RNA-protein poses found for the E1B RNP deletion mutant
on the PB1 face, showing different angles of interaction between dsRNA and the long axis
of the domain. The protein is depicted as a translucent cyan ribbon, with the mutant RNP in a
spacefilling representation and CPK colors. dsRNA is shown in sticks with CPK colors (C in
cyan, N in blue, O in red, S or P in yellow).

(TIF)

S8 Fig. Sample of the classes of RNA-protein poses found for the E1B RNP deletion mutant
on the T3 loop, showing two different angles of interaction between dsRNA and the long
axis of the domain. The protein is depicted as a translucent cyan ribbon, with the mutant
RNP in a spacefilling representation and CPK colors. dsRNA is shown in sticks with CPK col-
ors (Cin cyan, N in blue, O in red, S or P in yellow).

(TIF)

S9 Fig. Deletion of the E1B 55K RNP motif reduces repression of IFIT2 expression. HFF
cells treated with 1 U/ml of IFNB1 were infected with the indicated viruses or mock-infected
and harvested at 8 or 36 hpi. Total RNA was isolated to prepare cDNA specific for IFIT2 and B
actin, and quantified by qPCR. B actin was used as endogenous control and the samples were
quantified relative to the mock-infected samples. Mean values and standard deviations from
the relative quantification were plotted from two independent experiments performed in trip-
licate. **** P = 0.0007.

(TIF)
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ABSTRACT The multifunctional adenoviral E1B-55K phosphoprotein is a major regu-
lator of viral replication and plays key roles in virus-mediated cell transformation.
While much is known about its function in oncogenic cell transformation, the underly-
ing features and exact mechanisms that implicate E1B-55K in the regulation of viral
gene expression are less well understood. Therefore, this work aimed to unravel basic
intranuclear principles of E1B-55K-regulated viral mRNA biogenesis using wild-type
human adenovirus C5 (HAdV-C5) E1B-55K, a virus mutant with abrogated E1B-55K
expression, and a mutant that expresses a phosphomimetic E1B-55K. By subnuclear
fractionation, mRNA, DNA, and protein analyses as well as luciferase reporter assays,
we show that (i) E1B-55K promotes the efficient release of viral late mRNAs from their
site of synthesis in viral replication compartments (RCs) to the surrounding nucleo-
plasm, (ii) E1B-55K modulates the rate of viral gene transcription and splicing in RCs,
(iii) E1B-55K participates in the temporal regulation of viral gene expression, (iv) E1B-
55K can enhance or repress the expression of viral early and late promoters, and (v)
the phosphorylation of E1B-55K regulates the temporal effect of the protein on each
of these activities. Together, these data demonstrate that E1B-55K is a phosphoryla-
tion-dependent transcriptional and posttranscriptional regulator of viral genes during
HAdV-C5 infection.

IMPORTANCE Human adenoviruses are useful models to study basic aspects of gene
expression and splicing. Moreover, they are one of the most commonly used viral
vectors for clinical applications. However, key aspects of the activities of essential vi-
ral proteins that are commonly modified in adenoviral vectors have not been fully
described. A prominent example is the multifunctional adenoviral oncoprotein E1B-
55K that is known to promote efficient viral genome replication and expression
while simultaneously repressing host gene expression and antiviral host responses.
Our study combined different quantitative methods to study how E1B-55K promotes
viral mRNA biogenesis. The data presented here propose a novel role for E1B-55K as
a phosphorylation-dependent transcriptional and posttranscriptional regulator of vi-
ral genes.

KEYWORDS human adenovirus, E1B-55K, viral replication compartments, splicing,
transcription, viral mRNA synthesis, phosphorylation, dual transcriptional regulator

uman adenoviruses (HAdVs) are ubiquitous infectious agents that cause respiratory dis-
eases commonly associated with pneumonia and acute respiratory infections in chil-
dren under 5 years of age (1). HAdVs constitute an excellent and valuable model to study
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the molecular mechanisms involved in infection-associated metabolism changes, cell trans-
formation, and cancer (2, 3). Moreover, HAdVs are one of the most common biological sys-
tems used as vectors in vaccines and gene therapies and as oncolytic vectors in anticancer
therapies (4, 5). However, despite advances in elucidating the functions of many of the virus
proteins and the possibility of manipulating the viral genome to obtain recombinant viruses
that target specific tissues, the processes altered by the virus that result in HAdV-induced
pathogenesis, oncogenic cell transformation, or metabolic alterations have not been com-
pletely characterized to date and remain incompletely understood.

The HAdV DNA replication and gene expression programs progress through complex
and temporally regulated steps that differ between the early and late phases of the repli-
cation cycle (6, 7). During the early phase, optimal intracellular conditions necessary for ef-
ficient replication and expression of the viral genome are established by (i) the viral E1A
proteins, which induce the infected cell to enter the S phase of the cell cycle; (i) the inhi-
bition of the immune response, apoptosis, and other antiviral mechanisms by early viral
proteins that may otherwise block viral replication; and (iii) the initiation of the expression
of the viral E2 genes that encode the proteins responsible for viral DNA replication (E2A-
single-stranded DNA binding protein (DBP), E2B-pre-terminal protein (pTP), and E2B-viral
DNA polymerase (Pol)) (8-12). During the late phase, HAdV expresses viral proteins that
further promote the selective and regulated transcription of the viral genome, such as
the L4 gene products, or that constitute structural proteins needed for the assembly of vi-
ral progeny (13, 14). In addition to this temporal regulation of gene transcription, viral
RNAs also undergo alternative splicing, regulation of mRNA turnover, and nucleocytoplas-
mic transport. Some of these steps are controlled at virus-induced biomolecular conden-
sates, termed viral replication compartments (RCs) (7, 15-19).

The adenoviral E1B-55K oncoprotein (referred to as E1B here) remains an important
focus of attention due to its key roles in the viral replication cycle and the process of onco-
genic cell transformation and due to the fact that HAdVs with E1B deletions or mutations
in the E1B gene are being developed as oncolytic vectors (2, 20, 21). E1B is a multifunc-
tional protein that promotes efficient virus replication. This protein is posttranslationally
modified through SUMOylation and phosphorylation, modifications that regulate its activ-
ities and intracellular localization (reviewed in reference 21). An HAdV-C5 mutant that
expresses a phosphomimetic E1B (E1B-PM) protein with the three carboxy-terminal phos-
phorylation sites (serines 490 and 491 and threonine 495) replaced by aspartic acids dem-
onstrated that E1B phosphorylation enhances its SUMOylation and localization to viral RCs
without altering intracellular E1B steady-state levels (22). Previous reports using E1B knock-
out viruses showed that E1B promotes the association of host transcription factors with vi-
ral RCs, like Y-box binding protein 1 (YB-1) and p53, which in turn activate the expression
of viral genes (23, 24). E1B also regulates chromatin-remodeling host cell factors like Daxx,
ATRX, Spoc1, and KAP1, which results in efficient viral DNA replication and gene expres-
sion (25-28). Additionally, E1B contributes to the regulation of host antiviral defenses as it
assembles a Cullin 5-based E3 ubiquitin ligase complex, together with the viral E40rf6 pro-
tein, that polyubiquitylates and targets for proteasomal degradation cellular antiviral
restriction factors (29-31). Moreover, E1B represses the expression of antiviral genes such
as p53-dependent genes (32) or interferon-stimulated genes (ISGs) (33, 34), which leads to
the efficient formation of viral RCs and synthesis of viral DNA (34).

A selective gene expression program is established during the transition from the
early to the late phase of HAdV infection, where several of the cellular mRNAs are not
exported to the cytoplasm and cellular protein synthesis is shut off (35), while viral late
mRNAs efficiently accumulate in the cytoplasm and get translated (36-41). It has been
proposed that the E1B/E4Orf6-E3 ubiquitin ligase complex targets for degradation cel-
lular proteins necessary for cellular mRNA export but dispensable for viral late mRNAs
(42, 43). E1B does not participate in the nucleocytoplasmic transit of viral late mMRNAs
(44, 45), and previous findings have pinpointed that E1B facilitates the intranuclear
transport of viral mMRNAs prior to their association with nuclear membranes and export
to the cytoplasm (18). Furthermore, recent findings have shown that most of the
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potential targets of the E3 ubiquitin ligase are not degraded, but rather, their ubiquity-
lation may restrict the ability of cellular proteins to block viral mRNA processing or
other steps during intranuclear viral mRNA biogenesis (46). Therefore, this compelling
evidence suggests that the effect of E1B on viral mRNA biogenesis is at upstream intra-
nuclear events during viral gene expression.

In the present work, we set out to address this missing link and aimed to determine
the intranuclear role of HAdV-C5 E1B in viral mRNA biogenesis. Using a set of HAdV-C5
mutants as well as E1B plasmids, we show that E1B regulates the transcription and
splicing rates of viral genes and modulates the release of viral mRNAs from viral RCs.
Moreover, we show that E1B enhances or represses the activity of various adenoviral
promoters depending on the time postinfection and in a phosphorylation-dependent
manner. Together, these results reveal a novel role for E1B as a phosphorylation-de-
pendent transcriptional and posttranscriptional regulator of both viral early and late
genes.

RESULTS

E1B promotes partitioning of viral late mRNAs between viral RCs and the
nucleoplasm. To determine the intranuclear role of E1B in viral mRNA metabolism, we
first examined the partitioning of viral late pre-mRNAs and spliced mRNAs between
their site of synthesis in viral RCs and the surrounding nucleoplasm (Npl). We used bio-
chemically defined subnuclear fractions enriched with viral RCs that we isolated from
HAdV-C5-infected cells, as previously described (17). RC and Npl fractions were
obtained at 24 and 36 h postinfection (hpi) from cells infected with either wild-type
(WT) HAdV or a virus that contains four premature stop codons near the 5" end of the
E1B-55K coding sequence, thus abrogating the synthesis of the protein (E1B™) (47).
RNA was isolated from both the RC and Npl fractions, and viral late mRNAs were meas-
ured by quantitative reverse transcription PCR (RT-gPCR) with primers targeting
sequences from mature mRNAs (hybridizing to exon-exon junctions) or unspliced
mRNAs (hybridizing to intron-exon junctions) corresponding to the major late tripartite
leader (ML TPL) (a sequence present in all viral late mRNAs) and the L5 mRNA (Fig. 1A),
as described previously (17).

Up to 150-fold-lower levels of ML pre-mRNA (Fig. 1B) were synthesized by E1B~
than by the WT at 24 hpi. These defects were more pronounced for the L5 pre-mRNA,
where we observed up to 300-fold decreases of L5 pre-mRNA (Fig. 1C). For mature
mRNA at 24 hpi, we measured up to 160-fold-lower levels of ML mRNA (Fig. 1D) and
roughly 30-fold-lower levels of the mature L5 mRNA in the absence of E1B (Fig. 1E).
Twelve hours later, at 36 hpi, the overall differences decreased, but the levels of both
ML and L5 mRNAs were still significantly lower with E1B~ infection than with WT infec-
tion (Fig. 1B to E). It has been shown that viral late mRNAs are synthesized in HAdV RCs
(17). To compare the partitioning of viral mRNAs between the RCs and the Npl as a
measure of their release from the site of synthesis, we plotted the relative steady-state
levels of ML and L5 pre-mRNAs and mature mRNAs as an Npl/RC ratio (Fig. 1F to I).
Infections with E1B~ reduced the Npl/RC ratios to below 1, with a more notorious
effect on L5 than on ML and at the latter time postinfection (36 hpi). These results indi-
cate that E1B is required for the efficient release of viral late mMRNAs from their site of
synthesis in the viral RCs to the surrounding Npl.

The phosphorylation of E1B increases the rates of viral late mRNA synthesis
and splicing in viral RCs. Viral RNA synthesis and splicing as well as viral DNA synthesis
are activities associated with HAdV RCs (reviewed in reference 7). We have previously
described the use of isolated viral RC particles in in vitro assays to measure transcription,
splicing, and DNA replication rates in the context of HAdV-C5 infection, where RC par-
ticles contain the necessary enzymatic activity to drive the de novo synthesis or splicing
of viral RNAs, which are then measured by gPCR (17). Therefore, we employed this meth-
odology to study the impact of E1B on viral transcription and splicing rates (Fig. 2). As
described above, E1B phosphorylation regulates the protein’s activity and localization to
RCs and significantly correlates with the efficient production of viral progeny (see Fig. S1
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P < 0.001; ****, P < 0.0001 (by two-way ANOVA).

in the supplemental material). Hence, the E1B-PM mutant virus was also included in all
further experiments.

To evaluate if E1B has an impact on viral late mRNA transcription, we performed in
vitro transcription assays in isolated RCs (Fig. 2A and B). In WT infections, the rate of vi-
ral mRNA synthesis increased about 7-fold from 24 to 36 hpi (Fig. 2A, black bars). By
comparing the levels of newly synthesized viral late mMRNAs (+ATP +NTPs [nucleotide
triphosphates]) to input levels (—ATP —NTPs), we determined 6-fold-higher levels at
both 24 hpi and 36 hpi (Fig. 2B, black bars). In the absence of E1B, newly synthesized
viral mRNAs yielded only 2 times more RNA at between 24 and 36 hpi (Fig. 2A, light
gray bars) and 3 times less RNA than the WT compared to the input levels at both time
points (Fig. 2B, light gray bars). Interestingly, the difference in the viral late mRNAs pro-
duced in RCs from E1B-PM-infected cells at between 24 and 36 hpi was 43-fold (Fig.
2A, dark gray bars), and in this case, viral mRNAs increased 6-fold at 24 hpi and almost
10-fold at 36 hpi compared to the input (Fig. 2B, dark gray bars). These results unam-
biguously demonstrate that the phosphorylation of E1B increases the rate of viral late
mRNA synthesis in RCs. To directly evaluate the effect of E1B on the splicing of viral
late mRNAs, RC particles obtained from WT-, E1B~-, or E1B-PM-infected cells were incu-
bated with ATP and creatine phosphate (CP) to measure de novo splicing rates, as
described previously (17). In WT RCs, we measured a 1.2-fold increase in the splicing of
viral late mRNA (+ATP and +CP) from 24 to 36 hpi (Fig. 2C, WT) and a 5-fold increase
in splicing with respect to the input (—ATP and —CP) at both 24 and 36 hpi (Fig. 2C
and D). In the absence of E1B, no significant increase in the de novo splicing of viral
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* P < 0.05 **, P < 0.01; *** P < 0.001; ****, P < 0.0001 (by multiple t tests).

late mRNAs was detected (Fig. 2C and D, E1B™). In viral RCs isolated from E1B-PM-
infected cells, the increase in viral mRNA splicing at between 24 and 36 hpi was close
to 4-fold (Fig. 2C, PM), and we detected 6-fold (24 hpi) and 9-fold (36 hpi) increases in
splicing compared to the input (Fig. 2C and D). These data demonstrate that HAdV-C5
with a constitutively phosphorylated E1B protein positively regulates the splicing rate
of viral late mRNA in RCs. Taken together, the data presented in Fig. 2 show that the
phosphorylation of E1B modulates the rates of both the synthesis and splicing of viral
late mRNAs in RCs.

E1B promotes viral early gene expression, leading to efficient viral DNA
replication. To determine the effect of E1B on viral genome replication, we first quan-
tified absolute steady-state levels of viral genome copies by qPCR in total cell lysates of
WT-, E1B~-, and E1B-PM-infected human foreskin fibroblast (HFF) cells (Fig. 3A). In
agreement with previous reports that showed an exponential increase in viral DNA
synthesis from 20 to 24 hpi in HFF cells (49), we also observed an increase in WT DNA
synthesis starting at 20 hpi (Fig. 3A, black bars).

In the absence of E1B, the exponential phase of viral DNA synthesis also started at
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20 hpi, but DNAs accumulated to significantly lower levels than with the WT (Fig. 3A,
light gray bars), similar to previous observations in HFF cells (49). In E1B-PM-infected
cells, however, viral DNA levels increased earlier (16 hpi) and accumulated to signifi-
cantly higher levels (up to 30-fold by 36 hpi) than in WT-infected cells (Fig. 3A, dark
gray bars). These results indicate that the phosphorylation of E1B is necessary for the
efficient accumulation of viral DNA molecules.

To evaluate the effect of E1B on the rate of viral DNA synthesis, RC particles were
isolated from WT-, E1B~-, or E1B-PM-infected HFF cells as described above (Fig. 3B).
Although infection with the E1B-PM mutant virus resulted in a significant increase in
the rate of viral genome replication, these values were comparable between E1B~ and
the WT (Fig. 3C). Together, these results indicate that E1B does not directly facilitate vi-
ral DNA replication, but rather, the phosphorylation of E1B might promote an earlier
step of the viral replication cycle that is needed to establish optimal conditions for viral
DNA replication, such as the efficient formation of RCs or the expression of early genes,
in agreement with previous findings described in the introduction.

E1B regulates the expression of viral early and late genes. To further dissect the
role of E1B in the promotion of efficient viral gene expression, we performed time
course analyses to measure the steady-state levels of viral mRNA species by RT-qPCR.
As described in detail above, viral DNA replication depends on different processes that
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FIG 4 E1B impacts both viral early and late mRNA levels. Total RNA was isolated from HFF cells infected with
the WT, E1B, or E1B-PM and reverse transcribed. RT-qPCR was performed in triplicates to determine the
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technical triplicates, and the error bars represent standard deviations. The corresponding statistical analyses
can be found in Table S1 in the supplemental material.

are established during the early phase of infection, such as the expression of early
genes that encode proteins facilitating DNA replication and other proteins necessary
for the transition to the late phase. Therefore, we included measurements of viral early
mRNAs. Statistical analyses of these measurements can be found in Table S1 in the
supplemental material.

ETA mRNAs were the first viral transcripts to be detected, followed by those of E4,
E2A-DBP, E1B, and, later, IVa2 and E2B-Pol mRNAs (Fig. 4), temporal patterns of expres-
sion that are comparable to those in previous reports (6). Moreover, 1- to 2-log
increases in viral late mRNAs levels were measured at late time points postinfection (20
to 36 hpi) (Fig. 4). A surprising observation was that the levels of Va2, L4 (L4-22K and
-33K), L5, and L1-pllla increased from 12 hpi (Fig. 4) albeit at lower levels than at later
time points.

In the absence of the E1B protein, the accumulation of IVa2 and viral late mRNAs
also started at early time points (Fig. 4, light gray lines). However, the accumulation of
these mRNAs was delayed, and most of the viral mRNA levels were lower in E1B~ infec-
tions than in WT infections.

Infections of HFF cells with E1B-PM resulted in comparable or high levels of viral
MRNA compared to the WT (Fig. 4, dark gray lines). IVa2 and late mRNAs accumulated
earlier but to levels similar to those of the WT. These results suggest that the phospho-
rylation of E1B may be necessary for the timely regulation of viral gene expression at
different times of the viral replication cycle.

E1B is a phosphorylation-dependent transcriptional regulator of viral promoters.
By considering the differences between the levels of WT mRNAs at two consecutive time
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FIG 5 Hierarchically clustered heat maps of WT mRNAs predict gene regulatory networks that
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infected HFF cells from the time course analysis in Fig. 4. The color key box (top left in each panel)
shows the histogram of the matrix values (fold change value versus frequency) (see Materials and
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map boxes correspond to the changes between the mean fold change values from two consecutive
time points for each mRNA.

points, we conducted hierarchical cluster analyses. We reasoned that this approach
allows us to correlate time points postinfection and levels of expression of each mRNA
and to group mRNAs according to their expression patterns in each phase of the viral
replication cycle. The clusters are presented as dendrograms on heat maps, correspond-
ing to early (Fig. 5A) and late (Fig. 5B) times postinfection.

At early times of infection (Fig. 5A), the genes grouped into two clusters: (i) ETA
grouped with E2 and E4 mRNAs, and (ii) E1B and Va2 grouped with viral late mRNAs.
Four clusters were found at late times postinfection (Fig. 5B): (i) the L4 mRNAs occu-
pied an outlier cluster, in agreement with the fact that their expression depends on
the activation of the L4 promoter, independent from the rest of the major late (ML)
mRNA (50); (ii) Va2 clustered with the E2 mRNAs; (i) E1A grouped with L1-52/55K; and
(iv) E1B grouped with L1-pllla and L5. These observations are relevant since E1A and
IVa2 are transcriptional regulators of viral genes, suggesting that E1B may also partici-
pate in the regulation of the temporal expression of both viral early and late genes.

The steady-state levels of mRNAs may be influenced by several processes, like syn-
thesis and turnover. So far, we have shown that E1B modulates the rates of transcrip-
tion and splicing of viral mRNAs in RCs (Fig. 2). We also measured the effect of E1B on
viral early (E1A) and late (L5) mRNA stability (Fig. S2), where a minor yet significant
effect on viral mRNA stability was observed, especially for L5 mRNA.

To further explore E1B’s participation in viral gene transcription, we evaluated if E1B
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activity (RLA). Log,, mean values * standard deviations are presented for each condition. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****,
P < 0.0001 (by one-way ANOVA).

regulates the activation of viral promoters by performing luciferase reporter assays
(Fig. 6). We measured relative luciferase activity (RLA) in cells that transiently express
E1B (Fig. 6, black bars) or during infection at 8 hpi (early phase) (Fig. 6, light gray bars)
and 24 hpi (late phase) (Fig. 6, dark gray bars) in readily transfectable H1299 cells.

A clear effect of E1B on various promoters was observed (as shown in Fig. 6 and
summarized in Table 1). In transient-expression assays, E1B-PM induced the expression
of its own promoter as well as those of the E2 late (E2L) and E3 promoters (Fig. 6, black
bars), which indicates that E1B activates these promoters in the absence of viral
molecules.

During infection (Fig. 6, gray bars), the presence of E1B-PM correlated with increased
expression of E1B, E2 early (E2E), and E2L promoters at both early and late times postin-
fection. The E3, E4, and L4 promoters were positively regulated by E1B-PM only at 24
hpi. An interesting observation was that at 8 hpi, WT E1B but not E1B-PM enhanced the
activation of the Va2 promoter, in contrast to 24 hpi, where only the E1B-PM protein
enhanced this promoter (Fig. 6).

Contrary to the activating role of E1B in viral promoters, the sole expression of E1B
in transfected cells resulted in lower levels of expression from the pIX and ML pro-
moters, again indicating that E1B without other viral molecules, but possibly together
with cellular factors, induces the repression of the pIX and ML promoters. During infec-
tion, E1B-PM expression resulted in lower expression levels from the E1A, plX, and E4
promoters at 8 hpi as well as the pIX and ML promoters at 24 hpi (Fig. 6). Taken to-
gether, these results show that E1B modulates the rates of transcription and splicing
efficiency in RCs and that E1B is a phospho-dependent transcriptional regulator that
can enhance or repress both early and late promoters.

DISCUSSION

The present study contributes new insights into the intranuclear activities of E1B
during viral replication, thereby providing a rationale for the mechanistic basis of its
role in the regulation of viral gene expression in viral RCs. We show that E1B enhances
or represses both viral early and late promoters and modulates viral mRNA posttran-
scriptional processing in a phosphorylation-dependent fashion.

As described above, the early-to-late switch of the canonical viral gene expression pro-
gram is delimited by the onset of viral DNA replication. We show that E1B does not directly
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modulate viral DNA synthesis; however, two not-mutually exclusive possibilities can be
hypothesized to explain the differences measured in the steady-state levels of viral DNA
molecules (Fig. 3): (i) it is not until sufficient levels of viral early proteins, including E1B,
have accumulated that the cellular intrinsic response mechanisms that prevent viral DNA
replication, such as the Mre11-Rad50-Nbs1-complex (MRN)-ataxia-telangiectasia mutated
kinase (ATM) response, are inhibited (9, 79) and E2 proteins are synthesized so that viral
DNA replication and late gene expression are initiated (80), or (i) as proposed previously,
E1B induces the repression of interferon-stimulated genes to facilitate the formation of vi-
ral RCs and efficient replication of the viral genome (34).

We observed an accumulation of viral DNA in HFF cells (Fig. 3A), which correlates
well with the previously reported biphasic behavior of HAdV-C5 DNA replication in
U20S cells (81). Moreover, we found that IVa2 and some viral late mRNAs accumulated
at times postinfection that coincide with the first phase of viral DNA synthesis (Fig. 4).
These observations indicate that the initial increase in viral DNA molecules, which hap-
pens efficiently only in the presence of E1B, is sufficient for Va2 expression and subse-
quently for the initial expression of viral late mRNAs (Fig. 4). Together with the hier-
archical clustering data (Fig. 5), these results indicate that E1B is a key regulator in the
transition process to the late phase of infection and in the regulation of viral late
mRNA expression.

The role of E1B in the regulation of the activity of viral promoters could be due to
the recruitment of transcription factors to RCs. E1B promotes the recruitment of YB-1
and p53 to RCs, which in turn activate the expression of the E2-L and L4 promoters,
respectively (23, 24). Moreover, E1B levels correlate with efficient viral genome replica-
tion (82). Therefore, E1B could coopt factors to RCs that are necessary for RC-associated
activities, which is worth investigating in future studies. Additionally, since the phos-
phomimetic form of E1B is highly SUMOylated and increases its localization to viral RCs
(22), this feature could favor E1B’s transcriptional regulator activity.

It was recently reported that efficient splicing of viral mRNAs is necessary to
decrease the formation of double-stranded RNA (dsRNA) species that could activate
the cellular innate response via the dsRNA-dependent protein kinase (PKR) (83). It is
therefore tempting to speculate that E1B promotes the efficient splicing of viral late
mRNAs (Fig. 2B and C), which, along with the E1B-mediated degradation of restriction
factors (29-31) and the repression of antiviral genes (32-34), could be an additional
mechanism by which E1B blocks cellular intrinsic and innate responses against HAdV
infection.

Protein half-lives can largely differ from the half-lives of the corresponding mRNAs
(84, 85). Therefore, the RNA levels detected in infected HFF cells (Fig. 4) are not suffi-
cient to predict the corresponding protein levels (see Fig. S3 in the supplemental mate-
rial), nor are they sufficient to predict the biological role of their variation in virus repli-
cation, which should be explored further. However, the time course and hierarchical
clustering analyses (Fig. 4 and 5) show that mRNA levels are suitable to predict and
describe new regulatory events in viral gene expression. Nonetheless, quantitative
measurements of the steady-state levels of viral proteins at different time points of the
viral replication cycle by proteomic approaches should be performed to compare and
contrast the dynamic changes in mRNA levels with those of the corresponding pro-
teins. These investigations are under way.

It is important to consider that we studied viral mMRNA biogenesis at a cell popula-
tion level, and cell cycles were not synchronized. Suomalainen and colleagues have
recently shown that viral gene expression and replication are dependent on cell-to-cell
variability, with low correlations between viral genome copies and the amount of viral
mMRNA (86). Therefore, further exploration and comparison of the transcriptional and
posttranscriptional regulatory roles of E1B at a single-cell resolution should be per-
formed in follow-up studies. The viruses used in the present work contain a deletion
within the E3 transcriptional unit, including the z-leader present in some viral late
mRNAs. Since E3 proteins were recently shown to enhance the expression of viral
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FIG 7 Proposed model of E1B as a dual transcriptional regulator. When modified by phosphorylation,
which in turn promotes its SUMOylation, E1B associates with different proteins to bind viral
promoters or transcriptional regulatory sequences to either repress (light gray ovals) or enhance (dark
gray ovals) viral gene transcription. An additional possibility is that E1B may directly bind to DNA to
regulate viral promoter/regulatory sequences (gray boxes). Independently from the role of E1B in viral
transcription, E1B also promotes the efficient splicing of viral mRNA. P, phosphate groups; Su, SUMO
molecules.

genes (56) and due to the fact that the full viral transcriptional repertoire may deter-
mine the use of initiation codons and alternative splicing of viral genes (87), it would
be interesting to evaluate the role of E1B in transcription regulation in the context of a
full-length virus that expresses all E3 genes.

Based on the findings presented here, a model can be proposed in which posttrans-
lational modifications of E1B regulate its interaction with viral or cellular factors that
result in either repression (Fig. 7, light gray ovals) or activation (Fig. 7, dark gray ovals)
of viral gene transcription in RCs. These effects, either positive or negative, of E1B on
viral promoters may lead to efficient viral DNA replication and the transition to the late
phase of infection. We also show that E1B modulates both the rate of synthesis and
the splicing efficiency of viral mRNAs, which are then efficiently released to the sur-
rounding nucleoplasm (Fig. 1 and 2), functions that are likely to be independent of
each other. Among the different viral and cellular E1B-interacting proteins (21, 88),
WT1 is a host factor that coimmunoprecipitates with E1B (89) and has both transcrip-
tional and splicing regulation activities (90). Moreover, WT1 is predicted to bind to the
ETA, E4, plIX, and ML promoters (our unpublished data). Therefore, future research
should address if WT1 supports E1B in promoting both viral transcription and splicing.

Whether the activity of E1B as a transcriptional and posttranscriptional regulator is
limited to the interactions established with viral or host factors, similar to E1A tran-
scriptional activity, or if E1B has additional abilities to bind directly to viral DNA regula-
tory sequences (proximal or distant) to regulate gene expression is not known. Work is
in progress to define if E1B binds to promoters or any other transcriptional regulatory
sequence by direct DNA interaction or through protein binding partners. The times
postinfection and subcellular location of E1B are likely to be interdependent from each
other and determine the protein’s activities. But since viral gene transcription and
splicing occur in RCs, the protein-protein interactions should be studied in these virus-
induced biomolecular condensates.

In summary, in this study, we used WT HAdV-C5 and E1B mutants (E1B~ and E1B-PM)
for quantitative analyses of viral pre-mRNAs and spliced mRNAs in different nuclear frac-
tions combined with measurements of the transcription, splicing, and viral genome repli-
cation rates as well as an assessment of the regulation capacity of E1B on viral promoters.
Together, our data demonstrate that E1B transcriptionally and posttranscriptionally regu-
lates viral MRNA biogenesis in a phosphorylation-dependent manner.

MATERIALS AND METHODS

Cells. Primary human foreskin fibroblasts (HFFs) (a kind gift from Jesus Santa-Olalla, School of
Medicine, UAEM) were maintained in monolayer cultures in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% (vol/vol) fetal calf serum (Gibco-Invitrogen Corp.), 100 U/mL penicillin,
and 100 g/mL streptomycin at 37°C in 5% CO,, for no more than 14 passages. Human embryonic kidney
HEK-293 cells (ATCC CRL-1573) and human lung cancer H1299 cells (ATCC CRL-5803) were maintained in
monolayer cultures in DMEM supplemented with 10% (vol/vol) bovine serum (Biowest), 100 U/mL peni-
cillin, and 100 g/mL streptomycin at 37°C in 5% CO.,.

Viruses. The following HAdV-C5 viruses were used in this study: H5pg4100, which contains a dele-
tion in the E3 region, was used as a wild-type (WT) virus; H5pm4227, containing aspartic acid
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substitutions for three carboxy-terminal serine and threonine residues (S490D, S491D, and T495D) in the
E1B-55K protein to mimic constitutively phosphorylated E1B-55K at the C-terminal end of the protein,
was used as the E1B-PM mutant; and H5pm4149, containing four premature stop codons at the 5’ end
of the E1B-55K coding sequence, which abrogates the synthesis of the protein, was used as the E1B~
mutant (22, 47).

All viruses were propagated in HEK-293 cells and titrated in HFF cells (for experiments performed in
HFF cells) or HEK-293 cells (for experiments performed in H1299 cells) as described previously (47). HFFs
were infected with HAdV-C5 WT or mutant viruses at a multiplicity of infection (MOI) of 30, and H1299
cells were infected at an MOI of 10.

Plasmids. The HAdV-C5 E1B proteins examined in this study were expressed from their respective
cDNAs under the control of the cytomegalovirus immediate early promoter derived from the pcDNA3
vector (Invitrogen) to express WT E1B-55K (pE1B WT) or E1B 3XPD (5490/491D and T495D) (pE1B PM)
(26). E1B expression from both pE1B WT and pE1B PM has been shown to result in comparable levels of
the E1B protein (22). The L4 promoter construct (L4-P) was generated by amplifying HAdV-C5 nucleotide
positions 25887 to 26125 (50) using primers with restriction sites for Xhol (5’ primer) and Hindlll (3’
primer) with the pGL3-basic luciferase reporter plasmid (Promega) as the vector. The IVa2 promoter con-
struct (IVa2-P) was generated by synthesizing complementary primers containing the Va2 promoter
sequence (nucleotides 5801 to 5860) and restriction sites for Xhol (5" primer GATCCTCGAGCCGCGGTC
CTCCTCGTATAGAAACTCGGACCACTCTGAGACAAAGGCTCGCGTCCAGGCCAAGCTTCTG) and Hindlll (3’
primer CAGAAGCTTGGCCTGGACGCGAGCCTTTGTCTCAGAGTGGTCCGAGTTTCTATACGAGGAGGACCGCGG
CTCGAGGAT). The primers were mixed, incubated at 80°C for 1 min and at 37°C for 2 h, and then
digested with the corresponding restriction enzymes to be cloned into the pGL3-basic luciferase re-
porter plasmid. The sequences of both constructs were verified by Sanger sequencing. Plasmids for the
HAdV-C5 E1A, E1B, E2-E, E2-L, E3, E4, plX, and ML promoters were prepared as described previously (26).

Antibodies. Antibodies used for Western blotting included mouse monoclonal antibody (mAb) B6-8
targeting HAdV-C5 E2A-DBP (91); mouse mAb anti-HAdV-C2/HAdV-C5 E1A (289R and 249R), clone M73
(Merck); mouse mAb anti-fiber, clone 4D2 (Abcam); mouse mAb anti-hexon, clone D36J (Thermo
Scientific); mouse mAb anti-alpha-tubulin, clone DM1A (eBioscience); and an anti-mouse secondary anti-
body conjugated to horseradish peroxidase (HRP) (Jackson ImmunoResearch).

Primers. The CLC Sequence Viewer (CLC Bio), Primer Plex (Premier Biosoft), and Primer-BLAST (NCBI)
programs were used to design primers specific for the viral and cellular nucleic acid sequences of inter-
est. These primers allowed the amplification of a unique product of the expected size, as determined by
melt curve analyses. All primers were validated to confirm an amplification efficiency of 100% = 10%, as
calculated by the linear regression obtained from standard curve assays. The primers for E1A allow the
amplification of both 12S and 135S mRNAs. The ML primers allow the amplification of a sequence inside
the tripartite leader. The primers for L4 mRNAs allow the amplification of a common sequence within
the 5’ region of both 22K and 33K. The primers used to quantify mRNAs are shown in Table 2.

Quantitative PCR and RT-PCR. DNA or RNA was isolated as described previously (17) from subcellu-
lar fractions or total lysates from mock-infected or HAdV-C5-infected cells with at least two biological
replicates (1 x 107 cells per condition). To analyze RNA, equal volumes (approximately 100 ng) of RNA
were reverse transcribed using Revert-Aid reverse transcriptase according to the manufacturer’s instruc-
tions (Thermo Scientific) in 20-uL reaction volumes.

Viral DNA or cDNA was quantified using the Power SYBR green PCR master mix kit according to the
manufacturer’s instructions (Applied Biosystems). The StepOne system (Applied Biosystems) was used
for real-time thermocycling.

The cDNA samples were analyzed using the AAC; comparative method. 8-Actin was used as the in-
ternal reference gene. WT samples at the earliest time point were used as the calibrator. For the tran-
scription inhibition assays, the samples 0 h after triptolide treatment were used as the calibrator. All
experiments were performed in technical triplicates for at least two independent experiments. RT-minus
(RT™) and non-template control (NTC) controls were prepared for each experiment. The data were fur-
ther analyzed as described below and in the supplemental material.

Genomic viral DNA samples were quantified by the absolute standard curve method. The DNA for
the standard curve was produced by amplifying a region within the viral DNA that contains the TPL with
the following primers: forward (Fwd) primer CGCAGCTTGTTGACCAGCTCG and reverse (Rev) primer
GGGACCCTTCCGCATCACACG. This PCR product was column purified (Thermo Scientific) and quantified
by using a Nanodrop instrument. Standard curves were generated with 1:5 dilution series of the stand-
ard DNA. The threshold cycle (C;) of viral DNA from the different samples (different time points) was
measured by gPCR using the ML-NP primers (Table 2). From the standard curve, viral genome copies per
cell were calculated for each time point depending on their C; values. NTC controls were prepared for
each experiment.

Transient transfections and luciferase reporter assays. For dual-luciferase assays, subconfluent
H1299 cells were treated with a transfection mixture of DNA and 25-kDa linear polyethylenimine as
described previously (26), 28 h prior to the preparation of total cell extracts, or transfected and infected
with ETB~ (H5pm4149) at 28 h posttransfection (hpt) (for the indicated times shown in Fig. 7). Promoter
activity was evaluated with lysed extracts in an automated luminometer (Berthold Technologies). All
samples were normalized for transfection efficiency by measuring Renilla luciferase activities from the
cotransfected plasmid pTK-RL (Promega). All experiments were performed in at least two technical repli-
cates of at least two independent experiments.

Preparation of subnuclear fractions from infected HFF cells. To isolate nucleoplasmic and RC frac-
tions, 1 x 107 HAdV-C5-infected HFF cells were fractionated as previously described (92). This procedure
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TABLE 2 Primers used for gPCR and RT-qPCR

Target gene(s) Primer sequence (5'-3")? Amplicon size (bp)

ETA Fwd, TTGAACCACCTACCCTTCACG 69
Rev, CCTCCTCGTTGGGATCTTCG

E1B-55K Fwd, TAGCGGTACGG CCTGG 106
Rev, CCGAACCCTTACATCGGTCC

E2A-DBP Fwd, AGCAGATCAAGGC ATGCAGG 149
Rev, GGCGAACGGAGTCAACTTTGG

E2B-Pol Fwd, AGTTCTACATGCTAGGCTCTTACC 156
Rev, CGCAGTAGTCCAGGGTTTCC

E40rf6/7 Fwd, CGCACTCCGTACAGTAGGGATCG 132
Rev, GGAGAAGTCCACGCGTTGTGC

Va2 Fwd, AGGGCGTCTCCAAGTTCTTCC 126
Rev, TGTTCCCAGCCATATCCCTCC

ML-P Fwd, GCCTCCGAACGGTACTCCGCC 121
Rev, CGCCACGGTGCTCAGCCTACC

ML-NP Fwd, GAGCGAGGTGTGGGTGAGC 81
Rev, GGATGCGACGACACTGACTTCA

L1-52/55K Fwd, CAGTCGCAAGATGCATCCGG 126
Rev, GATGTCGCCCCTCCTGACG

L1-pllla Fwd, AGTCGCAAGATGATGCAAGACG 89
Rev, CAGTCGTCCGTGGAGTTAAGG

L4-22K and -33K Fwd, CAGTCGCAAGATGGCACCCA 132
Rev, CTCTCCCAGTCTTCCATCATGTCC

L5-P Fwd, GTCACAGTCGCAAGATGAAGCG 139
Rev, GGTAACTAGAGGTTCGGATAGGCG

L5-NP Fwd, GTCCATCCGCACCCACTATCTTC 117
Rev, AAGGCACAGTTGGAGGACCG

-Actin wd, 139
Acti Fwd, CTTCCTTCCTGGGCATGGAGTCC
Rev, GCAATGCCAGGGTACATGGTGG

aFwd, forward; Rev, reverse.

has been performed several times and has proven to be highly reproducible. Data were acquired from
at least two replicate experiments.

Isolation of viral RCs to measure the rates of viral DNA replication, transcription, and splicing.
RC fractions were isolated at 24 and 36 hpi from 1 x 107 WT-, E1B™ -, or E1B-PM-infected HFF cells to deter-
mine the impact of E1B on RC-associated activities: viral DNA replication, late gene transcription, and mRNA
splicing rates. This was performed by RT-qPCR (RNA) or gPCR (DNA) in three technical replicates from two
independent experiments as previously described (17). Briefly, isolated RC fractions were incubated with (i)
nucleotide triphosphates (NTPs) and ATP for 10 min at 37°C (to measure the rates of de novo synthesis of vi-
ral RNA in RC fractions), (i) ATP and creatine phosphate for 90 min at 30°C (to measure de novo splicing of
viral RNA in RC fractions), or (iii) deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) and ATP for 30 min at 30°C (to mea-
sure the rate of de novo viral DNA replication in RC fractions). Treatments with 25 wg/mL of actinomycin D
(ActD) served as controls to inhibit transcription, and the addition of 100 ng/mL of ActD was used to inhibit
DNA replication. Erythromycin was used to inhibit splicing activity (17).

mRNA stability assays. HFF cells were seeded onto 6-well plates at a density of 2.5 x 10 cells/cm?
and infected with WT HAd5 or the E1B~ or E1B-PM mutant. At 4 or 24 hpi, cells were treated with 1 uM
triptolide (Sigma) in 500 uL DMEM for 1 h to inhibit transcription. Cells were collected using 500 uL of
TRIzol (Invitrogen) at O, 2, 4, 6, 8, and 12 h posttreatment. cDNA synthesis was performed using 1/10 of
the total RNA, and RT-qPCR assays were performed as described above to measure E1A and L5 mRNAs.
The values were plotted against time after treatment with triptolide, using GraphPad Prism. The data
were measured in three technical replicates from two independent experiments.

Western blotting. Total cell lysates from at least three independent experiments were used to eval-
uate steady-state levels of viral proteins at different time points between 4 and 36 hpi (as indicated in
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Fig. S3 in the supplemental material). For immunoblotting, gels were transferred onto polyvinylidene di-
fluoride (PVDF) membranes (Millipore) and incubated as described previously (93). Briefly, membranes
were blocked for 2 h at room temperature with 3% nonfat milk and incubated overnight at 4°C with pri-
mary antibodies. After successive washes with phosphate-buffered saline (PBS)-0.1% Tween 20, the
membranes were incubated with secondary antibody coupled to HRP for 2 h at room temperature.
Membranes were developed by enhanced chemiluminescence as recommended by the manufacturer
(Pierce, Thermo Fisher Scientific), and bands were visualized on X-ray films (Carestream).

Statistical analyses. For gene expression measurements, it is highly recommended that the data
express proportional changes (viz., biologically relevant changes) rather than additive changes (94). For this
reason, the fold change values of mMRNA levels were log transformed (logarithm base 10) as a first step of our
statistical analyses. For the hierarchical cluster analyses, the slope of each gene between two consecutive
time points was computed to compare changes in mRNA expression. Initially, each mRNA was assigned its
own cluster, and at each stage, the algorithm joined the two most similar clusters, until there was a single
cluster. The distances between clusters were calculated using the Lance-Williams dissimilarity update formula
(95, 96). The initial distance between the gene slopes was calculated according to the “complete-linkage”
clustering method, which defines the distance between clusters X and Y as the maximum Euclidean distance
between all the elements of X and ¥, max d(x,y) (95, 96), associating different mRNAs with a similar varia-
tion (slope) in expression. All the corrfﬁ)a(i?/i%ns between two distribution functions were evaluated through
Kolmogorov-Smirnov hypothesis tests (97). Both Kolmogorov's D statistic and the P value were reported for
each test. The lack of a significant difference means that there is not enough evidence to ensure that the dis-
tributions between the mRNAs of the tested viruses are different. All statistical tests on RT-qPCR data were
performed using R, version 3.4.2 (98). For the rest of the data, two-way analysis of variance (ANOVA) and mul-
tiple t tests were performed using GraphPad 8 for macOS (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

SUPPLEMENTAL MATERIAL

Supplemental material is available online only.
SUPPLEMENTAL FILE 1, PDF file, 0.2 MB.
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