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Resumen en castellano

El establecimiento de un reservorio latente del virus del HIV en células T CD4+ es la
mayor barrera contra la erradicacion de esta enfermedad, convirtiéndola en cronica.
Para lograr su erradicacion, se necesitaria combinar la terapia antirretroviral HAART
con drogas capaces de reactivar los virus durmientes. El objetivo principal de este
estudio es entender como se establece la latencia tras la integracion del virus en el
genoma, con el proposito de identificar factores involucrados que pudieran ser las
dianas de una nueva terapia. Hemos generado una libreria de clones que contienen un
minigenoma latente del virus que expresa GFP como reportero cuando se reactiva. Esta
libreria permite estudiar la posible relacion existente entre el estado de la cromatina en
el lugar de integracion y la actividad del promotor. También hemos estudiado la
implicacidn de la interferencia transcripcional en el establecimiento de la latencia en los
clones cuya integracion del HIV ha tenido lugar en genes transcripcionalmente activos.
Para investigar el mecanismo de represion durante la latencia, se han llevado a cabo
depleciones de factores relacionados con el reensamblaje de la cromatina y proteinas
relacionadas con represion transcripcional mediante expresion de shRNAs. Finalmente,
hemos buscado drogas que puedan reactivar el virus latente como posible terapia a
combinar con la terapia antiretroviral con el objetivo de erradicar completamente el

virus en pacientes cronicos.



Resumen en inglés

The establishment of a latent HIV reservoir in CD4+ T cells is the main barrier to
prevent the eradication of the virus and converts its infection in a chronic disease. To
achieve its eradication, it would be needed to combine HAART with drugs able to
reactivate the dormant viruses. The main objective of this study is to understand how
latency is established after proviral integration into the genome, with the aim of
identifying factors involved that could be targeted by new therapeutic approaches. We
have generated a library of clones containing a latent HIV minigenome that expresses
GFP as a reporter only when reactivated. This library allows the study of the
relationship between the chromatin state at the site of integration and HIV promoter
activity. We have also studied the implication of transcriptional interference in the
establishment of latency in those clones where HIV has integrated in transcriptionally
active genes. To further investigate the mechanism of transcriptional repression in
latency we have performed knockdowns of known chromatin reassembly factors and
repression-related proteins by using shRNA expression. Finally we have searched drugs
that can reactivate the latent HIV as a possible therapy to combine with HAART

directed to the complete clearance of HIV from chronic patients.
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INTRODUCCION

1. El Virus de l1a Inmunodeficiencia Humana

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV) es el virus que causa el Sindrome de
la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) y fue aislado por primera vez en 1983 (Barre-
Sinoussi et al. 1983), dos afios después de los primeros casos documentados de la
enfermedad. Existen dos tipos de HIV: HIV-1 y HIV-2, ambos transmitidos por
contacto sexual, sangre y de madre a hijo y tienen idéntica clinica. En cambio, el virus
de tipo HIV-2 se transmite mas dificilmente y su periodo entre la infeccion y la
aparicion de sintomas es mucho mas amplio. El tipo predominante en el mundo es el de
tipo HIV-1, mientras que el de tipo HIV-2 se concentra en el Oeste de Africa. Se cree

que el HIV se transfirio de los chimpancés a los humanos a principios del siglo XX.

Actualmente se calcula que mas de 33,4 millones de personas padecen esta
enfermedad en todo el mundo. En el afio 2007 hubo 2,7 millones de nuevas infecciones
y 2 millones de muertes relacionadas con el SIDA, segin datos del conjunto de las
Naciones Unidas contra el SIDA (UNAIDS). Esta enfermedad tiene una extension a
nivel global, aunque los paises con mayor nimero de infecciones se concentran en

Africa subsahariana (Figura 1)

Una vision global de la infeccién por el VIH, 2007

33 millones de personas [30-36 millones] que viven con el VIH, 2007

" | Prevalencia del
VIH (%)

I 15,0% — 28,0% N . }
[ 5.0% - <15,0% ; . v 7
[ 1,0% — <5,0% - S
[ ]0,5%-<1,0%

[ ]0,1%-<0,5%

[ ]<01%

I Sin datos disponibles

Figura 1. Datos de prevalencia del HIV a nivel mundial a finales del afio 2007, extraidos de la UNAIDS

(www.unaids.org).



INTRODUCCION

1.1 SUGENOMA Y PROTEINAS

El HIV pertenece a la clase de virus llamada retrovirus, y dentro del subgrupo
lentivirus, cuya traduccién significa virus lento, debido al periodo largo de tiempo que
pasa entre la infeccion y la aparicion de los sintomas de la enfermedad. El virus tiene
forma esférica y mide unos 100-120nm de didmetro y esta compuesto por una bicapa
lipidica externa, la cual pertenecia a la membrana plasmatica de la célula huésped pero
que contiene proteinas propias, una matriz y una nucleocapside que contiene el genoma

viral y enzimas propias del virus (Figura 2).

Membrana
lipidica
gp4l

Transcriptasa
reversa

Figura 2. Representacion de la estructura del virus del HIV.

La informacion genética del HIV esta compuesta por dos copias de ARN de hebra
simple, ARN que es retrotranscrito a ADN mediante la enzima transcriptasa reversa en
el citoplasma celular. EI ADN viral viaja entonces al nucleo donde se integra dentro del
genoma huésped. El virus del HIV o provirus mide unos 9800 pares de bases y en
ambos extremos se hallan los LTR (long terminal repeat) que son unas secuencias
repetitivas que tienen como funcion ayudar a la integracion del genoma viral en el
genoma huésped. A parte, el extremo 5’LTR tiene funcién promotora. Dentro de la
capside, aparte de encontrar el genoma viral, se encuentran tres proteinas: la
transcriptasa reversa, una proteasa y una integrasa. La secuencia del HIV tiene 9 genes,
que codifican para proteinas de tres tipos: estructurales (gag, pol y env), reguladoras

(Tat y rev) y accesorias (vif, vpr, vpu, nef) (Figura 3).
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Transcrito=genoma de ARN

pol
gag PR RI

SLTR ‘ P RE 3'LTR

Integrasa

Transcriptasa reversa Transmembrana=gp41

Proteasa Superficie=gp120 - g
Nucleocapside=p7_
Capside=p24 '
Matriz=pl7 ——

Figura 3. Estructura del genoma del virus del HIV

Las proteinas estructurales estdn codificadas por los genes gag, pol y env:

- El gen gag codifica para una poliproteina llamada p55, la cual es cortada por la
proteasa codificada en la region pol en cuatro proteinas: pl7, que forma la
matriz del virus, p24 la cual forma la capside y p6 y p7, que forman la
nucleocéapside (revisado por Kattenbeck et al. 1996).

- El gen pol es producido como una proteina precursora gag-pol, la cual es
cortada por la proteasa virica, formando las proteinas p55 y pol. A su vez, la
proteina pol es digerida en tres proteinas: la proteasa que digiere las
poliproteinas gag-pol, y posteriormente corta gag y pol para producir las
proteinas virales finales, la transcriptasa reversa, que sintetiza una cadena de
ADN de doble hebra a partir del ARN viral de cadena simple y la integrasa que
integra el ADN de doble cadena en el genoma huésped una vez ha viajado al
nucleo.

- El gen env codifica para una poliproteina p160 que sera cortada formando las
proteinas gp41 y gp120. gp41 es la proteina transmembrana del virus y gp120 es
una proteina de superficie, la cual estd unida a gp41 y es la que se encarga de

unirse a las membranas de las células huésped previamente a la infeccion.
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Las proteinas reguladoras codificadas a partir de la secuencia viral son Tat y rev:

- Tat (transactivator of transcription) es la proteina transactivadora del virus de
la cual existen dos formas, una corta de 72 aminodcidos, la cual es poco
abundante, y una larga de 101 aminoacidos la cual es més abundante y contiene
los dos exones de la proteina. Su funcién es unirse a una secuencia de ARN
llamada TAR y activa la transcripcion a partir del promotor situado en el 5S’LTR
(revisado en Romani et. al. 2009).

- Rev (regulator of virion expression) a su vez se une a la region RRE presente
en la secuencia de env y es la responsable de regular el exporte nuclear y la

estabilizacion del ARN mensajero.

Las proteinas accesorias son vif, vpr, vpu y nef:

- Vif (viral infectivity factor) es la proteina responsable de promover la
infectividad pero sin producir particulas virales. Es capaz de inactivar el
complejo celular represor APOBEC3G (proteina de la célula huésped que
disminuye la efectividad del ciclo viral tras la infeccidon) ya que es capaz de
aumentar su degradacién mediada por el proteasoma.

- Vpr (viral protein R) interacciona con la proteina p6 de la nucleocédpside y sus
funciones estan relacionadas con el transporte del complejo de preintegracion al
nucleo. Se cree que el gen Vpx presente en el virus de tipo HIV-2 y en el virus
SIV es el resultado de la duplicacion del gen Vpr, posiblemente por
recombinacion.

- Vpu (viral protein U) es Gnica en HIV-1 y no se encuentra en HIV-2 o en SIV.
Ha sido relacionada con la degradacion de la proteina CD4 la cual es la
responsable de interactuar con la poliproteina viral pgl60 y retenerla en el
citoplasma. La degradacion de CD4 mediada por Vpu libera la proteina gp160,
permitiendo el corte y formacion de gp41 y gp120. Una segunda funcion de esta
proteina es la de facilitar la liberacion de los viriones.

- Nef (negative expression regulatory factor) es la proteina que aumenta la
infectividad viral, reduciendo la presentacion inmonugénica del virus y

preveniendo las células del ataque citotdxico de los linfocitos T.

10
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1.2 EL CICLO DE REPLICACION

Los virus no tienen capacidad de replicarse por si mismo y por ello deben utilizar las

células huéspedes para llevar a cabo su ciclo viral, utilizando la maquinaria de las

células infectadas. El virus del HIV infecta principalmente los linfocitos T CD4+, pero

también otros tipos celulares, como por ejemplo monocitos, macrofagos y células

dendriticas, entre otros.

El ciclo de replicacion del virus del HIV se divide en varias etapas (Figura 4):

Fusion. La primera etapa en la infeccion del virus consiste en el reconocimiento
y union de las particulas virales a la célula diana. Para ello, las proteinas gp120 y
gp41 del virus reconocen los receptores CD4 de los linfocitos T, ayudadas por
los correceptores de membrana CXCR4 o CCRS y permitiendo la fusion con la
membrana de la célula huésped (Berger et al. 1999).

Transcripcion inversa. Después de la fusion, la capside viral entra en el interior
de la célula infectada y se libera su genoma formado por las dos cadenas
senzillas de ARN. En el citoplasma de la célula huésped se lleva a cabo la
produccion de ADN de cadena doble a partir de las cadenas simples de ARN
virico, proceso que se lleva a cabo gracias a la enzima llamada transcriptasa
inversa que viaja con el virion asociada al ARN.

Integracion. E1 ADN de doble cadena o ADN proviral que ha sido formado en
el citoplasma de la célula es capaz de viajar hasta el nacleo, donde se integra en
el genoma de la célula huésped gracias a la enzima integrasa, que viajaba dentro
de la capside del virion.

Transcripcion. Una vez el ADN viral ha sido integrado dentro del genoma, la
célula huésped no puede reconocer el genoma viral como un ADN extrafio asi
que la maquinaria de la transcripcion de la célula infectada empieza a formar
transcritos virales. Una vez que el ARN mensajero o ARNm se ha procesado,
puede salir del nucleo utilizando los poros nucleares.

Ensamblaje. El ARNm es traducido en el citoplasma de la célula y da como
resultado poliproteinas que deben ser cortadas para poder ser activas. La enzima
del HIV llamada proteasa es la que se encarga de esta funcidn, es decir, es la
responsable de digerir las poliproteinas en proteinas Unicas procesadas que son
funcionales. Las proteinas del virus se ensamblan juntamente con el ARN viral
para formar los componentes internos del virion.
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Gemacion. Por ultimo, el material del virus se encapsula dentro de una gema

que se forma gracias a la membrana citoplasmatica de la célula huésped y se

acaba desprendiendo de la célula, formando el nuevo virion.

&
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Figura 4. Ciclo de replicacion del virus del HIV

1.3 TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL

Los linfocitos T CD4+ juegan un papel muy importante en la respuesta inmunitaria.

enfermedades oportunistas graves.

Normalmente, una persona sana tiene una cantidad de linfocitos T de entre 800 y 1200
por milimetro cubico de sangre. Debido a que estas células son destruidas por la
infeccion del virus del HIV, su nimero disminuye en personas infectadas. Una vez los
valores de linfocitos T CD4+ han llegado a valores entre 350 y 500 por milimetro
cubico se empieza la terapia antirretroviral, también dependiendo de los sintomas
padecidos por el paciente. Una vez que el paciente llega a numeros de unos 200

linfocitos por milimetro ctbico, éste es mucho més propenso a tener infecciones por
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El tratamiento antirretroviral se basa en atacar las enzimas y las vias esenciales del

ciclo de replicacion del virus del HIV. Los tipos de tratamientos se pueden separar

segun sus dianas de accion:

Inhibidores de la transcriptasa reversa. Este tipo de tratamiento se caracteriza
por bloquear la sintesis de ADN de doble cadena que crea la transcriptasa
reversa del virus a partir del RNA viral. Para ello, se utilizan 3 sistemas: 1)
Inhibidores nucleésidos, 2) Inhibidores nucledtidos y 3) Inhibidores no
nucledsidos. Los dos primeros bloquean la enzima a través de una interaccion
con el centro catalitico, mientras que el tercero lo hace a través de un dominio
alosterico cercano al centro catalitico. Los dos primeros actiian como inhibidores
competitivos de los sustratos normales de la enzima, los deoxinucleotidos
trifosfatos (ANTP), no obstante los inhibidores nucleodtidos tienen la ventaja de
tener un grupo fosfonato (C-PO(OH);) que no puede ser cortado por las
hidrolasas, haciendo que su unién en el extremos 3’-terminal sea mas fuerte. El
mecanismo de accion de los inhibidores no nucledsidos no es muy conocido,
pero se sabe que interaccionan con un dominio de union cercano al centro
catalitico y se sospecha que esa union, al ser tan proxima, interfiere con el centro
catalitico perturbando el funcionamiento normal de la transcriptasa reversa.
Inhibidores de la proteasa. Casi todos los inhibidores de proteasas se basan en
mimetizar el enlace entre péptidos, el cual es cortado por la proteasa viral. Para
ello contienen una estructura hidroxietileno que se parece al enlace del
polipéptido del virus, pero esta unién no puede ser cortada por la proteasa. Es
por esta razdbn que previenen que la proteasa realice su funcion en el
procesamiento proteolitico del polipéptido viral, precursor de las proteinas
virales maduras.

Inhibidores de la fusion. Existe un inhibidor de la fusion entre la célula
huésped y el virus. Esta droga es homoéloga a una region de la glicoproteina viral
gp4l, y es capaz de unirse a esta region, impidiendo la fusion del virus con la
membrana celular.

Inhibidores de los coreceptores. Estos inhibidores interaccionan con los
coreceptores CCR5 y CXCR4 usados, respectivamente, por las cepas de HIV M
(macrofago) y T (linfocito) tropicas, para entrar en las células diana. De todo el

proceso de entrada del virus, la interaccion de la glicoproteina viral gp120 con
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los correceptores se produce entre la interaccion de la misma glicoproteina con
el receptor CD4 y la fusion de gp120 con la membrana celular externa.

- Inhibidores de la integrasa. Aunque la integrasa ha sido estudiada durante
muchos afios como una diana potencial en el desarrollo de nuevos tratamientos
contra el HIV, solo recientemente se ha conseguido obtener un compuesto
eficaz. La integrasa tiene dos funciones cataliticas importantes: procesado 3’ y
transferencia de cadenas. El mecanismo de accion de estos compuestos no esta

descrito.

La enzima transcriptasa reversa del virus del HIV no tiene la capacidad de corregir los
errores que va introduciendo, la cual cosa va aumentando la cantidad de mutaciones que
se van introduciendo en la secuencia viral. La gran mayoria de estas mutaciones hacen
que el virus no pueda reproducirse de manera correcta o no dan ningln tipo de ventaja a
la secuencia comparando con la secuencia original del virus. Aun asi, existe una
pequena cantidad de mutaciones que producen resistencias a los farmacos utilizados en
la terapia antirretroviral. Desde 1996 se empez6 a ver la importancia de combinar los
diferentes tipos de drogas antirretrovirales, tal y como se habia hecho con pacientes que
padecian tuberculosis. Esta terapia se llam6é HAART (highly active antiretroviral
therapy) y su administracion obtenia un sinergismo entre los diferentes compuestos al
actuar sobre diversas dianas de accion, se podian disminuir las dosis de las diferentes
drogas reduciendo los efectos secundarios toxicos y se disminuia el desarrollo de
resistencias a las drogas, debido a que disminuian mucho el nimero de copias virales en

sangre.

2. La latencia del HIV

Aunque el virus del HIV replica continuamente durante la infeccion en pacientes no
tratados, se ha descrito un estado de latencia del virus del HIV a nivel celular. Este
estado de latencia es reversible y se caracteriza por un estado de infeccion no productivo
que permite a algunos virus evadir las respuestas inmunes del huésped. Durante la
latencia, el virus no se transcribe y por lo tanto no expresa sus propias proteinas. Esto
hace que las células infectadas latentemente sean inmunoldgicamente indistinguibles de
una célula no infectada, y son insensibles al tratamiento con la terapia antirretroviral, la

cual es tnicamente capaz de atacar las proteinas virales durante el ciclo de replicacion.
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A pesar de que la frecuencia de células latentemente infectadas sea de 1 entre un
millon de células T CD4+ en reposo, el hecho que persistan incluso después de haber
inhibido la replicacion viral mediante la terapia antirretroviral y de que creen un
reservorio de células latentes no distinguibles de las células no infectadas hace de estas

c€lulas la gran barrera para la erradicacion del virus del HIV.

2.1 TIPOS DE LATENCIA: PRE Y POSTINTEGRACION DEL HIV

Se han descrito dos tipos de latencia del HIV: la latencia pre y la latencia post-

integracion del HIV.

La latencia pre-integracion del HIV se observa tras la infeccion del HIV en células en
reposo, las cuales estan inactivadas. El genoma viral se queda en el citoplasma de la
célula huésped libremente, sin llegar a ir al nucleo e integrarse (Figura 4). Este estado
latente se caracteriza por una transcripcion reversa incompleta del genoma viral debido
a la accion de la proteina APOBEC3G. Esta proteina es una deaminasa que actiia como
restriccion tras el paso del HIV por la membrana citoplasmatica debido a su capacidad
de afiadir mutaciones en el ADN que se estd formando durante la transcripcion reversa
tras la infeccion (Chiu et al. 2005). La proteina Vif viral es la responsable de aumentar
la degradacion de esta proteina, protegiendo asi la integridad del genoma viral. La
ineficiencia de la transcripcion reversa en las células en reposo también se debe a una
reduccion de la cantidad de dNTPs presentes en células metabdlicamente inactivas (Gao
et al. 1993) asi como una disminucidn en el importe del genoma del HIV retro-transcrito
al nucleo debido a las reducidas cantidades de ATP presentes en las células en reposo
(Chiu et al. 2005). Aun asi, la latencia pre-integracion del virus no es clinicamente
importante ya que la vida media del genoma viral incompletamente retro-transcrito y no
integrado es de un dia, la cual cosa no crea un poblacion de células latentemente

infectadas.

La latencia post-integraciéon del HIV ocurre cuando una célula T CD4+ activa es
infectada con el virus del HIV, el genoma viral se integra en el genoma huésped y tras la
infeccion y la integracion, esta célula se revierte a un estado de célula de memoria en
reposo (Figura 5). Durante este estado de latencia, el genoma del provirus no se puede

expresar y estd en un estado reversiblemente silenciado.
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Figura 5. Representacion de los dos tipos de latencia: latencia pre y post-integracion. Figura extraida de

Lassen et al. 2004

Este modelo de latencia post-integracion sugiere que las células infectadas de forma
activa estarian revertiendo a un estado de latencia continuamente, afladiendo células al
reservorio latente de manera dindmica. Los virus también saldrian del reservorio como
células en reposo que se activan (Figura 6A). Cuando los pacientes son tratados con la
terapia antirretroviral HAART, la disminucion de la viremia en sangre disminuye
mucho la cantidad de nuevas células infectadas que revierten a un estado de latencia. En
este tipo de casos, se observa una salida del reservorio también disminuida debido a que
la terapia antirretroviral revierte el fendmeno de hiperactivaciébn inmune que es

caracteristico de las infecciones no tratadas con HAART (Figura 6B).

a Viraemic
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b HAART
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Figura 6. Dindmica del reservorio de células latentes, en un estado de no tratamiento (A) y de células

tratadas con antirretrovirales (B). Figura extraida de Han et al. 2007.

Durante este tipo de latencia el genoma viral no se expresa ya que estd silenciado,
pero esta situacion se puede revertir y dar lugar a una expresion activa del promotor
viral, mediante la estimulacion antigénica y mediante la induccién con citoquinas,

mitogenos o ésteres de forbol (Figura 7).

HIV
&
Latent: Productive:
Rare event Most common
Long duration (months) Cell death (days)
Transcriptionally silent

_

Reactivation:
Cellular activation
Antigenic stimulation and/or
cytokine induction

Maintenance:
Quiescence
Mitotic duplication

Figura 7. Infeccion activa y latente del promotor del HIV. Reactivacion de la infeccion latente. Figura

extraida de Bisgrove et al. 2005.

Tras el tratamiento con la terapia antirretroviral, la viremia en sangre disminuye 100
veces durante las dos primeras semanas. Esta disminucion inicial tan rapida se debe a
que la gran mayoria de virus que hay en plasma se producen en los linfocitos T CD4+,
los cuales tienen un periodo de vida muy corto (t;,= 1 dia). Una segunda disminucién
de células infectadas se observa posteriormente, las cuales corresponden a los
macroéfagos (t;,= 2 semanas). Esta segunda fase lleva a un nivel de viremia por debajo
de 50 copias de ARN viral por ml de plasma. La presencia de un reservorio de células
latentes fue estudiada de manera longitudinal en un grupo de pacientes tratados
largamente con la terapia antirretroviral. Estos estudios mostraron que los reservorios de
células latentes eran estables, observandose una t;, de 44 meses. A esta velocidad de
disminucién, la erradicacién de un reservorio consistente en 106 células llevaria un

periodo de tiempo de 73 afos (revisado en Persaud et al. 2003) (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de la disminucion de viremia en sangre tras el tratamiento con la terapia antiretroviral

durante el tiempo. Figura extraida de Persaud et al. 2003.

2.2 FACTORES QUE CONTRIBUYEN A LA LATENCIA

Durante todos estos afios se ha hecho un gran esfuerzo en entender los mecanismos
que llevan al estado de latencia de un genoma integrado latentemente. Se han propuesto
varios mecanismos para establecer y mantener la latencia post-integracion en una
infeccion mediada por el virus del HIV. Algunos de los mecanismos mds importantes
son el lugar de integracion del HIV, la falta o presencia de factores de transcripcion, el
ambiente cromatinico alrededor de la integracion, la proteina Tat y los factores

asociados a ella y el ARN interferente. A continuacion se detallan cada uno de ellos.

2.2.1. El lugar de integracion del HIV en el genoma huésped

El virus del HIV se integra de una manera no aleatoria dentro del genoma de la célula
huésped. Varios estudios han revelado que el lugar de integracion viral en el genoma
juega un papel muy importante en el establecimiento de la latencia post-integracional.

Utilizando unas células de linfocitos T con una integracion latente del promotor del HIV
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se vio que el provirus latente se integraba en regiones de secuencias repetititivas dentro
del genoma, tales como las regiones alfoideas, las cuales se situaban en heterocromatina
centromérica (Jordan et al. 2003). Un articulo reciente mostré una correlacion entre la
represion transcripcional del virus del HIV y su interaccion con una region
pericentromérica del cromosoma 12 en varios clones de linfocitos T CD4+ latentes en la
periferia del nucleo (Dieudonné et a. 2009). Tras la activacion del promotor viral, se
seguia observando la localizacion pericentromérica del promotor viral, sugiriendo que
ciertas regiones de la periferia nuclear pueden ser el lugar donde se produce una

reactivacion del virus.

Un analisis de los lugares de integracion en células en reposo T CD4+ de pacientes
tratados con HAART demostr6é que un 93% de las integraciones latentes se localizaban
en regiones codificantes de genes (Han et al. 2004). A tener en cuenta de este estudio es
el hecho que no pudieron ser capaces de diferenciar entre los provirus latentes o los
defectuosos. Los provirus defectuosos tienen mutaciones que inhiben la replicacion
viral, y se ha estimado que hay 100 provirus defectuosos por cada provirus latente en el

genoma huésped.

Al comparar un gran numero de lugares de integraciéon del HIV que llevaban a un
estado latente o productivo (activo) del promotor, se observo que las células latentes se
asociaban con una integracion del HIV en heterocromatina centromérica (4.3% del
total) pero también se encontraban en secuencias largas del genoma que no tienen genes
que expresen proteinas (desiertos génicos) asi como en intrones de genes altamente

expresados (Lewinski et al. 2005).

El hecho de descubrir que una integracion latente se estd produciendo en un gen
transcripcionalemnte activo puede parecer paradojico pero se puede explicar por el
fenomeno de interferencia transcripcional. La interferencia transcripcional (TI) se
describe como el efecto negativo que se observa cuando una actividad transcripcional
iniciada en un promotor suprime la transcripcion de un promotor situado en una region
corriente abajo, cercano al primero. En el caso del promotor del HIV, el hecho de estar
integrado dentro de un gen activo, llevaria a su silenciamiento y al establecimiento del

estado de latencia.

Se han descrito varios mecanismos que pueden llevar a producir la interferencia

transcripcional:
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1. Estorbo o impedimento estérico. Se produce cuando un provirus se integra en el
mismo sentido transcripcional que el gen huésped. La ARN polimerasa II del gen pasa a
través de la secuencia del promotor viral impidiendo la unién de factores de

transcripcion 1 de la ARN polimerasa al promotor del HIV (Figura 9).

Read-th h
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Figura 9. Interferencia transcripcional por impedimento estérico. Se produce cuando un promotor activo

silencia la transcripcién de un promotor secundario que se encuentra corriente abajo del primero. Figura

extraida de Colin et al. 2009.

En un modelo de Hela en el que habia dos promotores del HIV en tdndem, el segundo
promotor quedaba silenciado por la accién de la polimerasa del primer promotor
(situado corriente arriba respecto al primero). Este silenciamiento se aliviaba tras afiadir
una secuencia terminadora entre dos promotores. En este modelo se vio que la represion
que se observaba en el segundo promotor era debida a que no se podian unir
correctamente las proteinas SP1 debido a los complejos de transcripcion que venian del
primer promotor (Greger et al. 1998).

Estudios llevados a cabo utilizando un sistema de levadura han demostrado que
factores relacionados con la elongacion, tales como SPT6, son los responsables de
inhibir la iniciacion de la transcripcion de promotores cripticos. Estos factores de
elongacion serian los responsables de ayudar al replegado de las histonas y formar una
estructura cerrada de la cromatina que no permitiria la transcripcion de los promotores
cripticos (Kaplan et al. 2003).

El hecho que la ARN polimerasa II pase por encima del promotor viral, silenciando su
transcripcion hizo pensar que el provirus integrado se estaba transcribiendo con otras
regiones intronicas del gen huésped, pero que simplemente se estaba perdiendo durante
el proceso de splicing. Este mecanismo se ha descrito en un articulo en el cual utilizaban
unas cé€lulas latentes en linfocitos T CD4+ (Lenasi et al. 2008). En este estudio se
demostrd que la inhibicion de la expresion del gen donde estaba integrado el HIV
revertia la interferencia transcripcional. Han et al. en 2008, utilizaron un sistema de

recombinacion homologa para insertar el HIV en un intrén en la misma orientacion que
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el gen enddgeno o en el sentido contrario. Con este sistema mostraron que la expresion
del promotor viral integrado en el mismo sentido del gen se veia aumentada, mientras
que si la integracion se daba en sentido contrario a la transcripcion del gen, la
transcripcion del HIV se inhibia.

Otros estudios han mostrado que se puede revertir el estado de interferencia

transcripcional tras la expresion de la proteina viral Tat (De Marco et al. 2008).

2. Oclusion del promotor. Se produce cuando el virus del HIV estd integrado en
sentido contrario a la transcripcion del gen endogeno y se produce una colision entre las
ARN polimerasas que van transcribiendo (Crampton et al. 2006) (Figura 10). El
resultado es una terminacion temprana de la transcripciéon de ambos promotores o del

promotor mas débil.
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Figura 10. Representacion del mecanismo de latencia mediante interferencia transcripcional del tipo
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oclusion del promotor. Figura extraida de Colin et al. 2009.

Prescott et al. en 2002 mostraron que en los genes gal7 y gall0 orientados de manera
convergente y cuya transcripcion coincidia en parte, la elongacion se veia restringida y

daba como resultado una disminucion en la acumulacion de ARNm total.

Este tipo de mecanismo también podria dar como resultado transcripcion en ambos
sentidos, formdndose asi ARNs de doble cadena que podrian silenciar la transcripcion

viral mediante la via del ARN interferente.

3. Trampa del enhancer. Este tipo de interferencia transcripcional se puede llevar a
cabo cuando un enhancer esta situado cerca de un segundo promotor (Figura 11). En
estos casos, la latencia del HIV se podria producir mediante la disminucion en la
transcripcion por falta de un enhancer que estaria siendo utilizado por otro promotor

cercano al promotor del HIV.
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Figura 11. Esquema del mecanismo de interferencia transcripcional llamado “trampa del enhancer”.

Figura extraida de Colin et al. 2009.

2.2.2. Factores de transcripcion celulares

La activacion del promotor viral se puede inducir por una gran cantidad de estimulos,
tales como la union de anticuerpos anti-CD3 al receptor de las células T, citoquinas
(TNFa, IL-1B, IL-7) y mitogenos como el éster de forbol PMA (phorbol 12-myristate
13-acetate) o la prostatina. Estos estimulos provocan cambios durante la activacion de
las células T y afectan la expresion génica mediante la activacion de diferentes vias de
sefalizacion (Figura 12). Estas vias activan la transcripcion del promotor viral debido a
la induccién de factores de transcripcion, tales como NF«xB, NFAT o AP1, los cuales se

unen a lugares de unidn presentes en la secuencia del virus del HIV.

PMA
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Figura 12. Diferentes vias de activacion tras la activacion de las células T. La activacion de las células
con varios estimulos es capaz de activar las vias de NFkB, NFAT y AP1, promoviendo la activacion del

HIV. Figura extraida de Williams et al. 2007.
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El LTR viral contiene dominios de union para otros factores de transcripcién, como
LEF-1, COUP-TF, Etsl, SP1, USF, entre otros (Figura 13) (revisado en Rohr et al.
2003).

B ——
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Figura 13. Dominios de union de los diferentes tipos de factores de transcripcion al promotor del HIV.

Figura extraida de Colin et al. 2009.

Uno de los factores de transcripcion cuya implicacion con la activacion del promotor
del HIV ha sido més ampliamente estudiado es NFkB. En un modelo de latencia en
linfocitos se observd que en un estado de no estimulacion de las células, los
homodimeros p50-p50 se unen al promotor viral, reclutando HDACI, la cual lleva a un
estado de silenciamiento mediado por deacetilacion y a una estructura cromatinica
represiva (Figura 14A) (Williams et al. 2006). En ausencia de estimulo, el complejo
activador p65-p50 de la via de senalizacion de NF«B est4 secuestrado en el citoplasma,
unido a la proteina inhibidora IKB. Tras la estimulacion de las células T, la proteina
IKB es fosforilada por IKK y esta fosforilacion disocia su unién a p65-p50 y lleva a la
degradacion a IKK. P65-p50 viaja hasta el nucleo y desplaza p50-p50 unido a HDACI1
(Figura 14B). A su vez, esta union a los lugares para NFkB recluta histona
acetiltransferasas, como CBP y p300, llevando a un estado de acetilaciéon de la zona

(Gerritsen et al 1997).
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Figura 14. (A) El homodimero p50-p50 asociado a HDACI! esta unido a los lugares NF«B en el promotor
viral en un estado no estimulado de las células (B) Tras la activacion, p65-p50 se une a los lugares de

union para NFkB, desplazando a p5S0-p50. Figuras extraidas de Williams et al. 2006.

La subunidad p65 también es capaz de promover elongacion de la ARN polimerasa II
debido a su capacidad de reclutar quinasas que fosforilan y activan la polimerasa, tales
como Cdk7/TFIIH (Kim et al. 2006) y pTEFb (Barboric et al. 2001). Cdk7/TFIIH
fosforila la cola CTD (dominio carboxi-terminal) de la ARN polimerasa en su serina 5 y
pTEFb la fosforila en la serina 2, fosforilaciones que son necesarias para la activacion
de la elongacion de la polimerasa. La activacion de la via de NFkB parece ser muy
importante para promover la iniciacion de la transcripcion. Se ha visto que niveles bajos
de p65-p50 en el nucleo se correlacionan con bajos niveles de transcripcion del HIV

(Nabel et al. 1987).

La activacion de las células T y el posterior aumento de Ca®" en el citoplasma
promueve la defosforilacion del factor de transcripcion NFAT mediante la accion de la
Calcineurina, defosforilacion que le permite viajar al nucleo de forma activa. NFAT
tiene varios sitios de unién en la region U3 del LTR y un sitio de unién en el US. Se ha
descrito un papel de ayuda de NFAT a la activacion del promotor viral mediada por
NFkB en un modelo de latencia en linfocitos (Williams et al. 2004). El reclutamiento de
coactivadores tales como p300 y CBP tras la activacion mediada por NFAT (Garcia-

Rodriguez et al. 1998) sugieren que tal y como pasaba con NFxB, los miembros de la
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familia de NFAT también podrian promover el remodelamiento de la cromatina en el

promotor viral.

La activacion de las células T también promueve la activacion de los dimeros de AP1
(formados por los miembros de las familias Jun, Fos y ATF) mediante la activacion de
las quinasas JNK (c-Jun N-terminal kinase) y ERK (extracelular signal-related kinase)
(Karin et al. 1997). La inhibicion de la activaciéon de AP1 con inhibidores de MAP
quinasas suprime la expresion del promotor del HIV mediada por la activacion del

receptor de las células T (Yang et al. 1999)

2.2.3. La organizacién de la cromatina del HIV

Se han descrito dos nucleosomas bien posicionados en la region del 5’LTR, los cuales
se llamaron nucleosoma 0 (nuc-0) y nucleosoma 1 (nuc-1) (Verdin et al. 1993) (Figura
15). Tras la activacion de las células con TNFa o con agentes mitogénicos como el TPA
se vio que el nuc-1 se remodelaba rapidamente, la cual cosa hizo pensar que este

nucleosoma era el modulador de la actividad transcripcional del HIV.

LTR SD
EEmEEm U3 R “H GAG P

+1

Nuc-0 Nuc-1 Nuc-2 Nuc-3

Figura 15. Distribucion de los nucleosomas 0 y 1 dentro del LTR viral

El tratamiento con inhibidores de histonas deacetilasas (HDACs), tales como butirato
sodico, tricostatina A (TSA) o acido valproico resultd en el remodelamiento del
nucleosoma 1 y la activacion transcripcional del HIV (Laughlin et al. 1993, Van Lint et
al. 1996). Estos resultados sugerian que el nuc-1 en células latentes estd
constitutivamente deacetilado por HDACs. La funcion positiva de la acetilacién en la
activacion transcripcional del promotor del HIV latente se confirmé mediante ensayos
con histonas acetiltransferasas (HATs). HATs purificadas estimulaban in vitro la

actividad transcriptional de un ADN proviral plegado en estructura de cromatina (Steger
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et al. 1998). Tras la activacion de las células T, HATs incluyendo PCAF, GCN5 o CBP

se reclutan al promotor , acetilando las histonas H3 y H4 (Lusic et al. 2003).

Se han descrito varios factores de transcripcion que se unen al 5’LTR y que son
capaces de reclutar HDACs al promotor viral, hecho que desfavorece la union de la
maquinaria de transcripcion al promotor. La proteina LSF (Late SV40 Factor) se une al
5S’LTR y es capaz de reclutar YY1 (Ying Yang 1) mediante la interaccion con un
dominio de dedos de Zinc, y YY1 a su vez recluta la HDACI al promotor viral (Coull et
al. 2000). La forma no ligada del receptor de hormonas tiroideas (TR) disminuye la
acetilacion de histonas tras el reclutamiento de HDACs, mientras que el tratamiendo
con hormonas tiroideas revierte este efecto (Hsia et al. 2002). La unidon de los
homodimeros p50-p50 a los lugares de union de NFkB recluta HDACI, tal y como se
ha comentado anteriormente (Williams et al. 2006). La proteina CBF-1 (C-promoter
binding factor) contribuye a la represion mediante la unioén al promotor del HIV. La
inhibicién de este factor de transcripcion mediante la utilizacion de shRNAs da como
resultado la reactivacion del HIV latente, el reclutamiento de la ARN polimerasa II y un
aumento en la acetilacion de las histonas (Tyagi et al. 2007). c-Myc se recluta en el
5’LTR del promotor viral mediante su uniéon a Spl, y a su vez, recluta HDACI1 con la
finalidad de silenciar el promotor. sShRNAs inhibiendo la expresion de c-Myc reducen la
ocupacion de c-Myc y HDACI en el promotor del HIV, aumentando la expresion del
LTR (Jiang et al. 2007). Sp1 unido a sus 3 lugares de unién en el LTR del HIV esta
relacionado con la represion mediada por HDACI y 2. En células de la microglia, el
reclutamiento de HDACs mediado por Spl necesita de la ayuda de un cofactor llamado
CTIP2 (COUP-TF interacting protein 2), el cual se asocia a HDACs, a la histona
metiltransferasa Suv39H1 y a la trimetilacion de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9). Al
disminuir la expresion de CTIP2, el reclutamiento de HDACs se ve disminuido,
llevando asi a un aumento en la acetilacion del promotor viral con su consecuente

activacion (Marban et al. 2007).

La metilacion de las islas CpG del promotor del HIV también parecen ser importantes
para el mantenimiento de la latencia viral. La metilaciéon del ADN probablemente inhibe
la expresion del promotor viral impidiendo la unién de factores de transcripcion al
5’LTR, tales como NFkB o Sp1 (Bednarik et al. 1991). Aun asi, la metilaciéon del ADN
relacionada con la latencia viral es un tema controvertido, ya que también se ha visto

que la metilacion en islas CpG no se correlaciona con el silenciamiento de la
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transcripcion del HIV (Pion et al. 2003). Recientemente varios grupos han visto la
relacion entre la metilacion del ADN vy el estado de latencia. Se observo que dos islas
CpG en el 5’LTR estaban hipermetiladas en células latentes de linfocitos. MBD2
(methyl-bindiing domain protein 2) y HDAC2 se reclutan al promotor latente mediante
la segunda isla CpG. MBD2 seria la responsable de reclutar el complejo represor
NuRD, complejo al cual pertenece la HDAC2 (Kauder et al. 2009). La metilacion en las
islas CpG en el 5’LTR, juntamente con otras modificaciones epigenéticas relacionadas
con represion como la disminucién de la dimetilacion de la lisina 4 de la histona 3
(H3K4), la disminucion de la acetilacion de la histona 3 o altos niveles de trimetilacion
de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9) contribuyen al silenciamiento del LTR viral,

impidiendo su reactivacion (Blazkova et al. 2009).

2.2.4. La proteina Tat

Una de las proteinas que se expresan primero en el genoma viral es la proteina

transactivadora Tat. La transcripcion del virus del HIV se puede dividir en dos etapas:

- Etapa tat-independiente o temprana. Durante esta fase de ausencia de Tat, la
transcripcion se inicia normalmente pero la elongacion de la ARN polimerasa II es muy
ineficiente. Esto se debe a que la ARN polimerasa II estd siendo inhibida por el
complejo N-TEF (negative elongation factor) el cual estd formado por dos subunidades
llamadas NELF (negative elongation factor) y DSIF (DRB-sensitive inducing factor). A
la inhibicién de la elongacion mediada por estas proteinas se suma también el hecho que
hay un ambiente cromatinico represivo (Figura 16A). Aunque la gran mayoria de
transcritos que se producen en ausencia de Tat son transcritos cortos de
aproximadamente 60 nucledtidos que se acumulan en el citoplasma (Kao et al. 1987),
una pequefia cantidad de transcritos salvajes enteros se puede llegar a producir,

codificando la proteina Tat y mediando la transcripcion viral.

- Etapa tat-dependiente o tardia. Esta fase empieza cuando se produce suficiente
acumulacion de la proteina Tat, la cual se une a una estructura de ARN de forma curva
que se estd formando en el extremo 5’ de los transcritos nacientes llamada TAR. La
union de Tat a TAR promueve el reclutamiento de pTEFb (positive transcription
elongation factor b), el cual esta formado por la quinasa CDK9 y la Ciclina T1. Esta

unioén de pTEFb y Tat se ve favorecida gracias a la acetilacion de la lisina 28 de Tat,
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acetilacion mediada por la acetiltransferasa PCAF (Kiernan et al. 1999). La proteina
CDKO es la responsable de la fosforilacion de la cola CTD (dominio carboxi-terminal)
de la ARN polimerasa II, aumentando asi la correcta transcripcion del transcrito viral,
promoviendo una elongacion eficiente (Figura 16B). pTEFb también es capaz de
fosforilar el complejo N-TEF, liberandose asi el bloqueo de la elongacion que mediaba
dicho complejo (Fujinaga et al. 2004). La actividad de pTEFb estd constitutivamente
restringida por su asociacion con un ARN celular llamado 7SK, al cual se une
HEXIMI, una proteina con un dominio de inhibicion de pTEFb situado en su region C-
terminal (Yik et al. 2003). En el momento en que la célula se activa se promueve la

liberacion y activacion de pTEFb, ayudando al inicio de la expresion del promotor viral.

La proteina Tat también se puede acetilar en su lisina 50 mediante las
acetriltransferasas p300 y Gen5 (Kaehlcke et al. 2003). Esta acetilacion es la
responsable de disociar la proteina Tat de TAR y del reclutamiento de Tat al complejo
de la ARN polimerasa que estd empezando a elongar. Tat es capaz de reclutar la
proteina PCAF al complejo que viaja con la ARN polimerasa y asi ayudar al
remodelamiento y apertura de la cromatina tras la activacion (Bres et al. 2002) (Figura
16B). Tat también es capaz de reclutar el complejo remodelador ATP-dependiente
SWI/SNF al complejo que se forma cuando la ARN polimerasa estd elongando (Figura
16B). Esta union a Tat se produce mediante las subunidades Brgl y Inil, inicidndose asi
el remodelamiento del nucleosoma 1 (Mahmoudi et al. 2006). Tat no solo puede ser
acetilada, sino también metilada. La metiltransferasa SETDBI, la cual metila Tat en sus
residuos de lisina 50 y 51, es capaz de reclutar otras metiltransferasas e histonas
deacetilasas para promover silenciamiento génico (Li et al. 2006). Al final del proceso
de elongacion durante la transcripcion viral, Tat es deacetilada mediante la deacetilasa
Sirtuin 1 (SIRT1), hecho que permite su disociacion de la ARN polimerasa II. Tat
deacetilada es reciclada y puede iniciar un nuevo ciclo de activacion de la transcripcion
(Pagans et al. 2005) (Figura 16C). Todo esto concluye que Tat promueve la elongacion
de la transcripcion mediando la fosforilacion de la ARN polimerasa II y estimulando el

remodelamiento de la cromatina.
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Figura 16. Representacion esquematica de las etapas del HIV desde su fase temprana hasta su fase tardia
dependiente de Tat. Al final del ciclo de transcripcion del HIV, Tat es reutilizada para empezar un nuevo

ciclo de transcripcion. Figura extraida de Colin et al. 2009.

2.2.5. MicroARNs

Los microARNs o miARNs son ARNs no codificantes de cadena sencilla, que miden
entre 19 y 25 nucledtidos y su funcién es la de reguladores génicos y la de defender la
célula huésped de la infeccion de virus de ADN y ARN. Los miARNs primarios
producidos en el nicleo son digeridos por la ARNasa de tipo III Drosha, formandose asi
los miARNSs precursores o pre-miARN. Estos pre-miARNs salen del nucleo y en el
citoplasma son digeridos por la ARNasa de tipo III Dicer, formandose los miARNs
maduros. Los productos maduros son capaces de unirse a la region 3’ no traducida
(3°’UTR) de los ARNm, uniéndose de manera parcial a ellos debido a su secuencia
complementaria parcial. El resultado de esta union es la inhibicion de la traduccion y la

degradacion del ARNm (revisado en Kim et al. 2007) (Figura 17).
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Figura 17. Proceso de formacion de miARNs maduros, los cuales reprimen la traduccion y se encargan de

la degradacion del ARNm. Imagen extraida de Kim et al. 2007.

Los miARNSs constituyen un nivel mas de complejidad en la interaccion huésped-virus
y son otro nivel de regulacion del silenciamiento durante el estado de latencia viral.
Huang et al en 2007 demostraron que una serie miARNs celulares eran capaces de
inhibir la produccion de HIV en células T CD4+ en reposo, inhibiendo la traduccion de
varias proteinas virales, tales como Tat o Rev, pero no Nef. Recientemente se ha
descrito el miARN hsa-miR29 a como un regulador negativo de la expresion de Nef, la
cual cosa interfiere con el ciclo de replicacion del HIV (Ahluwalia et al 2008). El virus
del HIV puede a su vez suprimir el silenciamiento mediado por los miARNs durante la
infeccion de las células debido a que es capaz de reducir la expresion de algunos
miARNs, tales como el miR-17-5p y miR-20a, aumentando la expresiéon de PCAF
(proteina que normalmente estd silenciada por el miR-17-5p) y promoviendo la
expresion viral (Triboulet et al. 2007). Los transcritos de HIV tambén pueden ser
procesados en microARNs, y més concretamente las regiones de TAR (Klase et al.

2007) y nef (Omoto et al. 2005). En ambos casos, los microARNs formados
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contribuyen en parte al establecimiento de la latencia regulando negativamente la

expresion del virus del HIV.

2.3 MODELOS IN VITRO UTILIZADOS PARA ESTUDIAR LA LATENCIA

Desde el descubrimiento de las células latentemente infectadas en los pacientes con
SIDA y su papel en impedir la completa erradicacion de la enfermedad se vio la
necesidad de desarrollar modelos celulares y en animales que pudieran ayudar al estudio

de la latencia.

Unos de los primeros modelos celulares de latencia que aparecieron fueron las células
promonociticas Ul y las células ACH2, derivadas de linfocitos T. Estas células fueron
utiles para estudiar unos conocimientos tempranos sobre la latencia del virus del HIV, a
pesar que posteriormente se descubridé que una mutaciéon en Tat en las células Ul
(Emiliani et al. 1998) y una mutacién en TAR en las células ACH2 (Emiliani et al.

1996) eran las responsables del fenotipo latente en estos modelos.

Otro modelo celular derivado de linfocitos T es el JAK. Estas células se aislaron de
una infeccidn cronica en Jurkat que se habia realizado con un HIV con una delecion de
los lugares de uniéon de NF«kB en el LTR viral. Estas células se caracterizaban por no
expresar los genes del HIV a no ser que fueran tratadas con citoquinas o mitogenos,
pero no con TNFa, la cual cosa indic6 el papel importante de la via de NFkB mediada

por la induccién de TNFa (Antoni et al. 1994).

Posteriormente se disefid una linea estable conteniendo la variante HIV-rtTA, en la
cual la secuencia Tat/TAR fue reemplazada por el sistema inducible Tet-ON (Verhoef et
al. 2001). El provirus HIV-rtTA es completamente dependiente de la adicion de
doxiciclina en el medio para la activacion viral. Contiene los lugares de union originales
para los factores de transcripcion en el S’LTR y las células se obtienen sin tener que
hacer ningiin paso de seleccion, impidiendo tener que activar las vias de sefializacion

del HIV para obtener las células infectadas latentemente.

Una linea celular de Jurkat infectada latentemente con un vector conteniendo Tat/TAR
y GFP bajo el promotor del HIV se desarroll6 por Jordan et al. en el afio 2003. En este

mismo estudio también se describieron unas células con el genoma entero del virus pero
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con la secuencia de GFP en lugar de Nef (Bieniasz and Cullen et al. 2000) y con una
mutacion en el gen env. A estos modelos celulares se los llamé J-lat y permitian un
calculo rapido de la actividad transcripcional del HIV mediante la deteccién de la

fluorescencia de GFP.

La necesidad de hacer un modelo celular lo mas parecido a la situaciéon in vivo para
poder estudiar la latencia de una manera mas fisiologica llevdo a generar modelos
basados en células primarias T CD4+ y células primarias derivadas de macrofagos. En
uno de estos modelos se partié de linfocitos T CD4+ de donantes sanos los cuales se
pusieron en condiciones que los llevaban a convertirse en células de memoria. Estas
células de memoria se infectaban con un virus del HIV defectivo en Env, particula que
se ponia en trans mediante un plasmido expresando Env (Bosque et al. 2009). Otro
modelo in vitro de latencia fue desarrollado utilizando células primarias de linfocitos T
CD4+. En estas células se expreso la proteina anti-apoptotica Bcel2 la cual aseguraba la
supervivencia de las células de memoria y fueron infectadas con un vector con la
secuencia del HIV. Este vector preservaba el LTR, tat y rev (éstas Gltimas proteinas son
necesarias para la expresion viral de los genes) y las vias de sefnalizacion que permitian
la reactivacion viral desde el estado de la latencia, pero no los genes gag, vif, vpr, vpu, y

nef debido a sus efectos citopaticos descritos previamente (Yang et al. 2009).

A nivel de modelos animales, se han utilizado dos tipos de modelos, uno en raton y
otro en primates. En raton se desarrollaron los ratones llamados SCID (severe combined
immunodeficiency)-hu (Thy/Liv) en los cuales células de memoria T CD4+ con un HIV
latente se pueden generar en altas frecuencias durante la timopoyesis (Brooks et al.
2001). Se generaron co-transplantando timo fetal humano y tejido del higado en ratones
los cuales no tenian células T y B funcionales. Las células del higado eran una fuente de
células hematopoyéticas humanas y las células fetales timicas creaban un
microamabiente que permitian la linfopoyesis de células T. En este modelo, los
implantes de higado y timo se infectan con el virus del HIV directamente en el injerto y
vieron que algunas de las células quiescentes T CD4+ tenian genomas del HIV
latentemente infectados que se podian activar mediante la estimulacion del receptor de

células T TCR (T-cell receptor) (Brooks et al. 2001).

La utilizacion de primates no humanos infectados con el virus SIV (simian

immunodeficiency virus) han sido de mucha importancia para entender la patologia del
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HIV. Se describi6 la persistencia de células de memoria CD4+ muy similares a las que
hay en humanos, la cual cosa era un paso adelante para el estudio de la latencia del HIV
en primates (Shen et al. 2003). Tras el tratamiento con 4 drogas antirretrovirales en
macacos infectados con SIV se observo una caida de la viremia en sangre (Dinoso et al.
2009). Atn asi, los modelos de SIV en primates tienen grandes desventajas, la primera
de ellas por el alto coste de los macacos, por haber una gran demanda y por la necesidad
de tener unas instalaciones adaptadas, y la segunda desventaja reside en que aunque el
virus SIV es altamente parecido al virus humano, hay diferencias genéticas importantes
las cuales podrian ser un impedimento a la hora de encontrar medicamentos que

funcionaran en humanos.

2.4 LA LATENCIA VIRAL, ;NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS?

Tras el tratamiento con la terapia antirretroviral HAART se observo que disminuia la
viremia en sangre pero incluso tras afios con una cantidad de virus por debajo de los
limites de deteccion, la cantidad de células latentes (aproximadamente de 1 célula
infectada cada millén de células T CD4+ en reposo y cuya t;, es de 44 meses) apenas
disminuia. Por esta razén, los compuestos ideales para erradicar esta enfermedad
deberian constar de la terapia antirretroviral clasica y compuestos que fueran capaces de
reactivar los virus en estado latente, pero sin causar una activacion masiva de las células

T (Figura 18).
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Figura 18. La terapia combinada formada por farmacos antirretrovirales clasicos HAART y farmacos

que puedan reactivar los virus latentes podria ser de gran ayuda para disminuir la viremia en sangre,

tanto de virus activos como los latentes.
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La administracion de interleuquina 2 (IL-2) juntamente con HAART ha mostrado una
reduccion en las células T CD4+ que contenian provirus del HIV. Aun asi, en estos
estudios se observo un aumento de nuevo de la viremia en plasma tras 2-3 semanas de
parar el tratamiento, sugiriendo que solo una parte de las c€lulas infectadas latentemente
habian podido ser eliminadas pero quedaba todavia parte del reservorio (Chun et al.
1999, Stellbrink et al. 2002). En un modelo de ratdn se observo que la administracion de
interleuquina 7 (IL-7) era capaz de reactivar los virus latentes (Brooks et al. 2003).
También se ha observado que se inducia la expresion de virus latentes en células en
reposo CD4+ de pacientes tratados con HAART (Lehrman et al. 2004). En otros
estudios se utilizaron anticuerpos OKT3, los cuales se unen y activan a los receptores de
las células T, con el fin de activar las células en reposo. Se observd un aumento de la
expresion del HIV, pero sin ningun efecto sobre los reservorios de infecciones latentes
(Ellenhorn et al. 1990). El problema de este tipo de terapias que inducen las células T en
reposo, infectadas y no infectadas, es que se disminuye una gran cantidad de la memoria

inmunoldgica de los pacientes.

Los inhibidores de histona deacetilasas (HDACs) también se estan considerando como
terapia combinada a la terapia HAART. Una de las grandes ventajas de este sistema es
que no posee toxicidad asociada a la activacion masiva de las células T. Un problema en
contra de este tratamiento es el efecto general sobre la transcripcion que tienen los
inhibidores de HDACs. El 4cido valproico o VPA es un inhibidor de HDACs que era
capaz de reactivar el promotor latente sin activar masivamente los linfocitos T
(Ylisastigui et al. 2004). Otros estudios mas recientes mostraron que el tratamiento con
VPA de pacientes tratados con HAART no disminuia la poblacion de células latentes de
manera considerable (Siliciano et al. 2007, Sagot-Lerolle et al. 2008). Debido al hecho
que VPA es un inhibidor de HDACs débil, otros inhibidores més potentes y selectivos
se han utilizado como herramientas terapéuticas. SAHA (suberoylanilide hydroxamic
acid) es un inhibidor selectivo de HDACs de clase 1. Es capaz de inducir la
transcripcion del HIV en modelos de latencia celulares (Archin et. al 2009) y en células
T CD4+ en reposo de pacientes tratados con HAART (Contreras et al. 2009), y no
parece tener efecto sobre la activacion de los receptores de membrana de las células T.
Este inhibidor selectivo parece ser un buen candidato, aun asi, se necesitan mas

estudios.
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La prostratrina (un éster de forbol) y el DPP (12-deoxiforbol 12-fenilacetato) han sido
descritos como activadores de la via de la proteina quinasa C o PKC. La prostratrina
activa la expresion del HIV latente en células linfoides o mieloides (Korin et al. 2002,
Kulkosky et al. 2001). La combinacién de acido valproico y prostratrina o SAHA y
prostratrina han demostrado una mayor eficiencia al reactivar el HIV en modelos
celulares y en células de pacientes largamente tratados con HAART (Reuse et al. 2009).
Aun asi, son necesarios mas estudios sobre prostratrina y DPP sobre su toxicidad y

seguridad.

3 Factores implicados en la elongacion de la ARN polimerasa

Iy en la organizacion de la cromatina

El ciclo de la transcripcion esta formado por las fases de preiniciacion, iniciacion,
escape del promotor, elongacion y terminacidon. La transcripcidon empieza con la
formacion del complejo de preiniciacion (PIC) en el promotor. El complejo PIC esté
formado por la ARN polimerasa II, formada por doce subundades conocidas como
RPBI-RBP12 (Cramer et al. 2002), asi como por los factores generales de la
transcripcion (GTFs) TFIID, TFIIB, TFIE, y TFIIH. La funcién principal de estos
factores es posicionar correctamente la ARN polimerasa II sobre el lugar donde debe
darse el inicio de la transcripcion. Durante la fase de iniciacion de la transcripcion es
condicion necesaria que se abra la doble cadena de ADN formandose asi una burbuja en
un proceso dependiente de ATP la cual permite la formacion de un complejo abierto
entre la polimerasa y el ADN en la region alrededor del +1 de la transcripcion. En este

proceso participan los factores TFIIE y TFIIH (Holstege et al. 1996, Kim et al. 2000).

Durante la iniciacion se empiezan a anadir nucledtidos a la secuencia naciente de
ARN. Entre las etapas de iniciacion y elongacidon se encuentra un proceso llamado
escape del promotor. Los primeros estadios de la transcripcion se caracterizan por una
inestabilidad del complejo de transcripcidn, en los que se forman pequefias secuencias
de ARN de unos pocos nucledtidos. Una vez que el ARN sintetizado llega a tener una
longitud de unos 23 nucledtidos, la ARN polimerasa se estabiliza y empieza a elongar.
Los GTFs TFIIH y TFIIF se han descrito como factores que suprimen la frecuencia de
esta transcripcion abortiva durante la fase de escape del promotor (Dvir et al. 1997, Yan

et al. 1999). Se ha sugerido que la inestabilidad de la polimerasa en el proceso de escape
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del promotor se debe en parte a la presencia del factor TFIIB, el cual una vez no esta
presente ayuda a la escapada del promotor y al inicio de la elongacion (Bushnell et al.
2004). La cola CTD de la ARN polimerasa II estd formada por un heptapéptido de
secuencia Tyrl-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-Pro6-Ser7, repetido 52 veces en la ARN
polimerasa II humana (Chapman et al. 2008). Es conocido que durante esta fase de
escapada del promotor, dicha cola CTD de la polimerasa esta fosforilada en su residuo

de serina 5, gracias a la accion de la CDK7/TFIIH.

Una vez la estructura de la ARN polimerasa II es estable, se van afiadiendo
nucledtidos a la cadena de ARN que se esta transcribiendo. Una serie de proteinas
forman el complejo TEC (transcription elongation complex), las cuales pueden afectar
la elongacion de la polimerasa de manera positiva o negativa. Estos factores son TFIIS,
pTEFb, FCP1, DSIF, NELF, Elongin, ELL, Elongator, FACT y en el caso del HIV,
también la proteina Tat (revisado en Sims et al. 2010, Gnatt et al. 2002). Durante esta
fase, la quinasa CDK9 fosforila el residuo de serina 2 de la cola CTD de la polimerasa,
por tanto, durante la elongacion la polimerasa tiene fosforilados los residuos 2 y 5 de
serina. Es conocido que la elongacion de la ARN polimerasa II se produce de manera
discontinua, hecho debido a la existencia de los procesos de pausa y de arresto de la
polimerasa. La pausa de la polimerasa ocurre cuando la polimerasa detiene la adicion de
nucledtidos al transcrito naciente durante un tiempo antes de seguir la elongacion. Se
cree que este proceso es debido a un ligero mal alineamiento de la polimerasa y de la
region 3’-OH del transcrito naciente (Figura 19). El arresto de la transcripcion se define
como un paro irreversible en la sintesis del ARN, de modo que la polimerasa no puede
volver a empezar la elongacion sin factores accesorios. Esto es debido a que se produce
un mal alineamiento del centro catalitico de la polimerasa y del 3’-OH del transcrito
naciente (Figura 19). La ARN polimerasa arrestada puede salir de esta situacion
mediante un corte endonucleolitico en el ARN naciente y tras este corte, la polimerasa
retrocede algunos nucledtidos en el ADN, se reposiciona correctamente y continua la

sintesis del ARNm (revisado en Sims et al. 2010).

36



INTRODUCCION

Active

RNAP Il

/
TFIIF
Fause ELL
Elongins
|
— | (gNnaPN) —— ECS;
Arrest
L "RN :
| TFiS |

—_—

Figura 19. Representacion del pauso y del arresto de la polimerasa, y los factores implicados en ambos

procesos. Figura extraida de Sims et al. 2010.

Durante la etapa de terminacion, la ARN polimerasa II encuentra una secuencia de
parada en la secuencia del ADN. Es entonces cuando el ARNm se corta, se aflade una
cola de poliA y se transporta al citoplasma, donde sera traducido. El factor que se
encarga del corte del transcrito y de la poliadenilacion, llamado CPSF, se recluta
mediante el factor TFIID durante la formacion del complejo PIC (Dantonel et al. 1997).
Este hecho demuestra que la iniciacidon y la terminacidon del transcrito son procesos
estrechamente comunicados. De igual modo, algunos factores relacionados con el
transporte del ARNm al citoplasma se encuentran en el complejo TEC. Durante esta
fase de terminacién, la CTD de la ARN polimerasa II esta fosforilada en su residuo de
serina 2. La fosfatasa FCP1 es capaz de defosforilar la serina 2 y serina 5 de la cola
CTD (Sims et al. 2004) permitiendo el reciclado de la polimerasa para promover un

nuevo ciclo de transcripcion (Mandal et al. 2002).

A continuacion se detallan algunos de los factores y complejos implicados en la
elongacion de la polimerasa y en la organizacion de la cromatina que se han estudiado

en este trabajo.
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3.1 SPT6

Las chaperonas de histonas son proteinas que facilitan el ensamblaje y desensamblaje
de las histonas con el ADN con el fin de formar o deshacer los nucleosomas. Estos
procesos de ensamblaje y desensamblaje de la cromatina han sido descritos durante la
replicacion, reparacion del ADN, transcripcidon y otros eventos que necesitan tener

acceso al ADN.

SPT6 (Supresor of Ty 6) es una proteina de 199KDa cuya region N-terminal contiene
abundantes residuos 4cidos y su region C-terminal contiene un dominio SH2, un
dominio YqgFc, varios dominios HhH en tdndem y un dominio S1 (Figura 20). Se ha
descrito que las regiones YqgFc, HhH y S1 tienen actividad nucleasa, de union a ADN

y de unidén a ARN, respectivamente (Dengl et al. 2009).

Figura 20. Estructura de los dominios de SPT6. Figura extraida de Dengl et al. 2009

SPT6 fue identificada en el mismo cribado genético que SPT4, SPT5 y SPTI16
(Winston et al. 1984). Bortvin y Winston (1996) demostraron que SPT6 promovia el
ensamblaje de los nucleosomas in vitro e interaccionaba con histonas, preferencialmente
la histona H3. Ademas, mutaciones de esta proteina mostraban alteraciones en la
estructura de la cromatina in vivo. Se mostrd que SPT6 colocalizaba con la ARN
polimerasa II en regiones transcripcionalmente activas (Hartzog et al. 1998).
Mutaciones en el gen de SPT6 en levadura promovian la iniciacion de la transcripcion
en promotores cripticos, tales como FLOS8. Estos promotores estan silenciados en
regiones activas debido a la transcripcion de un promotor que se localiza corriente
arriba y que es capaz de silenciar la transcripcion del promotor criptico (Kaplan et al.
2003). Mediante experimentos con nucleasa micrococal (MNasa) mostraron que el
mutante de SPT6 era hipersensible a MNasa, y esta sensibilidad se correlacionaba con

una disminucion de la histona H4 en los nucleosomas de FLO8 (Kaplan et al. 2003).

Utilizando un modelo de HIV en levadura se observd que un mutante de SPT6

producia un aumento de los niveles de transcrito del HIV, la cual cosa sugeria que en
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estado salvaje, este factor estaba funcionando como un represor de la transcripcion basal

del promotor viral (Vanti y Gallastegui et al. 2009).

En células de levadura se ha mostrado que SPNI, un gen esencial en levadura y
altamente conservado durante la evolucion, parece tener un papel regulador de la
transcripcion. SPN1 regula negativamente la actividad de la polimerasa inhibiendo el
reclutamiento de SWI/SNF al promotor CYCI. Esta inhibiciéon se pierde tras la
interaccion de SPN1 con SPT6, fendmeno tras el cual se recluta SWI/SNF al promotor

(Zhang et al. 2007).

La proteina SPT6 interacciona fisicamente con FACT y la subunidad SPT5 de DSIF,
tanto in vitro como in vivo (revisado en Hartzog et al. 2002). El dominio SH2 de la
proteina SPT6 interacciona directamente con la ARN polimerasa II fosforilada en la
serina 2, la cual esta elongando (Yoh et al. 2007). SPT6 a su vez se une a IWS1 y se
recluta REF1/Aly, favoreciéndose asi el exporte del ARN del nticleo.

SPT6 tiene un papel importante en el control de la calidad del ARNm. Estudios en
Drosophila melanogaster mostraron que la proteina SPT6 colocaliza con el exosoma,
un complejo con actividad exoribonucleasa que esta implicado en el procesamiento de
la estructura del ARN y la degradacion del pre-ARNm que no se ha procesado
correctamente. Este hecho muestra que la maquinaria de control del ARNm podria
viajar juntamente con los factores de elongacion durante la transcripcion (Andrulis et al.

2002).

En resumen, SPT6 es un factor de reensamblaje de la cromatina co-transcripcional que
regula la estructura de la cromatina mediante su interaccion con la histona H3 y su
funcion de chaperona de histonas (Bortvin et al. 1996). Esta proteina viaja durante la
elongacion de la transcripcion mediante su interaccion con la polimerasa (Yoh et al.
2007, Kaplan et al. 2000). Facilita el mantenimiento de la estructura de la cromatina en
los genes que se estan transcribiendo, silenciando asi promotores cripticos, los cuales se
podrian expresar en situaciones de trastorno de la cromatina tales como mutaciones de

la proteina SPT6 (Kaplan et al. 2003).
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3.2 CHD1

CHD1 (Chromo-ATPase/Helicase-DNA-binding Domain 1) es una proteina de
220KDa. Se caracteriza por tener dos cromodominios cerca de la region N-terminal, un
dominio helicasa/ATPasa y un dominio de uniéon al ADN en la regiéon C-terminal

(Figura 21) (Simic et al. 2003).

Cromodominios Dominio Helicasa/ATPasa Dominio de union a ADN
I
1 1468

Figura 21. Estructura de los dominios presentes en la proteina CHD1. Figura modificada de Simic et al.

2003

CHDI1 es una ATPasa que remodela los nucleosomas in vitro y se le han descrito
funciones durante la elongacion y la terminacion de la transcripcion (Tran et al. 2000).
CHDI se localiza con un patrén muy similar que la ARN polimerasa II que esta
elongando, sugiriendo un papel importante en elongacion (Stokes et al. 1996). En
levadura se ha observado que CHDI es capaz de interaccionar con RTF1, un miembro
del complejo PAF1 que se asocia con la ARN polimerasa II y regula la elongacion, asi
como también interacciona con Spt5 y sptl6-Pob3 (FACT) los cuales se unen a la
cromatina en la region codificante de genes transcripcionalmente activos (Simic et al.
2003). También se ha descrito su interaccion con la histona metiltransferasa Set2 y con
la familia ISWI, ambas implicados en elongacion (Tsukiyama et al. 1999, Krogan et al.
2003). CHDI1 es capaz de unirse también a factores que forman parte del complejo
SWI/SNF, regulando la elongacion transcripcional (Tran et al. 2000). El hecho que
CHDI interaccione con el complejo FACT sugiere la implicacion de este factor durante

la elongacion y el ensamblaje de los nucleosomas (Simic et al. 2003).

A parte de su funcién en elongaciéon, CHD1 se ha relacionado con la terminacion de la

transcripcion y el remodelamiento del final 3’ de genes en levadura (Alen et al. 2002).

La delecion de CHDI1 en levadura se asocia con una gran inhibicion del ensamblaje de
la cromatina in vitro. Este efecto era comparable al efecto visto en la deleccion de la

chaperona ASF1 (Robinson et al. 2003). Estudios en Drosophila melanogaster en los
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cuales utilizaron proteinas recombinantes de CHD1, la chaperona NAP1, histonas y un
plasmido de ADN circular mostraron la capacidad de CHD1 de catalizar la formacion

de nucleosomas in vitro tras la adiciéon de ATP (Lusser et al. 2005).

Deleciones de CHD1 desestabilizan el posicionamiento de la cromatina en el gen
ADH2 (Xella et al. 2006). En un triple mutante CHD1, ISWI y ISW2 se observa un
efecto méximo en el que la estructura de la cromatina en la regién codificante y en la
region de terminacion estd completamente alterada. Estos tres factores estan
relacionados con el establecimiento y el mantenimiento del posicionamiento de los
nucleosomas en el genoma de levadura (Xella et al. 2006). Otros estudios han
demostrado que CHDI1 podria estar relacionada con el reensamblaje de los nucleosomas

en la ola de la polimerasa que est4 elongando (Robinson et al. 2003).

3.3 ASF1A

En humanos existen dos isoformas de la proteina ASF1 (AntiSilencing Function 1),
ASFIA y ASFIB, cuyo N-terminal estd altamente conservado pero difieren

mayormente en su extremo C-terminal (Tang et al. 2006).

La proteina ASFIA es una chaperona de histonas H3/H4 altamente conservada entre
especies (Munakata et al. 2000, Tyler et al. 1999). Ha sido descrita su implicacion en el
ensamblaje y desensamblaje de los nucleosomas en varias vias fisioldgicas, tales como
el silenciamiento génico, la transcripcion génica, la replicacion y la reparacion del ADN

danado.

ASFI1A interacciona con la histona H3 mediante su region C-terminal (Munakata et
al. 2000), las proteinas HIR y la segunda subunidad de CAF-1. En levadura, se ha
demostrado la union de ASF1 y HIR1 (homologo de HIRA en levadura) en ensayos de
doble hibrido (Sutton et al. 2001). Estudios genéticos en levadura han mostrado que
ASF1 funciona de manera sinérgica con CAF-1 para ensamblar los nucleosomas
durante la reparacion del ADN in vitro (Mello et al. 2002). Dobles mutantes para ASF1
y CAF-1 mostraron una disminucion en el silenciamiento génico mediado por la

formacion de heterocromatina (Tyler et al. 1999).
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ASF1A ha sido la responsable de mediar el desensamblaje de la cromatina en los
genes PHOS5 y PHOS durante la activacion transcripcional (Adkins et al. 2004). Este
desensamblaje es necesario para la induccion de estos genes, posiblemente porque se
facilita el acceso a la maquinaria de transcripcion (Figura 22). Cristales de ASFI1A
unidos a un heterodimero de histonas H3-H4 mostraron que para que ASF1A pudiera
desensamblar las histonas H3 y H4 del centro del nucleosoma, el ADN necesitaba estar

parcialmente relajado y H2A/H2B desensambladas (English et al. 2006).
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Figura 22. Implicacion de la proteina ASF1A en el desensamblaje de los dimeros H3-H4, hecho que

permite una transcripcion activa de los genes. Figura extraida de Williams et al. 2007.

3.4 HIRA

HIRA es una proteina de 89KDa que esta compuesta por un dominio WD40 en su
extremo N-terminal, un dominio B en el centro de su secuencia y un dominio C en la

region C-terminal (Figura 23) (Eitoku et al. 2008).
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Figura 23. Estructura de los dominio presentes en la proteina HIRA. Figura modificada de Eitoku et al.

2008
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Se han descrito dos funciones principales de la proteina HIRA. La primera de ellas
estéd relacionada con la deposicion de la histona H3.3 en los nucleosomas, la cual marca
genes activamente transcritos (Ahmad et al. 2002). Ademas se demostraron también
otras funciones activadoras de esta proteina, tales como su relacion con elongacion.
Interacciones de HIRA con factores de elongacion como SPT4, SPTS, SPT6 y SPT16
sugieren una relacion de HIRA con la transcripcion de varios genes (Formosa et al.

2002).

La segunda funcién estd relacionada con silenciamiento génico mediado por
heterocromatina en levadura, moscas, plantas y humanos (Sharp et al. 2001, Kaufman et
al. 1998, Sherwood et al. 1993). En levadura, HIR1 y HIR2 contribuyen a la formacion
de estructuras de cromatina pericéntricas, juntamente con la proteina CAF-1 (Sharp et
al. 2002). La pérdida de la proteina HIRA en levaduras lleva a una formacion de la
estructura heterocromatinica pericéntrica defectuosa. En células embrionarias de raton
que no expresan HIRA las histonas se unen mas débilmente que las células salvajes,
sugiriendo una funcion de HIRA en la formacién de nucleosomas densos y compactos
(Meshorer et al. 2006). Esta proteina también es necesaria para el reclutamiento de HP1

a los pericentromeros en células humanas (Zhang et al. 2007)

3.5 SUPT16H

La proteina SUPT16H o SPT16 (Supressor of Ty 16) forma parte del heterodimero
FACT (FAcilitates Chromatin Transcription), juntamente con SSRP1 (Structure
Specific Recognition Protein-1). Es una proteina de 120KDa que estd formada por 4
dominios: un dominio &cido (SPT16-C) en la region C-terminal, un dominio SPT16-M
en la region central de la secuencia, un dominio de dimerizacién o SPT16-D y un
dominio en la region N-terminal con una alta homologia con la secuencia una familia de
aminopeptidasas (Figura 24) (VanDemark et al. 2008).

SPT16-C
(dominio dcide)

SPT16 _\'-[ —-{ ]—[
1 1035

Figura 24. Estructura de los dominios de SPT16. Figura modificada de VanDemark et al. 2008

Dominio con homologia a peptidasa SPT16-D SPT16-M
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Experimentos hechos con nucleosomas unidos covalentemente entre ellos mostraron
una abolicion de la transcripcion dependiente de FACT, sugiriendo que el nucleosoma
debe ser desensamblado durante la transcipcion (Orphanides et al. 1999,
Belotserkovskaya et al (2003) mostraron que el complejo FACT facilita la elongacion
de la polimerasa desensamblando los dimeros de histonas H2A/H2B durante el proceso.
También demostraron que FACT era capaz de ayudar a reensamblar los nucleosomas de
nuevo tras el paso de la polimerasa, mostrando asi que SPT16 tiene funcion chaperona.
Mutaciones en SPT16 dan como resultado el inicio de la transcripcion en promotores
cripticos en regiones codificantes de genes de levadura, mostrando de esta manera que
SPT16 es necesaria para el mantenimiento de la estructura de la cromatina in vivo

(Kaplan et al. 2003).

SPT16 interacciona con los factores TFIIS, DSIF, SPT6, CHD1 y PAF (Orphanides et
al. 1999, Formosa et al. 2002, Squazzo et al. 2002). Varios estudios han sugerido la
implicacion del factor remodelador de la cromatina CHD1 en la localizaciéon de FACT.
FACT se asocia fisicamente con CHDI, y se han visto ambos complejos localizados en
la region codificante de genes (Simic et al. 2003). La funciéon de CHD1 de transferir
histonas en el ADN puede estar funcionando juntamente con FACT y SPT6 en el
mantenimiento de la estructura de la cromatina. La proteina PAF es capaz de ubiquitinar
la histona H2B (Pavri et al. 2006), y esta modificacion facilita la trimetilacion de la
lisina 4 en la histona H3 (H3K4me3). En células humanas, la proteina CHDI es capaz
de reconocer la H3K4me3 (Sims et al. 2005), modificacion que se encuentra en las
regiones 5’ de los genes activos y en picos cercanos al inicio de la transcripcion de
genes en células de mamifero (Scheider et al. 2004). FACT se asocia a CHDI unida a
H3K4me3 en genes activos, situando a FACT en la correcta posicion para el inicio de
su funcion (Figura 25) (Sims et al. 2007). La pérdida de H3K4me3 in vivo mediante
siRNAs reduce el reclutamiento de FACT en genes activos (Adelman et al. 2006).
Aunque CHD1 y H3K4me3 puede que no sea el tnico mecanismo mediante el cual
FACT es reclutado durante la activacion transcripcional, parece que este mecanismo

contribuye en parte a este reclutamiento.
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Figura 25. Representacion de la union de FACT durante la activacion transcripcional. PAF ubiquitina la
histona H2B, y esto lleva a la trimetilacion de la lisina 4 de la histona H3. CHDI se une a H3K4me3 y
FACT se une a CHD1. Figura extraida de Williams et al. 2007.

En resumen, SPT16 forma parte del complejo FACT, el cual actua ejerciendo su
efecto en el desensamblaje de los nucleosomas, removiendo un dimero de H2A/H2B y
facilitando el reensamblaje de los nucleosomas tras la ola de transcripcion de la ARN
polimerasa II. SPT6 juega también un papel importante en este proceso cooperando con
FACT para mantener la estructura de la cromatina durante la transcripcion. Su actividad
chaperona ayudaria al reensamblaje de los nucleosomas tras la ola de transcripcion de la

polimerasa (Figura 26).

H2A/H2B H3/H4
dimer tetramer
( . Hexasome

Reassembled
Nucleosome

Figura 26. Ensamblaje de la cromatina durante la transcripcion. Las proteinas SPT6 y FACT funcionarian
de manera cooperativa durante la ola de transcripcion y estan asociadas a la polimerasa. FACT
desensamblaria las histonas H2A/H2B en regiones corriente debajo de la polimerasa facilitando la
transcripcion. En las regiones que ya han sido transcritas, FACT reensambla los heterodimeros de
H2A/H2B mientras SPT6 es necesaria para el reensamblaje de los tetrameros de H3/H4. Figura extraida

de Reinberg et al. 2007.
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3.6 BRG1

BRG1 (Brahma-Related Gene-1) es una proteina de 220KDa de peso y que esta
dividida en varios dominios. En el extremo N-terminal se encuentran los dominios QLQ
(encargado de varias interacciones con proteinas), HSA (uniéon a ADN) y BRK
(dominio asociado a helicasas y factores de transcripcion). El extremo central de la
secuencia de BRGI1 tiene funcién ATPasa y esta formado por el dominio DEXHc
(regién de union a ATP) y HELICc (dominio presente en helicasas). Por tltimo, el
extremo C-terminal tiene un pequefio dominio de unién a ADN llamado AT-hook

(Figura 27) (Trotter et al. 2008)

N-Terminal " ATPase  C-Terminal
AT-hook
QLa HSA BRK DEXHc HELICc Bromo

BRG1 1| [ I | s | ] 1647

Figura 27. Estructura de los dominios de la proteina BRG1. Figura extraida de Trotter et al. 2008

BRGI es el centro catalitico con actividad ATPasa del complejo remodelador de la
cromatina SWI/SNF. Este complejo es capaz de abrir la cromatina haciéndola mas
accesible a factores de transcripcion (Peterson et al. 1994). Las alteraciones en la
arquitectura de la cromatina mediante complejos remodeladores ATP dependientes se
consideran pasos importantes en la regulacion transcripcional de muchos genes
eucaridticos. Estos complejos que son capaces de modificar la cromatina utilizan
energia derivada de la hidrdlisis del ATP para alterar la estructura del nucleosoma

(Johnson et al. 2005).

El bromodominio de BRG1 se ha relacionado con el reconocimiento de lisinas
acetiladas de las histonas H3 y H4 (Shen et al. 2007). Estas modificaciones en los
promotores pueden servir como una superficie de interaccion para complejos como

SWI/SNF.

SWI/SNF contiene una subunidad catalitica con funciéon ATPasa, y en este complejo
se pueden encontrar o bien BRG] o bien BRMI, aparte de numerosos factores
asociados a BRG1, llamados BAFs. La proteina BRG1 por si sola tiene la capacidad de

inducir el remodelamiento de los nucleosomas in vitro. Aun asi, la adicién de otros
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factores que forman el complejo SWI/SNF promueve el remodelamiento de la
cromatina de manera mucho maés eficiente (Phelan et al. 1999). En humanos hay dos
subfamilias del complejo SWI/SNF: BAF (asociado a BRG1 o BRM1) y PBAF. Estos
dos grupos son similares en composicion, compartiendo 8 subunidades (BRGI o
BRMI1, BAF170, BAF155, BAF60a, BAF57, BAF53, actina, y BAF47). Sin embargo,
BAF contiene BAF250 mientras que PBAF contiene BAF180 y BAF200 (revisado en
Reisman et al. 2009) (Figura 28).

BAF155 BAF53

o BAF155 BAF53 BAF155 BAFS3
BAF60A BRG1 BAF170 BAF170

BAFG60A BRM BAF60A BRG1

BAF47 BAF57 Y BAE57

BRGI1/BAF BRM/BAF PBAF

Figura 28. Representacion de las subunidades que forman los complejos BAF (BRG1 o BRM1) y PBAF.
Figura modificada de Reisman et al. 2009.

BRG1 es capaz de interaccionar con multiples proteinas, las cuales estan relacionadas
con un gran rango de procesos. Estos incluyen receptores nucleares, miembros de la
maquinaria transcripcional, enzimas modificadoras de la cromatina, supresores
tumorales asi como proteinas criticas para la estabilidad genémica (Figura 29) (Trotter
et al. 2007). Este hecho sugiere que BRG1 es clave para un gran numero de funciones

dentro de la célula.

Transcriptional Transcriptional
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AR GR
B-catenin HDAC1/2
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GR .‘ PRMTS
Mef2D REST
p53 SMRT
p130(RB2) SYT-SSX

PPARyY
PR
Smad3
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VDR

Figura 29. Factores activadores o represores que han sido descritos como proteinas que interaccionan con

Brgl. Figura extraida de Trotter et al. 2007.
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Dentro del contexto del HIV, la proteina transactivadora Tat es capaz de reclutar
BRGI1 e INI1 al promotor viral tras la estimulacion de las células T. La acetiltransferasa
p300 sinergiza con INI-1 y BRG1 para activar el promotor del HIV (Mahmoudi et al.
2006, Agbottah et al. 2006)

3.7 TFIIS

El factor de elongacion TFIIS es una proteina de 34KDa de peso que estd formada por
4 dominios: el dominio I (lugar de unién de varios factores de transcripcion), dominio II
(necesario para la unién a la ARN polimerasa II), dominio L y dominio III (capaz de

cortar el ARNm) (Figura 30) (Kim et al. 2007)

Dominio I Dominio IT Dominio I. Dominio ITT

s ] o
1 308

Figura 30. Estructura de los dominios de la proteina TFIIS. Figura modificada de Kim et al. 2007

TFIIS es el factor que facilita la salida del proceso de arresto de la polimerasa,
estimulando la actividad catalitica de la ARN polimerasa II la cual produce un corte del
ARN naciente (Fish et al. 2002, Conaway et al. 2003). Cuando se produce este corte, la
enzima retrocede unos nucledtidos en la secuencia del ADN y se reposiciona
correctamente la hebra de ARN en el centro catalitico de la polimerasa, reanudandose
asi la elongacion (Figura 31). Este corte es intrinseco de la polimerasa pero necesita de
la presencia de factores accesorios tales como el TFIIS para que se promueva dicho

corte (Rudd et al. 1994).
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A. Elongation

B. Arrest ./

Figura 31. Esquema del proceso de salida del arresto de la ARN polimerasa II mediado por TFIIS.
Imagen obtenida de Fish et al. 2002.

Inicialmente se identific6 el factor TFIIS como un factor estimulador de la elongacion
in vitro, y posteriormente se demostr6 su funcion tras la iniciacién de la transcripcion,
asi como reduciendo la pausa de la ARN polimerasa II (Rappaport et al. 1987, Reinberg
et al. 1987).

El sitio activo de la polimerasa sufre cambios estructurales durante la uniéon de TFIIS,
y estos cambios estructurales son consistentes con el realineamiento de la molécula de

ARN en el centro catalitico (Ketternberg et al. 2003).

3.8YY1

Se han descrito diversas funciones para la proteina Ying Yang 1 o YY1 en procesos
de diferenciacion, replicacion y proliferacion. Esta proteina tiene la habilidad de iniciar
la transcripcion, pero también de regularla mediante activacion o represion,
dependiendo del contexto en el cual se une al ADN. Varios estudios han demostrado la
asociacion de YY1 a la proteina E1A, proteina que es capaz de activar el promotor

AAV P5 (Chang et al. 1989). La presencia de E1A induce la activacion de la
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transcripcion mediada por YY1. La ausencia de esta proteina, YY1 ejerce un papel
represor (Shi et al. 1997). La proteina YY1 estd regulada mediante acetilacién por p300
y PCAF y deacetilacion mediante HDACs (Yao et al. 2001).

Como se ha comentado anteriormente, dentro del contexto del virus del HIV el factor
de transcripcion YY1 tiene un papel represor. Las proteinas LSF y YY1 funcionan de
manera cooperativa para reprimir el promotor viral. Dos proteinas LSF se unen a la
secuencia del virus del HIV y son capaces de unir YY1 mediante dos dedos de Zinc.
YY1 asu vez es capaz de reclutar HDAC1 al promotor, creando un ambiente reprimido
en el promotor del HIV y ayudando al establecimiento de la latencia del virus (Figura

32) (Coull et al. 2000)

Figura 32. Reclutamiento de las proteinas LSF y YY1 al promotor viral, y el posterior reclutamiento de

HDACI. Figura extraida de Coull et al. 2000.

Otros estudios sugieren que la union de HDACT al promotor del HIV se debe no solo
al reclutamiento de YY1/LSF al HIV sino también de los homodimeros p50-p50 y la
posterior deacetilacion del promotor (Williams et al. 2006).

3.9 HP1

La proteina heterocromatinica o HP1 es una proteina de 21 KDa formada por

cromodominios (chromodomain y chromo shadow domain) unidos por una secuencia de

union (Figura 33) (Lomberk et al. 2006).

Chrome domain Secuencia de union Chromo shadow domain
- -
HP1 N — ][ ]-[ C

Figura 33. Estructura de los dominios de HP1. Figura modificada de Lomberk et al. 2006
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HP1 fue descubierta en Drosophila melanogaster por su relacion con heterocromatina
y silenciamiento génico. Estudios en Drosophila y otros organismos han mostrado que
esta proteina no solo se asocia a una funcidn represora en heterocromatina, sino también
en determinadas regiones en eucromatina. También se han descrito funciones en los
teldmeros. Mutaciones de HP1 producen fusiones anomalas de de telomeros, llegandose
a producir metafases aberrantes (Fanti et al. 2008).

HP1 tiene tres isoformas, HPla, HP1B y HP1y. En células de mamifero, HP1 a y 3 se
localizan mayoritariamente en heterocromatina, mientras que HP1y se ha observado
tanto en heterocromatina como en eucromatina (Minc et al. 2000). Se han descrito
modificaciones post-transcripcionales de las isoformas de HP1, tales como acetilacion,
fosforilacién, metilacién, ubiquitinaciéon y sumoilacion (Lomberk et al. 2006). La
fosforilacion del residuo serina 83 de HP1y define una subpoblacion de esta isoforma
que se encuentra exclusivamente en eucromatina. Este hecho sugiere que la localizacion
de las proteinas HP1 puede ser determinado no solo por la interaccion con otras
proteinas, sino también por una combinacion de modificaciones post-traduccionales
(Lomberk et al. 2006).

En las células de la microglia se ha visto que el corepresor CTIP2, unido al promotor
viral mediante SP1, se asocia con la histona metilatransferasa SUV39H, la cual
incrementa la trimetilacion de la lisina 9 en la histona 3 (H3K9). Este hecho recluta la
proteina HP1 al promotor viral y genera un ambiente local heterocromatinico, llevando
al silenciamiento del HIV (Marban et al. 2007). La proteina HP1 a su vez es capaz de
reclutar mas SUV39HI1 y por tanto es capaz de mantener y propagar la trimetilacion de
H3K9, creando un bucle que puede propagar esta marca represiva a nucleosomas
adyacentes (Lomberk et al. 2006, Fuks et al. 2003).

Se ha descrito que el efecto de las diversas variantes de HP1 en la represion del HIV
es diferente. En algunos estudios, la isoforma que esté relacionada con el silenciamiento
del HIV mediado por la cromatina es HP1y. El reclutamiento de SUV39H1, HPly y la
trimetilacion de H3K9 jugaria un papel de represion del promotor viral (du Chene et al.
2007) (Figura 34). La deplecion de esta isoforma en células Hela con un promotor del
HIV o en las células Ul con una integracion latente mostrd una induccion del promotor

y reactivacion del promotor latentemente infectado.
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sUv3g Suvas

Figura 34. Representacion de la asociacion de HP1, SUV39HI1 y la trimetilaciéon de H3K9 en el promotor

viral, ambiente que llevaria a un silenciamiento del HIV. Figura extraida de du Chene et al. 2007.

En otros casos, utilizando la técnica de ChIP (Chromatin Immunoprecipitation) se
observd que la variante que se recluta al promotor es la HP1 en ausencia de estimulo y

HP1y tras la estimulaciéon con PMA (Mateescu et. al 2008).
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis ha sido estudiar el estado de latencia del virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) en un modelo de linfocitos in vitro. Mas

concretamente, los objetivos detallados son los siguientes:

1. Creacion de un sistema de latencia en linfocitos humanos mediante la infeccion
de un minigenoma HIV-GFP en células Jurkat y obtencion de clones infectados
de forma productiva o latente.

2. Estudiar los lugares de integracion del provirus en el genoma humano que
conducen al estado latente, y relacionarlo con el estado de la cromatina.

3. Identificacion de factores celulares implicados en la represion genomica del
HIV.

4. Estudio del papel de los factores de reensamblaje co-transcripcional de la
cromatina o afines en la interferencia transcripcional de un promotor génico
sobre el promotor viral.

5. Busqueda de compuestos quimicos capaces de reactivar el HIV de células
latentemente infectadas, con el fin de proponer una terapia combinada con la
terapia antiretroviral actual que permita erradicar la infeccion en pacientes

cronicos.

55



56



RESULTADOS






RESULTADOS

1. Produccion de lineas celulares con una integracion latente o
activa del HIV

1.1. PRODUCCION DEL MODELO CELULAR DE LATENCIA DEL VIRUS
HIV

Con objetivo de poder estudiar el papel de la cromatina en el estado latente del
promotor del HIV nos vimos en la necesidad de tener un modelo celular el cual pudiera
reproducir la integracion de particulas viricas en el genoma humano. Utilizamos un
modelo en linfocitos descrito previamente conocido como J-lat (Jordan et al. 2003) que
consiste en infectar células Jurkat (linfocitos T CD4+) con un vector lentiviral de 4Kb
basado en el HIV. Este vector contiene el transactivador viral Tat y la proteina
fluorescente verde GFP bajo el control del promotor del HIV. Las células se infectaron
a diferentes multiplicidades de infeccion (multiplicity of infection o m.o.i) con particulas

viricas que contienen dicho vector retroviral (LTR-Tat-IRES-GFP-LTR). (Figura 1).

Figura 1. Representacion esquematica del vector lentiviral utilizado para producir infecciones
latentes del promotor del virus HIV en linfocitos. El vector contiene el 5° y 3’ LTR del virus HIV, el
transactivador Tat y la proteina fluorescente GFP para poder seguir la expresion del promotor 5S’LTR

mediante citometria de flujo.

Cuatro dias después de la infeccion se analizd en un citdmetro de flujo la expresion de
GFP, la cual se correlacionaba con la expresion del promotor viral, y se selecciond la
infeccion que produjo un porcentaje de células GFP-positivas entre 5 y 10% ya que asi
se obtenia una integracion Unica del minigenoma del HIV por célula huésped. Se
aislaron tanto las células GFP-positivas como GFP-negativas y estas tltimas se trataron
durante 16 horas con PMA (PKC phorbol activator 12-myristate 13-acetate), una droga
mitogénica que induce la sefalizacion celular y que es conocida como un activador de la
expresion del HIV. Después del tratamiento, las células que se volvieron GFP-positivas
fueron aisladas mediante un separador celular para obtener las células inducibles. Esta

poblacién corresponde a las células latentemente infectadas ya que no expresan GFP en
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estado basal pero en la presencia de un estimulo externo (en este caso el agente
mitogénico PMA) se activa la transcripcion del LTR y se expresa GFP. Varios dias
después de la infeccion y de la separacion de células, la poblacion celular latentemente
infectada fue analizada en un citometro de flujo. Tal y como se esperaba, la mayoria de
células se habian vuelto GPF-negativas, la cual cosa significaba que el promotor del
HIV se habia silenciado de nuevo al dejar de estar en presencia de PMA. Del total de
esta poblacion, un 15% de células aproximadamente todavia eran GFP-positivas debido
a la distinta velocidad de represion del HIV, velocidad que podria ser diferente segun el

lugar de integracion del promotor en la célula huésped (Figura 2).
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Figura 2. Representacion de la produccion de células latentemente infectadas. Las particulas viricas
producidas en las células empaquetadoras 293T se utilizan para infectar células Jurkat. Cuatro dias
después de la infeccion el 5% del total de células son GFP-positivas y el resto son GFP-negativas. Se
separan ambas poblaciones y se tratan las células GFP-negativas con PMA (10nM) durante 16 horas, la
cual cosa produce una activacion de las células latentes que en estado basal no tenian expresion del
promotor HIV. El total de células latentes asciende a un 0.23% del total de negativas, que se separan y se

dejan en cultivo para que vuelvan al estado latente de nuevo.
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La poblacion de células latentemente infectada se mantuvo como una poblacion
heterogénea en la cual cada una de las células de esta poblacion tiene integrado el
promotor del HIV de manera tnica en un lugar diferente del genoma asi como también
se utilizd para hacer clones latentes. Cada uno de estos clones proviene de una célula

con integracién Unica de la poblacion inicial y se obtuvieron un total de 51 clones.

La poblacion inicial que expresaba de manera constitutiva el HIV (GFP-positivas)
también fue usada para producir un total de 11 clones, los cuales son muy utiles como
control para comparar con los clones latentemente infectados. Todos estos clones

activos tienen porcentajes de GFP mayores del 80% (Figura 3).

Expresion del promotor HIV en clones activos
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Figura 3. Expresion del promotor HIV en clones constitutivamente activos. Expresion de GFP de 7
clones activos del total de los 11 obtenidos demuestra que la expresion del promotor HIV se mantiene

constitutiva con porcentajes mayores al 80%. Los datos se obtuvieron mediante un citdmetro de flujo.

1.2. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE
CLONES LATENTEMENTE INFECTADOS

Para estudiar en mas detalle los clones latentemente infectados con el vector HIV, se
analizd su expresion mediante el citometro de flujo después de varias semanas en
cultivo. Se observdé que en su estado basal, los clones tenian diferentes
comportamientos, mostrando porcentajes de células GFP-positivas variados, debido a la
diferente velocidad de restablecimiento de la latencia tras la activaciéon con PMA. La

actividad basal de los clones era baja (porcentaje de GFP menor de 10%) en un 63% y
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muy alta (mayor de 90%) en un 18% (Figura 4). Estos datos sugieren que en una
infeccion por HIV, el grado de expresion del virus es diferente de célula a célula (en
este caso, de clon a clon). Varios estudios mostraron que la integracion del promotor del
HIV en los clones latentes podia producirse en lugares distintos del genoma huésped
(Jordan et al. 2003, Lewinski et al. 2005). Asi pues, la diferente expresion del HIV en
los distintos clones podria estar indicando que ya que estos clones podrian diferir en su
lugar de integracion, dicho lugar de integracion en la célula huésped podria ser un factor
importante para el establecimiento de la latencia. Es por este motivo que en el presente
estudio nos interesamos en conocer en mas detalle la relacion entre el lugar de

integracion y el estado de latencia del HIV.

Actividad transcripcional de los clones latentes en estado basal
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Figura 4. Expresion de los clones latentemente infectados en estado basal. El total de 51 clones
obtenidos (nombrados desde clon #1 a clon#51) fueron analizados en el citometro de flujo después de 4
semanas en cultivo. Los datos se representan como porcentaje de células GFP-positivas para cada clon.

Los clones estan ordenados de menor a mayor expresion basal de HIV-GFP.

Posteriormente, los clones latentes fueron tratados con PMA, TSA (Trichostatin A, un
inhibidor de histonas deacetilasas) y TNFa (Tumor Necrosis Factor) para comprobar si
el promotor HIV era capaz de reactivarse con estos compuestos, los cuales se han
descrito previamente como activadores del HIV (Jordan et al. 2003, Van Lint et al
1996). Otro de los propositos de estos tratamientos fue entender cuales son las rutas de
sefializacién que estan involucradas en la reactivacion del HIV. Dicha reactivacion se

analizé mediante citometro de flujo, observando el aumento de las células GFP-
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positivas. Se observo reactivacion de los clones latentes pero dicha reactivacion era

diferente entre clones, sugiriendo que los diversos clones responden de forma distinta

mediante vias de sefializacion diferentes (Figuras SA-5D).
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Figura 5. Reactivacion del promoter HIV tras tratamiento con PMA, TSA y TNF. Los 51 clones
latentes fueron tratados durante 16 horas con PMA 10nM (Figura 5A), TSA 400nM (Figura 5B) y TNF
10ng/ml (Figura 5C) y la reactivacion del promotor se siguid mediante analisis en el citometro de flujo.
Los datos se expresan como porcentaje de células GFP-positivas. Los clones estan ordenados cono en la
Figura 4. (D) Ejemplo de 3 clones cuya reactivacion del HIV latente es diferente segiin el tratamiento

utilizado.
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2. Analisis del lugar de integracion del HIV en clones
latentemente infectados

2.1. PCR PARA LOCALIZAR INTEGRACIONES EN REGIONES ALFOIDEAS

En estudios previos se habia observado que la integracion del promotor HIV en
ciertos clones latentemente infectados habia ocurrido en regiones alfoideas, regiones
que se localizan en los centrémeros de los cromosomas (Jordan et al. 2003, Lewinski et
al 2005). Este hecho respalda la idea que las integraciones latentes del HIV pueden
ocurrir en regiones con bajo contenido de genes o cuya expresion génica es muy baja,

como es el caso de la heterocromatina centromérica (Figura 6).
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Figura 6. Representacion esquematica de las regiones alfoideas. Las regiones alfoideas son regiones

altamente repetidas que se localizan formando parte de la heterocromatina de los centromeros.

Con objetivo de confirmar estos estudios y caracterizar nuestra coleccion de clones
latentes, examinamos si la integracion de alguno de los clones habia ocurrido en estas

regiones alfoideas.

Se disefiaron unos ensayos de PCR siguiendo un protocolo descrito previamente
(Jordan et al. 2003). Dicho protocolo consistia en hacer una primera PCR usando
oligonucledtidos degenerados correspondientes a secuencias consenso de las regiones
alfoideas (al, a2, a3 y 04) y un segundo oligonucle6tido de una region especifica del

LTR del HIV (oligonucledtido A o pEV1371). Si la integracion del HIV ocurre en una
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region alfoidea o en sus alrededores se obtiene amplificacion en la PCR pero la banda
no se detectaria de manera sencilla debido a la naturaleza repetitiva de las regiones
alfoideas. El oligonucledtido de la region alfoidea se uniria en los multiples sitios
repetidos de la secuencia, amplificando diversas bandas de diferentes tamafios. Es por
tal razon que se disefia una segunda PCR utilizando oligonucledtidos especificos para la
region LTR del HIV (oligonucleétidos B o pEV1372 y C o pEV1373) y utilizando el
ADN obtenido de la primera PCR (Figura 7).
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Figura 7. Figura donde se representan las PCRs para comprobar si la integracién del HIV ha
ocurrido en regiones alfoideas (alphoid repeaf) o en su cercania. Se realiza una primera PCR con un
oligonucledtido especifico de la region alfoidea (al, 02, a3 y a4) y el oligonucledtido A (pEV1371). El
producto de la PCR obtenido en la primera PCR se usa para hacer una segunda PCR con los
oligonucleétidos B (pEV1372) y C (pEV1373), ambos dentro de la region LTR del HIV y dentro del

amplicon producido con los oligonucleotidos A y el especifico de la region alfoidea.

Utilizando estas dos PCRs, inicialmente se analizaron algunos clones latentemente
infectados previamente descritos como controles (Jordan et al. 2003) y un clon de
nuestra libreria. En este experimento se observéd que la integracion del promotor HIV en
los clones C1, H2 y 82 se localiza en regiones alfoideas o en sus alrededores, mientras
que el clon Al no se encuentra en estas regiones. Los oligonucleotidos al y a3 estan
orientados en el mismo sentido, y lo mismo ocurre con los oligonucledtidos a2 y a4.
Consecuentemente, amplificaciones con oligonucle6tidos al y a3 pero no con a2 y a4 y
viceversa es un indicativo de tener una integracion cercana a regiones alfoideas. En los
clones C1 y H2 se obtuvo amplificacion en la PCR usando 02 y 04 pero en cambio, en
el clon 82, la amplificacion se obtuvo con los oligonucleotidos al y a3. En el clon

latente A1 se pudo observar amplificacion similar a la obtenida en el ruido de fondo con
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los controles negativos, pero no una amplificacion mayoritaria de un par de
oligonucledtidos en un sentido o en otro, la cual cosa llevo a pensar que dicho clon no

se localizaba en regiones alfoideas (Figura 8).

2nda PCR con oligonucleétidos B+C

A

al a2 a3 ad ol a2 a3 a4 al a2 a3 o4 al a2 a3 a4 17 C+ 19

— — —
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C1 H2 82 Al 17.C- no DNA
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Figura 8. Ensayo con PCRs para detectar integraciones en regiones alfoideas o en los alrededores.
Se llevo a cabo una primera PCR utilizando un oligonucleétido degenerado que reconoce las secuencias
consenso de las regiones alfoideas y un oligonucledtido A en la region LTR. Esta primera PCR se siguio
de una segunda utilizando los oligonucleétidos B+C en la region del LTR del HIV. Los productos de la

PCR se detectaron en un gel de agarosa tefiido con Bromuro de Etidio.

El lugar de integracion del clon C1 se clon6 y secuencio6 para confirmar su integracion
en regiones alfoideas. El producto de la PCR obtenido usando los oligonucle6tidos A y
a4 se utilizo en una segunda PCR con oligonucledtidos C y a2. Una tercera PCR se hizo
con el producto obtenido y los oligonucledtidos C y a4. EI ADN obtenido de esta PCR
se clon6 en el PCRBIlunt (Invitrogen) y se secuencid, confirmando su lugar de

integracion en estas regiones repetitivas.

Para poder mirar la posible localizaciéon en regiones alfoideas o cercanias en varios
clones, se hizo la segunda PCR explicada anteriormente mediante PCR en tiempo real,
en vez de por PCR convencional. Pudimos observar que la integracion del HIV en
regiones repetitivas alfoideas se habia dado en al menos 6 de un total de 21 clones
analizados (Figura 9), ya que se observd una mayor amplificacion utilizando o2 y o4

que al y a3.
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Localizacion del promotor del HIV en regiones alfoideas o en sus alrededores
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Figura 9. Localizacién de la integracion del HIV en regiones alfoideas mediante PCR en tiempo
real. Se analizaron un total de 21 clones latentes de la libreria utilizando PCR en tiempo real para llevar a
cabo la segunda PCR con los oligonucleotidos B+C. Los resultados se expresan como la intensidad

relativa de cada par de oligonucle6tidos de las regiones alfoideas en un sentido en relacion al otro par de
oligonucledtidos en el otro sentido (02+0i4/o1+a3). El grafico se representa en escala logaritmica y se
puede observar que la integracion de los clones 9, 15, 18, 19, 21 y 23 se localiza claramente en regiones

alfoideas.

2.2. SECUENCIACION DE LOS LUGARES DE INTEGRACION MEDIANTE
LIGACION DE ADAPTADORES

Otra manera para poder identificar donde se ha integrado el promotor del HIV es
secuenciar el ADN de los lugares que flanquean la integracion. Para ello se partio del
ADN genomico del clon que se queria estudiar y se digirié en tubos separados con
cuatro enzimas de restriccion diferentes, que producen extremos romos. Se ligd un
adaptador (secuencia de ADN conocida) a los extremos del gendomico digerido y el
material de la ligacion fue utilizado en una primera PCR con un oligonucleo6tido
especifico de la secuencia del adaptador (AP1) y otro especifico de la secuencia del
LTR (GSP1). El producto de esta primera PCR se us6é en una segunda PCR usando otro
par de oligonucledtidos, uno en el adaptador (AP2) y el otro en el LTR (GSP2), ambos
dentro del producto que se produce en la primera PCR. Los productos de la PCR se
clonaron y secuenciaron para conseguir la region que flanquea la integracion del HIV

(Figura 10).
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Figura 10. Esquema del proceso para localizar el lugar de integracion déonde se encuentra el HIV.
Los adaptadores de secuencia de ADN conocida se ligan al ADN gendémico del clon elegido y que
previamente se habia digerido con 4 enzimas distintas que cortan la secuencia dejando extremos romos.
Este material ya ligado se utiliza en dos PCRs consecutivas con primers especificos en el adaptador y en
el LTR del HIV. El producto de la segunda PCR se corre en un gel de agarosa con Bromuro de Etidio. La
o las bandas mas intensas que se observan se cortan y se purifica el ADN del gel. Este ADN es
secuenciado y la secuencia obtenida es analizada mediante BLAST para saber a qué region del genoma

pertenece.

En el presente estudio se decidi6 empezar a analizar en mas detalle el clon #27, por su
baja expresion del promotor del HIV en estado basal, la cual cosa indica su alto estado
latente, y por su alta reactivacion al tratar con agentes como PMA, TSA y TNF,
ampliamente conocidos como reactivadores del promotor del HIV. Se utilizd el
protocolo descrito previamente para localizar el lugar de integracion del clon 27 y se
observd que la integracion en este clon se habia dado en un intron del gen UBXDS
(UBX containing domain 8, también conocido como FAF2 o ETEA) y que el promotor
del HIV se encontraba insertado en el mismo sentido de la transcripcion del gen

huésped (Figuras 11A y 11B). Mas concretamente, la integracion del HIV se habia
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producido en el intron entre los exones 8 y 9 (Figura 11B). Dicho gen se localiza en el
cromosoma 5 y se ha descrito como un gen que regula la resistencia a apoptosis

observada en células T y eosindfilos en pacientes que padecen dermatitis atopica (Imai
et al. 2002).

A oligonucleotido
: adaptador
| yLR@EY) | )
| ]

ACTAGTCTGAGCCTGGGAGCTCTCTCGGCTAACTAGGGAACCCACT
GCTTAAGCCTCRATARAGCTTGCCTTGAGTGCTTCARAGTAGTGTGT
GCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCT
TTTAGTCAGTGTGGARARTCTCTAGCA// /GCCAGGAGTTCGAGGC
AGCAGTGAGCTCTGATTGTGCCTCTGCACTCCAGCCTGGATGACAG
AGCAGGACTCTGTCTTTA// /CCAGCCCGGGCCGTCGACCACGCGT
GCCCTATAGTA

B
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Figura 11. Secuenciacion del lugar de integracion del genoma del HIV en el clon 27. (A) Las bandas
obtenidas de la segunda PCR, las cuales han sido purificadas del gel de agarosa, son secuenciadas con un
oligonucledtido presente en la region 3’LTR de la secuencia viral. La secuencia localizada entre el
3’LTR vy el adaptador corresponde a la secuencia del gen donde se ha integrado el HIV. Las tres partes,
HIV, UBXDS y adaptador, estan separadas por el simbolo /// en la secuencia. Esta secuencia es utilizada
en un BLAST, obteniéndose asi el gen de interés que en este caso es el gen UBXDS8 (o FAF2). (B) Se
muestra la localizacion de la integracion del HIV en el cromosoma 5, entre los exones 8 y 9 de la

secuencia del gen UBXDS.
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Con el fin de confirmar que la integracién del HIV en el clon 27 se habia producido
realmente en el gen UBXDS, se llevd a cabo una serie de PCRs combinando
oligonucleétidos del gen (Pl y P2, localizados anteriormente y posteriormente a la
integracion del HIV) con oligonucleotidos dentro de la region del HIV (P3 y P4)
(Figura 12A). La PCR se llevo a cabo con ADN genomico del clon 27 y utilizando
ADN genomico del clon 59 como control. La primera observacion fue que se obtenia
amplificacion en ambos gendmicos al combinar los oligonucleétidos P1 y P2 del gen
UBXDS. El minigenoma del HIV tiene una longitud de 4Kb, longitud que segun la
secuenciacion previa estaria integrada entre las secuencias de los oligonucleotidos P1 y
P2 pero lo que se esta observando en la PCR con el ADN genémico del clon 27 es la
amplificacion del gen intacto del otro alelo, donde no estd integrado el HIV. Al
combinar los oligonucledtidos especificos para el LTR del HIV y el oligonucledtido P2
(P3+P2 y P4+P2) se pudo observar que se obtenia amplificacién en la PCR solo del
genoémico del clon 27, y no del clon 59, la cual cosa confirmé que el HIV en este clon
en concreto efectivamente se localiza en el gen UBXDS8 y su integracion estd en el
mismo sentido que el gen. El haber observado una integracion latente del genoma viral
en un intron de un gen nos permitid concluir que las integraciones del HIV en células
latentes no solo se encuentran en regiones de heterocromatina como serian las regiones

alfoideas, sino que también se pueden dar en regiones intronicas de genes.

A Pl P3 X P4 P2
HIV 5'LTR|——HIV 3'LTR| >
UBXDS UBXDS
B Genomic DNA Genomic DNA C-PCR
clone #27 clone £59 (without GenDNA

DNA) clone=17

P1/P2 P3/P2 P4/P2 P1/P2 P3/P2 P4/P2 P1/P2Z P2

Figura 12. Localizacién de la integracion del HIV en el clon 27 en el gen UBXDS. (A) Esquema de

los oligonucleotidos utilizados en la PCR para confirmar el lugar de integracion del HIV en el clon 27. Se
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usaron dos oligonucledtidos P1 y P2 de la secuencia intronica del UBXDS, P1 situado antes de la
integracion del HIV y P2 situado después de la integracion, acorde con los resultados de la secuenciacion.
Como oligonucleotidos especificos de la secuencia LTR se usaron P3 y P4. (B) Resultado de la PCR al
combinar oligonucledtidos de la secuencia LTR (P3 y P4) con el oligonucleotido P2 del gen. Se us6 ADN
genomico del clon 27 y del clon 59 como control. Los dos tltimos carriles corresponden a los controles
negativos, uno de ellos combinando los oligonucleotidos P1+P2 del gen UBXDS pero sin anadir ADN y

el otro utilizando solo un oligonucleotido y afladiendo ADN gendémico del clon 27.

En el presente estudio se han utilizado clones latentes producidos para el mismo
(procedimiento explicado en el apartado 1.1), asi como otros clones producidos
anteriormente en otros estudios (Jordan et al. 2003). Cuatro de los clones con igual
minigenoma del HIV que los producidos en este estudio (4Kb de longitud) son el clon
H2, clon Al, clon C1 y clon A2. La integracion de los clones H2 y C1 fue obtenida
previamente en los experimentos utilizando las PCRs para confirmar las integraciones
del HIV en regiones alfoideas (apartado 2.1). La integracion del clon Al habia sido

secuenciada previamente en el laboratorio.

El lugar de integracion del minigenoma viral en el clon A2 es en el gen UTX
(Ubiquitously transcribed X chromosome) en el cromosoma X (Figura 13), que codifica
para una enzima demetilasa con actividad sobre la lisina 27 de la histona H3 (Smith et

al. 2008, Swigut et al. 2007).
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Figura 13. Secuenciacién del lugar de integracion del genoma del HIV en el clon A2. Se muestra la

localizacion de la integracion del HIV en el cromosoma X, entre los exones 8 y 9 de la secuencia del gen

UTX.
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Con la finalidad de comprobar dicho lugar de integracion del clon A2 y el sentido de
la misma, se hicieron una serie de PCRs combinando oligonucleotidos especificos para
la region del LTR y oligonucledtidos del gen donde se habia dado la integracion, es
decir, el gen UTX. En el experimento se utilizo ADN gendmico del clon A2 y gendmico
del clon 59 como control y se probaron oligonucle6tidos en el intrén del gen UTX y en
la secuencia del LTR del HIV (Figura 14A). Al combinar los oligonucleotidos P1 y P2
del gen UTX, solo se obtuvo amplificacion utilizando el ADN del clon 59, pero no del
A2. Teniendo en cuenta que las células Jurkat provienen de un individuo masculino y
que por lo tanto solo tienen un cromosoma X, esto nos hizo pensar que el hecho que el
HIV estuviera integrado en medio de la secuencia de ambos oligonucledtidos seria el
responsable de la no amplificaciéon en el clon A2. Combinando los oligonucleétidos P1
(gen UTX) y P3 (LTR) se observo una banda en el gel en el clon A2 pero no en el clon
#59, hecho que corroboraba que el HIV en el clon A2 se encuentra integrado en el gen
UTX y ademads que dicha integracion se dio en sentido contrario al de la transcripcion
del gen huésped ya que solo la combinacion de P1+P3 daba amplificacion en la PCR

pero no la combinacion P2+P3 (Figura 14B).

A Pl P3 P2
— —= ke o il
411.€ AlH 411,S AlH
Y N o
e s
UTX UTX
B Genomic DNA Genomic DNA
clone A2 clone #59
P1/P2 P3/P2 P3/P1 P1/P2 P3/P2 P3/P1

Figura 14. Localizacion de la integracion del HIV en el clon A2 en un intrén del gen UTX. (A)
Figura de los oligonucledtidos utilizados para confirmar el lugar de integracion del promotor del HIV en
el clon A2. Los oligonucleétidos P1 y P2 se encuentran en la secuencia del intréon del gen UTX y el
oligonucleétido P3 se localiza en la secuencia del LTR. (B) PCR resultante de la combinacion entre los
oligonucleétidos P1+P2, P3+P2 y P3+P1, usandose ADN gendmico del clon A2 y gendémico del clon 59
como control. Se obtiene amplificacién combinando el oligonucledtido especifico del gen UTX y el del

LTR en el gendmico extraido del clon A2 pero no del clon 59.
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A parte de estos clones con el minigenoma del HIV, también se han usado clones que

tienen el genoma entero del virus de 9Kb de longitud pero con la secuencia de GFP en

lugar del gen Nef (Bieniasz and Cullen et al. 2000) y se ha introducido una mutacion en

el gen env. Los clones usados con este genoma virico son el 6.3, 10.6, 154 y 8.4

(Jordan et al. 2003).

En resumen, se conocen los lugares de integracion de todos los clones mencionados y

utilizados en este estudio gracias a nuestras secuenciaciones y por secuenciaciones

previas en varios estudios (Jordan et al. 2003, Lenasi et al. 2008). También se conoce si

el HIV se ha integrado en igual sentido o en sentido contrario al del gen (Tabla 1).

nombre del clon | genoma HIV gen sentido del HIV (respecto al gen)
6.3 9Kb intron del gen PP5 mismo
10.6 9Kb intron del gen SEC1GA contrario
15.4 9Kb intron del gen UBA2 mismo
8.4 9Kb intron del gen DNA helicase V contrario
A2 4Kb intron del gen UTX contrario
27 4Kb intron del gen UBXDS mismo
H2 4Kb region alfoidea
Cl 4Kb region alfoidea
Al 4Kb region intergénica

Tabla 1. Informacion de los clones utilizados en este estudio. Se han utilizado clones con dos tipos de

genoma del virus, uno de 4Kb de longitud (LTR-Tat-GFP-LTR) y el otro de 9Kb de longitud que se

compone del genoma entero del HIV con una mutacién en el gen env y GFP en substitucion de la

secuencia de Nef. En la tabla 1 se muestra el nombre de cada clon, qué genoma HIV tiene integrado, en

qué region esté integrado el HIV y en el caso de que esté integrado dentro de un gen, cual es el sentido de

la secuencia del HIV respecto al sentido del gen donde esta integrado.
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3. Relacion entre los transcritos virales y los generados por el
gen donde se ha integrado el genoma del HIV: HIV en el

gen UBXDS en sentido co-transcripcional

3.1 CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL GEN HUESPED

En estudios previos se ha descrito como integraciones del virus HIV en regiones de
genes activos pueden conllevar a un estado latente del promotor (Greger et al 1998,
Lewinski et al. 2005). Durante la transcripcion del gen se produciria el ARNm primario
conteniendo la secuencia del HIV, que posteriormente seria degradado juntamente con
el resto del intrén en el proceso de splicing (Lassen et al. 2004). En trabajos recientes se
ha llevado a cabo ensayos que han detectado una gran cantidad de transcrito iniciado en
el gen enddgeno y terminado en la region poli-A del extremo 5° LTR del promotor del
HIV dando lugar a un transcrito truncado en el alelo donde se encuentra el HIV. En este
mismo estudio se describe la interferencia transcripcional como método de
silenciamiento del HIV, debido a que la integracion del HIV en un gen
transcripcionalmente activo conlleva la represion transcripcional del genoma viral

integrado en dicho gen (Lenasi et al. 2008), por mecanismos aun desconocidos.

La primera pregunta que nos hicimos fue si en un estado basal de las células, el gen
UBXDS es un gen transcripcionalmente activo. Para ello, se compararon los niveles de
expresion de este gen con los genes CHES1, CXCR4 y PCAF. CXCR4 se habia descrito
previamente en Jurkat como un gen activo en estado basal (Contento et al. 2008,
Lewinski et al. 2005). En cambio, el gen PCAF estd reprimido en dichas células
(Lewinski et al. 2005). Con el fin de poder comparar los niveles de transcritos de estos
diferentes genes, se utilizo la técnica de RT-DgPCR (RT-DNA-qPCR) descrita por
Lenasi et al. (2008). Dicha técnica es una modificacion de la RT-PCR a tiempo real (o
RT-qPCR) y se basa en el hecho que el ratio molar entre dos genes utilizando ADN
gendmico es el mismo. Por lo tanto, la RT-DgqPCR permite la normalizacion de los
valores obtenidos amplificando ADNCc al ponerlos en relacion con los valores obtenidos
amplificando ADN gendémico con el mismo par de oligonucleotidos. Si se estd
comparando genes presentes en dos cromosomas homologos, su ratio molar es de 1. En
cambio se debe tener en cuenta que el ratio molar del gendmico entre una secuencia que

estd presente solo en un alelo y otra que estd en dos cromosomas es de 1:2, y por tanto
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se debe multiplicar por 2 los valores obtenidos con los oligonucleotidos utilizando el

ADNCc.

Se utilizo este sistema para poder comparar los niveles de expresion de los diferentes
genes y para ello se extrajo el ARN del clon 27 y se llevo a cabo una RT-PCR a tiempo
real con oligonucleotidos para los genes UBXDS8, CXCR4, CHES1 y PCAF y utilizando
el ADN gendmico con los mismos oligonucleotidos con el fin de normalizar las
muestras (Dg-PCR). Se vio que el gen UBXDS es un gen transcripcionalmente activo

en el clon 27 al comparar su expresion con otros genes (Figura 15)

[expresion génica/GAPDH]/ADN genomico
0,10

0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

relative copy numbers/genom

0,00
UBXDS CHES1 CXCR4 PCAF
gen

Figura 15. El gen UBXDS8 es transcripcionalmente activo. Los niveles de expresion de los genes
UBXDS, CHES1, CXCR4 y PCAF fueron comparados utilizando una RT-PCR a tiempo real y utilizando
el ADN genomico del clon 27 como control para normalizar las muestras (RT-DqPCR). Se muestran los
valores obtenidos utilizando los oligonucledtidos especificos de cada gen en el ADNc en relacion a
GAPDH como control externo y todo ello en relacion a los valores obtenidos con el ADN gendmico
usando los mismos oligonucledtidos. Para usar esta técnica, los oligonucledtidos deben encontrarse en el

mismo ex6n del ARNm, para que los amplicones sean idénticos a partir de ADNc o ADN genémico.

3.2 TIPOS DE TRANSCRITOS PRODUCIDOS

Tal y como habian descrito Lenasi et al. en otros clones latentes, la latencia del
promotor del HIV en el clon 27 podria estar siendo debida a su integracion en un gen
activo, el cual estaria reprimiendo el promotor en el proceso de interferencia
transcripcional. Nuestro primer objetivo fue el de observar si se producia transcripcion
proveniente del gen huésped por encima del promotor viral y en caso afirmativo,

estudiar qué tipo de transcritos se estaban formando, tales como transcritos quimeras
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entre el gen huésped y el HIV. Para ello, se utiliz6 como modelo el clon 27 cuya

integracion habia tenido lugar en el intron entre los exones 8 y 9 del gen UBXDS.

En un primer experimento, se trataron las células del clon 27 con PMA (compuesto
que no solo activaba el HIV sino que en combinacion con lonomicina también habia
sido descrito por Imai et al. (2002) como un activador del gen UBXDS) con el objetivo
de ver si este compuesto es capaz de activar el gen UBXDS8 en nuestro modelo celular, y
se utilizaron las células Jurkat como control. Tras 16 horas con el tratamiento con PMA,
se extrajo el ARN de las células del clon 27 y Jurkat, tratadas y no tratadas con PMA, y
se llevdo a cabo una RT-PCR a tiempo real con oligonucledtidos para detectar la
expresion del gen UBXDS8 (ex6n 5). Se pudo observar que el gen se activaba en ambas
células simplemente con el tratamiento con PMA, aunque la induccién era mayor en las

células Jurkat (Figura 16).
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Figura 16. La induccion del gen UBXD8 mediada por PMA se produce en células Jurkat y en el
clon 27, aunque en células Jurkat dicha activacién es mayor. Las células Jurkat y el clon 27 fueron
tratados con PMA durante 16 horas, tiempo tras el cual se extrajo el ARN de las células y se hizo una RT-
PCR a tiempo real para detectar la expresion génica de UBXDS. Los resultados se muestran como los
valores de amplificacion con oligonucledtidos del exon 5 del gen UBXDS respecto a GAPDH como

control externo.

Con la finalidad de conocer los transcritos que se estaban produciendo en el HIV y en
sus alrededores en el clon 27, se hicieron una serie de PCRs con el ADNc obtenido del
clon 27 sin tratar y tratado con PMA. Para ello se utilizaron combinaciones de

oligonucledtidos presentes en el HIV y en el gen UBXDS8 (Figura 17).
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Figura 17. Esquema de los oligonucledtidos utilizados para conocer los transcritos que se estan
produciendo en el clon 27. Se muestra una representacion del cromosoma 5, cromosoma donde se
encuentra el gen UBXDS, con su distribucion de intrones y exones. Los oligonucleotidos utilizados se
muestran en la figura y se nombran con numeros. Se puede ver la secuencia del HIV (5’LTR-Tat-GFP-
3’LTR) y 6 exones del gen UBXDS, 4 de ellos en la zona corriente arriba de la integracion del HIV y 2 de
ellos, corriente abajo. El +1 del HIV se encuentra localizado al inicio de la region R del LTR viral. SD

corresponde a la secuencia del donador de splicing, y SA, al aceptor de splicing.

Utilizando los oligonucledtidos 1+12 (ex6n 5 del gen UBXDS8+principio de la
secuencia U3 del HIV) se observaron dos bandas en cada una de las muestras (+/-PMA)
(Figura 18A). Tras la secuenciacion de ambas bandas se observo la presencia de un
aceptor de splicing al principio de la secuencia de U3 en el 5’LTR. La banda inferior
observada en esta PCR correspondia a un transcrito que viene del gen UBXDS y es
capaz de reconocer esta secuencia como un aceptor de splicing, produciendo un
transcrito que es la suma del exon mas el U5 a partir de la secuencia aceptora. La banda
superior de esta PCR correspondia al transcrito que es el producto de no reconocer el
donador de splicing al final del ultimo exdén anterior a la integraciéon del HIV.
Utilizando los oligonucledtidos 7+9 se vio una banda en ambas muestras que
correspondia al transcrito que habia entrado a la secuencia del HIV a partir de la
secuencia del UBXDS (Figura 18B). La PCR con los oligonucledtidos del GAPDH se
muestran en la Figura 18C. Tomando estos resultados en conjunto se puede concluir que
tras la integracion del HIV en el intrén del gen huésped, una parte de los transcritos que
se estan produciendo en el UBXDS pueden entrar en la secuencia del HIV y continuar

hasta regiones corriente abajo del HIV, formando transcritos quimera entre el gen y el
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HIV (Figura 18D). A parte, hemos visto la presencia de un lugar aceptor de splicing al
principio de la region U3 del 5’LTR (Figura 18E).
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Figura 18. Parte de los transcritos producidos en el gen UBXDS8 son capaces de entrar en la
secuencia del HIV formando transcritos quimera entre el UBXDS8 y el HIV. Las células del clon 27
se trataron con PMA durante 16 horas, periodo tras el cual se extrajo el ARN y se hizo una RT para
obtener el ADNc de las células. Se muestran las PCRs obtenidas utilizando dicho ADNc con los
oligonucleétidos 1+12 (A), 7+9 (B) y los oligonucleotidos de GAPDH como control de carga (C). (D)
Representacion de los transcritos formados en esta region. (E) Secuencias relevantes en la region entre el
gen endogeno y el 5’LTR del HIV, entre las que destaca la presencia de un lugar aceptor de splicing al

inicio de la secuencia U3 en el LTR viral.
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Posteriormente se utilizaron los oligonucledtidos 13+14, uno de ellos localizado en la
region U3 del 5’LTR (anterior al inicio de transcripcion teorico del HIV) y el otro en la
secuencia de Tat. Esta PCR también detectaria transcritos hibridos provenientes del gen
que cruzan el genoma del HIV. En esta PCR se obtuvo una banda mayoritaria en la
muestra del clon 27 sin tratar y dos bandas en la muestra con el tratamiento con PMA
(Figura 19A). La secuenciacion de las bandas mostré que la banda en el clon 27
correspondia a un transcrito que empezaba anterior al +1 del 5’LTR y que se saltaba el
donador de splicing posterior al 5’LTR. En cambio, en las muestras con PMA se
observo la produccion de un transcrito que empieza en el gen y que reconoce el donador
de splicing posterior al 5’LTR pero no el aceptor de splicing anterior a Tat, sino que
reconoce dos lugares dentro de la secuencia de Tat para llevar a cabo el splicing

(pseudo-aceptores) produciendo secuencias de Tat truncado (Figura 19B y 19C).
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Figura 19. El tratamiento de las células del clon 27 con PMA forma diferentes transcritos quimera

provenientes del gen UBXDS8. (A) EL ADNc de las células del clon 27 tratadas y sin tratar fue utilizado
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en una PCR con los oligonucleodtidos 13 y 14. (B) Se muestran los transcritos formados utilizando dichos
oligonucleétidos. (C) Secuencias relevantes entre la region U5 en el 5’LTR del HIV y la secuencia de

Tat. Se observaron dos lugares aceptores de splicing al inicio de la secuencia de Tat (pseudo-aceptores).

A continuacién nos planteamos si se producia el transcrito viral salvaje, proveniente
del +1 en la region R del 5’LTR, y si este transcrito estaba haciendo el splicing correcto
en el donador y aceptor de splicing posterior al 5’LTR. Para ello utilizamos los
oligonucledtidos 8+16 y 8+18. Pudimos observar en ambos casos el transcrito obtenido
con PMA era mayor que sin tratar, activacion que se estaba debiendo a la activacion del
5’LTR. Al utilizar los oligonucleétido 8 y 16 (éste ultimo situado dentro de la region
entre el donador de splicing y el aceptor de splicing) se observo una banda en la PCR, la
cual cosa indicaba que parte de los transcritos no estaban haciendo el splicing correcto
del transcrito viral (Figura 20A). Por otra parte, al utilizar los oligonucle6tidos 8+18
(éste ultimo situado justo tras el aceptor de splicing) se producia una banda que
correspondia al transcrito viral tras haber hecho el splicing correcto (Figura 20B). No se
observaba la banda de 1.5Kb que se observa con el ADN gendmico que indicaria
ausencia de splicing. Por tanto, los transcritos virales eran capaces de transcribir desde
el +1 del 5’LTR, tanto haciendo el splicing correcto como saltdndose las sefales de

donador y aceptor de splicing (Figura 20C).

B

1 5 71308 7013 08 3
> —> — > D sa — > >
Sakiipl e R o = HH u [= [vs —HF

<« — > e —ae T ; <« <«
2 6§ 12 S’LIR 4 5 1lqg 181455 3'LTR 10 4

“PMA

“PMA /N

81



RESULTADOS

Figura 20. Tras la induccion con PMA se detecta un aumento de transcritos virales que reconocen o
no reconocen las secuencias de donador y aceptor de splicing situadas tras el S’LTR. El ADNc de las
muestras del clon 27 sin tratar y tradado con PMA se usaron con los oligonucledtidos 8+16 (A) y 8+18
(B). (C) Representacion de los transcritos formados en esta region de la secuencia del HIV. “+PMA”

indica que el transcrito se induce con este tratamiento.

El hecho que observaramos transcritos empezando en el gen UBXDS8 y continuando
en la region del HIV pasando la region donde se encuentra el +1 del 5’LTR nos hizo
plantear qué cantidad de estos transcritos quimera (ya sean los que hacen un splicing
correcto o no, véase Figura 19B) en relacion a los transcritos virales salvajes se estaban
produciendo. Con tal fin se hizo una PCR a tiempo real con los oligonucleotidos 7+9
(transcritos que provienen del gen UBXDS8) y 8+9 (suma de los transcritos que
provienen del gen mas los virales que se producen en el +1 del 5’LTR) (Figura 21A). Se
utilizé el ADNc de las muestras 27, con o sin tratamiento de PMA, y usando el ADN
genomico con ambos pares de oligonucleotidos para poder normalizar las PCRs y poder
comparar las cantidades de transcritos. El resultado mostré que la cantidad de
transcritos que vienen del gen UBXDS8 era inferior a los transcritos virales que se
producian a partir del +1 del LTR, sobre todo tras la estimulacion con PMA (Figura
21B)
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Figura 21. Los transcritos virales originados en el promotor del HIV son mas abundantes que los
transcritos provenientes del gen UBXDS8. (A) Representacion de los oligonucledtidos 7+9 y 8+9
utilizados en el experimento. (B) El ADNc de las muestras del clon 27 sin tratar y tratado con PMA se
usaron en una RT-PCR a tiempo real, y utilizando el ADN gendmico para normalizar las muestras. Los
resultados se muestran como los valores obtenidos con las muestras de ADNc con los oligonucle6tidos
especificos en relacion al GAPDH y todo ello en relacion a los valores de ADN gendmico. Los resultados

se muestran en una escala logaritmica.

Posteriormente, se realizo una PCR con los oligonucledtidos 8+4, uno en la region R
del LTR y el otro en el exon 10 tras la secuencia integrada del HIV. El resultado mostré
una banda que se inducia de forma muy importante con la presencia de PMA, banda
que fue secuenciada (Figura 22A). La secuenciacion reveld que el transcrito que se
estaba produciendo en dicha PCR empezaba en el +1 del 5’LTR, reconocia el donador
de splicing posterior al 5’LTR pero el aceptor de splicing que reconocia era el del
primer exén del UBXDS8 posterior a la integracion del HIV (Figura 22B y 22C). Nos
planteamos el hecho que se pudiera estar formando una proteina truncada del gen
UBXDS la cual seria mas corta que la proteina salvaje y que podria tener un efecto
dominante negativo sobre la funcion de ésta, pero el hecho que la posible proteina
truncada que se formaria no se encontraba en la misma fase de lectura que la proteina

salvaje nos hizo descartar dicha posibilidad.
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Figura 22. Tras el tratamiento con PMA se produce un transcrito quimera entre el HIV y la
secuencia del UBXD8 inmediatamente posterior a la integracion del promotor. (A) El ADNc de las
muestras del clon 27 sin tratar y tradado con PMA se usaron con los oligonucleétidos 8+4 (B)
Representacion del transcrito formado en esta region. “+PMA” indica que el transcrito se induce con este
tratamiento. (C) Se muestran las posiciones del donador y aceptor de splicing que se utilizan para obtener

este tipo de transcrito descrito.

Por ultimo, se utilizaron las combinaciones de oligonucledtidos 7+10 y 8+10, estando
el oligonucledtido 10 en el intron inmediatamente posterior a la integracion del HIV. 7'y
8 son los oligonucledtidos previo y posterior al +1 del LTR, respectivamente. La PCR
mostrd amplificacion en ambos casos, siendo esta amplificacion mayor tras el
tratamiento con PMA de las células (Figuras 23A y 22B). La PCR 7+10 mostraba la
presencia de transcritos que se venian formando desde la region del 5’LTR o desde el
gen pero no se detenian en la region del poli-A presente en la region R del 3’LTR sino
que seguian a través de dicho LTR (Figuras 23A y 23C). La PCR 8+10 también nos
podia sugerir una posible actividad transcripcional empezando en el 3’LTR, aunque
dicha banda seria la suma de los transcritos formados en el 5’LTR que no se detendrian
en la region poli-A mas los transcritos que empezarian en el 3’LTR. En ambos casos se
da lugar a un transcrito quimera que es la suma entre la region R+U5+ el intron
posterior a la integracion del HIV (Figuras 23B y 23C). Con el fin de cuantificar la
transcripcion desde el 3’LTR se llevo a cabo una PCR a tiempo real con
oligonucleétidos 7+10 y 8+10 en el ADNc del clon 27 con y sin tratar con PMA, y con
el ADN gendémico para poder normalizar los datos y ser capaces de comparar cantidades
de transcrito con diferentes oligonucleotidos. El hecho de observar una mayor cantidad
de transcritos obtenidos con los oligonucle6tidos 8+10 tras la inducciéon con PMA
(suma de los transcritos provenientes del 5’LTR o del gen huésped mas los provenientes
de la funcién promotora del 3’LTR) en comparacion con los obtenidos en igual
condiciones con los oligonucleotidos 7+10 (transcritos provenientes del S’LTR o del

gen huésped), mostraba la existencia de una funciéon promotora del 3°’LTR. Al igual que
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el 5’LTR esta funcion promotora en el 3’LTR era capaz de estimularse con PMA,

aunque la cantidad de transcritos era menor (Figura 23D, véase Figura 21B).
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Figura 23. Tras el tratamiento con PMA se produce una activacién de la region promotora
localizada en el 3°’LTR, ademas de que no todos los transcritos provenientes del 5’LTR se detienen
en la region del poli-A. (A) (B) El ADNCc del clon 27 tratado y sin tratar con PMA fue usado en una PCR
con oligonucle6tidos 7+10 (apartado A) y 8+10 (apartado B) (C) Representacion de los transcritos que se

forman en la region del 3’LTR mayoritariamente tras la induccion con PMA de las células. Los
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oligonucleotidos utilizados en el experimento se muestran en la figura. “+PMA” indica que el transcrito
se induce con este tratamiento. (D) La cuantificacion de la transcripcion desde el 3’LTR fue llevada a
cabo mediante PCR a tiempo real con las muestras de ADNc y utilizando ADN gendémico para poder

normalizar las muestras.

Utilizando toda esta serie de PCRs se pudo comprobar que se estin generando
transcritos quimera formados en parte por la secuencia del UBXDS8 y en parte por la
secuencia viral. Aun asi, parece ser que la proporcioén de transcritos provenientes del
gen UBXDS8 y que pasarian a través del HIV son minoritarios comparando con los
transcritos virales que se producen (véase Figura 19B), la cual cosa podria indicar que
dichos transcritos no tienen un papel muy relevante dentro de la célula. El hecho que
hubiera una cantidad mucho mayor de transcritos quimera entre el gen y el HIV

posiblemente produciria una disminucion de los transcritos salvajes de UBXDS.

3.3. CUANTIFICACION DE LOS TRANSCRITOS OBSERVADOS

3.3.1. Transcritos producidos en el promotor viral y en los alrededores de la
integracion

Nuestro siguiente objetivo en este estudio consistio en cuantificar la abundancia de los
transcritos representantes de las distintas regiones exdnicas e intronicas del gen huésped
UBXDS o del genoma viral integrado en el intron de dicho gen (entre exén 8 y 9),
mediante pares de oligonucleotidos especificos. Con el fin de poder inducir de manera
especifica el HIV en las células del clon 27, se decidi6 usar otros tratamientos diferentes
a PMA los cuales no fueran capaces de activar el gen UBXDS8 y nos permitieran ver el
efecto de estos inductores en el HIV. Los tratamientos escogidos fueron el TNFa y el
HMBA (hexametileno bisacetamida). EI TNF es un compuesto descrito como un
inductor del HIV a nivel de iniciacién, en cambio el HMBA es un compuesto capaz de
inducir el HIV a nivel de elongacién, debido a que activa vias de sefalizaciéon que
acaban en el reclutamiento de pTEFb en el promotor del HIV (Contreras et al. 2007).
Asi pues, las células del clon 27 fueron tratadas con TNF y HMBA durante 24 horas,
periodo tras el cual se extrajo el ARN y se llevd a cabo una RT-PCR a tiempo real con
oligonucledtidos especificos. Los oligonucleodtidos elegidos nos permitian detectar la
expresion del gen UBXDS anterior a la integraciéon del HIV como medida de la

expresion del promotor del gen, asi como transcritos hibridos entre un intréon y el 5’LTR
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viral (expresion del provirus desde el promotor génico), transcritos virales desde su
propio promotor con 4 amplicones diferentes (region LTR-gag, Tat, GFP, region U3 del
3’LTR) y transcritos desde el 3’LTR hacia la region intronica del gen, posterior a la
integracion del HIV (Figura 24A). Como ya se ha hecho anteriormente, para poder
comparar los datos obtenidos con oligonucleotidos diferentes, cada valor se puso en
relacion al valor obtenido de la amplificacion con el mismo par de oligonucledtidos con
un ADN gendmico usado como estdndar. Los resultados en el estado basal de las células
mostraron que los transcritos quimera formados entre el gen UBXDS y el HIV (tanto
los formados entre el gen y el 5’LTR como los formados entre el 3’LTR y el gen) son
menos abundantes que el transcrito proveniente del promotor génico, cuantificado con
oligonucledtidos en un exoén anterior a la integracion (Figura 24B). También se observo
que la expresion basal del promotor viral es considerable, comparable a la del gen
endogeno, cuando se analiza una region proxima al lugar de iniciaciéon de la
transcripcion. Estos niveles de transcrito disminuyen al analizar las regiones posteriores
del provirus (Tat, GFP y el 3’LTR, en especial esta ultima region). Cabe mencionar que
los transcritos virales de longitud completa, que en el caso del clon 27 a nivel basal son
muy reducidos, son los que determinan que se expresen o no las proteinas Tat y GFP, y
por tanto los que determinan la definicion de latencia. En las células que fueron
inducidas con TNF o TNF+HMBA se pudo observar la estimulacion de los transcritos
que representan todas las regiones del provirus, pero aun asi se puede apreciar que hay
un bloqueo de la elongaciéon que hace que la region terminal del 3’LTR esté menos
representada. Esta estimulacion con los compuestos es capaz de producir una mayor
cantidad de transcritos quimera entre la regiéon 3’LTR y el intrdn génico posterior a la
integracion del HIV (Figura 24B). Con el fin de conocer la activacion del promotor del
HIV a nivel tanto de porcentaje de GFP como de intensidad de fluorescencia de la GFP
(Median Fluorescence Intensity o MFI), las células del clon 27 fueron tratadas con
TNF, HMBA y una combinaciéon de ambas durante 24 horas. Tras analizar las células
en el citometro de flujo se pudo observar que las células se reactivaban mediante ambos
compuestos por separado y la induccion era mayor tras la combinacion de TNF y
HMBA (Figura 24C). Sorprendentemente, el HMBA por si solo podia activar el
promotor del HIV, aunque habia sido descrito como un activador de la elongacion
(Contreras et al. 2007). En dicho estudio, el tratamiento con HMBA del clon 8.4 no era
capaz de reactivar el promotor del HIV latente si no se combinaba con un factor

activador de la iniciacién como el TNF, pero en las células del clon 27 este compuesto
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no necesitaba ningun otro tratamiento para poder ser activo. Esto podria explicarse
debido a que se observaron niveles basales altos del transcrito iniciado en la region del
5’LTR (aunque dicho transcrito disminuya en la zona de la elongacion), la cual cosa
facilitaria la funcion del HMBA en su papel de elongacion. Por ultimo, mediante
experimentos similares de cuantificacion de transcritos virales, utilizando las células de
la poblacion heterogénea latente se ha podido apreciar que los transcritos tienen un
comportamiento similar por lo que se refiere a disminucion de la expresion del provirus

tras la iniciacion (Figura 24D).
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Figura 24. Cuantificacion de transcritos producidos en el clon 27 y sus cambios tras la inducciéon
con TNF y HMBA. (A) Representacion esquematica de los oligonucle6tidos utilizados para conocer los
transcritos que se producen en el HIV y en sus alrededores, asi como los transcritos quimera entre el gen
endogeno y la secuencia del HIV. (B) Las células del clon 27 fueron tratadas con TNF (10ng/ml) o TNF y
HMBA (10mM) durante 24 horas. El ARN de las células se extrajo y se usé para hacer una RT-PCR a
tiempo real utilizando los oligonucleotidos presentes en el gen endogeno y en el HIV. Se muestran los
valores en escala logaritmica, representandose los valores obtenidos con los oligonucleodtidos en el ADNc
en relacion al GAPDH y todo ello en relacion al valor del amplicon obtenido con ADN gendémico. La
amplificacion con oligonucledtidos 142 no esta corregida por los dos alelos del gen UBXDS. Se muestra
un ejemplo representativo de dos experimentos independientes. (C) Se trat6 el clon 27 con TNF, HMBA
0 una combinacion de ambos durante 24 horas y tanto el porcentaje de expresion de GFP (C, izquierda)
como la intensidad de fluorescencia o MFI (C, derecha) fueron analizados mediante el citometro de flujo.
Se muestra un ejemplo representativo de al menos 3 experimentos. (D) La poblacién heterogénea
latentemente infectada fue tratada con TNF o TNF+HMBA durante 24 horas. Se utilizéo el ARN de las
células para obtener el ADNc y hacer una serie de PCRs a tiempo real con los oligonucledtidos de la
region del transcrito viral. Los resultados se muestran en relacion al ADN genoémico usando igual pares

de oligonucleotidos.

3.1.2. La integracion del HIV afecta la expresion del gen huésped UBXDS8

A continuacién estudiamos el efecto que tiene la integracion del HIV sobre la
expresion de los genes humanos donde se ha producido dicha integracion. Para ello se
utilizaron tres PCRs para el gen UBXDS donde se halla integrado el HIV en el clon 27 y
utilizando el clon A2 como control ya que tiene los dos alelos de este gen intactos. Estas
PCRs cubren el exdén 8 justo antes de la integracion, el exon 9 inmediatamente después
de la misma y una tltima PCR utilizando un oligonucledtido en el exén 8 y otro en el 9
(Figura 25A). Al utilizar la combinacion de los oligonucledtidos en los exones 8 y 9,
pudimos observar que en el clon 27 se estaban produciendo una menor cantidad de

transcritos salvajes del gen UBXDS8 (transcritos que producian el procesamiento de
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splicing correcto), al comparar con el clon A2, supuestamente debido a la integracion
del HIV dentro de este gen (Figura 25B). Al comparar la expresion de los transcritos del
gen UBXDS en el ex6én 8 y en el exon 9, se pudo ver que tras la induccion de la
expresion del HIV con TNF la region exonica anterior a la integracion del promotor en
el gen disminuia su expresion, probablemente debido a algun tipo de represion negativa
del gen huésped tras la activacion del promotor del HIV (Figura 25C, izquierda). Al
mirar la expresion del exén justamente posterior a la integracion del HIV (exén 9), se
observo que se producia un aumento de los transcritos conteniendo dichas regiones
exonicas, probablemente debido a la activacion del promotor presente en el 3°’LTR y, en
menor medida, a los transcritos proveniente del 5’LTR que no se detienen en la region

poli-A del 3’LTR (Figura 25C, derecha).
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Figura 25. La integracion del promotor del HIV en genes activos afecta a su expresion. (A)
Representacion de los oligonucledtidos utilizados en el experimento, los cuales representan los transcritos
presentes antes del lugar de integraciéon del promotor del HIV en el clon 27 (exdén 8), los transcritos
posteriores a dicha integracion (exon 9) o una combinacion de un oligonucleoétido en el exon 8 y otro en
el exon 9 para detectar los transcritos salvajes de UBXDS. (B) El ADNc de las muestras de los clones 27
y A2 fue utilizado en una PCR a tiempo real con la combinacion de oligonucleotidos del exon 8 y el exén
9 con el fin de detectar el transcrito salvaje del gen. Los resultados se muestran como los valores del par
de oligonucledtidos en relacion al GAPDH. (C) El ARN de las células de ambos clones tras el tratamiento
con TNF y TNF+HMBA fue utilizado para hacer una RT-PCR a tiempo real con los oligonucleotidos

UBXDS8 ex6n8 y UBXDS ex6n9. Los valores se pusieron en relacion al GAPDH como control de carga.
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4. Relacion entre los transcritos virales y los generados por el
gen donde se ha integrado el genoma del HIV: HIV en el

gen UTX en sentido contrario al de la transcripcion del gen

4.1 CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL GEN HUESPED

Tal y como habiamos descrito para el clon 27, en este apartado nos propusimos
conocer, aunque en menor detalle, el tipo de transcritos que se estaban produciendo en
el clon A2, clon cuya integraciéon del HIV se habia dado en el gen UTX en sentido
contrario al de dicho gen. El primer asunto a conocer fue si el gen UTX se estaba
expresando constitutivamente en estas células. Para ello, se compararon los niveles de
expresion de los genes UBXDS, CXCR4 (activo en Jurkat), PCAF (reprimido en
Jurkat), y el propio UTX, mediante la extraccion de ARN seguida de una RT-PCR a
tiempo real, utilizando el ADNc del clon A2, asi como el ADN gendmico del mismo
clon para poder normalizar las muestras y poder comparar entre oligonucleotidos (RT-
DNA-gPCR). Los datos mostraron que el gen UTX tenia niveles de expresion similares
al gen UBXDS, mayores que PCAF y menores que CXCR4. Esto parecia indicar que el

gen UTX esta activo transcripcionalmente (Figura 26).
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Figura 26. El gen UTX es transcripcionalmente activo en células del clon A2. El ARN de las células
del clon A2 se extrajeron y se uso para hacer una RT-PCR a tiempo real con oligonucleoétidos para los
genes UTX (ex6én 1), UBXDS, CXCR4 y PCAF. Los resultados se muestran como los valores en relacion
a GAPDH y todo ello en relacion al valor de la PCR a tiempo real con el ADN gendmico del clon A2.
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4.2 TIPOS DE TRANSCRITOS PRODUCIDOS

Con el fin de poder conocer los transcritos que se estaban produciendo en las células
del clon A2 en la secuencia del HIV y en los alrededores de la integracion del HIV en el
gen UTX, se utilizaron una serie de oligonucledtidos en la secuencia del gen huésped y
en la secuencia viral (Figura 27). Para estudiar dichos transcritos, se trataron las células
del clon A2 con PMA durante 16 horas y se extrajo el ARN, el cual fue utilizado en una

RT-PCR con los oligonucleoétidos previamente mencionados.
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Figura 27. Representacion esquematica de la region del gen UTX donde se encuentra integrado el
HIV en el clon A2. En el clon A2, el HIV se encuentra insertado en un intrén del gen UTX, integracion
que se encuentra en sentido contrario de la transcripcion del gen. Se muestran los oligonucledtidos tanto

del HIV como de los exones e intrones de los alrededores de la integracion.

Utilizando los oligonucle6tidos A+D, uno de ellos en el ex6n inmediatamente anterior
a la integracion del HIV y el otro en los exones posteriores, se pudo observar bandas en
las muestras del clon A2 tratadas y sin tratar (Figura 28A). La PCR de GAPDH nos
sirvié de control de carga de la PCR (Figura 28B). Teniendo en cuenta que el gen UTX
se encuentra en el cromosoma X y que solo hay una copia de este gen (las células Jurkat
provienen de un donante masculino), la amplificaciéon observada con estos
oligonucledtidos se estaba dando a partir del gen UTX con la integracion del HIV. Las
bandas corresponden al transcrito que ha producido un splicing correcto entre los
exones anteriores y posteriores al HIV, ya que tienen el tamafio esperado. No se podria
obtener una banda de la PCR con el HIV integrado debido al gran tamafio de la

secuencia que deberia amplificarse (Figura 28C).
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Figura 28. Se puede detectar la presencia de transcrito salvaje del gen UTX en el clon A2. (A) El
ADNCc de las muestras del clon A2 tratado y sin tratar con PMA fue utilizado en una PCR con los
oligonucledtidos A+D, en los exones previos y posteriores a la integracion del HIV. (B) El GAPDH con
las mismas muestras se presenta como control de carga. (C) Representacion del transcrito salvaje que se

estd produciendo en el clon A2 a pesar de la integracion del HIV en su genoma.

A continuacion, se realizd6 una PCR con los oligonucledtidos 19+15, PCR que era
representativa de la expresion del 5S’LTR del HIV. Se pudo observar que solo en la
muestra tratada con PMA se obtenia banda, la cual cosa indicaba que efectivamente se
estaba produciendo transcritos empezando en el promotor del HIV al inducir las células
(Figura 29A). Se utilizaron los oligonucleotidos de GAPDH como control de carga de
las muestras (Figura 29B). Se comprobo6 también la expresion del promotor mediante
los oligonucledtidos 8+9 utilizando una PCR a tiempo real. Los resultados mostraron

una induccidn del promotor situado en el 5’LTR (Figuras 29C y 29D).

A B

A2 A2 A2 A2
PMA PMA
19+15 GAPDH
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Figura 29. Se producen transcritos virales a partir del promotor situado en el S’LTR tras la
induccion del clon A2 con PMA. (A) El ADNc de las muestras del clon A2 tratado y sin tratar se uso en
una PCR con oligonucleétidos 19+15, los cuales permitian ver la expresion del transcrito viral a la altura
de Tat (B) Los oligonucledtidos de GAPDH se utilizaron con igual muestras como control de carga (C)
La expresion del promotor 5’LTR del virus se detecté mediante una PCR a tiempo real con las muestras
del clon A2 tratado y sin tratar y utilizando los oligonucledtidos especificos 8+9. Los resultados se
pusieron en relacion al GAPDH (D) Representacion de los transcritos que se forman utilizando los

oligonucleotidos comentados.

Por ultimo, quisimos comprobar si se estaba produciendo un transcrito proveniente del
gen UTX y que no estuviera haciendo el splicing entre los exones anteriores y
posteriores a la integracion del HIV. Este hecho demostraria que se esta produciendo un
transcrito que esta pasando a través del HIV. Para ello, se utilizaron 2 combinaciones de
oligonucledtidos, A+13, en la region corriente arriba de la integracion y G+H, en la

region corriente abajo. Ambos casos mostraron la presencia de transcritos, en uno de
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ellos se mostro a nivel basal en comparacion con el clon 27 (Figura 30A) y en el otro, se
mostrd transcritos tanto en el clon A2 tratado con PMA como en estado basal (Figura
30C). Las muestras de ADNc de los clones 27 y A2 se utilizaron con los
oligonucleétidos de GAPDH como control (Figura 30B). Estas PCRs demostraban la

presencia de transcritos que estaba entrando y saliendo de la secuencia del HIV (Figura

30D).
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Figura 30. Se producen transcritos través de la secuencia del HIV. (A) Los ADNc de los clones A2 y
27 como control se usaron en una PCR con oligonucledtidos A+13, uno de ellos en el exén
inmediatamente anterior a la integracion del HIV en el gen UTX y el otro dentro de la secuencia del
3’LTR, anterior a la region del +1 (B) Los mismos ADNc se utilizaron con los oligonucledtidos de
GAPDH para tener un control de carga (C) Los transcritos de la region corriente abajo de la integracion
del HIV se analizaron mediante la PCR con oligonucledtidos G+H (D) Los transcritos formados se

muestran en la figura.

4.3 CUANTIFICACION DE LOS TRANSCRITOS OBSERVADOS

Una vez conocidos los tipos de transcritos que se estaban produciendo quisimos saber
qué cantidad de transcritos virales se estaban produciendo y qué ocurria tras la
activacion del promotor. Para ello, utilizamos los oligonucleo6tidos usados anteriormente
para las 4 regiones de la secuencia del HIV (8+9 en la secuencia de iniciacion del HIV,

Tat, GFP y HIV_U3 como region final del transcrito). Para ello se trataron las células
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del clon A2 con TSA y TNFa durante 24 horas y se extrajo el ARN para utilizarlo en
una RT-PCR a tiempo real con los cuatro pares de oligonucledtidos y utilizando ADN
gendmico para poder comparar la cantidades de los diferentes transcritos. Los resultados
mostraron un comportamiento similar al observado en el clon 27 por lo que se refiere a
la disminucion de la expresion del provirus tras la iniciacion, aunque en el caso de este
clon es menos evidente tras la estimulaciéon del promotor viral (Figura 31A).
Posteriormente nos propusimos estudiar el efecto del promotor HIV insertado dentro del
gen UTX. Para ello se hicieron unas PCRs a tiempo real con oligonucleotidos del
primer exon del gen UTX (UTX exdnl) con las muestras del clon A2 tratado y sin
tratar con PMA, y utilizando el clon H2 de control. Tal y como se habia mostrado en
experimentos anteriores, el compuesto PMA es capaz de reactivar el promotor viral
latente (Figuras 29A y 29C). Los resultados mostraron una disminucion en la expresion
del gen UTX en las muestras del clon A2 tratado con PMA, pero no en el control
(Figura 31B). Este dato nos hizo pensar en un efecto negativo de la activacion del HIV
con la consecuente expresion de transcritos virales sobre la correcta transcripcion del
gen endogeno en aquellas células cuya integracion del HIV se habia dado en sentido
contrario al del gen endogeno. En experimentos anteriores, la adicion de PMA a las
células del clon A2 disminuia ligeramente la produccién del transcrito salvaje del gen

UTX en el que se produce el splicing entre los exones 8 y 9 (Figura 28A).
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Figura 31. Cuantificacion de los transcritos producidos en el clon A2 y sus cambios tras la

activacion del promotor del HIV. (A) Los transcritos virales en el clon A2 fueron cuantificados en

estado basal y en células tratadas con TSA o TNF. Los oligonucleoétidos utilizados cubrian la region de

iniciacion, Tat, GFP y la region final del transcrito en el U3 del 3’LTR. Los valores se pusieron en

comparacion al ADN gendmico para poder comparar las cantidades obtenidas con diferentes

oligonucleétidos. (B) Las células de los clones A2 y H2 fueron tratadas con PMA durante 16 horas y se

les extrajo el ARN para poder hacer una RT-PCR con los oligonucledtidos de la region del exén 1 del gen

UTX (UTX_exo6nl). Los resultados se pusieron en relacion al GAPDH como control externo.
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5. Influencia de factores que controlan la estructura de la

cromatina sobre el estado latente del virus del HIV

En la presente tesis nos propusimos estudiar factores que pudieran estar relacionados
con la latencia del HIV, con el fin de entender el mecanismo molecular que lleva a un
estado latente de este promotor y si dicho mecanismo es general en todos los clones o
especifico de algunos de ellos. Si hay diferencias entre clones, esto podria ser explicado

por los diferentes sitios de integracion del promotor en el genoma.

Se decidi6 estudiar en detalle proteinas que habian sido descritas en levadura como
factores relacionados con la represion de promotores cripticos, es decir, promotores
silenciados por la expresion de un gen localizado corriente arriba (SPT6, CHDI,
ASF1A, HIRA, SPT16) (Kaplan et al. 2003, Cheung et al. 2008). También se
seleccionaron unos factores cuyo mutante en levadura no tenia ningun efecto sobre la
expresion del HIV (Sebastidn Chévez, comunicacion personal) con el fin de utilizarlos
como controles (BRG1 y TFIIS). Por ultimo se decidié estudiar una serie de factores
candidatos que habian sido descritos como proteinas involucradas en la compactacion

de la cromatina y que podrian estar implicados en el estado de latencia (YY1 y HP1 B).

Para dicho estudio se utilizaron vectores lentivirales que expresan shRNAs contra las
proteinas de interés, en este caso, factores relacionados con la represion transcripcional
y con la compactacion de la cromatina que puedan estar relacionados con el

silenciamiento del HIV. Podemos dividir las proteinas analizadas en diversos grupos:

¢ Complejos remodeladores de los nuclesomas y proteinas relacionadas
con cromatina y transcripcion: SPT6, CHD1, ASFI1A, HIRA, SPT16,
BRGI y TFIIS

e Otras proteinas:
o El factor de transcripcion YY1

o La proteina heterocromatinica HP1f3
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5.1 SPT6 Y CHD1

5.1.1. Efecto de la deplecion de SPT6 y CHDI1 sobre la latencia del HIV

En estudios realizados previamente en levadura se habian descrito los factores SPT6 y
CHDI1, ambos relacionados con el reposicionamiento de los nucleosomas, en el
silenciamiento de la expresion de ciertos genes, tales como HIV o FLOS (Vanti &
Gallastegui et al. 2009, Kaplan et al. 2003, Cheung et al. 2008). Mutantes de ambos
factores mostraban un aumento en la expresion de los transcritos que en la cepa salvaje
estan silenciados por el efecto de un gen transcripcionalmente activo situado en una
region cercana corriente arriba (Kaplan et al. 2003, Cheung et al. 2008). Vanti y
Gallastegui et al. (2009) demostraron que mutantes en levadura de SPT6 y CHDI1

aumentaban la expresion de los transcritos del HIV.

POBLACION HETEROGENEA LATENTE

Con el fin de estudiar si los factores de reensamblaje de la cromatina tienen un papel
importante en la represion de la transcripcion del HIV, se usaron vectores lentivirales
(pLKO.1-Puro, Sigma) que expresan los shRNAs de SPT6 y CHD1.

En un primer experimento se infect6 la poblacion heterogénea de células latentemente
infectadas (ver apartado 1.1) con los shRNAs de SPT6 y CHD1 separadamente y con un
shRNA Control, que consiste en un vector con una secuencia de nucleotidos aleatoria
que no reconoce ningun gen pero que activa la maquinaria del ARN interferente. Tras la
seleccion con Puromicina durante 7 dias de las células infectadas con el vector de
expresion de los shRNAs, se analizaron los niveles de expresion del promotor HIV,
midiendo la cantidad de GFP en el citometro de flujo. Los porcentajes de GFP en las
células infectadas con los shRNAs de SPT6 y CHDI1 alcanzaron un 5%, proporcion
significativamente mayor que el 1% obtenido con el shRNA Control (Figura 32B). La
inhibicién de ambas proteinas fue analizada mediante Western Blot utilizando

anticuerpos especificos (Figura 32A).
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Figura 32. La expresion de los shRNAs de SPT6 y CHD1 en la poblacion heterogénea latentemente
infectada con el HIV reactiva la expresion del promotor latente. (A) La poblacion heterogénea
latente fue infectada con los shRNAs de SPT6, CHD1 y un shRNA Control clonados en un vector
lentiviral (pLKO.1-Puro, MISSION, Sigma). Después de seleccionar con Puromicina (2mg/ml) las células
que expresaban los shRNAs, la deplecion de las proteinas SPT6 y CHDI1 fue analizada mediante un
ensayo de Western Blot con anticuerpos especificos para cada una de las proteinas y utilizando un
anticuerpo anti-Tubulina como control de carga. (B) Tras la seleccion con Puromicina durante siete dias,
las células fueron analizadas en un citometo de flujo. Se muestra la expresion del HIV en la poblacion
heterogénea de células latentes calculada como porcentaje de GFP. Se ha representado la media de 3

experimentos diferentes con su desviacion estandar.

Esta proporcion de un 5% de reactivacion podria parecer muy baja, pero se debe tener
en cuenta que la poblacion Jurkat latentemente infectada es una poblacion altamente
heterogénea que representa un gran nimero de integraciones del HIV en muy diversos
lugares del genoma y con diferente compactacion de la cromatina. Este resultado
querria decir que de dicha poblacion heterogénea, una proporcion del 5% de virus
latentes es capaz de reactivarse s6lo disminuyendo la expresion de SPT6 y CHDI.

CLONES 27 Y A2

Posteriormente, se analizd el papel de la deplecion de estas dos proteinas en el
contexto cromatinico especifico de 2 clones cuya integracion se localizara en intrones
de genes activos. Los dos clones analizados con este entorno fueron el clon 27
(UBXDS, igual sentido) y el clon A2 (gen UTX, sentido contrario) (Figura 33A). En
ambos clones, la infeccion de los shRNAs de SPT6 y CHD1 fue capaz de reactivar el
promotor HIV latente, comparando con el shRNA Control. Los porcentajes de

expresion de GFP fueron diferentes entre los dos clones, alcanzando un méximo de
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aproximadamente un 35% de activacion en el clon 27 tras la deplecion de SPT6 (Figura
33B). La reactivacion del promotor del HIV en el clon A2 tiene unos valores absolutos
menores que los del clon 27, pero también se puede observar que el porcentaje de
expresion de GFP en el shRNA Control del clon A2 es menor (Figura 33B). La
deplecion en la expresion de Spt6 y Chdl fue comprobada mediante RT-PCR en tiempo
real, observandose que en ambos clones se depleccionaba el ARNm de manera
considerable (Figura 33C). Los valores de reactivacion del promotor del HIV
conseguidos al deplecionar Spt6 en el clon 27 fueron casi tan elevados como los

obtenidos al tratar las células con activadores como PMA o TSA (Figura 33D).
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Figura 33. Reactivacion de los clones 27 y A2 tras la deplecion de los factores Spt6 y Chdl. (A)
Esquema del sentido de las integraciones del HIV en los clones 27 y A2. (B) Reactivacion de los clones
27 y A2 tras la infeccion con los vectores lentivirales que expresan los sShRNAs de SPT6 y CHDI1. Tras
siete dias de seleccion con Puromicina de las células que contienen los vectores lentivirales con sus
shRNAs correspondientes, se analiz6 la expresion del promotor del HIV mediante la cuantificacion de
GFP en el citometro de flujo. Se representa el porcentaje medio de GFP de dos muestras diferentes y su
desviacion estandar correspondiente. (C) Tras siete dias de seleccion con Puromicina, se extrajo ARN de
las células para determinar la deplecion de Spt6 y Chdl. Se llevo a cabo una RT-PCR a tiempo real con
oligonucledtidos especificos para la secuencia de ambos factores en relacion al GAPDH como control
externo. (D) Datos obtenidos en el citometro de flujo tras la infeccion y seleccion de los shRNA de SPT6
y shRNA Control (panel superior) y tras el tratamiento del mismo clon con PMA (10nM, 16 horas) y
TSA (400nM, 16 horas) (panel inferior). Los datos se representan con los canales FL1 (verde/GFP) y FL2
(rojo) siendo las células cuyo promotor HIV se ha reactivado aquellas que se desplazan hacia el canal
FL1, situdandose en la ventana P4 previamente colocada usando un clon latente no estimulado como
control negativo. Los porcentajes de reactivacion del HIV estan marcados dentro de cada recuadro

correspondiente.

Asi pues, estos resultados obtenidos hasta el momento parecian indicar que los
factores relacionados con el reensamblaje de la cromatina tenian un papel importante en
el establecimiento de la latencia del virus del HIV. Al deplecionar los factores SPT6 y
CHDI1 se produciria un estado mas relajado de la cromatina, que llevaria a una

reactivacion del HIV. El siguiente punto que nos propusimos averiguar dentro de este
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apartado fue el de analizar cudl seria el papel de un activador del promotor del HIV en
el proceso de reactivacion mediado por la inhibicion de SPT6. Por este motivo se volvio
a infectar el clon 27 con los shRNAs de SPT6 y shRNA Control y tras la seleccion con
Puromicina se trat6 las células con TSA y TNF durante 24 horas. En las células no
tratadas con TNF, se pudo ver de nuevo la reactivacion del promotor del HIV en las
células que expresaban el shRNA de SPT6 comparando con los valores de GFP del
shRNA Control. Tras la activacion del promotor con TSA, se pudo observar que la
desrepresion del promotor del HIV era mayor en las células que estaban expresando el
shRNA de SPT6, en comparacion con el ShRNA Control, tanto a nivel de porcentajes de
GFP como de intensidad de fluorescencia de la GFP o MFI. Tras activar las células con
TNF se observa desrepresion del promotor del HIV al comparar los niveles de MFI
(Figuras 34A y 34B).

Este resultado muestra que el ShARNA de SPT6 en el clon 27 es capaz de aumentar la
expresion basal del HIV debido a que se forma un ambiente donde la cromatina debe
estar mas relajada, y el hecho de afiadir un agente inductor ejerce un efecto mayor y

favorece una mayor reactivacion del promotor.
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Figura 34. La reactivacion del promotor del HIV se ve aumentada en las células infectadas con el
shRNA de Spt6 tras la induccién del promotor con TSA y TNF. El clon 27 fue infectado con los
shRNAs de SPT6 y Control y las células expresando dichos shRNAs fueron seleccionadas durante 6 dias
con Puromicina, tras lo cual se trataron con TSA (400nM) y TNF (10ng/ml) durante 24 horas. La
expresion del promotor en células tratadas y no tratadas fue analizada tras el tratamiento mediante el
citometro de flujo. Los resultados se expresan como porcentajes de GFP (panel A) e Intensidad de

Fluorescencia o MFI (panel B) y son un ejemplo representativo de tres experimentos diferentes.
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CLONES H2, A1 Y C9+

Una vez comprobado que estos dos factores estan relacionados con la represion del
HIV en clones cuya integracion se encuentra en intrones de genes activos, nos
propusimos estudiar si tendrian algin papel en otro tipo de clones con integraciones
diferentes. Para ello, se escogieron un clon activo llamado C9+ y dos clones latentes,
H2 y Al. Como ya se ha comentado anteriormente, la integracion del HIV en el clon H2
se produjo en una region alfoidea y en el caso del clon Al, en una region intergénica. El
haber escogido estos tres clones con integraciones en distintos lugares y cuya
compactacion de la cromatina era también diferente permitia conocer en mas
profundidad en qué ambiente eran necesarias las proteinas relacionadas con el
reensamblaje de la cromatina en el papel de la represion del HIV en la latencia. Con
dicho proposito, se infectd el sShRNA de SPT6, juntamente con el sShRNA Control, en
los 3 clones y se analizé tanto el porcentaje de expresion del promotor mediante GFP
(Figura 35A, paneles superiores) como la intensidad de fluorescencia de la GFP o MFI
(Figura 35A, paneles inferiores). Cabe comentar que decidimos centrarnos en el estudio
de SPT6 como proteina de reensamblaje de la cromatina, debido a que sus niveles de
desrepresion del promotor del HIV habian sido mayores hasta el momento. En estudios
previos se demostré que en determinados casos, el efecto de un shRNA en la
desrepresion del promotor del HIV se observa en mayor medida si se afiade algin
agente activador del HIV (Kauder et al. 2009). Por esta razon, las células fueron tratadas
con TNF durante 16 horas y la reactivacion del HIV también fue seguida mediante GFP
y MFIL En este experimento se pudo observar que el hecho de estar expresando el
shRNA de SPT6 en los clones H2, A1 y C9+ no tenia ningln efecto significativo sobre
la desrepresion del HIV en ninguno de los tres clones, ni midiendo dicha desrepresion
por GFP ni por MFI en estado basal (Figura 35A, barras azules). La reactivacion del
HIV tras el tratamiento con TNF tampoco era diferente en ninguno de los tres clones
comparando las células que expresaban el shRNA de SPT6 con las que expresaban el
shRNA Control (Figura 35A, barras rojas).

La disminucién en la expresion de SPT6 en los tres clones que estaban expresando
dicho shRNA fueron analizadas mediante RT-PCR a tiempo real, observandose
inhibiciones de aproximadamente un 71% (clon H2), 75% (clon Al) y un 77% (clon
C9+) (Figura 35B).
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Figura 35. La expresion del shRNA de SPT6 en un clon activo y en dos clones latentes cuyas

integraciones estan en zonas transcripcionalmente poco activas no tiene ningin efecto sobre la

desrepresion del HIV. (A) Los clones H2 (region alfoidea), Al (region intergénica) y C9+ (clon

constitutivamente activo) fueron infectados con los shRNAs de SPT6 y el Control. Las células fueron

seleccionadas durante 6 dias con Puromicina y se les afiadi6 TNF (10ng/ml) a la mitad de ellas. La
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expresion de GFP (paneles superiores) y la intensidad de fluoresncencia o MFI (paneles inferiones)
fueron seguidas mediante el citometro de flujo a las 16 horas del tratamiento con TNF. Se muestra un
experimento representativo de dos experimentos. (B) Se muestran los niveles de inhibicion de SPT6 en
células que expresan el sShRNA de SPT6 comparando con el shRNA Control. El ARN de las células
infectadas y seleccionadas con Puromicina se extrajo y se llevo a cabo una RT-PCR a tiempo real para
medir los niveles de deplecion en las células que expresaban el sShRNA de SPT6. Los datos se expresan
como niveles de transcrito de SPT6 producidos en relacion al transcrito producido de RPL31 como

control externo de los niveles de ADNc utilizados en la PCR a tiempo real.

Este experimento sugeria por una parte que en un ambiente donde hay una cromatina
altamente compacta y donde los niveles de transcripcion son muy bajos o casi
inexistentes (clon H2), o bien en zonas pobres en genes donde se dan pocos procesos de
transcripcion (clon Al), los factores de reensamblaje no tienen ningun efecto sobre la
latencia del promotor del HIV. Por otra parte, en células con un HIV constitutivamente

activo como es el caso del clon C9+, tampoco parece ser que SPT6 tenga ninglin papel.

CLONES 8.4Y 10.6

Por ultimo y tras haber estudiado varios tipos diferentes de clones latentes con un
mini-genoma del HIV de 4Kb de longitud, nos propusimos utilizar clones latentes que
contenian el genoma de 9Kb (GFP en lugar de Nef'y una mutacién el Env, véase Tabla
1) para comprobar si respondian de igual manera que los clones con el mini-genoma.
Los clones utilizados con tal finalidad fueron el 8.4 y el 10.6, los cuales estan integrados
en intrones de genes (en ambos casos, en sentido contrario al de expresion del gen
huésped). Tal y como se habia procedido anteriormente con otros clones, los dos clones
con el genoma de 9Kb de longitud fueron infectados con los shRNAs de SPT6 y shRNA
Control. Las células que expresaban los shRNAs fueron seleccionadas con Puromicina
y la desrepresion del promotor del HIV fue medida en un citéemtro de flujo, mediante el
analisis de la expresion de GFP (Figura 36A, paneles superiores) y de la intensidad de la
fluorescencia MFI (Figura 36B, paneles inferiores). Parte de las células infectadas se
trataron con TNF y 5-aza-2’deoxicitidina (aza-CdR o 5-aza), molécula que ha sido
descrita como un inhibidor de la metilaciéon del ADN. Esta combinacion de TNF y 5-aza
ha sido descrita anteriormente como un fuerte inductor de la reactivacion del promotor
del HIV en clones latentemente infectados con el genoma de 9Kb de longitud, debido a
la existencia de una relacion directa entre la metilaciéon del ADN vy la latencia (Kauder

et al. 2009). Nuestro tratamiento con TNF y 5-aza pretendia ayudar a ver algun tipo de
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reactivacion por parte del shRNA en el caso que con solo el shRNA no fuera suficiente,
en parte debido a que el genoma viral necesita ser desmetilado. Tanto las células sin
tratar como tratadas fueron analizadas, pudiéndose ver que en el caso del clon 8.4 la
desrepresion del promotor medida por el porcentaje de GFP se podia observar sélo tras
el tratamiento con TNF y 5-aza. Sobre la intensidad de la fluorescencia se pudo
observar que la fluorescencia era mayor en las células infectadas con el shRNA de SPT6
(Figuras 36A, izquierda). En cuanto al clon 10.6, los porcentajes de GFP eran
ligeramente mayores en el ShRNA de SPT6 comparando con el sShARNA Control, aunque
la intensidad de la fluorescencia era mayor en el sShRNA Control (Figura 36A, derecha).
En ambos casos se puede concluir que la deplecion en la expresion de SPT6 en clones
con un genoma del HIV de 9Kb de longitud desreprime el promotor del HIV de la
latencia.

Las inhibiciones de SPT6 en los dos clones fueron analizadas mediante RT-PCR en
tiempo real. Se pudo observar que la deplecion en la expresion de SPT6 en el clon 8.4

habia disminuido un 61%, y un 86% en el clon 10.6 (Figura 36B).
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Figura 36. Desrespresion del promotor del HIV en clones latentemente infectados con un genoma
del HIV de 9Kb de longitud. (A) Los clones 8.4 y 10.6 fueron infectados con los shRNAs de SPT6 y un
shRNA Control. Las células expresando dichos shRNAs fueron seleccionadas con Puromicina durante 6
dias y tratadas con TNF (10ng/ml) y 5-aza-2’deoxicitidina (SuM) durante 30 horas. El porcentaje de GFP
y la intensidad de fluorescencia (MFI) fueron analizados mediante un citometro de flujo. Los resultados
son representativos de 2 experimentos independientes. (B) Los niveles de inhibicion de SPT6 fueron
medidos tras extraer el ARN de las células infectadas y seleccionadas durante 7 dias con Puromicina,
mediante RT-PCR a tiempo real con oligonucledtidos especificos para la secuencia de SPT6. Se
representan los niveles de transcritos de SPT6 en referencia a los transcritos de RPL31 como control

externo de carga.

Estos resultados obtenidos nos llevan a pensar que los factores de reensamblaje estan
relacionados con el estado latente del promotor del HIV solo en los casos en que dicho
HIV se encuentre integrado en regiones transcripcionalmente activas, como es el caso
de intrones de genes activos, pero no en regiones de cromatina cerrada, donde estos

factores no parecen tener ningun papel importante.

5.1.2. Deplecion de factores de reensamblaje de la cromatina en un modelo de

latencia en Hela

Tras haber visto que los factores de reensamblaje de la cromatina tenian un papel
importante en la represion del promotor del HIV y en su estado de latencia en linfocitos,
nos propusimos estudiar si este efecto que se habia observado se podia reproducir en

otros modelos celulares. Para ello, utilizamos el mismo sistema previamente utilizado
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para producir células Jurkat con un promotor latente. Las células Hela fueron infectadas
con un vector retroviral que expresaba las proteinas Tat y GFP bajo el promotor del
HIV (LTR-Tat-GFP-LTR) con varias multiplicidades de infeccion. Cinco dias después
de la infeccion la expresion de GFP de las células fue analizada en un citometro de flujo
y las células GFP-positivas y GFP-negativas fueron aisladas. La poblacion GFP-
negativa fue tratada con TNF, tras lo cual se aislaron las células que se habian vuelto
GFP-positivas. Estas células correspondian a la poblacion de células Hela latentemente
infectadas y se mantuvo dicha poblacion como un grupo heterogéneo de células (Figura

37).
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Figura 37. Produccion de un modelo celular de latencia del HIV en Hela. El vector conteniendo la
secuencia del mini-genoma LTR-Tat-GFP-LTR se infect6 en células Hela y la expresion de GFP fue
analizada mediante un citometro de flujo cinco dias después de la infeccion. Se seleccionaron las células
GFP-positivas y negativas y éstas Ultimas fueron tratadas con TNF (10ng/ml) durante 16 horas. Las
células que se volvieron GFP-positivas tras el tratamiento se seleccionaron para establecer una poblacion
de células Hela latentemente infectadas. Tras varias semanas en cultivo en ausencia de TNF, la gran

mayoria de las células se volvieron GFP-negativas de nuevo.

Tras la obtencion de la poblacion Hela latentemente infectada con el mini-genoma del
HIV, se analiz¢ la actividad transcripcional de la poblacion latente. Para ello se trataron
las células con PMA, TSA y TNFa o una combinacion de los tres tratamientos y se
analizaron las cé€lulas en el citdmetro. Con todos los tratamientos por separado se pudo

ver una desrepresion del promotor latente de las células, aunque con unos porcentajes
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mas elevados tras los tratamientos con TSA y TNF. La combinacion de los tres

compuestos permitid una reactivacion mayor aunque sin presentar un efecto (Figura 38).
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Figura 38. Desrepresion de las células Hela latentemente infectadas tras afiadir activadores del
promotor del HIV. Las células Hela latentes fueron tratadas con PMA (10nM), TSA (400nM), TNF
(10ng/ml) y una combinacion de los tres compuestos durante 16 horas y la expresion de GFP fue
analizada mediante el citometro de flujo y comparada con las células sin tratamiento (estado basal). Se

muestra un grafico representativo de 2 experimentos independientes.

Una vez se tuvieron las células Hela latentes y se conocia su respuesta a diferentes
estimulos, se infectaron dichas células con el shRNA de SPT6 y el shRNA Control. Se
seleccionaron las células expresando los shRNAs con Puromicina y se analizo la
desrepresion del promotor del HIV a los 9 y a los 19 dias después de la infeccion
mediante GFP (Figura 39B). La inhibicion de SPT6 fue analizada mediante Western
Blot en ambos dias (Figura 39A). Se pudo observar que la deplecion de SPT6 era capaz
de reactivar el promotor silente del HIV en el modelo latente en Hela a los 9 dias
después de la infeccion, momento en que los niveles de proteina SPT6 eran
practicamente indetectables. Por otra parte, al dejar las células en cultivo durante diez
dias después del primer andlisis se observd que la proteina SPT6 volvia a expresarse y
este hecho se relacionaba directamente con una vuelta al estado latente del promotor

(Figura 39A y 39B).
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Figura 39. La deplecion de SPT6 reactiva el promotor silente del HIV en un nuevo modelo de
latencia en células Hela. (A) Cé¢lulas Hela latentemente infectadas fueron infectadas con los vectores
lentivirales que expresan los shRNA de SPT6 y shRNA Control. Tras la seleccion con Puromicina, la
deplecion de este factor fue testada mediante Western Blot con un anticuerpo especifico para SPT6 y un
anticuerpo contra Tubulina como control de carga a los 9 y a los 19 dias tras la infeccion. (B) La
reactivacion del promotor del HIV se siguio mediante el analisis de las células GFP-positivas en el
citometro de flujo. La deplecion de SPT6 y la reactivacion del HIV se observaron al dia 9 después de la
infeccion, pero la inhibicion se perdié al dia 19, observandose un restablecimiento del estado latente del

promotor del HIV.

Tomando todos estos resultados en conjunto pudimos concluir que la proteina SPT6
relacionada con el reensamblaje de la cromatina es también necesaria para el
establecimiento de la latencia en un modelo latente en Hela y que el efecto del shRNA
es especifico para tal fin, ya que la expresion de nuevo de la proteina en las células

resulta en un restablecimiento del estado de latencia.
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5.1.3. Especificidad de las secuencias de los shRNAs de SPT6 y CHD1

Con el proposito de descartar que el efecto que se estaba observando con los shRNAs
de SPT6 y CHDI1 sobre la latencia del HIV no fuera debido a la inhibicion de estas
proteinas sino a un efecto inespecifico del shRNA sobre algin otro factor, nos
propusimos utilizar otros shRNAs especificos para estos dos factores de reensamblaje.
Con tal finalidad, infectamos dos nuevos shRNAs con secuencias especificas para SPT6
y cuatro con secuencias especificas para CHDI. Los lentivirus para la expresion de los
shRNAs fueron infectados en las células Hela latentemente infectadas con el promotor
del HIV a dos multiplicidades de infeccion (MOI) diferentes (alta y baja) y tras
seleccionar con Puromicina se analizaron los porcentajes de desrepresion del HIV
medidos como porcentajes de células GFP-positivas tanto de las células expresando los
shRNAs de SPT6 (Figura 40B) como los de CHDI1 (Figura 40D). Los niveles de
deplecion de los dos factores de reensamblaje fueron medidos mediante Western Blot en
el caso de SPT6 (Figura 40A) y mediante RT-PCR a tiempo real en el caso de CHDI
(Figura 40C). En este experimento se pudo observar que los efectos de desrepresion del
HIV tras la expresion del shRNA de SPT6 se reproducian con los dos nuevos shRNAs,
y dicha desrepresion se correlacionaba positivamente con el grado de inhibicion de la
proteina medida mediante western blot, al comparar las dos MOIs diferentes (Figuras
40A y 40B). En el caso de CHD1 también se pudo ver una correlacion positiva entre la
desrepresion del HIV y la deplecion de CHD1, observandose una mayor desrepresion
con los shRNAs ntimero 1 y 3, los cuales expresaban una cantidad menor de transcritos
de CHD1 (Figura 40C y 40D). Tomando todos los resultados en conjunto se pudo ver
que los shRNAs mas eficaces en reprimir la expresion de ambos factores de
reensamblaje de la cromatina, eran mas eficaces en promover la derepresion del HIV, la
cual cosa nos llevd a descartar un efecto inespecifico de los shRNAs de SPT6 y CHDI

utilizados en los experimentos.
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Figura 40. La
de estos factores de reensamblaje. (A) Dos shRNAs de SPT6 (pLOK1-Puro, MISSION, Sigma) fueron

expresados en

reactivacion del promotor del HIV mediante shRNAs de SPT6 y CHD1 es especifica

la poblacion de células Hela latentemente infectada a dos diferentes multiplicidades de

infeccion, marcadas como baja y alta (siendo la MOI alta 9 veces mayor que la baja). Los shRNAs fueron
seleccionados con Puromicina (2mg/ml), tras lo cual se extrajeron muestras de proteinas totales que se

usaron para mediar la inhibicion de STP6 mediante Western Blot, utilizando un anticuerpo contra
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tubulina como control. (B) La reactivacion del promotor HIV tras la seleccion de las células que
expresaban los shRNAs de SPT6 fue medida mediante porcentaje de GFP en el citometro de flujo. (C) Se
infectaron cuatro shRNA distintos para CHD1 con dos MOIs diferentes (baja y alta) en las células Hela
latentes. Tras la seleccion de la expresion de los ShRNAs se extrajo RNA para llevar a cabo una RT-
PCR a tiempo real con oligonucledtidos especificos para la secuencia de CHDI1. Los resultados se
muestran como la relacion entre transcritos de CHD1 y transcritos de GAPDH como control externo. (D)
Se midio la desrepresion del HIV mediante el porcentaje de GFP en el citometro de flujo tras la seleccion

de las células que expresaban los diferentes shRNAs de CHDI.

5.1.4. Efecto de la deplecion de SPT6 sobre la sintesis de transcritos desde el

promotor del HIV

En nuestros estudios decidimos centrar nuestra atencion en el factor de reensamblaje
SPT6 por sus mayores efectos observados sobre el estado latente del promotor del HIV
y seguimos analizando su papel en los clones 27 y A2.

Nos propusimos estudiar como afectaba la deplecion de SPT6 sobre la sintesis de
transcritos desde el promotor HIV, y en particular, si se estimulaba la iniciacion, la
elongacion o ambas tras la deplecion de SPT6. Para ello, se llevaron a cabo una serie de
PCRs con los cuatro pares oligonucledtidos especificos para ciertas regiones del
genoma del HIV utilizados previamente: “8+9” para la region posterior al origen de la
transcripcion, Tat, GFP y “HIV_U3”, situados en la region final de la transcripcion
(Figura 41). Todos estos oligonucle6tidos nos ayudaban a tener una idea de la sintesis

de transcritos desde el promotor del HIV.
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Figura 41. Representacion esquematica de los oligonucleétidos utilizados para conocer la cantidad
de transcritos del HIV producidos. Los oligonucleodtidos 8+9, Tat, GFP y HIV_U3 representan diversas
regiones cubriendo el transcrito HIV, desde su inicio en el +1 (8+9), pasando por las secuencias de Tat y

GFP y acabando en el 3’LTR (HIV_U3).
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Asi pues se infecto el clon 27 con los shRNA de SPT6 y el shRNA Control. Las
células expresando dichos shRNAs se seleccionaron con Puromicina tras lo cual se
extrajo el ARN y se hizo una RT-PCR a tiempo real con los oligonucleétidos
mencionados. Tal y como se habia hecho en experimentos anteriores, para poder
comparar los diferentes oligonucleotidos entre si (los cuales tienen eficiencias distintas)
se utilizo el ADN gendémico para normalizar muestras. Los resultados mostraron que la
cantidad de transcrito al origen de la transcripcion era mucho mayor en las células con
deplecion de SPT6 en comparacién con el control, y que dicha cantidad disminuia
drasticamente en las regiones de Tat, GFP y HIV_U3. Aun asi, se estd expresando
mayor cantidad de transcrito total de longitud entera del HIV en las células con SPT6
respecto a las células control (Figura 42). Tomando estos resultados en conjunto, parece
ser que la inhibicion de SPT6 mejora la iniciacion de la transcripcion en el promotor del

HIV, aunque sigue habiendo un fuerte bloqueo a nivel de elongacion.
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Figura 42. La proteina de reensamblaje de la cromatina SPT6 reprime el promotor del HIV a nivel

de iniciacion en el clon 27. El clon 27 fue infectado con los ShRNAs de SPT6 y shRNA Control. Tras la
seleccion con Puromicina de las células expresando los shRNAs, se extrajo el ARN de las células, con el
cual se llevo a cabo una RT-PCR a tiempo real utilizando los oligonucledtidos 8+9, Tat, GFP y HIV_U3,
cubriendo la secuencia del transcrito del HIV. Los resultados se muestran como los valores de la PCR con
ADNCc respeto a la PCR con ADN genomico para cada par de oligonucle6tidos y el grafico se muestra en

escala logaritmica. Se muestra un resultado representativo de dos experimentos diferentes.

Una vez estudiado el clon 27, se realiz6 el mismo tipo de experimento utilizando el
clon A2. Para ello, se extrajo ARN de células que expresaban el shRNA de SPT6 y se

llevo a cabo una RT-PCR a tiempo real con los 4 pares de oligonucleotidos de la
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secuencia del HIV. Se observo que la expresion de transcritos en el clon A2 expresando
el ShRNA de SPT6 era similar a la del clon 27 en las mismas condiciones, notandose
una mayor desrepresion de la expresion de transcritos virales sobre todo a nivel de

iniciacion (Figura 43).
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Figura 43. SPT6 es responsable de la represion del promotor del HIV a nivel de iniciacion en el clon
A2. Las células del clon A2 fueron infectadas con el shRNA de SPT6 y el shRNA Control y
seleccionadas, hecho tras el cual se extrajo el ARN de las células y se hizo una RT-PCR a tiempo real con
los oligonucleotidos 8+9, Tat, GFP y HIV_U3. Los resultados se muestran como los valores de la PCR
con ADNc respeto a la PCR con ADN genémico para cada par de oligonucleotidos. El grafico se muestra

en escala logaritmica.

5.1.5 Efecto combinado de inhibicion de SPT6 y tratamientos con TNF o HMBA

sobre la reactivacion del HIV latente

Los resultados obtenidos hasta el momento nos hicieron pensar en posible papel de
SPT6 en la represion de la transcripcion a nivel de iniciacion en mayor grado. Para
estudiar mas en detalle esta posible implicacién en iniciacion, se decidio tratar las
células con los compuestos TNF y HMBA, los cuales habian sido caracterizados como
activadores de la iniciacion y de la elongacion en el HIV, respectivamente.
Esperabamos que el hecho que el shRNA de SPT6 mejoraba la iniciacion del transcrito,
sumado a que el tratamiento con HMBA se habia descrito como un promotor de la
elongacion de la transcripcion, pudiera favorecer un aumento de los transcritos salvajes

de longitud completa.
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Tras infectar las células del clon 27 con los shRNAs de SPT6 y shRNA Control y
seleccionarlas durante seis dias, se trataron con TNF y HMBA durante 24 horas y el
porcentaje de GFP y la MFI fueron analizados en un citometro de flujo. Se pudo
observar que las c€lulas expresando el sShRNA de SPT6 desreprimian en mayor grado el
promotor del HIV en presencia de TNF a nivel de MFI (Figura 44A) y en presencia de
HMBA, a nivel de GFP y MFI (Figuras 44A y 44B), en comparacion con el shRNA
Control con los mismos tratamientos. Probablemente el hecho que con TNF
practicamente se lleguen a niveles de saturacion de GFP hace imposible diferenciar si
hay una induccion mayor en un shRNA u otro, pero dichas diferencias son muy claras a

niveles de MFI.
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Figura 44. La reactivacion del promotor del HIV en células expresando el shRNA de SPT6 se ve
inducida por el tratamiento con HMBA y TNF. Las células del clon 27 fueron infectadas con los
shRNAs de SPT6 y CHD1 y fueron seleccionadas con Puromicina durante 6 dias, seleccion tras la cual se
trataron con TNF (10ng/ml) y HMBA (10mM) durante 24 horas. Las células fueron analizadas en un
citometro de flujo y en los graficos se muestran los porcentajes de GFP (A) y la intensidad de

fluorescencia de la GFP (B).
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La cantidad de transcritos de las células expresando los shRNAs de SPT6 y Control y
con los tratamientos de TNF y HMBA fueron analizados. Para ello, se llevaron a cabo
PCRs a tiempo real con el ADNc y ADN gendémico de las células con los
oligonucledtidos 8+9, Tat, GFP y HIV_U3, tal y como se ha explicado anteriormente.
Se pudo observar que el tratamiento con TNF aumentaba los niveles de transcritos
virales en mayor medida en el caso de las células que expresaban el shRNA de SPT6
(Figura 45A), tal y como también ocurria al afiadir HMBA a estas células (Figura 45B).
En ambos casos, el patron de expresion de transcritos virales es parecido, habiendo una
mayor cantidad a nivel de la iniciacion del transcrito y disminuyendo en la zona final de
la transcripcion (Figuras 45A y 45B). Tras el tratamiento con HMBA de las células
expresando el shRNA de SPT6 (en las que la iniciacion transcripcional se habia visto
aumentada) no se observé un aplanamiento de la curva tal y como se podria pensar que
ocurriria con un compuesto que promueve la elongacion de la transcripcion. Una
posible explicacion de este resultado podria ser el hecho de que en el clon C9+
constitutivamente activo también se observaba este patron de disminucion de la
cantidad de transcrito que llega al final de la transcripcion (Figura 45C). Por lo tanto
parece ser que este patron es caracteristico de los transcritos del HIV cuando el
promotor esta activado y la adicion de HMBA no puede aplanar mas la curva en la

region final del transcrito.

Por ultimo, otro dato que se observo en los resultados era que la cantidad de
transcritos producidos tras la deplecion de SPT6 era similar a la producida tras el

tratamiento con TNF o HMBA de las células expresando el shRNA Control.
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Figura 45. Los transcritos virales producidos en las células expresando los shRNAs de SPT6 se ven
aumentados en mayor medida tras el tratamiento con TNF o HMBA comparando con el shRNA
Control. Las células del clon 27 fueron infectadas con los shRNA de SPT6 y shRNA Control, y tras
seleccionarlas con Puromicina durante 6 dias se trataron con TNF (10ng/ml) (A) o HMBA (10mM) (B)
durante 24 horas. EI ARN de las células fue extraido y se llevo a cabo una RT-PCR a tiempo real con el
ADNCc y ADN gendmico utilizando oligonucleotidos especificos para diversas partes de la secuencia del
HIV (849, Tat, GFP, HIV_U3) asi como oligonucle6tidos de GAPDH como control de carga. (C) El
ARN de células del clon C9+ también fue extraido y se midio el transcrito en dicho clon de igual manera

que para el clon 27.

5.1.6. Efectos globales de la deplecion de SPT6 sobre la expresion génica

A continuacion, nos propusimos estudiar si la inhibicion de SPT6 podia producir un
efecto a nivel global en la transcripcion génica, dado sus papeles descritos en
elongacion y en mantener la estructura de la cromatina (Kaplan et al. 2003). Para ello,
se utilizaron los ARNs de los clones 27 y A2 infectados con los shRNAs de SPT6 y
Control en un experimento inicial en el que se calcularon los niveles del transcrito
UBXD8 en dos zonas de este gen, en el tercer exén (UBXD8 exo6n 3) y en el octavo

exon (UBXDS8 exdn8), siendo éste ultimo el exdn localizado justamente anterior a la
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integracion del promotor del HIV en el clon 27 (Figura 46A). Como control para

normalizar las muestras, se utilizaron los oligonucledtidos del gen RPL31. Se ha

descrito anteriormente que SPT6 es una proteina asociada a la ARN polimerasa II, a la

cual puede unirse directamente mediante su dominio SH2 (Yoh et al. 2007). La Proteina

Ribosomal L31 o RPL31, entre otros ARNs ribosomales y ARNs de transferencia, se

transcribe mediante la ARN polimerasa III y por lo tanto, la transcripcion de RPL31 no

deberia verse influenciada por SPT6, ya que dicho factor no viajaria durante la

transcripcion con esta ARN polimerasa. Los resultados mostraron que los niveles de

transcritos del gen UBXDS8 se veian drasticamente disminuidos tras la inhibicién de

SPT6, y dicha disminucion se podia observar tanto en el clon 27 como en el clon A2

(Figuras 46B y 46C).
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Figura 46. La deplecion de SPT6 en células de los clones 27 y A2 disminuye la expresién del gen
UBXDS8. (A) Esquema de los oligonucledtidos especificos del gen UBXDS. En este experimento se
utilizaron los oligonucle6tidos del ex6n 3 y del exon 8. (B) y (C) El ARN de las células del clon 27 (B) y
del clon A2 (C) que expresaban los sShRNAs de SPT6 y shRNA Control fue utilizado en un RT-PCR con
los oligonucleodtidos de las regiones de UBXDS. Se utilizaron oligonucleotidos del gen RPL31 como
control de carga. Los resultados se muestran como los datos para el gen UBXDS8 en referencia al gen

RPL31. Se presenta un experimento representativo de 3 experimentos independientes.

Tras haber comprobado que la transcripcion del gen UBXDS8 se veia afectada tras la
deplecion de SPT6, nos propusimos analizar la expresion de un conjunto de genes, con
el fin de verificar si este efecto solo se producia en un grupo reducido de genes (entre
los que se encontraba el gen UBXDS) o si por el contrario era un efecto global en la
transcripcion génica dependiente de ARN polimerasa II. Para dicho objetivo se eligieron
los genes 11 beta hidroxi-esteroide deshidrogenasa 2 (11beta HSD2), DICER, GAPDH,
CXCR4, PCAF, CHES1 y UTX (region del exon 6), juntamente con 3 zonas del gen
UBXD8 de nuevo (exo6n 3, exén 8 y exon 9, véase Figura 47A), genes con funciones
dispares dentro de la célula. Se llevo a cabo una PCR a tiempo real con las muestras de
ADNCc de células del clon 27 expresando el shRNA de SPT6 y shRNA Control y se
utilizé el gen RPL31 como control para normalizar las cantidades de las muestras. Los
resultados de este experimento mostraron que la expresion de la gran mayoria de los
genes testados se veia disminuida en las células en que se habia deplecionado la
proteina SPT6 (Figura 47A). Del total de 10 oligonucledtidos utilizados, solo la
expresion de los genes 11beta HSD2, PCAF y UBXDS8 ex6n9 en las células expresando
el shRNA de SPT6 era practicamente igual al shRNA Control (Figura 47A). A
continuacion, se analiz6 el nivel basal de expresion de los genes 11beta HSD2, CXCR4,
PCAF, CHESI, UTX y UBXDS en el clon 27. Para tal fin, se utilizé la muestra del clon
27 expresando el shRNA Control, muestra que nos permitiria conocer el nivel basal de
los genes en estas células. Se utilizaron los valores obtenidos en la PCR a tiempo real de
cada uno de los genes utilizando el ADNc y se pusieron en relacion a los valores
obtenidos en la misma PCR con el ADN gendémico. De esta manera se pudieron
comparar los niveles de expresion de los genes entre si. El resultado mostraba diferentes
niveles de expresion génica, siendo CXCR4 el gen mayormente expresado en estas

células y los genes 11beta HSD2 y PCAF los que tenian un nivel de expresion mas bajo,
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casi hasta niveles indetectables (Figura 47B). En el momento en que se compard la
expresion génica de las muestras del clon 27 expresando el shRNA de SPT6 y el
shRNA Control corrigiendo con la PCR a partir de ADN gendmico, se pudo observar
que los genes 11beta HSD2 y PCAF no mostraban ninguna diferencia en cuanto a
niveles de expresion en ambas muestras, probablemente debido a que su expresion es
practicamente indetectable (Figura 47C). En el caso del gen UBXDS, utilizando los
oligonucledtidos en el exon 9, exdn inmediatamente posterior a la integracion del
promotor del HIV, se pudo ver que habia un pequefio incremento en la expresion del
gen en las células en las que se habia deplecionado SPT6. En el resto de genes (CXCR4,
CHESI, UTX y el gen UBXDS8 en las zonas de los exones 3 y 8) se observd una
disminuciéon en la expresion génica en las muestras del clon 27 donde se habia
expresado el shRNA de SPT6 (Figura 47C). Tomando estos resultados en conjunto, se
pudo concluir que al deplecionar la proteina SPT6 solo se estaba afectando
negativamente la expresion de los genes transcripcionalmente activos. Aquellos genes
como el 11beta HSD2 o PCAF cuya expresion es muy baja o practicamente indetectable
a nivel basal en estas células, no se ven influenciados por la inhibicion de SPT6. Este
hecho confirma que SPT6 es un factor necesario durante el proceso de transcripcion de
los genes y su inhibicidon provoca una disminucion en la expresion de los genes que se
estan transcribiendo. Por otra parte, el aumento en la expresion de la zona del exon 9 del
gen UBXDS8 en la muestra del shRNA de SPT6 (aunque las zonas del exén 3 y 8
muestran una disminucion en la expresion) posibemente es debido al hecho que tras la
deplecion de SPT6 no solo se desreprima el promotor del HIV 5’LTR sino también el
promotor presente en el 3°’LTR, aparte de que parte de la transcripciéon empezando en el
5’LTR puede no estar deteniéndose completamente en el poli-A presente en el 3’LTR
(tal y como ocurre al tratar las células con un activador del promotor del HIV, véase
Figura 23D). Como hemos descrito, la activacion del promotor del HIV en los LTR
conlleva la sintesis de transcritos que contienen regiones (intrones y exones) del gen

huésped en la zona corriente abajo al lugar de integracion del provirus.
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Figura 47. La deplecion de SPT6 disminuye la expresion de los genes transcripcionalmente activos
pero no tiene ningun efecto sobre los que tienen una expresion basal baja. (A) El ARN de las células
del clon 27 expresando el sShRNA de SPT6 o shRNA Control se utilizé para llevar a cabo una RT-PCR a
tiempo real con la finalidad de detectar la expresion de ocho genes (11beta HSD2, DICER, GAPDH,
CXCR4, PCAF, CHESI, UTX y UBXDS). Se analizaron los niveles de transcritos del gen UBXDS8 en
tres zonas distintas, dos de ellas anteriores a la integracion del promotor del HIV (ex6n 3 y 8) y una de
ellas posterior a la integracion (exén 9). Los datos se representan como niveles de transcrito de cada gen
en referencia al gen RPL31. Se muestra un experimento representativo de 2 experimentos. (B) La
expresion génica a nivel basal fue analizada en varios genes. Los datos se muestran como niveles de
transcrito de cada gen en relacion al transcrito de RPL31 y todo ello en relacion a la PCR con el ADN
gendmico del clon 27 utilizando los oligonucle6tidos para el gen de interés. (C) Se observa la expresion
génica de las muestras del clon 27 expresando los shRNAs de SPT6 y shRNA Control. Los datos se
representan como los niveles de transcrito del gen en relacion a RPL31 y todo ello en relacion al valor de
la PCR obtenido con el ADN gendmico del clon 27 y utilizando los mismos oligonucleétidos para el gen

de interés. Se muestra un experimento representativo de un total de 2 experimentos.

A continuacion se llevd a cabo un estudio de la expresion de los genes UBXDS y
UTX en las células del clon A2 que expresaban los ShRNAs de SPT6 y shRNA Control,
analisis que se realizé de igual manera que se habia procedido con el clon 27. Se
analizaron tres zonas del gen UTX, dos de ellas anteriores a la integracion del promotor
del HIV en este clon, y la tercera en la zona posterior (Figura 48A). Se pudo observar de
nuevo que la deplecion de SPT6 afectaba la expresion de ambos genes, expresion que se

veia disminuida respecto a su expresion basal (Figura 48B).
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Figura 48. La deplecion de SPT6 en el clon A2 disminuye la expresion génica. (A) Esquema de la
localizacion de los oligonucleotidos especificos del gen UTX. (B) La expresion génica de UTX (exones
1,6 y 12) y UBXDS8 de las muestras del clon A2 expresando los shRNAs de SPT6 y shRNA Control se
muestra como los niveles de transcrito del gen en relacion a RPL31 y este valor en relacion a la PCR con

el ADN gendémico del clon A2. Se muestra un experimento representativo de un total de 2 experimentos.

5.1.7. Relacion entre los niveles de expresion del gen huésped y los del provirus del
HIV integrado

Hasta el momento hemos descrito que la depleciéon de SPT6 provoca un aumento en la
expresion de HIV cuando éste se encuentra integrado en intrones de genes
transcripcionalmente activos. Tenemos dos modelos principales para explicar este

hecho:

1. SPT6 viajaria con al ARN polimerasa II y estaria jugando un papel de represor

mediando el cierre de la cromatina tras el paso de la polimerasa por el ADN. Asi
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pues, la ausencia de SPT6 (u otros miembros de la maquinaria de reensamblaje
de la cromatina co-transcripcional) haria que la transcripcion del gen huésped
dejase tras el transito de la ARN polimerasa II una cromatina mal compactada o
mas relajada de lo normal, lo cual podria permitir el acceso de factores de
transcripcion al promotor del HIV.

2. La ausencia de SPT6 afecta la transcripcion de genes dependientes de ARN
polimerasa II. Al disminuir su expresion disminuiria el fendomeno de
interferencia transcripcional sobre el promotor del HIV. Asi pues, el HIV, el
cual se comportaria como un promotor criptico en estado basal de las células,
seria reactivado tras la disminucion de la expresion del gen huésped mediada por

la inhibicién de SPT6.

Una manera de investigar si esta segunda posibilidad es correcta es intentar alterar la
expresion del gen huésped (UBXDS en el clon 27) por otros medios para ver si hay
siempre una relacion inversa entre los niveles de expresion del gen huésped y el HIV
integrado. También seria posible que esta relacion ocurriese al revés, es decir, que al
inducir el HIV se viese afectada a la baja la expresion del promotor del gen huésped

corriente arriba.

Tal y como se ha comentado anteriormente, se ha descrito que el gen UBXDS es
capaz de activarse mediante el tratamiento con PMA e Ionomicina (Imai et al. 2002).
Dicha activacidon se observd en nuestros experimentos previos no solo al combinar
PMA e Ionomicina sino también con un tratamiento del agente mitogénico PMA (véase
Figura 16). Este no era un tratamiento muy util para estudiar los efectos de la induccién
del gen huésped sobre la expresion del HIV integrado, puesto que PMA también induce
el promotor viral. Como alternativa, nos propusimos disminuir la cantidad de agentes
mitogénicos en el medio de cultivo, creciendo las células en medio sin suero.
Suponiamos que esto alteraria a la baja la expresion del UBXDS. Con este crecimiento
en medio sin suero, queriamos simular una expresion génica de UBXDS8 similar a la
observada en las células deplecionadas para SPT6, es decir, queriamos disminuir la
expresion del gen UBXDS con la finalidad de conocer si al disminuir la actividad
transcripcional del gen se podia observar algin efecto de desrepresion en el HIV, la cual
cosa demostraria que el gen activo estaria influenciando negativamente en la expresion

del HIV.
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Las células del clon 27 fueron sembradas en medio con suero y sin suero (arrestadas)
durante 48 horas, tras lo cual se analizo la desrepresion del promotor del HIV, tanto por
porcentaje de GFP como por intensidad de fluorescencia MFI. Los datos mostraron una
clara reactivacion del promotor en aquellas células que no contenian suero en el medio
(Figura 49A). El ARN de ambas condiciones se extrajo y se llevo a cabo una RT-PCR a
tiempo real con oligonucleotidos especificos para los exones 3, 8 y 9 del gen UBXDS.
Se observd que en las muestras del clon 27 crecido en medio sin suero, la expresion de
las diferentes partes del gen UBXDS se veia disminuida en comparacion con las células
creciendo en medio normal (Figura 49B). Al comparar la expresion de otro gen, como
es el caso de CXCR4, se vio que este gen también se veia afectado por la ausencia de
suero en el medio de cultivo (Figura 49C). En experimentos anteriores se habia
observado que la desrepresion del promotor del HIV debida a la deplecion de SPT6 no
solo se daba a nivel del 5’LTR sino también se veia un ligero aumento de la
transcripcion en el promotor localizado en el 3°’LTR y que se traduciria en un aumento
de la expresion de exones de UBXDS posteriores al HIV (véase Figura 47C). Este
hecho no se veia en el caso de las células con medio sin suero (Figura 49B, exo6n 9).
Para corroborar este hecho se realizaron dos PCRs, la primera para comprobar la
expresion del promotor presente en el 5’LTR (oligonucleétidos 8+9), y la segunda con
un oligonucleotido de la region US del LTR y otro oligonucleétido en la zona intronica
del UBXDS justamente posterior a la integracién del HIV. Los resultados mostraron que
la activacion del promotor del HIV se produce a nivel del 5’LTR pero los niveles de
expresion a nivel del 3’LTR son practicamente indetectables y no hay induccion
mediada por el arresto de las células (Figura 49D). Esto explicaria que en este caso no
veamos induccién (o ausencia de inhibicion) en medio sin suero en el exén 9 de

UBXDS corrientea abajo del provirus.

Estos resultados podrian indicar que en efecto al disminuir la expresion del gen
huésped (en ausencia de suero), disminuia la interferencia transcripcional y el HIV
aumentaba su expresion. Pero también podria haber un efecto directo de la composicion

del medio de cultivo sobre la capacidad de activacion del promotor del HIV.
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Figura 49. El promotor del HIV en células del clon 27 se desreprime tras su crecimiento en un

medio sin suero. (A) Las células del clon 27 fueron crecidas en medio sin suero (-FBS) o en medio

normal con suero (+FBS) durante 48 horas. Se analizaron el porcentaje de expresion de GFP (izquierda) y
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la intensidad de fluorescencia (derecha) tras este periodo de tiempo. Se muestra un experimento de al
menos tres experimentos representativos. (B) E1 ARN de las células del clon 27 creciendo en medio con y
sin suero (+FBS y —FBS respectivamente) fue extraido y se llevé a cabo una RT-PCR a tiempo real con
oligonucleétidos especificos de 3 regiones del gen UBXDS, regiones localizadas en los exones 3, 8 y 9.
Los datos se muestran como los valores de expresion de cada zona del gen respecto a GAPDH como
control de carga. Se muestra un ejemplo representativo de 3 experimentos independientes. (C) Se
utilizaron oligonucle6tidos para el gen CXCR4 para conocer su expresion génica en las muestras del clon
27 crecido en medio con y sin suero. Los datos se muestran como la expresion génica de CXCR4 en
referencia a GAPDH. (D) Se calcularon los niveles de desrepresion del promotor del HIV situado en el 5’
LTR y en el 3’LTR. Los datos se muestran como los valores utilizando los oligonucleo6tidos especificos
de 5’ (“8+9”) y de 3’LTR (“8+10”) en referencia a GAPDH y todo ello en referencia a la misma PCR con

ADN genomico del clon 27 con el fin de poder comparar las cantidades de transcritos.

El siguiente paso fue repetir el mismo experimento con dos clones latentes diferentes,
para comprobar si el efecto observado para el clon 27 era especifico de este clon o si
ocurria de igual manera en varios clones. Para ello se eligieron los clones A2 y H2, los
cuales fueron sembrados en medio con suero y sin suero durante 48 horas, periodo tras
el cual se extrajo el ARN y se llevo a cabo una RT-PCR a tiempo real con
oligonucledtidos tanto para el gen UBXDS8 como para detectar la expresion del HIV
(oligonucledtidos 8+9). Los resultados mostraron que el promotor del HIV se estaba
induciendo en ambos clones pero los niveles de expresion del gen UBXDS8 eran iguales

en las células creciendo en medio normal que en medio sin suero (Figura 50).
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Figura 50. El medio sin suero estimula el HIV en los clones A2 y H2 pero la expresion del gen
UBXDS8 no varia. E1 ARN de los clones A2 y H2 creciendo en medio con suero (+FBS) y sin suero (-

FBS) fue extraido y utilizado en una RT-PCR con oligonucleétidos para detectar la expresion del HIV en
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el promotor del 5’LTR (izquierda) y con oligonucleétidos para el gen UBXDS (ex6n 8). Los datos se

muestran como los niveles de transcrito respecto a GAPDH.

Poniendo en conjunto todos estos resultados pudimos concluir que el hecho de
arrestar las células por falta de suero activaba de algin modo el promotor del HIV
latente de manera independiente del lugar de integracién. Este hecho se demostraba al
observar desrepresion del promotor en 3 clones diferentes al crecerlos en medio sin
suero. Esta reactivacion se producia a nivel del promotor localizado en el 5’LTR pero
no en el 3’LTR. En cambio, contrariamente a lo esperado, UBXDS8 no responde a la
ausencia de suero en todos los clones. El otro punto que se pudo concluir de este
experimento fue que posiblemente el hecho de que se desreprima el HIV en el clon 27
creciendo en medio sin suero es el responsable de la disminucioén en la expresion del
gen UBXDS en este clon ya que en otros clones no se observa esta disminucion del gen

UBXDS.

Con el fin de corroborar el hecho que en el clon 27 la expresion del promotor del HIV
est¢ disminuyendo la expresion del gen UBXDS, se trataron células de los clones 27 y
A2 con TNF durante 16 horas y la expresion génica de UBXDS8 se midi6 mediante PCR
a tiempo real. Los datos indicaron que la expresion del gen UBXDS solo disminuia tras
la induccion del HIV en el caso del clon 27, pero no del clon A2 (Figura 51). Este
resultado apoyaria nuestra observacion que en el clon 27, la expresion del HIV afecta
negativamente la expresion del gen donde esta integrado el HIV. Esto demostraria que
la interferencia transcripcional puede ser bidireccional, del promotor HIV sobre el gen
huésped. Pero hasta el momento no hemos sido capaces de alterar la expresion de

UBXDS con agentes quimicos para poder estudiar su efecto sobre el provirus.
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Figura 51. La expresion del HIV mediante el tratamiento con TNF disminuye la expresion del gen
UBXDS en el clon 27, pero no en el clon A2. Las células de los clones 27 y A2 se trataron con TNF
durante 24 horas, tiempo tras el cual se extrajo el ARN y se llevd a cabo una RT-PCR a tiempo real con
oligonucleétidos del exén 8 del gen UBXDS. Los datos se muestran como la expresion del gen UBXDS

en referencia a GAPDH como control de carga.

Con la finalidad de conocer qué cantidad de transcrito salvaje (eliminando el intron
que contiene el HIV) del gen UBXDS se estd formando en el clon 27 tras la induccion
del promotor viral, las células de dicho clon se trataron con TNF, TNF HMBA y
HMBA, y tras 24 horas de tratamiento se hizo una RT-PCR a tiempo real utilizando un
par de oligonucleotidos en los exones 8 (anterior a la integracion) y 9 (posterior a la
integracion). Se pudo observar que el tratamiento con TNF o TNF HMBA estaba
afectando negativamente la formacion del transcrito salvaje, debido a un efecto negativo
de la activacion del HIV sobre la expresion del gen enddgeno (Figura 52). Tanto el TNF
como el HMBA pueden reactivar el promotor viral latente hasta niveles de GFP entre

60 y 90% (véase Figura 24C).
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Figura 52. La activaciéon del promotor del HIV disminuye la expresion de transcrito salvaje del gen
UBXDS. Las células del clon 27 fueron tratadas con TNF, TNF+HMBA y HMBA durante 24 horas,
periodo tras el cual se extrajo el ARN de las células y se us6 para hacer una RT-PCR a tiempo real con
oligonucleoétidos situados antes y después de la integracion del HIV en el genoma. Se muestran los datos

de los valores de la PCR en relacion a los valores obtenidos con GAPDH como control de carga.
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5.1.8. Efectos a corto plazo de la inhibicion de SPT6 sobre la expresion de HIV y
UBXDS

Los experimentos anteriores habian mostrado que tras la deplecion de SPT6 se
observaba un aumento en la expresion del HIV y una disminucién a nivel global de la
expresion de los genes transcripcionalmente activos. A continuacién nos propusimos
estudiar si tras la deplecion de SPT6 se producia primero una disminucion de la
expresion del gen UBXDS la cual cosa llevaria a una menor interferencia
transcripcional del gen huésped sobre el HIV, o si por el contrario, la inhibicion de
SPT6 promoveria un estado de la cromatina més laxo por falta de reensamblaje de los

nucleosomas que activaria el promotor latente viral.

En un primer experimento para dilucidar cual de estas dos hipdtesis era la que estaba
promoviendo la desrepresion del promotor viral latente se analizd el efecto de la
inhibicion de SPT6 sobre la expresion del gen UBXDS8 y del HIV a corto plazo con el
fin de conocer si se producia primero una disminucion de la expresion del gen huésped
y la consecuente reactivacion del HIV o si primero se desreprimia el promotor viral

latente debido al estado de la cromatina relajada.

Para ello, se infectaron las células del clon 27 con el shRNA de SPT6 y el shRNA
Control y se extrajo el ARN de las células que habian sido seleccionadas durante un dia
y dos dias con Puromicina. El ARN se utilizd en una RT-PCR a tiempo real con
oligonucledtidos que detectaban la deplecion de SPT6, y las expresiones del promotor
viral y del gen huésped. Los resultados mostraron que en la muestra del primer dia ya se
podia observar la inhibicion de SPT6 (Figura 53A). Durante el primer dia tras la adicion
de Puromicina, se observo que no habia expresion del promotor viral, y la expresion del
gen UBXDS tenia los mismos niveles tanto en las células expresando el shRNA de
SPT6 como las que expresaban el shRNA Control. En cambio, en el segundo dia se
observo un aumento en la expresion del promotor viral, aunque el gen UBXDS8 seguia
expresandose a unos niveles similares en ambas muestras (Figuras 53B y 53C). Estos
datos mostraron que tras la deplecion de la proteina SPT6, el promotor latente se
desreprimia antes de empezar a disminuir la expresion del gen UBXDS. Este hecho,
favorecia la hipotesis de un papel de SPT6 en el cierre de la cromatina tras el paso de la

ARN polimerasa, funciéon que se veria alterada tras la deplecion de SPT6 y que
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conllevaria un estado de la cromatina mas relajado, permitiendo la activacion del

promotor viral por factores de transcripcion celulares.
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Figura 53. La activacion del promotor del HIV tras la deplecion de SPT6 precede a la disminuciéon
de la expresion del gen UBXDS. Las células del clon 27 fueron infectadas con los shRNAs de SPT6 y el
shControl. Tras un dia y dos dias de tratamiento de seleccion con Puromicina, el ARN de las células a
dichos tiempos fue extraidos y utilizado para hacer una RT-PCR a tiempo real con oligonucledtidos
especificos para detectar la deplecion de SPT6 (A), la expresion del promotor viral (B) y la expresion del
gen huésped UBXDS8 (C). Los valores con cada uno de los oligonucleétidos especificos fue puesto en

relacion a los valores para el transcrito de RPL31, para normalizar las muestras.

5.1.9. Analisis mediante digestion con mononucleasa del efecto de la deplecion de

SPT6 sobre la estructura cromatinica del promotor viral integrado

En un segundo experimento nos propusimos conocer el estado de la cromatina y la
localizacion de los nucleosomas en el promotor viral latente tras la deplecion de SPT6.
En el caso de que la inhibicion de SPT6 promueva la relajacion de la cromatina tras el
paso de la ARN polimerasa II, los nucleosomas situados en el promotor virico se verian
alterados, el ADN seria mas accesible y se promoveria la desrepresion del promotor del

HIV.

Para conocer el estado de la estructura de la cromatina y la localizacién de los
nucleosomas se utilizo la enzima Nucleasa Micrococal o MNasa, la cual es capaz de
digerir el ADN situado en las zonas de espaciamiento entre nucleosomas, pero en

cambio, no puede digerir el ADN presente en los mismo nucleosomas. Es por esta razon
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que las regiones resistentes al corte de la MNasa muestran la localizacion de los
nucleosomas y las regiones sensibles muestran las regiones libres de nucleosomas. Este
hecho nos permite conocer, al analizar mediante PCR y amplicones cortos, qué
porciones de ADN son resistentes o sensibles a la MNasa, donde se encuentran los

nucleosomas y cual es el efecto sobre la cromatina de un tratamiento determinado.

Historicamente se han representado los nucleosomas 0, 1 y 2 en los nucleo6tidos 40-
200 de la region U3 (Nuc-0), 452-596 en la region R, coincidiendo con el principio de
la transcripcion del virus (Nuc-1), y en los nucledtidos 720-860 tras el LTR viral (Nuc-
2) (Verdin et al. 1993) (Figura 54A). En nuestro estudio, se utilizaron una serie de
oligonucledtidos que cubrian toda la region de estos nucleosomas 0, 1 y 2 y las regiones
espaciadoras entre ellos, dando lugar a amplicones pequefios que se solapaban entre si

(Figura 54B).
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Figura 54. Posicionamiento de los nucleosomas en la secuencia viral y distribucion de los
oligonucledtidos utilizados en el experimento. (A) Se muestran los nucleosomas 0, 1 y 2 y su
localizacion dentro de la secuencia del virus, segiin Verdin et al. 1993 (B) Los oligonucledtidos utilizados
en el experimento y la longitud del amplicén que producen se muestran en la figura. Los oligonucledtidos
se nombraron como M1-M36, y el par de oligonucledtidos utilizados como control y que estan situados

en la secuencia espaciadora entre el nucleosoma 0 y 1 se nombraron como L1 y L2.

La cromatina de las células del clon 27 infectadas con los shRNAs de SPT6 y shRNA
Control se digiri6 con MNasa, se purific6 el ADN correspondiente a los
mononucleomas y se analizd el posicionamiento de los mismos, medido por la
resistencia al corte de la enzima, mediante PCR a tiempo real. Células del clon 27
también se trataron durante 4 horas con PMA, TSA y TNF y se analizo el
posicionamiento de los nucleosomas, como control positivo del efecto que tiene la

activacion del promotor viral en el desplazamiento de sus nucleosomas.

En estos experimentos, la cromatina digerida con MNasa se corre en un gel de
agarosa. Los mononucleosomas obtenidos se cortan y se purifican del gel, y se utiliza
este ADN en una PCR a tiempo real con los oligonucle6tidos mencionados. Como
control de carga se utiliza el valor de la PCR a tiempo real de cada muestra utilizando
unos oligonucledtidos presentes en la region espaciadora entre el nucleosoma 0 y 1,
debido a que el corte con MNasa en esta region deberia ser igual en todas las muestras,
y por lo tanto, las diferencias que se puedan observar se deben a la diferente cantidad de
ADN de dichas muestras. Como control para normalizar las PCRs, los valores se
pusieron en relacion a un ADN gendmico desnudo digerido con MNasa, el cual se debe

cortar de manera homogénea debido a la ausencia de nucleosomas en dicho ADN.

Al correr en un gel de agarosa la cromatina digerida con MNasa de las células
expresando el shRNA de SPT6 y Control se observd una disminucion en el
espaciamiento entre los nucleosomas en las células deplecionadas para SPT6 (Figura
55A). Los mononucleosomas de las muestras fueron utilizados en una PCR a tiempo
real utilizando los oligonucleodtidos especificos de cada zona del LTR viral y regiones
corriente abajo del LTR. En la region del nucleosoma 0 (Nuc-0) se observo la presencia
de dicho nucleosoma en los nucleotidos 180-250 de la regiéon U3 debido a un pico
maximo de resistencia a la MNasa visto con los oligonucledtidos M7+MS. Este
nucleosoma parece estar desplazado hacia regiones corriente abajo del promotor viral,

ya que histéricamente se lo habia descrito en los nucle6tidos 40-200. En las muestras de
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los shRNAs de SPT6 y Control se observd dicho nucleosoma y no se observaban
grandes diferencias entre ambas muestras a nivel de valores de resistencia a MNasa,
aunque parece ser que la region del nucleosoma tras la deplecion de SPT6 es menos
extensa. En el caso de las células control sin tratar o tratadas con PMA+TSA+TNF se
vio que el nucleosoma estaba posicionado en la misma regioén en los nucleotidos 180-

250 (Figura 55B).

En la region del nucleosoma 1 (Nuc-1) se pudo ver que la proteccion con la MNasa
cubria una region que iba desde el nucledtido 570 hasta el 850, region que se encuentra
en una posicion mas corriente abajo de lo esperado (Figura 55C y 55D, oligonucleo6tidos
M17 hasta M28). El hecho que la proteccion a la enzima cubria una region muy amplia
nos hizo pensar en la posibilidad de la presencia de dos nucleosomas muy cercanos el
uno al otro o bien que el nucleosoma 1 no esté del todo bien posicionado. La proteccion
a la MNasa en esta region 570-850 desaparecia completamente tras el tratamiento con
PMA+TSA+TNF, debido a la activaciéon del promotor. En el caso de las células
expresando el shRNA de SPT6, la resistencia a la MNasa era menor que las células
expresando el shRNA Control. Este hecho indicaba una cromatina mas abierta y mas
expuesta a la MNasa en aquellas células infectadas con el shRNA de SPT6. El hecho
que no haya una sensibilidad total a MNasa en esta region, y por tanto tampoco una
desaparicion total del nucleosoma, correlaciona con el hecho que la activacion del HIV
con el shRNA de SPT6 no sea tan acusada como con el tratamiento con

PMA+TSA+TNF (Figura 55C).

En el caso del nucleosoma 2 (Nuc-2) se observo el nucleosoma alrededor del
nucledtido 900-950 (entre oligonucledtidos M32 y M36), o mas alla. Tras tratar con
PMA+TSA+TNF, este nucleosoma desaparecia completamente coincidiendo con la
activacion transcripcional del promotor viral, aunque anteriormente se habia descrito
que el nucleosoma 1 es el Unico que se altera tras la activacion (Verdin et al. 2003). Las
células expresando el shRNA de SPT6 disminuian su proteccion frente a la digestion
con MNasa, la cual cosa vuelve a sugerir un ambiente mas abierto de la cromatina tras

la expresion de dicho shRNA (Figura 55D).
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Figura 55. Los nucleosomas 1y 2 estan mas abiertos y por tanto mas expuestos a la digestion con
MNasa en las células infectadas con el shRNA de SPT6 y sobre todo, en el caso de las las células
tratadas con activadores. (A) Las células del clon 27 fueron infectadas con los shRNAs de SPT6 y el
Control. Tras 7 dias de seleccion con Puromicina la cromatina fue digerida con MNasa y se corrio en un
gel de agarosa al 1.5%. (B) (C) (D) Los mononucleosomas obtenidos tras la digestion con MNasa fueron
utilizados en una PCR a tiempo real con oligonucleétidos cubriendo toda la region del LTR viral y
regiones corriente abajo de la secuencia viral (M1-M36). Los valores obtenidos de cada PCR se pusieron
en relacion al valor obtenido con los oligonucle6tidos L1+L2 (region espaciadora entre Nuc-0 y Nuc-1,
utilizada como control de carga) y todo ello en relacion a ADN gendémico desnudo previamente cortado

con MNasa.

Todos estos resultados sugieren una localizacion de los nucleosomas hacia regiones
corriente abajo de donde se las habia descrito previamente. También se ha podido
observar que mientras el nucleosoma 0 no se ve afectado por el tratamiento con
PMA+TSA+TNF o por el shRNA de SPT6, los nucleosomas posteriores a la region del
+1 de la transcripcidon estan mas abiertos tras la infeccion de las células con el shRNA
de SPT6 y desaparecen totalmente tras la desrepresion mediante activadores del

promotor viral.

A continuacion se quiso estudiar el estado de la cromatina en la region justamente
anterior a la integracion del promotor del HIV en el genoma tras la deplecion de SPT6.
Esta region seria indicativa del estado cromatinico del gen, la cual cosa mostraria si la
cromatina se ha visto afectada tras la infeccion con el shRNA. Para ello se utilizaron 3
pares de oligonucleotidos en el intrén entre el exon 8 de UBXDS y la integracion del
HIV, y un par dentro del exén 8 (Figura 56A). Al comparar la resistencia a MNasa de
las células expresando el shRNA de SPT6 y el shRNA Control se pudo observar que la
cromatina estaba mas abierta en las células deplecionadas para SPT6, la cual cosa
indicaba que la inhibicion de esta proteina estaba afectando la estructura cromatinica no
s6lo del promotor viral sino también en el gen huésped, debido posiblemente al papel de

este factor en el cierre co-transcripcional de la cromatina (Figura 56B).
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Figura 56. La expresion del shRNA de SPT6 produce un ambiente mas relajado de la cromatina,
permitiendo un mayor acceso a la MNasa. (A) Representacion de los oligonucledtidos utilizados en
este experimento. Se muestra una escala entre el nucleotido 0 y el -400 respecto al inicio del 5’LTR. (B)
La cromatina de las células expresando los shRNAs de SPT6 y Control fue digerida con MNasa y corrida
en un gel de agarosa al 1.5%. Los mononucleosomas obtenidos fueron purificados del gel y utilizados en
una PCR a tiempo real con los oligonucledtidos de la region del gen UBXDS8 inmediatamente anterior de
la integracion viral. Los valores obtenidos de cada PCR se pusieron en relacion al valor obtenido con los
oligonucle6tidos L1+L2 (utilizada como control de carga) y todo ello en relacion a ADN gendémico

desnudo previamente cortado con MNasa

Tomando todos estos resultados en conjunto pudimos concluir que el hecho de estar
deplecionando SPT6 conllevaba una apertura y relajacion de la cromatina, la cual cosa
finalizaba en una desrepresion del promotor del HIV. Probablemente, no podemos
descartar tampoco el hecho que tras la deplecion de SPT6 pueda haber una reduccion de

la interferencia transcripcional debido al efecto de disminucion de la transcripcion
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global y del gen UBXDS, en particular. Puede ser que la expresién del promotor viral
latente tras la deplecion de SPT6 sea debida a un efecto doble: relajacion de la
cromatina sumado al efecto global sobre la expresion génica y sobre la expresion del

gen huésped donde HIV se halla integrado.

5.2 ASF1A, HIRA Y SUPT16H

Las proteinas ASF1, SPT16 y HIR1, ademés de SPT6 y CHD1, habian sido descritas
como factores cuyos mutantes en Saccharomyces cerevisiae podian activar la
transcripcion de promotores cripticos, es decir, promotores que se encontraban dentro
de genes con promotores activos (Cheung et al. 2008). Por este motivo se decidio
estudiar el papel de estas proteinas en nuestro modelo celular. ASF1A y SUPT16H
(homodlogos en humanos) son proteinas relacionadas con el remodelamiento de la
cromatina, y HIRA (homologo en humanos de HIR1) se encarga de la regulacion génica
de histonas. HIRA y ASFI1A son proteinas chaperonas que en el contexto que nos
ocupa, estarian implicadas en aportar las histonas necesarias para el reensamblaje de

nucleosomas tras el paso de la maquinaria transcripcional.

Con el fin de conocer el papel de estas tres proteinas en la latencia del HIV, se
infectaron los shRNAs para dichos factores en los clones 27 y A2. Las células
expresando vectores de expresion de los shRNAs de ASF1A, SUPTI6H y HIRA
(pLKO.1-Puro, MISSION, Sigma) se seleccionaron durante siete dias con Puromicina,
tiempo tras el cual se analiz6 tanto la expresion del promotor del HIV como la
inhibicién de los 3 factores mediante PCR a tiempo real. Los datos mostraron que la
deplecion de estas tres proteinas era capaz de reactivar el promotor del HIV, tal y como
ocurria con los shRNAs de SPT6 y CHDI. Al mirar en detalle los valores de
reactivacion del promotor viral se pudo observar que el shRNA de ASFI1A podia

desreprimir mucho mas que los shRNAs de HIRA y SUPT16H (Figura 57, superior).

En todos los casos se produjo inhibicion en la expresion de los correspondientes
factores (Figura 57, inferior). Esta desrepresion era independiente del sentido de la

integracion del virus ya que se observa tanto en el clon 27 como en el clon A2.
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Figura 57. La inhibicion de ASF1A, HIRA y SUPT16H desreprime el promotor del HIV en los
clones 27 y A2. Los clones 27 y A2 fueron infectados con los shRNAs de ASF1A, HIRA, SUPT16H y el
Control, y se seleccionaron las células expresando dichos shRNAs con Puromicina durante siete dias. El
ARN de las células fue extraido y se realizdo una RT-PCR a tiempo real con oligonucledtidos 8+9
(especificos para detectar la expresion del HIV) (paneles superiores) y oligonucleotidos para detectar los

transcritos de cada uno de los factores (paneles inferiores).

El siguiente paso consistio en conocer si la deplecion de estas proteinas podia tener un
efecto represivo sobre la expresion del gen enddégeno UBXDS, tal y como se habia
observado al deplecionar SPT6. Para ello, se utilizaron los ADNc de las células
expresando los shRNAs de ASFIA, HIRA, SUPTI6H y el Control y los
oligonucledtidos para detectar la expresion del gen UBXDS se encontraban en los
exones 5 y 6. Los resultados mostraron una disminuciéon en la expresion del gen
UBXDS tras la deplecion de estas proteinas, la cual cosa podria indicar un papel de

dichas proteinas en la correcta transcripcion de genes (Figura 58).
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Figura 58. La deplecion de ASF1A, HIRA y SUPT16H afecta negativamente la expresion del gen
UBXDS. Las células del clon 27 fueron infectadas con los shRNAs de ASF1A, HIRA, SUPT16H vy el
shRNA Control. Tras 7 dias de seleccion con Puromicina, el ARN de las células fue extraido y se llevo a
cabo una RT-PCR a tiempo real con oligonucleotidos del gen UBXDS, en los exones 5 y 6. Los valores se

pusieron en relacion al gen RPL31 como control externo.

5.3 TFIIS

TFIIS (o TCEAL) es la proteina responsable de liberar la ARN polimerasa pausada de
su estado de arresto y asi estimular el proceso de elongacion. Es capaz de inducir un
corte en el trdnscrito naciente y reposicionar el extremo 3’ del transcrito en el centro

catalitico de la RNA polimerasa II (Fish et al. 2002).

En levadura, el mutante de TFIIS mostraba un patron salvaje, no influenciando la
expresion del HIV. De ello se deducia que la transcripcion del HIV en levadura no
dependia de este factor (Sebastidn Chévez, comunicacidon personal). Si en nuestro
modelo de células Jurkat TFIIS tampoco desreprimia el promotor del HIV, el hecho de
utilizar el shRNA de este factor nos permitia tener otro shRNA control que podiamos
utilizar en experimentos posteriores y que demostraba que no todos los shRNAs

probados eran capaces de desreprimir el promotor viral latente.

Al infectar las células de los clones 27 y A2 con los shRNAs de TFIIS y del Control
se pudo observar que tras la deplecion de este factor se veia una clara desrepresion del
promotor del HIV medido por porcentaje de GFP o por MFI (Figura 59A). La deplecion
de TFIIS se midio mediante PCR a tiempo real (Figura 59B). Este hecho indicaba, que a
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diferencia de lo que se observaba en levadura este factor tiene un papel importante en la
represion del promotor. El hecho de que TFIIS esté relacionado con la salida del arresto
de la polimerasa puede estar indicando que la deplecion de esta proteina promoveria un
aumento de la cantidad de polimerasa arrestada, hecho que podria estar disminuyendo la

interferencia transcripcional sobre el HIV y aumentando su expresion.
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Figura 59. La deplecion del factor TFIIS es capaz de reactivar el promotor HIV latentemente
infectado. (A) El shRNAs de TFIIS fue infectado en los clones 27 y A2, juntamente con el shRNA
Control. Tras la seleccion con Puromicina durante 7 dias, las células fueron analizadas en el citometro y
se muestran los porcentajes de GFP y MFI. Se muestra un ejemplo representativo de 3 experimentos
independientes. (B) La deplecion de este factor fue testada mediante PCR a tiempo real y los valores de

los transcritos de TFIIS se pusieron en relacion a GAPDH como control.
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5.4 BRG1

BRG1 (0 SMARCA4) forma parte del complejo SWI/SNF, como subunidad catalitica
del mismo, y utiliza la energia de la hidrolisis del ATP para remodelar la estructura de
la cromatina (revisado en Trotter et al. 2004). BRG] se puede encontrar tanto en las

subfamilias de SWI/SNF BAF como en PBAF.

Al igual que TFIIS, un mutante en levadura de BRG1 no modificaba la expresion del
promotor del HIV en este sistema celular (Sebastian Chavez, comunicacion peronal) asi
que se decidid utilizar un shRNA de este factor en nuestro sistema de linfocitos

humanos.

Tras infectar los clones 27 y A2 con el shRNA de BRG1 y comparando con el shRNA
Control se observo que tras la inhibicion de esta proteina se veia desrepresion del
promotor viral latente medida tanto por porcentaje de GFP como por MFI (Figura 60A).
La disminucion de la expresion de BRG1 se midié mediante Western Blot (Figura 60B).
De nuevo se obtenia un resultado diferente al visto en el modelo de HIV de levadura ya

que en Jurkat, BRG1 parece tener un papel en la represion del promotor del HIV.

A clon 27 clon 27 clon A2 clon A2
20 1.6 4 12 27
18 - 144 | 1.8 -
16 - 10 1,6
1.2
14 g 1.4
.12 1 . 1,2
E;'% 10 E 0.8 ;',\; 3] E 1
8 0.6 0.8
6 4 0.6
0.4
4 N 0.4
2 0,2 - 0.2
0 - 0 - 0~ 0~
shBRG1 shControl shBRG1 shControl shBRG1 shControl shBRG1 shControl
B ClonA2

shBRG1 shControl

Tubulina e S

146



RESULTADOS

Figura 60. La deplecion de BRGI1 reactiva el promotor HIV latentemente infectado. (A) Se
infectaron los shRNAs de BRG1 y Control en los clones 27 y A2. Tras siete dias de seleccion con
Puromicina se analizaron las células en el citometro de flujo. Se muestran los porcentajes de GFP y MFI
de un ejemplo representativo de 3 experimentos independientes. (B) La deplecion de este factor fue
testada mediante Western Blot con anticuerpos especificos para BRG1 y Tubulina, como control de

carga.

5.5YY1

También analizamos las consecuencias sobre la expresion del HIV de la deplecion del
factor de transcripcion Ying Yang 1 (YY1). Se habia descrito que esta proteina era
capaz de reclutar la histona deacetilasa 1 (HDACI1), llevando a un estado de represion al
promotor del HIV mediado por la deacetilacion (Coull et al. 2000, Williams et al.
2006). Se infect6 el shRNA de YY1 y el shRNA Control en la poblacion heterogénea
latentemente infectada y tras la seleccion de las células expresando los shRNAs se mir6
la expresion del promotor mediante GFP en el citometro de flujo. La infeccion mostro
una desrepresion del promotor de unas 9 veces sobre los valores del shRNA Control
(Figura 61A). El andlisis de la deplecion de la proteina mediante Western Blot mostrd
la alta eficiencia del shRNA de YY1 (Figura 61B). Estos datos confirmaron la
implicacion de la proteina YY1 en la represion del promotor del HIV, posiblemente tras

el reclutamiento de HDACI.

A 7 B shControl  sh¥T¥Y1
TY] F—

GAPDH & S
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shControl shYY1

Figura 61. La proteina YY1 esta relacionada con la latencia del virus del HIV. (A) Las células de la
poblacion latentemente infectada fueron infectadas con los vectores con los shRNAs de YY1 y el Control.
Las células fueron tratadas con Puromicina durante 7 dias, tras lo cual se analizaron en el citometro de
flujo. (B) La deplecion de la proteina YY1 fue analizada mediante Western Blot utilizando anticuerpos

especificos para dicha proteina y GAPDH como control de carga.
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5.6 HP1p

La proteina heterocromatinica HP1 es capaz de unirse a residuos metilados en la lisina
9 de la histona H3 (H3K9), modificacion que ha sido relacionada con silenciamiento
génico en una gran variedad de organismos tras la formacion local de heterocromatina
(Snowden et al. 2002). En el promotor viral latente se ha visto el reclutamiento de
SUV39H1, HP1y y la trimetilacion de H3K9 durante el estado de represion del HIV (du
Chene et al. 2007). En ausencia de estimulo se ha descrito la presencia de HP1 en el
promotor del HIV juntamente con una ARN polimerasa II inactiva (Mateescu et al.
2008). Es por esta razon que en el presente estudio nos propusimos probar si la
deplecion de esta proteina reactivaba el promotor viral latente, y para ello se infectaron
los shRNAs de HP1 B y el shRNA Control en los clones 27, A2 y H2. Tras la seleccion
de las células expresando dichos shRNAs, el porcentaje de GFP y la MFI de las células
fueron analizados, mostrando que en ninguno de los 3 clones, la deplecion de HP1f
tenia algin efecto en la desrepresion del promotor (Figuras 62A y 62B). La inhibicion
de HP1B fue medida por PCR a tiempo real, mostrando una depleciéon de
aproximadamente el 64% del total (Figura 62C). Estos resultados indicaban que en
nuestro modelo celular de Jurkat, esta proteina no estéa relacionada con el estado latente

del promotor del HIV.
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C Deplecion de HP1p
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Figura 62. La proteina HP1B no esta implicada en la latencia del promotor del HIV. Los clones 27,
A2 y H2 fueron infectados con los vectores para los shRNAs de HP1f y Control. Se afiadio Puromicina
durante 7 dias, tiempo tras el cual se analiz6 la expresion del promotor, medida por porcentaje de GFP
(A) y MFI (B) Se muestra un ejemplo representativo de un total de dos experimentos. (C) El ARN de las
células fue extraido y se llevé a cabo una RT-PCR a tiempo real con oligonucleotidos especificos para

HP1B. Los valores se muestran como los transcritos de HP1B en relacion a GAPDH como control.
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6. Cribado de moléculas quimicas que pueden reactivar el

virus HIV latentemente infectado

6.1. ANALISIS DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS POR CRIBADO DE UNA

LIBRERIA DE MOLECULAS QUIMICAS

En la presente tesis se colabord con el Dr. Eric Verdin (Gladstone Institutes-UCSF,

San Francisco, EEUU) en un proyecto que consistid en probar compuestos quimicos

que pudieran reactivar el promotor HIV latente en el modelo celular de latencia en

Jurkat. En el laboratorio del Dr. Verdin se llevd a cabo un cribado de 10.000

compuestos quimico, obteniéndose 8 de ellos que eran capaces de reactivar de forma

considerable la expresion del vector HIV, midiendo la reactivacion mediante la

expresion de GFP de las células (Figura 63).
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Figura 63. El cribado de 10.000 compuestos en un clon latentemente infectado dio como resultado 8
moléculas que eran capaces de reactivar el promotor del HIV. Los 10.000 compuestos de la libreria
fueron testados en el laboratorio de Eric Verdin en un clon latentemente infectado, a una concentracion
final de 30uM durante 24 horas. De dicho estudio se obtuvieron 8 compuestos capaces de reactivar el
promotor latente, cuyas estructuras se muestran en la figura. Los compuestos positivos fueron numerados

para una mayor facilidad de nomenclatura.

Desde un punto de vista estructural, 6 de los 8 compuestos positivos se podian
clasificar en dos grupos quimicos diferentes, los de clase 1 y los de clase 2. Los
compuestos numeros 4, 7 y 8 pertenecian a los de clase 1 y los compuestos 1,2y 9, a

los de clase 2 (Figura 64).
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Figura 64. Seis de los ocho compuestos positivos obtenidos del cribado podian clasificarse en dos
grupos segun su estructura quimica. Los compuestos niimeros 4, 7 y 8 pertenecian a los compuestos de
clase 1 cuya caracteristica son dos anillos aromaticos como estructura principal y los compuestos 1,2 y 9

se podian clasificar dentro de los de clase 2.
Para profundizar en el estudio, se eligieron los compuestos niimero 1 y 4 del total de 8
compuestos positivos obtenidos en el cribado. Cada uno de estos compuestos era

perteneciente a una de las dos clases con estructuras quimicas diferentes y en los
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estudios iniciales se habia observado una gran activacion de las células latentes con
dichos compuestos. Los compuestos 1 y 4 fueron testados en la poblacion heterogénea
latentemente infectada, en 3 clones latentes portadores del mini-genoma viral LTR-Tat-
IRES-GFP-LTR (clones 27, H2 y Al) y en dos clones latentes con el genoma viral de
9Kb (clones 6.3 y 11.1). Estas células fueron tratadas durante 24 y 48 horas con los dos
compuestos a diferentes concentraciones desde SuM a 160uM. Los resultados con el
compuesto nimero | mostraron buenos niveles de reactivacion del promotor,
reactivacion que llegaba a su méximo a una concentracién de 80uM (Figura 65A). En el
caso del compuesto numero 4 también se observo reactivacion en todas las células,
llegando a unos valores de reactivacion méaxima usando concentraciones entre los 40uM
y los 160uM, dependiendo de las células (Figura 65B). La viabilidad de las células se
calcul6 mediante un histograma que relacionaba dos pardmetros de dispersion, el
forward-scatter o FSC, que es una media proporcional al tamafio de la célula, y el side-
scatter (SSC), proporcional a la complejidad y rugosidad de la particula que pasa por el
citometro. Este tipo de histograma nos permite diferenciar entre las células vivas y
muertas, asi como también los agregados celulares (Figura 65C, izquierda). En el
histograma de fluorescencia se representan solo las células vivas y se utilizan los
valores obtenidos tras la excitacion con un laser que cubre el rango de longitud de onda
donde se encuentra la proteina GFP (FL1) en relacion a los obtenidos con otro laser con

excitacion en una longitud de onda lejana a GFP (FL3) (Figura 65C, derecha).

Estos resultados indicaban una buena reactivacion del promotor latente con los
compuestos, reactivacion que no se cefiia a un unico clon latente (por tanto a un lugar de
integracion determinado) sino que tenia un mayor espectro, capaz de reactivar el
promotor del HIV en distintos entornos tales como repeticiones alfoideas, intrones de
genes o regiones intergénicas. Otra observacion de los resultados fue la alta mortalidad
celular que provocaban los compuestos tras el tratamiento con altas concentraciones.
Este punto podia ser un gran problema para la posible aplicaciéon terapéutica de los

compuestos en pacientes.
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Figura 65. Los compuestos niimero 1 y 4 son capaces de reactivar el promotor del HIV en la
poblacion heterogénea latente y en diferentes clones. La poblacion latentemente infectada y los clones
27, H2, Al, 6.3 y 11.1 fueron tratados con los compuestos 1 (apartado A) y 4 (apartado B) a
concentraciones de SpM, 10uM, 20uM, 40uM, 80uM y 160uM. Las células fueron analizadas mediante
el citometro de flujo tras 24 y 28 horas de tratamiento. Se muestran los datos de los porcentajes de GFP
(paneles de la izquierda) y los porcentajes de viabilidad (paneles de la derecha). (C) Representacion de
los histogramas obtenidos en el citometro de flujo, los cuales muestran la viabilidad de las células

(forward-scatter vs. side-scatter) (izquierda) y la expresion de GFP (derecha).

El haber observado una gran mortalidad con ambos compuestos, mortalidad que se
correlacionaba con las concentraciones a las que se veia la reactivacion del promotor
nos hizo pensar si ambos factores estaban relacionados. Para testar la posibilidad de que
cualquier compuesto que produjese mortalidad celular activase el promotor HIV latente,
se trataron las células del clon H2 con varios compuestos con mayor o menor toxicidad
y se siguido la expresion de GFP y la mortalidad en el citometro de flujo. Los
compuestos elegidos fueron los compuestos 1 y 4, Puromicina, camptotecina, metil
metano sulfonato (MMS), hidroxiurea (HU), colcemida e higromicina. Se puso observar
que la camptotecina, que es un compuesto descrito como un inductor de la apoptosis,
desreprimia el promotor, pero otros factores que también producian una mortalidad
elevada, tales como la colcemida o la higromicina, tenian unos valores de GFP muy
bajos. Los compuestos 1 y 4 producian una mortalidad moderada, y se obtenian

elevados valores de desrepresion (Tabla 2).
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Tratamiento %GFP | %viabilidad
--- 0,3 89,7
Compuesto 1 243 39,4
Compuesto 4 25,7 58,8
Puromicina 1,3 18,2
Camptotecina 10uM 10,6 3,2
Camptotecina 100uM 12,9 3,9
Metil metano sulfato (MMS) 0,2 90,8
Hidroxiurea (HU) 3,3 27,4
Colcemida 3,3 4.4
Higromicina 4,2 14,9

Tabla 2. Tratamiento con diferentes compuestos de las células H2. Las células del clon H2 fueron
tratadas con diversos compuestos. La Puromicina (2pg/ml), y los compuestos 1 (80uM) y 4 (80uM)
fueron afadidos durante 24 horas. La camptotecina (10uM y 100uM), MMS (ImM), HU (ImM),
higromicina (1.6mg/ml) y colcemida (20ng/ml) fueron afiadidos durante 48 horas. Tras el tratamiento las
células fueron analizadas en el citometro de flujo, donde se mir6 la expresion de GFP y el porcentaje de

células vivas.

Todo ello, nos indicaba que no habia una correlacion directa entre la mortalidad de las
células y la desrepresion del promotor, aunque en casos concretos como la camptotecina
si que se veia un ligero aumento de la expresion de la GFP. A parte, también se pudo
concluir que la reactivacion del promotor tras el tratamiento con los compuestos 1 y 4
era especifica de la accion sobre su diana de accion y no debida a la mortalidad celular

causada.

6.2. CRIBADO VIRTUAL Y TARGET FISHING

Posteriormente, empezamos una colaboracion con el Dr. Jordi Mestres (IMIM y
Chemotargets S.L., Barcelona) con los objetivos de conocer las dianas de accion de los
ocho compuestos obtenidos, asi como para poder optimizar su actividad mediante la
seleccion de compuestos similares que pudieran tener una mayor actividad o una menor

toxicidad.

Para poder conocer las dianas de accion y los mecanismos que se podrian estar
activando tras el tratamiento con los compuestos (mecanismos que estarian produciendo

la reactivacion del promotor viral) se llevoé a cabo el llamado target fishing. Dicho
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procedimiento consiste en comparar estructuralmente los ochos compuestos obtenidos
en la libreria con una base de datos de compuestos, las dianas de accion de los cuales
son conocidas. En un primero intento se compararon los ocho compuestos con una base
de datos de 60.000 compuestos cuyas dianas de accion sumaban un total de 541.
Desafortunadamente, no se encontré ningin compuesto estructuralmente parecido a
nuestros compuestos. El siguiente paso fue utilizar unos parametros menos restrictivos
en el target fishing, con los cuales se tenia acceso a un total de 100.000 que cubrian 687
dianas de accion. Este andlisis mostrd6 que 3 de los 8 compuestos iniciales eran
estructuralmente muy parecidos a compuestos cuya diana de accion se encontraba entre
las 687 de la base de datos. Mas en concreto, el compuesto numero 9 se parecia a una
molécula activadora del receptor metabotropico del glutamato tipo 5 cuya funcién es
modificar la respuesta de determinados canales de membrana y esta asociado a la
plasticidad sindptica. Por otra parte, los compuestos 4 y 8, pertenecientes ambos a la
clase 1 de compuestos que contienen un anillo quinoleina como estructura principal, se
parecian estructuralmente a dos compuestos que son inhibidores de la Poli (ADP-
Ribosa) Polimerasa, o PARP-1. Esta enzima cataliza la transferencia de unidades de
ADP-ribosa a proteinas y ha sido descrita su relacioén con la reparacion del ADN y en la
regulacion transcripcional. Comparando los compuestos originales con los inhibidores
de PARP-1 obtenidos de la base de datos, se pudo comprobar que las estructuras

quimicas tenian un gran parecido (Figura 66)
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Figura 66. El compuesto 9 (ID 749328) es parecido a una molécula cuya funcién es activadora del
receptor metabotréopico de glutamato tipo 5. Los compuestos 4 (ID 175126) y 8 (ID 175124) son
estructuralmente parecidos a dos compuestos obtenidos en el target fishing que son inhibidores de

PARP-1.

El hecho de haber tenido que usar unos pardmetros poco restrictivos en el target
fishing, ya que con otros parametros iniciales no se encontrd ninguna diana, y tras ello
solo haber obtenido 2 dianas de accidn para 3 de los compuestos originales, hizo pensar
en una segunda estrategia para encontrar mas dianas de accion. Para ello, se utilizé el
principio por el cual compuestos similares deberian tener un ambiente bioldgico similar,
y por lo tanto, moléculas similares a los 8 compuestos similares deberian tener similares
funciones en la célula. Asi pues, se realizé un cribado virtual de los 8 compuestos,
obteniéndose 25.000 compuestos que eran estructuralmente similares a las moléculas
iniciales, los cuales fueron usados contra la base de datos de las 541 dianas de accion.
Del resultado se obtuvieron una serie de dianas que se podian dividir segin los
compuestos de clase 1 y clase 2, excepto el compuesto niumero 5, que no fue clasificado

inicialmente en ninguna de las dos clases. Los resultados se resumen en la Tabla 3.

Compuestos de clase 1
Inhibidores de PARP-1
Inhibidores de fosfodiesterasas del AMP ciclico 7A (PDE7A)

Inhibidores de Anhidrasas carbonicas

Compuestos de clase 2
Inhibidores de la proteina tirosina quinasa Lck

Moduladores positivos del receptor metabotropico de Glutamato tipo 5

Antagonistas del receptor A3 de adenosina

Compuesto #5 (ID 836414)

Inhibidores de la proteina tirosina quinasa Lck

Tabla 3. Dianas de accion obtenidos tras hacer un cribado virtual de los ocho compuestos iniciales y
un posterior target fishing. Partiendo de los compuestos originales se encontraron un total de25.000
compuestos similares, los cuales fueron utilizados en el farget fishing, encontrandose una serie de dianas

de accion, las cuales podrian ser las mismas que las dianas de los compuestos iniciales. Dichas dianas se
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clasificaron segun las dos clases en las que se clasificaron los compuestos originales. Se clasifico a parte

el compuesto #5, ya que no pertenecia a ninguna de las dos clases.

Mirando detenidamente los resultados, se pudo observar que no habia una diana
comun en los 8 compuestos iniciales de la libreria, asi que posiblemente algunas de
estas moléculas podrian tener mecanismos de accion o rutas diferentes. Es interesante
remarcar que la diana PARP-1 fue obtenida en el farget fishing partiendo de las
moléculas iniciales y con parametros permisivos, asi como en esta segunda estrategia en
la que se hizo primero un cribado virtual para luego hacer target fishing con los

compuestos obtenidos.

Para confirmar dichas dianas, se decidi6 utilizar drogas comerciales descritas
previamente con la misma funcion que se habia obtenido de los compuestos en el target

fishing. Las drogas elegidos fueron las siguientes:

Inhibidores de PARP-1
= PJ34

* Benzamida
* Minociclina
- Inhibidor de fosfodiesterasas del AMP ciclico 7A (PDE7A)
= BRL50481
- Inhibidor de Anhidrasas carbonicas
* Acetazolamida
- Inhibido de la proteina tirosina quinasa Lck
* Damnacantal
- Modulador positivo del receptor metabotropico de Glutamato tipo 5

= DFB

Sobre el compuesto #3 (ID 671859) no se obtuvo ninguna diana de accion del target
fishing pero se vio que la molécula era estructuralmente muy parecida a un compuesto
comercial llamado Nifedipina, el cual bloquea un tipo especifico de canales de calcio
(Figura 67). Es por esta razon que también se decidio afiadir dicha droga a nuestro

analisis.
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Nifedipine

Figura 67. El compuesto #3 (ID 671859) se parece estructuralmente a la droga comercial nifedipina,

utilizada para bloquear un tipo especifico de canales de calcio.

Estas 8 drogas se probaron en los clones H2, 11.1 y 6.3 durante 24 y 48 horas y

utilizando diferentes concentraciones, y se analizaron las células en el citometro de flujo

para comprobar la reactivacion del promotor latente. Los resultados mostraron que

ninguna de las 8 drogas testadas era capaz de desreprimir el promotor HIV de su estado

latente. A modo de ejemplo, se muestran los resultados obtenidos con el clon H2 con

todas las drogas (Figura 68). Esto nos llevo a concluir que el andlisis computacional no

habia sido capaz de identificar las correctas dianas para los compuestos que si eran

eficaces para reactivar el virus latente.
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Acetazolamida Damnacantal
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Figura 68. El tratamiento con las 8 drogas especificas para las diana de accion obtenidas en el target
fishing no desreprimié el promotor HIV latente. Las células del clon H2 fueron tratadas con PJ34,
Benzamida, Minociclina, BRL50481, Acetazolamida, Damnacantal, DFB y Nifedipina. En todos los
casos, las concentraciones de los tratamientos fueron 10nM, 100nM, 1uM y 10uM durante 24 y 48 horas.
Los resultados se muestran como porcentaje de GFP en los tiempos comentados. Con los compuestos
originales #1 y #4, los porcentajes de reactivacion suelen ser de 30-35% a 40-80uM y de 2-4% con 10uM
(véase Figura 65).

6.3. CARACTERIZACION DE UN NUEVO COMPUESTO DERIVADO DE LOS
COMPUESTOS POSITIVOS ORIGINALES DE CLASE I

6.3.1. Descubrimiento del compuesto A36

Nuestro segundo objetivo en colaboracion con el Dr. Jordi Mestres consistia en
optimizar los compuestos originales con la finalidad de encontrar nuevas moléculas con
mayor actividad y/o menor mortalidad. Es por esta razon que se hizo un cribado virtual
comparando los ocho compuestos iniciales con una base de datos de moléculas, que
contenia un total de mas de 7.000.000 de compuestos comercialmente accesibles. Del
resultado del cribado se hizo una seleccién de 258 compuestos que cubrian los ocho
compuestos originales, y de ellos, se propusieron 43 nuevas moléculas con variaciones
respecto a los originales que fueron adquiridas. Se utilizaron todos los compuestos a dos
concentraciones diferentes (SuM y 40uM) durante 24 y 48 horas en la poblacion

heterogénea latente y en el clon 27. El andlisis de todos los compuestos dio como
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resultado que uno de los compuestos testados, que se llamd A36 y derivaba de los

compuestos de clase I, era capaz de reactivar la expresion del HIV latente (Figura 69).

Drogas A2-A44 en la poblacion heterogénea latente
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Figura 69. El compuesto A36 es capaz de reactivar el promotor del HIV latente. Las células de la
poblacion heterogénea latente fueron tratadas con los compuestos A2-A44 (40uM) durante 48 horas,

periodo tras el cual se analiz6 la expresion de GFP en un citometro de flujo.

A continuacidn, se repitio el experimento con un amplio rango de concentraciones del
compuesto (entre 1uM y 160uM), sobre cuatro clones latentes, el clon 27, A2, H2 y 6.3.
Los resultados mostraron que en los 3 primeros clones (con el mini-genoma del HIV),
A36 era capaz de reactivar el promotor del HIV de manera eficiente y la mortalidad a
elevadas concentraciones era practicamente nula (Figuras 70A, 70B, y 70C). Aun
teniendo que utilizar concentraciones elevadas a nivel de uM de los compuestos, la
disminucioén en la mortalidad del compuesto A36 ofrecia una gran ventaja sobre los
ocho compuestos iniciales. En el caso del clon 6.3 (con el genoma de 9Kb de longitud),
no se veia reactivacion del promotor del HIV simplemente afiadiendo dicho compuesto
(Figura 70D). Probablemente, nos veriamos en la necesidad de combinar el A36 con

otros compuestos para ver dicha reactivacion.

163

Ad4



RESULTADOS

A clon 27 clon 27

30 120
25 100
.20 g 80
Z 15 =
;3 g 60
10 R
<40
5
20
0
—  1yM  SuM 40uM  80uM 160uM 0
concentracién —-  1uM  5uM  40puM  SOuM 160pM
B clon A2
clon A2
25
120
20
100
& 15 -
g z 80
S 10 4 =
2 60
s
5 S a0
0- 20
—  1uM  SuM  40uM 80pM 160uM
0
concentracién
—  1uM  5uM  40uM  80uM 160pM
C clon H2 clon H2
35 20
30 80
25 70
& 20 39
] = 50
= 15 E
10 210
= 30
5 20
0 10
—  1uyM  5uM  40uM  80uM 160pM

concentracién - lpM suM 40uM 8OpM  160uM

D clon 6.3 clon 6.3
s 100
90
2.5 80
2 - 70
& g 60
T 1.5 G
2 £ s
I \: 40
30
0.5
' 20
0 — 10
—  1uM  S5uM 40uM SOuM 160pM 0

concentracién T LMD SEMDSOMM EORM TeouM
Figura 70. Los clones 27, A2 y H2 se reactivan tras el tratamiento con el compuesto A36 sin afectar
la viabilidad de las células. Los clones 27 (A), A2 (B), H2 (C) y 6.3 (D) fueron tratados durante 24
horas con el compuesto A36. Las concentraciones oscilaron entre 1uM y 160uM. Tras el periodo de
tratamiento, las células fueron analizadas en el citometro de flujo, midiéndose la expresion de GFP
(izquierda) y el porcentaje de viabilidad (derecha). Los datos son graficos representativos de un total de 3

experimentos.
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Con el fin de conocer la IC50 del compuesto que nos permite conocer la eficacia de
una droga (ya que mide la cantidad de compuesto necesario para producir la mitad de la
reactivacion del promotor del HIV observable), se tratd el clon 27 con concentraciones
de A36 entre 1uM y 1.28mM, y tras 24 horas de tratamiento se analizaron las células en
el citometro de flujo. El maximo de actividad se encontr6 en la concentracion de
320uM, llegdndose a niveles de GFP de casi el 40%. La mitad de esta expresion
maxima del promotor se encontré a una concentracion de 80uM, con valores de
desrepresion cercanos al 20%. Por ello, se describi6 la IC50 del A36 en 80uM (Figura
71).
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Figura 71. La IC50 del compuesto A36 es de 80uM. Las células del clon 27 fueron tratadas con el A36
a concentraciones de 1uM, 5uM, 40uM, 80uM, 160uM, 320uM y 640uM durante 24 horas, periodo tras
el cual se analizaron las células en el citdémetro de flujo. Los valores de desrepresion del promotor se

muestran como porcentajes de GFP.

6.3.2. Cuantificacion de la transcripcion del HIV en respuesta a A36

A continuacion y siguiendo con la caracterizacion del compuesto A36, nos
propusimos cuantificar la transcripcion del HIV en respuesta a A36 mediante RT-PCR.
Para ello, se utilizaron los 4 oligonucledtidos especificos para las regiones
inmediatamente después del +1 en el 5’LTR (oligonucleétidos 8+9), Tat, GFP y la
region final del transcrito en el extremo 3’LTR (HIV_U3). El clon 27 se tratdé con A36
durante 36 horas y con el ARN se hizo una RT-PCR a tiempo real de cada una de las
regiones, utilizando el ADN gendmico para normalizar. Los resultados mostraron un

aumento en la cantidad de transcritos que se estaban produciendo en las células tratadas
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con A36, pero el patron de transcritos era el mismo en células tratadas y sin tratar

(Figura 72).
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Figura 72. Tras el tratamiento con A36 del clon 27 se observa un aumento de la cantidad de
transcritos virales, aunque su patron es el mismo en células tratadas y sin tratar. El clon 27 fue
tratado durante 36 horas con el compuesto A36 (80uM), periodo tras el cual se extrajo el ARN de las
células y fue utilizado en una RT-PCR a tiempo real con oligonucledtidos cubriendo toda la region viral
(8+9, Tat, GFP, HIV_U3). Los valores obtenidos con el ADNc de cada muestra se pusieron en relacion a
los valores obtenidos con igual oligonucleotidos utilizando el ADN gendmico del clon 27 para normalizar

las cantidades de transcritos y poder comparar entre oligonucleotidos.

6.3.3. Combinacion de A36 con otros compuestos activadores del HIV

El siguiente paso en la caracterizacion del compuesto A36 consistid en comparar su
poder reactivador con el de otros compuestos activadores de la aexpresion del HIV
conocidos con anterioridad: PMA, TNFa, TSA, HMBA y 5-aza-2’deoxicitidina (o 5-
aza) y estudiar el efecto de combinar varias de estas drogas para ver si sinergizan, son
solo aditivas o con efectos solapados. El clon 27 y el clon 6.3 fueron tratados con los
compuestos por separado y con varias combinaciones durante 36 horas, periodo tras el
cual se analizo la expresion del promotor mediante la intensidad de fluorescencia o

MFL

En el clon 27, se analiz6 la intensidad de fluorescencia debido a que este clon es capaz
de reactivarse hasta niveles de GFP mayores de 80-90%. En dichos porcentajes nos es
imposible poder diferenciar los efectos entre compuestos ya que se ha llegado hasta
valores de saturaciéon en el porcentaje de células que se han convertido en GFP-
positivas. En dicho clon, los resultados de MFI mostraron que el A36 reactivaba el HIV

con una intensidad similar a TSA aunque de forma menor que PMA, TNF o HMBA. Al
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combinarlo con estos compuestos, se pudo observar que el A36 sinergizaba con TSA,
TNF y sobre todo con PMA, y al combinar con HMBA, ambos compuestos parecian
tener efectos aditivos (Figuras 73A y 73B). Se obtuvo una mayor reactivaciéon al
combinar los compuestos PMA+TSA+A36 y PMA+TNF+A36 (Figuras 73A y 73B).
No se observa ningln efecto con el compuesto 5-aza en ninguna de las combinaciones
de los compuestos (Figuras 73A y 73B) debido a que el provirus integrado no sufre
represion por metilacion del ADN (Jordan et al. 2003, Pion et al. 2003).
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Figura 73. Sinergismos entre compuestos conocidos y el compuesto A36 en el clon 27. (A) y (B) Las
células del clon 27 fueron tratados durante 36 horas con PMA, TSA, TNF, HMBA, 5-aza y A36 (80uM)
y varias combinaciones entre estos compuestos. Las células se analizaron en el citdémetro de flujo y se
representa los valores de intensidad de fluorescencia o MFI. Los datos son representativos de dos

experimentos independientes.

Al estudiar el clon 6.3 y el efecto que se producia tras las combinaciones de los
compuestos, se observo que el A36 no tenia efecto sobre el promotor del HIV, asi como
tampoco los compuestos TSA, 5-aza, HMBA por si solos. Se pudieron ver efectos
aditivos al anadir tanto TNF como PMA y 5-aza al A36, pero los valores de sinergia
mayores se consiguieron mediante el tratamiento con PMA, TNF y A36 (Figuras 74A y
74B).

Recientemente se ha descrito que los clones latentes obtenidos con el vector de 9Kb
sufren inhibicidon por metilacion del ADN y que para observar su reactivacion hace falta
el tratamiento con 5-aza (Kauder et al. 2009). Por ejemplo, la méxima activacion se
consigue al combinar TNF con 5-aza en el clon 6.3 ya que se debe desmetilar el ADN
para que el TNF tenga su maximo efecto (Figuras 74A y 74B). Es muy destacable que
en nuestros experimentos consigamos una mayor reacticacion con el tratamiento

PMA+TNF+A36 y en ausencia de 5-aza.
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Figura 74. Sinergismos entre compuestos conocidos y el compuesto A36 en el clon 6.3. (A) y (B). Las
células del clon 6.3 fueron tratados durante 36 horas con PMA, TSA, TNF, HMBA, 5-aza y A36 (80uM)
y varias combinaciones entre estos compuestos. Las células se analizaron en el citdémetro de flujo y se
representa los valores de intensidad de fluorescencia o MFI. Los datos son representativos de dos
experimentos independientes. Notese que la escala en las ordenadas (MFI) en la figura B son menores

que en A.

El hecho de no haber visto apenas reactivacion del promotor en un clon con un HIV
de 9Kb de longitud (integro), a diferencia de lo que habiamos visto en el clon 27 (mini-
genoma) nos hizo preguntarnos si este comportamiento se observaria también en otros
clones con el HIV integro. Para ello, tratamos los clones 11.1, 15.4, 8.4 y 10.6 con A36,
Saza, TNF y combinaciones de los tres compuestos. Se pudo observar que el compuesto
A36 no desreprimia el promotor del HIV en el clon 11.1, ni tan solo combinandolo con
las otras drogas (Figura 75A). Al tratar el clon 10.6 con A36 se desreprimia el promotor
de un 10 a un 24% de GFP, y tras combinarlo con otras drogas, se observaba un ligero
aumento en la reactivacion al combinar con TNF y TNF+5aza analizando los valores de
MFI (Figura 75B). Los clones 8.4 y 15.4 tenian el mismo comportamiento tras el
tratamiento con las drogas. A36 no reactiva el promotor latente por si solo, pero si que

sinergiza de forma importante con TNF, cosa que no hace 5-aza en estos clones (Figura
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75C, se muestra el clon 8.4). Este hecho indica la necesidad de combinar A36 y TNF

para poder desreprimir eficientemente el promotor.

Todos estos datos mostraron que el tratamiento con A36 en los clones cuyo HIV tiene
9Kb de longitud afecta de manera distinta segun el clon utilizado. De esta manera, se
mostrd una variabilidad entre clones cuya activacion del promotor viral podria ser

debida a la activacion de diferentes vias de sefializacion.
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Figura 75. El tratamiento con A36 de clones con un HIV integro de 9Kb afecta de manera diferente
segin el clon tratado. Los clones 11.1, 10.6, 15.4 y 8.4 fueron tratados con A36 (80uM), Saza, TNF o
una combinacion de las tres drogas durante 36 horas, tiempo tras el cual se analizaron los porcentajes de
GPF y la intensidad de fluorescencia en el citometro de flujo. Se muestran los datos de GFP y MFI para
11.1 (A), 10.6 (B) y 8.4 (C). Los datos obtenidos con los tratamientos en el clon 15.4 siguen el mismo
patron que los obtenidos en el clon 8.4 (datos no mostrados). Se muestran unos graficos representativos

de 3 experimentos independientes.
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6.3.4. Busqueda del mecanismo de accion mediante el cual esta actuando A36

Con el objetivo de conocer qué mecanismo de accion estd utilizando A36 para
reactivar el promotor viral, se hicieron tratamientos con diferentes concentraciones de
A36 y los compuestos TNF, PMA, TSA y HMBA. De esta manera, se pretendia llegar
al estado de saturacion de la via de uno de los compuestos y gracias a ello seriamos
capaces de ver si A36 podia aumentar la reactivacion del promotor o si por el contrario
no era capaz de incrementar mas la desrepresion por estar actuando por la misma via de

sefializacion y haberse llegado al estado de saturacion de la misma.

Las células del clon 27 fueron tratadas con dos concentraciones de A36 y 9 de TNF o
5 de PMA durante 36 horas, periodo tras el cual se analizaron las células en el FACS y
se midio el porcentaje de GFP, la MFI y la viabilidad. Tras chequear la intensidad de
fluorescencia se pudo observar un sinergismo tanto entre A36 y TNF como A36 y
PMA, ya que al combinar altas concentraciones de TNF o PMA con A36, la despresion
del promotor era mayor que con los tratamientos por separado (Figuras 76A y 76B). Al
utilizar concentraciones de TNF o PMA con las que se observa la saturacion de la via
por la cual se desreprime el promotor viral (>100ng/ml de TNF y >160nM de PMA) se
vio que A36 ejercia un efecto sinérgico en la activacion del HIV. Este hecho mostré que
la via de sefializacion por la cual estd activando A36 es diferente a la utilizada por TNF

y PMA.

Al tratar las células con A36 y HMBA con dos concentraciones de A36 y cinco de
HMBA se pudo observar una maxima desrepresion del promotor tratando con 20mM de
HMBA. A mayores concentraciones se observa una disminucién en la reactivacion,
posiblemente debido a los grandes efectos citotoxicos de HMBA que se observan al
analizar los datos de wviabilidad (Figura 76C, izquierda). Al combinar dos
concentraciones de A36 y 5 de TSA se vio que los valores de reactivacion de las células
con TSA y A36 eran muy similares a los obtenidos con TSA solo. Este hecho se
observaba incluso a concentraciones altas, pero en dichas concentraciones, la toxicidad
celular era muy elevada (Figura 76D, izquierda). Asi pues, el hecho que tanto el HMBA
como el TSA produjesen una gran toxicidad a concentraciones elevadas dificultaba el
hecho de analizar los efectos de la saturacion de sus vias y el posible efecto de A36 en
la desrepresion del promotor viral. Por esta razén, se utilizaron las concentraciones

menos toxicas de ambos compuestos (10mM y 20mM de HMBA y 0.4pM y 1uM de
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TSA) y diversas concentraciones de A36. En el caso del HMBA se observé una mayor
desrepresion al combinar ambos compuestos que al tratar simplemente con A36 (Figura
76C, derecha) y por otra parte, al combinar dos concentraciones de TSA con cinco
diferentes de A36 también se pudo comprobar un sinergismo entre ambos compuestos
mayor que los compuestos por separado (Figura 76D, derecha). En ambos casos,
utilizando las concentraciones de A36 en las que se llega a la saturacion de las vias por
las cuales reactiva el promotor viral, la adicion de HMBA o TSA sinergiza la
reactivacion del HIV. Este hecho sugiere que las vias por las cuales estan actuando los

dos compuestos y el A36 son diferentes.

Todos estos datos no nos permiten afirmar que A36 tenga un efecto equivalente a
PMA, TNF, HMBA o TSA, més bien indicaria que su accidén impacta en una ruta

diferente a las estimuladas por estos compuestos.
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Figura 76. A36 no parece actuar por las mismas vias por las que PMA, TSA, HMBA y TSA
reactivan el promotor viral latente. (A) Las células del clon 27 fueron tratadas con 5 concentraciones
de TNF (1, 2.5, 10, 40 y 100ng/ml) y 2 de A36 (50 y 100uM) durante 36 horas. (B) El clon 27 fue tratado
con 5 concentraciones de PMA (10, 20, 40, 80 y 160nM) y 2 de A36 (50 y 100uM) durante 36 horas. (C)
Las células del clon 27 fueron tratadas durante 36 horas con HMBA (10, 20, 40, 80 y 160mM) y A36 (50
y 100uM) (izquierda) y posteriormente se utilizaron 5 concentraciones de A36 (50, 75, 100, 125 y 150
uM) y 2 de HMBA (10 y 20mM) (derecha). (D) El clon 27 fue tratado con TSA (0.4, 0.8, 1.6, 3.2 y
6.4mM) y A36 (50 y 100uM) (izquierda). A continuacién se utilizaron 5 concentraciones de A36 (50,
75, 100, 125 y 150 uM) y 2 de TSA (0.4 y 1uM) (derecha) En ambos casos, el tratamiento fue de 36
horas. En todos los casos, las células se analizaron en el citometro de flujo tras las 36 horas de

tratamiento, analizando los porcentajes de GFP, la MFI y la viabilidad celular.

6.3.5. Analisis del efecto de A36 sobre un modelo de HIV en células 293T

Otro modelo celular que se utilizo con la finalidad de probar el compuesto A36 sobre
el promotor HIV consistio en transfectar las células 293T con un vector expresando el
LTR viral, el cual estd asociado a la luciferasa como reportero (LTR-luc). Tras la

transfeccion, se trataron las células con A36, EGF, PMA, TSA y TNF y el ensayo de
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luciferasa mostr6é que tanto el compuesto A36, como el resto de drogas eran capaces de
activar el promotor del HIV, aumentando su expresion en relacion al control sin

tratamiento (Figura 77).

293T LTR-luc
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Figura 77. El A36 es capaz de activar el plasmido expresando el promotor viral asociado a un
reportero luciferasa en 293T. Las células 293T fueron transfectadas con el plasmido LTR-luc y un dia
tras la transfeccion, las células fueron tratadas con los diferentes compuestos A36 (80uM), EGF
(50ng/ml), PMA, TSA, y TNF. Tras 36 horas de tratamiento, S5pg de proteinas del extracto total de las

células con los diferentes tratamientos fueron utilizadas en un ensayo de luciferasa. Se muestran los

valores como unidades de luciferasa o Relative Light Units (RLUs).

6.3.6. Efecto de A36 sobre diversas vias de sefializacion celular

El LTR viral contiene lugares de uniéon para varios factores de transcripcion,
incluyendo NFkB, NFAT, AP1 y SP1. Con el fin de explorar si el efecto de A36 es a
través de la activacion de alguna ruta de sefializacion que active algunos de estos
factores de transcripcion, se utilizaron una serie de plasmidos reporteros conteniendo los
lugares de union de NFkB, NFAT, AP1 y SP1 asociados al gen luciferasa. Las células
293T fueron transfectadas con cada uno de los pldsmidos y tratadas con diferentes
compuestos. Se pudo observar que el compuesto A36 era capaz de activar por si solo las
vias de NFAT y sobre todo AP1. En el caso de NFAT, la activacion del promotor viral
mediante A36 sinergiza con el tratamiento con PMA-+Ionomicina (Figura 78A), y en el
caso de API, sinergiza con PMA+lono+TSA (Figura 78B). El plasmido NFxB
respondia a TNF, activacion que es mayor con la combinacion TNF y A36 (Figura

78D). Por ultimo, el plasmido SPI1-luc no se ve alterado tras la adicion de A36, ni
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compuestos combinados con A36 (Figura 78C). Los resultados mostraron que A36
potencia la activacion de la ruta de NFxB por TNF, pero no hay indicios directos de que
A36 pueda activar esta ruta por si solo. A36 también parece estar actuando sobre algiin

mecanismo que acabara activando las vias AP1 y NFAT.
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Figura 78. A36 podria estar actuando sobre las vias de NFAT y AP1 y potencia la activacién de
NFxB por TNF. Las células 293T fueron transfectadas con plasmidos expresando NFAT-luc, AP1-luc,
SP1-luc y NF«B-luc. Un dia tras la transfeccion las células fueron tratadas con los diferentes compuestos
durante 36 horas, periodo tras el cual se lisaron y se utilizaron Sug de proteinas en un ensayo de

luciferasa. Se muestran los valores como unidades de luciferasa o Relative Light Units (RLUs).

6.3.7. Estudio de la implicacion de A36 sobre las vias de la quinasa PKC, de la
MAP quinasa ERK y de la PI3K

Con el fin de poder saber el mecanismo por el cual el compuesto A36 es capaz de

reactivar el promotor latente también se utilizaron una seria de inhibidores de diferentes
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vias de senalizacion. Una primera via que se estudio fue la via de la PKC (Protein
Kinase C) puesto que es una ruta que puede activar NFkB por una ruta diferente a TNF
y cuya activacion mediante la adicion de PMA ha sido altamente descrita (Verin et al.
2000, Petiti et al 2010). Aunque la activacion de PKC puede activar NFkB, NF«B se

puede activar mediante otras proteinas, tales como PI3K o TNFR.

Se trataron las célula del clon 27 con diferentes concentraciones del compuesto
GF109203X, un conocido inhibidor selectivo de la via de la PKC, y combinandolo con
PMA, TSA, TNF y A36. El resultado mostr6 una inhibicién selectiva de la reactivacion
del promotor mediada por PMA tras el tratamiento con el inhibidor GF109203X, pero
no se observd dicha inhibicion tras el tratamiento con TSA, TNF o A36 (Figura 79).
Estos datos indicaban que la desrepresion del promotor del HIV tras el tratamiento con

A36 no estd mediada por la activacion de la proteina.
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Figura 79. La reactivacion del promotor viral mediada por A36 no se debe a una activacion de la
via de la PKC. Las células del clon 27 fueron tratadas durante una hora con el inhibidor GF109203X a 3
concentraciones diferentes (1uM, 2uM y 3uM), periodo tras el cual se trataron las células con PMA,
TSA, TNF y A36 (80uM) durante 24 horas. La expresion del virus se midi6 en el citdmetro de flujo y se
muestran los resultados de la intensidad de fluorescencia. Se muestra un ejemplo representativo de 3

experimentos independientes.

A continuacidn estudiamos tanto la via de sefializacion de la proteina quinasa activada
mitogénicamente (MAP quinasa) ERK como la via de PI3K (fosfatidilinositol 3
quinasa) y Akt. Para ello, usamos los inhibidores PD98059, el cual es especifico para la

via de ERK, y Wortmanina, la cual inhibe la PI3K. Las células del clon 27 fueron
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tratadas con PD98059 y Wortmanina y, posteriormente, con PMA, TSA, TNF y A36.
Tras analizar las células en el citoémetro de flujo se pudo observar que la activacion del
promotor viral mediada por PMA dependia mayormente de PKC y la posterior
activacion de NFxB, aunque la ruta de ERK también parecia tener un papel importante
debido a la activacion de AP1 o bien a un posible efecto de ERK sobre PKC o NFkB
(Figura 80). La activacion del promotor viral por TNF no dependia ni de PKC ni de
ERK ni de PI3K ya que el TNF es capaz de activar la via de sefalizacion del NFxB a
través de la ruta TNFR-TRADD-TRAF2 (véase Figura 12, introduccion), la cual es
independiente de dichas vias. En el caso de A36, se observo que la adicién de ambos
inhibidores no afectaba la desrepresion del promotor del HIV mediada por el
tratamiento con A36, la cual cosa sugeria que el A36 no reactiva el HIV mediante la
activacion de la via de la MAP quinasa ERK o la via de PI3K (Figura 80) pero tampoco
parece activar por si solo la ruta de NFkB tal y como hemos visto en experimentos con

el reportero NFxB-luc (Figura 80)

Todos estos resultados nos han permitido descartar varias posibles vias de activacion
de A36 lo cual apunta hacia una ruta inesperada y hasta la fecha no explorada

habitualmente para la activacioén del HIV.
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Figura 80. La desrepresion del promotor del HIV tras el tratamiento con el compuesto A36 no se

debe a una activacion de la via de la MAP quinasa ERK o de la via de PI3K. Las células del clon 27
fueron tratadas durante una hora con los inhibidores PD98059 (25uM) y Wortmanina (WM) (0.1uM).
Tras este tiempo, las células fueron tratadas con PMA, TSA, TNF y A36 (80uM) durante 24 horas. La
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expresion del promotor viral observada mediante la intensidad de fluorescencia. Se muestra un ejemplo

representativo de 2 experimentos independientes.

6.3.8. Analisis del ciclo celular tras el tratamiento con el compuesto A36

Con el objetivo de conocer si el compuesto A36 influia de alguna manera sobre el
perfil del ciclo celular se trataron las células Jurkat y el clon 27 con A36 durante 36
horas, periodo tras el cual se analizaron las diferentes fases del ciclo. Los resultados
mostraron que en ambas células el compuesto A36 producia un claro arresto de las
células en la fase G1 y una consecuente disminucion del nimero de células presentes en
las fases S y G2/M (Figura 81A). La siguiente pregunta que se quiso contestar fue si
este comportamiento visto en el perfil del ciclo celular tras el tratamiento con A36 era
especifico de este compuesto o si por el contrario otros compuestos también eran
capaces de alterar el ciclo de las células. Con este fin, se trataron las células Jurkat con
PMA, TSA y A36 durante 36 horas y tras este tiempo se hizo una tincion con loduro de
Propidio y se analizaron las diferentes fases del ciclo. Los tratamientos con PMA y A36
mostraron un perfil del ciclo celular muy parecido, con un gran arresto en G1, mientras
que el TSA no producia un arresto tan considerable como PMA y A36 (Figura 81B). Al
analizar la viabilidad de las células se pudo observar que el tratamiento con PMA era el
que producia una mortalidad més elevada de los 3 compuestos tras las 36 horas, pero

A36 no tenia ningun efecto sobre la mortalidad celular (Figura 81C).
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Figura 81. El tratamiento con A36 provoca un claro arresto de las células en G1, comparable al
observado tras el tratamiento con PMA. (A) Las células Jurkat y el clon 27 fueron tratados con A36
(80uM) durante 36 horas, periodo tras el cual se hizo una tincién con Ioduro de Propidio (B) Las células
Jurkat se trataron con PMA (10nM), TSA (400nM) y A36 (80uM) durante 36 horas y se tifiieron las
células con loduro de Propidio para poder observar las fases del ciclo celular (C) Se analiz6 la viabilidad

de las células Jurkat tras los diferentes tratamientos.

En resumen, se pudo observar como el compuesto A36 era capaz de alterar el patron
de ciclo celular de las células en estado basal, aumentando las células presentes en G1 y
disminuyendo las que estan presentes en las fases S y G2/M. Este patron era comparable

al observado tras la adicion de PMA a las células.

6.3.9. Estudio del efecto de otros compuestos derivados de las moléculas originales

de clase 1

A continuacion testamos dos nuevos compuestos que obtuvimos de una colaboradora
en el Parc Cientific de Barcelona. Uno de ellos (Y1) era parecido a A36 pero con algin
sustituyente (no se muestra la estructura quimica por estar en proceso de patente). El
otro (Y2) tenia la estructura de los compuestos de clase I pero sin ningun sustituyente ni
en R2 ni en R5. Nuestro objetivo consistia en saber si alguno de estos compuestos era
capaz de desreprimir el promotor viral de manera eficiente y poder estudiar los detalles
de la estructura quimica para poder conocer qué parte de la molécula es importante para

la reactivacion.
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Para ello, los compuestos Y1 y Y2 fueron probados a diferentes concentraciones en el
clon 27 y la poblacion heterogénea latente durante 36 horas, periodo tras el cual se
analizé la expresion de GFP y la viabilidad de las células. Con el compuesto Y1 se
consiguid desrepresion del promotor del HIV a concentracion elevadas, aunque los
valores no son tan elevados como con el compuesto A36. Al igual que éste, la viabilidad
de las células tras el tratamiento era muy elevada (Figuras 82A y 82B). Al observar los
resultados con el compuesto Y2 en el clon 27 se observo un aumento en la expresion de
GFP desde un 2,5% a un 4%, y en la poblacion heterogénea latente, se observaba un
aumento del 2 al 6% (Figuras 82C y 82D). Estos valores eran muy bajos comparados
con los valores de desrepresion con los compuestos de clase 1 (véase Figura 65B). Otro
punto a destacar era la mortalidad que causaba este compuesto sobre todo en el clon 27,

mortalidad que también se vio al tratar las células con los compuestos de clase 1.
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Figura 82. Reactivacion del promotor del HIV tras el tratamiento con los compuestos Y1y Y2. Las
células del clon 27 (A y C) y la poblacién heterogénea latente (B y D) se trataron con diferentes
concentraciones (1uM, S5uM, 40uM, 80uM y 160uM) de los compuestos Y1 (A, B) y Y2 (C, D) durante
36 horas, periodo tras el cual se analizé la desrepresion del promotor medida mediante porcentaje de GFP

(graficos de la izquierda) y la viabilidad de las células (graficos de la derecha).

A continuaciéon nos propusimos volver a hacer el cribado virtual de moléculas
partiendo de los compuestos originales, teniendo en cuenta la estructura quimica del
compuesto A36, el cual habia dado positivo en el andlisis. El cribado virtual volvid a
dar como resultado compuestos parecidos a los compuestos originales, de los cuales se
eligié un total de 15 moléculas cuya estructura quimica se basaba en el anillo quinoleina
presente en los compuestos de clase 1. Los 15 compuestos, nombrados del Z1 al Z15 se
trataron en el clon 27 y tras 36 horas se analizaron las células en el citometro de flujo.
Los resultados mostraron que el compuesto Z10 desreprimia el promotor de manera tan
eficiente como A36 pero causando una gran mortalidad entre las células (Figura 83).

Este hecho hace que se deba descartar dicho compuesto para seguir optimizando un

182



RESULTADOS

posible tratamiento para desreprimir el promotor latente, y deja el compuesto A36 como

el mejor entre todos los compuestos probados.

Clon 27 — compuestos Z1-Z15 (160uM)
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Figura 83. El compuesto Z10 es capaz de desreprimir el promotor hasta valores parecidos al A36,
pero causando una gran mortalidad. Las células del clon 27 fueron tratadas a una concentracion de
160pM con los 15 compuestos obtenidos del cribado virtual (Z1-Z15) durane 36 horas, periodo tras el
cual se analizaron las células en el citometro de flujo. Se muestran los valores de desrepresion del

promotor medidos como porcentaje de GFP y la viabilidad de las células tras el tratamiento.

Por ultimo se probaron otra serie de 42 compuestos, los cuales se habian obtenido
computacionalmente a partir de los compuestos originales de clase I (Eric Verdin,
comunicacion personal). Se tratd el clon 27 con cada uno de los compuestos durante 36
horas y tras este tiempo se midi6 la expresion de GFP y la viabilidad. Se observo la
presencia de un compuesto, llamado B37, el cual era capaz de desreprimir el promotor
del HIV aunque no hasta valores muy elevados (Figura 84). También se vio que dicho
compuesto producia una elevada mortalidad, la cual cosa hacia pensar que no seria un
buen candidato para seguir optimizando un posible compuesto como terapia contra los

virus latentes integrados.
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Figura 84. El compuesto B37 es capaz de desreprimir el promotor latente en células del clon 27. (A)
Las células del clon 27 fueron tratadas con los 42 compuestos a una concentracion de 40uM durante 36
horas. Tras este periodo de tiempo, la expresion de GFP y la viabilidad celular fueron chequeadas

mediante el citometro de flujo.
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1. Generacion de un modelo celular de latencia e influencia
del lugar de integracion en el estado latente del HIV

En el presente estudio nos propusimos entender los procesos que llevan al
establecimiento de la latencia del virus del HIV, estudiando los factores que podrian
estar involucrados y tratando de saber cual es el papel del lugar de integracion del

promotor en la latencia viral.

Para ello, nos vimos en la necesidad de tener un modelo celular que nos sirvieran para
estudiar la latencia del HIV en el laboratorio. El sistema elegido habia sido descrito
anteriormente (Jordan et al. 2003) y consistia en linfocitos T CD4+ los cuales se
infectaban con un vector con Tat y GFP bajo el control del promotor del HIV. Las
células latentes obtenidas tras el proceso eran aquellas células que en condiciones
basales no expresaban el promotor viral pero tras estimulacion, éstas se volvian GFP-
positivas, indicando una activacion del promotor del HIV. Se generaron tanto células
con una expresion del promotor viral constitutivamente activa, como células
latentemente infectadas, las cuales aparte de mantenerse como una poblacioén latente
heterogénea también sirvieron para generar clones a partir de células individuales. La
actividad transcripcional de los clones latentes fue analizada, observandose grandes
diferencias en los porcentajes de células GFP-positivas. Este hecho es debido a que los
clones vuelven al estado de latencia a diferentes velocidades tras la eliminacion del
compuesto activador utilizado para la generacion de las células latentes. Tras la
estimulaciéon de los clones latentes con varios compuestos que son activadores
conocidos del promotor del HIV se observo que algunos clones eran mas sensibles a
unos tratamientos que a otros. De este modo, el clon 7 responde mejor a un tratamiento
con TSA que con PMA o TNF, en cambio, el clon 15 responde mejor a PMA que a
TSA o a TNF. Estos hechos nos hicieron concluir que hay diferentes mecanismos o
componentes represores que estan relacionados con el establecimiento del estado de
latencia y esto puede explicar las diferencias en el comportamiento de las células tras

anadir un factor activador.

El estudio de los lugares de integracion del HIV en los diferentes clones nos llevo a
utilizar un protocolo que consiste en dos PCRs secuenciales que permiten detectar si las
integraciones se han dado en regiones alfoideas, que son regiones altamente repetitivas

localizadas en la heterocromatina centromérica. En nuestros experimentos pudimos
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observar que la integracion del HIV en 6 de los 21 clones analizados se localizaba en
estas regiones alfoideas o en sus alrededores. En estudios previos ya se habia observado
esta relacion entre integraciones en regiones heterocromatinicas y el estado de latencia
(Jordan et al. 2003, Lewinski et al. 2005). Los porcentajes obtenidos de integraciones en
regiones alfoideas de un total de 971 integraciones estudiadas era de un 4,3% del total
(Lewinski et al. 2005). En estos estudios se concluy6 que las integraciones en regiones
altamente compactadas llevan a un estado de latencia debido a que el ADN est4 poco
accesible. Esta falta de accesibilidad impide que se puedan unir factores de
transcripcion y la maquinaria de la ARN polimerasa para poder llevar a cabo un proceso

de transcripcion activo.

Nos propusimos estudiar los lugares de integracion de aquellos clones que no estaban
localizados en regiones alfoideas y para ello utilizamos un sistema que consistia en
digerir el ADN genomico del clon a estudiar y a continuacidon hacer una ligacion de
unas secuencias conocidas, llamadas adaptadores. Tras ello, dos PCRs secuenciales nos
permitian obtener unos productos de PCR que contenian un fragmento del lugar de
integracion del HIV los cuales se podian clonar y secuenciar para conocer la
integracion. Utilizando este mecanismo, pudimos observar que uno de los clones
latentes que estabamos utilizando tenia la integracion del HIV en un intréon de un gen
activo, el gen UBXDS. Este clon no era el tnico con este tipo de integracion, sino que
se conocian varios clones cuya integracion también se habia producido en intrones
(Jordan et al. 2003, Lenasi et al. 2008). Lewinski et al. (2005) demostraron que el HIV
inducible (o latente) se integraba mas frecuentemente en genes transcripcionalmente
muy activos en comparacion con el HIV constitutivo (24% vs. 14%). Otros estudios
hechos con células en reposo de pacientes largamente tratados con antirretrovirales
(hecho que disminuye la cantidad de virus activos y aumenta la proporcion de células
infectadas latentemente) mostraron que un 93% de las integraciones residian en
unidades transcripcionales y un 91% de estas integraciones se encontraron en genes
transcripcionalmente activos del genoma huésped (Han et al. 2004). Todos estos
estudios en los que se ha descrito que integraciones en intrones de genes activos llevan a
un estado de latencia del promotor viral pueden parecer una paradoja ya que si el gen
huésped se esta transcribiendo esto haria pensar que el virus también deberia estar
transcribiéndose. El hecho que estas integraciones sean latentes se puede explicar por el

fenémeno llamado interferencia transcripcional, en el cual, un promotor
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transcripcionalmente activo es capaz de silenciar un promotor situado corriente abajo
respecto al primero. Esta interferencia transcripcional ha sido descrita en varios modelos
celulares en referencia al HIV (Lenasi et al. 2008, Han et al. 2008, De Marco et al.
2008).

Lewinski et al. (2005) describieron otro lugar cuya integracion del HIV puede llevar a
un estado de latencia, a parte de las integraciones en heterocromatina y en intrones de
genes activos. Este lugar son los desiertos génicos, que son regiones del genoma pobres
en genes y se caracterizan por una densidad muy baja de islas CpG y una compactacion
elevada, aunque no llegando a formarse una heterocromatina muy constitutiva como en
las regiones de los centromeros (Figura 1). El silenciamiento del promotor viral se
deberia a unos niveles de compactaciéon de la cromatina que impedirian la correcta
transcripcion del promotor viral. Asi pues, un estado silente del promotor depende del
lugar donde se ha integrado el HIV y del ambiente que rodea a la integracion a nivel

cromatinico y de accesibilidad de factores de transcripcion.

Provirus

< HIV

Figura 1. Representacion de los 3 lugares de integracion descritos los cuales pueden llevar a un
silenciamiento del promotor del HIV y a un estado de latencia viral: intrones de genes activos, desiertos

génicos y heterocromatina.

La integracion del promotor viral en la secuencia genomica del huésped no es al azar.
Se ha descrito que el HIV ve favorecida su integracion en la secuencia palindromica 5°-
GT(A/T)AC-3’. Aunque esta preferencia es débil, puede predecir el lugar de integracion

del HIV en comparacién con secuencias elegidas aleatoriamente. Se ha descrito que las
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células activadas constitutivamente sustentan mas integraciones en regiones densas en
genes, densas en islas CpG y también en CG, en comparacion con las células latentes
(Brady et al. 2009). Esta observacion también fue descrita por Lewinski et al. (2005),
los cuales observaron que las células con un HIV activo se encontraban en regiones
intergénicas cortas, indicativas de dominios cromosOmicos ricos en genes, en

comparacion de las regiones intergénicas largas de las células con un HIV latente.
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2. Caracterizacion de los transcritos producidos en clones
cuya integracion del HIV se localiza en intrones de genes
activos

La transcripcion del HIV empieza en el +1 localizado en la region R del 5’LTR y
termina en el poli-A que se encuentra en la region R del 3’LTR. Tradicionalmente se
han descrito un conjunto de splicings en la secuencia del genoma viral que dan lugar a

la formacion de varios ARNm (Figura 2).
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Figura 2. Representacion de los diferentes splicing alternativos que dan lugar a la formacién de varios

transcritos a partir del genoma viral.

Uno de los mecanismos que pueden llevar a la latencia es la integracion del genoma
viral en un gen transcripcionalmente activo. Asi pues, en la presente tesis decidimos
estudiar mas en profundidad dos clones latentes cuya integracion del HIV se habia
producido en intrones de genes activos. El clon 27 se localizaba en un intrén del gen
UBXDS, entre los exones numero 8 y 9 del gen y la integracion del HIV se habia
producido en el mismo sentido del gen huésped. El HIV en el clon A2 en cambio se
habia integrado en sentido contrario de la transcripcion del gen UTX, en el cromosoma
X. Nuestra primera pregunta fue dirigida a estudiar si estos dos genes eran activos en
linfocitos, la cual cosa nos acercaria a la hipdtesis de los genes activos como mecanismo
para silenciar promotores cripticos dentro de su secuencia. Para ello utilizamos el ARN

de las células de ambos clones a nivel basal (sin tratamiento) para hacer una RT-DqPCR
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a tiempo real con oligonucledtidos de ambos genes, y genes controles. Para poder
comparar las cantidades de transcrito utilizando diferentes oligonucledtidos, los cuales
pueden tener eficiencias distintas, se hizo una PCR con cada par de oligonucleotidos
utilizando ADN gendmico y los valores obtenidos se utilizaron para normalizar los
valores con las muestras de ADNc (Lenasi et al. 2008). EI hecho de utilizar el mismo
ADN genoémico en todos los casos, nos permitia no tener en cuenta las diferencias que
podia haber por las distintas eficiencias de los oligonucledtidos. Como controles
utilizamos genes cuya activacion o represion fuera conocida en linfocitos T, tales como
CXCR4 (activado), CHESI (activado) o PCAF (reprimido). Tanto en el caso de
UBXDS8 como en el de UTX vimos que eran genes activos transcripcionalmente en
linfocitos. Este tipo de andlisis de la expresion de los genes donde el HIV se habia
integrado de forma latente ya fue utilizado por Han et al. (2004), en el cual analizaron

un total de 56 genes de los cuales, 51 de ellos eran transcripcionalmente activos.

El hecho que la transcripcion de los genes UBXDS8 y UTX fuera activa sugeria que
existe transcripcion proveniente del gen que estd pasando a través del genoma viral la
cual cosa podria estar afectando negativamente la transcripcion del HIV en un proceso

de interferencia transcripcional.

Se ha descrito que durante el estado de latencia se producen transcritos virales
aberrantes de longitud corta, observados tanto en los modelos celulares de latencia Ul y
ACH2 (Pomerantz et al. 1990) como en linfocitos T CD4+ de pacientes largamente
tratados con antirretrovirales (Lassen et al. 2004). En un estudio reciente se ha descrito
como la transcripcion de un gen podia estar inhibiendo la transcripcion del HIV
integrado dentro de su secuencia (Lenasi et al. 2008). En este mismo estudio observaban
que ademas de producirse los transcritos salvajes del gen, también habia terminacion en

la region poli-A del 5S’LTR del HIV, dando lugar a transcritos aberrantes mas cortos.

Primeramente estudiamos los transcritos que se estaban generando en el clon 27 con
el fin de saber si se estaban formando transcritos quimera entre el gen UBXDS8 y el HIV
que pudieran estar terminando aberrantemente y pudiera ser la causa de la falta de
expresion del transcrito viral y del estado de latencia. Estos transcritos quimera también
demostrarian la existencia de transcripcion empezando en el gen y continuando en el
genoma virico. El PMA se habia descrito como un activador del gen UBXDS8 (Imai et

al. 2002) asi que se decidi6 utilizar este compuesto para comprobar el efecto de la
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activacion del gen enddgeno sobre la expresion de los transcritos del HIV. Al tratar con
PMA las células del clon 27 y las células Jurkat control se observd que en ambos casos
el gen UBXDS se activaba, aunque la activacion en las células Jurkat era visiblemente
mayor que en el clon 27, sugiriendo que el hecho de estar activando también el
promotor del HIV en el clon 27 con PMA puede estar influenciando negativamente a la
expresion del gen endogeno. Estos datos también mostraron la dificultad de poder
utilizar el compuesto PMA ya que no podiamos diferenciar completamente el efecto del
gen endogeno sobre el promotor del HIV ya que el HIV también es capaz de activarse

mediante la adicion de PMA a las células.

Observamos la presencia de un tipo de transcritos quimera que empezaban en el gen
UBXDS y continuaba en la secuencia del 5’LTR, pero no se paraba en la secuencia poli-
A de este LTR sino que continuaba hacia regiones corriente abajo. Este resultado no
coincidia con el obtenido por Lenasi et al. (2008), en el cual parte de la transcripcion del

gen endogeno finalizaba en el 5’LTR viral.

Algunos de los transcritos que provenian del gen UBXDS, continuaban hacia las
regiones corriente abajo del genoma viral sin hacer el splicing anterior a la secuencia de
Tat, y otros transcritos producian splicings incorrectos, dando lugar a secuencias de Tat

truncadas.

La proporcion de transcritos que provenian del gen y que pasaban por la secuencia del
5’LTR hacia regiones corriente abajo fue cuantificada en referencia a los transcritos
virales que empezaban la transcripcion en el +1 del 5’LTR mediante RT-DgPCR, tanto
en estado basal como tras la estimulacion con PMA. Los experimentos mostraron que la
cantidad de transcritos provenientes del gen enddgeno era muy inferior a los transcritos
virales cuya transcripcion empezaba en el +1 del LTR, sobre todo tras la estimulacion
de las células con PMA. Este resultado también es contrario a lo observado por Lenasi
et al. (2008) ya que el transcrito que empieza en el gen enddgeno y acaba en el poli-A

del 5°’LTR es uno de los mayoritarios, observado mediante Northern Blot.

Se observo que los transcritos virales que empiezan en el +1 del 5’LTR podian o bien
hacer el splicing correcto descrito tradicionalmente situado entre el 5’LTR y la
secuencia de Tat, o bien podian saltarse las sefiales donadoras y aceptoras de splicing y

producir un transcrito mas largo. A parte, los transcritos podian empezar en el lugar de
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inicio de la transcripcion viral y reconocer el donador de splicing tras el LTR y
reconocer como aceptor de splicing el del exén posterior del gen UBXDS tras la
integracion del HIV. Analisis sobre la posibilidad de estar generando una proteina
truncada del gen UBXDS8 que pudiera estar funcionando como un dominante negativo
mostraron que la posible proteina truncada no entraba en la misma fase que la proteina

salvaje, asi que se descartd el posible efecto de un dominante negativo.

Al estudiar en mas detalle los transcritos del 3’LTR se observo la formacion de un
transcrito empezando en el promotor del 3’LTR a parte de transcritos que provenian del
5’LTR y los cuales no se terminaban en el poli-A sino que continuaban hacia la
secuencia corriente abajo del gen UBXDS. La cuantificacion de los dos tipos de
transcritos nos mostrd que a nivel basal ambos tipos eran muy poco abundantes pero
tras el tratamiento de las células con PMA se inducian, produciéndose una mayor
cantidad de transcritos. Los valores de induccion mostraron una actividad promotora del
3’LTR que a pesar de que los valores de activacion eran menores que los obtenidos tras
inducir el 5’LTR confirmaban que no solo podia haber transcripcion en de 5S’LTR sino
también en el 3’LTR. Tradicionalmente se ha descrito solo la transcripcion en el +1 del
5’LTR aunque en articulos recientes también se ha mostrado que el 3’LTR también
puede tener funcion promotora (Lenasi et al. 2008). Las secuencias 5’ y 3’LTR son
idénticas, asi que nada impediria a 3’LTR actuar como promotor, excepto la

interferencia transcripcional ejercida por el 5S’LTR.

Durante el estado de latencia no solo se producen transcritos HIV de longitud corta,
sino también se ha observado en estado basal la producciéon de transcritos de longitud
larga. La produccion de estos transcritos salvajes se ve inducida por la presencia del
activador PMA. La presencia de transcritos salvajes en estado basal ha sido previamente
descrita por Lassen et al. (2004) en linfocitos de pacientes largamente tratados con la
terapia antirretroviral. En este estudio se describié que la mayoria de transcritos que
eran capaces de detectar eran unos transcritos de corta longitud aunque también podian
detectar transcritos salvajes en menor medida. Este hecho sugeria que no existe un
bloqueo completo a nivel de elongacidn de la transcripcion ya que transcritos salvajes se
podian detectar también en cantidades pequenas en células de memoria infectadas con el

HIV.
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El hecho de que en nuestros experimentos detectasemos transcritos salvajes del HIV
en cé¢lulas latentemente infectadas puede parecer paraddjico ya que tradicionalmente se
ha descrito el estado de latencia como un estado donde se producen transcritos cortos de
pocos pares de bases (Adams et al. 1994). Posiblemente, la baja cantidad de transcritos
salvajes que se producen debido a bloqueos de la transcripcion tanto a nivel de
iniciacion como de elongacion, juntamente con la posible falta de factores de
transcripcion caracteristicos de la activacion de los linfocitos son responsables de que
no haya activacion del HIV, aunque se pueda estar transcribiendo la secuencia que
corresponde a la proteina Tat. Otra posibilidad seria que la secuencia TAR no se
estuviera formando correctamente, hecho que impediria la correcta unién de Tat. Aun
asi, el hecho de que no haya los factores de transcripcion tales como NFxB o NFAT que
estan presentes durante la activacion de las células T es un gran impedimento para la

activacion.

Hemos observado la formacion de diferentes transcritos mediante splicings
alternativos. En estudios previos se habia descrito la presencia de un patron aberrante de
transcritos producidos en estado basal de las células latentemente infectadas (Pomerantz
et al. 1990) o en linfocitos de pacientes largamente tratados con HAART (Lassen et al.
2004). En nuestros experimentos, pudimos observar que aunque en las células latentes
no hay una correcta elongacion a nivel basal, se producen transcritos con diferentes

patrones de splicing los cuales generan una variedad de ARNm diferentes.

A continuacién cuantificamos diferentes zonas del transcrito viral mediante RT-
DgPCR. Pudimos observar que a nivel basal, la cantidad de transcrito al inicio de la
transcripcion era muy alto pero esta cantidad iba disminuyendo a medida que iba
avanzando en la secuencia del genoma viral. Cabe mencionar que solo los transcritos de
longitud completa que hayan afiadido correctamente la cola poli-A en su extremo 3’ y la
caperuza (o cap en inglés) en su extremo 5’ son los determinantes para la expresion de
las proteinas codificadas (Tat y GFP en este caso). Todos aquellos transcritos cortos,
deficientes y que no hayan afiadido la cola poli-A al no haber llegado al final de la
secuencia del transcrito seran rapidamente degradados en el nicleo mediante el
exosoma. Tras estimular las células con TNF (inductor de la iniciacion) o TNF+HMBA
(inductores de la iniciacidon y elongacion, respectivamente), se produjo un aumento en la

transcripcion del promotor viral, medido tanto a nivel de ARN como de expresion de
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GFP. La induccion con TNF+HMBA es mayor que simplemente con TNF, ya que con
ambos compuestos estamos promoviendo la induccion de la transcripcion tanto a nivel
de iniciacion reclutando el complejo NFkB al promotor viral como a nivel de
elongacion reclutando pTEFD a la estructura de ARN TAR. Se pudo observar un patrén
de mayor expresion de la zona de iniciacion seguida por una disminucidn de la cantidad
de transcritos en regiones corriente abajo sobre todo al final de la secuencia viral
(HIV_U3). Aun asi, se producen aproximadamente 10 veces mas transcritos en esta
region tras el tratamiento con TNF en comparacion con el estado basal y unas 100 veces

mas tras la adiciéon de TNF+-HMBA.

Al calcular la cantidad de transcritos en la poblacion heterogénea latentemente
infectada, el patrén de de transcritos era parecido al clon 27, observandose una mayor
cantidad al inicio de la transcripcion, y disminuyendo la proporcion a medida que nos
encontramos en regiones corriente abajo en la secuencia del HIV. Tras la estimulacion
con TNF y TNF+HMBA el patron se conserva, pero la cantidad de transcritos aumenta
debido a la estimulacién del promotor viral. Por lo tanto, observamos que el tratamiento
con HMBA no era capaz de aplanar el patron de transcritos en las regiones de Tat, GFP
y HIV_ U3, como se esperaria si este compuesto estimulara completamente la

elongacion del transcrito HIV.

Una parte a remarcar de los resultados obtenidos es la baja proporcidon de transcritos
hibridos entre el intron del gen UBXDS anterior a la integracion del HIV y el LTR viral
en relacion a los transcritos que se producen desde el promotor génico (calculandose
mediante la cantidad de transcritos que contiene un exon determinado al inicio de la
secuencia del gen UBXDS). Este hecho sugiere que la transcripcion del gen endégeno
estd pasando por encima de la secuencia del promotor viral, pero la secuencia del HIV
se esta eliminando en parte con el intron durante el splicing. Una pequefia parte de los
transcritos provenientes del promotor del gen UBXDS se esta viendo influenciada por la
presencia del HIV integrado en la secuencia del gen enddgeno y no se produce el
splicing correcto entre los exones anterior y posterior a la integracion sino que estd

leyendo lugares de aceptores y donadores dentro de la secuencia viral.

Al estudiar el efecto que tiene la integracion del HIV sobre la expresion de los genes
enddgenos donde se ha producido la misma pudimos ver que la integracion tiene un

efecto negativo sobre la expresion del gen. Comprobamos los niveles de transcrito
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salvaje del gen UBXDS8 que se estaba produciendo en el clon 27 comparado con el clon
A2 y se vio que en el clon 27 la cantidad de transcrito era menor que el clon A2, la cual

cosa nos sugeria un efecto negativo sobre la expresion del gen.

Si se comparaba la expresion de UBXDS en un exo6n anterior a la integracion del HIV
a nivel basal en los clones 27 y A2 no se observaban diferencias pero tras la
estimulacion con TNF, la expresion del gen en el clon 27 disminuia en referencia al clon
A2, cuya expresion era la misma que a nivel basal. Se estaba mostrando que la
activacion del promotor latente dentro del gen estaba disminuyendo la expresion del gen
huésped enddgeno, afectando negativamente la transcripcion de dicho gen. Este hecho
recordaba el observado anteriormente en el cual al activar las células del clon 27 con
PMA, el gen enddgeno aumentaba su expresion pero no de una manera tan elevada
como se producia en células Jurkat salvajes. Nos explicdbamos este fendomeno
sugiriendo que al activarse el promotor viral en el clon 27 se afectaba negativamente la
expresion del gen enddgeno, que en este caso con PMA también deberia inducirse pero
no lo hace hasta los niveles 6ptimos del gen. Este hecho nos sugeria un efecto de
interferencia transcripcional del gen endogeno sobre la expresion del HIV en estado
basal de las células y un segundo proceso de interferencia transcripcional del HIV

activado sobre la expresion del gen endogeno.

Mirando la expresion del gen UBXDS tras la integracion del HIV (el exon justamente
posterior a la integracion) se observo que tras la activacion con TNF, la expresion en el
clon 27 aumentaba respecto al clon A2, aumento que era mayor tras el tratamiento con
TNF+HMBA. Este aumento de la cantidad de transcritos tras la activacion debe ser
debido a la funcién promotora situada en el 3’LTR del genoma viral, y posiblemente
también debido a posibles transcritos provenientes del 5S’LTR y que no se detienen

completamente en el poli-A de la region R del 3’LTR.

Este mismo tipo de estudio llevado a cabo en el clon 27 se hizo en el clon A2, cuyo
HIV estaba integrado en el gen UTX pero en sentido contrario de la transcripcion de
este gen. El gen UTX se localiza en el cromosoma X, asi que teniendo en cuenta que las
células Jurkat provienen de un sujeto masculino, solo hay una copia de este gen la cual
cosa facilita el hecho de comparar entre clones al no tener el problema de tener dos
alelos del mismo gen. El primer tipo de transcrito que se observé fue la produccion del

transcrito salvaje, aunque éste era menor tras la induccion del HIV con PMA. Un
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segundo tipo de transcrito que se producia era el transcrito viral que empieza en el +1
del LTR viral, el cual se inducia tras el tratamiento con PMA. Por ultimo se observo
transcripcion a través de la secuencia del genoma viral, generdndose un transcrito que
no produce el splicing entre el exon anterior a la integracion del HIV y el 3’LTR viral.
Dicho transcrito, obtenido con los oligonucle6tidos A+13, suponemos que proviene del
gen por el hecho que UTX es transcripcionalmente activo, tal y como ocurria en el caso
de UBXDS en el clon 27, aunque el hecho que el promotor viral en el clon A2 esté
integrado en sentido contrario al gen UTX dificulta saber de donde procede
exactamente. Otra posibilidad seria que provenga del mismo promotor viral y que no se
detenga en la regién poli-A del 3’LTR, o bien ser una mezcla de ambos. Con la
finalidad de conocer el sentido de este transcrito se deberian hacer RT-PCR con
oligonucledtidos especificos, tales como por ejemplo, utilizar un oligonucleotido en la
region posterior a la integracion del HIV para obtener un ADNc que s6lo provenga del

gen UTX.

Al cuantificar mediante RT-DgPCR los transcritos producidos en las diferentes
regiones del genoma viral vimos que en estado basal solo disminuia la cantidad de
transcritos al final de la secuencia (region HIV_U3), pero tras activacion esta
disminucion se habia menos visible. Al comparar la expresion del gen enddgeno en el
clon A2 y H2 (cuya integracion del HIV se localiza en las regiones alfoideas) se pudo
ver que tras la induccion del HIV con PMA, la expresion del gen endéogeno disminuia
de manera notable en el clon A2, posiblemente debido a un efecto negativo de la
expresion del HIV en la expresion del gen enddgeno donde estd integrado el promotor

viral. Este efecto negativo, en cambio, no se observaba en el clon H2.

Hemos sugerido el proceso de interferencia transcripcional del gen endogeno sobre la
expresion del HIV como posible mecanismo de establecimiento de latencia en células
cuya integracion del HIV se haya producido en genes transcripcionalmente activos.
Nuestros siguientes pasos se centraran en intentar controlar la expresion del gen
huésped y ver la influencia de ello sobre el HIV. El hecho de disminuir la transcripcion
del gen endogeno deberia afectar negativamente la interferencia transcripcional que
parece estar sufriendo el promotor viral latente, la cual cosa permitiria la desrepresion

del HIV.
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También serd interesante complementar nuestros estudios mirando cual es la relacion
entre el gen huésped y el HIV en los clones constitutivamente activos. Se ha descrito
que tras la infeccién de un vector conteniendo el genoma viral en linfocitos, las células
(expresando mayoritariamente el HIV de forma constitutiva) contenian una mayor
cantidad de integraciones en zonas ricas en genes y en regiones ricas en islas CpG, las
cuales son caracteristicas de este tipo de zonas génicas (Schroder et al. 2002). Nuestros
experimentos se centraran en conocer la expresion de los genes donde se ha integrado el
HIV de manera estable, los cuales crean ambientes favorables para la expresion del

virus.
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3. La estructura de la cromatina como factor represor del
virus latentemente infectado

3.1. COMPLEJOS REMODELADORES DE LA CROMATINA

Utilizando un modelo de levadura del HIV se observé que SPT6 y CHDI1 estaban
relacionados con el estado reprimido de la cromatina (Vanti y Gallastegui et al. 2009).
En levadura, el promotor del HIV no es funcional y necesita ser fusionado a un
promotor que pueda aportar un pequefio pero detectable nivel de transcripcion basal,
como es el caso del promotor Tyl (Tyl-HIV). Para estudiar los factores de transcripcion
relacionados con la actividad del HIV se utilizé el vector Tyl-HIV y el vector Tyl-

HIVTARIess, el cual no contenia la secuencia TAR (Figura 3).

21Kb >
Ty HIV  — — —

Ty1 p:trr.:nrnmR HIV 1.9 Kb PHOS CYC1term

Ty1HIVTARIless —_ "'—

+21 +224

Figura 3. Esquema de los dos tipos de transcritos utilizados en los experimentos con mutantes de SPT6 y
CHDI en levadura. La region PHOS era necesaria para alargar la secuencia del ARNm y asi ser capaces
de detectar correctamente el transcrito mediante Northern Blot. Figura extraida de Vanti y Gallastegui et

al. 20009.

La expresion de Tyl-HIVTARIess en estado basal era superior a la de la cepa Tyl-
HIV debido al efecto represor que ejerce la estructura TAR sobre la expresion del HIV
(Figura 4, lineas 1 vs. 2 y 5 vs. 6). Respecto a la maquinaria de reensamblaje de los
nucleosomas, se observo que al producir mutantes de SPT6 y CHDI en levadura habia
activacion del promotor Tyl-HIV pero no se producian cambios en los niveles de
expresion de Tyl-HIVTARIess (Figura 4, lineas 3 vs. 4 y 7 vs. 8) (Vanti y Gallastegui et
al. 2009).
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Wild type  spt6-140 Wild type chd1A

Tyl- Ty1-HIV Ty1 Ty1-HIV Ty1l- Ty1-HIV Ty1 Ty1-HIV
HIV TARless HIVTARIess HIV TARless HIV TARless

Figura 4. Analisis de la expresion de Tyl-HIV y Tyl-HIVTARIess mediante Northern blot, comparando
los niveles de ARNm en mutantes de SPT6 y CHDI, y sus respectivas cepas salvajes. Figura extraida de

Vanti y Gallastegui et al. 2009.

En la presente tesis, con el fin de conocer si los factores responsables del reensamblaje
co-transcripcional de la cromatina durante la transcripcion estaban relacionados con el
estado latente del virus del HIV en nuestro modelo de latencia en linfocitos humanos, se
utilizaron una serie de shRNAs para ver el efecto de su deplecion sobre el promotor

viral.

Primeramente focalizamos nuestro esfuerzo en estudiar el papel de las proteinas SPT6
y CHDI en la latencia viral, por ser factores relacionados con el reensamblaje de los
nucleosomas. La proteina SPT6 habia sido descrita como un factor que se asociaba con
el ensamblaje de los nucleosomas in vitro mediante su interaccion con la histona H3 y
funcionando como una chaperona de histonas (Bortvin et al. 1996). CHD1 por su parte
era una ATPasa remodeladora de nucleosomas in vitro la cual se ha relacionado con el

reclutamiento de FACT a los lugares de ensamblaje (Tran et al. 2000, Simic et al 2003).

Infectamos la poblacion heterogénea de células latentemente infectadas con vectores
que expresaban los shRNAs de SPT6 y CHD1 y vimos que una pequefia proporcion de
los promotores latentes se activaban. Este hecho nos indicaba que una pequefia parte de
las integraciones estaban reguladas negativamente por estos factores o bien la deplecion
de uno de estos factores no era suficiente para reactivar el promotor latente sino que
seria necesaria la deplecion de otros factores represores. Los dos factores SPT6 y CHD1
han sido descritos con funciones en el ensamblaje de la cromatina, y por tanto, tienen su
accion en regiones que se estan transcribiendo. Este hecho nos hizo pensar que su

implicacion en la latencia del HIV debia ser en lugares donde el promotor latente
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estuviera integrado en genes activos. Por esta razon, se hipotetizdo que SPT6 y CHDI no
estarian implicados en la latencia del promotor del HIV en regiones de heterocromatina.
El hecho que la poblacion heterogénea latente esté formada por un conjunto de células
cuya integracion se haya dado en diversos lugares podria explicar en parte la baja
desrepresion del promotor viral tras la infeccion con los shRNAs y se predijo que
integraciones Unicas en determinados entornos gendmicos tendrian una mayor respuesta

a la deplecion de factores de ensamblaje de la cromatina.

Para probar la implicacion de SPT6 y CHD1 en clones cuya integracion del HIV se
encontrara en regiones transcripcionalmente activas, se utilizaron los clones 27 y A2
cuyo HIV se localizaba en intrones de genes activos. Se infectaron los shRNAs de
ambos factores en los clones 27 y A2 y se observo una clara desrepresion del promotor
viral tras la seleccion de las células que estaban expresando los shRNAs. Los valores de
desrepresion del HIV en el clon 27 tras la infeccion con el shRNA de SPT6 llegaban
hasta valores cercanos a los obtenidos tras tratar estas células con TSA. Este hecho
sugeria que SPT6 y CHDI estaban relacionados con el establecimiento de la cromatina,
probablemente debido a que al deplecionar estos factores se produciria un estado mas

relajado de la cromatina que permitiria la reactivacion del promotor viral.

En estos experimentos se detectd que la viabilidad de las células tras la deplecion de
estos dos factores se veia afectada, sugiriendo que estos dos factores son importantes
dentro del funcionamiento de la célula. También se observo que la inhibicién de los
factores no se producia de manera estable a largo plazo sino que se perdia tras un
tiempo, la cual cosa impedia crear una célula latente con una deplecion indefinida de

alguno de los dos factores.

Al infectar los shRNAs de estos dos factores en clones cuya integracion no se localiza
en genes activos no se observo ningun tipo de desrepresion del promotor. Son los casos
de los clones H2, A1 y C9+. El promotor viral en el clon H2 se localiza en las regiones
alfoideas centroméricas, y por tanto estd en un ambiente donde la cromatina estd muy
compacta. Tal y como se habia hipotetizado anteriormente, no se observo reactivacion
del promotor del HIV debido justamente a la localizacion del promotor en una region
transcripcionalmente reprimida y que por tanto ninguno de los dos factores tendria un
papel importante. En el caso del clon Al, la integracion del HIV se localiza en una zona

intergénica en un entorno pobre en genes y por tanto hay poca transcripcion, la cual
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cosa explicaria que no se desreprimiera el promotor con los shRNAs de los dos factores
de ensamblaje de la cromatina. Por ultimo, en las células del clon C9+ donde el HIV
estd constitutivamente activo, la deplecion de SPT6 y CHDI no parece tener ningin
efecto. Posiblemente el hecho de que el HIV estd activo es una marca de que la
cromatina ya estd suficientemente abierta como para que el HIV se exprese
constitutivamente a nivel basal. De este modo al deplecionar SPT6 o CHDI no se
observaria ninglin efecto ya que la cromatina ya estaria abierta a la maquinaria basal de

la transcripcidn para expresar el genoma viral.

El hecho que ninguno de estos tres clones, H2, Al y C9+, se vean afectados por la
deplecion de SPT6 o CHDI puede ayudar a explicar el hecho que la desrepresion de la
poblacion heterogénea latentemente infectada tras la expresion de los shRNAs de ambos
factores sea baja. El efecto represivo de SPT6 o CHDI1 sobre el HIV se produciria en
clones cuya integracion del HIV se hubiera producido en genes activos y probablemente
los porcentajes de desrepresion del promotor viral latente en la poblacion heterogénea se
debe a aquellas células cuya integracion se ha producido en regiones

transcripcionalmente activas.

Todos estos clones que habiamos probado hasta el momento eran clones con un
minigenoma viral de 4Kb de longitud el cual solo contiene los 5’ y 3’LTR y las
secuencias de Tat y GFP. Otros clones en cambio contienen un vector que expresa el
genoma viral salvaje con longitud de 9Kb con la secuencia de GFP en vez de Nef'y una
mutacion puntual en el gen Env (Bieniasz and Cullen et al. 2000, Jordan et al. 2003).
Infectamos los clones latentes 8.4 y 10.6, ambos con el genoma viral de 9Kb y con el
HIV integrado en un intron de un gen, con los shRNAs de SPT6 y CHDI. Tras la
infeccion se observd que en el caso del clon 8.4 (HIV integrado en un intrén del gen
DNA helicase V, en sentido contrario) la desrepresion del promotor viral era mucho
mas clara que en el clon 10.6 (HIV integrado en un intrén del gen SEC1GA, en sentido
contrario). Aun asi, la desrepresion se veia de manera mas clara tras el tratamiento de
este clon con TNF+5-aza que en estado basal. Se ha descrito que la metilacion del ADN
en algunos de estos clones con un genoma viral de 9Kb de longitud (pero no con el
minigenoma de 4Kb) es un mecanismo represivo importante que promueve el estado de

latencia en estas cé¢lulas (Kauder et al. 2009).
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Se generaron unas células Hela latentemente infectadas con el mismo sistema
utilizado en Jurkat. La poblacion heterogénea de células Hela latentemente infectadas se
infectd con el shRNA de SPT6 y se observé desrepresion del promotor tras la deplecion
de la proteina. Tras dejar 10 dias mas las células en cultivo se vio una pérdida de la
inhibicién de la proteina que se correlacionaba con un restablecimiento del
silenciamiento del promotor viral. Este hecho nos sugeria que la desrepresion del HIV
es un efecto directamente relacionado con la inhibicion de SPT6 en las células Hela

latentemente infectados con HIV.

Todos estos datos mostraban un efecto de reactivacion del promotor viral tras la
deplecion de los dos factores. Estos resultados recordaban los obtenidos en levadura con
promotores cripticos. Los promotores cripticos son promotores que se localizan dentro
de un gen activo y en condiciones basales se encuentran silenciados por la actividad
transcripcional del gen donde estan integrados. Kaplan et al. (2003) observaron que
utilizando un mutante de SPT6 se aumentaba la transcripcién de varios genes en un
microarray. También vieron que este mutante de SPT6 producia iniciaciéon en
promotores cripticos, tales como FLOS, que en condiciones basales estaban siendo
silenciados por una unidad transcripcional fuerte situada corriente arriba de dichos
promotores. Al utilizar este mutante se observdé que no solo se transcribian los
transcritos cripticos, sino también se traducian y se producian proteinas que
normalmente no se expresaban (Cheung et al. 2008). Estos trabajos en levadura
demostraron que factores que habian sido relacionados con la elongacién y el
reensamblaje de la cromatina como es el caso de SPT6 eran capaces de silenciar la
iniciacion de promotores cripticos. Estos factores cerrarian la cromatina tras el paso de
la ARN polimerasa II durante el ciclo de transcripcion. Asi pues, en nuestro modelo
actual, la interferencia transcripcional del promotor del HIV en integraciones dentro de
genes activos seria causada por el reensamblaje de la cromatina tras el transito de la
maquinaria de transcripcion. La cromatina se iria abriendo para dejar paso a la ARN
polimerasa II y sus coactivadores durante la transcripcion y tras su paso, los factores de
reensamblaje, tales como SPT6 y CHDI serian los responsables de ayudar al cierre de la
cromatina, reensamblando los nucleosomas tras su paso. Esto seria un mecanismo
activo de cierre de la cromatina que en el caso que nos concierne mantendria el

promotor HIV ocluido para la union de factores de transcripcion celulares al ADN.
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En el caso concreto de SPT6 se ha descrito que viaja juntamente con la polimerasa
gracias a la union de su dominio SH2 con la polimerasa elongante, fosforilada en la
serina 2 (Yoh et al. 2007). CHD1 ha sido descrito como un factor presente en cromatina
transcripcionalmente activa que esta siendo transcrita (Sims et al. 2005). El
reensamblaje de la cromatina tras la ola de la maquinaria de transcripcion mantendria la
estructura de la cromatina durante el proceso de la transcripcion. La alteracion de este
proceso, mediante la deplecion de estas proteinas con shRNAs supondria una alteracion
en la estructura cromatinica. La maquinaria de la transcripcion abriria la cromatina para
facilitar el paso a la polimerasa pero la falta de los factores de reensamblaje no cerraria
la cromatina tras de si, evitando asi la formacion de nuevo de la barrera cromatinica tras
la transcripcion que impedia la transcripcion viral y favoreciendose asi la expresion del

HIV latente (Figura 5).

——— ADN huésped Nucleosoma
Genoma del HIV integrado en el ADN huésped

------ ARNm transcrito a partir del ADN huésped
ARNm transcrito a partir del ADN del HIV ® Factores de reensamblaje

2 Lugar de inicio de la transcripcion Factores ayudando la transcripeion

Maquinaria transcripcional

Figura 5. Modelo de interferencia transcripcional que estaria causada por el reensamblaje de la cromatina
tras el transcrito de la maquinaria transcripcional. (A). Los factores de reensamblaje de la cromatina que
se reclutan en la polimerasa elongante estabilizan los nucleosomas manteniendo la transcripcion del HIV

a bajos niveles. (B). La falta de los factores de reensamblaje debido a la deplecion con shRNAs

Nos propusimos estudiar si el efecto que habiamos observado en la latencia viral tras

la deplecion de estos dos factores de reensamblaje era unico en ellos o si bien la
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deplecion de otros factores relacionados también nos llevaba al mismo resultado. Para
ello, se decidieron estudiar tres factores cuyos mutantes en levadura promovian una
iniciacion en la transcripcion de promotores cripticos (Cheung et al. 2008). En este
estudio habian utilizado una construccion que permitia detectar activacion del promotor
criptico FLOS. En dicha construccion, la regioén 3’ de la transcripcion criptica de FLO8
se habia reemplazado con la secuencia HIS3 (un marcador de seleccion en levadura)
pero fuera de fase respecto a la secuencia codificante de FLOS8. De esta manera, el
ARNm funcional de HIS3 solo se podia producir mediante la iniciaciéon de la
transcripcion criptica de FLOS8. Se obtuvieron un total de 50 genes que se clasificaron
segun su fenotipo (Tabla 1). Se eligieron tres de las proteinas cuya mutacion activaba la
iniciacion de la transcripcion del promotor criptico FLO8 y las tres habian estado
relacionadas en la literatura con el ensamblaje y el remodelado de la cromatina. Estas
proteinas eran ASF1 (ASF1A en humanos), SPT16 (SUPT16H en humanos) y HIR1
(HIRA en humanos).

Table 1. Genes Required for Repression of Cryptic Promoters

Category Gene Mutant
Phenotype

Histones HHT1 t
HHT2
HTA1-HTB1 +
Histone gene regulation SPT10
SPT21 +
HIR1
HIR2 +
HIR3
HPC2 +
Ch in bly and deli SPT6
SPT16 +
RTT106

t

Tl W

swi +
Rpd3S-mediated histone deacetylation K1

3

Histone deacetylation HST4 t

T ripti ! ion f. BUR1 +

Mediator components SING

Proteasome function PRES

DNA replication and repair factors HUR1

Other categories ATG11 bt

SSD1 +
YBR246W
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Tabla 1. Mutantes que activan el promotor criptico FLO8 en leadura. +++ indica que el fenotipo se
observa a los 2 dias de crecimiento, ++ se observa a los 4 dias y +, a los 5 dias o mas. Con flechas rojas se

marcan las proteinas elegidas.

Al infectar los clones 27 y A2 con los shRNAs de estos tres factores pudimos ver que
el promotor del HIV se desreprimia, la cual cosa sugeria un papel represivo de estas 3
proteinas que ayudaba al establecimiento de un estado de latencia. Este hecho hizo
pensar en que, tal y como pasaba con la proteina SPT6, estas proteinas asociadas al
ensamblaje de la cromatina podrian estar promoviendo un estado de interferencia

transcripcional sobre el promotor viral.

Las proteinas ASF1 y HIR1 en levadura han sido descritas como reguladoras
importantes durante la transcripcion y se ha mostrado su papel de chaperonas de
histonas H3/H4 (Kim et al. 2007). ASF1 media la deposicion de nuevas histonas a los
nucleosomas durante la transcripcion, mientras que HIR1 promueve la deposicion de
histonas viejas. El balance entre ambas actividades debe ser importante para el
mantenimiento y la renovacion de la cromatina durante la transcripcion (Kim et al.
2007). Se ha visto la interaccion de las proteinas ASF1 y HIR1 con la lisina 36
dimetilada en la histona H3 (H3K36me2), modificacion mediada por la histona
metiltransferasa SET2 (Kim et al. 2009). SET2 ha sido relacionada con el reensamblaje
de la cromatina tras el paso de la polimerasa, proceso que es capaz de silenciar los
promotores cripticos, debido a que es una proteina crucial para quitar modificaciones
activadoras de histonas. La H3K36me2 es un lugar de unién del complejo de histona

deacetilasa Rpd3S, el cual deacetila las histonas tras el paso de la ARN polimerasa II

AC_‘\ﬂ
K36Me2 * fset?
AC " Ac

Figura 6. Reclutamiento de proteinas y complejos mediadores de la represion tras el paso de la ARN

elongante (Figura 6).

polimerasa elongante.
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Todos estos datos juntamente con nuestros experimentos nos hicieron pensar en un
papel represor de las proteinas ASF1A y HIRA, no solo por su efecto directo sobre el
cierre de la cromatina mediante el reensamblaje de los nucleosomas tras el paso de la
polimerasa, sino también por su relacion directa con otras proteinas que promueven un
estado represivo tras la elongacion de la polimerasa. De este modo, ambas proteinas
estarian promoviendo una interferencia sobre la transcripcion del promotor del HIV

ayudando a cerrar la cromatina tras el paso de la polimerasa.

La proteina SPT16, miembro del complejo FACT juntamente con SSRP1, es una
chaperona de histonas H2A/H2B, cuya implicacion en el reensamblaje de la cromatina
ha sido altamente descrito (Kaplan et al. 2003, Orphanides et al. 1999, Cheung et al.
2008). Es capaz de abrir los nucleosomas facilitando el paso de la ARN polimerasa Il y
cerrarlos tras de si, gracias a su funcidon chaperona. Es por esta razon que en nuestro
modelo, SPT16 estaria actuando de la misma manera que SPT6, viajando con la ARN
polimerasa Il mientras ésta estd elongando y cerrando los nucleosomas tras su paso,
favoreciendo un estado reprimido del promotor del HIV mediante interferencia
transcripcional. Al inhibir la expresion de esta proteina mediante shRNAs vemos una
desrepresion del promotor viral debido a que no puede cerrarse correctamente la
cromatina tras el paso de la polimerasa. Este efecto ya habia sido descrito en levadura

anteriormente en promotores cripticos (Kaplan et al. 2003, Cheung et al. 2008).

Tal y como habiamos visto en el caso de SPT6 y CHDI, las depleciones de ASF1A,
HIRA y SPT16 también producen una elevada mortalidad celular, sugiriendo un papel

importante de dichos factores dentro de la célula.

En relacion a la proteina SPT6 y para comprender mejor su papel en el estado latente
del HIV, decidimos estudiar en mas detalle el efecto de la deplecion de SPT6 en el
promotor viral latente debido a que el efecto de la inhibicidon de este factor era muy
claro en nuestras células y su mutante en levadura estaba siendo ampliamente estudiado.
Primero se cuantificaron los transcritos virales en sus diferentes regiones del genoma
(inmediatamente tras el +1, en las secuencias de Tat, GFP y al final de la transcripcion).
La cantidad de transcrito al principio de la transcripcion aumentaba tras la delecion de
SPT6 tanto en los clones 27 como A2 y disminuia en regiones corriente abajo, pero

siempre era mayor que en el ShRNA Control. Parece ser que tras inhibir SPT6 se mejora
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la iniciacion de la transcripcion, aunque sigue habiendo un gran bloqueo en el proceso

de elongacion.

SPT6 habia sido descrito como un factor encargado del reensamblaje de la cromatina
tras el paso de la polimerasa gracias a su funcién chaperona, interaccionando
preferencialmente con la histona H3. Asi pues nos planteamos si era una proteina cuya
deplecion afectaba a nivel global en la transcripcion o si por el contrario afectaba solo a
un pequeio grupo de genes. Como control de carga de los experimentos con el shRNA
de SPT6 se utilizo la Proteina Ribosomal 31 o RPL31, la cual se transcribe mediante la
ARN polimerasa III, asi como otros ARNs ribosomales y por tanto no se deberia ver
influenciada por la disminucién de SPT6, proteina asociada a la ARN polimerasa II. Al
comparar la expresion de varios genes tras la deplecion de SPT6 en el clon 27 se
observd que solo los genes que eran transcripcionalmente activos, tales como UBXDS8 o
CXCR4, disminuian su expresion en comparacion con el ShARNA Control. En cambio,
los genes cuya expresion en células Jurkat era muy baja no sufrian ningin cambio tras
la inhibicion de SPT6. Este hecho hizo pensar que el efecto de la deplecion de SPT6
afecta durante el proceso de transcripcion, debido a su unién con la polimerasa, asi que
en los genes que no se estan transcribiendo este factor de reensamblaje no tendria
ningun efecto. La transcripcion del HIV también depende de la ARN polimerasa II con
lo que su transcripcion también se debe ver afectada tras la deplecion de SPT6, pero
posiblemente el efecto desrepresor es mas potente que la necesidad de SPT6 por la
polimerasa II en la transcripcion viral y por este motivo se observa reactivacion del

promotor viral latente tras la deplecion de este factor.

En el caso de SPT16, HIRA y ASFIA, la inhibicién de estas proteinas también
disminuia la expresion del gen UBXDS, sugiriendo que estos factores tienen su efecto
durante la transcripcion y que su deplecion afecta la correcta finalizacion del transcrito

salvaje del gen.

El hecho de que el gen UBXDS se pudiera activar con PMA y con el fin de disminuir
las trazas de agentes mitogénicos presentes en el medio de cultivo que pudieran estar
activando ligeramente el gen se arrestaron las células del clon 27 en un medio de cultivo
sin suero. Se observd que se desreprimia de manera considerable el promotor viral en
este clon pero también en otros clones latentes. La activacion se producia en el

promotor localizado en el 5’LTR pero no en el 3’LTR. Al mirar la expresion del gen
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UBXDS se observo que disminuia en las células del clon 27 arrestadas en comparacion
con las que estaban creciendo en medio con suero, pero en otros clones la expresion del
gen no variaba. Todos estos datos nos mostraban que al arrestar los clones latentes se
desreprimia el promotor viral por un mecanismo que no conocemos, pero el hecho de
activar el promotor del HIV en el clon 27 afectaba negativamente la expresion del gen
endégeno UBXDS. Anteriormente se habia observado que la expresion del promotor
viral mediante un agente reactivador del HIV como es el caso del TNF era capaz de
disminuir la expresion del gen enddgeno en el clon 27, pero no en otro clon latente. Este
hecho hacia pensar en un efecto de interferencia de la expresion del HIV sobre la
expresion del gen huésped. Aun asi, nos faltaria demostrar si un aumento de la
expresion de UBXDS seria capaz de promover una mayor represion del promotor viral o
bien si la disminucion de la expresion de este gen enddégeno promoveria un aumento de
la reactivacion viral debida a una reduccion de la interferencia transcripcional sobre el

HIV.

La disminucion de la expresion del gen UBXDS, observada o bien mediante el arresto
de las células y la consecuente desrepresion del promotor HIV, o tras la reactivacion
viral mediante el tratamiento con TNF, era similar a la disminucién que habiamos visto
tras la expresion del shRNA de SPT6 en el clon 27. En dicho clon, la deplecion de este
factor aumentaba la expresion del promotor viral y disminuia la expresion del gen
UBXDS. En experimentos realizados con levaduras se habia descrito previamente este
mismo efecto sobre los transcritos cripticos, los cuales se activaban en mutantes de
SPT6 (entre otros factores de ensamblaje), disminuyendo la expresion del transcrito

salvaje (Kaplan et al. 2003).

El hecho de haber visto una disminucion de la expresion del gen endégeno UBXDS
tras la deplecion de SPT6 nos hizo pensar en que quiza la reactivacion del promotor
viral latente era el efecto de una menor interferencia transcripcional del gen huésped
sobre el promotor viral integrado, en vez de el efecto de SPT6 en el cierre de la
cromatina como proteina relacionada con el reensamblaje de los nucleosomas. Para
discernir entre ambas hipoétesis, se siguid la expresion del virus del HIV y la expresion
del gen UBXDS varios dias tras la infeccion con el shRNA de SPT6. Los resultados
mostraron que tras la deplecion de SPT6 se empezaba a expresar primero el promotor
viral y después se veia una disminucion del gen UBXDS, la cual cosa indicaba que el

inicio de la expresion viral (al menos, inicialmente) es independiente de la reduccion de
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la expresion del gen huésped. Una posible interpretacion de este resultado podria ser
que el shRNA de SPT6 estaba afectando la integridad de la cromatina debido a que no
se podian reposicionar correctamente los nucleosomas tras el paso de la polimerasa, la
cual cosa permitia la expresion del promotor hasta entonces latente. Posiblemente, la
diminucion de la expresion del gen enddgeno es debida al efecto global de la deplecion
de SPT6 sobre los genes activos sumada al efecto de la expresion del HIV interfiriendo
la expresion del gen huésped, tal y como habiamos visto en los experimentos de

tratamiento del clon 27 con TNF.

A continuaciéon nos propusimos analizar la organizaciéon de la cromatina en el
promotor viral y ver cudl era el efecto tras la deplecion de SPT6. Para ello se hicieron
experimentos con la enzima nucleasa micrococal o MNasa, la cual es capaz de cortar en
las regiones espaciadoras entre nucleosomas, pero no dentro de los mismos. Los
mononucleosomas obtenidos tras la digestion con esta enzima se utilizan en una PCR a
tiempo real utilizando pares de oligonucledtidos que dan como resultado un amplicon
pequefio y que cubren toda la regiéon de los Nuc-0, Nuc-1, Nuc-2 y las regiones
espaciadoras entre ellos. Utilizando este método pudimos observar primeramente que
los nucleosomas 0, 1 y 2 se encontraban desplazados en regiones localizadas corriente
abajo de lo que histéricamente se los habia descrito por Verdin et al. (1993) en el HIV
integrado en el clon 27. Otro hecho remarcable es que en la zona donde se encontraria el
nucleosoma 1 se vio una amplia region de proteccion a la digestion de la MNasa, la cual
sugeria que o bien el nucleosoma 1 no esta del todo bien posicionado sino que se va
deslizando ligeramente alrededor de los nucledtidos 570-950, o bien hay dos
nucleosomas muy cercanos el uno al otro. Ambas opciones no se corresponden con la
localizacion de los nucleosomas descrita historicamente, en la cual los nucleosomas 0, 1
y 2 estaban bien posicionados en los nucledtidos 40-200, 452-596 y 720-860
respectivamente (Verdin et al. 1993) (Figura 7).
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Figura 7. Representacion esquematica del posicionamiento de los nucleosomas del HIV segtn los datos

identificados por Verdin et al. (1993) o los datos de nuestros experimentos.

Otro hecho a comentar es que tras el tratamiento con PMA+TSA+TNF se vio que no
solo la region cubierta por el nucleosoma 1 se volvia mas sensible a MNasa sino
también el nucleosoma 2, de manera contraria a lo que sucedia en trabajos anteriores en
los cuales tras el tratamiento de las células con agentes capaces de reactivar el promotor
viral, el tinico nucleosoma que se desestructuraba era el nucleosoma 1 (Verdin et al.
1993). Todas estas observaciones seran estudiadas en proximos experimentos para saber
si esta diferente localizacion se observa en clones con un genoma viral de 9Kb o si por

el contrario solo es caracteristico de los clones con un mini-genoma de 4Kb.

Tras la deplecion de SPT6 pudimos observar que disminuia el espaciamiento entre los
nucleosomas y la cromatina, a nivel global, era mas sensible al corte con la MNasa
posiblemente por estar mds abierta y accesible. Esta sensibilidad a la MNasa podria
estar causada por una pérdida de los nucleosomas o bien por una alteracion en la
estructura de la cromatina, pero en ambos casos, esta sensibilidad es a nivel global en
todo el genoma. Esta hipersensibilidad a la MNasa fue observada también por Kaplan et
al. (2003) en ensayos con mutantes de SPT6 en levadura, en los cuales se concluy6 que
los niveles de la histona H4 se veian significativamente reducidos en un mutante de

SPT6, y que este hecho podria estar influenciando la compactacion de la cromatina.

Al cuantificar los niveles de sensibilidad a la MNasa mediante PCR a tiempo real en
células expresando el shRNA de SPT6 se vio que en las regiones de los nucleosomas 1

y 2 la sensibilidad era mayor debido a que la estructura de la cromatina habia sido
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alterada. Esta sensibilidad a MNasa tras la deplecion de SPT6 no era tan alta como la
que se observaba en las células tratadas con PMA+TSA+TNF, la cual cosa explicaria
los diferentes niveles de desrepresion del promotor del HIV en ambos casos. Al analizar
la sensibilidad a la digestion con MNasa de las regiones del gen UBXDS localizadas
alrededor de la integracion del promotor del HIV se vio un mayor grado de digestion en
las células expresando el shRNA de SPT6 comparando con el control. Este dato
mostraba que tras la deplecion de SPT6 el gen UBXDS alrededor del HIV sufria una
apertura de la cromatina. Al faltar un factor clave para el reensamblaje de los
nucleosomas, tras la transcripcion la cromatina estaria mas abierta y accesible debido a

una pérdida de los nucleosomas presentes.

En resumen, en las células salvajes se estan transcribiendo el gen UBXDS8 y el mini-
genoma del HIV integrado dentro de este gen pero en la mayoria de los casos, mediante
el proceso de splicing el intron donde esta integrado el promotor viral se pierde. En el
momento en que se depleciona la proteina SPT6, hay una alteracion en el reensamblaje
de los nucleosomas tras el transito de la ARN polimerasa II por el gen, la cual cosa
produce una activacion del promotor viral. Esta desrepresion se debe a la reduccion de
la interferencia que la transcripcion del gen producia sobre el HIV. Este promotor se
encontraba integrado latentemente y silenciado debido al efecto de los factores de
reensamblaje encargados del cierre la cromatina, de igual manera que estan reprimidos
los promotores cripticos tales como PHOS en levadura. Se observé una reduccion en la
expresion del gen endogeno UBXDS tras la deplecion de SPT6 posiblemente debida al
efecto global de disminucion de la expresion génica y a la interferencia transcripcional
del HIV activado sobre el gen. Este hecho también estaria favoreciendo la transcripcioén
del HIV, al disminuir la interferencia transcripcional que se producia desde el gen. De
esta manera, la desrepresion del promotor viral se deberia a un doble efecto, primero por
la disminucion del reensamblaje de la cromatina y después por la disminucién de la

interferencia transcripcional al disminuir la expresion del gen enddgeno.

3.2. BRG1

Esta proteina es uno de los dos centros cataliticos con actividad ATPasa que pueden
estar presentes en el complejo SWI/SNF, cuya funcidn es la apertura y relajacion de la

cromatina. Su funcidn en relacion al HIV ha sido descrita como activadora del promotor
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viral latente tras su reclutamiento al promotor mediado por la proteina Tat,

reclutamiento que se produce juntamente con INI1 (Mahmoudi et al. 2006).

Nuestros datos mostraron una clara desrepresion del promotor tras la deplecion de la
proteina BRG1 en diferentes clones latentes. Este hecho mostraba un papel como
represor en el promotor viral, quiza mediado por el reclutamiento de corepresores que
silencien el HIV, tales como histonas deacetilasas. Mas estudios son necesarios para

conocer cual es el mecanismo de BRG1 en el silenciamiento del HIV.

Aunque la funcion de BRGI1 ha sido altamente asociada con la activacion
transcripcional, varios estudios relacionan esta proteina con el silenciamiento génico
debido a su interaccion con corepresores celulares. Se ha caracterizado su unién con el
complejo mSin3A/HDAC, que estd implicado en la represion transcripcional de varios
genes (Sif et al. 2001). También se describio la asociacion de Brgl con el complejo
corepresor NCoR, el cual contiene actividad deacetilasa e incluye la proteina TIF1, que
interacciona con HP1 (Underhill et al. 2000). Estudios llevados a cabo en células
latentes expresando shRNAs contra algunos componentes de SWI/SNF mostraron
desrepresion del promotor viral. Analisis en detalle mostraron la existencia de dos
complejos SWI/SNF diferentes, uno presente en el promotor latente y el otro tras la

activacion del promotor viral (Eric Verdin, comunicacion personal).

3.3. TFIIS

TFIIS es un factor clave en la salida de la polimerasa del proceso llamado arresto.
Durante el arresto de la polimerasa, se produce una pausa en la transcripcion de un gen
debido a que la polimerasa no esta bien posicionada. En este momento, TFIIS se une a
la polimerasa y promueve el realineamiento de la molécula de ARNm que se estaba
formando con el centro catalitico de la polimerasa, mediante el corte del transcrito
(Fish et al. 2002, Conaway et al. 2003). En nuestros experimentos se observa una clara
desrepresion del promotor viral latente tras la deplecion de este factor. Probablemente,
el hecho que este factor esté relacionado con la salida del arresto de la polimerasa y la
consecuente correcta transcripcion del transcrito favorece la interferencia
transcripcional del gen endogeno sobre el HIV. En el momento en que se depleciona

este factor, si la polimerasa que esta transcribiendo el gen endégeno sufre un fenomeno
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de arresto no es capaz de salir de este arresto por falta de la proteina TFIIS. Este hecho
promueve una disminucion de la interferencia transcripcional del gen sobre el HIV y

facilita la activacion del promotor viral latente.

34.YY1

Tras la deplecion de la proteina Ying Yang 1 o YY1 en la poblacion heterogénea de
células latentes se observd desrepresion del promotor HIV, la cual cosa indicaba que
YY1 tenia un papel represor en el promotor viral. El mecanismo que puede relacionar la
proteina YY1 con la represion del promotor es su funcion reclutadora de deacetilasas de
histonas. YY1 se reclutaria al promotor viral mediante dos proteinas LSF (Coull et al.
2000) e interaccionaria con HDACI. Esta histona deacetilasa promoveria un ambiente
represivo en el promotor viral tras la deacetilacion de las histonas y favoreceria el

establecimiento de la latencia viral.

Aun asi, los resultados de desrepresion del promotor viral latente tras la expresion del
shRNA de YY1 en la poblacion heterogénea latente no era muy elevados, mostrandose
un porcentaje de células GFP-positivas de entre el 4 y 5%. Este dato puede indicar que
YY1 estd implicado so6lo en una minoria de integraciones latentes o bien que la
deplecion de YY1 tras la infeccion del shRNA no fue suficiente para obtener unos

valores altos de reactivacion viral.

3.5. HP1p

Ha sido descrito que en células de la microglia, el co-represor CTIP2 (COUP-TF
interacting proteina 2) se asocia con la histona metiltransferasa Suv39HI, la cual
aumenta localmente la metilacion de la lisina 9 de la histona H3. Este hecho permite el
reclutamiento de la proteina HP1 al promotor viral, promoviendo la formacion local de

heterocromatina y llevando al silenciamiento del HIV (Marban et al. 2007).

Se ha visto que las variantes de HP1 afectan de manera diferente la represion del
promotor viral. En algunos estudios se ha mostrado que la variante relacionada con el
silenciamiento del HIV mediante la formacion de una estructura de la cromatina

compacta es la HP1y (du Chene et al. 2007). En otros trabajos se vio que la variante que
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se recluta al promotor latente es HP1 en ausencia de estimulo y HP1y tras la activacion
mediante el tratamiento con PMA (Mateescu et. al 2008). En nuestros experimentos,
hemos observado que la variante HP1f, a diferencia de los trabajos anteriores, no esta
relacionada con la represion del promotor viral latente ya que utilizando un shRNA de

esta proteina en varios clones latentes no se observa ningun tipo de reactivacion.
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4. Analisis de compuestos quimicos que reactivan el virus HIV

El objetivo final terapéutico de nuestro trabajo es la identificacion de dianas
implicadas en el establecimiento o mantenimiento del estado latente del HIV que
puedan ser utilizadas para conseguir nuevos farmacos reactivadores del HIV. Estos
farmacos capaces de desreprimir el promotor viral latente se utilizarian en combinacion
con la terapia antiretroviral utilizada hasta el momento con el fin de conseguir erradicar
el virus de pacientes infectados y asi poder reducir los afios de tratamiento de la
enfermedad (Figura 8). Se debe mantener en mente que tedricamente una unica célula
latentemente infectada puede reavivar la infecciéon. No obstante, el hecho de disminuir
el reservorio de células latentes puede favorecer la interrupcion de la terapia durante un

tiempo, representando un progreso importante en el tratamiento del HIV.

Reactivacion: Produccion de virus
Muerte celular

Célula T latentemente infectada Infeccion de nuevas células T

|

*Mitogenos, TNF
*Inhibidores de HDAC

-shRNA Spt6, Chd1, etc @

«Cribado con librerias de drogas

Terapia combinada

i |

Aplicacion: acelerar la limpieza de virus en pacientes infectados

Figura 8. Reactivacion del HIV latente para su erradicacion.

Muchos han sido los esfuerzos para encontrar una posible terapia para eliminar los
virus infectados latentemente y poder combinarla con la terapia HAART actual.
Algunos estudios se han centrado en poder activar el promotor latente mediante la
adicion de IL-2, IL-7 o anticuerpos para activar las células T. Otros trabajos han
sugerido la adicién exdgenamente de Tat como posible accion para poder activar el

promotor latente (Lin et al. 2003). Otros en cambio han utilizado inhibidores de histonas
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deacetilasas, o activadores de la via PKC (véase apartado 2.4 de la Introduccion para

mas detalles).

En nuestros estudios hasta el momento se ha conseguido entender mejor cuales son
los determinantes mecanisticos del establecimiento de la latencia. Se ha propuesto un
modelo de represion de HIV integrado en unidades transcripcionales del genoma
huésped donde intervienen factores de reensamblaje de la cromatina, que pueden ser
inhibidos mediante la tecnologia del RNA interferente. En nuestro siguiente paso
colaboramos con el Dr. Eric Verdin (Gladstone Institute of Virology and Inmunology-
UCSF, San Francisco, EEUU) en un proyecto que consistia en analizar 8§ compuestos
que reactivan el promotor viral latente obtenidos en un cribado de 10.000 moléculas
quimicas. Segun su estructura, se pudieron clasificar seis de las ochos estructuras en dos
clases diferentes: clase 1 y clase 2. Un compuesto de cada clase se eligio para su estudio
en mas detalle: el compuesto numero 4 de clase 1 y el compuesto nimero 1 de clase 2.
Al probar los dos compuestos en varios clones latentes y en la poblacion heterogénea
latente se observd que ambos eran capaces de reactivar el promotor viral latente, aunque
dicha reactivacion se daba en concentraciones elevadas del orden de uM. El hecho que
pudieran reactivar el HIV en clones cuya integracién se habia producido en diferentes
lugares dentro del genoma huésped (regiones alfoideas, intrones de genes y regiones
intergénicas) mostrd que tenian un amplio espectro, no siendo selectivos de un ambiente

cromatinico determinado.

Otra observacion tras el tratamiento de las células fue la elevada toxicidad que tenian
ambos compuestos en elevadas concentraciones, concentraciones a las cuales se veian
los mayores efectos de desrepresion del promotor latente. Este hecho nos llevd a pensar
si la toxicidad de los compuestos y la mortalidad celular estaban relacionadas con la
reactivacion del HIV. Para esclarecer este punto se tratd un clon latente con varios
compuestos que podian producir mayor o menor toxicidad celular. La camptotecina es
un compuesto descrito como activador de la apoptosis celular, el cual utilizamos como
control positivo de activacion de la muerte celular programada y que por tanto era
altamente toxico para las células. Es capaz de unirse a la topoisomerasa I, previniendo el
religado del ADN y causando daiio en las hebras durante el ciclo de replicacion (Hsiang
et al. 1985). Los resultados mostraron que la camptotecina tenia una muy elevada
toxicidad y desreprimia el promotor viral pero otros compuestos que eran capaces de

causar tanta toxicidad como la camptotecina, no desreprimian el HIV. Se pudo observar
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también que los compuestos 1 y 4 reactivaban el promotor latente mediante su diana de
accion, pero no debido a la mortalidad celular ya que promovian una alta desrepresion

del HIV, mayor que con otros compuestos testados pero con una mortalidad menor.

El resultado de desrepresion del promotor viral latente observado tras el tratamiento
con camptotecina no dejo de ser sorprendente. En la literatura se habia sido descrito que
los inhibidores de la topoisomerasa I, tales como la camptotecina, promueven la
activacion de NFxB (Huang et al. 2000). Se habia observado que la activacion de la via
de NF«kB mediante camptotecina disminuia drasticamente en células que expresaban un
mutante de la topoisomerasa I (Huang et al. 2000). Entrando en detalle sobre el
mecanismo de accidn, tras la ruptura de la doble hebra de ADN producida por el
tratamiento con camptotecina, se activaba la proteina ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated) la cual era capaz de activar la quinasa IKK y degradar el represor IkB,
promoviéndose asi la activacion de NFxB y la atenuacion de la respuesta apoptdtica
(Wu et al. 2006). Asi pues, el hecho de haber observado desrepresion del promotor del
HIV tras la adicion de camptotecina se podria estar debiendo a la activacion de NFkB

mediante la via de ATM.

Una colaboracién con el Dr. Jordi Mestres nos abri6 las puertas para poder estudiar
cudles eran los mecanismos de accion por los cuales los compuestos 1 y 4 desreprimian
el promotor viral latente, asi como para buscar nuevos compuestos parecidos a los
originales pero con menor toxicidad y con igual o mayor actividad a menores

concentraciones.

Mediante el procedimiento de target fishing se compar6 la estructura quimica de los
compuestos originales con una base de datos de moléculas cuya diana de accién es
conocida. El resultado mostré6 que los compuestos de clase 1 tenian similitudes
estructurales con inhibidores y activadores de varias proteinas, pero tras probar drogas
comerciales con iguales dianas se pudo observar que ninguna de los compuestos
probados podia desreprimir el promotor viral. Este hecho mostraba que el andlisis
mediante target fishing no proporciond las dianas de accion correctas de los compuestos
originales, posiblemente debido al bajo numero de dianas presentes en la base de datos
utilizada, la cual cosa obligd a utilizar unos pardmetros poco restrictivos, aumentando

los falsos positivos.
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A continuacién se utilizé un cribado virtual en el cual se compar6 la estructura de los
ocho compuestos originales con una base de datos de 7.000.000 de estructuras quimicas.
Al final del proceso se obtuvieron un total de 43 compuestos que eran estructuralmente
parecidos a los originales, los cuales fueron testados en las células latentes. Como
resultado se obtuvo un compuesto, el cual se llam6 A36, que era capaz de desreprimir
eficientemente el promotor del HIV latente. Al testar el compuesto A36 en diferentes
clones latentes, los cuales tenian el HIV (LTR-Tat-GFP) integrado en diversos lugares
del genoma, se vio que en todos los casos era capaz de desreprimir el promotor latente,
la cual cosa mostraba que no era especifico de un ambiente cromatinico determinado
sino que su efecto era a nivel global. Una caracteristica muy interesante era que, a
diferencia de la clase de compuestos de los cuales derivaba (clase 1), el A36 no
producia toxicidad en las células. Este hecho introducia una ventaja a este compuesto
frente a los compuestos originales y lo hacia un buen candidato a analizar. La
concentracion a la que se empezaba a ver efecto del A36 seguia siendo elevado, del

orden de uM.

Al estudiar en mas detalle el compuesto A36 vimos que su IC50, es decir, la
concentracion a la que se observaba la mitad de la desrepresion maxima del promotor
latente, era de 80uM. Tras el tratamiento con A36 se mostrdé un aumento de la cantidad
de transcritos producidos a partir del promotor presente en el 5’LTR. A nivel de ciclo
celular, el compuesto A36 promovia un arresto de las células en G1, observandose una
disminucion de las células en las fases S y G2/M. Este patron de arresto del ciclo celular
era muy similar al observado tras el tratamiento de las células con PMA, el cual habia
sido ampliamente descrito anteriormente y relacionado con procesos de apoptosis
(Feuerstein et al. 1984, Zhao et al. 2000), aunque A36 no produce la mortalidad celular
observada con PMA. Este hecho proporciona a A36 una ventaja frente al agente
mitogénico y le hace un buen compuesto para seguir estudiando y derivando a otras
moléculas quimicas con las que se pudiera disminuir el valor de IC50, manteniendo

unos porcentajes de mortalidad bajos o nulos.

Uno de los mecanismos por los que se produce una parada del ciclo celular en G1 es
por dafio en el ADN. La activaciéon de la ruta ATM/ATR tras el dano lleva a la
activacion de p53, que a su vez activa p21. Esta proteina es la mediadora del arresto en
G1, debido a su funcién inhibitoria del complejo CiclinaE/Cdk2, responsables de la

transicion de la fase G1 a la fase S. La activacion de CiclinaE/Cdk2 también puede
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producirse de manera independiente de p53 tras el dafio del ADN, mediante la
degradacion de la fosfatasa Cdc25, la cual es la responsable en un estado basal de
mantener en forma inactiva el complejo ciclina/cdk. El dafio del ADN se puede producir
de varias maneras, entre las que se encuentra el dafio mediado por la exposicién a
ultravioleta (UV), a la radiacion ionizante (rayos X, rayos gamma,...), a radicales libres

0 a ciertos compuestos quimicos.

La exposiciéon a la luz ultravioleta habia sido descrita como un inductor de la
transcripcion y la expresion del HIV latente (Stanley et al. 1989, Vicenzi et al. 1994). Se
habia visto que la activacién de la via de reparacion del dafio en el ADN tras la
irradiacién con UV promovia la activacion del factor de transcripcion NFkB (Vicenzi et
al. 1994). La produccién de citoquinas mediada por la exposicion a la luz ultravioleta
también ha sido descrita como un activador del HIV (Kumar et al. 1996). Asi pues, una
posible hipotesis para explicar el porqué A36 es capaz de desreprimir el promotor viral
causando una parada de ciclo en G1 podria ser que dicha parada fuera promovida por
algiin tipo de dafio en el ADN, que fuera capaz de activar o bien la ruta de reparacion
mediada por ATM/ATR o bien la produccion de citoquinas que pudieran estar
reactivando el HIV latente. Mas experimentos son necesarios para ver si estas via estan
implicadas en la desrepresion del promotor viral latente tras el tratamiento con el

compuesto A36.

Posteriormente se analizaron combinaciones del compuesto A36 con otros
activadores conocidos del promotor del HIV, tales como PMA, TSA, TNF, HMBA y 5-
aza con el fin de buscar posibles sinergias entre ellos. Los resultados entre un clon con
el minigenoma de 4Kb integrado y un clon con el genoma de 9Kb resultaron ser un
poco diferentes, sobre todo a nivel del compuesto 5-aza, capaz de promover la
desmetilacion del ADN. Anteriormente se habia descrito que varios clones latentes con
el genoma de 9Kb integrado estaban metilados en las dos islas CpG presentes una de
ellas en el S’LTR y la otra inmediatamente después del 5’LTR. La utilizacién del
compuesto 5-aza en combinacion con TNF era necesario para poder reactivar el
promotor latente de estos clones (Kauder et al. 2009). Concretamente, se habia descrito
para los clones 6.3, 8.4, 9.2 y 15.4 (todos ellos con un genoma viral de 9Kb de longitud)
pero no ocurria para el clon A2, en el cual el tratamiento con 5-aza no tenia ninguna
repercusion sobre el HIV. En nuestros estudios, al tratar el clon 27 con 5-aza o con

combinaciones de este producto con otros reactivadores no veiamos ningun efecto de 5-
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aza sobre el promotor viral, hecho que reafirmaba otros trabajos que afirmaban que el
HIV en clones con este minigenoma no se veia reprimido por metilacion (Jordan et al.
2003, Pion et al. 2003). En cambio, el HIV del clon 6.3 necesita ser desmetilado para
poder obtener altos niveles de desrepresion. Una posibilidad que podria explicar este
hecho seria que la eliminacion de los genes del virus y el reposicionamiento de Tat
fuera de su contexto gendémico normal haya alterado el control de la transcripcion,
haciendo que el HIV de los clones con el minigenoma no resulte metilado para ser
silenciados. Otra posibilidad es que la metilacion del HIV que lleva a un estado
reprimido del promotor sea especifica de cada clon, no del genoma integrado. Esta
posibilidad se veria apoyada por el hecho que el HIV del clon 11.1, el cual contiene
integrado un genoma viral de 9Kb de longitud, no estd metilado y por lo tanto la
represion en dicho clon se debe a otro mecanismo represivo diferente a la metilacion

(Eric Verdin, comunicacién personal).

En los experimentos combinando compuestos con A36 pudimos ver que en el clon 27,
el compuesto con mayor sinergismo con A36 era el PMA y los valores mayores de
sinergia se obtenian combinando estos dos compuestos con TSA o TNF. En cambio, el
A36 no era capaz de desreprimir por si solo el clon 6.3 (a diferencia del clon 27, en el
cual si que se obtenian altos porcentajes de desrepresion solo con A36), sino que era
necesario combinarlo con TNF+5-aza, PMA+5-aza o PMA, TNF y A36 para ver efectos

sinérgicos.

Al utilizar otros clones latentes con el genoma del HIV de 9Kb se vieron diferentes
efectos entre clones. En uno de los clones, A36 era capaz de reactivar el promotor viral
por si solo. Otro de ellos no sufria ningin efecto tras tratar con A36 ni con ninguna
combinacion de compuestos. En otros dos clones latentes no se veia ningin efecto
simplemente con A36 pero sinergizaban de manera importante tras su combinacion con
TNF. Estudios mas en detalle serian necesarios para comprender estas diferencias entre

clones.

Con el fin de conocer si A36 estaba actuando sobre la misma via de sefializacion que
los compuestos TNF, PMA, HMBA o TSA se utilizaron diferentes concentraciones de
estos compuestos. De esta manera podiamos ver los efectos de A36 al llegar a la
saturacion de la via de sefializacion que utilizan estas drogas para activar el promotor

viral latente. Se observo que cuando el efecto de TNF y de PMA llegaba a la saturacion,
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A36 era capaz de estimular la reactivacion del promotor viral latente de manera
sinérgica, la cual cosa sugeria que el A36 no actiia en la misma via de sefializacion que
ninguno de los dos compuestos. En el caso de HMBA o TSA y utilizando
concentraciones con baja toxicidad de ambos compuestos, A36 era capaz de estimular la
desrepresion del promotor latente de manera sinérgica, sugiriendo de nuevo que A36 no
actta por las mismas rutas de activacion que desreprimen el HIV tras el tratamiento con
HMBA o TSA. En estos casos, no se podian hacer experimentos de saturacion con
elevadas concentraciones de HMBA o TSA debido a su alta toxicidad celular. En
resumen, parece que A36 no actiia por las mismas vias que TNF, PMA, HMBA o TSA,

asi que debemos buscar otras rutas de activacion no conocidas hasta el momento.

Al utilizar un modelo de células 293T transfectadas transientemente con un vector
expresando el reportero luciferasa bajo el control del promotor del HIV (HIV-luc) se
observo que el compuesto A36 era capaz de activar el promotor hasta unos niveles
comparables a TNF, y mas que con el tratamiento con PMA o TSA. Este hecho
mostraba que A36 no solo es capaz de reactivar el promotor latente sino también de

activar un vector expresando el promotor viral.

Se utilizaron una serie de pldsmidos con un reportero conteniendo los lugares de
unidon de NFkB, AP1, SP1 y NFAT en células 293T. De esta manera podriamos conocer
si A36 era capaz de activar la via de alguno de estos factores de transcripcion. En un
estudio previo con estos vectores reporteros Jurkat se vio que el promotor reportero se
podia reactivar mediante la induccién de NF«kB tras el tratamiento con TNF, PMA o
PMA-+Ionomicina, la inducciéon de APl mediante PMA o PMA-+Ilonomicina y la
induccion de NFAT tras el tratamiento con PMA+Ionomicina (Williams et al. 2004). En
nuestros experimentos llevados a cabo en 293T transfectadas con los plasmidos
reporteros, vimos que A36 podria activar por si solo los pldsmidos reporteros NFAT y
API, sugiriendo que se deben activar sus vias de sefalizacion para activar el promotor
del HIV. Por otro lado, A36 no puede activar la via de NFkB por si solo pero si que
potencia la activaciéon de NFkB por TNF. Parece que A36 necesitaria de la activacion de
la ruta de TRAF2 mediante TNF como paso previo a su sinergismo con TNF para
reclutar NFkB. Los resultados obtenidos por Williams et al. (2004) con el resto de
compuestos no coincidian exactamente con nuestros experimentos. En las 293T
transfectadas, el tratamiento con PMA-+lonomicina no era capaz de activar los

plasmidos reporteros NFkB y AP1, pero en cambio, si que activaba el reportero SP1.
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Estos datos sugerian diferencias en las respuestas a los diferentes compuestos
dependiendo de las células. Asi pues, los siguientes experimentos a disefiar serian con

clones latentes Jurkat transfectados con los plasmidos reporteros.

Con el fin de conocer la via de sefalizacion por la cual el compuesto A36 esta
desreprimiendo el promotor del HIV se utilizaron 3 inhibidores para las vias de la
quinasa PKC, la MAP quinasa ERK y la quinasa PI3K. Ninguno de los 3 inhibidores
fue capaz de afectar la desrepresion del promotor viral latente mediada por el
tratamiento con A36 de las células, sugiriendo que la via de sefializacion activada por
A36 es diferente a estas tres. El inhibidor de la via de PKC es capaz de inhibir la
reactivacion del promotor mediada por PMA ya que este agente mitogénico ha sido
descrito como un activador de la quinasa PKC (Verin et al. 2000). En cambio el TNF
activa el promotor viral por la via de TRADD-TRAF2, que acaba activando NFxB (Hsu
et al. 1996, Takeuchi et al. 1996), asi que la desrepresion mediada por TNF no sufria
ningun cambio tras afadir el inhibidor de PKC. Tras el tratamiento con el inhibidor de
la quinasa ERK pudimos ver una disminucién en la reactivacion del HIV tras el
tratamiento con PMA, hecho que ya habia sido descrito previamente y que es debido a

la activacion de la ruta de la MAP quinasa ERK por PMA (Yang et al. 1999).

En un articulo reciente se describié un nuevo compuesto llamado 5-hidroxinaptalen-
1,4-diona (SHN) el cual era capaz de reactivar el promotor del HIV latente en un
modelo de linfocitos T CD4+ humanos latentes provenientes de sangre (Yang et al.
2009). Este compuesto es capaz de producir radicales libres (ROS), los cuales han sido
descritos como activadores indirectos de la via de NFkB, y por tanto, reactivadores del
promotor viral (Gloire et al. 2006). Yang et al. (2009) demostraron que la reactivacion
del promotor latente no se debia a la activacion de PKC ni NFAT, la cual cosa mostraba
que SHN no era capaz de promover la activacion de las células T. Este compuesto SHN
tiene similitudes con el A36 debido a que ambos poseen un anillo quinoleina con varios
radicales pero SHN puede sufrir procesos de reduccion en los que se producen aniones
superoxido (O;) y peroxido de hidrogeno (H,O,) que inducen estrés oxidativo. La
estructura quimica de A36 no puede sufrir procesos de reduccion, con lo que no se
producen radicales libres y produccion de ROS. Este hecho nos permitio descartar la
formacion de ROS como la via utilizada por A36 para desreprimir el promotor viral

latente.
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Por ultimo se utilizaron compuestos derivados de las estructuras quimicas de clase 1,
los cuales eran parecidos al A36 pero con radicales diferentes o sin ningin radical (Y1 y
Y2 respectivamente) y compuestos obtenidos de dos cribados virtuales diferentes (Z1-
715 y B1-B43). En todos los casos se buscaba un compuesto con desrepresion igual o
mayor al A36 pero que actuara a menor concentracioén para conseguir dicho efecto. Por
otra parte, debia continuar no mostrando toxicidad celular ya que disminuiria las
posibilidades de éxito como terapia contra la latencia del virus del HIV. El estudio de
estos compuestos también nos debia servir para conocer qué partes de la estructura o
qué radicales son importantes para conseguir un efecto desrepresor del promotor viral.
Tras el tratamiento de varios clones con los compuestos Y1 y Y2 se observo que en el
caso del compuesto Y1 se obtenia desrepresion del promotor pero no se llegaba hasta
los niveles obtenidos con A36. Aun asi, este compuesto no era toxico para las células.
En cambio, la desrepresion con Y2 era muy pequefia y el compuesto producia toxicidad.

Asi pues, ninguno de los dos compuestos parecia mejorar la estructura del A36.

Por otro lado, el andlisis de los compuestos Z1-Z15 y B1-B43 mostr6 dos estructuras
que podian desreprimir el promotor viral (Z10 y B37) aunque ambos presentaban
ciertos niveles de toxicidad. La desrepresion se volvia a observar a concentraciones
elevadas, del orden de uM, y por lo tanto no se habia encontrado ningun compuesto
cuya IC50 fuera menor a la observada para A36. De nuevo, estas moléculas mostraron
complicaciones a la hora de ser buenos candidatos para seguir optimizando una

molécula que pudiera ser utilizada como terapia.

La busqueda de moléculas capaces de desreprimir el promotor viral latente como
terapia combinada a los actuales antirretrovirales es un ejemplo practico de lo util que
puede resultar la utilizacion del modelo de latencia viral en células Jurkat utilizado en

este trabajo.
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CONCLUSIONES

La produccion de un modelo de latencia del virus del HIV en la linea celular
Jurkat de linfocitos CD4+ ha resultado ttil para estudiar los mecanismos que
llevan a un estado latente del promotor viral. Tras la infeccion de dichas células
con un minigenoma HIV-GFP, la latencia se establece con una frecuencia muy
baja.

El lugar de integracion del provirus HIV determina el estado transcripcional del
promotor viral. La latencia estd causada por la integracion del promotor del HIV
en heterocromatina o en desiertos génicos pero también en intrones de genes
transcripcionalmente activos.

Hemos observado una amplia variedad de transcritos producto de eventos de
splicing inesperados cuando el HIV se integra en intrones. Se producen
transcritos quimera que empiezan en el gen huésped y cubren el 5S’LTR o
transcritos empezando en el 5’LTR y continuando en los exones corriente abajo
del gen, entre otros.

Sugerimos que la integracion del HIV en intrones de genes activos puede llevar
a un estado de latencia debido a la existencia de interferencia transcripcional
desde el gen activo sobre el promotor viral.

La interferencia transcripcional es bidireccional. Cuando se desreprime el
promotor viral, por ausencia de suero o por adiciéon de TNF, disminuye la
expresion del gen donde el provirus se halla integrado.

SPT6 y CHDI1 son dos proteinas relacionadas con el reensamblaje co-
transcripcional de la cromatina que estan involucradas en la represion del HIV
ya que su deplecion produce reactivacion del promotor del HIV latentemente
infectado. Estos dos factores viajarian a través de un gen con la ARN polimerasa
IT y al cerrar la cromatina tras la transcripcion reprimirian promotores cripticos,
tales como el HIV integrado en genes activos, causando la interferencia
transcripcional.

La inhibicién de SPT6 promueve un ambiente cromatinico mas relajado sensible
a mononucleasa en el promotor del HIV y en el gen endogeno huésped,

permitiendo probablemente la entrada de factores de transcripcion.
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Tras la deplecion de SPT6 se observa también una disminucion de la expresion
de genes que son transcripcionalmente activos, mientras que los genes poco
expresados en células Jurkat no sufren ningtn efecto.

La desrepresion del promotor HIV mediada por la deplecion de SPT6
posiblemente se debe a un doble efecto, primero por la disminucién del
reensamblaje de la cromatina y segundo por la disminucion de la interferencia
transcripcional al disminuir la expresion del gen enddgeno.

Las proteinas ASF1A, HIRA, SUPT16H, BRGI, TFIIS y YY1, factores todos
ellos relacionados con cromatina, también estan implicadas en la represion del
promotor viral en el proceso de la latencia. En cambio, HP1p no parece tener
ningun papel fundamental en la represion.

Se obtuvieron 8 compuestos capaces de reactivar el promotor viral latente de una
libreria de 10.000 compuestos, los cuales se podian dividir en dos familias
quimicas. Tras hacer un target fishing con los compuestos se propusieron varias
dianas de accion hipotéticas de los 8 compuestos, pero tras probar inhibidores o
activadores de dichas dianas no se consigui6 desreprimir el promotor del HIV.
Tras hacer un cribado virtual de los 8 compuestos originales, se obtuvo una
nueva molécula (A36) que era capaz de desreprimir el promotor del HIV sin la
toxicidad de los compuestos originales. Este compuesto sinergiza con TNF,
PMA, TSA y HMBA en la activacién del promotor HIV latente. El mecanismo
de accion de A36 no parece implicar las vias PKC, ERK ni PI3K. En
experimentos de transfeccion, A36 activa promotores reportero NFAT y AP1 y

sinergiza con TNF en la activacion de NFkB.
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Material

1. Reactivos

MATERIAL Y METODOS

Reactivo Concentracion de uso Casa comercial
PMA 10nM Sigma
TSA 400nM Sigma
TNFa 10ng/ml Sigma
HMBA 10mM Sigma
5-aza-2’deoxicitidina S5uM Sigma
Ionomicina 1pg/ml Sigma
Puromicina 2mg/ml Sigma

Camptotecina 10uM, 100uM Acros Organics
Metil metano sulfato (MMS) ImM Sigma
Hidroxiurea (HU) ImM Sigma
Colcemida 20ng/ml Roche

Higromicina B 1.6mg/ml BD Biosciences
MNasa 0.4U Sigma

PD 98059 25uM Calbiochem
Wortmanina 0.1uM Sigma
GF109203X 1uM, 2uM, 3uM Sigma
PJ34 10nM, 100nM, 1pM y 10uM Sigma
Benzamida 10nM, 100nM, 1pM y 10uM Sigma
Minociclina 10nM, 100nM, 1uM y 10uM Sigma
BRL50481 10nM, 100nM, 1pM y 10uM Sigma
Acetazolamida 10nM, 100nM, 1uM y 10uM Sigma
Damnacantal 10nM, 100nM, 1uM y 10uM | Calbiochem

DFB 10nM, 100nM, 1pM y 10uM Sigma

2. Plasmidos

- pEV731 Plasmido lentiviral que expresa la construccion LTR-Tat-Ires-GFP,
amablemente cedido por el Dr. Eric Verdin (Gladstone Institutes, San Francisco,
EEUU).

- HIV-R7/E-/GFP Plasmido que expresa el genoma entero del virus de 9Kb de
longitud pero tiene la secuencia de GFP en lugar de Nef'y se ha intoducido una

mutacion en env. Este plasmido fue construido por el Dr. Albert Jordan.
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- LTR-luc Plasmido que expresa el reportero luciferasa bajo la expresion del

promotor del HIV, cedido por el Dr. Eric Verdin

- NFxB-luc, AP1-luc, SP1-luc, NFAT-luc Los plasmidos expresando los lugares

de union de NFkB, NFAT, AP1 y SP1 asociados al reportero luciferasa fueron

cedidos por el Dr. Warner Greene (Gladstone Institute of Virology and

Immunology, San Francisco, EEUU).

- pVSVG Plasmido que codifica para proteinas de la envuelta viral, obtenido de

Clontech.

- pCMVARS8.91 Plasmido que codifica los genes virales gag y pol, ambos

necesarios para la produccion de particulas viricas en el caso de utilizar vectores

lentivirales. Fue amablemente cedido por el Dr. Didier Trono.

3. Oligonucleotidos

Oligonucledtidos para secuenciar los lugares de integracioén del HIV

Nombre Secuencia del oligonucle6tido
al AGACAGAAGCATTCTSAGAA
a2 ATCACAAAGNAGTTTCTSAGAAT
a3 TTTSATWGAGCAGNTTKGAAAC
ad AAAGAGTGTTTCMAANCTGCTCW
pEV1731 (A) AGGCAAGCTTTATTGAGGCTTAAGC
pEV1732 (B) CACACACAAGGCTACTTCCCT
pEV1733 (C) GCCACTCCCCIGTCCCGCCC
AP1 GTAATACGACTCACTATAGGGC
AP2 ACTATAGGGCACGCGTGGT
GSP1 AAACCTCCACTCTAACACTTCTCTCTC
GSP2 CTCTTCTACCTTATCTGGCTCAACTGG
UBXDS8 PI CGAGACCCCATCTCTACAAA
UBXDS8 P2 AGTCCTGCTCTGTCATCCAG
UTX Pl TTTCATGGCTCCTTCACTTT
UTX P2 GTTTGCTGCACCTATCAACC
P3 CGAGCTTGCTACAAGGGACT
P4 GAGCCCTCAGATCCTGCATA
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Oligonucledtidos para determinar el tipo de transcritos producidos en la secuencia del

HIV v alrededores

Nombre

Secuencia del oligonucleo6tido

CTTCGTTTTATACGGCCTGA

TTGCGACAAAACTCATCAGA

AACAGCAAAAGTTGGCAGAG

GAAACTTTTCTGGGCTTTCC

AAATTAGCTAGGCATGGTGGTA

GTACTCCGGATGCAGCTCTC

CGAGCTTGCTACAAGGGACT

AGTAGTGTGTGCCCGTCTGT

TCGCTTTCAGGTCCCTGTTCG

TTCAGCTATTCTAAATGCCACA

[—
ol P NR K-Sl BN o (O N ORI SR

TTGGCGTACTCACCAGTCGC

[a—
(\S]

GTACTCCGGATGCAGCTCTC

[a—
(OS]

GAGCCCTCAGATCCTGCATA

._.
S

CCTTCTTCTTCGATTCCTTCG

CCACCTTCTTCTTCGATTCCT

TCTGAAGGGATGGTTGTAGC

CACACAAGGCTACTTCCCTGA

AGCACCATCCAAAGGTCAGT

CACTTTGTCCAATGCTGAAA

GGACTGGCCAGAATTAGGAT

GTGGGGCTTAAAACCTAGATG

el [ ol = vl bosl =l s

ACCACTGCCTAAAATGAACG

Oligonucledtidos para determinar la cantidad de transcritos producida en el HIV

Nombre Secuencia del oligonucle6tido
Tat f CAAAAGCCTTAGGCATCTCCT
Tat r CCACCTTCTTCTTCGATTCCT
GFP f GAAGCAGCACGACTTCTTCAA
GFP r GCTTGTCGGCCATGATATAGA
HIV U3 f ATCCACTGACCTTTGGATGG
HIV U3 r GTACTCCGGATGCAGCTCTC
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Oligonucledtidos de genes especificos

Nombre Secuencia del oligonucle6tido
CHES1 f GGCTTATGGCTTTTGGAACA
CHESI r ATCTGATGGTGCCAGGAAAG
CXCR4 f TGGAGTGTGACAGCTTGGAG
CXCR4 r GGTGGTCTATGTTGGCGTCT

PCAF f ACATCTGCCATTCCCAACTC

PCAF r TAGCCATTTGCAGGGTTCTT

11beta HSD2 f |ACGCAGGCCACAATGAAGTAG
llbeta HSD2 r [GCAGCCAGGCTGGATGATG

Dicer f AATCTCAACCAGCCACTGCT

Dicer r TCTCCACAGTGATGCTGGAA

UBXDS8 exon3 f |GCAAGAGGGCGTACCTAGTG

UBXDS8 exon3 r

CTTGGTTGAGGTCTTGAGACAA

UBXDS ex6n8 f

GCTGAAGGATCGAAGGATGA

UBXDS exén8 r | TTCTAGGCGTTCTGACACCA
UBXDS8_exén9 f |CAGACCCAAGTGCTGAGACA
UBXDS exén9 r |TCTGCCAACTTTTGCTGTTG
UTX exénl f |GGCGATAAAGTTGGTGTGCT
UTX exénl r  |GACACTCCGCAGGATTTCAT
UTX exén6 f |GGCAATTAAAGCATTTCAGGAG
UTX exén6 r | TTTGAACATAAGCCCAAGTCG
GAPDH f GAGTCAACGGATTTTGGTCGT
GAPDH r TTGATTTTGGAGGGATCTCG
RPL31 f CGGCTGTCCAGAAAACGTA
RPL3I r ACGTGTGTCACCCCTAGCTT

Oligonucledétidos para determinar la inhibicion mediante shRNAs

Nombre Secuencia del oligonucleotido
SPT6 f CTGATTGAATTTGCCCAGGT
SPT6 r GATCAAGGCCTGGCTGTAAG
CHDI1 f GATGAAGATTGGCAAATGTCTG
CHDI r ATTTTGAGGTTTTCTGCTTTTG
ASFIA f ATGTGGGCTCTGCAGAAAGT
ASF1A r TTAGGTGCATCAGCCTGAAA
HIRA f CACAGCTACTGCCACTGGAC
HIRA r ACGGGGTCGTTAACACAGAA
SUPT16H f GGCAAAATTGCCACTGTCTT
SUPTI16H r GATATGGCCTCCCTTCCTCT
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TFIIS f CCACAAGAATCGGAATGTCA
TFIIS r GGGCTGTTCTGCGATGTAAT
HPIp f GTGGTAAAGGGCAAAGTGGA
HPIP r GCTTGCCTCCCTCTGATTTA

Oligonucledtidos utilizados en los experimentos de proteccion de Mnasa

Nombre Secuencia del oligonucle6tido
M1 AAGGGCTAATTCACTCCCAAA
M2 GGCCCTGGTGTGTAGTTCTG
M3 CACACAAGGCTACTTCCCTGA
M4 AGCACCATCCAAAGGTCAGT
M5 ATCCACTGACCTTTGGATGG
M6 TGGCCTCTTCTACCTTATCTGG
M7 GAGGCCAATAAAGGAGAGAACA
M8 ACACTTCTCTCTCCGGGTCA
M9 ATGGATGACCCGGAGAGAG
M10 CACGTGATGAAATGCTAGGC
Ml11 TCTCTGGCTAACTAGGGAACCCA
M12 GCACTCAAGGCAAGCTTTATTGA
M13 AAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTG
M14 AGTCACACAACAGACGGGCAC
M15 AGTGTGTGCCCGTCTGTTGTG
M16 TGACTAAAAGGGTCTGAGGGATCTCTA
M17 GAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCA
M18 TTCAAGTCCCTGTTCGGGC
M19 GTGGCGCCCGAACAGG
M20 TTGCCGTGCGCGCTT
M21 CAGGACTCGGCTTGCTGAAG
M22 CACCAGTCGCCGCCC
M23 CGACTGGTGAGTACGCCAAAA
M24 ATCTCTCTCCTTCTAGCCTCCGC
M25 GCGGAGGCTAGAAGGAGAGAGAT
M26 TAATACCGACGCTCTCGCACC
M27 GCGAGAGCGTCGGTATTAAGC
M28 TTTCCCCCTGGCCTTAACC
M29 AAAATTCGGTTAAGGCCAGGG
M30 GGATTAACTGCGAATCGTTCTAGCT
M31 GGGAGCTAGAACGATTCGCAG
M32 CTGATGTCTCTAAAAGGCCAGGATTA
M33 GATTCGCAGTTAATCCTGGCCT
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M34 CCAGTATTTGTCTACAGCCTTCTGATGT
M35 CATCAGAAGGCTGTAGACAAAT
M36 GGATGGTTGTAGCTGTCCCAG

L1 TGACCCGGAGAGAGAAGTGT

L2 GTACTCCGGATGCAGCTCTC

UBXD8 Mnase 1f [ ACCTCTGGGGCTCTACCAAT
UBXD8 Mnase Ir | CTAAAAGCTAATAGCGGCCTGA

UBXDS8 Mnase 2f

GAGTTCCCTTCTGGAACAGAGA

UBXD8 Mnase 2r

ATTGGTAGAGCCCCAGAGGT

UBXDS8 Mnase 3f

AGCGAGACCCCATCTCTACA

UBXDS8 Mnase 3r

CAAGGACCTGGGACTACAGG

4. Anticuerpos para Western Blot

Anticuerpo | Concentracion Casa comercial
BRG1 1:500 Santa Cruz
CHD1 1:1000 Abnova Corporation
SPT6 1:500 Abcam

Tubulina 1:2000 Sigma
YY1 1:1000 Santa Cruz

5. Secuencias de los shRNAs

Los shRNAs MISSION (Sigma Aldrich) estdn clonados en el pldsmido lentiviral
pLKO.1-puro.

shRNA Codigo de Sigma Secuencia # Exon
SPT6 TRCN0000019732 [CGCCTTGTACTGTGAATTTAT 23
SPT6#2 TRCN0000019729 |CCCTTGAAGAAATCTTGGAAA 25
SPT6#3 TRCN0000019730 |GCCCACCTTCATCCCTTATTT 32
CHDI1 TRCNO0000021312 [GCAGTTGTGATGAAACAGAAT 5
CHD1#1 TRCN0000021309 |GCGGTTTATCAAGAGCTATAA 24
CHD1#2 TRCN0000021310 |CCACTCTTACTTCCTGGCAAA 11
CHDI1#3 TRCN0000021312 [GCAGTTGTGATGAAACAGAAT 5
CHD1#4 TRCN0000021313 [CCATCGTGATTGGGATCACTA 34
ASF1A TRCN0000074269 |CCAAATCTACAGTCACTTCTT 4
HIRA TRCN0000145800 |GCAGGCGATTCTGTCAATAAA 14
SUPT16H TRCN0000001258 [CGCAAGTCTAATGTGTCCTAT 14
BRG1 TRCNO0000015552 |CGGCAGACACTGTGATCATTT 25
TFIIS TRCN0000001254 [AGAAGAAAGAACCTGCAATTA 4
YY1 TRCN0000019894 [GCCTCTCCTTTGTATATTATT 5
HP1p TRCN0000062223 [CCCGACCTCATTGCTGAGTTT 3
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Métodos

1. Cultivo celular

Las células Jurkat, derivadas de linfocitos CD4+, son rutinariamente crecidas en
medio RPMI 1640, suplementado con un 10% de suero fetal bovino FBS, 2mM de L-
Glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100mg/ml de estreptomicina a 37°C y 5% de CO,.

Las células 293T derivan de células embrionicas de rifion y crecen en medio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino

FBS, 2mM de L-Glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100mg/ml de estreptomicina.

2. Western Blot

Los extractos de las células infectadas establemente con los shRNAs se preparan en
un Tampon de Lisis (25mM Tris ph 7.4, 1%SDS, 1mM EDTA ph 8, ImM EGTA pH 8)
suplementado con inhibidores de proteasas (2mM PMSF, 20mM B-Glicerol fosfato,
2mM NaVOy y un céctel de inhibidores de proteinas o PIC (Roche)). Determinando las
concentraciones de proteinas por microensayos de BCA (Pierce), se carga la misma
cantidad de proteinas en geles SDS al 10% de bisacrilamida, se tranfieren las proteinas a
membranas de nitrocelulosa, las cuales son incubadas con los anticuerpos
correspondientes. A continuacion se incuban las membranas con anticuerpos contra
IgGs de ratén o conejo conjugados con marcadores fluorescentes (dilucion 1:4000).
Finalmente se detecta la fluorescencia en un aparato Odyssey® Infrared Imaging

System.

3. Secuenciacion de lugares de integracion del HIV en el genoma humano

Se utiliz6 el kit GenomeWalker de BD Biosciences para secuenciar los lugares de
integracion, siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, el ADN gendémico
se digiere con enzimas de restriccion (Pvull, EcorRV, Dral o Sspl) las cuales cortan
dejando extremos romos y unas secuencias llamadas adaptadores, las cuales tienen una
secuencia conocida, se ligan al ADN genomico digerido. Se hace una PCR utilizando un
oligonucledtido en la secuencia del adaptador y otro en la secuencia del LTR-HIV. Una

segunda PCR se lleva a cabo utilizando el producto de la primera PCR y utilizando un
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oligonucledtido en el adaptador y otro en la secuencia del HIV. Los productos de la
segunda PCR se corren en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio y las bandas

que se obtienen son purificadas, clonadas y secuenciadas.

4. Deteccion de la integracion del HIV en repeticiones alfoideas

Se realizan dos PCRs consecutivas con el fin de cuantificar la presencia de la

integracion del HIV cerca o en regiones alfoideas. Los oligonucledtidos utilizados son:
al(5'-AGACAGAAGCATTCTSAGAA-3")
a2(5'-ATCACAAAGNAGTTTCTSAGAAT-3")
a3(5'-TTTSATWGAGCAGNTTKGAAAC-3")
a4(5'-AAAGAGTGTTTCMAANCTGCTCW-3")
A(5'-AGGCAAGCTTTATTGAGGCTTAAGC-3") - reverse

B(5'-CACACA CAAGGCTACTTCCCT-3") - forward

C(5'-GCCACTCCCCIGTCCC GCCC-3") - reverse

Los oligonucledtidos al, a2, a3 y a4 se localizan en las regiones alfoideas. Los

oligonucledtidos A, B y C se encuentran en la region LTR del genoma del HIV.

La primera PCR fue realizada usando el oligonucleétido A en el LTR del HIV y cada
uno de los oligonucleotidos especificos de las regiones alfoideas (al, a2, a3, a4). Como
control negativo, la PCR fue realizada sin ADN o solo utilizando el oligonucledtido A.
Se utiliz6 el siguiente programa: 3 minutos a 94°C, 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30

segundos a 53°C y 4 minutos a 72°C, y 10 minutos a 72°C.

La segunda PCR se realizé tanto con una PCR clasica como por PCR a tiempo real.
La PCR clasica se lleg6 a cabo con 1ul de la primera PCR y con los oligonucleétidos B
y C en el LTR del HIV, utilizando las mismas condiciones que en la primera pero la
extension se hizo un minuto y la amplificacion se llevd a cabo durante 25 ciclos. Los
productos de la PCR se corrieron en un gel al 1% de agarosa con bromuro de etidio. Las
PCRs a tiempo real se hicieron de forma analoga utilizando el kit SYBR-Green PCR

(Roche), utilizando el LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche).
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5. Transformacion de plasmidos en bacterias

La transformacion en bacterias se llevod a cabo mediante choque térmico utilizando
40pl de bacterias DHS5a competentes y 100ng de pldsmido. Esta mezcla se incuba
durante 30 minutos en hielo, periodo tras el cual se incuban 90 segundos a 42°C seguido
de 2 minutos en hielo y se afade 1ml de un medio rico en glucosa llamado SOC. Las
bacterias se incuban durante 1 hora en agitacion y 50ul del total se crece en una placa de

LB con el antibiodtico correspondiente.

6. Generacion de lineas estables por infeccion retroviral/lentiviral

Se utilizaron las células 293T (Clontech) para producir particulas viricas conteniendo
el minigenoma del HIV LTR-Tat-Ires-GPF o el vector pLKO.1 que contiene los
diversos shRNAs (Sigma).

Se plaquearon 2.5x10° células en placas p100 un dia antes de la transfeccion. El vector
de interés se cotransfectd con los vectores pVSVG (necesario para la formacion de la
envuelta viral) y pCMVARS8.91 (expresa las proteinas gag y pol del HIV). La
transfeccion se llevo a cabo utilizando Fosfato Calcico (BD Bioscience) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. 24 horas tras la transfeccion, se recogié el medio de las
c€lulas y se reemplaz6 con nuevo medio. 24 horas después, se volvid a recoger el medio
y se centrifugaron ambos medios 1 hora 30 minutos a 26.000rpm a 4°C. El pellet
conteniendo las particulas virales se resuspendié en Iml de medio y se us6 para la
infeccion. Se infectaron las células utilizando el método de spinoculation, el cual
consiste en centrifugar la mezcla de células y virus en placas de 6 pocillos a 1200rpm
durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacion se incuban las placas durante
24 horas, periodo tras el cual se reemplaza el medio conteniendo los virus por medio

fresco.

7. Extraccion de ARN, transcripcion reversa (RT) y PCR a tiempo real

La extraccion de ARN fue llevada a cabo usando el kit High Pure RNA Isolation
(Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 ADNc fue generado a partir de
100ng de ARN total con el kit SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis (Invitrogen).
Partiendo de una dilucién 1:10 del volumen del ADNc resultante de 100ng de ARN, se
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utiliza 1pl como muestra para la PCR. Cuando se indica, la cuantificacion del producto
génico fue hecha por PCR a tiempo real usando el sistema SYBR Green (Roche) para el
LightCycler 480 (Roche) en placas de 96 pocillos por duplicado.

8. Mapeo de nucleosomas por sensibilidad a MNasa

Se parte de cuatro millones de células que son lisadas en el tampén A (10mM Tris
HCI ph 7.4, 10mM NaCl, 3mM MgCl,, 0.3M sacarosa) durante 10 minutos en hielo,
periodo tras el cual se afiade NP40 (concentracion final del 0.2%). Se centrifugan las
muestras 10  minutos a 4° y el pellet se resuspende en el tampon A + CaCl,
(concentracién final de 10mM) aniadiendo 0.4U de MNasa durante 25 minutos. EIl ADN
genomico se acaba de extraer utilizando el kit DNeasy blood and tissue de Qiagen
siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 ADN gendmico se corre en un gel de
agarosa al 1.5% vy tras tefiir el gel 15 minutos con Bromuro de Etidio se corta la banda
del gel correspondiente al mononucleosoma. E1 ADN se purifica del gel utilizando el kit
OlAquick Gel Extraction (Qiagen) y siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN
se utiliza en una PCR a tiempo real utilizando oligonucleotidos para la region a

interrogar (ADN nucleosomal o las regiones espaciadoras).

Como control se utiliz6 1pg de ADN gendmico previamente purificado mediante el
kit DNeasy blood and tissue. E1 ADN genomico se digiri6 con MNasa utilizando el
tampon A + CaCl2 y afiadiendo 0.04U de MNasa durante 5 minutos. Tras este periodo
de tiempo se fenoliz6 y precipitdé el ADN y posteriormente se corrio en un gel de
agarosa al 1.5%. Se purific6 el ADN que se habia cortado hasta un tamafio similar al del

mononucleosoma (aproximadamente entre los 120 y 200 pares de bases).

9. Ensayos de actividad luciferasa

Para transfecciones transitorias se plaquean 300.000 células en placas de 6 pocillos y
se usa el sistema de transfeccion por fosfato calcico. Para cada pocillo se utilizan 10ug
del plasmido reportero. 24 horas después de la transfeccion se plaquean las células y al
dia siguiente se afiaden los tratamientos correspondientes. 36 horas tras el tratamiento,
las células son recogidas en Reporter Buffer Lysis (Promega) y lisadas a -80°C. La
cantidad de proteina es medida con el kit MicroBCA (Pierce) y se ajustan las

concentraciones para que sean equivalentes. A continuacion se mide la actividad
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luciferasa usando el kit Luciferase Assay (Promega), siguiendo las instrucciones del

fabricante del lumindmetro.

10. Citometria de flujo

Los experimentos de citometria de flujo se llevaron a cabo usando un citémetro

Cytomics FC500 MPL (Beckamn Coulter Inc. Fullerton, CA).

La excitacion de la muestra se produjo utilizando un laser de argon a 15mW de
potencia. El instrumento fue puesto a punto con la configuracion estdndar: Forward
scatter (FS), side scatter (SS) y GFP (525nm de longitud de onda). La fluorescencia se
representd en escala logaritmica. El alineamiento Optico fue puesto a punto utilizando

bolas fluorescentes de 10nm (Flow-Check fluorospheres, Beckman Coulter).

11. Separacion celular

La separacion de las células GFP-positivas se llevo a cabo utilizando un citdmetro
MoFlo (Dako Cytomatin, Fort Collins, Colorado, USA), el cual utiliza un sistema de
formacion de gotas conteniendo las células, las cuales son excitadas con un laser de
argén Coherent Enterprise II. Las regiones de células a separar fueron definidas de
acuerdo con los valores de GFP, FS y SS. Las células separadas fueron reanalizadas

para determinar la eficiencia de la separacion.

12. Analisis del ciclo celular

Las células a analizar fueron recogidas y se lavaron con PBS dos veces. La fijacion se
realiz6 en etanol a una concentracion final del 70% durante 16 horas a -20°C. Con el fin
de eliminar el etanol completamente, las células se lavaron dos veces con PBS y se
trataron con RNasa (Img/ml) a 37°C durante 1 hora. Tras este tiempo, se tifieron con

Ioduro de Propidio (0.1mg/ml) y se analizaron las células en el citometro de flujo.
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Abstract

Rebound of HIV viremia after interruption of anti-retroviral therapy is due to the small population of CD4+ T cells that
remain latently infected. HIV-1 transcription is the main process controlling post-integration latency. Regulation of HIV-1
transcription takes place at both initiation and elongation levels. Pausing of RNA polymerase Il at the 5’ end of HIV-1
transcribed region (5'HIV-TR), which is immediately downstream of the transcription start site, plays an important role in the
regulation of viral expression. The activation of HIV-1 transcription correlates with the rearrangement of a positioned
nucleosome located at this region. These two facts suggest that the 5'HIV-TR contributes to inhibit basal transcription of
those HIV-1 proviruses that remain latently inactive. However, little is known about the cell elements mediating the
repressive role of the 5'HIV-TR. We performed a genetic analysis of this phenomenon in Saccharomyces cerevisiae after
reconstructing a minimal HIV-1 transcriptional system in this yeast. Unexpectedly, we found that the critical role played by
the 5’HIV-TR in maintaining low levels of basal transcription in yeast is mediated by FACT, Spt6, and Chd1, proteins so far
associated with chromatin assembly and disassembly during ongoing transcription. We confirmed that this group of factors
plays a role in HIV-1 postintegration latency in human cells by depleting the corresponding human orthologs with shRNAs,
both in HIV latently infected cell populations and in particular single-integration clones, including a latent clone with a
provirus integrated in a highly transcribed gene. Our results indicate that chromatin reassembly factors participate in the
establishment of the equilibrium between activation and repression of HIV-1 when it integrates into the human genome,
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and they open the possibility of considering these factors as therapeutic targets of HIV-1 latency.
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Introduction

Following integration into the host cell genome, HIV-1
transcription is the most important step regulating viral replica-
tion. The main factor involved in this regulation is the viral Tat
protein, which binds TAR, a structured RNA element present at
the 5’ end of the viral mRNAs. The structure of the mRNA 5’ end
also contributes to the pausing of RNA polymerase II (RNApollI)
at the LTR [l]. This pausing is characteristic of HIV-1
transcription and appears to play a role in maintaining low levels
of basal transcription when the promoter is not activated [2,3].

Tat activates transcription by both inducing chromatin remod-
eling and recruiting P-TEFb, a cell factor required for productive
transcription elongation, onto the viral LTR [4,5]. Tat also
stimulates transcription by direct, TAR-independent activation of
the viral promoter [6]. Induction of the host transcription factors NF-
o. B cooperates with Tat in completing HIV activation [7].

Chromatin plays an essential role in the transcriptional
regulation of HIV (reviewed by [8,9]). The transition from basal
to activated transcription correlates with drastic changes in the

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

acetylation levels of the nucleosomes covering the HIV promoter
[10] and with the rearrangement of nucleosome positioning on the
5" LTR [11]. These chromatin alterations are catalyzed by histone
modifying enzymes and ATP-dependent chromatin remodeling
complexes, which are recruited by Tat to the LTR [12—14]. Tat
action on HIV chromatin is also mediated by the nucleosome
assembly protein hNAP-1 [15].

Several host factors, including the receptor tyrosine kinase
RON [16] and a subunit of the CPSF complex [17], contribute
to maintaining the repressive state characteristic of HIV latency,
but most elements directly responsible for HIV postintegration
latency are also related to chromatin. Histone deacetylases
(HDAC) are involved in the transcriptional repression of the
LTR [18] and their recruitment by CBF-1 promotes HIV-1
entry into latency [19]. HPI, binding trimethylated histone H3-
K9, also plays a role in HIV-1 silencing [20]. Consistent with this
role of chromatin in HIV latency, the chromatin environment of
the integration site influences the transcriptional behavior of the
provirus, whose level of basal transcription is undetectable in
some integrants [21].
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Author Summary

Acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) is caused by
the human immunodeficiency virus (HIV). Drugs used for
anti-viral therapy are very efficient in controlling the
presence of viral particles in infected patients. However, if
this therapy is interrupted, rebound of viremia occurs due
to the small population of cells that remain latently
infected. A specific region of the HIV genome (the
beginning of the transcribed region) plays an important
role in viral expression and may contribute to its silent
state in latently infected cells. We reconstructed a minimal
HIV system in yeast to perform a genetic analysis of the
role played by that specific region of the viral genome. We
found that the repressive role played by this region is
mediated by a group of proteins (chromatin reassembly
factors) so far associated with other functions during gene
expression. We confirmed that this group of factors plays a
role in controlling HIV-1 basal transcription in human cells.

One of the most interesting phenomena that takes place during
the transcriptional activation of a latent HIV-1 provirus is the
precise, transcription-independent remodelling of nucleosome-1,
positioned at the 5" end of HIV-1 transcribed region (5'HIV-TR),
immediately downstream of the transcription start site [11]. In this
work, we performed a genetic analysis of the role of the 5'HIV-TR
in basal transcription, making use of the yeast Saccharomyces
cerevisiae, which has already been successfully used to investigate
other aspects of HIV-1 biology [22-24]. We show that the 5'HIV-
TR is critical in repressing basal transcription in yeast and that this
phenomenon is mediated by FACT, Spt6 and Chdl, proteins
mvolved in co-transcriptional chromatin reassembly. Finally, we
confirm that this group of factors plays a role in maintaining low
levels of basal transcription in human cells.

Results

The 5’HIV-TR Inhibits Basal Transcription in Yeast

It has been previously described how the entire HIV-1 LTR is
transcriptionally inactive in yeast [25]. Therefore, in order to
investigate transcription elongation through the 5'HIV-TR in
Saccharomyces  cerevisiae, we constructed a chimeric yeast-HIV
transcription unit. We located a fragment of the HIV-1 transcribed
region (+1/4+671), under the transcriptional control of a Tyl
promoter, which drives a retroelement with a low, but detectable,
level of basal transcription [26]. The fragment included all the
sequences that have been shown to be relevant in regulating HIV-1
transcriptional elongation. We did not choose a longer piece of HIV-
1 to avoid the complex pattern of spliced forms that characterize this
virus. In order to ensure its detection by northern blot, we increased
the length of the mRNA by adding the coding region of the yeast
PHO) gene (Figure 1A). A transcript of the expected length (2.1 kb)
was detected when we transformed three different wild-type strains
of Saccharomyces cerevisiae with a centromeric plasmid containing the
Tyl-HIV construct (Figures 1A and Figure S1).

In order to explore whether the 5'HIV-TR can influence
transcription in yeast, we deleted a 203 bp fragment of this region,
including most of the TAR-encoding R domain. The new
transcription unit, Tyl-HIVTARIess, also expressed a transcript
of the expected length (1.9 kb). Quantification of the transcripts
revealed that the deletion produced a clear increase in the mRNA
amounts (Figures 1A and Figure SI). To confirm that this
difference was due to RNApolll pausing, we performed ChIP
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experiments with a Myc-tagged form of Rpbl, the biggest subunit
of RNApolll. The results obtained with Tyl1-HIV showed that the
amounts of RNApolll bound to the 5'"HIV-TR were higher than
the levels detected downstream (Figure 1B). This enrichment was
not due to the proximity to the initiation site, since we did not
detect a significant accumulation of RNApolll at the equivalent
region of Tyl-HIVTARIess, immediately downstream of its
initiation site (Figure 1B).

One of the main factors regulating HIV-1 transcription is DSIF,
which exerts a negative influence on RINApollI transcription during
early elongation [27]. We analyzed the mRNA levels of Tyl-HIV
and Tyl-HIVTARIless in an spi44 mutant lacking one of the
subunits of yeast DSIF. As expected, the absence of Spt4 partially
abolished the repressive role of the 5’HIV-TR (Figure 1A).

In order to ascertain whether the TAR structure contributes to
the repressive role of the 5'HIV-TR in yeast, we constructed a
mutant version of Tyl-HIV (Tyl-HIVITARmut), in which we
replaced the promoter-distal part of the TAR-encoding sequence
(5'-GCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCC-3') by a comple-
mentary string (5'-CGAGAGACCGATTGATCCCTTGGG-3).
The new transcription unit, encoding an mRNA without the
ability to form a TAR structure, showed levels of expression
similar to Tyl-HIV and clearly below Tyl-HIVTARIess
(Figure 1C), indicating that the phenomenon that we are
describing does not depend on the TAR element.

Non-active HIV-1 LTR is occupied by a set of positioned
nucleosomes, one of which covers the 5’ HIV-TR [11]. To complete
the characterization of Tyl-HIV, we digested chromatin and naked
DNA samples with micrococcal nuclease (MNase) and analyzed
nuclesome positioning by quantitative PCR. As shown in Figure 1D,
the transcribed region of Tyl-HIV showed a clearly defined
nucleosomal pattern, similar to HIV-1 in human cells. In contrast,
the pattern on the Tyl-HIVTARIess transcribed region is
incompatible with a unique translational phase of nucleosomes,
suggesting a more dynamic chromatin structure with several
alternative distributions (Figure 1D). The higher accessibility of
Tyl-HIVTARIess chromatin was also confirmed by hybridization of
MNase—treated samples with probes covering the 5'end of its
transcribed region (Figure S2). Hybridization of Tyl-HIV samples
with probe 1, covering the 5'"HIV-TR produced a ladder of signals,
compatible with a regular nucleosomal structure, whose shortest
fragment was approximately 150 bp long. Similar results were
obtained with probe 3. In contrast, hybridization of Tyl-HIVTAR-
less samples with probe 2, covering the 5’ end of its transcribed
region, produced a nucleosomal ladder that included a smeared
signal of DNA fragments shorter than 100 bp. Rehybridization with
probe 3, also showing a less regular nucleosomal ladder, excluded the
possibility that this smear was due to DNA degradation (Figure S2).
Taken together, the results shown so far indicate that Tyl-HIV is a
good tool for investigating transcription elongation through the
5'HIV-TR, and suggest that the repressive role of this DNA element
in yeast is related to its chromatin structure.

It has been described how nucleotide deprivation stimulates Tyl
transcription [28]. We found that the addition of 6-azauracil, an
NTP-depleting drug, to the medium produced a rapid increase in
the overall level of Tyl mRNA (Figure S3). We made use of this
simple method of activating the Tyl promoter in order to study
the effect of promoter activation on 5'HIV-TR transcription. We
observed that promoter activation ecliminated the functional
differences between Tyl-HIV and Tyl-HIVTARIless, which
became equally expressed in the presence of 6-azauracil. Similar
results were obtained in the absence of the RNApolll cleavage-
factor TFIIS (dstIA), suggesting that RNApolll does not become
arrested when transcribing the 5'"HIV-TR (Figure 2A).
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Figure 1. Influence of the 5' end of HIV-1 transcribed region on basal transcription in yeast. (A) The 5'HIV-TR inhibits Ty1-HIV-1
expression and this inhibition partially depends on yDSIF. mRNA samples from the BY4741 wild-type yeast strains and from an isogenic spt44 strain,
transformed with plasmids pTy1-HIV and pTy1-HIVTARIless, were resolved in agarose gels and analyzed by Northern blotting. Quantification of the
signals is shown, after normalizing with the levels of 25S rRNA. A typical result and the quantification of three independent experiments are shown.
(B) ChIP analysis of RNApol Il in the two indicated transcription units. ARG3 cells, isogenic to BY4741, except for the RPB1::cMyc allele, transformed
with pTy1-HIV and pTy1-HIVTARIess, were grown to mid-log phase. Cross-linked chromatin was immunoprecipitated with monoclonal anti-Myc
antibody. PCR was conducted on two dilutions of whole cell extract (WCE) and two different amounts of immunoprecipitated DNA (IP; only the most
diluted are shown). PCR primers flank segments located in the 5’, central and 3’ regions of each gene. Diagrams at the top indicate the position of
the PCR amplicons relative to the HIV-1 transcription start site. A non-transcribed region adjacent to FUST was used as a control. A typical experiment
for each gene is shown on the left and the averages of three independent experiments are quantified on the right. The HIV signals are marked with
an asterisk. (C) The TAR RNA structure is not required for the repressive effect of the 5’HIV-TR on basal transcription. Northern analyses of Ty1-HIV,
Ty1-HIVTARless and Ty1HIVTARmut in BY4741 were performed as in A. (D) Chromatin configuration of the 5’HIV-TR in yeast. Spheroplasts of
formaldehyde-treated BY4741 cells containing pTy1-HIV and pTy1-HIVTARIess were lysed and digested with MNase. After purification, DNA was
quantified with real-time PCR as described in Materials and Methods, using the primers listed in Table S3. Signals were normalized against naked DNA
by repeating the same procedure with control DNA, purified from formaldehyde-treated cells before digesting it with MNase. For comparison, the
two profiles were represented as fractions of the signal obtained with amplicon 14 (+490/+537). Diagrams represent the estimated locations of
positioned nucleosomes. Dashed ovals indicate possible alternative locations of nucleosomes in TyHIVTARIess.
doi:10.1371/journal.pgen.1000339.g001

To further confirm that promoter activation abolishes the HIVTARIless (Figure 2C). This result shows again that the
repressive effect of the 5"HIV-TR, we replaced the Tyl promoter repressive role of the 5'HIV-TR is not effective under activating
by the one of GALI, a tightly regulated gene that becomes strongly conditions.
activated when galactose is the carbon source. Under conditions of When HIV-1 promoter becomes active in human cells, the
weak activation (2% raffinose plus 0.02% galactose) a clear TAR domain is required for full activation by Tat and P-TEFb.
difference was observed between GALI-HIV and GALI-HIV- We wondered whether the activation of the promoter in yeast still
TARIess (Figure 2B), indicating that the 5"HIV-TR does not only allows a supplemental induction by Tat and P-TEFb. We
repress Tyl-driven transcription. As expected, when we added expressed hCDK9, hCycT1 and Tat by cloning their cDNAs in
high levels of galactose (2%) to the medium, we observed a further yeast expression vectors (Figure S4A and B). We did not detect any
increase in mRNA accumulation. However, in this case, the levels influence of Tat and P-TEFb on Tyl-HIV basal transcription
of mRINA accumulation were the same in cells containing the (Figure 2D). We were also interested in testing the effect of Tat and
GALI-HIV construct as in those transformed with GALIL- P-TEFb on Tyl-HIV expression under activating conditions. The
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analyzed by Northern blot as in Figure 1A and the averages of three independent experiments are shown.

doi:10.1371/journal.pgen.1000339.g002

addition of 6AU to these cells produced very irregular results,
likely due the presence of three different plasmids in this strain and
to the plasmid instability produced by 6-azauracil [29]. As an
alternative approach, we tested the effect of Tat and P-TEFb on a
more active Tyl-HIV by repeating the assay in an sp¢44 strain. In
this case we obtained consistent results and a weak but significant
effect was detected (Figure 2D). We also detected a positive effect
of P-TEFb on activated GAL1-HIV expression, which was strictly
dependent on CycT1 and partially dependent on CDK9 (Figure
S4C). We analyzed whether this second level of activation was
mediated by the 5'"HIV-TR, encoding the TAR RNA domain. As
expected, Tat and P-TEFb were unable to enhance the expression
of GALI-HIVTARIess (Figure 2C). This set of results suggests that
the repressive role of the 5'HIV-TR and the TAR-dependent
regulation of HIV-1 transcription can be functionally separated.

Genetic Analysis of the 5'HIV-TR Repressive Function
We then analyzed the expression of Tyl-HIV and Tyl-
HIVTARIless in a selected group of mutants related to the
elongation step of transcription. The results of these analyses are
shown in Figure S5 and 3A. Some of the mutants tested, such as
swi24, lacking a subunit of the SWI-SNF chromatin remodeling
complex, setlA, affecting the COMPASS histone-methylation
complex, or 7pd34, lacking one of the main histone deacetylases,
did not produce a significant effect on the expression of any of the

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

two chimeric transcription units. We concluded that these factors
do not contribute significantly to either elongation through the
5'HIV-TR or Tyl promoter activity.

Some other mutants, such as paf74, lacking the main subunit of
the PAF1 complex; spt2-150, affected in a HMG component of
yeast chromatin; those affecting the SAGA complex (gend 4, spt34,
spt84), or those lacking elements of cyclin-dependent kinases
involved in transcription (bur24, ctkiA) produced a negative effect
on the expression of both Tyl-HIV and Tyl-HIVTARIess (Figure
S5). The simplest interpretation of these results is that this set of
factors is required for the basal activity of the Tyl promoter and/
or for transcription elongation through both Tyl-HIV and Tyl-
HIVTARIess. In any case, it seems that these factors are not
related to the repressive effect of the 5'HIV-TR.

The absence of Iswl, the catalytic subunit of the ISWI
chromatin remodeling complexes, stimulated the expression of
both Tyl-HIV and Tyl-HIVTARIess (Figure S5). This result is
fully consistent with the described role of Iswl in inhibiting Tyl
expression [30]. A similar result was obtained with the i0c24
mutant, lacking one of the subunits of the ISWI1b complex.
However, the absence of Ioc3 or Ioc4, belonging to the ISWla
and ISW1b complexes respectively, enhanced the expression of
Tyl-HIV but decreased that of Tyl-HIVTARIess (Figure S5).
These results confirm the intricacy of the roles played by the ISWI
complexes [31] and might suggest their involvement in the
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significantly higher than the wild type (more than two standard deviations), but with a similar level of TyTHIVTARIess mRNA that the wild type (within
two standard deviations). (B) Representative Northern blots, comparing the mRNA levels of Ty1-HIV and Ty1-HIVTARIless, in spt6-140 (FY137), spt16-
197 (FY348), chd14 and their respective isogenic wild-type strains (FY120 and BY4741). (C) ChIP analysis of Spt6, Spt16 and Chd1. SJY25, DBY871 and
DBY969 strains, transformed with pTy1-HIV, were grown to mid-log phase. Cross-linked chromatin was immunoprecipitated and quantified by real-
time PCR as described in Materials and Methods. Averaged fold enrichments of three independent experiments, relative to an untranscribed
telomeric region, are shown. (D) Chromatin configuration of the 5'HIV-TR in spt44, spt6-140 and chd14. Averages of three independent experiments
are shown. Experimental details as in Figure 1D.

doi:10.1371/journal.pgen.1000339.g003

involved in the reassembly of chromatin during transcription
elongation [35]. Strong functional interactions have been detected
amongst these three genes [36-38]. This group of mutants did not
significantly affect the expression of Tyl-HIVTARIess but did
increase the levels of Tyl-HIV mRNA, a phenotype very similar

repressive effects of the 5'"HIV-TR, but are difficult to interpret
properly without further research.

A last group of mutants included ¢kd14, lacking a chromodo-
main protein involved in transcription elongation; sptl6-197,
affecting one of the subunits of the FACT elongation factor; and

spt6-140, encoding a defective form of a factor related to
chromatin and mRNA transactions during elongation [32-34].
Both SPT76 and SPT6 are essential genes and, like CHDI, are
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to that of spt44 (Figure 3A, 3B and S5).
Spt16, FACT and Chdl are general chromatin factors that are
associated with actively transcribed regions in all eukaryotes
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investigated so far [39—41]. Since they seemed to play a role in the
weakly transcribed Tyl-HIV, we tested the presence of these
factors on this transcription unit by ChIP. We found significant
enrichments for the three proteins on Tyl-HIV (Figure 3C). In all
three cases, the enrichment was higher on the transcribed region
than on the promoter, confirming the well-known connection of
these factors with transcription elongation.

These results suggest that the repressive function of the 5'HIV-
TR depends on chromatin reassembly. To further corroborate this
hypothesis, we analyzed the expression of Tyl-HIV and Tyl-
HIVTARIess in htalA-hth14, a mutant suffering from a deficit of
H2A and H2B histones. The expression of Tyl-HIVTARIess was
not significantly affected in this mutant, whereas the mRNA levels
of Tyl-HIV showed a clear increase (Figure 5S). Thus, htalAd-
htb14 grouped with spi44 and the three chromatin-reassembly
mutants (Figure 3A).

In order to verify that this group of mutants was indeed affecting
the chromatin structure of Tyl-HIV, we analyzed nucleosome
positioning on Tyl-HIV in some of the mutants (Figure 3D). spt44
caused a general alteration of nucleosome positioning on the
transcribed region of Tyl-HIV, clearly affecting nucleosomes 1, 2
and 3. In the overlapping region, this pattern was very similar to
the one exhibited by Tyl-HIVTARless in the wild type
(Figure 1D). spt6-140 also showed a less positioned pattern than
the wild type, although in this case nucleosome 2 was almost
unaffected. In turn, c¢hdi4 almost eliminated the signal corre-
sponding to nucleosome 2 without significantly affecting the other
two nucleosomes (Figure 3D).

Chromatin Reassembly Factors Contribute to Repressing

HIV-1 Basal Transcription in Human Cells

In order to investigate whether chromatin reassembly factors
really do play a role in the repression of HIV-1 basal transcription
in human cells, we knocked down the expression of human Spt6
and Chdl in HIV latently infected cells. A model of HIV-1 latency
in Jurkat cells infected with an HIV minigenome encoding Tat
and GFP has been previously reported [42]. Upon infection, latent
cells are defined as those that do not express constitutively GFP,
but need further stimuli of HIV promoter by mitogens (PMA) or
cytokines (ITNF-o). After removal of stimuli, the HIV promoter
becomes repressed again and GFP-negative cells can be purified
and maintained as a population; alternatively, individual cells
representing unique latent viral integrations can be cloned. These
cells are useful for investigating maintenance of HIV promoter
repression and viral latency. We hypothesized that, if chromatin
reassembly factors were involved in HIV promoter repression, its
depletion would cause gene reactivation.

We used lentiviral shRNA expression vectors to deplete Spt6
and Chdl in HIV latently infected cell populations (Figure 4A).
10-15 days after shRINA infection and puromycin selection, the
percentage of Spt6 and Chdl knocked-down cells expressing GFP
reached ca. 5%, a significantly higher proportion that obtained
with a control shRNA vector (Figure 4B). Because the latently-
infected cell population is heterogeneous, representing a myriad of
HIV integrations at different genome locations and chromatin
environments, only a small proportion of latent HIV provirus are
activated by solely depleting these factors. A similar degree of
reactivation was obtained with an shRNA against YY1, a host
transcription factor previously reported to be involved in histone
deacetylase (HDAC) recruitment and HIV promoter repression
[43,44] (Figure 4B). The HDAC inhibitor trichostatin A (T'SA)
activates the HIV promoter in ca. 9.5% of the latently-infected cell
population, indicating again that not all HIV integrations are
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equally sensitive to the inhibition or depletion of a repressive
chromatin factor (data not shown).

Next, we investigated the effect of Spt6 and Chdl depletion on
HIV expression in particular clones containing single latent
integrations either in centromeric alphoid repeats (clones H2 and
C1), an intergenic region (clone Al) or in an intron of the highly
transcribed gene UBXDS8 (clone 27) [42] (and unpublished results).
The percentage of reactivated cells varied depending upon the
clones, reaching ca. 30% reactivation in clone 27 after knocking-
down Spt6 (Figure 4C and 4D). Reactivation by TSA is also
dissimilar between clones, ranging from 27% in clone C1 to 47%
in clone 27 (Figure 4C and data not shown). Similarly, Spt6 and
Chd]1 depletion promoted reactivation of the silent HIV promoter
in a newly-generated model of HIV latency in HelLa cells (Figure
S6). Moreover, these effects were observed with several different
shRNA sequences and correlated well with the degree of target
protein depletion achieved, discarding unspecific off-target effects
(Figure S6). Altogether, our data indicates that these two
chromatin reassembly factors identified in the yeast screening
contribute to maintain HIV repression in infected human cells.

Discussion

In this work we have made use of yeast genetic analysis to
investigate the influence of the 5’"HIV-TR on basal transcription.
Several attempts to study HIV-1 transcription in yeast have been
described, all of them focused in the transactivation capacity of
Tat. Although a fusion of Tat with the DNA binding domain of
Gal4 can activate the GALI promoter [45], no Tat-dependent
transactivation of the HIV-1 L'TR had yet been achieved [25].
Therefore, the present work is the first successful reconstruction in
yeast of a transcriptional system based on HIV-1 elements.

The artificial character of the Tyl-HIV transcription unit raises
the possibility of the conclusions extracted from this work being of no
relevance for HIV-1 biology. Several results presented in this piece of
research argue against that point of view. We show that the 5'HIV-
TR not only represses transcription driven by the Tyl promoter but
can also act on a completely different promoter (GALI) when this is
weakly active. We also show that the 5'HIV-TR induces an
accumulation of RNApol II immediately downstream of the
promoter, a very common situation throughout the human genome
but extremely infrequent in yeast [46]. It has been recently proposed
that the reason for this difference is the chromatin organization of the
transcription start site, which is usually covered by a positioned
nucleosome in yeast and immediately upstream of a positioned
nucleosome in most metazoan genes [47]. We show in this work that
the chromatin organization of the HIV fragment present in Tyl-
HIV closely resembles the distribution of positioned nucleosomes of
HIV-1 proviruses in the human genome. We also present evidence
that transcription through the 5"HIV-TR in yeast is influenced by
factors that have been previously shown to govern HIV-1
transcription elongation: yDSIF contributes to the repressive role
of the 5'HIV-TR in basal transcription, whereas Tat and P-TEFb
enhance active transcription in a 5"HIV-TR-dependent manner.
Finally, the main conclusion of the genetic analysis, which is the
involvement of chromatin reassembly factors in repressing HIV-1
basal transcription, has been confirmed in a human model of HIV-1
latency. Based on these considerations, we believe that the chimeric
yeast-HIV system is a valid complementary tool for HIV research.

The role of the 5’'HIV-TR in basal transcription has scarcely
been studied, and the data available is sometimes contradictory
[48,49], likely due to the use of transiently transfected DNA, which
does not ensure a proper organization of DNA in chromatin [50].
In fact, mutation in this region produced different effects on HIV-
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Figure 4. shRNA-mediated depletion of chromatin reassembly factors hSpt6 and hChd1 in Jurkat cells derepress latently-
integrated HIV. (A) shRNA-mediated depletion of SPT6 and CHD1. A population of HIV (LTR-Tat-IRES-GFP-LTR) latently-infected human cells was
infected with Control, Spt6 (#1, target sequence CGCCTTGTACTGTGAATTTAT) or Chd1 (#3, GCAGTTGTGATGAAACAGAAT) shRNA expression
lentiviruses (pLKO.1-Puro) and, 10 days after puromycin (2 mg/ml) selection, depletion of these factors was tested in Western blot with specific
antibodies and tubulin as a loading control. (B) HIV reactivation in a heterogeneous population of HIV latently infected Jurkat cells, expressed as
percentage of cells that become GFP-positive 10-15 days after infection with the indicated shRNA-expressing lentiviruses and continuous selection
with puromycin. Values represent the mean=SD of three independent infection experiments. (C) Example of FACS analysis of GFP expression as a
result of HIV promoter reactivation in a latently infected Jurkat clone after infection with a Spt6 specific shRNA-expressing vector or treatment with
PMA (10 nM for 16 h) or TSA (400 nM for 16 h). The percentage of GFP-positive cells is indicated inside the corresponding gate. (D) HIV reactivation
in individual cell clones. Four different clones containing single HIV latent integrations previously mapped were infected with the indicated shRNA-
expressing lentiviruses, selected by puromycin treatment, and GFP expression was monitored by FACS over time. Values represent the mean=SD of

percentage of GFP-positive cells of two independent experiments 10-15 days after infection.

doi:10.1371/journal.pgen.1000339.g004

1 transcription when an integrated version was compared to a
transiently transfected one [51,52].

The data shown in the present work indicates that the 5'HIV-
TR contributes to maintaining low levels of basal transcription
without interfering with promoter activation. The genetic analysis
that we have performed shows a contribution of chromatin
reassembly factors to this repressive function of the 5'HIV-TR.
We have also confirmed that Spt6 and Chdl favor a close
chromatin configuration on the transcribed region of Tyl-HIV.
The role of chromatin reassembly factors at this level seems to be
as significant as the one played by DSIF, since the combination of
the chromatin alterations produced by spt6-140 and chdiA fully
matches those caused by spi44. Deletion of the 5'HIV-TR causes
a disruption of nucleosome positioning on the rest of the HIV
fragment present in Tyl-HIVTARIess, mimicking the patterns of
spt44 and, to a lesser extent, of spt6-140. It is possible that this
chromatin difference between the two transcription units is a
consequence of the higher transcription level of Tyl-HIVTARIess.
Alternatively, the absence of the +1 nucleosome may destabilize
the overall chromatin configuration and this would, in turn, give
rise to increased transcriptional activity. The differences in the
chromatin patterns of spi4d, spt6-140 and chdid, all showing
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similar levels of expression, indicate that the chromatin differences
are likely to be responsible for the transcription increase and not
vice versa. This explanation also fits better with the accumulation
of RNApollI on the 5'"HIV-TR and with the results of our genetic
analysis. In this scenario, productive elongation would be
infrequent under non-activating conditions due to both the low
number of initiation events and the positioned nucleosomes sitting
on the 5’"HIV-TR but, in those rare occasions when RNApol II
gets through the chromatin boundary, the immediate action of
chromatin reassembly factors (recruited by elongating RNApolll
itself) would contribute to rebuilding the repressive chromatin
configuration, avoiding a transition into an activation-prone
chromatin environment (Figure 5A).

Several chromatin-mediated mechanisms contribute to regulat-
ing HIV-1 transcription [8]: the activation of the LTR promoter is
mediated by the acetylation state of its chromatin, especially by the
nucleosome located upstream in the LTR (nucleosome 0) [10]. An
additional role of chromatin in regulating HIV-1 transcription
takes place at the level of early elongation, since the positioned
nucleosome covering the 5'HIV-TR (nucleosome 1) becomes
remodeled in response to promoter activation, in a transcription-
independent manner [11].

7 January 2009 | Volume 5 | Issue 1 | €1000339



chromatin

— ____hh“'-m_h__x_ H‘"x,ﬁ_\_ﬂ
S - - e
mutant/depletion

WT

chromatin
reassembly
mutant/depletion

Chromatin Reassembly in HIV-1 Transcription

Nucleosome

Chromatin
reassembly factor

-0

Activators

HIV

Figure 5. A model for the contribution of chromatin reassembly factors to the repression of HIV basal transcription. (A) Chromatin
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nucleosomes repressing the 5’-LTR become instable, allowing transcription factors to activate the HIV promoter.

doi:10.1371/journal.pgen.1000339.g005

Although transcription of Ty1-HIV is more intensively repressed
by chromatin reassembly factors than Tyl-HIVTARIess, we do not
believe that the 5'HIV-TR is specifically required for their
recruitment. Spt6, FACT and Chd] are general elongation factors,
whose association to actively transcribed regions, in an RNA
polymerase II-dependent manner, is well documented from yeast
to metazoa [33,38-41,53-55]. We favour the idea of the 5'HIV-
TR being an optimal DNA sequence for nucleosome positioning.
Recent genome-wide studies show the importance of 5" sequences
in specifying the location of +1 nucleosomes. In turn, these act as
barriers against which other nucleosomes are packed [56]. In such
a DNA context the repressive action of chromatin reassembly
factors would be maximal.

Basal transcription of HIV-1 is highly dependent on the
chromatin environment of integration sites [21]. Nevertheless,
mutations affecting the sequences located at the 3’ border of
nucleosome 1, which increase its stability, produce a general
reduction in basal transcription, irrespective of the integration site
[57]. In contrast, the deletion of 60 nucleotides within the
sequence covered by this nucleosome, which presumably destabi-
lize it, makes basal transcription even more dependent on the
integration site than the wild type [57]. This data is fully
compatible with our yeast results and provides support for
chromatin configuration playing a role in repressing HIV-1
transcription at the level of early elongation. A similar mechanism
has been reported for the human Asp70 gene [58], where the
repressive chromatin configuration covering its transcribed region
becomes remodeled during activation, allowing poised RNApolll
to complete elongation [59].

The most relevant conclusion of our genetic analysis is the
involvement of chromatin-reassembly factors in repressing HIV-1
basal transcription. We have confirmed that their function is not
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restricted to our chimeric yeast-HIV system but they are also
playing a role in HIV-1 basal transcription in human cells. It has
been reported that integration into regions of compacted
chromatin, i.e. centromeric heterochromatin, causes HIV pro-
moter inactivity, probably due to the inaccessibility of the basal
transcriptional machinery or the inability of transcription factors
to overcome the repressive chromatin state imposed [42]. In the
latent integrations, this repressive state can be overcome by
exogenous stimulation with mitogens or cytokines. We have found
that, by knocking-down Spt6 and Chdl, the HIV promoter
integrated in the context of latency increases its level of expression.
When we deplete Spt6 or Chdl from the heterogeneous
population of HIV latently infected cells, only a small proportion
of integrant promoters are activated. This indicates that only a
subset of integrations are either negatively regulated by these
factors, or able to be reactivated by solely depleting them. In some
chromatin environments, transcription may be completely inhib-
ited, such that chromatin disruption by basal transcription would
not be an issue and chromatin reassembly factors would play no
role. Similarly, TSA treatment and YY1 depletion are not able to
reactivate all latent integrations. We had predicted that individual
integrations would have a more consistent response to the
depletion of reassembly factors. In fact, we observed that
individual clones responded differently, both amongst themselves
and to the two distinct shRINAs. Still, not all cells of a clonal
population respond equally. This behavior is also observed in
response to TSA and resembles position effect variegation [42].
Depletion of Spt6 and Chdl may cause a deficit of chromatin
reassembly in those rare events, during non-activated conditions,
in which RNApolll would be able to overcome the chromatin
barrier (Figure 5A). This chromatin change would facilitate
additional rounds of transcription under non-activating conditions
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and, eventually, an increase in transcription factor loading and
PIC assembly. If transcription were enough to produce some Tat
protein, then promoter activity would be reinforced. Inhibition of
HDAC activity with TSA has a similar effect, supporting the idea
that discrete modifications of chromatin compactness may be
sufficient to switch a repressed provirus to active.

It has been shown absence of chromatin reassembly factors in
yeast provokes activation of cryptic promoters located in the body of
transcribed genes. In the absence of transcription, no PIC assembles
on these cryptic promoters, due to the inhibitory action of
chromatin; under active transcription, chromatin reassembly factors
ensure rapid nucleosome deposition after RNApol II passage,
avoiding the activation of cryptic promoters [54,60]. HIV proviruses
integrated in highly transcribed genes are usually latent [61]. Several
mechanisms of transcriptional interference have been proposed to
explain this phenomenon [62]. It has been shown that read-through
transcription from an upstream promoter can interfere with HIV
transcription by disturbing PIC assembly [63]. Recent published
evidence indicates that transcriptional interference is caused by the
elongating form of RNA pol II, transcribing through the latent HIV
copy [64,65]. This situation parallels that of yeast cryptic promoter
and, accordingly, it is likely that chromatin reassembly factors also
play an important role in maintaining HIV latency by transcriptional
interference (Figure 5B). The integration site of one of the individual
clones tested in our depletion experiments (clon 27) is a highly
transcribed gene. We found a clear reactivation of the latent HIV
copy of this clone when chromatin reassembly factors were depleted.
In fact, when Spt6 was depleted, this clone showed the maximal
reactivation level reached in the whole set of experiments.

When taken together, our results indicate that Spt6 and Chdl
participate in the mechanism that controls the equilibrium between
activation and repression of HIV-1 expression when the provirus is
integrated in the human genome, which depends greatly on the
chromatin environment of the integration site. Disturbance of this
equilibrium, by depleting chromatin reassembly factors for example,
makes some of the latent integrations become activated. These
factors may also play a general role in repressing basal transcription
throughout the human genome. Therefore, the specificity of
chromatin reassembly factors in repressing viral basal transcription
should be carefully evaluated before considering them as therapeutic
targets against HIV-1 latency.

Materials and Methods

Yeast Strains, Plasmids, and Media

Yeast strains used are listed in Table S1 and are isogenic to the
S5288C derivative BY4741 [66]. Plasmids are described in Table
S2. Yeast cells were grown following standard procedures [67].

Measurement of mRNA Levels
mRNA levels were measured by Northern analysis as described

[29].

Western Blots

Laemmli boiled crude extracts were run on a 10% SDS-
polyacrylamide gel and transferred to nylon membranes (Hybond-
ECL). After blocking with Tris-buffered saline containing 0.1%
Tween 20 and 5% milk, proteins were detected using anti-FLAG
antibodies (monoclonal, Santa Cruz) and human cyclin T1
(polyclonal, Santa Cruz) and peroxidase-conjugated goat anti-mouse
and rabbit anti-goat IgG respectively. Blots were washed with tris-
buffered saline and 0.1% Tween 20, and developed by enhanced
chemiluminescence reactions (PIERCE). Signals were detected with
Hyperfilms ECL (Amersham), exposing from 15 sec to 5 min.
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Chromatin Immunoprecipitation Assays

ChIP analyses of Rpb1-Myc were performed using a monoclonal
anti-cMyc antibody (9E10) as described previously [55]. For
crosslinking, cells were treated with 1% formaldehyde for 15 min
at room temperature. As a non-transcribed control, we amplified a
region adjacent to FUS!. Primer mixes were empirically adjusted for
balanced signals. Immunoprecipitation was defined as the ratio of
each gene-specific product in relation to that of the non-transcribed
region, always after normalization with the signal of its correspond-
ing whole-cell extract. Several dilutions of the whole cell extract were
tested to ensure that the assays were in the linear range.

Spt16-Myc, Spt6-HA and Chdl-HA abundances on Tyl-HIV
were assayed as indicated, by using ChIP with monoclonal ant-
cMyc (9E10) or anti-HA antibodies and protein A-Sepharose. We
used 20- to 30-bp oligonucleotides for PCR amplification of
fragments of the Tyl promoter (positions —157 to —107, relative
to the transcription start site) and the 5"HIV-TR (positions +102 to
+162). Real-time quantitative PCR was performed with SYBR green
dye in the 7500 Real Time PCR system of Applied Biosystems by
following the manufacturer’s instructions. A non-transcribed
telomeric fragment was used to normalize the signals. No-antibody
controls were performed to exclude unspecific amplification.

Chromatin Analysis

Yeast spheroplasts and micrococcal nuclease digestions were
performed according to [68] with the modifications of [69].
Spheroplasts were prepared from mid-log phase cultures grown in
SC-Ura with 2% glucose. Cells were lysed and immediately
digested with 7.5 to 125 mU of micrococcal nuclease. Digested
DNA was resolved in 1.5% agarose gels and analyzed by Southern
blot with the probes indicated in Figure S2. Alternatively, DNA
was quantified by real time PCR performed with SYBR green dye
in a Applied Biosystems 7500 Real Time PCR system, following
the manufacturer’s instructions. In order to correct for the
sequence-specificity of MNase, naked-DNA samples digested with
MNase were also quantified by real-time PCR. The chromatin/
naked-DNA ratio was considered to be a valid estimation of
chromatin-dependent resistance to MNase.

shRNA-Mediated Depletion of hSpt6 and hChd1 and HIV

Expression Analysis

Pools or particular clones of Jurkat cells latently infected with an
HIV-derived minigenome [42] were infected with Control, YY1,
Spt6 or Chdl shRNA-expressing lentiviruses (vector pLKO.1-
Puro) obtained from Sigma (MISSION™ shRNAs). The protocol
for viral particles production and cell infections has been described
elsewhere [42]. Upon puromycin (2 mg/ml) selection of infected
cells, HIV reactivation was followed by FACS analysis of GFP-
positive cells. shRNA-mediated inhibition was tested by Western
blot with specific anti-human YY1 antibodies (Santa Cruz sc-281),
Spt6 (Abcam ab32820) and Chdl (Abnova HO00001105-A01).
Anti-tubulin antibody was from Sigma.

A pool of latently infected Hela cells was constructed as
previously reported [42] and infected with several Spt6 and Chdl
shRNA-expressing vectors. Further details are described in the
legend of the Figure S6.

Supporting Information

Figure S1 Inhibitory effect of the 5’HIV-TR on basal transcrip-
tion in three different yeast genetic backgrounds. mRINA samples
from three different wild-type yeast strains, transformed with
plasmids pTyl-HIV and pTyl-HIVTARless, were resolved in
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agarose gels and analyzed by Northern blotting. Quantification of
the signals is shown, after normalizing with the levels of 25S rRINA.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000339.s001 (2.90 MB TTF)

Figure 82 The 5'HIV-TR is protected against MNase digestion
in yeast. Spheroplasts of BY4741 cells containing pTyl-HIV and
pTyl-HIVTARless were lysed and digested with increasing
concentrations of MNase. After purification, DNA was resolved
in agarose gels and hybridized with probes corresponding to the
positions indicated in the diagram. The arrow points to the
detected DNA fragments of subnucleosomal size.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000339.s002 (3.51 MB TIF)

Figure 83 Induction of Tyl expression by 6-azauracil. Yeast cells
of BY4741 and an isogenic strain lacking TFIIS (dst/ ), transformed
with the URA3-containing plasmid pRS416, were grown to mid-log
phase in minimal medium without uracil. Samples were taken at the
indicated times, after adding 6-azauracil (100 pg/ml). mRINA was
extracted and analyzed by Northern blot with a Tyl probe. Signals
were normalized in accordance with the amounts of 25S rRNA.
Averages of three independent experiments are shown.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000339.s003 (2.31 MB TTIF)

Figure S4 Effect of P-TEFb on GAII-HIV expression in the
presence of Tat. (A) Expression of human cyclin T1 and human
FLAG-CDKY in yeast was verified by Western blot with anti-
hCycT1 an ant-FLAG antibodies. (B) Expression of functional Tat
in yeast was verified following a triple-hybrid strategy, according to
Fraldi et al (J Cell Biochem 36: 247-253). Expression of lacZ was
detected when Tat was expressed in the MVcoat-b yeast strain. (C)
W303-1A cells transformed with plasmids pGALI-HIV, alone or
together with combinations of p415GPD-CycT1, p414GPD-Cdk9
and p413GPD-Tat, were grown to mid-log phase in minimal
medium with glycerol and lactate as carbon sources, and incubated
for 90 min in the presence of 2% galactose. mRNA samples were
taken at different times and analyzed by Northern blot with an HIV
probe. Signals were normalized in accordance with the amounts of
258 rRNA. Averages of four independent experiments are shown.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000339.s004 (14.57 MB T1F)

Figure 5 The inhibitory role of the 5"HIV-TR is compromised in
mutants affecting co-transcriptional chromatin reassembly. mRNA
samples of the indicated mutants, transformed with pTyl-HIV and
plyl-HIVTARIess, were analyzed by Northern blot, as in Figure 1A.
Averages of at least three different experiments are shown.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000339.s005 (3.28 MB TIF)

Figure S6 shRNA-mediated depletion of chromatin reassembly
factors hSpt6 and hChdl in a HelLa model of viral latency
derepress the integrated HIV promoter. (A) Inducible HIV
promoter in HeLa cells. HeLa cells were infected with a HIV
minigenome, LTR-Tat-IRES-GFP-LTR. GFP-positive and GFP-
negative cells were purified by cell sorting. Thereafter, GFP-
negative cells were treated with TNFa overnight and resulting
GFP-positive cells were purified to establish a population of
latently infected cells. After several weeks in culture in the absence
of TNFa, the majority of cells became GFP-negative. The
response of this population to overnight treatment with PMA
(10 nM), TSA (400 nM), TNFa (10 ng/ml), or a combination of
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the three 1s shown as percentage of cells that became GFP-positive,
in comparison to untreated cells. (B) shRNA-mediated depletion of
Spt6 activates the HIV promoter. HIV latently infected HeLa cells
were infected with Control or Spt6 (#1, target sequence
CGCCTTGTACTGTGAATTTAT)-shRNA expression lentivirus
(pLKO.1-Puro, MISSION, Sigma). Upon puromycin (2 mg/ml)
selection, depletion of this factor was tested in Western blot with
specific antibodies and tubulin as a loading control (upper panel)
and HIV reactivation was followed by FACS analysis of GFP-
positive cells (lower panel). Spt6 depletion and HIV reactivation was
observed at day 9 after infection, but was lost at day 19. (C) HIV
reactivation is achieved with several different siRNAs against Spt6.
As in (B), lentiviruses for the expression of two additional Spt6
shRNAs (#2, CCCTTGAAGAAATCTTGGAAA and #3,
GCCCACCTTCATCCCTTATTT) were integrated into latently
infected HeLa cells at two different multiplicities of infection (here
called low and high, high being 9-fold higher than low). Analysis of
Spt6 depletion by Western blot and of the percentage of HIV-
reactivated cells was performed 9 days after infection. (D) shRNA-
mediated depletion of Chdl activates the HIV promoter. HIV
latently infected HeLa cells were infected with Control or Chdl
#1, GCGGTTTATCAAGAGCTATAA; #2, CCACTCT-
TACTTCCTGGCAAA;  #3, GCAGTTGTGATGAAACA-
GAAT and #4, CCATCGTGATTGGGATCACTA)-shRNA
expression lentiviruses (pLKO.1-Puro, MISSION, Sigma), at two
different multiplicities of infection. Upon puromycin (2 mg/ml)
selection, the repressive effect of these sShRNAs was tested by RT-
quantitative PCR with gene-specific oligonucleotides and GAPDH
as a control (upper panel) and HIV reactivation was followed by
FACS analysis of GFP-positive cells (lower panel). The two shRNAs
with a stronger capability of knocking-down Chdl promoted clearer
reactivation of latent HIV.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000339.s006 (26.14 MB

TIF)

Table S1 Yeast strains.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000339.s007 (0.12 MB
DOC)

Table 82 Plasmids used in this work.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000339.s008 (0.13 MB
DOC)

Table 83 Primers for real-time PCR.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000339.s009 (0.11
DOC)
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