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SUMMARY

Characterization of G3BP1 as a novel IRES interacting factor
Internal ribosome entry site (IRES) elements are as-acting RNA regions that were initially
characterized in the positive-strand genomic RNA of picornaviruses. IRES elements recruit
the translation machinery with the help of IRES #muns-acting factors (ITAFs). Most ITAFs
are RNA binding proteins (RBP) that regulate RNA life span, and form part of
macromolecular complexes that determine the fate of mRNA.
Ras-GTPase SH3 domain-binding protein 1 (G3BP1) belongs to a family of RBPs that link
tyrosin/kinase receptors-mediated signaling with mRNA metabolism. G3BP1 contains at
the C-termini two RNA-binding motifs, a RNA recognition motif (RRM) and an arginine-
glycine rich (RGG) motif. G3BP1 is located in stress granules (SGs), and contributes to
their assembly. SGs are cytoplasmic aggregates containing stalled pre-initiation complexes,
which are thought to serve as sites of mRNA storage during the cell stress response. It has
been shown that SGs assembly and function is modulated in picornavirus infected cells
likely maximizing viral replication efficiency.
G3BP1 was identified bound to domain 5 (d5) of foot-and-mouth disease virus (FMDYV)
IRES through riboproteomic assays. Using RNA electrophoretic mobility shift assays and
UV-crosslink we have found that G3BP1 interacts with different domains of the FMDV
IRES. Mutational analysis confirmed that the preferential binding site is placed at the
single-stranded region of d5. G3BP1 also interacts with the Hepatitis C virus (HCV) IRES.
Functional analysis in zz-vivo and in-vitro translation assays using bicistronic and
monocistronic RNAs showed that G3BP1 is a translational downregulator of both cap-
and IRES-dependent initiation of translation. Pull-down assays demonstrated that G3BP1
interacts with polypyrimidine tract binding protein (PTB) and eukaryotic translation
initiation factor 4B (elF4B), which are known to stimulate IRES-dependent translation
initiation. G3BP1 was proteolized during FMDYV infection yielding two fragments, a Ct-
G3BP1 fragment harbouring the RRM and RGG motifs and a Nt-G3BP1 fragment. Only
the Ct-G3BP1 interacts with PTB and elF4B. However, both Ct-G3BP1 and the Nt-

G3BP1 fragments inhibit cap- and IRES- dependent translation initiation 7z vive and zn vitro.
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RESUMEN

Caracterizacion de G3BP1 como un nuevo factor de interaccion con el IRES
Los sitios de entrada interna al ribosoma (IRES) son regiones del RNA que actdan en cs.
Fueron inicialmente caracterizados en el genoma de los picornavirus, y reclutan la
maquinaria de traduccion con la ayuda de factores de actuacion en #rans del IRES (ITAFs).
Los ITAFs son proteinas de union a RNA (RBP) que forman parte de complejos
macromoleculares que determinan el destino del mRINA.

La proteina 1 de unién al dominio SH3 de la GTPasa de Ras (G3BP1) pertenece a una
familia de RBPs que acoplan la sefializacion de receptores asociados a tirosin quinasas con
el metabolismo del mRNA. G3BP1 contiene en su extremo C-terminal dos motivos de
unién a RNA, un motivo de reconocimiento de RNA (RRM) y un motivo rico en arginina-
glicina (RGG). G3BP1 esta localizada en granulos de estrés (SGs) y contribuye a su
ensamblaje. L.os SGs son agregados citoplasmicos que contienen complejos de pre-
iniciacién detenidos; se ha propuesto que sirven como depositos transitorios del mRNA
durante la respuesta a estrés. En los ultimos afios se ha descrito que en células infectadas
por picornavirus el ensamblaje y la funcién de SGs se modula a la vez que aumenta la
eficiencia de replicacion viral.

G3BP1 se identific6 unida al dominio 5 (d5) del IRES del virus de la fiebre aftosa (FMDV)
en ensayos de riboproteémica. Utilizando ensayos de movilidad electroforética y de
entrecruzamiento por luz UV hemos demostrado que G3BP1 interacciona con distintos
dominios del IRES de FMDV. Mediante analisis mutacional se ha confirmado que el sitio
preferente de unioén se encuentra en la regiéon de cadena sencilla del d5. G3BP1 también
interaccion6 con el IRES del virus de hepatitis C (HCV). Analisis funcionales de traduccién
in vivo e in vitro usando RNAs bi- y mono-cistrénicos han revelado que G3BP1 es un
inhibidor de la traduccién dependiente de IRES y dependiente de cap. Ensayos de co-
precipitacién demostraron que G3BP1 puede interaccionar con la proteina de unién al
tramo de polipirimidinas (PTB) y con el factor de inicio de la traduccién eucariético 4B
(eIF4B) de manera directa. Ambas proteinas son estimuladoras de la traduccion
dependiente de IRES. G3BP1 se proteoliza durante la infecciéon por FMDV, originando un
fragmento carboxilo-terminal (Ct) que presenta los motivos de unién a RNA y otro, amino-
terminal (Nt). Solamente el fragmento Ct-G3BP1 interacciona de manera directa con las
proteinas PTB y elF4B. Sin embargo ambos fragmentos muestran la capacidad de inhibir la

traduccion dependiente de IRES y de cap, tanto 7 vivo como in vitro.
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3CP Proteasa 3C

4E-BP Del inglés, 4E-binding protein, proteina de unién a 4E

ABCE1 Del inglés, ATP-binding cassette E1

AUGI AUG iniciador

CAT Cloranfenicol acetil transferasa

eEF Factor de elongaciéon eucariota

elF Factor de iniciacion eucariota

EMCV Virus de la encéfalomiocarditis

FMDV Del inglés, foot-and-mouth disease virus, virus de la fiebre aftosa

G3BP Del inglés, Ras-GTPase activating protein SH3 domain binding
protein, proteina de unién al dominio SH3 de la GTPasa activadora de
Ras

GST Del inglés, Glutathione S-transferase, Glutation S-transferasa

HCV Virus de la hepatitis C

hnRNPs Del inglés, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein,
ribonucleoproteinas nucleares heterogeneas

hpi Horas post-infeccion

IRES Del inglés, Internal ribosome entry site, sitio de entrada interna del
ribosoma

ITAF Del inglés, IRES #rans acting factor, factor transactivador del IRES

Kb Kilobase

Lb Proteasa Lb de FMDV

Luc Luciferasa

MFC Del inglés, Multi factor complex, complejo multi factor

Met-tRNAi tRNA iniciador cargado con Metionina

NTR Region no traducida

ORF Del inglés, open reading frame, zona codificante

PABP Del inglés, poly(A) binding protein, protein de unién a poli(A)

PIC Del inglés, pre-initiation complex, complejo de preiniciacion

PCBP Del inglés, poly (C) binding protein, proteina de unién a poli(C)

PTB Del inglés, polypirimidine tract binding protein, protein de unién al
tramo de polipirimidinas

PV Virus de la Polio

RBP Del inglés, RNA binding protein, proteina de uniéon a RNA
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REMSA Del inglés, RNA electrophoretic mobility shift assay, ensayo de
desplazamiento de la movilidad electroforética de RNA

RNAc RNA citoplasmico

RNP Del inglés, ribonucleoprotein, ribonucleoproteina

RRL Del inglés, rabbit reticulocyte system, sistema de lisado de reticulocitos

RRM Del inglés, RNA recognition motif, motivo de reconocimiento de RNA

SD Del inglés, standard deviation, desviacion estandar de la media

SDS-PAGE Del inglés, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electroforesis,
electroforesis en gel de poliacrilamida dodecil sulfato sédico

SGs Del inglés, stress granules, granulos de estrés

SVDV Virus de la enfermedad vesicular del cerdo

UV-XL Ensayo de entrecruzamiento con luz UV

vIF7-3 Virus de la vacuna que expresa la RNA polimerasa del fago T7
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1. INICIACION DE LA TRADUCCION EN EUCARIOTAS

La transcripciéon de numerosos genes produce moléculas de RNA mensajero (mRNA) que,
a su vez, codifican proteinas mediante el proceso denominado traducciéon. E1 mRNA posee
una zona codificante (ORF) y dos regiones flanqueantes que no se traducen (NTR). La
ORF de un RNA mensajero comienza por el codéon de iniciacion (generalmente AUG), y
termina por uno de los tres codones de parada, UAA, UAG o UGA. Por otra parte, las
regiones no traducidas poseen la mayor parte de los elementos reguladores de la traduccion

(Wilkie et al, 2003).

La traduccién es un proceso ciclico que consta de varias fases, iniciacién, elongacion,
terminacion y reciclaje del ribosoma. En el proceso de traducciéon participan numerosas
proteinas y RNAs de distinta naturaleza (Hinnebusch, 2011; Jackson et al, 2010). Entre las
proteinas destacan los factores de inicio de la traduccion (elFs) 1-6 y factores de elongacién
(eEFs), mientras que entre los RNAs destacan el mRNA, el RNA ribosémico (tfRNA) y el
RNA transferente (tRNA).

1.1 Iniciacion de la traduccion dependiente de cap

La regulacién de la traduccion se ejerce fundamentalmente en la fase de iniciacion.
Basicamente la iniciacion de la traduccion comprende 3 pasos. 1) Ensamblaje del complejo
de pre-iniciacién 43S, 2) Unién del complejo 43S al RNA y escaneo de la 5'NTR hasta el
reconocimiento del AUG iniciador, y 3) Unién de la subunidad mayor del ribosoma 60S

(Figura 1).

a) Ensamblaje del complejo de preiniciacion 43S

Las subunidades 40S (40S) del ribosoma necesarias para el inicio de la traduccién derivan
del reciclaje de los complejos de post-terminacioén de la traducciéon. A baja concentracion
de magnesio (1 mM) el reciclaje esta mediado por elF3, eIFF1 y eIF1A. Todos ellos separan
la subunidad 60S (60S) de la 40S unida al mRNA y al tRNA. eIFF1 promueve la separacion
del tRNA de 40S, mientras que elF3j se une a la subunidad 40S con cooperatividad
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negativa para el mRNA, separandolo finalmente de la subunidad 40S. Estos factores
permanecen asociados a la subunidad 40S para prevenir la reasociacion con la subunidad
60S. A altas concentraciones de magnesio (2,5 mM), que estabilizan la unién entre las
subunidades ribosomales, se requiere la acciéon de la familia de proteinas ATP-binding

cassette E (ABCE1) para promover la separacion de 60S y 40S (Pisarev et al, 2010).

El complejo ternario (TC) formado por elFF2-GTP-Met-tRNA,,; se une al complejo 40S-
elF3-elF1-elF1A-elF5 dando lugar el complejo de preiniciaciéon (PIC) 43S (Figura 1). La
interaccion entre elF1, eIF1A, eIF3 y elF5 estabiliza la unién del TC a la subunidad 40S del

ribosoma.

elF3 es un complejo formado por mdaltiples subunidades segun la especie (5 en levaduras,
13 en humanos). Posee la capacidad de unirse por separado a cualquiera de los
componentes del PIC, siendo sumamente importante para coordinar su ensamblaje (Asano
et al, 2000; Kolupaeva et al, 2005). eIFF3, junto con elF1, elF5 y el TC, forman el complejo
multifactor (MFC) en ausencia de ribosomas 7z vivo e in vitro (Asano et al, 2000). Existen
dos hipétesis sobre la funciéon del MFC. Una de ellas es que es importante para el
ensamblaje del PIC en levaduras, aunque ain no hay evidencia de si estas interacciones
ocurren en el contexto de ensamblaje del PIC o si el ensamblaje del PIC ocurre por
distintos mecanismos en presencia del MFC (Jivotovskaya et al, 2006; Singh et al, 2004;
Valasek et al, 2002). Otra hipotesis es que el MFC sirve como deposito, almacenando
componentes criticos para el inicio de la traduccion, y asi prevenir que el ribosoma
interaccione con elFs errantes en el citoplasma después de cada ronda de traduccion

(Aitken & Lorsch, 2012).
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Figura 1. Esquema del proceso de traduccion dependiente de cap. Adaptado de Hinnebusch,
2011. El proceso de traduccion es discutido en el texto.

b) Unién del complejo 43S al mRNA y rastreo de la region 5" NTR

Una vez formado el complejo 43S, éste recluta al mRNA (previamente unido a elF4F y a la
proteina de unién a poli(A) (PABP) rastreando la region 5'NTR del mRNA hasta

encontrar el codén de inicio, para formar el complejo 48S.
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El primer paso del inicio de la traduccion es la unién del complejo elF4F y PABP al
mRNA. El complejo elFF4F esta formado por elF4E, elF4G, elF4A y elF4B. El extremo
5 m'GTP (o cap) del mRNA, es reconocido por elF4E, que a su vez, estd unido a elF4G.
elF4G tiene sitios de interaccion con RNA y con otras proteinas como elF4A, elF3,
PABP. Una vez elF4G esta unido al mRNA, la helicasa eIF4A ayudada de eIF4B es
responsable del desenrollamiento de la region 5'NTR del mRNA. elF4G también
interacciona con PABP acercando los extremos 5" y 3~ del mRNA formando una
estructura pseudocircular que permite que los procesos de terminacién, reciclaje e

iniciacion se acoplen, favoreciendo sucesivas rondas de traduccion del mismo mRNA.

En los ultimos afios se ha comprobado que el mRNA esta unido al complejo elF4F por
una red de interacciones redundantes, lo que previene que la traduccion se detenga a causa
del desacoplamiento de uno o mas miembros del complejo. Por ejemplo, elF4E no es
imprescindible para la interaccién de elF4F con el mRNA, debido a los multiples sitios de
union de elF4G al mRNA (Kaye et al, 2009). Igualmente, el efecto de la interaccion PABP-
elF4G es modesto 7z vitro y parece ser mas importante en situaciones de competicion en

presencia de otras proteinas de uniéon al RNA (Svitkin et al, 2009).

Como se ha dicho anteriormente, es importante desenrollar la estructura de la region
5'NTR del mRNA para la llegada del complejo 43S y la subsiguiente formacién del
complejo 48S. La actividad helicasa de eIF4A es estimulada por eIF4B o su homdlogo
elF4H (Liu et al, 2008; Lorsch & Herschlag, 1998). La interacciéon de eIlF4G con elF4A
posiciona a esta proteina para que ejerza su actividad helicasa dependiente de ATP
(Marintchev et al, 2009; Oberer et al, 2005). Recientemente se ha descrito que la proteina
DHX29 es necesaria para escanear las regiones 5'NTRs muy estructuradas. Esta helicasa se
une a la subunidad 40S, pudiendo influenciar la conformacién del canal de entrada del
mRNA facilitando el rastreo (Pisareva et al, 2008). Estas observaciones sugieren que la
helicasa elF4A contribuye al reclutamiento local del complejo 43S, desestructurando
localmente la regién proxima al cap, mientras que otras helicasas como DHX29

desenrollan regiones altamente estructuradas durante el rastreo.

El mecanismo por el cual el PIC 43S se une al mRNA aun no esta claro. Sin embargo, las
interacciones entre el PIC y el complejo elF4F ayudan a entender este proceso. El

complejo ellF3 se une directamente a la subunidad 40S (Hinnebusch, 2006; Kolupaeva et al,
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2005; Valasek et al, 2003). Su deplecion en levaduras reduce notablemente el reclutamiento
del mRNA, mientras que la deplecion de elF4G ejerce un efecto modesto sobre los niveles
de reclutamiento del PIC al mRNA (Mitchell et al, 2010). Por otra parte, se han descubierto
mutaciones en elFF3 que afectan a la unién del PIC y el mRNA 77 vivo (Chiu et al, 2010;
Marintchev et al, 2009; Mitchell et al, 2010).

Una vez el complejo 43S esta acoplado al mRNA, se produce el rastreo de la 5’NTR hasta
reconocer el AUG iniciador en un contexto adecuado (Kozak, 1989). La direccion de
rastreo es 5-3". En general, los elementos que gobiernan la eficiencia del reconocimiento
del AUG iniciador (AUGI) se encuentran en 5" respecto al codén de inicio, existiendo una
relacién inversa entre la longitud de la region 5'N'TR y el nivel de inicio de la traduccién en

extractos celulares (Martin-Marcos et al, 2011; Pisarev et al, 20006).

El rastreo consiste basicamente en dos procesos asociados, el desenrollamiento de la
estructura secundaria de la region 5'NTR y el movimiento del ribosoma a través de esta.
Existen varios modelos de cémo se produce el rastreo. En uno de ellos, eIF4B sirve como
freno uniéndose al RNA de cadena sencilla (RNAss) detras del complejo de rastreo del
mRNA (formado en su mayoria por proteinas que forman parte del PIC), previniendo que
retroceda (Spirin, 2009). En otro modelo, elFF4A y elF4B desenrollan el mRNA a medida
que el complejo de rastreo avanza, mientras que las estructuras se forman de nuevo una vez
ha pasado actuando como freno (Marintchev et al, 2009). Ambos modelos apoyan el hecho
de que los frenos imponen que el complejo rastree en la direcciéon 5~ 3’y previenen que

éste retroceda.

c) Reconocimiento del codén de inicio y unién de la subunidad 60S

Para asegurar la fidelidad del inicio de traduccién, los complejos que realizan el rastreo
utilizan un mecanismo para discriminar codones distintos de AUGs, o AUGs que no estan
en el contexto adecuado, promoviendo el reconocimiento del codén de inicio AUG.
Normalmente, éste es el primer AUG que se encuentra emplazado en un contexto que
incluye una purina en la posicién -3 y una G en la posicion +4 (relativos a la A del AUG,

que se designa como +1) (Kozak, 1987).

Estudios genéticos en levaduras desvelaron el papel critico que desempefia elFF1 durante

este proceso. La disociacion de elFF1 una vez se reconoce el AUGI produce una serie de
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cambios estructurales en el complejo de rastreo que provocan una conformacién cerrada
del complejo 48S (Algire et al, 2005; Maag et al, 2005). Estos cambios liberan Pi de eIF2 y
desplazan eIF1A emplazado cerca del sitio P del ribosoma, facilitando el acomodamiento

definitivo del tRNAi en el sitio P del ribosoma. Otro factor que juega un papel importante

es elF5. elF5 se une a la subunidad B de eIF2 e induce la actividad GTPasa de esta ultima.
La sobreexpresion de elF5 disminuye la fidelidad del reconocimiento del AUG iniciador,

un efecto que se contrarresta con la sobreexpresion de elF1 (Loughran et al, 2012).

Una vez el tRNAI esta acomodado en el sitio P del ribosoma y el complejo de rastreo esta
en la conformacién cerrada, los factores elF1A, elF2-GDP y elF5 deben disociarse del
complejo 48S antes de que la subunidad 60S pueda unirse. En este proceso interviene
elF5B. Primero se libera elF1A cuando eIF5B-GTP se une al complejo 48S en
conformacién cerrada; a continuacién se liberan los factores elF2-GDP y elF5. En el
momento que se hidroliza el GTP unido a elF5B se produce la liberacion de este factor,
dejando la subunidad 60S del ribosoma preparada para unirse a la subunidad 40S dando
lugar a la formacion del complejo 80S, competente para comenzar la fase de elongacion de
la traduccion (Acker et al, 2009; Marintchev et al, 2003; Shin et al, 2002). eIFF3 permanece
unido a la subunidad 408 y participa en los eventos de reciclaje del ribosoma (Poyry et al,

2007; Szamecz et al, 2008).

1.2 Inicio de la traduccién dependiente de IRES

El inicio de la traduccién puede ocurrir mediante un mecanismo alternativo, promovido
por los sitios de entrada interna del ribosoma (IRES). Este mecanismo fue descubierto
hace 27 afios en el genoma de los picornavirus (Jang et al, 1988; Pelletier & Sonenberg,
1988). Posteriormente se ha descrito en otros RNAs virales y en algunos mRNAs celulares.
Los elementos IRES son secuencias del RNA que actian en s, forman estructuras
secundarias y terciarias, y facilitan el reclutamiento de la maquinaria traduccional,
posicionandola directamente cerca del codén de inicio. Por ello, la iniciacién interna es
independiente del reconocimiento del cap. En el caso de mRNAs celulares este tipo de
iniciaciéon sucede cuando el inicio de traduccién dependiente de cap esta severamente
afectado, como en el caso de privaciéon de aminoacidos, estrés celular, choque térmico o
infecciones viricas (Spriggs et al, 2010; Walsh & Mohr, 2011). En el caso de algunos virus

RNA el inicio de la traduccion se lleva a cabo enteramente mediante este proceso.
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Los elementos IRES descritos hasta hoy no muestran conservacion de estructura primaria,
de estructura secundaria ni de requerimientos de los factores proteicos para su funcién. La
clasificacion de los diversos IRES descritos se realiza en funcién de su origen, estructura y
de los factores necesarios para su funciéon (Martinez-Salas et al, 2015). Pueden distinguirse
dos grupos principales, IRES celulares o IRES virales. El dltimo, a su vez, engloba cuatro
grupos. 1) IRES de picornavirus; 2) IRES de hepacivirus y pestivirus; 3) IRES de lentivirus
y 4) IRES de dicistrovirus. Los distintos tipos de IRES utilizan estrategias diferentes para el

inicio de la traduccién.

a) IRES de picornavirus

Los picornavirus poseen una regiéon 5'NTR larga y fuertemente estructurada que incluye
varios elementos implicados en la replicacion viral, entre los que se encuentra el IRES
(Fernandez-Miragall et al, 2009). Aunque menos del 50% de la secuencia primaria esta
conservada entre los IRES de picornavirus, la similitud de su estructura permite la
clasificacion en 4 tipos diferentes: Tipo I) Enterovirus (Poliovirus (PV), Rinovirus humano
(HRV); Tipo II) Virus de la encéfalomiocarditis (EMCV) y Virus de la fiebre aftosa
(FMDV); Tipo III) Virus de la hepatitis A (HAV); Tipo IV) Tesco virus porcino (PTV)

(Figura 2).

La iniciacién de la traduccion en el RNA de los picornavirus depende del elemento IRES
localizado en la regién 5'NTR de su genoma. La region IRES comprende alrededor de 450
nucleoétidos localizados por delante del triplete de inicio de la poliproteina. En el caso de
FMDV, el elemento IRES se estructura en 5 dominios, denominados 1-5 (Lozano &
Martinez-Salas, 2015). La actividad IRES depende tanto de la estructura como de las
interacciones RNA-proteina con factores celulares (Belsham et al, 2000; Martinez-Salas,
2008). El estudio de la covariacion en secuencias de aislados de campo y el analisis
mutacional del IRES han aportado pruebas de la importancia de la estructura del IRES para
su actividad (Fernandez-Miragall & Martinez-Salas, 2003; Fernandez-Miragall et al, 2000;
Fernandez et al, 2013; Fernandez et al, 2011).

La iniciacion interna de la traducciéon depende del reconocimiento del IRES por varias
proteinas celulares. Los componentes minimos necesarios para ensamblar el complejo 485
in vitro en ensayos de reconstituciéon para IRES de tipo I y II son la subunidad 40S, elF2-
GTP-Met, elF4G, elF4A, ellF3 y ATP (Figura 3) (Andreev et al, 2007; de Breyne et al,
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2009), siendo estimulada por la PTB (del inglés polypirimidine tract binding protein) y
Ebp1 (del inglés ExbB3 binding protein 1) en FMDV y EMCV (Andreev et al, 2007; Yu et
al, 2011), y PCBP2 (del inglés poly(C) binding protein 2) en enterovirus (Sweeney et al,
2014).
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PV HAV
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FMDV PTV
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Figura 2. Tipos de IRES del género picornavirus. (Adaptado de Niepmann, 2009). Los IRES
de tipo I incluyen al Poliovirus y al Rinovirus humano. Los IRES tipo II incluyen al virus de fiebre
aftosa y virus de la encefalomiocarditis. Los IRES de tipo I1I incluyen al virus de la hepatitis A y los

IRES de tipo 1V al tesco virus porcino.

En el caso del IRES de FMDYV, el dominio 4-5 presenta el sitio de unién para elF4G,
elF4B y elF3 (Lopez de Quinto et al, 2001; Lopez de Quinto & Martinez-Salas, 2000). Sin
embargo, la interaccién de estas proteinas no es suficiente para que la actividad IRES sea
eficiente, lo que pone en evidencia la importancia de los dominios 2 y 3 para que el IRES
funcione correctamente (Fernandez-Miragall et al, 2009). La reconstituciéon de complejos
48S en IRES de tipo IV incluyen la subunidad 40S, eIF2-GTP-Met, y elFF3 (Pisarev et al,
2004), recordando el modo que utiliza el IRES de HCV de iniciar la traduccion (Pestova et
al, 1998). La informacién disponible sobre el requerimiento de factores para los IRES de

tipo III es escasa todavia.

Los RNAs de picornavirus también difieren entre si en su funcionamiento en lisados de
reticulocitos de conejo (RRL) y en el tipo celular donde se expresen. De este modo, el

RNA de PV no se traduce en RRL hasta que no se suplementa el medio con extracto de
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células Hela (Dorner et al, 1984). La diferencia entre distintos IRES radica en el
requerimiento de proteinas ausentes en RRL, o bien, presentes en cantidades limitantes. Asi
fue como se descubrieron los factores auxiliares del IRES llamados ITAFs (Gebhard &
Ehrenfeld, 1992). La mayorfa de los ITAFs son RBPs con dominios de unién a RNA
organizados de manera modular. A menudo estas proteinas han sido identificadas como
factores implicados en la maquinaria de splicing, reguladores de la transcripcion,
reguladores del transporte de RNA etc, lo que demuestra que existe una compleja red de
interacciones que regula la expresion génica (Lukong et al, 2008; Lunde et al, 2007). Sin
embargo, el requerimiento de ITAFs es diferente dependiendo del IRES en cuestion y

algunas proteinas presentan unos requerimientos mas estrictos que otras (Francisco-Velilla

et al, 2015; Kim & Jang, 1999; Yu et al, 2011).

El primer ITAF identificado fue PTB (Jang & Wimmer, 1990; Luz & Beck, 1991). En la
célula se expresan diversas isoformas de PTB, todas ellas poseen 4 motivos de
reconocimiento de RNA (RRM) que interaccionan con secuencias ricas en U/C (Monie et
al, 2007). Los IRES de picornavirus presentan mas de un tramo de polipirimidinas
(Fernandez-Miragall et al, 2009). Diversos estudios han demostrado que PTB estabiliza la
estructura del RNA actuando como una chaperona. En EMCV, los RRM 3-4 de PTB se
unen al dominio 2 y a la regién 3 del IRES orientando su estructura en el espacio (Kafasla

et al, 2009).

Los ITAFs actdan en combinacién para ejercer el control de la actividad IRES. Como
hemos mencionado, PTB y Ebp1 estimulan la actividad del IRES de FMDV. Sin embargo,
la deplecion de Ebpl no causé ningun efecto en un IRES del mismo tipo como EMCV
(Monie et al, 2007). Los avances en riboproteémica han permitido conocer en mas detalle
ITAFs unidos a determinados IRES (Pacheco & Martinez-Salas, 2010). Algunas proteinas
identificadas mediante este método (Pacheco et al, 2008) se sabfa previamente que se unen
al IRES mediante otros abordajes (REMSA, UV-crosslink o RNA footprint), como es el
caso de elF4B, eIF3 o PTB (Lopez de Quinto et al, 2001; Luz & Beck, 1991).

b) IRES del virus de la hepatitis C
El virus de la hepatitis C (HCV) pertenece al género hepacivirus de la familia flaviviridae. El

inicio de la traduccién de su RNA genémico también se regula por un elemento IRES. El

elemento IRES de HCV consta de 340 nucleétidos, distribuidos en dominios denominados
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IL, IIT y IV (Berry et al, 2011b). Estudios mutacionales realizados en el IRES de HCV
demostraron que es necesaria la integridad estructural del RNA para la sintesis eficiente de
proteinas tanto 7z vivo como zn vitro (Rijnbrand et al, 2004). Estos elementos demuestran la

importancia de la estructura del IRES para llevar a cabo su funcion.
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Figura 3. Factores requeridos para el inicio de la traduccion dirigida por el IRES de
FMDV. Las proteinas representadas en la figura son los factores minimos necesarios para el inicio

de la traduccién del IRES de FMDV vy los ITAFs PTB y Ebpl estimulantes del inicio de la

traduccion.

Aunque la flexibilidad del RNA ha complicado la resolucién de su estructura mediante
abordajes cristalograficos, se ha podido obtener la estructura a resolucién atémica de
algunos subdominios (Kieft et al, 2002; Lukavsky et al, 2000) y mas recientemente, del
IRES completo en soluciéon (Perard et al, 2013). Estos estudios han revelado que los
dominios del IRES pueden plegarse de manera independiente. LLos subdominios III a,b,c
son necesarios para la unién de elF3 y la subunidad 40S. La interacciéon del elF3 con el
IRES de HCV se analiz6 mediante Cryo-EM (Siridechadilok et al, 2005), en condiciones de

inactivacién de elF2. En este caso, elF3 junto con elF5B puede formar un complejo de
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preiniciacién que recuerda al modo de iniciacion en bacterias (Berry et al, 2011a; Terenin et
al, 2008). Mas recientemente, se ha obtenido la estructura del IRES de HCV y otros HCV-
like acomplejados a subunidades 80S (Filbin et al, 2013; Hashem et al, 2013).

2. REGULACION DEL INICIO DE LA TRADUCCION EN
EUCARIOTAS

2.1 Regulaciéon de la traduccién por modificaciones de los factores de inicio de la

traduccion

Los factores elF2 y eIF4F juegan un papel clave en la regulacion de la sintesis de proteinas.
La formacién del complejo ternario esta regulada por elFF2. Este factor estd compuesto por
tres subunidades (o, B, y). La subunidad y es responsable de la unién a GTP y al Met-
tRNA, para formar el complejo ternario y posee actividad GTPasa intrinseca (Kapp &
Lotsch, 2004); eIF2f regula la unién al tRNAi; eIF2a regula su actividad por fosforilacién
del residuo Ser51. Si este residuo esta fosforilado, aumenta la afinidad por elFF2B, lo que
conduce al mantenimiento del complejo elF2a-GDP-elF2B, inhibiendo la iniciacion de la
traduccion (Hinnebusch, 2014). eIF2B es un factor escaso en el citoplasma. Por tanto, a

bajos niveles de fosforilacion de elF2a, elF2B se secuestra eficazmente.

En mamiferos la fosforilacion de elF2 depende de 4 quinasas especificas (Figura 1). La
protefina quinasa R (PKR) se activa por RNA de doble cadena generado durante la
replicacién de muchos virus, choque térmico e irradiacion con UV (Stivastava et al, 1998).
El inhibidor regulado por heminas (HRI) se activa por niveles bajos de hierro durante la
maduracién de eritrocitos (McEwen et al, 2005). La proteina quinasa regulada por estrés de
reticulo endoplasmatico (PERK) se estimula en presencia de proteinas mal plegadas
(Harding et al, 2000a; Harding et al, 2000b). La proteina GCNZ2 (del inglés, General control
nonderepressible) se activa en respuesta a niveles bajos de aminoacidos (Wek et al, 1995).
Todas ellas se caracterizan por tener un mismo dominio catalitico con distintos dominios

reguladores.
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Figura 4. Representacion esquematica de la regulacién de la traduccién por las proteasas
de picornavirus y la fosforilacion de 4E-BPs. La infeccion causada por picornavirus produce
una rapida hidrélisis del factor elF4G por accién de la proteasas 2A, Lb o 3C. El corte de elF4G
inhibe la traduccién cap-dependiente y favorece la traduccién de los IRES virales. Otros
picornavirus, como el virus de la encefalomiocarditis (EMCV) inhiben la traduccién cap-
dependiente induciendo la defosforilacién de las proteinas de unién a 4E (4E-BPs). Las 4E-BPs se
unen al factor elF4E desplazando al factor elF4G.

Otro punto importante en la regulacion de la traducciéon depende de elF4G. La
composicion del complejo elF4F es regulado por las proteinas 4E-BPs que compiten con
elF4G por su unién a elF4E (Dever, 2002). Estados hipofosforilados de 4E-BPs
interaccionan con elFF4E, afectado asf la unién de elF4G y la traduccién dependiente de
cap (Figura 4) (Marcotrigiano et al, 1999). La fosforilacién de 4E-BPs es controlada por la
quinasa PI3K (Gingras et al, 1996), entre otras.

El genoma de los picornavirus no codifica ningin componente de la maquinaria
traduccional. Para completar su replicacion hace uso de la maquinaria celular, en
detrimento de la sintesis de proteinas de la propia célula. Normalmente las infecciones
virales desencadenan una serie de respuestas en la célula, por las que la traduccion
dependiente de cap resulta afectada o inhibida. La protedlisis de eIlFF4G se produce por la
proteasa 2A de poliovirus, y por la proteasa Lb de FMDV (Figura 4), generando dos

fragmentos. El extremo N-terminal posee los sitios de union de elF4E y PABP (Imataka et
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al, 1998), mientras que el extremo C-terminal contiene los sitios de unién a elF4A, elF3, el
motivo de reconocimiento de RNA vy el sitio de interacciéon con la quinasa Mnk1 (Goyer et
al, 1993; Imataka & Sonenberg, 1997; Lamphear et al, 1995). La separacion de estos dos
extremos tiene como consecuencia la inhibicion de la traduccion dependiente de cap, ya
que el reconocimiento del mRNA por parte del extremo C-terminal es insuficiente en
ausencia de elFF4E unido al cap (Kahvejian et al, 2005). Sin embargo, el fragmento C-
terminal promueve la actividad IRES de diversos picornavirus (Kolupaeva et al, 1998;
Lopez de Quinto & Martinez-Salas, 2000; Ohlmann et al, 1996; Pilipenko et al, 2000;
Pilipenko et al, 2001).

PABP también es un factor sujeto a protedlisis en células infectadas por PV, por las
proteasas 2A y 3C (Joachims et al, 1999) y por L en células infectadas por FMDV
(Rodriguez-Pulido et al, 2007). Como consecuencia, PABP deja de interaccionar con

elF4G, afectando la traduccién dependiente de cap (Joachims et al, 1999).

2.2 Regulacioén de la traduccion por estrés celular

La regulacién post-transcripcional de la expresion génica es crucial para el desarrollo, la
diferenciacion celular, la plasticidad neuronal o durante la respuesta a diversas situaciones
de estrés celular como el choque térmico, el estrés oxidativo, infecciones viricas o isquemia
(Moore, 2005). El estrés desencadena una serie de respuestas en la célula que induce la
parada del proceso de traducciéon. Como consecuencia, muchas proteinas de unién a RNA
(RBPs) participan en un proceso por el que el mRNA localizado en polisomas
desensamblados es transportado a estructuras citoplasmicas transitorias formadas por
complejos ribonucleoproteicos (mRNPs), denominados granulos de estrés (SGs), cuerpos
de procesamiento (PBs) o cuerpos que contienen GW182 (GW bodies) (Anderson &
Kedersha, 2006). Una red compleja de interacciones entre RNA y RBPs determina si los
transcritos se almacenan transitoriamente, se degradan o se reinicia su traduccion. SGs y
PBs se unen durante breves periodos de tiempo, permitiendo el intercambio de
determinados mRNPs. Sin embargo, estos granulos difieren entre si. Sélo los PBs se

observan en células en crecimiento no sometidas a estrés.

El ensamblaje de SGs (pero no el de PBs) requiere en la mayoria de los casos la

fosforilacion de elF2a (Kedersha et al, 2005). Los componentes de los SGs provienen de
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complejos 48S (elF3, elF4G, PABP, 40S) mientras que en PBs se encuentran componentes
de la maquinaria de descomposicion del RNA, como decapping protein 1a o 2 (DCPla,
DCP2). Finalmente, los SGs estan relativamente fijos en el citoplasma aunque cambian de
forma constantemente, mientras que los PBs se mueven rapidamente por el citoplasma, sin

cambio en su tamafio o forma.

a) Granulos de estrés

Los SGs son complejos de mRNP citoplasmicos que se inducen por estrés celular
(Kedersha et al, 1999), por drogas que inhiben la traduccién (Dang et al, 2006; Mazroui et
al, 2000), por ausencia de elFs, o por la sobreexpresion de proteinas que afectan

negativamente a la traduccion (Gilks et al, 2004; Kedersha et al, 2005; Mazroui et al, 2002).

Los SGs son estructuras dinamicas debido al flujo de mRNPs con polisomas
desensamblados. La formacion de SGs coincide con mRNAs acompafados de factores del
complejo 48S (Anderson & Kedersha, 2006; Kimball et al, 2003; Mazroui et al, 2006). Otro
grupo de componentes incluye diversas RBPs relacionadas con el metabolismo de RNA
como el antigeno intracelular de linfocitos T (TTIA-1), G3BP1 (del inglés Ras GTPase SH3
domain binding protein 1), la proteina asociada al sindrome X fragil (FRMP) o proteinas
del complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC). La sobreexpresion de proteinas
como G3BP1, TIA-1 y FMRP, que estan asociadas a SGs, inducen su ensamblaje. Cuando
se sobreexpresan estas proteinas en fibroblastos mio-embrionarios (MEFs) con el mutante
negativo de fosforilacién de elF2a S51A no inducen la formacion de SGs, pero la
cotransfeccion de PKR activa revierte esta situacion (Kedersha & Anderson, 2007).
Muchos factores que ayudan a la agregacién de SGs se unen directamente al RNA y poseen

dominios de auto-agregacién, como es el caso de G3BP1.

El tipo de mRNAs que se localizan en SGs es variable. Se encuentran mRNAs que se
ocupan del funcionamiento general de la célula, mientras que no se localizan transcritos que
ayudan a la adaptacion de la célula al estrés. Aunque no se sabe como estos transcritos se
excluyen selectivamente de los SGs, comparten caracteristicas como la ausencia de intrones
y la presencia de una 5’- NTR larga y estructurada (Baguet et al, 2007; Rubtsova et al,

2003). Otra caracteristica de algunos mRNAs celulares y RNAs virales que eluden los SGs a
pesar de la fosforilacion de eIlF2a es la presencia de IRES (Yamasaki & Anderson, 2008).
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El ensamblaje de SGs ocurre en varias etapas. En primer lugar se produce la inhibicion del
inicio de la traduccion debido a las causas mencionadas anteriormente. En la segunda etapa
se produce la primera agregacion de los complejos 48S, componentes esenciales de los SGs.
En este paso participan proteinas como G3BP, TIA-1, FMRP y algunos componentes del
complejo de supervivencia de la neurona motora (SMN) (Kedersha et al, 2000; Mazroui et
al, 2006; McEwen et al, 2005). En la tercera etapa ocurre una agregacion secundaria, en la
que cada mRNA interacciona con multiples proteinas. A su vez, las proteinas interaccionan
entre si creando una red de interacciones que permite la visualizacién microscopica de los
SGs. La cuarta etapa corresponde a la integracion y sefalizacion, en la que proteinas como
el factor 2 asociado al receptor TNF (TRAF2) interaccionan con las proteinas de los SGs
(Yang et al, 2006; Yu et al, 2007). En la quinta etapa algunos mRNAs se desplazan a PBs
para su degradacion debido a interacciones con proteinas que los transportan a estos
ultimos; otros se exportan de nuevo al citoplasma o bien se almacenan en SGs mediante
interacciones con el antigeno humano R (HuR), entre otras proteinas. Una vez que el estrés
celular ha pasado, el desensamblaje de SGs ocurre rapidamente (Kedersha et al, 2000;

Kedersha et al, 2005).

b) Granulos de estrés en infecciones virales

El papel que juegan los SGs en el silenciamiento de la expresion del RNA y su
almacenamiento, sugiere que este proceso podtia afectar a la replicacion viral. De hecho el
ciclo infeccioso de numerosos virus se adapta a la respuesta de los SGs (Reineke & Lloyd,
2013). PV induce la formacién de SGs en células infectadas de manera independiente de la
fosforilacién de elF2a. La formacién de SGs, que contienen G3BP1 y elF4GI, es maxima
a las 2 o 3 horas después de la infecciéon pero disminuye segun va transcurriendo la
infeccién. La inhibicién de la formacién de SGs esta mediada por la proteasa 3C™, que
reconoce a G3BP1. La expresion de un mutante de G3BP1 resistente al corte por esta
proteasa conduce a una reduccién de 7 veces de la replicacion viral, sugiriendo un papel

antiviral de los SGs (White et al, 2007; White & Lloyd, 2011).

HCV induce la formacién de SGs en células infectadas (Garaigorta et al, 2012). A
diferencia de otros virus, HCV recluta componentes especificos de los SGs a las factorias
de replicacion viral, mediante la interacciéon de G3BP1 y otros componentes de SGs con la

proteina viral NS5B y con el extremo 5° de la cadena (-) del RNA durante la infeccion.
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Componentes de SGs, como G3BP1 y ataxina 2, se reclutan en estructuras semejantes a

anillos que rodean balsas lipidicas (Ariumi et al, 2011; Yi et al, 2011).

Por el contrario, la infecciéon por rotavirus (RV) activa la fosforilacion de elF2a pero no
induce la formacién de SGs en respuesta a estrés oxidativo (Montero et al, 2008). El virus
West Nile (WNV) y el virus dengue (DV) inhiben la formacién de SGs, debido a que
secuestran TTA-1 y TIAR al extremo 3" de la cadena negativa de su RNA, una interaccion
que es indispensable para la replicacion viral. Las regiones 3° y 5° NTR del DV
interaccionan con proteinas de SGs, como G3BP1, caprina 1 y USP10 (del inglés Ubiquitin
specific protease 10) y con proteinas de PBs como DDX6 (Bidet et al, 2014; Li et al, 2002;
White & Lloyd, 2011).

Estos datos indican que los SGs pueden tener una funcién antiviral, ya que los
componentes criticos que los forman incluyen proteinas fundamentales para la replicacién
viral. Proteinas como G3BP1 y TIA-1 son necesarias para la replicaciéon de HCV y DV,
respectivamente. Otros componentes esenciales, como la subunidad 40S y elFs, PTB,
PCBP2 y UNR (del inglés upstream of N-Ras) también se encuentran en SGs y son
componentes esenciales para la traduccion dependiente de IRES (Ariumi et al, 2011; White

& Lloyd, 2011).

3. LA PROTEINA G3BP1

Existen tres isoformas de G3BP (G3BP1 y G3BP2a,2b) codificadas por distintos genes.
G3BP1 se identificé en una co-inmunoprecipitacion (Co-IP) de proteinas unidas al
dominio SH3 de RasGAP de fibroblastos que sobre-expresaban el factor de crecimiento
epitelial (EGF) (Patker et al, 1996). Ras es una proteina pequefia de la familia de las
GTPasas responsable de la transducciéon de sefiales de receptores acoplados a tirosin
quinasas. Como todos los miembros de Ras, esta proteina tiene un estado inactivo
(RasGDP) y un estado activo (RasGTP), estimulado por factores GEFs (del inglés
Guanosine nucleotide exchange factors). Para pasar de la forma activa a la inactiva es
fundamental la accién de las GTPasas de Ras (RasGAPs, genéricamente denominados
GAPs) (Figura 5). El dominio SH3 de RasGAP es imprescindible para transducir ciertas
seflales de Ras de manera independiente a la via de MAPK (del inglés mitogen activated

protein kinase) (Tocque et al, 1997). Este dominio es importante en las rutas de
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sefializaciéon por Ras que conducen a procesos oncogénicos (Duchesne et al, 1993; Leblanc

et al, 1999) o la reorganizacion del citoesqueleto (Leblanc et al, 1998).

La presencia o ausencia de la proteina RasGAP no afecta a la expresion de G3BP1
(Tourriere et al, 2001). Sin embargo, RasGAP y G3BP1 solo co-inmunoprecipitan en
células en crecimiento y depende de la activacion de Ras. G3BP1 posee 3 serinas
fosforiladas en células quiescentes (Serl49, Ser232 y Ser373), aunque solamente 2 se
encuentran en células en crecimiento (Ser149, Ser232). El estado de fosforilacion de la
Ser149 depende de la presencia de RasGAP; en células quiescentes RasGAP (+/-) G3BP1
contenfa las 3 fosfoserinas. En células RasGAP (-/-) no se detecté la Ser149 fosforilada
(Tourriere et al, 2001). El estado de fosforilaciéon de la Serl49 afecta alguna de sus
funciones, por ejemplo la actividad RNasa (Tourriere et al, 2001) o el ensamblaje y
reclutamiento de SGs (Tourriere et al, 2003). De hecho, para el ensamblaje de SGs es
necesario que la Ser149 esté defosforilada. La Ser149 se localiza en una secuencia consenso
de fosforilacion de la quinasa Casein Kinasa II (CKII) segin la fosfobase (http://ebi.ac.uk)
(Irvine et al, 2004; Tourriere et al, 2001).

Factorescle
crecimiento

\/

GOP GTP GDP
- ‘ —

GEFS  Activo Inactivo
RasGAPs

Activaciaon de GEFs "
Receptor asociado /
a Tirosin quinasas
Ruta MAPK / \

Regulacionde la Remodelacion del
division celular citoesqueleto

Inactivo

Figura 5. Esquema de la accién de RasGAP. El mecanismo de accion de RasGAP y la
transduccion de sefiales de proteinas unidas al dominio SH3 de RasGAPs se discute en el texto.

La estructura primaria de G3BP1 consta de varios dominios (Figura 6). El dominio tipo

Nuclear transport factor (NTEF2) es el mas conservado en las G3BPs de mamiferos. NTF2
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es una proteina implicada en la importaciéon al nicleo de Ran-GTP a través del poro
nuclear (Ribbeck et al, 1998). Es posible que este dominio de la proteina implique a G3BP1
en el transporte nuclear. El dominio acidico posee la Serl49, cuya fosforilacion es
importante para la localizacién y funcién de la proteina (Tourriere et al, 2003; Tourricre et
al, 2001). El dominio PxxP contiene la secuencia consenso minima para que las proteinas
se unan al dominio SH3 de RasGAP (Booker et al, 1993). Sin embargo, ensayos de unién a
RasGAP i vitro han demostrado que en G3BP1 el dominio tipo NTF2 es el responsable de
la unién a RasGAP (Kennedy et al, 2001). En el dominio PxxP se encuentra otra de las

serinas fosforiladas, Ser 232.

G3BP1 posee dos motivos de unién a RNA en su extremo C-terminal. El primero es un
dominio de reconocimiento de RNA (RRM) que consta de dos pequefas estructuras,
RNP1 y RNP2, separadas por una secuencia de aminoacidos variable en secuencia y
longitud, segin la especie (Kennedy et al, 2001). El segundo es un dominio rico en
argininas y glicinas; a menudo se encuentra en proteinas que poseen un motivo RRM y
suele conferir una unién cooperativa a estos ultimos (Burd & Dreyfuss, 1994). Los

dominios RGG también pueden influenciar la translocacién al nucleo (Nichols et al, 2000).

Proteasa 3C

11 NTF2 133 Acidic 220 Proline lm 415
1 like 1 Domaint richbox Y 1 RRM 1RGG

63PN HI I ¢

Figura 6. Estructura primaria de G3BP1. Punto de corte de la proteasa 3C de PV. En este
esquema se representan los distintos dominios de la proteina G3BP1. A continuacién del punto de
corte de la proteasa 3C de PV se encuentran los dominios de unién a RNA. RRM y RGG.

3.1 Localizacion subcelular de G3BP1

G3BP1 y G3BP2a se localizan principalmente en el citoplasma (Parker et al, 1996; Prigent
et al, 2000) aunque ambas proteinas tienen capacidad de entrar en el nucleo (French et al,
2002; Tourriere et al, 2001). Otras localizaciones de G3BP1 corresponden a SGs (Tourriere
et al, 2003), la fraccién insoluble del citoplasma de células en proliferacion (Gallouzi et al,

1998) y el reticulo endoplasmatico de Saccharomyces cerevisiae (Cohen et al, 2003b).
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El estado de fosforilaciéon de la Serl49 afecta a la localizaciéon subcelular de G3BP1
(Gallouzi et al, 1998). La mutaciéon S149A, que destruye el sitio de fosforilacion, provoca
localizacion exclusivamente citoplasmatica. Por el contrario, la mutaciéon S149E mimetiza
una proteina permanentemente fosforilada (Tourricre et al, 2001); tanto en células RasGAP
(+/-) como RasGAP (-/-) una fraccion de G3BP1 se localizé en el nicleo. Por tanto,
cuando la Ser 149 esta fosforilada la proteina G3BP1 puede translocarse al nucleo. Al
contrario que G3BP1, G3BP2 es exclusivamente citoplasmica en fibroblastos quiescentes,

pero entra rapidamente en el nucleo después de estimularlas con suero (French et al, 2002).

3.2 G3BP1 es un componente de varios mRNPs

Como hemos explicado anteriormente, G3BP1 se localiza en SGs en células que han sido
expuestas a estrés oxidativo. El reclutamiento de G3BP1 a SGs esta influenciado por Ras.
Células CCL39 que sobre-expresan Ras reclutan el 100% de G3BP1 a SGs en 20 minutos,
mientras que las que no sobre-expresan Ras, necesitan 1 hora. La sobreexpresiéon de
G3BP1 es suficiente para inducir la formaciéon de SGs (Tourriere et al, 2003). Los dominios
de G3BP1 muestran un comportamiento diferente en relacién a su reclutamiento a SGs. El
dominio de unién a RNA (RRM) asi como el dominio NTF2-like fueron reclutados por si
mismos a SGs, aunque este ultimo de manera menos efectiva. Este hecho se explica para el
caso del RRM porque los SGs son agregados muy ricos en RNA polyA+ y para el caso del
NTF2-like, por su capacidad de interaccionar con la G3BP1 enddgena (Tourriere et al,
2003). Por el contrario, construcciones de G3BP1 con el dominio acidico y el dominio

PxxP no se reclutan a SGs, y bloquean el ensamblaje de estos.

Existe una relacion directa entre la fosforilacion de la Ser149 y los SGs inducidos por estrés
oxidativo, ya que después del tratamiento con arsenito, la fosforilacion de la Ser149 se
reduce cerca del 50%. Este residuo también es critico para la oligomerizacion y el
reclutamiento de G3BP a SGs. El mutante S149E no oligomeriza, mientras que si lo hace
el mutante S149A. Ademas, la sobreexpresion del mutante S149E no induce la formacion
de SGs, al contrario de G3BP1 completa, y de los mutantes S149A y S232E (Tourriere et
al, 2003).

A dia de hoy, la informacién disponible acerca de las secuencias reconocidas por G3BP1
procede de experimentos de SELEX (Tourriere et al, 2001) y de inmunoprecipitaciones de

RNA asociado a proteinas por entrecruzamiento con luz UV (CLIP) (Ray et al, 2013). En
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el experimento de SELEX se mostré que tras cinco ciclos, se obtuvieron 100 secuencias
reconocidas por G3BP1 (Tourriere et al, 2001). La secuencia de 10 nt que con mas alta
probabilidad reconoce G3BP1 se muestra en la Figura 7A, en la que predominan adeninas
y sobre todo las pirimidinas. Una lista de mRNA celulares que contienen secuencias

semejantes se muestran en la Figura 7B.

El ensayo de CLIP fue realizado con G3BP2 (Ray et al, 2013). En proteinas que comparten
mas de un 70% de similitud en la secuencia de aminoacidos de los motivos RRM, existe
una alta probabilidad de que la secuencia de reconocimiento sea casi idéntica. En este caso,

la secuencia reconocida con alta probabilidad por G3BP2 fue AGGAUGA.

A
ACCCAI/CUCAICCIGGCCIAGIC
55 56 50 53 37/31 36/34 42/30 37/31 39 46 37/31 38127 %
B i . iy
cDNAs que contienen la secuencia consenso de uniéna G3BP1
Especie Proteina Posicion enel
mRNA
Homo sapiens KIAADT11 JUTR
Homo sapiens Ciclina dependiente de Secuencia codificante
quinasa 9
Homo sapiens Carboxipeptidasa M 5°UTR
Homo sapiens Tirosin quinasa Lyn 5°UTR
Homo sapiens Lanosterol sintasa 3'UTR
Homo sapiens 2 3-oxidosqualeno- JUTR
lanosterol ciclasa

Figura 7. A) Secuencia consenso de ligandos de alta afinidad a G3BP1 obtenidos mediante
SELEX. B) RNAs que contienen la secuencia consenso de G3BP1. Tomado de Tourriere et al
2001.
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Los objetivos propuestos en esta Tesis Doctoral han sido:
1) Determinacién de los sitios de unién de la proteina G3BP1 en el IRES de FMDV

2) Determinacion del efecto de la proteina G3BP1 sobre la traduccion dependiente de

IRES y cap #n vivo e in vitro

3) Analisis de la capacidad de G3BP1 de interaccionar con otras proteinas implicadas en el

inicio de la traduccién
4) Analisis del estado de G3BP1 durante la infeccién por picornavirus

5) Analisis de las propiedades de los fragmentos amino y carboxilo terminal en la

regulacion del inicio de la traduccion y en la interaccion con otras proteinas
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MATERIALES Y METODOS
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1. PLASMIDOS

1.1 Vectores de expresion de los dominios del IRES

Los plasmidos a partir de los cuales se transcribieron los RNAs correspondientes a los
dominios d1-2, d3HH, d5, d5ss y d5H del IRES de FMDV (Figura 8), se describieron en
(Lopez de Quinto et al, 2001; Ramos & Martinez-Salas, 1999).

El plismido que expresé el RNA d5I1 y los mutantes d5ITbase, d5IIstem y d5U/A se
describieron en Pifieiro et al (2013). El mutante dSIICCUU/GAAG se obtuvo mediante
PCR con los oligonucleétidos Pyr/Pur y Gem3as (Tabla 1)

El plasmido que expresa el RNA dIII del IRES de HCV se describe en Lafuente et al
(2002).

85 300 418
d1-2 | d3 | d4 d5ll
1 i | I 462 (nt)
152 =———— 225 422 —— 462
d3HH d5

d5H dbss
(422-440) (437-462)

Figura 8. Esquema del IRES de FMDYV, distribuido en dominios y subdominios

1.2 Plasmidos de expresion de proteinas

pBIC: Contiene el elemento IRES de FMDYV localizado entre los genes de la
cloranfenicol acetil transferasa (CAT) y luciferasa (Luc) (Martinez-Salas et al, 1993). De
manera similar, el plasmido 156.1 contiene el IRES de HCV entre CAT y Luc (Lafuente et
al, 2002). E1 RNA monocistrénico CAT Scal, se obtuvo digiriendo el plasmido pBIC con

el enzima Scal, seguido de una transcripcion 7z vitro con 'T7 RNA polimerasa.
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pCMV-pBIC: Este plasmido se generé subclonando en pCDNA3 (Nhel-
romo/Notl) el fragmento (Mlul-romo/Notl) del vector bicistrénico pBICAvrII-Not
(Lopez de Quinto et al, 2002) que contiene la unidad bicistronica CAT-FMDV IRES-Luc.

pCMV-p156.1: Se obtuvo subclonando en pcDNA3 (Nhel-romo/Notl) el
fragmento (Mlul-romo/Notl) del vector bicistrénico p156.1, de forma semejante a pCMV -
pBIC (Pacheco et al, 2009).

pCMV6-G3BP: Este plasmido posee el promotor de citomegalovirus (CMV)
seguido de la secuencia no traducida 5° de la variante transcripcional 1 de la proteina
G3BP1 humana y la regiéon codificante de la misma (NM_005754.2). Este plasmido fue
cedido por el Dr. JM Cuezva (CBMSO).

pPRSETA-G3BP: Este plasmido se utiliz6 para la expresion en bacterias de G3BP1
y su posterior putificacién. Se obtuvo mediante digestion Sacl/Pvull del plasmido pQE-

G3BP. El producto de la digestion fue ligado al plasmido pRSETA.

pGEXK-G3BP: Este plasmido se utiliz6 para la expresion en bacterias y
purificacién de la proteina de fusion GST-G3BP1. En primer lugar, se realizé una PCR con
los oligonucleétidos G3BP3 y G3BP2 (Tabla 1). El producto de la PCR fue ligado al
plasmido pGEMT, obteniéndose el plasmido pGEMT-G3BP. Este plasmido fue digerido
con las enzimas HindIII/Smal y el producto de la digestion se transfirié al vector pGEX-

KG.

pPGEXKG-NG3BP: Este plasmido se utiliz6 para la expresion del fragmento
amino-terminal de G3BP1 fusionado a la proteina GST. Se realiz6 una PCR con los
oligonucleétidos G3BP12 y G3BP13 (Tabla 1). El producto de la PCR fue digerido con las
enzimas HindIII/Smal y ligado al plasmido pGEXKG.

pPGEXKG-CG3BP: Este plasmido se utiliz6 para la expresion del fragmento
carboxilo-terminal de G3BP1 fusionado a la proteina GST. Se realizé una PCR con los
oligonucleétidos G3BP14 y G3BP15 (Tabla 1). El producto de esta PCR fue digerido con
las enzimas HindIII/Smal y ligado al plasmido pGEXKG.
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pGEXKG-4B: El plasmido se us6 para la expresion en bacterias y purificacion de
la proteina de fusion GST-elF4B. Se realizé una PCR con los oligonucleétidos GST-4B1 y
GST-4B2 (Tabla 1). El producto de la PCR fue digerido con las enzimas HindIIT/BamHI y
transferido al plasmido pGEXKG.

pcDNA-Xpress-G3BP: Plasmido de expresion en células eucariotas de G3BP1
fusionado al epitopo Xpress en el extremo amino terminal. Se realizé6 una PCR con los
oligos G3BP21 y G3BP25. El producto de la PCR fue digerido con las enzimas
BamHI/Notl y ligado al plismido pcDNA3-Xpress.

pcDNA-Xpress-NG3BP: Plasmido de expresion en células eucariotas del extremo
amino terminal de G3BP1 fusionado al epitopo Xpress en el extremo amino terminal. Se
obtuvo por PCR con los oligos G3BP21 y G3BP24. Se realiz6 una ligacién del producto de
la PCR con el vector pGEMT-easy. El plasmido resultante fue digerido con las enzimas

BamHI/Notl y transferido al plasmido pCDNA3-Xpress.

pcDNA-Xpress-CG3BP: Plasmido de expresion en células eucariotas del extremo
carboxilo terminal de G3BP1 fusionado al epitopo Xpress en el extremo amino terminal.
Se realiz6 una PCR con los oligos G3BP23 y G3BP25. Posteriormente se realizé una
ligacién del producto de la PCR con el vector pGEMT-easy. El plasmido resultante fue
digerido con las enzimas BamHI/Notl y transferido al plasmido pCDNA3-Xpress.
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Tabla 1. Oligonucleotidos utilizados para la generacion de plasmidos

NOMBRE DEL SECUENCIA 5°- 3

OLIGONUCLEOTIDO

G3BP2 GGGAAGCTTTCACTGCCGTGG

G3BP3 GGGCCCGGGTATGGTGATGGAG

G3BP12 CGGCCCGGGTATGGTGATGGAG

G3BP13 GCCAAGCTTTCATTGCTCACCAGCCTC
G3BP14 GGGCCCGGGTATGGGTGACATTGAACC
G3BP15 GGCAAGCTTTCACTGCCGTGGCGC
GST-4B1 GCTTGGATCCATGGCGGCCTCAG

GST-4B2 CGGCAAGCTTCTATTCGGCATAATCTTCTC
G3BP21 TCATTGCTCACCAGCCTC

G3BP23 TCACTGCCGTGGCGC

G3BP24 GGATCCTATGGTGATGGAGAAG

G3BP25 GGATCCTGGTGACATTGAAC

Pyr/Pur GGCCTCGAGCTCAGGGTCATTAATTGTACTTCAAAGGTGC
Gem?3 TCTGTGGATAACCGTATTACCGCC

Gem3 as GGCGGTAATACGGTTATCCACAGA

2. BACTERIAS

E. coli DH5a (F-, recAl, hsdR17, K-, mK-, lacZY, argF, U169, supE44, thil,
gyrA96,relAl) (Hanahan, 1983).

E. coli BL21 (DE3): Estas bacterias contienen insertado el gen de la RNA polimerasa del
fago T7 bajo el control del promotor /ac Ul'5 (F-,ompT-, tB-, mB-, recA+, lon-, dcm-)
(Studier & Moffatt, 1980).

E. coli ROSSETTA GAMI (DE3): Esta cepa posee la propiedad de estimular la formacion
de puentes disulfuro ademas de producir tRNAs AGG, AGA, AUA, CUA, CCC y GGA

para la produccién de proteinas recombinantes de dificil obtenciéon en otras cepas. A(ara-

lew)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE galK rpsl. (DE3) F'[lac’ lacI®
pro] gor522::Tn10 trxB pLysSRARE (Cam®, Str", Tet").
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3. TRANSCRIPCION IN VITRO Y PREPARACION DE SONDAS
RNA

Como primer paso para sintetizar el RNA, los plasmidos se linearizaron con la enzima
correspondiente (Tabla 2). E1 DNA linearizado se fenolizé y se precipité en presencia de
0,1 volimenes de acetato sédico 3 M, 2 pg de glucdégeno y 2,5 volumenes de etanol
absoluto. La transcripcion 7z vitro se realizé durante 1 h a 37°C, usando T7 RNA polimerasa
en la solucién de transcripcion (100 mM Tris-HCI pH 7,9, 100 mM MgCl,, 0.5 mM rNTPs,
50 mM ditiotreitol (DTT), 10 U RNase out (Invitrogen)). Transcurrida 1 h, se digirié el

molde con 1 U de DNasa (Invitrogen) incubandose 20 min a 37°C.

El RNA sintetizado fue fenolizado y precipitado en presencia de 0,1 volimenes de acetato
soédico 3 M, 2 ug de glucégeno y 2,5 volumenes de etanol absoluto. Para comprobar la
integridad y concentracion del RNA transcrito, se analizé6 en geles de agarosa al 1%
cargando diluciones 1/5 y 1/10 del producto de transcripcién, visualizados mediante
tincién con BrEth. Para la sintesis de RNA marcado uniformemente, la reaccion de
transcripciéon se realiz6 en presencia de P*-CTP (400 Ci/mmol). El isétopo no
incorporado se eliminé mediante exclusion cromatografica (Fernandez-Miragall &
Martinez-Salas, 2003). A continuaciéon el RNA se fenoliz6 y precipité con 5 volimenes de
acetato amoénico 5 M, 2 ug de glucdégeno y 2,5 volimenes de etanol absoluto y se
resuspendié en TE a una concentracién final de 0.04 pmol/ml (~ 2 x 10° cpm/ml). La
integridad de los RNAs fue examinada en un gel desnaturalizante (6% acrilamida, 7 M

Urea).

4. TRADUCCION IN VITRO

Los RNAs bicistronicos CAT-IRES-LUC obtenidos a partir de los plasmidos CMV-pBIC y
CMV-pBIC 156.1 y monocistronicos CAT(Scal) obtenido a partir del plasmido CMV-
pBIC, g5.3 (Pifieiro et al, 2013) y G3BP1 a partir del plasmido pCMV6-G3BP, se utilizaron
para realizar ensayos de traduccién iz vitro. La traduccion i vitro se realiz6 como se

describe en (Lopez de Quinto & Martinez-Salas, 1999).

Para ver el efecto de G3BP1 sobre la traduccion iz vitro de los RNAs bicistrénicos y

monocistronicos CAT y G5.3, se traduce primero RNA de la proteina G3BP1.
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Transcurridos 15 min, se afladen los RNAs bicistrénicos o monocistronicos hasta
completar 1 h de tiempo final. En el caso de anadir proteinas purificadas a la mezcla de
traducciodn, la mezcla de traduccion contiene 50% de lisado de RRL en un volumen final de

15 pl.

Tabla 2. Enzimas usadas para linearizar los plasmidos usados para transcribir in vitro.

PLASMIDO ENZIMA RNA

pGEM- IRES Xhol IRES

pGEM- d5 Xhol d5

pGEM- d5 ss Xhol d5ss

pGEM-d5 H BamHI d5H

pGEM- d1-2 HindIII d1-2

pGEM- d3HH BamHI d3HH

pGEM- d5 U/A BamHI d5I1 U/A

pGEM- d5 CCUU/GAAG Xhol d511 CCUU/GAAG
pCMV6- G3BP Smal G3BP1

pBIC Scal CAT

pBIC Notl CAT-IRES FMDV-Luc
pBIC_156.1 Notl CAT-IRES HCV-Luc
pGEMI- g5.3 Nhel G5.3

pET28a-PTB Xhol PTB

pET736-4B HindIII cIF4B

5. LINEAS CELULARES Y MEDIOS DE CULTIVO

Las lineas celulares IBRS2, BHK-21, HEK 293, HEK 293T se cultivaron en medio de
Dulbeco modificado por Eagle (DMEM) suplementado con suero fetal bovino al 5%.

6. PREPARACION DE EXTRACTOS CITOPLASMICOS S10

Se cultivaron células HEK293 y BHK-21 en DMEM suplementado con suero fetal bovino
al 5%. Cuando la monocapa llegd a confluencia, se lavaron 2 veces con solucién salina

fosfatada (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,) (PBS) frio y se
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recogieron en 5 ml del mismo tampdn con un barredor estéril. Se centrifugaron a 3000 rpm
durante 5 min a 4°C y el sedimento resultante se resuspendié en 1 volumen de tampodn
hipoténico (10 mM HEPES pH 7,4, 10 mM KAc, 1,5 mM MgAc,, 2,5 mM DTT) a 4°C. A
continuacion, se aplicaron 30 golpes en un homogenizador de vidrio (1 ml, Kontes) con la
misma cadencia, en hielo. El lisado final se centrifugd 5 min a 5000 rpm a 4°C para eliminar
restos celulares. El sobrenadante del paso anterior se centrifugé a 10000 rpm durante 5
min, desechando el sedimento. Finalmente, se determiné la concentracién total de
proteinas en el sobrenadante por el método de Bradford (Biorad). El extracto S10 se ajustd

a 3% de glicerol y se almacené a -70°C.

7. OBTENCION DE PROTEINAS PURIFICADAS

7.1 Expresion y purificacion de G3BP1

Se transformé E.co/i BL21 con el vector pRSETA-G3BP y se cultivé a 37°C hasta alcanzar
una densidad optica (Ay,) de 0,5. La expresion de la proteina recombinante fue inducida
con isopropyl 1-tio-D-galactopiranésido IPTG) (0,5 mM) durante 1 h a 30°C. Las células
se recogieron mediante centrifugacion a 6000 rpm durante 10 min a 4°C y se
resuspendieron en 8 ml de soluciéon de unién 20 mM NaH,PO,, 500 mM NaCl, 20 mM
Imidazol y 0,5 mM ditiotreitol (DTT). Las muestras se sonicaron 3 veces durante 20
segundos en hielo, dejando entre pulso y pulso un descanso de 10 segundos. Después de

una centrifugaciéon a 14000 rpm durante 15 min a 4°C se recogi6 el sobrenadante.

Para la purificaciéon por cromatografia de afinidad, el sobrenadante del paso anterior se
pasé a través de una columna de Ni-Sefarosa 6 (GE Healthcare). La purificacion consiste
en 3 pasos. Primero, la columna se lava 3 veces con 10 ml de solucién de unién para
eliminar las proteinas que no se hayan unido; segundo, se realiza un lavado adicional con
una solucién de unién que contiene 50 mM imidazol; tercero, la proteina recombinante se
eluy6 con solucion de elucion 20 mM NaH,PO,, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol. Se
recogen 5 fracciones de 1 mL cada una, separando alicuotas de 5 pl para analizarlas
mediante SDS-PAGE. Las fracciones con mayor pureza de G3BP1 fueron dializadas en
una soluciéon 20 mM NaH,PO,, 100 mM NaCl, 1 mM de acido etilen diamino tetraacético
(EDTA) y 0,01 mM DTT durante 2 h a 4°C, seguido de una solucién 20 mM NaH,PO,,
100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,01 mM DTT y 50% glicerol toda la noche a 4°C.
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7.2 Expresion y purificacion de GST-G3BP1

Bacterias E.coli BL21 transformadas con el vector pGEXK-G3BP se cultivaron a 30°C
hasta una densidad optica (A,,) de 0,5. La expresion de la proteina recombinante fue
inducida con 0,5 mM de IPTG durante 2 h a 30°C. Transcurridas 2 h, se centrifugd la
muestra a 6000 rpm durante 10 min a 4°C. Las células se resuspendieron en 5 mL de PBS,
2 mM DTT. Las muestras se sonicaron 3 veces durante 20 segundos en hielo, dejando
entre pulso y pulso un descanso de 10 segundos. Después se centrifugé a 14000 rpm

durante 15 min a 4°C, y se recogi6 el sobrenadante.

El sobrenadante se puso en contacto con 100 ul de resina de glutatién sefarosa (GE
Healthcare), previamente lavada 3 veces con 5 volimenes de PBS y se incubé durante 45
min a 4°C en una noria giratoria. A continuacién, se realizaron 3 lavados sucesivos con 5
volumenes de PBS, 2 mM DTT centrifugandose a 3000 rpm durante 2 min eliminandose el
sobrenadante. Después del tercer lavado se afnadié 0,5 volumenes de glicerol (85%). Se

recogieron alicuotas de 15 pl para analizar las muestras mediante SDS-PAGE.

Para la obtencién de la proteina recombinante GST se sigue el mismo protocolo con E. /i

BL21 transformadas con el plasmido pGEX-KG.
7.3 Purificaciéon de PTB y eIF4B

E. coli BL21 transformadas con los vectores pE36T74B His (eIlF4B) y pET-PTB, se
cultivaron a 37°C hasta alcanzar una densidad optica (A,,) de 0,6. La expresion de la
proteina recombinante fue inducida con IPTG 0,5 mM durante 2 h a 37°C. Las células se
recogieron mediante centrifugaciéon a 6000 rpm durante 10 min a 4°C y se resuspendieron
en 8 ml de soluciéon de unién (20 mM NaH,PO,, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol) y 0,5

mM DTT. Las muestras se sonicaron 2 veces durante 10 segundos en hielo, dejando entre
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pulso y pulso un descanso de 10 segundos. Después de una centrifugaciéon a 14000 rpm

durante 15 min a 4°C se recogi6 el sobrenadante.

Para su purificacion, el sobrenadante del paso anterior se pasé a través de una columna de
Ni-Sefarosa 6 (GE Healthcare). La purificacién consiste en 3 pasos semejantes a los de la

purificaciéon de G3BP1. Las proteinas se dializaron en la misma solucién que para G3BP1.

8. ENSAYOS DE INTERACCION RNA-PROTEINA

8.1 Ensayos de desplazamiento de la movilidad electroforética

Los RNAs marcados uniformemente (0.01-0.02 pmol ~ 25- 50 x 10" cpm) descritos en el
apartado 3, se incubaron en 5 mM HEPES pH 7,4, 40 mM KCI, 2 mM MgCl, y 4% glicerol
junto con proteina purificada G3BP1 durante 15 min a temperatura ambiente.
Transcurrido ese tiempo se afiadié 1 ul de una solucién de Xilen-Cianol (Xilencianol 0,5%,
1 M Tris pH 7,8, glicerol 48,5%). Los complejos RNA-proteina fueron analizados por
electroforesis en geles nativos de acrilamida-bisacrilamida 6% suplementados con 2,5 mM
MgCl,. La electroforesis se lleva a cabo a 4°C durante 23 min a 200 V en tampén TBM (45
mM Tris-HCl pH 8,3, 43 mM acido boérico, 0,1 mM MgCl,). Los geles secos fueron
analizados mediante autorradiografia. La intensidad de las bandas de los complejos
retardados se cuantificé en el densitometro GS-800 (Biorad), normalizando respecto de la
intensidad de la banda obtenida en el carril sin proteina, que se establecié como el 100%.

Los valores se corresponden a la media de 3 experimentos.

8.2 Ensayos de entrecruzamiento con luz ultravioleta

RNAs marcados uniformemente (0,04 pmol ~ 1- 2 x 10° cpm) se incubaron con las
cantidades indicadas de las proteinas purificadas G3BP1, PTB, o con extractos S10 de
células BHK-21 (40 pg) e irradiados con luz ultravioleta como se describe en (Lopez de
Quinto et al, 2001). Para aumentar la especificidad de los extractos S10 en el
entrecruzamiento, se afladié un exceso de 200 veces de RNA citoplasmico (RNAc). A
continuacién del tratamiento con RNasa A, las muestras se analizaron mediante SDS-
PAGE. Las proteinas resultantes del entrecruzamiento fueron visualizadas por

autorradiografia de geles secos.
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9. ENSAYOS DE INTERACCION PROTEINA-PROTEINA

La concentracion de proteina de fusion se calibré por comparacion con los marcadores de
peso molecular (Precision Plus Protein™ Prestained Standards All blue BIORAD) en un
gel SDS-PAGE tenido con Commasie Blue. En el ensayo se afadieron 4 ug de proteina de
fusién, 5 volumenes de tampon de union (50 mM HEPES pH 7,4, 100 mM NaCl, 2 mM
DTT, 2 mM MgCl,, 0,5% Igepal CA-630, 10% Glicerol) y la cantidad deseada de proteina
problema o extracto celular. En los experimentos que se indican, se afiadi6 RNA (IRES,
d5, d1-2, o dIII) para obtener una concentracion final de 15 mM. Se incubaron 1 h en la
Noria a 4°C. Una vez transcurrido ese tiempo, las muestras se centrifugaron a 2500 rpm
durante 3 min, se eliminé el sobrenadante y se afiadié 5 volimenes de tampén de union,
incubandose 5 min a 4°C. Una vez se ha realizado el lavado 3 veces, las muestras se
sometieron a una electroforesis SDS-PAGE y se analizaron Western Blot mediante

anticuerpos especiﬁcos.

10. CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO
BRADFORD

Para medir la concentraciéon de proteinas en extractos de células HEK293T se usé el
reactivo Protein Assay (Bio Rad) y una placa P96 (BD Falcon). Para la curva patréon se usé
BSA (1 mg/ml) desde 0 a 12 pg disuelta en 12ul de H,O. A continuacion, se afiadié una
mezcla de 188 pl compuesta por 148 ul del reactivo Protein Assay y 40 ul de H,O por
pocillo. La cantidad de proteina de los extractos celulares se determiné por triplicado,
midiendo la absorbancia a 595 nm en el dispositivo Bio Rad iMark Microplate reader. Las

concentraciones se obtuvieron a partir de la curva patrén de BSA.

11. WESTERN BLOT

Para la inmunodetencién de proteinas, primeramente se separaron mediante electroforesis
SDS-PAGE, y se transfirieron a membranas de PVDF (BIORAD) en semiseco (Trans Blot
Turbo Biorad). Las membranas se bloquearon con solucién salina de Tris (6,5 mM Tris-
HCI pH 7,8, 0,15 M NaCl) (TBS)-leche 6% durante 1 h a temperatura ambiente y después

se lavaron 3 veces con TBS-Tween20 0,1% durante 10 min. Los anticuerpos especificos o.-

G3BP1 (1/750) monoclonal de ratén (BD Transduction), a-Xpress (1/3000) monoclonal
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de ratén (Invitrogen), a-PTB (1/1000) monoclonal de cabra (ACRIS), a-eIF4B (1/2000)
monoclonal de conejo (Novus), a-eIF4G (1/2000) policlonal de conejo (cedido por la Dra.
Amelia Nieto), a-hnRNPA1 (1/2000) de conejo (Immuquest), a-DHX9 (1/2000) de
conejo, a-Actina (1/5000) de ratén (SIGMA), a-Tubulina (1/5000) de ratén (SIGMA) se
incubaron en TBS-BSA 1% durante toda la noche a 4°C. Después de lavar la membrana 3
veces con TBS-Tween20 0,1% durante 10 min, se incub6 con el anticuerpo secundatio
correspondiente o-IgG de ratén 1/2000 policlonal de conejo (BioRad), a-IgG de conejo
1/2000 policlonal de ratén (BioRad), a-IgG cabra 1/6000 policlonal de conejo (Sigma)

acoplado a horseradish peroxidase (HRP) durante 1 h 30 min a temperatura ambiente.
Finalmente, después de 3 lavados con TBS-Tween20 0,1% durante 10 min, se revelaron
mediante quimioluminiscencia con ECL (Amersham) o ECL plus (Cell signaling). En el

caso de que la membrana se incubara con otros anticuerpos, se lavé durante 30 min a 70°C

en la solucion de lavado 0,2 M Glicina en TBS-Tween20 0,1%.

12. ENSAYOS DE EXPRESION TRANSITORIA

Transfecciones e infecciones

Células BHK-21 o HEK293T se cultivaron en placas M6 hasta alcanzar una confluencia
cercana al 90% para ensayos de 24 h, o una confluencia del 70-80% para ensayos a 48 h.
Para producit RNA desde el promotor T7, las células se infectaron con el virus
recombinante vaccinia vI7F-3 que expresa la RNA polimerasa del fago T7 (Fuerst et al,
1986). Tras 1 h de adsorcién, se transfectaron con los plasmidos pLb que produce la
proteasa Lb de FMDV (Martinez-Salas et al, 1993) y pRSK-3CA10 que produce la proteasa
3C de FMDV (Belsham et al, 2000) usando lipofectamina (GIBCO BRL). A las 4 h se
repuso el medio con 5% suero fetal y se prepararon extractos celulares crudos 20 h después
de la adiccién de suero. Tras pasar dicho tiempo, se incubaron las células con 100 ul de
solucion de lisis C (Igepal 0,5%, 120 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,8) durante 1 min
recogiendo las muestras en alicuotas separadas para su centrifugacion a 10000 rpm durante

4 min. Posteriormente el sobrenadante fue recogido y analizado.

Para las transfecciones con vectores que llevan el promotor CMV se cultivaron las células
en placas M6 hasta alcanzar una confluencia del 70-80%. Se mezclaron diferentes

cantidades de los plasmidos correspondientes junto con lipofectamina (GIBCO BRL) hasta
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un volumen final de 32 pl. Se lavaron los pocillos con DMEM para eliminar suero fetal
bovino, se afiadié 1 ml de DMEM incubandose durante 4 h las mezclas de los plasmidos y
la lipofectamina. Tras 4 h, se afiadi6 1ml de DMEM suplementado con suero fetal bovino
al 10%. Tras 44 h de incubacién, las células se trataron con solucion de lisis C durante 1
min recogiendo las muestras en alicuotas separadas para su posterior centrifugacion a

10000 rpm durante 4 min y recogida del sobrenadante.

Las infecciones de células BHK-21 con FMDV, EMCV y Swine vesicular disease virus

(SVDV) se realizaron como se describe en Pifieiro et al, 2012.

13. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad Luciferasa (Luc) se determiné valorando en un luminémetro la emisién de
fotones sobre el sustrato luciferina en el tampon luciferasa (15 mM MgSO,, 2,5 mM
glicilglicina pH 7,8, 5 mM ATP, 1 mM DTT, BSA 0,1 mg/ml). La actividad relativa se
expresa como unidades Luz por ug de proteina total, determinada por la reacciéon de

Bradford.

La actividad de la enzima cloranfenicol acetil transferasa (CAT) se estimé valorando la
capacidad del extracto de acetilar cloranfenicol a partir de AcCoA-H’ en 0,1 mM TrisHCI
pH 7,8, 2 mM cloranfenicol, 10 mM AcCoA y 5 uCi AcCoA-H’. Las muestras fueron
afiadidas a la mezcla de reaccién, incubadas a 37°C durante 2 h. La reaccion se detuvo con
borato sodico. Los productos de la reaccién acetilados se separaron del resto por
extraccion con 1 ml de liquido de centelleo para muestras organicas. L.as cpm de la fase

organica se determinaron en un contador de centelleo.
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1. Identificaciéon del sitio preferente de union de G3BP1 al IRES de
FMDV.

Datos de riboprotedmica en nuestro laboratorio identificaron diversos factores asociados al
dominio 3 (d3) y al dominio 5 (d5) del IRES de FMDYV, o al dominio III (dIII) de HCV
(Pacheco et al, 2008). Uno de esos factores fue la proteina G3BP1, asociada al dominio 5
de FMDV. Los resultados del ensayo de riboproteémica no demuestran si dichos factores
se unen directamente al RNA. Por tanto, nuestro primer objetivo fue determinar si G3BP1
podia unirse directamente al IRES de FMDYV para, después, poder identificar el sitio

preferente de unién.

El abordaje experimental elegido para resolver esta cuestion fue el analisis de retardo en gel.

En esta técnica se ponen en contacto el RNA marcado uniformemente con P* junto con la
]

proteina purificada de interés. Los complejos RNA-proteina se separaron mediante

electroforesis en condiciones nativas. Si la proteina interacciona con el RNA, el complejo

RNA-—proteina tendrd una movilidad menor que el RNA.

En primer lugar, como G3BP1 fue identificada unida al d5 de FMDV (Figura 10A), se
marcé uniformemente el RNA del d5 con a-CTP P¥, y se realizaron ensayos de retardo en
gel utilizando cantidades crecientes de G3BP1 purificada. El resultado indic6 que G3BP1
era capaz de interaccionar directamente con el RNA d5 (Figura 10B). Ademas, se marcaron
con a-CTP P* el dominio 1-2 (d1-2) o la parte apical del dominio 3 (d3HH) del IRES de
FMDV (Figura 10A) y se realizaron ensayos de retardo en gel utilizando cantidades
crecientes de la proteina G3BP1 purificada. Como puede observarse en la Figura 10B,
G3BP1 también interaccioné directamente con estos dominios. Sin embargo, comparando

la capacidad de unién de G3BP1 a todos los dominios, se observé una unién preferente al

RNA d5 (Figura 10C).
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Figura 10. Identificacion del sitio preferente de uniéon de G3BP1 al IRES de FMDV. A)
Estructura secundaria del IRES de FMDV con indicacion de los dominios (1-5). B)
Autorradiografia de los retardos en gel de distintos dominios del IRES incubados con proteina
G3BP1 recombinante. C) Representacion grafica de la capacidad de uniéon de G3BP1 a los
dominios del IRES. La capacidad de unién esta expresada como el porcentaje de la intensidad de la
banda del complejo retardado respecto a la sonda libre (100%). Las barras de error indican la
desviacion estandar (SD) de tres o mas experimentos independientes.
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Se realizaron ensayos de competicion entre los RNAs descritos anteriormente para verificar
la unién preferente al d5. Los RNAs usados fueron d5, d1-2 y RNAc (Figura 11). Los
resultados mostraron que el competidor mas fuerte fue el RNAc, tanto para d5 como para
d1-2 (Figura 11A, B). Sin embargo, fue significativo el hecho de que usando RNA frio d5 o
d1-2 para competir la uniéon de G3BP1 por d1-2 o d5, respectivamente, se observaran
pequefias diferencias en la relaciéon 1:50 Sin embargo a concentraciones mas bajas de

competidor, el RNA d1-2 ejerce un efecto ligeramente superior al d5 (Figura 11A).
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Figura 11. Ensayos de competicion por la union a G3BP1 entre RNAs de diferentes
dominios. A) Autorradiograffa de los ensayos de retardo en gel entre P32 d5, RNA d1-2 y RNAc
con G3BP1 (1,4 uM). En la parte inferior se representa la intensidad de las bandas de los complejos
P32 d5 y G3BP1 en presencia o ausencia de diferentes proporciones de RNAs competidores. El
porcentaje de complejo retardado se obtiene al dividir la intensidad de la banda del complejo
retardado entre la sonda libre (considerada el 100%). B) Autorradiografia de los retardos en gel
entre P32 d1-2, en presencia de RNA d5 y RNAc con G3BP1 (1,4 pM). En la parte inferior se
representa la intensidad de las bandas de los complejos P32 d1-2 y G3BP1, en presencia o ausencia
de diferentes proporciones de RNAs competidores.

Aunque no se habia identificado asociada al IRES de HCV, quisimos comprobar si G3BP1

podia asociarse al dIII de HCV mediante la técnica de retardo en gel. Se marcé con a-CTP

P> el dIII del IRES de HCV (Figura 12A) y se realizaron ensayos de retardo en gel
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utilizando cantidades crecientes de G3BP1 purificada. El resultado indicé que G3BP1 se
unfa al dIIT de HCV, incluso con mayor afinidad que al d5 de FMDV. Para verificar este
hecho se realizaron ensayos de competicion. Los resultados indican que un exceso de 500
veces de RNA d5 o d1-2 no desplazaron su unién al dIII (Figura 12B). Ademas, se
necesitan 10 veces de RNAc en comparacién con d5 o d1-2 para desplazar la unién de

G3BP1 al dIII (Figura 12B).
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Figura 12. Unién de G3BP1 al dIII del IRES de HCV. A) Autorradiografia de los retardos en
gel del dIII del IRES de HCV y G3BP1 recombinante. Representacion grafica de la capacidad de
unién de G3BP1 al dIII expresada como el porcentaje de la intensidad de la banda del complejo
retardado respecto a la sonda libre (100%). Las barras de error indican la desviacién estandar (SD)
de tres o mas experimentos independientes. B) Ensayos de competicién entre P32 dIII y distintos
RNAs. Autorradiografia de los ensayos de retardo en gel entre P32 dIII, RNA d5, d1-2 y RNAc con
G3BP1 (1,4 uM). En la parte inferior se representa la intensidad de las bandas de los complejos P32
dIII y G3BP1 en presencia de diferentes proporciones de RNAs competidores.
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1.1 Caracterizacion del sitio de uniéon de G3BP1 al dominio 5 del IRES de FMDYV.

Una vez establecido que el sitio preferente de uniéon de G3BP1 en el IRES de FMDV se
encontraba en el d5, se realizaron una serie de construcciones para identificar la secuencia
de nucleétidos reconocida por esta proteina. Primero, el RNA d5 se dividié en dos
regiones, la horquilla (d5H) y la regién de cadena lineal (d5ss) (Figura 13A). Los resultados
obtenidos demostraron que la capacidad de unién de G3BP1 fue mas eficientemente al
RNA d5ss que al d5H (Figura 13B). Sin embargo, se observé una notable diferencia entre
la eficiencia de unién al RNA d5ss y al d5 (Figura 10B). Por tanto, la horquilla del d5 ayuda

a estabilizar la unién al d5 completo.

Los resultados obtenidos con los mutantes del d5II apoyaron la hipétesis de que la region
preferente de unién de G3BP1 al d5 se localiza en la regién de cadena sencilla. La
comparacion del d5II con d511-base y d5II-stem (Figura 14B), demostré que la afinidad de
G3BP1 por d5II-base fue mayor que por d5II. La prediccion de estructura de este mutante
indica que los nucleétidos 437-440 estan desapareados y por tanto, la region de cadena
sencilla es mas larga (Figura 14A). Por el contrario, d5II-stem presenté muy poca diferencia
con el RNA d5II. Los mutantes de la regién de cadena sencilla U/A y CCUU/GAAG
presentan mas afinidad por G3BP1 que d5II. Otro dato interesante fue que la capacidad de
unién de G3BP1 por el RNA d5 es mayor que por d511, siendo este ultimo el que posee los
nucleétidos de la region 415-422 y por tanto los nucleétidos 437-440 de la base de la
horquilla del d5 estan apareados (Figura 14A).

De estos resultados podemos sacar las siguientes conclusiones. Primero, G3BP1 permite
flexibilidad a la hora de reconocer RNAs y no presenta una unica secuencia especifica de
reconocimiento. Segundo, la zona de contacto preferente de G3BP1 con d5 se localiza

entre los nucleétidos 437-447, una region desapareada del IRES.
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Figura 13. Caracterizacion del sitio de union de G3BP1 al d5. A) Esquema de la estructura del
d5H y d5ss. B) Autorradiografia de los retardos en gel de la regién de cadena sencilla del d5 (d5ss) y
la horquilla (d5H) con G3BP1. C) Representacion grafica de la capacidad de uniéon de G3BP1 a
estos dominios, expresada como el porcentaje respecto a la sonda libre en cada caso. Las barras de
error indican la SD de al menos tres experimentos independientes.
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Figura 14. Analisis mutacional del RNA d5 para caracterizar la zona preferente de unién de
G3BP1. A) Esquema de las mutaciones realizadas sobre el RNA d5II. Cada mutante esta
representado por un color. B) La secuencia consenso obtenida mediante SELEX esta representada
en la parte derecha; el % en cada posicién indica la presencia de cada base. C) Autorradiografia de
ejemplos representativos de los ensayos de retardo en gel de los mutantes del RNA d511 y G3BP1.
D) Representacion grafica de la capacidad de uniéon de G3BP1 a los mutantes en los dominios del
IRES. La capacidad de unién esta expresada como la intensidad de la banda del complejo retardado

respecto la sonda libre en cada caso. Las barras de error indican la desviacién estindar (SD) de tres
0 mas experimentos independientes.
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2. G3BP1 es un inhibidor de la traduccion dependiente de IRES y

dependiente de cap.

G3BP1 es una proteina clave en el ensamblaje de SGs (Anderson & Kedersha, 20006); su
sobreexpresion induce la formacion de SGs (Tourriere et al, 2003). Los SGs son agregados
ribonucleoproteicos que se forman en la célula durante situaciones de estrés, por ejemplo,
estrés oxidativo, choque térmico o infecciones viricas (Anderson & Kedersha, 2000).
Debido a que los SGs contienen mRNAs, junto con complejos 48S y otras RBPs que no
estan implicadas en la degradacion del RNA, representan agregados donde la traduccion de
los RN As localizados en ellos esta silenciada transitoriamente. Sin embargo, al comienzo de

esta Tesis existia poca informacion sobre el papel de G3BP1 en el control de la traduccion,
con la excepcion del mRNA de B-F1-ATPasa (Ortega et al, 2010). En este trabajo vamos a

abordar el estudio 7z vitro e in vivo del papel que la proteina G3BP1 desempena en la

traduccion dependiente de IRES y de cap.

2.1 G3BP1 es un inhibidor de la traduccion in vitro

En el sistema de traduccion 7 vitro basado en reticulocitos de conejo (RRL) (Figuras 15 y
16) se us6 el RNA de G3BP1 seguido de RNA bicistrénico derivado del plasmido pBIC
(Figura 15A). En este RNA, la traduccién de Luciferasa (Luc) depende del IRES de FMDV
mientras que la traduccion del cloranfenicol acetil transferasa (CAT) es dependiente de 5.
Durante la traduccién 7z vitro las proteinas sintetizadas incorporan Met-S”, lo que permite
cuantificar la sintesis de proteinas mediante autorradiografia de un gel SDS-PAGE (Figura

15B), midiendo la intensidad de las bandas correspondientes.

Como se observa en la Figura 15C, tanto la intensidad de la banda de Luc, como la de CAT
disminuyeron en presencia de G3BP1. Debido a que las bandas de G3BP1 y Luc estan muy
cercanas, también se midi6 la actividad Luc en el luminémetro, verificando que la actividad
Luc disminuy6 en presencia de G3BP1 (Figura 15D). Para ver si la inhibicién dependiente
de IRES y de 5" ocurre de forma independiente, se usaron RNAs monocistrénicos en los
que el IRES dirige la traduccién de un fragmento de la proteina Gemin5 (G5.3) y otro,
donde CAT se traduce de forma dependiente de 5°. Como se observa en la Figura 15E y

15F, la expresion de G3BP1 inhibié la sintesis de ambas proteinas.
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Como hemos expuesto en el apartado anterior, G3BP1 tiene capacidad de unirse
directamente al IRES de HCV. Por ello, era de interés conocer si esta proteina podria
inhibir la traduccién dirigida por el IRES de HCV. El RNA bicistrénico usado en este
ensayo deriva del plasmido p156.1 (Lafuente et al, 2002). Los resultados obtenidos
mostraron una inhibicién tanto de la traducciéon dependiente de IRES como dependiente

de 5° (Figura 16A, B).

El efecto inhibidor de la traduccion de G3BP1 podria deberse a que la traducciéon previa
del RNA de G3BP1 secuestre factores de la traduccién, disminuyendo su disponibilidad.
Para descartarlo, se realiz6 la traduccion iz vitro del RNA bicistrénico en presencia de
proteina purificada GST-G3BP1. El resultado mostré una fuerte inhibicién de la
traduccion dependiente de 5° (CAT) comparada con una suave inhibicién de la traduccion
IRES dependiente (luc) (Figura 17A). Esto podria ser debido a que la proteina GST-
G3BP1 secuestre factores presentes en los RRL que interfiera con la traducciéon 5°
dependiente. Para probar este punto realizamos el experimento con el RNA
monocistrénico que expresa un fragmento de la proteina Gemin5 (G5.3) dependiente de
IRES. El resultado obtenido fue una inhibicién mas acentuada de la traduccion
dependiente de IRES, cuando se usa un RNA monocistrénico en comparacion con el RNA

bicistronico (Figura 17B).

Tomando los resultados obtenidos anteriormente, podemos concluir que G3BP1 es un
inhibidor de la traduccién dependiente de IRES y dependiente de 5” en un sistema de

traduccion  vitro.
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Figura 15. Analisis de la inhibicién de la traducciéon dependiente de IRES o de cap ejercida
por la proteina G3BP1. A) Representacion esquematica del RNA bicistrénico portador del IRES
de FMDYV B) Cantidades crecientes de RNA de G3BP1 (0, 0,25, 0,5 y 1 ng) fueron afnadidas a los
RRL 15 min antes de la adicciéon de RNA bicistrénico (75 ng). Las proteinas sintetizadas se
separaron mediante electroforesis SDS-PAGE y se detectaron mediante autorradiografia (flechas).
C) Representacion grafica de la intensidad de bandas de Luc y CAT, normalizada respecto a la
intensidad observada en ausencia de G3BP1. Las barras de error indican la SD de al menos tres
experimentos independientes. D) Representacion grafica de la actividad luciferasa en RRL,
normalizada respecto a la actividad Luc en ausencia de G3BP1. E) Autorradiograffa de la
traduccion # vitro de los RNAs monocistréonicos G5.3 (80 ng) y F) CAT (Scal) (50 ng) en presencia
de cantidades crecientes del RNA de G3BP1 (0, 1, 2, 5 y 10 ng), afiadido 15 min antes que los
RNAs monocistronicos. El producto de las proteinas correspondientes esta indicado con flechas.
Las proteinas se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE vy la intensidad de las bandas G5.3 y
CAT fueron analizadas mediante densitometria y representadas como en C).
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Figura 16. Analisis de la inhibicién de la traduccion dependiente del IRES de HCV ejercida
por la proteina G3BP1. A) Cantidades crecientes de RNA de G3BP1 (0, 0,5, 1, 2, 5 y 10 ng)
fueron afiadidas a los RRL 15 min antes de la adiccién de RNA bicistrénico 156.1, portador del
IRES de HCV (75 ng). Las proteinas sintetizadas se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE
y se detectaron mediante autorradiografia (flechas). B) Representacién grafica de la actividad
luciferasa y la intensidad CAT de los extractos de RRL. La actividad luciferasa fue normalizada
respecto a la actividad Luc traducida en ausencia de G3BP1. La intensidad de la banda de CAT, se
cuantificé como en la Figura 15, apartado C.
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Figura 17. Efecto de la proteina GST-G3BP1 sobre la traduccién dependiente de IRES y de
cap, in vitro. A) Cantidades crecientes de la proteina de fusion GST o GST-G3BP1 fueron
afiadidas a los RRL junto con el RNA bicistréonico (75 ng). Las proteinas sintetizadas se separaron
mediante electroforesis SDS-PAGE y se detectaron mediante autorradiografia (flechas).
Representacion grafica de la intensidad de bandas de Luc y CAT, normalizada respecto a la bandas
Luc y CAT traducidas en ausencia de proteina de fusién. Las barras de error indican la SD de al
menos tres experimentos independientes. B) Efecto de cantidades crecientes de la proteina GST o
GST-G3BP1 sobre la traduccién del RNA monocistrénico G5.3 (75 ng) bajo el control del IRES.
Representacion grafica de la intensidad de bandas de G5.3, normalizada respecto a la banda G5.3
traducida en ausencia de proteina de fusién.
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2.2 G3BP1 es un inhibidor de la traduccion en células en cultivo

Una vez analizado el efecto de G3BP1 sobre la traduccién iz vitro, nos propusimos analizar
su efecto sobre la traduccién en células BHK-21, mediante transfecciones transitorias de
plasmidos bicistronicos con la secuencia del promotor CMV, y un plasmido que codifica la
proteina G3BP1 con el epitopo Xpress, para diferenciar la G3BP1 ectépica de la enddgena.
Después de 48 h de transfeccion se recogieron las células y se midio la actividad Luc y CAT
del lisado. La sobreexpresion de G3BP1 se analiz6 mediante Western Blot usando del
anticuerpo O-Xpress (Figura 18A). Los resultados demostraron que G3BP1 no inhibié la
sintesis de proteinas a concentraciones bajas del plasmido, mientras que a partir de 500 ng
de plasmido transfectado inhibi6 la traduccion tanto IRES como cap dependiente (Figura

18B).
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Figura 18. Efecto de la sobreexpresion de G3BP1 in vivo sobre la traducciéon dependiente
de cap e IRES. Transfeccién de la construccién pcDNA-Xpress-G3BP1 en células BHK-21. A)
Inmunodeteccién de la proteina Xpress-G3BP1 sobreexpresada en células BHK-21 durante 48h. La
cantidad total de proteina fue cuantificada previamente por el método Bradford, se cargé una

cantidad de proteina total de 80 pg en cada carril. B) Representacion grafica de la actividad Luc y
CAT, normalizada respecto a la actividad Luc y CAT en ausencia de plasmido transfectado.

3. G3BP1 interacciona directamente con PTB y eIF4B

Varias proteinas de unién a RNA interaccionan con los elementos IRES, gobernando el
destino del RNA viral en la célula (Pacheco & Martinez-Salas, 2010; White & Lloyd, 2012).
En el caso de FMDV se han descrito varias proteinas capaces de interaccionar con esta
region del RNA (Pacheco et al, 2009). Los resultados presentados en este trabajo indican

que G3BP1 interaccioné directamente con varios dominios. Por tanto, nos preguntamos si
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existfa la posibilidad de que pudiesen ocurrir interacciones entre G3BP1 y otras proteinas

capaces de interaccionar con el IRES.

3.1 G3BP1 interacciona directamente con PTB

Se ha descrito que PTB interacciona con el IRES de FMDV (Lopez de Quinto et al, 2001;
Niepmann et al, 1997). PTB es una proteina importante durante la traducciéon dependiente
de IRES, ya que PTB estimula la formacion del complejo 48S en ensayos de reconstitucion
in vitro (Andreev et al, 2007). Para comprobar si G3BP1 y PTB podian interaccionar, se
realizaron ensayos de co-purificacion de PTB traducida en presencia de Met-S”. El
producto de la traduccién z vitro se utilizd en un ensayo de coprecipitaciéon junto con la
proteina GST-G3BP1, purificada a partir de bacterias. En paralelo, se usé6 GST para tener
un control de especificidad. Los resultados demostraron que G3BP1 interacciona con PTB

(Figura 19A).

Como ambas proteinas pueden interaccionar con los dominios d5 y d1-2 de FMDV, o dIII
de HCV, quisimos ver si existia una competiciéon por la unién de ambas proteinas al RNA
de los distintos IRES. Para ello, se realizé el ensayo de co-purificacion en presencia de
RNA correspondiente al IRES completo, d5, d1-2 o dIII de HCV. El unico RNA que
compiti6é por la unién de ambas proteinas fue el IRES de FMDV completo (Figura 19A).
Por el contrario, en presencia del RNA d5, d1-2 o el dIII de HCV no se observo
competicion. Este resultado sugiere que la estructura del IRES completo, y no la de sus
dominios por separado, es fundamental para que G3BP1 compita con PTB por la union al

IRES de FMDV.

El ensayo anterior todavia dejaba una pregunta sin contestar: json capaces de interaccionar
ambas proteinas directamente? Para responder a esta pregunta realizamos ensayos de co-
purificaciéon entre GST-G3BP1 o GST y la proteina PTB purificada de bacterias. El
resultado indicé que ambas proteinas eran capaces de interaccionar directamente (Figura

19B).
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Figura 19. Estudio de la interacciéon entre G3BP1 y PTB mediante co-purificacion. A)
Autorradiografia del ensayo de interaccion de la proteina S3>-PTB (sintetizada en RRL) en presencia
de GST o GST-G3BP1 purificadas (4 ng), durante 1 h a 4°C, en ausencia (-) o presencia (+) de una
concentraciéon final 15 nM de los RNAs IRES, d5, d1-2 y dIII. B) Interaccién de PTB
recombinante con G3BP1. Se incubaron las proteinas purificadas PTB (100 y 200 ng) junto con
GST o GST-G3BP1 (4 pg) durante 1 h a 4°C. Las proteinas co-purificadas con GST o GST-
G3BP1 retenidas en la resina de glutatién sefarosa se lavaron 3 veces con la solucién de unién (ver
Materiales y Métodos). Las muestras se analizaron mediante electroforesis SDS-PAGE seguido de

analisis mediante WB.

3.2 G3BP1 interacciona directamente con eIF4B

elF4B ha sido descrita como una proteina estimuladora de la actividad IRES que
interacciona con el dominio 5 del IRES de FMDV (Lopez de Quinto et al, 2001). Con el
objetivo de determinar su capacidad de interaccionar con G3BP1 se realizaron ensayos de
co-purificaciéon con GST-G3BP1 y elF4B purificada de bacterias. Los resultados mostraron
que estas protefnas interaccionan directamente, existiendo ademas, una fuerte interaccion

(Figura 20).
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Figura 20. Estudio de la interaccion entre G3BP1 y elF4B mediante co-purificacion.
Inmunodetecciéon de elF4B co-purificada con GST-G3BP1 recombinante. Se incubaron las
proteinas purificadas eIFF4B (100 y 500 ng) junto con GST o GST-G3BP1 (4 pg) durante 1 h a 4°C.
Las protefnas co-purificadas con GST o GST-G3BP1 retenidas en la resina de glutatiéon sefarosa se
lavaron 3 veces con la solucion de unién. Las muestras se analizaron mediante electroforesis SDS-
PAGE seguido de analisis mediante WB.

4. G3BP1 interacciona con RBPs en extractos de HEK?293

Dado que G3BP1 interaccioné directamente con PTB y elF4B, nos preguntamos si en un
extracto de células HEK293 podriamos observar la interacciéon de G3BP1 con otras
protefnas de unién a RNA. Aunque este experimento no nos permite saber si G3BP1
interacciona directamente con las proteinas ensayadas, nos podria dar informacién sobre

posibles complejos de los que forme parte.

Mediante ensayos de co-purificaciéon con GST y GST-G3BP1 purificadas se observé que
G3BP1 interacciona especificamente con PTB y elF4B en extractos de HEK293 (Figura
21), como se esperaba. El analisis de otras RBPs que interaccionan con el IRES (como
DHXY9, hnRNPAT1 y elF4G), demostré que G3BP1 interacciona con DHX9 y hnRNPAT,
pero no con elF4G. En este ensayo se usé como control negativo las proteinas tubulina y

actina.
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Figura 21. Interaccion de G3BP1 con otras RBPs de extractos de células HEK293. Ensayo
de co-purificacién de GST o GST-G3BP1 (100 y 200 ng) con extractos de células HEK293 (40 ng)
durante 1h a 4°C. Tras 3 lavados se analizaron las muestras mediante SDS-PAGE. Posteriormente,
las proteinas fueron analizadas mediante WB con los anticuerpos especificos indicados. Se
utilizaron actina y tubulina como control de especificidad del ensayo de interaccion.

5. Entrecruzamiento de G3BP1 mediante luz UV al IRES de FMDV

Como hemos visto en el apartado 1 de resultados, G3BP1 interacciona directamente con
distintos dominios del IRES de FMDV. Ademas, hemos identificado el sitio preferente de
unién de esta proteina en el dominio 5. Nos preguntamos si podriamos demostrar esta
interaccion mediante entrecruzamiento con luz UV, una técnica que nos abrirfa las puertas
para estudiar la uniéon de diferentes proteinas al IRES y analizar posibles competiciones

entre ellas.

5.1 G3BP1 se entrecruza al d5 del IRES de FMDV

Ensayos de entrecruzamiento con luz UV demostraron que la proteina G3BP1 por si sola
se entrecruza con el dominio 5 del IRES de FMDV (Figura 22). Este dominio fue probado
en primer lugar porque es el sitio preferente de unién de esta proteina (Figura 10). Como
control positivo del ensayo se usé un extracto S10 de células BHK-21 en el que se detecta
la unién de elF4B y PTB (Figura 22, carril 1) (Lopez de Quinto et al, 2001). G3BP1
purificada interaccion6 con el d5 del IRES de FMDV de manera dependiente de dosis
(Figura 22, carriles 2 y 3). Dicha unién fue competida al afiadir RNAc (Figura 22, carriles 4,

5y 6), como ya demostramos en ensayos de retardo en gel.
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+ RNAc
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Figura 22. Ensayo de entrecruzamiento de G3BP1 y RNA d5 marcado con P32, Patrén de
interaccién RNA-protefna de extractos S10 de células BHK-21 (calle 1), o diferentes cantidades
(100, 200 ng) de G3BP1 (calles 2 y 3) con RNA d5 marcado con P32 en presencia de RNAc en
exceso 1, 5 y 10 veces respecto de la sonda (calles 4, 5 y 6). Los productos resultantes del

entrecruzamiento con luz UV, resistentes a la accién de RNasa A, se separaron en SDS-PAGE 10%
y se detectaron por autorradiografia.

5.2 G3BP1 desplaza a PTB de su sitio de union al IRES de FMDV

Una vez confirmado mediante entrecruzamiento con luz UV que G3BP1 era capaz de
unirse al d5 del IRES de FMDYV, nos preguntamos si G3BP1 afectarfa la unién de PTB al
IRES. Usando como sonda el IRES marcado uniformemente con P** comprobamos que
ambas protefnas eran capaces de unirse a este. El resultado indicé que G3BP1 compite la
unién de PTB, disminuyendo la interaccion de esta ultima al IRES como se refleja en la

medida de intensidad de las bandas de PTB es presencia o ausencia de G3BP1 (Figura 23).

PTB(ng) 0 2525 5 5 10 10
G3BP1(200ng) + + - + - + -

031 04 105 1 Intensidad

Figura 23. Interaccion de PTB y G3BP1 con el RNA del IRES de FMDYV en ensayos de
entrecruzamiento por luz UV. RNA del IRES de FMDV marcados uniformemente con o-CTP32,
se incubaron con las cantidades indicadas de G3BP1 y/o PTB purificadas. Las proteinas se
separaron en SDS-PAGE 10% y se detectaron mediante autorradiografia. La intensidad de las

bandas representa la media de dos experimentos independientes, normalizada respecto a la
intensidad de las bandas de PTB en ausencia de G3BP1.
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6. La proteasa 3C hidroliza G3BP1

El genoma de los picornavirus codifica en su genoma proteasas que catalizan el
procesamiento de la poliproteina viral durante la infeccion, ademas de varios factores del
hospedador, favoreciendo la sintesis de proteinas virales. En células infectadas por PV,
G3BP1 comienza a hidrolizarse a tiempos medios de la infecciéon y a tiempos tardios su
hidrolisis es completa (White et al, 2007). En nuestro laboratorio hemos descrito que la
infecciéon por FMDV hidroliza varias proteinas celulares como elF4GlI, eIF3, PTB o
Gemin5, entre otras (Pifieiro et al, 2012; Rodriguez-Pulido et al, 2007).

Nos propusimos conocer si G3BP1 era hidrolizada en células infectadas por FMDV. Para
ello células IBRS2 fueron infectadas con FMDV. Los lisados celulares se analizaron
mediante Western Blot usando el anticuerpo anti-G3BP1 a diferentes tiempos de la
infeccion. En paralelo se realizaron infecciones con otros picornavirus. Como se observa
en la Figura 24A, solo en células infectadas con FMDV, pero no con EMCV o el virus de
la enfermedad vesicular del cerdo (SVDV) se produjo la hidrolisis de G3BP1. La hidrolisis
de G3BP1 comenz6 2 horas post-infeccion (hpi) y fue completa a 3 hpi, dando lugar a un

fragmento de 55 kDa, correspondiente al extremo amino-terminal. El fragmento

correspondiente al extremo carboxilo-terminal fue indetectable con el anticuerpo o-

G3BP1.

El genoma de FMDYV codifica 2 proteasas, Lb y 3C. Para averiguar cual de las dos
proteasas era la responsable del corte de G3BP1, realizamos expresiones transitorias en
células BHK21 de ambas proteasas. Los plasmidos que codifican estas proteasas se
transcriben bajo el control del promotor T7. Para realizar este experimento, se realizé una
infeccién con un Virus Vaccinia que expresa la polimerasa T7. El resultado obtenido se
muestra en la Figura 24B. La expresion de la proteasa Lb no indujo el corte de G3BP1.
Como control positivo de este experimento se analizé la hidrolisis de eIF4GI para

confirmar que la proteasa Lb era activa (Figura 24B).

El analisis de G3BP1 en células que expresan 3C mostré que la proteina G3BP1 enddgena
desaparece a medida que aumentamos la cantidad de plasmido transfectado (Figura 24B).

Por tanto, a la vista de estos resultados, podemos decir que G3BP1 se hidroliza a tiempos
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medios y tardios tras la infeccién por FMDV, y que la proteasa 3C es la responsable de la

degradacion de G3BP1.

A B
HEK Lb (ng) HEK ___ SCwg)
hpi 1 2 3 293T 0 10 200 293T 0 0,5
. WB «-G3BP1 WB o-G3BP1
i p220—
FMDV p110—>
hpi - 5 6 - 7 9
WB o.-Tubulina
WB o-elF4Gl
SvVDV EMCV

Figura 24. Proteolisis de G3BP1. A) Inmunodeteccion de G3BP1 en células infectadas por
FMDV, SVDV o EMCV. Los lisados celulares se recogieron a las horas (hpi) indicadas. Las flechas
indican la proteina enddgena y el producto final proteolizado. B) Inmunodetecciéon de G3BP1 y
elFAGI. Las cantidades transfectadas de los plasmidos que expresan 3C o Lb se indican en cada
caso. Las flechas sefialan la proteina endégena o su producto de degradacion. Se utilizé Q-tubulina
como control de carga.

7. El fragmento amino terminal y carboxilo terminal de G3BP1 inhiben

la traduccion dependiente de IRES y dependiente de cap

Como hemos visto en el apartado anterior, la proteina G3BP1 se proteoliza en células
infectadas con FMDV, como sucede en la infeccion por PV (White et al, 2007). La
hidrélisis de G3BP1 produce un fragmento de 55 kDa y otro de 17 kDa. EL fragmento de
55 kDa corresponde al extremo amino terminal (Nt), mientras que el fragmento carboxilo

terminal (Ct) de 17 kDa presenta el dominio de unién al RNA (Figura 06).
7.1 Los fragmentos Nt y Ct de G3BP1 son inhibidores de la traduccién in vitro
Para determinar si los fragmentos Nt y Ct de G3BP1 tenfan el potencial de inhibir la

traduccion dependiente de IRES y de cap, afiadimos las proteinas recombinantes GST-

NtG3BP1 y GST-CtG3BP1 al sistema de RRL mientras se traduce el RNA bicistrénico.
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Los resultados obtenidos usando un RNA bicistronico indicaron que ningin fragmento
tuvo la capacidad de inhibir la traduccion dependiente de IRES (luc) (Figura 25A). A
continuacién, se analiz6 la capacidad de inhibicién de ambos fragmentos con un RNA
monocistronico en el que la traduccién estuviese bajo el control del IRES de FMDV. Al
igual que para G3BP1 (Figura 17), la inhibicién de la traduccién dependiente de IRES fue

mas notable en el caso de usar un RNA monocistronico (Figura 25B).

A B
GST-NtG3BP1 GST-CtG3BP1 GST-NtG3BP1 GST-CtG3BP1
(M) o0 07 1 14 0 02 03 04 06 (uM) 0 03 07 14 0 04 11 22
..RN',A_ + R_NA,_ + + o+ o+ + o+ o+ +
Bicistrénico — w»» monocistrénico _
CAT —>
+ GST-NtG3BP1
120, " GST-CtG3BP1 < 120 + GST-NtG3BP1
£ 100m L % S 100w ¥ GST-CtG3BP1
Q E ¢ o L
E 80 + . + } P 80
& 60 - E 60 +
é 40 2 40 ’
= 20 £ 2 ¢ n
0 S 0 N
0o 0,2 04 06 08 1,012 14 -0 0,5 1 1,5 2 2,5
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Figura 25. Efecto de los fragmentos Nt- y Ct-G3BP1 purificados sobre la traduccion
dependiente de IRES y de cap. A) Cantidades crecientes de la proteina de fusion GST-NtG3BP1
o GST-CtG3BP1 fueron afiadidas a los RRL 15 min antes de la adicion de RNA bicistrénico (75
ng). Las proteinas sintetizadas se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE vy se detectaron
mediante autorradiografia (flechas). Representacion grafica de la intensidad de bandas de Luc y
CAT, normalizada respecto a la bandas Luc y CAT traducidas en ausencia de proteina de fusion.
Las barras de error indican la SD de al menos tres experimentos independientes. B) Efecto de
cantidades crecientes de la proteina de fusion GST-NtG3BP1 o GST-CtG3BP1 sobre la traduccién
del RNA monocistrénico de G5.3 (75 ng) bajo el control del IRES. Representacion grafica de la
intensidad de bandas de G5.3, normalizada respecto a la banda G5.3 traducida en ausencia de

proteina de fusién.
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7.2 Los fragmentos Nt y Ct de G3BP1 son inhibidores de la traduccién in vivo

Se realiz6 el mismo abordaje que para la proteina completa G3BP1, llevando a cabo
expresiones transitorias de un plasmido bicistrénico, junto con plasmidos que codifican los
fragmentos XpressNt-G3BP1 y XpressCt-G3BP1. Después de 48 h de transfeccion, se
recogieron las células y se midio la actividad Luc y CAT de los lisados. La sobreexpresion
de los fragmentos de G3BP1 se analizé mediante Western Blot usando anticuerpo anti-
Xpress. En el caso de la traducciéon dependiente de IRES,; los resultados obtenidos fueron
que el fragmento Nt inhibi6 la traduccién a partir de cantidades de 1 pg de plasmido
transfectado. A concentraciones menores no tuvo efecto. En el caso de Ct-G3BP1, a partir
de concentraciones superiores a 500 ng de plasmido transfectado se observé la inhibicion
de la traducciéon dependiente de IRES, siendo su efecto mayor que la del fragmento Nt. A
concentraciones bajas (100 ng) no tuvo efecto ninguno de los fragmentos (Figura 26B). En

la traducciéon dependiente de cap, el efecto es mas suave y comienza a verse una ligera

inhibicién a partir de la cantidad de 1 pg para ambos fragmentos (Figura 26A, B).

Por tanto, podemos decir que los fragmentos Nt-G3BP1 y Ct-G3BP1 tienen la capacidad
de inhibir la traducciéon dependiente de IRES y cap z vivo. La inhibicién de la traduccion
dependiente de IRES y dependiente de cap es similar, salvo a la concentracién de 2 g,
donde la inhibiciéon dependiente de IRES es mas fuerte. El efecto del fragmento Ct es

moderadamente mas fuerte que el fragmento Nt.
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Figura 26. Efecto de la sobreexpresion de los fragmentos Nt-G3BP1 y Ct-G3BP1 in vivo
sobre la traduccion dependiente de cap e IRES. A) Transfeccion de la construccion pcDNA-
Xpress-Nt-G3BP1 en células BHK-21. Inmunodetecciéon de la proteina Xpress-NtG3BP1
sobreexpresada en células BHK-21 a 48 h. La cantidad total de proteina fue cuantificada

previamente por el método Bradford, se cargd una cantidad de proteina total de 80 pg en cada
carril. Representacion grafica de la actividad Luc y CAT, normalizada respecto a la actividad Luc y
CAT en ausencia de plasmido transfectado. Las barras de error indican la SD de al menos tres
experimentos independientes. B) Transfeccion de la construccién pcDNA-Xpress-Ct-G3BP1 en
células BHK-21. Inmunodeteccién de la proteina Xpress-CtG3BP1 sobreexpresada en células
BHK-21 durante 48 h. Representacion grafica como en A).

8. El fragmento Ct-G3BP1 interacciona directamente con PTB y eIF4B

Para determinar la capacidad de los fragmentos de G3BP1 de interaccionar con otras
proteinas, y as{ poder entender mejor el mecanismo por el que inhiben la traduccion, se
generaron proteinas de fusiéon con la proteina GST, para realizar experimentos de co-

purificacion con ambos fragmentos.

. ., . -, . . 35
Primero se realizé un ensayo en el que PTB se sintetiz6 zz vitro en presencia de Met-S™. A

continuacioén, el producto de la traduccion se sometié a un ensayo de co-purificacién junto
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con la proteina GST, GST-NtG3BP1 y GST-CtG3BP1. El resultado indic6 que
unicamente el fragmento Ct-G3BP1 interacciona con PTB (Figura 27A). Para ver si existia
una competiciéon por la unién de ambas proteinas al RNA del IRES de FMDYV, se
realizaron ensayos de co-purificacién en presencia del IRES completo. Los resultados

indicaron que el RNA del IRES compite por la unién de ambas proteinas (Figura 27A).

A -RNAIRES +RNA IRES
GST-Nt GST-Ct E GST-Ct GST-Ct lI!_:I
GST G3BP1 G3BP1 o GST G3BP1 GST G3BP1 o
S“-Pﬂ
B Cc
GST-Nt GST-Ct GST-Nt GST-Ct
GST  G3BP1 G3BP1 i GST G3BP1 G3BP1

50 100 200 100 200 100 200 (ng) 50 100 200 100 200 100 200

PTB
(ng)

WB-oPTB WB a-elF4B

Figura 27. Estudio de la interaccion entre los fragmentos Nt- y Ct-G3BP1, y PTB o eIF4B
mediante co-purificacién. A) Autorradiografia del ensayo de interaccion de la proteina S3-PTB
(sintetizada en RRL) en presencia de GST o GST-G3BP1 purificadas (4 pg), durante 1h a 4°C en
ausencia (-) o presencia (+) del RNA del IRES (15 nM). B) Interaccién de PTB con Nt-G3BP1 y
Ct-G3BP1. Se incubaron las proteinas purificadas PTB (100 y 200 ng) junto con GST o GST-
NtG3BP1 y GST-CtG3BP1 (4 ng) durante 1h a 4°C. Las proteinas co-purificadas con GST o GST-
NtG3BP1 y GST-CtG3BP1 retenidas en la resina de glutatién sefarosa se lavaron 3 veces con la
solucién de unién (ver Materiales y Métodos). Las muestras se analizaron mediante electroforesis
SDS-PAGE seguido de WB. C) Interaccion de elF4B con Nt-G3BP1 y Ct-G3BP1. Se incubaron
las proteinas purificadas eIF4B (100 y 200 ng) junto con GST o GST-NtG3BP1 y GST-CtG3BP1
(4 pg) durante 1h a 4°C. Las proteinas co-purificadas con GST o GST-NtG3BP1 y GST-CtG3BP1
retenidas en la resina de glutatiéon sefarosa se lavaron 3 veces con la soluciéon de unién. Las
muestras se analizaron mediante electroforesis SDS-PAGE seguido de WB.

Seguidamente, tenfamos que resolver si dicho fragmento mantenia la capacidad de unirse
directamente a PTB. Para contestar esta cuestion realizamos un ensayo de co-purificacién
con GST-CtG3BP1 y PTB purificadas. El resultado demostré que el fragmento Ct-G3BP1

mantenia la capacidad de interaccionar directamente con PTB (Figura 27B).

El mismo abordaje experimental se realiz6 usando las proteinas purificadas GST, GST-

NtG3BP y GST-CtG3BP con elF4B, con el fin de confirmar la capacidad de unién de los
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distintos fragmentos de G3BP1. Como se observa en la Figura 27C, unicamente el
fragmento Ct tuvo la capacidad de interaccionar directamente con la proteina elF4B. En
resumen, los resultados demuestran que la proteina G3BP1 interacciona con PTB y eIF4B

a través de su extremo Ct.
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1. La interaccion de G3BP1 con el IRES permite flexibilidad de

secuencia.

G3BP1 se identifico asociada al d5 del IRES de FMDV en un estudio de riboproteémica
(Pacheco et al, 2008). Sin embargo, este estudio no determiné si la unién es directa, ya que
otros RNAs o RBPs podrian estar mediando esta interaccion. Los estudios que hemos

realizado en este trabajo muestran que G3BP1 puede unirse directamente a varios

dominios del IRES de FMDV vy, al menos, al dIII del IRES de HCV.

Hasta el momento los datos disponibles sobre la unién de G3BP a RNA proceden de
resultados de SELEX (Tourriere et al, 2001) y de CLIP (Ray et al, 2013). En el caso del
SELEX, la comparacion de la secuencia consenso con secuencias del IRES de FMDV
(Tabla 3), muestra que al menos existe un 50% de coincidencia en los dominios d1-2 y d5.
En la publicacién de Tourriere et al (2001) se detall6 una lista de RNAs que contienen
secuencias semejantes a las obtenidas por SELEX (Figura 7B), algunas de ellas se localizan
en regiones no codificantes, 5" o 3"UTR, del mRNA. Sin embargo, la relevancia de estas

secuencias para la interaccién de G3BP1 no se ha estudiado.

Tabla 3. Alineamiento de secuencias de distintos dominios y mutantes del IRES de

FMDYV con la secuencia consenso obtenida SELEX.

SELEX ACCCA.UALCGC,G ACCCAUALGC,G
UNION DE
G3BP1

d5 GUGACCGGAGGUCGGCACCUUUCCUUUACAAUUAAUGACCCU
d5-CCUU/GAAG AUAGGUGIACCGGAGGUCGGCIACCUUUGAAGUACAAUUAAUGACCCU
d5-U/A AUAGGUGIACCGGAGGUCGGCIACCUAACCAAAACAAUUAAUGACCCU
d5-base AUGAAUGACCGGAGGUCGGCIACCUUUCCUUUACAAUUAAUGACCCU
d5-stem AUAGGUGACGCCAGGUCGGCACCUUUCCUUUACAAUUAAUGACCCU

dsli AUAQGUGACCGGAGGUCGGCACCUUUCCUUUAC:AAUUAAUGAC_CCU

420 430 440 450 460
SELEX ACCCAUAC.GC,G
d2,46.70 GCCUGGUCUUU[CCAGGUCUAGAGGG

La unién de una proteina a un RNA no depende unicamente de la secuencia primaria. La
estructura secundaria del RNA puede determinar la accesibilidad de las proteinas al RNA.

Utilizando sondas correspondientes a la regién de cadena sencilla y la horquilla del d5,
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hemos demostrado que la zona preferente de unién de G3BP1 se localiza en la zona de
cadena sencilla. Sin embargo, la capacidad de uniéon de G3BP1 al d5 completo fue superior
a la region de cadena sencilla. Por tanto, la horquilla del d5 estabiliza la unién de G3BP1 al
IRES de FMDV. Este resultado demostré que, atn teniendo los mismos nucleétidos

accesibles, la estructura secundaria influye en la capacidad de unién de la proteina al RNA.

El estudio mutacional sobre el RNA d51I se representa en la Figura 28. L.a comparacion de
la capacidad de unién de G3BP1 a d5II o d5 (en el que estan ausentes los nt 415-421, por
lo que los nt de la base del d5 estarfan accesibles) produjo una diferencia brusca en la
capacidad de union de G3BP1 a estos RNAs (Figura 10 y Figura 14). Comparando el RNA
d5II con el mutante d5I-base, en el que se predice que los nt de la base estarfan
desemparejados, y con d5II-stem, se observé que G3BP1 presenta mayor capacidad de
unién al RNA d5II-base que al RNA d5II o d5II-stem. En conjunto, los resultados
obtenidos en la capacidad de unién de G3BP1 al d5 y d511, o d5II-base y d511, o d511-stem,

confirman que la regiéon desapareada de la base del d5 determina la capacidad de unién de

G3BP1 al RNA.
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Figura 28. Esquema de la estructura secundaria de los diferentes mutantes del d5. Los nt
marcados con 6valos, indican las mutaciones respecto al d5II.

En los mutantes d5II-U/A y d5II-CCUU/GAAG se sustituyeron las pirimidinas por
purinas para analizar el efecto que tenfa sobre la capacidad de unién de G3BP1. En la
secuencia consenso del SELEX hay un alto nimero de pirimidinas; por tanto, podtia

suceder que la afinidad de G3BP1 por estos mutantes fuera menor que por el d5II.
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Ademas, el alto numero de pirimidinas en el consenso obtenido por SELEX coincide con
la conservaciéon de nt en el tramo de pirimidinas en el IRES de aislados de FMDV. A pesar
de las coincidencias, los resultados mostraron que la capacidad de uniéon de G3BP1 a los
mutantes d5II-U/A y d5II-CCUU/GAAG es mayor que al d51I (Figura 14), indicando que

las pirimidinas no son esenciales para la interacciéon de G3BP1 con el IRES.

Los resultados obtenidos a partir de los estudios mutacionales realizados sobre el d5 del
IRES, asi como su capacidad de unién a otros dominios presentes en el IRES de FMDV y
HCV, han demostrado que G3BP1 no reconoce una secuencia especifica en el RNA.
Teniendo en cuenta el conjunto de estos resultados podemos afirmar que G3BP1 podria
tener preferencia por regiones del RNA de cadena sencilla que se encuentren cerca de
horquillas o zonas apareadas, las cuales pueden estabilizar la unién de G3BP1 al RNA.
Ademas, G3BP1 permite flexibilidad de secuencia para unirse al RNA. Por dltimo, estos
resultados demostraron que el sitio preferente de union reside en el d5 del IRES entre los

nucleétidos ACCUUUCCUUU (437-447).

Debido a la variedad de procesos celulares en los que interviene G3BP1, como oncogénesis
(Irvine et al, 2004; Winslow et al, 2013; Zhang et al, 2012), metabolismo del RNA (Atlas et
al, 2004; Gallouzi et al, 1998; Tourricre et al, 2001), ensamblaje de SGs (Anderson &
Kedersha, 2006; Reineke et al, 2012; Tourriere et al, 2003), desarrollo embrionario de
invertebrados (Pazman et al, 2000), ubiquitinacién (Cohen et al, 2003a; Cohen et al, 2003b;
Soncini et al, 2001), ciclo vital de diversos virus (Panas et al, 2012; Reineke & Lloyd, 2013;
White et al, 2007; Yi et al, 2011), es esperable que el reconocimiento de secuencias de RNA

sea muy flexible.

Los resultados obtenidos en este trabajo han demostrado que G3BP1 es capaz de unirse al
dIII del IRES de HCV, mediante estudios de retardo en gel de G3BP1 con el dIII de HCV
(Figura 12A). Otros autores han demostrado la uniéon de G3BP1 a otras regiones del RNA
de HCV durante la replicacion de este virus (Yi et al, 2000), pero no se habia descrito su
unién al IRES de HCV. Posteriormente, en ensayos de competiciéon se observo que el
RNACc total compite eficientemente por la unién al d5 o al d1-2; sin embargo, es necesaria
una cantidad 10 veces mayor para competir la unién al dIII de HCV (Figura 12B). Estos
resultados junto con los retardos en gel demostraron que la unién de G3BP1 al dIII de

HCV es mas fuerte que al d5 de FMDV.

Discusion Pagina 91



Caracterizacion de G3BPT como un nuevo factor de interaccion con el IRES

El hecho de que la capacidad de unién de G3BP1 al dIII de HCV sea tan fuerte, sugiere
que, aparte del papel que se ha sugerido que juega en el proceso de replicacion del virus (Yi
et al, 2011), pueda tener otras funciones en el proceso de traduccién o replicacion. A favor
de esta posibilidad, en este trabajo se ha demostrado que G3BP1 es capaz de inhibir la

sintesis de Luc 7z vitro cuando esta se traduce bajo el control del IRES de HCV (Figura 16).

2. G3BP1 desplaza a PTB de su sitio de unién al IRES de FMDV.

La region preferente de unién de G3BP1 al IRES de FMDV comprende la region rica en
pirimidinas de la regién de cadena sencilla del d5, que coincide con el sitio de unién de la
proteina PTB. En el transcrito d2 existe otra region rica en pirimidinas (Figura 10A, Tabla
3), a la que G3BP1 también tiene la capacidad de unirse, tanto en ensayos de
entrecruzamiento por luz UV como en retardo en gel. Mediante experimentos de
entrecruzamiento por luz UV estudiamos la relaciéon que existe en la uniéon de G3BP1 y
PTB al IRES. La presencia de G3BP1 afecta negativamente a la uniéon de PTB al IRES,
siendo menor este efecto cuando aumentamos la cantidad de PTB (Figura 23). Con los
datos disponibles, no podemos deducir si la unién de PTB se reduce en un determinado
dominio mientras que en otro se mantiene, o bien que netamente se reduzca su uniéon en

ambos dominios.

La interacciéon de G3BP1 puede causar cambios estructurales en el IRES, que resulten en
una competicién entre G3BP1 y PTB para unirse al RNA del IRES. Esta posibilidad sera
estudiada mediante otros abordajes experimentales (Selective 2’-hydroxyl acylation

analyzed by primer extension (SHAPE) o radical hidroxilo.

Por otro lado, se ha comprobado que PTB causa cambios conformacionales en los IRES
de picornavirus (Kafasla et al, 2011; Kafasla et al, 2009; Yu et al, 2011). La unién de PTB al
IRES de EMCV promueve un acercamiento de d4 y d3 estabilizando la estructura terciaria
del IRES en una conformacién mas compacta (Yu et al, 2011). Si la unién de G3BP1
reduce la capacidad de unién de PTB al IRES de FMDV, podtia tener consecuencias en el
ensamblaje del complejo de pre-iniciacion y por lo tanto, afectar a los niveles de traduccion

del IRES de FMDV, como discutiremos mas adelante.
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3. G3BP1 es un represor de la traduccion.

El papel de G3BP1 en la regulacion de la expresion de ciertos mRNAs se ha estudiado en
detalle. En el caso del RNA que codifica la proteina periférica de mielina (PMP22) afecta a

la progresion del cancer de mama (Winslow et al, 2013); en el caso del mRNA de Tau

regula su expresién temporal junto con otras proteinas (Atlas et al, 2004), y en el mRNA B-
F1 ATPasa regula negativamente su expresion (Ortega et al, 2010). Por otro lado, la
proteina G3BP1 presenta actividad RNasa débil, ejerciendo un control sobre la expresion

del mRNA de c-myc que resulta en su acumulacién en determinadas etapas del ciclo celular

(Gallouzi et al, 1998; Tourriere et al, 2001).

Los datos que presentamos en este trabajo muestran que G3BP1 es un inhibidor de la
traduccion dependiente de IRES y dependiente de cap, tanto 7 vivo como in vitro (Figuras
15-18). El uso de RNAs bicistrénicos y monocistronicos descarta la posibilidad de que la
inhibicién de un cistrén sea consecuencia de la inhibicién indirecta del otro (Andreev et al,

2009).

La inhibicién de la traduccién de estos RNAs fue parcial, y podria ser debido a varias
causas: a) G3BP1 podria secuestrar elFs o RBPs necesarios para que se produzca la
traduccion de manera eficiente. En nuestro caso hemos demostrado que G3BP1
interacciona directamente con PTB y elF4B. b) G3BP1 podria secuestrar temporalmente
RNAs formando algun tipo de agregado, impidiendo que la maquinaria traduccional pueda
interaccionar con estos RNAs, como se ha descrito para el RNA del HIV-1 (Cobos
Jimenez et al, 2015). ¢) G3BP1 podria inferir cambios conformacionales en la estructura del
RNA evitando que la maquinaria traduccional reconozca el IRES. d) Finalmente, podtia

suceder la contribucién parcial de cada una de las causas anteriores.

La deplecién o falta de algun ITAF (PTB) disminuye la formacion de los complejos de pre-
iniciaciéon (Andreev et al, 2007; Niepmann et al, 1997). Como hemos mencionado
anteriormente, se ha demostrado que PTB estabiliza la conformacién tridimensional del
IRES de picornavirus (Kafasla et al, 2011; Kafasla et al, 2009). Por tanto, si la interaccion
de G3BP1 desplaza la unién de PTB al IRES de FMDV (Figura 23), podtia alterar las

funciones de PTB como chaperona, resultando en una conformacion diferente del RNA, y
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en consecuencia afecta al ensamblaje del complejo de pre-iniciacién y reduciendo la tasa de

traduccion.

Por otro lado, la presencia del RNA del IRES (15 nM) disminuye la interaccién entre
G3BP1 y PTB (Figura 19). Sin embargo, no se observa competiciéon en presencia de los
dominios del IRES con los que también interaccionan estas proteinas (d5, el d1-2 o el dIII
de HCV). Estos resultados sugieren que la estructura tridimensional del IRES es
importante en la competicion de ambas proteinas por su union a este RNA, y ademas, que
la interaccién de ambas proteinas con el IRES de FMDV ocurre preferentemente respecto

de la interaccidn entre ellas.

La proteina PTB posee 4 dominios RRM (Vitali et al, 2006). La capacidad de unién de
estos dominios al RNA es diferente; el dominio RRM3 presenta la uniéon mas fuerte al d1-2
del IRES de EMCV y el RRM4 una unién mas débil a los dominios 4-5 (Song et al, 2005).
En nuestro trabajo se ha demostrado que la interaccion entre G3BP1 y PTB se produce a
través del extremo Ct de G3BP1 (Figura 27), que contiene dos dominios de interaccién con
el RNA (RRM y RGG) consecutivos. Los resultados obtenidos sugieren que la interaccion
de G3BP1 con PTB podria estar mediada por los dominios RRM de ambas proteinas,
apoyando una nueva funciéon de este tipo de dominio en interacciones proteina-proteina

(Rajyaguru & Parker, 2012).

Con estos resultados proponemos que el efecto de G3BP1 sobre la traduccién dependiente
de IRES podria ser debido a dos causas diferentes. La unién de G3BP1 al IRES de FMDV
de manera preferente a la unién con PTB, podria modificar la estructura tridimensional del
IRES en una conformaciéon poco eficiente para el ensamblaje del complejo pre-iniciacion.
En el caso de que PTB esté unida al IRES, la interacciéon posterior de PTB con G3BP1
mediante el dominio RRM, desplazaria a PTB del RNA vy, de este modo, favoreceria la
interaccion entre G3BP1 y el IRES de FMDYV (Figura 29).
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ESTIMULACION DE LA TRADUCCION
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Figura 29. Mecanismo de inhibicién de la traducciéon dependiente de IRES ejercido por
G3BP1. Ver discusion en el texto

El factor de inicio de la traducciéon 4B estimula la traduccién dependiente de IRES y
dependiente de cap (Dmitriev et al, 2003; Mitchell et al, 2010). En nuestro trabajo hemos
demostrado que G3BP1 interacciona directamente con este factor mediante su extremo
carboxilo. Como hemos propuesto anteriormente, G3BP1 podria estar interaccionando
con otras proteinas necesarias para el inicio de la traduccién, secuestrando temporalmente
estos factores. Ademas, la capacidad de reconocimiento de distintas secuencias de RNA
por parte de G3BP1 y su capacidad de autoagregacion (Tourriere et al, 2003) favorece que
se formen agregados de RNPs, causando que el inicio de la traduccién se inhiba
parcialmente. A favor de esta posibilidad se ha descrito que proteinas con dominios RGG
interaccionan con elF4G (Rajyaguru & Parker, 2012). Como consecuencia, inhiben la
traduccion al formar un complejo con elFF4G, e interfiriendo con el reclutamiento de los

complejos 43S al no poderse formar el complejo eIF4E/elF4G.
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4. G3BP1 es proteolizada en células infectadas por picornavirus

En este trabajo se muestra que G3BP1 es proteolizada en células IBRS2 durante la
infecciéon por FMDV. Debido a la zona de reconocimiento del anticuerpo que se ha
utilizado, sélo podemos detectar un fragmento de 55 kDa resultante de dicha protedlisis.
La protedlisis de G3BP1 comienza 2 hpi y se completa 3 hpi (Figura 24). Estos datos
coinciden con los presentados por (White et al, 2007) en células infectadas por PV.
Durante la infeccién por FMDV se proteolizan varios elFs, como elF4GI (Gradi et al,
1998), elF4A (Belsham et al, 2000), eIF3, PTB y PABP (Rodriguez-Pulido et al, 2007). En
conjunto, la hidrolisis de estos factores causa una inhibicion de la traducciéon dependiente

de cap en favor de la traducciéon dependiente de IRES.

La inhibicién de la traducciéon por diferentes estimulos desencadena la formacion de SGs
en la célula. La formacién de SGs se modula en células infectadas por virus de diferentes
familias, sugiriendo que estos agregados de RNP pueden tener una funcién antiviral (White
& Lloyd, 2012). La infeccién por PV desencadena la formacién de SGs, al mismo tiempo

que se detecta la protedlisis de los factores elF4GI y elF4GlI, y antes de la deteccion de

ellF2a. fosforilado (Mazroui et al, 2006). Por otra parte, G3BP1 es una proteina importante
en el ensamblaje de SGs y su rotura durante la infecciéon podtia llevar a una inhibicién del
ensamblaje de los SGs (White et al, 2007). Este hecho sugiere que la rotura de esta proteina

favorece que se complete el proceso de replicacion viral al inhibirse la formacion de SGs.

Durante la infeccién por FMDV se produce la protedlisis de elF4GI y G3BP1. La rotura
de elF4GI ocurre a tiempos de infeccion anteriores a los de la rotura de G3BP1. En células
infectadas por PV, primero se produce la inhibicién de la traduccién dependiente de cap
por la protedlisis de elF4GI, a la vez que comienza la formacién de SGs; un tiempo
después se observa la protedlisis de G3BP1 y la desaparicion de SGs en la célula. Este
hecho sugiere que para que se complete el ciclo replicativo de PV, no es suficiente con la
inhibicién dependiente de cap, y es fundamental el desensamblaje de SGs. De forma
semejante, la formacién de SGs podria estar limitando la disponibilidad de factores
necesarios para la traduccion del RNA de FMDV, y la de otros RNAs de manera
independiente de cap para revertir la infecciéon (White & Lloyd, 2012). La rotura de G3BP1
podria revertir este proceso, liberar ITAFs que se encuentran en SGs y asi, favorecer que la

infecciéon por FMDV progrese. En el futuro, deberfan llevarse a cabo estudios que
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profundicen en la relacién entre el ensamblaje de SGs, una posible respuesta antiviral y la

progresion de la infeccion de FMDV.

En células infectadas por FMDYV la proteina G3BP1 se fragmenta en dos partes, la parte
amino-terminal que contiene los dominios NTF2, el dominio acidico y PxxP; la parte
carboxilo-terminal contiene el dominio RBD. Nuestros resultados mostraron que ambos
fragmentos de G3BP1 inhibieron la traducciéon moderadamente 7 vivo (Figuras 25 y 26). El
fragmento amino-terminal posee la propiedad de autoagregacion (Tourriere et al, 2003), y
de interaccién con otras proteinas (Irvine et al, 2004). Esta capacidad puede favorecer la
acumulacién de RNP que provocan una inhibicién parcial de la traduccién. Por otro lado,
el fragmento carboxilo-terminal, tiene la capacidad de unirse al RNA del IRES y a su vez,

de interaccionar con otras proteinas (Figura 27), lo que puede facilitar el reclutamiento del

RNA a RNPs.

En conclusiéon, G3BP1 es una proteina que permite flexibilidad de secuencia para
reconocer distintos RNAs, lo que en potencia permitirfa que esta proteina tenga posibilidad
de interaccionar con RNAs de distinta naturaleza. G3BP1 es un inhibidor parcial de la
traduccion, y ademas, tiene la capacidad de interaccionar directamente con proteinas como
PTB y elF4B implicadas en el proceso de inicio de la traduccién. Estudios futuros
permitiran dilucidar si G3BP1 modifica la estructura terciaria del RNA, o si interfiere en el

ensamblaje del complejo 488S.
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1) G3BP1 es una proteina de unién a RNA, localizada en granulos de estrés. La regiéon N-
terminal contiene el dominio de unién a otras proteinas y el dominio C-terminal contiene el

dominio de unién a RNA, RRM y RGG.

G3BP1 se une directamente al IRES de FMDYV a través del dominio 1-2, la zona apical del
dominio 3 y el dominio 5. La zona preferente de unién al IRES es la region de cadena
sencilla del d5, que incluye el tramo de pirimidinas. Sin embargo, la sustitucion de
pirimidinas por purinas provoca un aumento de la interaccidén, sugiriendo que el

determinante principal es la presencia de nucle6tidos desapareados.

2) G3BP1 se une directamente al IRES de HCV, a través del dominio I1II.

3) La interacciéon de G3BP1 con el IRES de FMDV y HCV se compite por RNA

citoplasmico, sugiriendo que la proteina reconoce RNAs celulares con afinidad diferente.

4) G3BP1 interacciona directamente con las proteinas PTB y elF4B a través del extremo

C-terminal de G3BP1 en ensayos de co-purificaciéon con GST.

5) G3BP1 desplaza la unién de PTB al IRES de FMDV en ensayos de entrecruzamiento
con luz UV.

6) G3BP1 es hidrolizada por la proteasa 3C de FMDV, dando lugar a dos fragmentos. El
fragmento N-terminal (55 kDa) y el C-terminal (17 kDa).

7) G3BP1 es un inhibidor parcial de la traduccion, z vitro e in vive. Tanto el fragmento N-
terminal como el C-terminal de G3BP1 son inhibidores parciales de la traducciéon cap- e

IRES-dependiente.

8) Con los resultados de este trabajo proponemos que G3BP1 interacciona con proteinas
que estimulan el inicio de la traduccién, secuestrandolas temporalmente o reduciendo su

capacidad de unién al IRES de FMDV, causando una inhibicién parcial de la traduccién.
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