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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como finalidad evaluar la relacién funcional de la
proteina del Sindrome de Werner (WRN) con la maquinaria traduccional en
células HelLa depletadas para WRN. Se utilizo el sistema lentiviral inducible
en células HelLa para desregular la expresion de WRN vy realizar los
posteriores analisis de gPCR y Western Blot. Asi mismo, se utilizd el
sistema de expresion de baculovirus y el sistema de
transcripcion/traduccion para expresar la proteina WRN. Finalmente, se
realizaron los ensayos de traduccion in vitro utilizando vectores reporteros.
Selocalizo la presencia de la proteina WRN en la fraccion citoplasmaética y
polisomal. Ademas, no se encontraron diferencias entre la expresion de los
ARNmM de las proteinas ribosomales RPS6, RPL7a entre las células HeLa
carentes de WRN y células HeLa control. Sin embargo, se encontré un
aumento de ~3 veces (326%) mas de la expresion de los ARNm de IDH1
en células HelLa debido quizas al estrés celular. Adicionalmente, los
ensayos de traduccion in vitro entre células HelLa depletadas para WRN y
células control, lograron determinar que la ausencia de WRN da como
resultado una disminucion en la traduccion de proteinas (65% menos con
respecto al control) y con el uso del inhibidor de la actividad helicasa de
WRN NSC-19630 (67.5% menos con respecto al control). La deplecién de
WRN no altera la expresion de los ARNm y las proteinas ribosomales
RPS3, RPS6 y RPL7A. Asi mismo, se demostré que la proteina de WRN
presenta una funcién en la traduccion de proteinas al comparar los niveles
de traduccion de proteinas reporteras en células HeLa shWRN y shCTR, y

mediante la inhibicion de la actividad helicasa de WRN.

Palabras clave: WRN, maquinaria traduccional, gPCR, Western Blot,

transcripcion/traduccion.



ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the functional relationship of the
Werner Syndrome protein (WRN) in the translational machinery in HelLa
cells depleted for WRN. The inducible lentiviral system was used in HelLa
cells to downregulate the expression of WRN and perform the subsequent
analyzes of gPCR and Western Blot. Likewise, the baculovirus expression
system and the transcription/translation system were used to express the
WRN protein. Finally, the in vitro translation assays were carried out using
reporter vectors. The WRN protein was located in the cytoplasmic and
polysomal fraction. No differences were found between the expression of
MRNA levels of RPS6, RPL7a between HeLa shWRN and HelLa control
cells. However, a ~ 3 fold (326%) increase in the metabolic gene IDH1 in
HelLa cells was found due to cell stress. Moreover, the in vitro translation
assays between shWRN HelLa and control were able to determine that the
absence of WRN results in a decrease in the translation of proteins (65%
less compared to the control) and with the use of the helicase activity
inhibitor of WRN (NSC-19630) (67.5% less compared to the control). WRN
depletion does not alter the expression of mMRNAs and ribosomal proteins
RPS3, RPS6 and RPL7A. Furthermore, it was demonstrated that the WRN
protein has a function in the translation of proteins when comparing the
levels of translation of reporter proteins in HeLa cells shwRN and shCTR,
and by inhibiting the helicase activity of WRN.

Key words: WRN, translational machinery, gqPCR, Western Blot,

transcription/translation.
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.  INTRODUCCION

La proteina del sindrome de Werner (WRN) esta implicada en diversos
procesos moleculares asociados al acido desoxirribonucleico (ADN) como
la replicacion y reparacion del ADN, mantencion de los telomeros e

interacciones proteina-proteina, entre ellas p53 y Ku70/80.

Se ha demostrado que el silenciamiento génico de WRN en células
cancerigenas y otras lineas celulares, disminuye la concentracion de
proteinas clave en los mecanismos de Oxido-reduccion, como la glucosa 6
fosfato (G6PD), enzima clave en la via de la pentosa fosfato y la isocitrato
deshidrogenasa 1 (IDH1). Estas enzimas estan implicadas en la
detoxificacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante la
regeneracion de Glutation (GSH) através de la produccién de Nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADPH).

Existen evidencias que WRN no solo estaria involucrada en la regulaciéon
de los mecanismos replicativos del ADN, si no también cumpliria un rol
importante en el control y regulacion de los mecanismos traduccionales

como posibles responsables de la regulacion de estas enzimas.

Por tal motivo, en la presente investigacion se ha realizado procedimientos
experimentales destinados a entender la relacion funcional de WRN con la
maquinaria traduccional en células HelLa. Conocer estos procesos
moleculares podria ser beneficioso para el tratamiento del cancer a traves
del bloqueo de esta via metabdlica identificada y asi evitar la proliferacion

descontrolada.



1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante el flujo de lainformacion génica, desde el ADN hasta las proteinas,
existen mecanismos replicativos, transcripcionales y traduccionales que

controlan y regulan las moléculas que permiten la homeostasis celular.

La proteina WRN esté& vinculada a procesos que implican al ADN, como la
reparacion de los dafios ocurridos al ADN, mantencion de los telomeros,
entre otros. Sin embargo, recientemente se ha descrito que la ausencia de
la proteina WRN no solo esta relacionada con las vias metabdlicas que
intervienen en la homeostasis del ADN, sino también que el silenciamiento
de WRN afectaria la sintesis global de proteinas, la que incluye a enzimas
claves implicadas en el metabolismo de la glucosa como la G6PD y IDH1
(Li et al., 2014), las cuales estan directamente relacionadas con el dafio al
ADN mediado por especies reactivas de oxigeno (ROS), ampliamente

descrita en pacientes con WS (Sun et al., 2017).

La sintesis de proteinas en células tumorales se encuentra alterada y es
considerada una de las caracteristicas principales del cancer, ademas esta
vinculada a la proliferacion descontrolada, supervivencia, angiogénesis,
alteraciones en la respuesta inmunoldgica y metabolismo. Por lo tanto,
comprender la relacion entre WRN vy la sintesis de proteinas en células
HelLa es crucial, lo que permitira a su vez entender la funcionalidad de WRN
en estas patologias, con la posibilidad de generar nuevas herramientas

terapéuticas moleculares (Bhat et al., 2015).

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Esta la proteina WRN funcionalmente asociada a la maquinaria de

sintesis de proteinas en células HeLa?



1.3. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La traduccion de proteinas es un proceso critico para la homeostasis
celular. Las recientes evidencias de que la proteina WRN cumpliria un
papel en la maquinaria traduccional hacen plantear estudiar mas a fondo
este mecanismo molecular. Por lo tanto en el presente trabajo se realiza el
silenciamiento de WRN para estudiar los diferentes niveles del flujo de
informacion genética como analisis por qPCR, Western Blots y los ensayos
de traduccion in vitro para determinar un posible rol de WRN en los
mecanismos traduccionales. Esto con la finalidad de sentar las bases de
WRN con la traduccion de proteinas y que en estudios posteriores
contribuirian al desarrollo de terapias génicas destinadas al tratamiento del

cancer.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1.0BJETIVO GENERAL

Evaluar la relacion funcional de la proteina del sindrome de Werner (WRN)

en la maquinaria traduccional.

1.4.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar las posibles alteraciones de la expresion de proteinas

ribosomales en células HelLa deplecionadas para WRN.

Expresar la proteina WRN utilizando el sistema de baculovirus en células

Sf9 y el sistema de transcripcion/traduccion in vitro.

Determinar las capacidades de sintesis de proteinas a partir de extractos

celulares derivados de células deplecionadas para WRN.



. MARCO TEORICO

La informacion genética es un proceso por el cual un gen da lugar a un
producto funcional y por lo tanto un fenotipo. La manifestaciéon fenotipica
esta determinada por la sintesis de ARN (ARNr, ARNt, microARN y ARNm)
y por la sintesis de proteinas. Estos son productos del flujo regulado de
informacion génica o también llamado dogma central de la biologia. La
informacion se transfiere primero del ADN al ARN (transcripcion), seguida
de la transferencia de informacion del ARN a las proteinas (traduccién)
(Crick, 1970).

La transcripcion inicia con el ensamblaje del complejo de preiniciacion en
el sitio de inicio de la transcripcion. Este complejo de preiniciacion esta
compuesto por un conjunto de proteinas adicionales (factores de
transcripcion TF) que guian el posicionamiento de la ARN polimerasa Il en
el promotor de transcripcion y ayudan a separar las dos cadenas de ADN,
de las cuales una actia como molde para la sintesis de ARN (Roeder,
2005). Luego, la ARN polimerasa es reclutada por la accion de otros TF
gue guian esta proteina y es movilizada a lo largo del ADN produciendo la
transcripcion del ARN (este proceso es llamado elongacion). La
transcripcion es terminada y el ARN producido es modificado después de
la transcripcion. ElI pre-ARNm monocatenario (transcrito primario que
incluye tanto exones como intrones) se sintetiza en una direccion 5' a 3'
mediante la adicion de residuos de ribonucledétidos al grupo hidroxilo libre
en el extremo 3 'de la cadena de ARN en formacién (Strachan & Read,
2004).

La primera modificacién del pre-ARNm es la adicion de un casquete 5’ al
transcrito nuevo, lo cual asegura que la célula podra distinguir los ARNm
de otras moléculas de ARN y ademas ayuda a su transporte al citoplasma.

Luego, los intrones se remueven del pre-ARNm mediante la escision



endonucleolitica y mediante el proceso de corte y empalme del ARN. El
extremo 3 ' de la molécula de ARN también se modifica mediante la adicion
de un tramo de ~200 nucledtidos de adenina (cola de poli A), que ayuda a

dirigir la sintesis de la proteina en el ribosoma (Modrek & Lee, 2003).

Para el caso de algunos ARNs como el ARNr y el ARNt, estos son
considerados productos finales. Sin embargo, los ARNm son transportadas
desde el poro nuclear hasta el citoplasma, donde interactuaran con la
maquinaria traduccional y seran traducidos en proteinas (Guenther et al.,
2007).

La traduccion puede ser divida en todos los organismos en tres fases;
iniciacion, elongacion y terminacion. Durante la iniciacion, las dos
subunidades ribosomales (40S y 60S), el ARNm a traducir, el primer
aminoacil-ARNt (el ARNt cargado con metionina), GTP (como fuente de
energia) y factores de iniciacion (elFs) se ensamblan para formar el
complejo de iniciacion para producir la sintesis proteica. En la elongacion
el tRNA transfiere un aminoacido al tRNA correspondiente al siguiente
coddn. El ribosoma luego se mueve (transloca) al siguiente codon de
ARNmM para continuar el proceso, creando una cadena de aminoacidos.
Mientras que en la terminacion la traduccion concluye, el producto peptidico
se libera y las subunidades ribosomales se reciclan para repetir el ciclo de
traducciéon. Las modificaciones postraduccionales implican la uniéon de
grupos funcionales (por ejemplo, fosforilo, carbohidrato), escision
proteolitica o el cambio de la naturaleza quimica de los aminoacidos

seleccionados (Mann y Jensen, 2003).



I1l. ANTECEDENTES

3.1. El Sindrome de Werner

El Sindrome de Werner (WS) es una rara enfermedad autosémica recesiva
causada por la mutacion del gen WRN. Fue identificado por primera vez
por Otto Werner, quién describié el sindrome en su tesis doctoral en 1904.
WS se caracteriza por la aparicién de canceres poco comunes (sarcomas)
y la aparicién temprana o la frecuencia de fenotipos caracteristicos del
sindrome como: estatura baja, canas y/o pérdida del cabello, osteoporosis,
cataratas, aterosclerosis, diabetes del tipo Il, hipogonadismo, Ulceras en la
piel y niveles de fertilidad baja (Figura 1) (Goto et al., 1996). Los pacientes
de WS comienzan a evidenciar los sintomas a los 20 afios, tras la cual la
salud se deteriora rapidamente. La vida media de estos pacientes es de

aproximadamente 56 afos.

Los pacientes de WS generalmente fallecen como resultado de cancer o
enfermedades cardiovasculares ateroscleroética. (Huang et al., 2006). Las
células derivadas de pacientes con WS experimentan senescencia
replicativa prematura (detencion del crecimiento en la fase GO/G1 del ciclo
celular, detencion de la proliferacion, pero metabdélicamente activas) mucho
méas rapido que las células normales, muestran una alta inestabilidad
genémica, como translocaciones, inversiones, reordenamientos
cromosémicos y deleciones y una fase S prolongada en el ciclo celular.
Estas caracteristicas de WS indican que la proteina responsable de este
sindrome esta relacionada al ADN, reparacion del ADN, recombinacion del
ADN, replicacion del ADN y manutencion de los telomeros (Takeuchi et al.,
1982). Sin embargo, hasta la fecha no se ha descrito una funcion definida

para esta proteina.



3.1.1.Familia de las helicasas RecQ

El sindrome de Werner (WS) es causado por mutaciones en el gen WRN,
el cual es un miembro de la familia de las helicasas RecQ. Hasta la fecha
se han identificado 92 distintas mutaciones en el gen. La mayoria de ellas
genera un ARNm truncado que es rapidamente degradado por el sistema
llamado “non-sense mediated decay”, el cual elimina los ARNm imperfectos
que contienen codones de terminacion de la traduccion prematuros
(Bachrati et al., 2003). Escherichia coli en su genoma contiene la primera
helicasa RecQ descrita y es de donde la familia toma el nhombre. Esta
familia de proteinas también esta presente en otros grupos como en la
levadura (llamado Sgl en Saccharomyces cerevisae y Rgphl en
Saccharomyces pombe), Caenorhabditis elegans, Xenopus levii y en
ratones. En humanos, esta familia esta compuesta por 5 miembros como
BLM, RECQL, RECQ4 y RECQ5b y WRN (Figura 2), lo cual demuestra que
esta proteina esta conservada desde bacterias hasta humanos. Ademéas de
WRN, la mutacién de BLM causa el sindrome de Bloom y la mutacion de
RECQ4 causa el sindrome de Rothmund Thomson sindrome (RTS), el
sindrome de Baller-Gerold (BGS) y el sindrome de RAPADILINO (Chu &
Hickson, 2009).

Las helicasas actuan usando la energia derivada de la hidrolisis de ATP
para catalizar el desenrollamiento de los &acidos nucleicos bicatenarios.
Todas las helicasas humanas RecQ comparten un dominio central de ~450
residuos. La pérdida en la funcién de un miembro de las RecQ da como
resultado niveles altos de recombinacion ilegitima (que no requiere ni
homologia de secuencia ni accion de ninguna proteina especifica). Por lo
tanto, las RecQ cumplen un papel primordial en el mantenimiento de la
estabilidad del genoma, aunque los detalles precisos de sus funciones en

el metabolismo del ADN aun son desconocidos (Martin & Oshima, 2000).



3.1.2.El gen del Sindrome de Werner

El gen de WRN se localiza en el cromosoma 8 posicion 12 (Figura 3),
inicialmente fue localizado por analisis de ligamiento y usado como un
marcador para detectar pacientes con WS (Goto et al., 1992). Sin embargo,
fue en 1996 cuando se logré la clonacion posicional del gen, donde se
identific6 que el gen estaba asociado al envejecimiento y ademas que era
un gen de susceptibilidad al cancer (Yu et al., 1996, Nakura et al., 1996). El
gen de WRN contiene méas de 250 kb y consta de 35 exones (34 exones
codificantes) que codifican una proteina de 1432 aminoacidos y su
secuencia sugirié inmediatamente un papel en el metabolismo del ADN. Se
ha demostrado la existencia de 7 motivos de secuencia conservados,
tipicos de proteinas con actividad de ATPasa y/o helicasa, lo cual coloca a
WRN en la familia RecQ de helicasas (Liu et al., 1999, Yu et al., 1997).

3.1.3.La proteina del Sindrome de Werner (WRN)

WRN posee un peso molecular de aproximadamente 162 kilodaltons (kDa)
y presenta diversos dominios estructurales que contribuyen a su funcion
enzimatica. Muchos estudios han demostrado que WRN posee actividad
de unién al ADN gracias a sus cuatro regiones distintas de union al ADN,
gue incluyen los dominios helicasa, RQC y HRDC (Figura 4) (Hu et al.,
2005). A diferencia de las deméas RecQ helicasa de humanos, WRN posee
ademas un dominio exonucleasa con afinidad de union al ADN, aunque
menos especifico que los antes nombrados. Es importante mencionar que
WRN es méas estable y tiene mayor afinidad a estructuras de ADN
complejas que incluyen sustratos que poseen “burbujas” y lazos D o ADN

cuadruplex (Brosh et al., 2002).

La region central de WRN confiere la actividad ATPasa que proporciona la
energia para desenrollar el ADN con una direccionalidad 3° — 5’ (Gray et
al., 1997). Ademas, posee un dominio de tipo RNasa D (HRDC) C-terminal

y un dominio exonucleasa con actividad 3' — 5'. El analisis bioquimico de



la actividad de la exonucleasa WRN indica que la enzima prefiere la
degradacion del duplex de ADN con un extremo 3' libre y el dominio de
exonucleasa se pliega en una unidad funcional que se puede desacoplar
de la actividad helicasa de WRN. Aunque varios estudios bioquimicos han
examinado la posible coordinacion entre la helicasa y las actividades de
exonucleasa de WRN, aln no se conoce si existe una relacién concreta

entre estos dominios (Huang et al., 1998).

Estudios realizados in vitro usando cultivos de células derivadas de
pacientes con WS demostraron que los fibroblastos primarios WS muestran
una progresioén mas lenta atraves de lafase S que los fibroblastos normales
y entran en la senescencia prematura después de 20-25 pases. Ademas
presentan genotipos caracterizados por translocaciones, deleciones, alta
inestabilidad telomérica y acumulacion del dafio oxidativo en el ADN (Salk
et al., 1981). Ratones carentes de la actividad helicasa de WRN (wrn hel-/-
) muestran inestabilidad gendmica debido a la acumulacién del ROS,
produciendo dafio al ADN (Massip et al., 2006). Por otro lado, las
mutaciones de WRN identificadas en pacientes y células WS y que afectan
la NLS, generan una proteina truncada que es incapaz de migrar al nucleo
tras su sintesis en la maquinaria traduccional presente en el citoplasma
(Huang et al., 2006). Muchas de las mutaciones conducen a un codén de
parada prematuro que induce al ARNm a degradarse via “non-sense
mediated decay” mientras que otras mutaciones producen una proteina

truncada con pérdida de funcion.

3.1.4.Modificaciones postraduccionales de WRN

Las actividades enziméticas y la localizacion de WRN en caso de dafios al
ADN, estan modulado por modificaciones postraduccionales. Entre las
modificaciones mas comunes se encuentran la fosforilacion, la acetilacion
y la sumoilacién. La primera modificacion reportada fue la sumoilaciéon

cuando se demostr6 que WRN expresado endégeno y exdgeno, se



modificé por moléculas de tipo ubiquitina SUMO-1 dentro de células, estos
resultados concluyeron que la sumoilacién podria afectar la localizacion de
WRN en el nacleo (Kawabe et al., 2000).

Por otro lado, se ha informado que WRN se fosforila en residuos de
serina/treonina después de tratamientos con agente que bloquean la
replicacion del ADN y que dafian el ADN. La fosforilacion de WRN
dependiente de ATR/ATM afecta la colocalizacion con sus socios proteicos
y la translocacion de WRN en focos nucleares después del dafio del ADN
(Pichierri et al., 2003).

Ademas de ser sumoilado y fosforilado, WRN también es acetilado. La
acetilacion de WRN esta relacionada con la acetiltransferasa p300.
Estudios de WRN desacetilada indican que se localiza en el nucleolo y la
acetilacion de WRN se correlaciona con su reclutamiento al nucleoplasma
(Figura 5) (Karmakar y Bohr, 2005).

3.1.5.Funciones de la proteina WRN

Estudios protedmicos enfocados en el entendimiento de los cambios
celulares tempranos desencadenados por la desregulacion de WRN
(previos a los dafios ocurridos por ROS), revelaron una imprevista
alteracion de varias vias metabdlicas en mdultiples lineas celulares
incluyendo fibroblastos humanos, células HeLa, MCF7A, células madre
mesenquimales de raton (MSC) y fibroblastos embrionicos derivados de
ratbnes wrn-/-. Entre las alteraciones observadas, se presentan la
reduccion de enzimas implicadas en el metabolismo de la glucosa como la
G6PD y la IDH1, lo que conlleva a un incremento del ROS que incrementa
el nivel de dafio oxidativo al ADN y a otras macromoléculas. Ademas, los
analisis en los niveles de los ARNm, tras la deplecion de WRN, no refleja
cambios significativos de la baja expresion de las proteinas metabdlicas
observadas, por lo que estos cambios no se debe a una alteracion en la

expresion génica (Li et al., 2014).



Andlisis de la interaccion entre WRN y la proteina BLM, demostraron que
una pequefa fraccion de WRN se localiza en el citoplasma sin interaccionar
con BLM (von Kobbe et al., 2002). Estudios preliminares han demostrado
qgue una fraccion de WRN se localiza en el citoplasma formando complejos
enriguecidos en componentes de la maquinaria traduccional. Ademas, el
ensayo in vitro destinado a determinar la capacidad de sintesis de
proteinas, reveld6 que las células carentes de WRN poseen
aproximadamente un 20% menos sintesis de novo comparadas con la
muestra control, lo que indica que en ausencia de WRN la sintesis de
proteinas se inhibe por un mecanismo aun por determinar (Pedraz et al.,
2016).

Sin embargo, no se puede descartar que la ausencia de WRN también
afecte el proceso de traduccion debido a la acumulacion de ROS. Ensayos
de inmunofluorescencia utilizando la proteina TIAR han demostrado que,
bajo condiciones de estrés incluido ROS, secuestran a los ARNm y otros
componentes de la maquinaria traduccional y los dirigen hacia los granulos
de estrés (SG) blogueando al traduccion, no muestran formacion y
acumulacion de SG tras el silenciamiento de WRN, lo que indirectamente
sugiere que el silenciamiento de WRN no altera el proceso de iniciacion de
la traduccion, por lo que el defecto en sintesis de proteinas observado en
ausencia de WRN podria darse durante la elongacion o la terminacion
(Kedersha et al., 2002).

3.2. Ribosomas

Los ribosomas son complejos ribonucleoproteicos que constan de 2
subunidades distintas llamadas subunidad grande y subunidad pequefia.
En mamiferos estas estructuras son conocidas como 60S (grande) y 40S
(pequefia). Aproximadamente el 70% de la masa del ribosoma consiste en
ARN conocido como ARN ribosomal (ARNr), mientras que las proteinas

ribosomales (RP) accesorias son un tercio del ribosoma. La subunidad 40S



esta compuesta de una sola molécula de ARN, ARNr 18S y 33 proteinas,
mientras que la subunidad 60S tiene tres moléculas de ARN: 5S, 5.8S y el
ARNr 28S, y 46 proteinas (Jang et al., 2011). Las RP son los principales
constituyentes de los ribosomas, que catalizan la sintesis de proteinas en
el citoplasma. Las RP se nombran de acuerdo con la subunidad del
ribosoma a la que pertenecen, de tal forma que las proteinas que
pertenecen a la subunidad grande se designan entre L1-L44 y las que

pertenecen a la subunidad pequefia se designan S1-S31. (Mager, 1988).

Muchas RP consisten en un dominio de union a ARN expuesto en la
superficie globular que se une al centro del ARNr para estabilizar su
estructura. A pesar de que las actividades de decodificacion y la
transferencia de péptidos se basan en el ARNr, las RP también
desempeiian un papel fundamental en el proceso de sintesis de proteinas
(Wool, 1996). Ademas de su funcion en la sintesis de proteinas, muchas
RP tienen una funcion especial fuera del ribosoma que implica diversos
procesos celulares tales como la replicacion, transcripcion, procesamiento
del ARN, reparacion del ADN e incluso inflamacién (Yamamoto, 2000).
Asimismo, datos recientes han demostrado que la regulacion negativa de

algunas RP esta relacionada con la carcinogénesis (Ebert et al., 2008).

La maquinaria traduccional estd compuesta por mas de 150 proteinas
ribosomales (Robledo et al., 2008). Por lo que en el presente trabajo se han

seleccionado las proteinas ribosomales RPS6, RPL7a y RPS3.

3.2.1.Proteina ribosomal S6 (RPS6)

RPS6 es una proteina de 33 kDa que pertenece a la familia de las proteinas
ribosomales S6. Es el principal sustrato de las proteinas quinasas en el
ribosoma, con subconjuntos de cinco residuos de serina C-terminales
fosforilados por diferentes proteinas quinasas. La fosforilacién es inducida
por varios estimulos, incluidos los factores de crecimiento, agentes

promotores de tumores y mitdogenos. La desfosforilacion ocurre en la



detencion del crecimiento. La proteina contribuye al control del crecimiento
y la proliferacion celular mediante la traduccion selectiva de clases
particulares de ARNm (Meyuhas, 2008).

3.2.2.Proteina ribosomal L7a (RPL7a)

RPL7a pertenece a la familia de las proteinas ribosomales L7AE. El gen de
L7AE se reordena con el protooncogén trk para formar el oncogén
quimérico trk-2h, que codifica una oncoproteina compuesta del extremo N
de la proteina ribosomal L7a fusionada al dominio tirosina quinasa del
receptor de trk. RPL7a, un constituyente de la subunidad ribosdmica 60S,
también desempefia un papel importante en la estabilizacion de los
ribosomas mediante la unién a los ARNr (De Falco et al., 1993). Ademas,
RPL7a participa en el control de la transformacion celular, el crecimiento

tumoral, la agresividad y la metastasis (Zhu et al., 2001).

3.2.3.Proteina ribosomal S3 (RPS3)

RPS3 es un miembro de la subunidad ribosomal 40S. Desempefia un papel
critico en lainiciacion de la traduccion al participar en la reordenacion de la
subunidad pequefia para permitir el acceso del ARNm (Valasek, 2012).
Ademas, cumple varias funciones extraribosémicas, especialmente en la
reparacion del ADN vy la regulacién de la transcripcion génica especifica.
Aunque las funciones extraribosomicas de RPS3 son diversas, todas estan
unificadas en su propdésito de garantizar la integridad del genomay proteger

contra la carcinogénesis (Deutsch et al., 1997).



3.3. Mecanismos de traduccion de las proteinas

3.3.1.Mecanismo de iniciacion dependiente del CAP

La iniciacion es un proceso critico, donde el codén de iniciacién se
empareja con el bucle anticodon del RNAt iniciador (tRNA Met) en el sitio
P ribosémico. Por lo general, la ruta candnica de iniciacion de la traduccion
en organismos eucariotas es el reclutamiento del complejo elF4F a la
estructura m’G CAP del extremo 5 del ARNm en el citoplasma, a través de
la subunidad elF4G de dicho complejo. Ese complejo esta conformado por
los factores de iniciacion elF4G, elF4E y elF4A, al cual finalmente se le une
el factor elF4B. La proteina PABP (Poly-A Binding Protein) se une a la cola
Poli A del extremo 3" terminal de los ARNm generando un loop circular
mediante su interacciona con elF4G del complejo elF4F (Mathews et al.,
2007).

Este complejo de ARNm-proteina (ARNm activados) recluta al complejo de
pre-iniciacion 43S, el cual esta conformado por la subunidad ribosomal 40S,
el complejo ternario Met-tRNAIi-elF2-GTP vy los factores adicionales elF3 y
elF5. Este nuevo complejo recibe el nombre de complejo de iniciacion 48S,
el cual escanea la region 5’"UTR hasta encontrar el primer codén de inicio
AUG (Figura 6). Finalmente, la estabilizacién del complejo esta mediado
por el acoplamiento de a subunidad ribosomal 60S el cual estabiliza el

ribosoma y la traduccién se inicia (Jackson et al., 2010).

3.3.2.Mecanismo de iniciacion de la traduccion independiente
del cap

Muchos ARNm celulares y virales poseen elementos denominados IRES
dentro de sus regiones 5-UTR, que dirigen la traduccién mediante un
mecanismo no canonico e independiente de la estructura cap. En estos
casos, los ribosomas se reclutan a posiciones internas en el ARNm

cercanas al AUGI o directamente sobre él en ausencia de “scanning” de la



5’-UTR, y en muchas ocasiones sin la participaciéon de ciertos elFs (Jackson
et al., 2010).

La mayoria de los IRES no requieren el complejo elF4F, y pueden
traducirse sin el elF4E y con el factor elF4G hidrolizado por proteasas como
las de picornavirus. Otros factores prescindibles en algunos de estos IRES
pueden ser en muchos casos el elF1, elF1A, elF4A, elF4B o elF2, aunque
la mayoria necesita la presencia del elF3. Esto, sin embargo, no ha sido
estudiado en células infectadas y es posible que muchos de los
requerimientos de elFs descritos hasta la fecha cambien en los préximos
anos, tal y como se ha visto recientemente con respecto a la utilizacion del
elF2 y del elF4G por algunos IRES de picornavirus (Redondo et al., 2011).
El caso mas extremo es el IRES de la region intergénica (IGR) de diversos
dicistrovirus como el virus de la pardalisis del grillo (CrPV). Este IRES es
capaz de iniciar la traduccién internamente en ausencia de todos los elFs.
Ademas, esta traduccion se inicia sobre un codon distinto al AUG. Por otra
parte, el mecanismo de iniciacion en algunos IRES esta modulado también
por ciertos factores trans-activadores especificos (ITAFs), que podrian
funcionar estabilizando la conformacién tridimensional éptima de los IRES
(L6pez-Lastra et al., 2010).

3.4. Sistema de expresion lentiviral

3.4.1.Lentivirus

Los lentivirus pertenecen a la familia Retroviridae, son viriones esféricos de
~100 nm de diametro, con una envoltura externa compuesta de
glicoproteinas. Se incluyen dos copias del genoma del ARN viral lineal
(aproximadamente 10 kb), que contienen tres genes esenciales: gag, pol y

env (Ramezani & Hawley, 2002).

Los lentivirus contienen un genoma complejo, capaz de transducir una

cantidad significativa de ARN en el ADN de una célula humana,



independiente de la fase del ciclo celular. Esta es una caracteristica valiosa
para utilizar los vectores lentivirales en la modulacion de la expresion
génica, con la capacidad de integrar y lograr la expresion a largo plazo,
convirtiéndolos en herramientas muy Utiles para la investigacion biomédica
(Tolstoshev, 1992).

3.4.2.Vectores lentivirales utilizados para la expresion de
shRNA

Los vectores lentivirales estan basados en los primeros vectores virales
realizados por el Premio Nobel de 1980, Paul Berg. Berg y su grupo de
investigacion construyeron virus hibridos entre el virus del mono SV40 y
segmentos de ADN del fago A. Ademas, fueron los primeros en replicarlos
dentro de células cultivadas de mono (Jackson et al., 1972). Actualmente,
las secuencias de poliadenilacion viral de SV40 se usan en direccion 3’ —
5" del 3’ LTR (repeticion terminal larga) de los vectores lentivirales de Ultima
generacion, debido a que reducen en gran medida las posibilidades de
interferencia transcripcional. Los lentivirus se pueden integrar de forma
estable en células que se dividen y que no se dividen para la expresion

transgénica a largo plazo, tanto in vitro como in vivo (Proudfoot, 2011).

Los vectores lentivirales que encierran el ARN de horquilla corta (ShRNA)
se utilizan para inducir la eliminacion eficaz de genes individuales
especificos y multiples en células humanas. Debido a la complejidad de los
vectores lentivirales y los riesgos adversos de la incorporacion del gen del
VIH, los vectores lentivirales de tercera generacion se formularon con tres
0 cuatro sistemas de produccién del vector lentiviral, con homologia de
secuencia marginal del VIH (Kay et al., 2001). En la actualidad, los vectores
lentivirales de tercera generacion son los sistemas de vectores mas
utilizados para la administracion de shRNA a las células (Figura 7) (Singer
& Verma, 2008).



IV. HIPOTESIS

La proteina WRN cumple un rol en la maquinaria traduccional.

Si WRN esté implicado en los procesos de sintesis de proteinas, entonces
su deplecion mediante un sistema de silenciamiento condicional y por el
uso del inhibidor NSC-19630, reducird los niveles de sintesis proteica in

vitro.



V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el laboratorio de Cultivo
Celular de la Universidad Cientifica del Sur (UCSUR), ubicado en el distrito
de Villa El Salvador, provincia de Lima y departamento de Lima, bajo la

supervisién del Dr. Juan Manuel Iglesias Pedraz.

Las ultracentrifugaciones se realizaron en el laboratorio de Virologia del
Centro Internacional de la Papa (CIP), a cargo de la Blga. Giovanna Muller
Cadenillas, ubicado en el distrito de La Molina, provincia de Lima y

departamento de Lima.

La expresion de la proteina WRN en células Sf9 y la clonacion del vector
pT7-IRES-WRN se realizaron en el laboratorio del Dr. Lucio Comai en el
Institute for Genetic Medicine, Keck School of Medicine de la University of

Southern California, Los Angeles, California, Estados Unidos.

Las cuantificaciones de luminiscencia de las reacciones de traduccién in
vitro se realizaron en el Laboratorio de Docimasia de la Facultad de
Ingenieria Industrial de la Universidad de Lima, a cargo del Dr. Javier Quino
Favero ubicado en el distrito de Surco, provincia de Lima y departamento

de Lima.

5.2. Material biologico

Se utilizaron células HeLa modificadas por transfeccién lentiviral usando la
region 3’ UTR dirigidos con shARN para silenciar el gen WRN (shWRN), lo
cual permite tener células con un sistema inducible de silenciamiento

mediante la adicion de doxiciclina, y como control se usaron células con un



sistema lentiviral sin ninguna homologia a ninguna parte del genoma
(shCTR) (Li et al., 2014).

Para la expresion de la proteina recombinante WRN se uso la linea celular
Sf9 (Spodoptera frugiperda), las cuales fueron amablemente cedidas por la
Dra. Dionicia Gamboa Vilela del laboratorio de Malaria de la Universidad

Cayetano Heredia.

5.3. Identificacion de las posibles alteraciones de
las proteinas ribosomales en células de

cancer silenciadas para WRN

5.3.1.Cultivo in vitro de células HeLa shCTR y shWRN

Las células fueron cultivadas en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) (Biowest) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y
1% de penicilina/estreptomicina (P/S) y mantenidos a 37°C en una
incubadora humidificada a 5% de CO2.

5.3.2.Desregulacion de WRN con doxiciclina en HelLa
shCTRy shWRN

Las células shCTR y shWRN se trataron con doxiciclina (1.5 pg/ml) por 3
dias para inducir la expresion del shARN. El nivel de desregulacion de la
proteina WRN se determindé mediante Western Blot usando el anticuerpo
anti-Werner (Bethyl). Como control de carga se usé el anticuerpo anti-

Tubulina (Santa Cruz).



5.3.3.Fraccionamiento celular

Las células fueron tratadas 20 minutos con cicloheximida (CHX) a una
concentracion final de 100ug/ml. Luego, las células fueron colectadas y
lavadas 3 veces con PBS suplementado con 100pg/ml CHX frio. El pellet
celular se resuspendid en buffer de lisis hipoténico (10mM HEPES-KOH,
1.5mM MgCI2 1.5, 10mM KCI, ImM PMSF, 5mM 3-GP, 1mM DTT, 1U/ul
RNase Inhibitor Murine, 10ul/ml PIC, 100ug/ml CHX, pH 7.6), se incubo por
15 minutos en hielo y luego se agregd NP-40 a una concentracion final de
0.1%, y se incubo finalmente por 10 minutos. El lisado celular se centrifug6
a 4 000 RPM por 5 minutos a 4°C, se colecto el sobrenadante y se dio una
tltima centrifugaciéon a 13 000 RPM por 20 minutos a 4°C. Se colecto el
sobrenadante (fraccion citoplasmatica) mientras que el pellet se uso para
extraer las proteinas de la fraccién nuclear resuspendiendo el pellet con

buffer hipoténico y NaCl a una concentracion final de 420 mM.

De cada fraccion (total, nuclear y citoplasmatica) se tomaron alicuotas para
el andlisis por Western Blot o para la extraccion de ARN total para su

posterior analisis por RT-qPCR.

5.3.4.0btencion de la fraccién polisomal

La fraccion polisomal se obtuvo a partir de la fraccion citoplasmética por

ultracentrifugacion.

Los extractos citoplasmaticos se cargaron en un colchon de sacarosa al
30% (Buffer hipotonico, 30% Sacarosa libre de RNasas) y se centrifugaron
a46 000 RPM por 2 horas y 30 minutos a 4°C en una ultracentrifuga Optima
LE-80K, usando el rotor TLS-55 (Beckman Coulter). El pellet se lavd con
100 pl de buffer hipotdnico y se resuspendid o bien en buffer de carga de
proteinas (120mM Tris-HCI, 20% Glicerol, 4% SDS, 0.02% Azul de

bromofenol, 1mM [J-mercaptoetanol, pH 7.6) para el andlisis por Western



Blot o en Trizol para la extraccion de ARN total para el analisis por RT-
gPCR.

5.3.5.Analisis de expresion génicade RPS6, RPL7a, RPS3
y G6PD por RT-qPCR a partir de ARN total

El ARN total de las células HeLa shCTR y shWRN inducidas con doxiciclina
por 3 dias, fue extraido por el método de Trizol (Thermo Fisher) siguiendo

las recomendaciones del fabricante.

Los ARN totales extraidos fueron tratados con la enzima Turbo DNase
(Ambion) y la sintesis del ADNc (RT) se realizo utilizando el kit Maxima First

Strand ADNc Synthesis (Thermo Fisher) segun el protocolo del fabricante.

Paralareaccion de gPCR se utilizaron primers especificos para secuencias
de ARN (Tabla 1). La reaccién de gPCR se realiz6 en un volumen final de
10 ul con los siguientes reactivos: 1 pl del producto de la reaccién de
transcripcion inversa (ADNc), 5 pl de Maxima SYBR Green qPCR Master
Mix (Thermo Fisher), 0.5 yl de cada primer (0.2uM de concentracion final)
y 3 ul de H20. El termociclaje se optimiz6 a 40 ciclos (95°C, 60°C y 72°C)
en un termociclador StepOne Real-Time PCR (Applied Biosystems),
indicando lineas basales inversamente proporcionales al nivel de expresion
de los genes de interés (Ct), las cuales fueron normalizadas utilizando los

resultados de expresion de la enzima GAPDH en cada ensayo.

La maquinaria traduccional estd compuesta por mas de 150 proteinas
ribosomales (Robledo et al., 2008), por lo tanto estudiar todas estas
proteinas seria muy complicado. Para este estudio se seleccionaron y
utilizaron las siguientes proteinas ribosomales como marcadores: RPS3,
RPS6 y RPL7a. Se ha demostrado que RPS3 interacciona directamente
con WRN (Lachapelle et al., 2011). RPS6 al igual que RPS3 son miembros
de la subunidad pequefa 40S. Por su parte, RL7a es un miembro de la

subunidad larga 60S y previamente se ha usado en ensayos de perfil



polisomal (Pedraz et al., 2016). Por lo tanto se analizo la expresion de las
proteinas ribosomales RPS6, RPL7a y RPS3 tras la deplecion de WRN
(ShWRN).

5.3.6.Western Blot

Las alicuotas de los extractos de proteinas de las inducciones del
silenciamiento y del fraccionamiento se desnaturalizaron a 95°C por 3
minutos en presencia del tampdn de carga. Las muestras fueron cargadas
en un gel de poliacrilamida y separadas mediante electroforesis a 100 V

por 1 hora.

La transferencia se realizd6 en membranas de PVDF o nitrocelulosa con
buffer carbonato de sodio (6.275 mM NaHCO3, 4.325 mM Na2CO03),
usando corriente eléctrica de 250 V por 1 hora y 20 minutos. Luego, la
membrana se bloqued en 5% de leche descremada (SERVA) en PBS-T
(PBS 1x, 0.5 % Tween-20) por 1 hora a temperatura ambiente. La
incubacién de anticuerpos primarios (Tabla 2) se realizé por 8 horas a 4°C.
Luego, la membrana fue lavada 3 veces con PBS-T por 5 minutos cada vez
e incubada con el anticuerpo secundario conjugado a la enzima peroxidasa

de rdbano (HRP) por 1 hora a temperatura ambiente.

Para el revelado del Western Blot, se utilizo el kit de quimioluminiscencia
SERVALight Polaris (SERVA) y exposicién de las membranas a peliculas

de rayos X.



5.4. Expresion la proteina recombinante WRN

5.4.1.Expresion de la proteina WRN por el sistema de

baculovirus

5.4.1.1. Clonacién del vector pFastBac-His-WRN

Los experimentos de clonaje se realizaron utilizando el vector pFastBac-
His (gentilmente cedido por el Dr. Lucio Comai), el cual es una modificacion
del vector comercial pFastBacl, el cual permite su transposicién en el
bacmido que contiene el genoma de baculovirus, permitiendo su expresion
(Figura 8) (Thermo Fisher) y que contiene la secuencia de las colas de
histidina (6-His) en la region N-terminal y el nuevo sitio de restriccion Ndel,
con la finalidad de que el inserto siempre este en pauta de lectura con el
coddn de inicio (ATG) de Ndel.

El ADNc de WRN se obtuvo digiriendo el vector pRRLs-Flag-WRN (Dr.
Lucio Comai) con las endonucleasas de restricciéon Ndel y Xhol para luego
ligarlo en el vector pFastBac-His en los sitios de restricciéon Ndel y Xhol
utilizando la enzima T4 ligasa (New England Biolabs) a 16°C por 8 horas.
Posteriormente, el producto de la ligacion fue usado para transformar
bacterias competentes E. coli DH5a (New England Biolabs) por choque
térmico. Los clones transformados fueron aislados y purificados utilizando
el kit PureLink Quick Plasmid Miniprep (Thermo Fisher).

Los plasmidos de los clones positivos fueron confirmados por digestion con
endonucleasas de restriccion y fueron enviados a MacroGen Sequencing
Service (MacroGen) para confirmar la correcta insercion del gen WRN y la

ausencia de posibles mutaciones.



5.4.1.2. Transformacion y transposicion del vector pFastBac-His-
WRN en bacterias E.coli DH10Bac

El vector generado pFastBac-His-WRN se usoé para transformar bacterias
E.coli DH10Bac (Thermo Fisher) por choque térmico y luego se incubaron
en placas de LB para bacterias DH10Bac (50ug/ml Kanamicina, 7 ug/ml
Gentamicina, 10 yg/ml Tetraciclina, 100 uyg/ml X-gal, 40 uyg/ml IPTG) a 37°C
por 48 horas. La seleccion de las colonias transformadas se realiz6 por el
método Blue/White screening (Thermo Fisher), aislando las colonias

blancas.

Las colonias positivas fueron repicadas en cultivos liquidos de 3 ml e
incubadas a 37°C y 250 RPM hasta alcanzar la saturacién del cultivo (12

horas) con el fin de amplificar el plasmido de interés.

Las bacterias se colectaron y se resuspendieron en buffer de Solucién |
(15mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 100pg/ml RNase A, pH 8.0), posteriormente
se afiadio la Solucion 1l (0.2 M NaOH, 1% SDS), luego se agrego NacCl (5
M) a la mezcla y se centrifugd a 14 000 g por 10 minutos a temperatura
ambiente. El sobrenadante se colectd y se le agreg6 isopropanol, se incub6
por 2 horas a -20°C y se centrifug6 a 14 000 g por 15 minutos. El pellet se

lavo 2 veces con etanol al 70% y se resuspendi6 en buffer TE.

La presencia del gen WRN en el ADN bacmidial purificado se confirmé por
PCR.

5.4.1.3. Generacién de los baculovirus recombinantes WRN

Las células Sf9 se cultivaron en medio Sf-900 Il (Gibco) completo (Sf-900
II, SFB 10%, P/S 1%) y se mantuvieron en una incubadora a 28°C. Las

células se cultivaron a una confluencia del 70%.

La transfeccion se realiz6 incubando la solucién A (100 pl de medio Sf-900
Il'y 6 pl de Cellfectin Il (Thermo Fisher)) con la solucion B (100 pyl de medio
Sf-900 Il y 5 pl del ADN bacmidial recombinante) por 30 minutos a



temperatura ambiente. La mezcla se afiadio al cultivo celular y se incub6 a
15 RPM por 5 horas a temperatura ambiente. Luego de la incubacién se
retird la mezcla, se afladié medio fresco Sf-900 Il completo y se incubaron
a 28°C por 5 dias o hasta observar signos de infeccion (células
desprendidas de la superficie de la placa, células de mayor dimension o

hinchadas, nucleos grandes y detencion de la division celular).

Las células infectadas se colectaron y se analizo la presencia de la proteina
WRN por Western Blot, mientras que el sobrenadante que posee los virus

recombinantes His-WRN se amplificé infectando nuevas células Sf9.

5.4.1.4. Obtencién de la proteina WRN soluble

Las células fueron precipitadas, resuspendidas y lisadas en buffer nativo
completo (500 mM NaCl, 50 mM NaH2PO4, 1 mM PMSF, 5 mM B-GP, 1
mM DTT, 1U/pl RNase Inhibitor Murine, 10pl/mlI PIC, pH 8.0) por 10 minutos

y la suspension se centrifugd a 30 000 g por 30 minutos a 4°C.

5.4.1.5. Cromatografia de afinidad con niquel (Ni?*)

Por cada 1 ml de extracto celular fue adicionado 100 pl de resina ProBond
(Thermo Fisher) previamente equilibrada con buffer nativo y bloqueada con
BSA al 2.5%, manteniéndolo en agitacion por 2 horas a 4°C.
Posteriormente la incubacion fue centrifugada a 500 RPM por 2 minutos.
La resina conteniendo la proteina de fusion de interés fue usado para los
siguientes pasos de purificacién y se descart6 el sobrenadante. La resina
conteniendo la proteina de fusion de interés fue lavada en agitaciéon con 10
ml volumenes de buffer nativo y 25 mM de Imidazol. Se tomd una pequeiia
alicuota se almaceno para su analisis por Western Blot y tincion de nitrato

de plata.

Tras la confirmacion de la captura de la proteina recombinante His-WRN

por la resina de Ni, se procedio a eluir la proteina de interés con 1 ml de



buffer de elucién (500 mM NaCl , 50 mM NaH2PO4, 1 mM PMSF, 250 Mm
Imidazol, pH 8.0) en una columna. Una pequefia alicuota se tomé para su

analisis por Western Blot y por tincion con nitrato de plata.

Para realizar los ensayos enzimaticos, la proteina purificada fue dializada
en tubos de dialisis Tube-O-Concentrator (G-Biosciences) hasta obtener un
volumen aproximado de 200 ul. La concentracion final de la proteina se

determind por tincion con nitrato de plata.

5.4.1.6. Determinacion de la actividad enziméatica de la proteina

WRN por lareaccion de helicasa

Para la reaccidbn de helicasa se utilizaron primers parcialmente

complementarios (Brosh, 2002) (Tabla 3).

Los primers se anillaron en buffer TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 50 mM
NaCl, pH 8.0) a 95°C por 3 minutos y luego se enfrié lentamente la reaccion
hasta llegar a la temperatura ambiente. Los primers parcialmente anillados
se corrieron en un gel de agarosa al 5% y se purificaron usando el kit
GeneJET Gel Extraction (Thermo Fisher).

La reaccion de helicasa se realiz6 en buffer de helicasa (30mM HEPES,
5% Glicerol, 40mM KCI, 0.1 pg/ul BSA, 2mM MgCI2, 2mM ATP, 5 uM
Primers y concentraciones crecientes de la proteina WRN), y se incubé a
37°C por 15 minutos. La reaccion se corrié en un gel de agarosa al 5% y se
transfirid a una membrana de nitrocelulosa con buffer SSC 20x (3M NaCl,
0.3 M Citrato de sodio, pH 7.5). La membrana se bloqueé con PBS-T con
leche descremada al 5% y se incub6 con el anticuerpo anti-Estreptavidina-
HRP (Abcam).

Se utilizo el kit de quimioluminiscencia SERVALight Polaris pararevelar las

membranas con peliculas de rayos X.



5.4.2.Expresion de WRN en el sistema de transcripcion/

traduccion in vitro

5.4.2.1. Clonacién del vector pT7-IRES-WRN

La clonacion se realizé utilizando el vector pT7-IRES por 2 etapas de

subclonajes.

En la primera se cloné la region de 141 a 4299 pbs del gen WRN. El
fragmento de WRN (141-4299 bps) se obtuvo digiriendo el vector pRRLs-
Flag-WRN con las enzimas de restriccién EcoRI y Xhol. Luego, se realiz6
la ligacion utilizando la enzima T4 ligasa (New England Biolabs) a 16°C por
8 horas. El producto de la ligacion se transformo en bacterias competentes
E. coli DH5a por choque térmico. Los clones transformados fueron aislados
y purificados utilizando el kit PureLink Quick Plasmid Miniprep (Thermo
Fisher). La confirmacién del inserto del ADNc de WRN se realizd por

digestion con enzimas de restriccion.

En la segunda etapa se realizé una PCR utilizando los primers especificos:
Forward: 5-CATGCCATGGGAATGAGTGAAAAAAAATTGGAAACAAC-3
y Reverse: 5-CAAGCAACATTTTTAATCCCTG-3, la polimerasa Q5 High
Fidelity DNA polymerase (New England Biolabs) y como molde de ADN el
vector pRRLs-Flag-WRN. El producto de la PCR se digirié con las enzimas
de restriccién Ncol y EcoRlI. El fragmento de 141 bps se ligd en el vector
generado pT7-IRES-WRN (141-4299 bps) utilizando la enzima T4 ligasa
(New England Biolabs) a 16°C por 8 horas. El producto de la ligacion se
transformo en bacterias competentes E. coli DH5a por choque térmico. Los
clones transformados fueron aislados y purificados utilizando el kit PureLink

Quick Plasmid Miniprep (Thermo Fisher).

La confirmacion del inserto del ADNc completo de WRN se realizé por
digestion con enzimas de restriccion y fueron enviados a MacroGen
Sequencing Service (MacroGen) para confirmar la correcta insercién del

ADNc de WRN y la ausencia de posibles mutaciones.



5.4.2.2. Linearizaciéon del plasmido pT7-IRES-WRN
Con el fin de facilitar la transcripcion de las construcciones en el ensayo de
transcripcion/traduccion in vitro, los plasmidos fueron linearizados por
digestion con enzimas de restriccion en regiones que no comprometan

secuencias de los promotores o los genes a transcribir.

La concentracion final se determiné utilizando el espectrofotometro Lambda
3-1 (PCRmax).

5.4.2.3. Reaccién de transcripcién y traduccion in vitro
Con el fin de expresar la proteina de WRN en un sistema humano in vitro,
se realiz6 la reaccion de transcripcion y traduccion in vitro como sigue: 9 pl
de lisado comercial del kit (25mg/ml), 6 pl de Mixtura-1, 1 ul de Mixtura-2,
2 pl de Mixtura-3, 1 pl de plasmido linearizado pT7-IRES-WRN (0.15 ug/ul),
1 ul T7 RNA polimerasa), en agitacién a 32°C por 2 horas.

5.5. Ensayo de recuperacion de la traducciéon

usando WRN expresado exdégenamente

5.5.1.Preparacion de extractos celulares usados el
sistema de transcripcién y traduccién in vitro (TnT)

Para la traduccion in vitro se lisaron células HeLa shCTR y shWRN con 3
dias de tratamiento con doxiciclina en buffer hipoténico (10mM HEPES,
10mM KAc, 0.5mM MgAc, 1ul/100ul PIC, 5mM DTT, pH 7.6) por 1 hora. El
lisado se centrifugd a 13 000 g por 3 minutos. Se colect6 el sobrenadante

y se almacenaron alicuotas de 20 ul a -80°C.



5.5.2.Amplificacion de los vectores reporteros

Para los ensayos de traduccion in vitro se utilizaron los vectores reporteros
pTEV-Luc y pTEV-Ren (cedidos gentilmente por la Dra. Katalin Kariko), que
codifican las enzimas bioluminiscentes luciferasa Firefly (Luc) y luciferasa

Renilla (Ren) respectivamente.

Los plasmidos se amplificaron en bacterias competentes E. coli DH5a y se
purificaron usando el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Fisher). Los

plasmidos se confirmaron por digestion con enzimas de restriccion.

5.5.3.Linearizacion de los plasmidos

Con el fin de facilitar la transcripcion de las construcciones en el ensayo de
transcripcion/traduccion in vitro, los plasmidos fueron linearizados por
digestion con enzimas de restriccion en regiones que no comprometan

secuencias de los promotores o los genes a transcribir.

Los plasmidos linearizados fueron desfosforilados para evitar la religacion,
utilizando la enzima rSAP (New England Biolabs) a 37°C por 1 hora.
Posteriormente, los plasmidos fueron purificados utilizando el kit GeneJET

Gel Extraction (Thermo Fisher).

La concentracion final de los plasmidos linearizados y desfosforilados se

determiné utilizando el espectrofotometro Lambda 3-1 (PCRmax).

5.5.4.Reaccion de TnT in vitro

Los niveles de expresion en los extractos celulares HeLa shCTR y shWRN
se determinaron mediante el ensayo de transcripcion/traduccion in vitro
utilizando el kit Human Cell-Free Protein Expression System (Takara,
Clontech).



La reaccién se realiz6 como sigue: 9 ul de lisado celular (25mg/ml), 6 ul de
Mixtura-1, 1 pl de Mixtura-2, 2 pl de Mixtura-3, 1 yl de plasmido linearizado
(0.15 ug/pl), 1 ul T7 RNA polimerasa), en agitacion a 32°C por 2 horas.

La reaccion de luminiscencia se realizé utilizando el kit Dual Luciferase
(Promega) y se cuantific6 en un lumindmetro de tubo FB14 (Titertek
Berthold).



VI. RESULTADOS

6.1. Desregulacion de la proteina WRN en células
HelLa

El analisis por Western Blot tras la inhibicion de la proteina de WRN
muestra que, las células HelLa portadoras de la construccion de
silenciamiento shWRN contienen menos de expresion de WRN compradas
con las células control (shCTR), tras ser inducidas con dox por 3 dias,
(Figura 9). El analisis de las intensidades obtenidas utilizando el programa
ImageJ (NIH) muestra una desregulacion de mas del 80% (14.84 %) de la

proteina WRN comparada con las muestras control (Figura 10).

6.2. Expresion de la histona y-H2A.X como
marcador de dafio al ADN

Se analiz6 la expresion del marcador de ruptura del ADN y-H2A.X por
Western Blot en células shWRN y shCTR (Figura 11). El analisis muestra
gue tras el silenciamiento de WRN no existen diferencias significativas en
la expresion de y-H2A.X entre las células desreguladas para WRN (91.26%)
y las células control (100%), en los tiempo analizados en el que WRN se

reduce hasta en un 80% comparados con las células shCTR (Figura 12).

6.3. Distribucion espacial de la proteina WRN

Las fracciones subcelulares obtenidas de células HelLa (nuclear,
citoplasmatica y polisomal) fueron analizadas mediante Western Blot. La
eficacia del fraccionamiento se confirmd mediante el uso del marcador

nuclear especifico Lamin A/C y el marcador citoplasmatico especifico



Tubulina (Figura 13A). Se detecto la presencia de la proteina WRN en el
citoplasma, la cual también es detectada posteriormente en la fraccién

polisomal (Figura 13A, B).

6.4. Integridad de los ARN purificados de shCTR
y shWRN

Se analiz6 la integridad de los ARN obtenidos mediante electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 1 % y tinciéon con bromuro de etidio con el
fin de determinar que los ARN purificados estan en condiciones Optimas
(no degradados) para realizar sin inconvenientes los siguientes pasos que

incluyen la sintesis de ADNc y los analisis de qPCR, la integridad del ARN.

Los ARN obtenidos mostraron excelentes niveles de integridad tras la

corrida electroforética (Figura 14).

6.5. Tratamiento de los ARN con DNAsa

Los ARN purificados fueron trataron con DNase | (Ambion) para eliminar la
posible contaminacién de ADN en las muestras obtenidas de ARN. Para
confirmar la ausencia de contaminacion gendémica, se realizé una PCR
utilizando estos ARN tratados y primers especificos para ADN (2M con un
amplicon de 90 bps). La reaccion de PCR sobre el ARN tratado con DNase
| demostro que los ARN usados posteriormente para los analisis por g°PCR

no presentaron contaminacion con ADN (Figura 15).



6.6. Expresion génica de los ARNm totales de
RPS6, RPL7ay RPS3 en células HeLa shWRN

Serealizé un analisis por RT-qgPCR de los transcritos a partir de ARN total
para estudiar la posible alteracion de estos genes tras la deplecion de
WRN. Los resultados muestran que no hay diferencias significativas en la
expresion de los ARNm de RPS6, RPL7a y RPS3 en células shWRN, en

relacion a las células shCTR. (Figura 16).

6.7. Niveles de expresiéon proteica de las
proteinas ribosomales RPS6, RPL7a y RPS3
en células HeLa shWRN

Se realizé un andlisis por Western Blot con el fin de determinar posibles
alteraciones en los niveles de las proteinas ribosomales que forman parte
de los complejos ribosomales e implicadas en los procesos de sintesis
proteica. Los resultados de la expresion de las proteinas totales RPS6,
RPL7a no muestran diferencias significativas. Sin embargo, la proteina
ribosomal RPS3 muestra una ligera sobreexpresion en células carentes de

WRN con relacion a las células control (142.7 %) (Figura 17, 18).

6.8. Expresidon génica de los ARNm de GG6PD,
IDH1, y RPS3 en la fraccion polisomal

Se analizo la fraccion polisomal mediante RT-qPCR de los ARNm que
codifican las proteinas metabdlicas G6PD e IDH1 con el fin de determinar
si la deplecion de WRN podria alterar la carga de los ARNm en los
polisomas. Los resultados muestran que, no existe diferencia significativa
en la abundancia de los ARNm de G6PD y RPS3 en las células

deplecionadas paraWRN enrelacion a células shCTR, Sin embargo, el gen



IDH1 analizado muestra un aumento ~3 veces (326 %) mas en

comparacion a las células control. (Figura 19).

6.9. Andlisisdelaintegridad delos ARNr 28S, 18S
y 5.8S tras la deplecion de WRN

Se analizo los niveles de ARN ribosomales (ARNr) por medio de RT-gPCR
con el fin de analizar si existia alteraciones en los niveles de abundancia
de los ARNr tras el silenciamiento de WRN. Los resultados obtenidos a
partir de los ARN purificados de la fraccion polisomal de células ShWRN y
shCTR muestran que no existen diferencias significativas en la expresion
de dichos transcritos (Figura 20). Por lo que la alteracion de la sintesis de
proteinas no podria deberse a una alteracion en la biogénesis de los ARN
ribosomales ni a un defecto en la abundancia de estas especies en los

ribosomas.

6.10.Expresion de WRN en el sistema de

baculovirus

6.10.1. Clonacion del vector pFastBac-His-WRN

Se disefié el mapa de la construccion pFastBac-His-WRN para obtener los
nuevos sitios de restriccién y sus tamafos respectivos generados por la
adicién del gen WRN (Figura 21A). De las 5 colonias analizadas para
determinar la presencia del gen WRN en el vector pFastBac-His mediante
restriccion enzimatica; todas presentaron el gen WRN insertado en el vector
pFastBac-His; es decir estos 5 plasmidos presentaron las bandas de 7.5
kbs, 910 bps y 514 bps, luego de la digestion con la enzima Hindlll (Figura
21B).



6.10.2. Aislamiento del ADN bacmidial recombinante y
analisis por PCR

Se aislé el bacmido recombinante a partir de 6 colonias de bacterias
DH10Bac con fenotipo positivo (colonias blancas). El analisis por PCR
utilizando los primers especificos Forward: 5-
CATGCCATGGAATGAGTGAAAAAAAATTGGAAACAAC-3 y Reverse: 5'-
CAAGCAACATTTTTAATCCCTG-3, confirmo la insercion del gen WRN
dentro del genoma del ADN bacmidial demostrado por la presencia de una
banda de 385 bps (Figura 22).

6.10.3. Expresion y purificacion de la proteina WRN por

el sistema de baculovirus

Tras la infeccion de las células de insecto Sf9 con los baculovirus
recombinantes His-WRN, se observd la presencia de la proteina WRN
recombinante mediante analisis por Western Blot utilizando 2 diferentes
anticuerpos, anti-WRN (Figura 23A) y anti-histidinas (His-tag) (Figura 23B).

Como control del andlisis se utilizaron células Sf9 sin infectar.

La proteina WRN fue purificada por cromatografia de afinidad en presencia
de 30 mM de Imidazol. El analisis de la captura de la proteina recombinante
His-WRN con la resina de N?*NTA fue realizada mediante SDS-PAGE y
tincion de plata (Figura 24A). Posteriormente, la proteina recombinante His-
WRN unida a laresina fue eluida en 6 diferentes fracciones, las que fueron
confirmadas por el andlisis de Western Blot utilizando el anticuerpo
especifico contra WRN (Figura 24B). Estas fracciones fueron juntadas y la
pureza de la proteina WRN fue confirmada por SDS-PAGE vy tincion de
plata (Figura 24C).



6.10.4. Ensayo de la actividad helicasa de WRN

El ensayo de helicasa no mostré actividad enzimatica de la proteina
recombinante WRN purificada del sistema de baculovirus en ninguna de las
cantidades crecientes de proteina en las diferentes reacciones incubadas
(Figura 25).

6.11.Expresion de WRN utilizando el sistema de

transcripcidon/traduccion in vitro

6.11.1. Clonacion del vector pT7-IRES-WRN

Se disefo el mapa de la construccion pT7-IRES-WRN para obtener los
nuevos sitios de restriccién y sus tamafos respectivos generados por la
adicién del gen WRN (Figura 26A). De las 6 colonias analizadas para
determinar la presencia del gen WRN en el vector pT7-IRES mediante
restriccion enzimatica; todas presentaron el gen WRN insertado en el vector
pT7-IRES; es decir estos 6 plasmidos presentaron las bandas de 5618 bps
y 1982 bps, luego de la digestion con la enzima Xbal; y las bandas de 4758
bps y 2842 bps, tras la digestion con la enzima Ncol (Figura 26B).

6.11.2. Expresion de la proteina WRN por el sistema de
transcripcién/traduccion in vitro

El plasmido pT7-IRES-WRN fue linearizado utilizando la enzima Ndel,
debido a que realiza un solo corte y no compromete ni los promotores de
transcripcion o traduccion, ni al gen de WRN. La reaccion de
transcripcion/traduccion in vitro fue incubada a 32°C por 3 horas (segun
recomendacion del fabricante). Se tomaron alicuotas en el tiempo 0 horas
y tras las 3 horas de incubacién de la reaccion. La sobreexpresion de WRN

en el sistema in vitro fue confirmado por Western Blot utilizando el



anticuerpo especifico WRN y usando el anticuerpo anti-Tubulina como

control de carga (Figura 27).

6.12.Reaccion de transcripcion/ traduccion in
vitro utilizando extractos celulares derivados
de shCTR y shWRN

6.12.1. Extractos citoplasmaticos de HeLa shCTR vy
shWRN

Los extractos de citoplasmaticos fueron obtenidos de células HeLa shCTR
y shWRN inducidas previamente con dox por 3 dias. La concentracion de
proteinas se determind mediante el método de Bradford utilizando BSA
como estandar. La concentracion de proteina se igualo a 25 mg/ml en
ambos casos y fue confirmada la equivalencia de concentracién en ambos
extractos celulares por SDS-PAGE y tincidén con azul de Coomassie (Figura
28).

6.12.2. Reaccidn de transcripcidn/traduccion in vitro

Se realizé los ensayos de transcripcidn/traduccion in vitro con el fin de
determinar las capacidades de sintesis proteica mediante un andlisis
cuantitativo de los niveles de expresion de los extractos citoplasmicos de
shWRN usando los plasmidos reporteros pTEV-Luc y pTEV-Ren, los cuales
expresan las proteinas Firefly luciferasa y Renilla luciferasa

respectivamente (Figura 29).

Los resultados del ensayo y posterior analisis muestra que, existe una
disminucion de la traduccidén de las proteinas reporteras utilizando los
extractos citoplasmicos derivados de células silenciadas para WRN

(35.12%) en comparacion con el control (100%) (Figura 30).



El experimento utilizando el inhibidor NSC 19630 mostr6é una reduccion en
la capacidad de sintesis en shCTR + NSC 19630 (32.5 %) en comparacion

a las células control sin el inhibidor. (Figura 31).

Con el fin de demostrar que la proteina WRN esta implicada en la sintesis
de proteinas, extractos citoplasmicos derivados de células silenciadas para
WRN fueron enriquecidas con la proteina WRN expresada in vitro. El
analisis de los resultados no mostré una recuperacion significativa de la
traduccién en los extractos shWRN suplementados con proteina WRN
recombinante expresada por el sistema de transcripcidn/traduccion in vitro
(44.15%) (Figura 32).



VIl. DISCUSION

La proteina WRN es una de las proteinas comunmente denominadas
guardianes del genoma debido a sus caracteristicas y funciones
relacionadas con el ADN, sin embargo existen indicios que relacionan a

esta proteina con la traduccion de proteinas.

En las células cancerigenas (incluyendo a las células HelLa) se genera un
incremento del ROS haciéndolas vulnerables al estrés oxidativo y del dafio
al ADN. Sin embargo, éstas células poseen los mecanismos necesarios
para contrarrestar estos eventos a diferencias de las células normales
(Trachootham et al.,, 2009). La expresion de la histona y-H2A.X es
considerada un marcador del estrés oxidativo y de la ruptura de la doble
hebra del ADN (DSB) (Kuo y Yang, 2009). Estudios realizados en células
HeLa deplecionadas para WRN tras 5 dias de induccion lentiviral,
demostraron una alteracion en los niveles de 8-hydroxy-2 deoxyguanosine
(8-OHdG) y de y-H2AX, indicando que la reduccion de la capacidad redox
después de la desregulacion de WRN conduce a la acumulacién de dafio
oxidativo y a la rotura del ADN (Li et al., 2014). Sin embargo, los resultados
obtenidos en el presente trabajo de investigacion en células Hela
deplecionadas para WRN, tras 3 dias de induccién lentiviral, no mostraron
cambios significativos en los niveles de y-H2AX (Figura 11, 12), indicando
qgue se logré capturar eventos tempranos previos a la respuesta al dafio
oxidativo al ADN causado por ROS o el DDR.

Muy pocos estudios han evidenciado la presencia de WRN en fracciones
citoplasmaticas de células humanas (von Kobbe et al., 2002, Pedraz et al.,
2015). Los resultados obtenidos en el presente trabajo también demuestran
la presencia de WRN en la fraccion citoplasmatica de células Hela, la cual
se ve enriquecida en la fraccion polisomal. La carencia de sefial en el

citoplasma y en la fracciona polisomal utilizando el anticuerpo anti Lamin



A/C, indica que el fraccionamiento ha sido limpio, y que las sefiales extra
nucleares para WRN, no es debido a una contaminacion por ruptura de los
nacleos (Figura 13). Estos datos refuerzan la idea de que WRN podria
cumplir un papel en la traduccion debido a su asociacion con los ribosomas,
junto al hecho de que recientes estudios realizados mediante
inmunoprecipitaciéon, han demostrado una relacion entre la proteina WRN
y RPS3 (Lachapelle et al., 2011).

La posible alteracion en la sintesis de proteinas a consecuencia del
silenciamiento de WRN llevé a plantear que dicho defecto podria deberse
a una alteracion en la abundancia de los ARNm de proteinas ribosomales
como la S3, S6 y L7a o las propias proteinas per se. Los resultados
obtenidos en este trabajo mediante RT-gPCR permite descartar a la
expresion génica como la posible causa de la deficiencia en sintesis
proteica tras la deplecién de WRN (Figura 16), reforzando la idea de que al
no existir cambios a nivel en la transcripcion, las alteraciones podrian darse

a nivel traduccional.

Dado que el analisis por RT-qPCR de las proteinas ribosomales no mostré
evidencia sobre el posible mecanismo por el cual la deplecion de WRN
podria alterar la sintesis global de proteinas, se decidié estudiar mediante
Western Blot los niveles de sus productos génicos. Se observd un
incremento de la expresion de RPS3 en células deplecionadas para WRN,
sin embargo, no se evidenciaron diferencias significativas en los ARNm de
RPS6 y RPL7A (Figura 17, 18), lo que indica que la alteracion en la sintesis
global de proteinas no es debido a un defecto en las proteinas ribosomales
S6 y L7a tras el silenciamiento de WRN. La sobreexpresion de RPS3
observada posiblemente se deba a la actividad endonucleasa involucrada
en el reconocimiento oxidativo del ADN en células carentes de WRN, previo
alarespuesta de dafio al ADN o DDR ocasionado por ROS (Yadauvilli et al.,
2007). Estos datos en su conjunto sugieren que la depleciéon de WRN no
altera la sintesis de proteinas a consecuencia de una disminucién de

componentes clave para la traduccion.



Se ha demostrado en estudios previos que no hay cambios en la
abundancia de los ARNm de las proteinas metabdlicas G6PD y IDH1 a
partir de los ARN obtenido de extractos totales de células Hela, tras el
silenciamiento de WRN (Li et al., 2014). Asi mismo, no hay evidencia
cientifica publicada de algun defecto en la carga de dichos ARNm sobre los
ribosomas y que afecte la correcta sintesis de las proteinas. En este estudio
se analiz6 el ARN obtenido de la fraccion polisomal de células
deplecionadas para WRN debido a su directa relacion con la maquinaria
traduccional. Los resultados obtenidos tampoco evidenciaron diferencias
significativas en la expresion de los ARNm de las proteinas metabdlica
G6PD en los ARN obtenidos de la fraccién polisomal de células HelLa
deplecionadas para WRN. Sin embargo, se observdé que el transcrito
correspondiente al gen IDH1 muestra un aumento de ~3 veces en
comparacion a las células control (Figura 19). Estudios previos han
evidenciado la accion directa de IDH1 para mitigar el ROS (Jiang et al.,
2016). Por lo tanto, la sobreexpresion de IDH1 en células deplecionadas
para WRN podria ser explicada como un mecanismo de respuesta celular

frente a la carencia de una respuesta al ROS.

La presencia de WRN en el nucleolo esta relacionada con la biogénesis de
los ARN ribosomales y en fibroblastos derivados de pacientes con WS se
mostré un nivel disminuido de la transcripcion de ARNr debido a la falta de
WRN (Shiratori et al., 2002). Al analizar las subunidades ribosomales 28S,
18S y 5.8S, mediante RT-gPCR, para descartar que la deplecion de WRN
sea responsable de la alteracion de los niveles de ARNr, se observo que
no existe una alteracion en los niveles de expresion de dichos ARNr en
células HelLa deplecionadas para WRN, comparadas con las lineas control,
indicando que la deplecion de WRN no altera la expresiéon de las unidades
ribosomales 28S, 18S y 5.8S (Figura 20). Estos datos en su conjunto
sugieren que la deplecion de WRN altera la sintesis global de proteinas por
un mecanismo distinto a la alteracion de la expresion génica y a la

biogénesis de los ribosomas.



La expresion de WRN recombinante ha sido ampliamente descrita en el
sistema baculovirus y el método mas eficiente para demostrar la actividad
enzimatica de la misma es el ensayo de helicasa utilizando cebadores
marcados radiactivamente (Suzuki et al., 1997, Li et al., 2004, Tadokoro et
al.,, 2012). En el presente trabajo se logro expresar y purificar con éxito la
proteina WRN por el sistema de baculovirus (Figura 23), sin embargo, no
se logro evidenciar que la proteina purificada estuviera enzimaticamente
activa debido a que el ensayo de helicasa que usamos con el sustrato
marcado con biotina requeria grandes cantidades (aproximadamente entre
100ng) para poder visualizarlo y posiblemente saturara la reaccion (Figura
25), por otro lado, muchos estudios de la actividad helicasa de WRN utilizan
marcaje radioactivo requiriendo cantidades minimas de sustrato (0.5 nM) y
haciendo mucho mas fécil la visualizacién y lectura de la reaccion (Brosh et
al., 2002) . Por lo tanto, se opt6 por utilizar el sistema de traduccion y
transcripcion in vitro, debido a que utiliza todos los componentes necesarios
para nuestros ensayos posteriores y a que es realizada en una simple

incubacion evitando inactivar a WRN (Figura 27).

De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos de transcripcion y
traduccion in vitro se demostré que WRN es necesaria para la traduccion
de proteinas. Los datos obtenidos muestran una deficiencia en la sintesis
de proteinas en extractos de células carentes de WRN, en comparacion a
su control (Figura 30). Ademas, el uso del inhibidor NSC-1930 (inhibidor de
la actividad helicasa de WRN) redujo significativamente la sintesis de
proteinas (Figura 31). Sin embargo, no se pudo revertir el defecto de
sintesis proteica en la expresion de proteinas en los ensayos de reinsercion
utiizando la proteina de WRN expresada exogenamente (Figura 32).
Estudios previos demostraron que el agotamiento de WRN induce una
reduccion significativa de la sintesis de proteinas de novo utilizando
marcaje con Metionina 35S (Pedraz et al., 2015). Por lo tanto, este estudio
evidencia por primera vez el requerimiento de WRN en la maquinaria de
sintesis de proteinas y ademas una relacién entre la actividad helicasa de

WRN con la sintesis de proteinas.



VIII.CONCLUSIONES

e Unapequeia fraccion de WRN se localiza en el citoplasma asociada

a la maquinaria traduccional.

e La deplecion de WRN no altera la expresion de los ARNm vy las
proteinas que codifican a las proteinas ribosomales RPS3, RPS6 y
RPL7A.

¢ El aumento de los niveles de expresion de los ARNm de IDH1 y de
la proteina RPS3 en células deplecionadas de WRN se presenta
como un mecanismo de respuesta celular frente ala carencia de una

respuesta al ROS.

e La deplecibn de WRN no altera la abundancia de los ARN

ribosomales.

e La proteina de WRN presenta una funcion en la traduccion de
proteinas al comparar los niveles de traduccion de proteinas
reporteras en células HeLa shWRN y shCTR, y mediante el uso del
inhibidor de la actividad helicasa de WRN (NSC 19630).
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FIGURAS
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Figura 1. Paciente con WS. Se muestra una persona aparentemente normal a los
8 afnos, sin embargo, a la edad de 36 afios ya se evidencian los fenotipos de la
enfermedad (Hisama et al., 2006).
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Figura 2. Miembros de la familia de las helicasas RecQ. Se muestra el tamafio de
cada proteina con su nimero de aminoacidos. En azul y amarillo se observa las
regiones conservadas de helicasa y RQC respectivamente (Cobb & Bjergbaek
2006).
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Figura 3. Cromosoma 8. Localizacion del gen del Sindrome de Werner en la

posicion p12 (Base de datos de NCBI).
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Figura 4. A) Dominios presentes en la secuencia en la proteina WRN. La proteina

WRN se une unen a un dominio ATPasa, un dominio RQC (color azul) y un
dominio HRDC (verde). El subdominio Zn (amarillo) se encuentra en la region
terminal del dominio ATPasa (Kitano, 2014). B) Estructura del dominio de unién al

ADN de la proteina WRN. Basado en la representacion del PDB 2axl en el software

PyMOL.
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Figura 5. Modificaciones postraduccionales de WRN (Kusumoto et al., 2007).

elF4F
complex

43S

Figura 6. Complejo de iniciacién. Se muestra la interaccion entre el complejo
elF4F, 43S y ARNm. EIF4F esta formado por elF4A, elFAG y elF4E. El complejo
43S esta formado por elF3, la subunidad ribosémica pequefia, y elF2, que a su
vez esta formado por iniciador de ARNt de metionina (Met-tRNAi) y GTP. EI ARNm
se recluta en el complejo elF4F a través de la interaccion del extremo 3 'y la
proteina de union PABP y el casquete 5' UTR y elF4E (Montero et al., 2015).
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Figura 7. Mecanismo del ARNi. Para estudiar los eventos de la desregulacion de
WRN, se cre6 un vector lentiviral con una secuencia de WRN que se clond en un
plasmido para su uso con el sistema pSLIK (lentivirus Unico inducible). Este
lentivirus se usa para infectar células humanas. En este proceso, el ShRNA de
WRN expresado a partir del lentivirus pSLIK forma una estructura de tipo horquilla
de doble cadena, que se escinde en la horquilla por la enzima citosélica, DICER.
Esta escision provoca que el shRNA de WRN se integre en el complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC). Aqui, RISC guia la cadena del shRNA
de WRN a su ARNm objetivo complementario, escinde la secuencia especifica del
ARNm de WRN y luego la dirige a la degradacion, coordinada por SLICER (Bobbin
et al., 2015).
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Figura 8. Sistema de expresion de Baculovirus. El sistema de expresion de
proteinas de Baculovirus se basa en la insercion de un gen de interés en un
bacmido mediante transposicion sitio-especifica en bacterias DH10Bac. El
bacmido recombinante obtenido es transfectado en células de insecto Sf9 capaces
de producir baculovirus recombinantes, conteniendo en su genoma la secuencia
del gen de interés conduciendo a su expresion durante el proceso de infeccién
celular (Manual Comercial de Thermo Fisher).
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Figura 9. Expresion de la proteina WRN en células HeLa (ShCTR y shWRN) luego

de 3 dias de induccién de silenciamiento con dox. La expresion de la Tubulina se
us6 como control de carga.
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Figura 10. Cuantificacion de las sefiales quimioluminiscentes (A.U.) de la
expresion de la proteina WRN en células HeLa shCTR y shWRN. La expresion de

la Tubulina se utilizé6 como factor normalizador.



Figura 11. Expresion de y-H2A.X en células HeLa (shCTR y shWRN) luego de 3
dias de induccién de silenciamiento con dox. La expresion de la Tubulina se us6
como control de carga.
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Figura 12. Cuantificacion de las sefiales quimioluminiscentes (A.U.) de la
expresion de la proteina y-H2A.X en células HeLa shCTR y shWRN. La expresion

de la Tubulina se utiliz6 como factor normalizador.
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Figura 13. Expresion de WRN en diferentes fracciones subcelulares. (A)

Expresion de WRN en la fraccion nuclear y citoplasmética de células shCTR y
shWRN. Lamin A/C se utilizé como control nuclear mientras que Tubulina se us6

como marcador citoplasmatico. (B) Expresion de WRN en la fraccion polisomal.
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Figura 14. Integridad de los ARN totales de HeLa shCTR y shWRN. Se observan
las subunidades 28S y 18S.
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Figura 15. Confirmacion de la ausencia de contaminacion de los ARN totales con
ADN. El producto esperado de la PCR fue de 90 bps. (A) ARN total tratado con
DNase I. (B) ARN total no tratado con DNase I. (C) ADN genémico usado como

control positivo. (D) H20.
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Figura 16. Andlisis de RT-gPCR de los niveles de RPS6, RPL7a y RPS3 a partir
de ARN total. Los niveles de expresion de los ARNm se normalizaron con los
ARNmM de GAPDH y se muestran como relativos a shCTR (P <0.05).
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Figura 17. Expresion de las proteinas ribosomales (RPS6, RPS3 y RPL7a) en
células HeLa (shCTR y shwWRN) tras la induccion de silenciamiento con dox. La

expresion de Lamin A/C se utilizé6 como control de carga.
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Figura 18. Cuantificacion de las sefiales quimioluminiscentes (A.U.) de la
expresion de las proteinas ribosomales RPS6, RPL7a y RPS3 en células HelLa
shCTR y shWRN (P <0.05). La expresiéon de Lamin A/C se utilizé como factor

normalizador.
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Figura 19. Analisis de RT-gPCR de los niveles de RPS3, G6PD y IDH1 a partir de
ARN obtenido de la fraccion polisomal. Los niveles de expresion de los ARNm se
normalizaron con los ARNm de GAPDH y se muestran como relativos a sShCTR (P
<0.05).

28S, 18S, 5.8S
RT-qPCR

1.44 3 shCTR
1.24 B shWRN
1.0
0.8+
0.6+
0.4+
0.2
0.0

Relative mRNA levels

28S 18S 5.85

Figura 20. Andlisis de RT-qPCR de los niveles de expresion de los ARNr de 28S,
18S y 5.8S a partir de ARN obtenido de la fraccion polisomal. Los niveles de
expresion de los ARNr de shWRN se normalizaron con los ARNm de GAPDH y se

muestran como relativos a shCTR (P <0.05).
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Figura 21. Clonacion del vector pFastBac-His-WRN. (A) Mapa de la construccién
pFastBac-His-WRN con los sitios de restriccion para la enzima Hindlll y sus
respectivos tamafos esperados. (B) Digestion de los clones obtenidos tras la
ligacion del vector pFastBac con el ADNc de WRN. Gel de agarosa al 0.7%.
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Figura 22. Producto de PCR de la amplificacion de un fragmento de WRN
(385bps) en 6 clones obtenidos de ADN bacmidial His-WRN. Gel de agarosa al

2%.
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Figura 23. Expresion de la proteina WRN en células de insecto Sf9. (A) Western
Blot anti-WRN en extractos de células infectadas con baculovirus recombinantes
His-WRN. (B) Western Blot anti-Histag en extractos de células infectadas con

baculovirus recombinantes His-W RN.
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Figura 24. Expresion y purificacion de la proteina WRN en el sistema de
baculovirus. (A) Gel de SDS-PAGE. Las células infectadas con los baculovirus
recombinantes His-WRN fueron lisadas (LC), se obtuvo la fraccion soluble (LS) y
fue sometida a cromatografia de afinidad con resina N2*NTA (LN). (B)
Confirmacion de la presencia de WRN en las fracciones eluidas por Western Blot.
(C) SDS-PAGE de WRN purificado.



1ul 2.5pul 5ul 10l

WA T

dsADN

Figura 25. Western Blot anti-Biotina de los ensayos de actividad helicasa de WRN
utilizando los cebadores parcialmente complementarios.
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Figura 26. Clonacién del vector pT7-IRES-WRN. (A) Mapa de la construccion pT7-

IRES-WRN con los sitios de restriccion para las enzimas Ncol, Xbal y sus

respectivos tamafos esperados. (B) Digestion de los clones obtenidos tras la

ligacion del vector pT7-IRES con el ADNc de WRN. Gel de agarosa al 0.7%.
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Figura 27. Western Blot de la expresion de WRN en el sistema de

Tubulin

transcripcion/traduccion in vitro. Tubulina se utiliz6 como control de carga.
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Figura 28. Tincién de Coomasie de los extractos celulares derivados de células

shCTR y shWRN para los ensayos de traduccién/transcripcion in vitro.
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Figura 29. Mapas de los vectores reporteros usados en el ensayo de
transcripcion/traduccion in vitro pUC-TEV-Luc y pUC-TEV-Ren. Mapas creados

usando el software SnapGene.
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Figura 30. Traduccion in vitro de los vectores que codifican las proteinas Firefly

luciferase (Luc) y Renilla luciferase (Ren) en extractos celulares de HeLa shCTR
y shWRN (P <0.05).
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Figura 31. Traduccion in vitro de los vectores que codifican las proteinas Firefly

luciferase (Luc) y Renilla luciferase (Ren) en extractos celulares de HeLa shCTR
y HeLa shCTR + NSC 19630 (P <0.05).
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Figura 32. Traduccion in vitro de los vectores que codifican las proteinas Firefly
luciferase (Luc) y Renilla luciferase (Ren) en extractos celulares de HeLa shCTR,
HelLa shWRN y HeLa shWRN suplementadas con proteina de WRN (WRNp) (P
<0.05).



TABLAS

Tabla 1. Lista de primers usados para el analisis por RT-gPCR.

Gen Secuencias

IDH1 Forward: 5-CGGACTCTGTGGCCCAAGGG-3

Reverse: 5’-AGTCCCGTGGGCAGCCTCTG-3

G6PD Forward: 5-TGCCCCCGACCGTCTAC-3

Reverse: 5’-ATGCGGTTCCAGCCTATCTG-3

GAPDH | Forward: 5-CTTTGACGCTGGGGCTGGCA-3’

Reverse: 5-GGCTGGTGGTCCAGGGGTCT-3'

RPS6 Forward: 5’-GCAAATCTGAGCGTTCTCAAC-3

Reverse: 5-CATACTGGCGGACATCATCTT-3’

RPL7a | Forward: 5-TCCTGCGATTAACCAGTTCAC-3’

Reverse: 5’-TTAACTCCTGCTCGAAGGACA-3

RPS3 Forward: 5-GGCATCTTCAAAGCTGAACTG-3

Reverse: 5-CTGGAAAGCCAAACCTCTTCT-3

r28S Forward: 5’-GGGTTTTAAGCAGGAGGTGTC-3

Reverse: 5’-AACCTGTCTCACGACGGTCTA-3

ri8Ss Forward: 5-CGGCGACGACCCATTCGAAC-3

Reverse: 5-GACGGGGAATCAGGGTTCGATTC-3

r5.8S Forward: 5-GACTCTTAGCGGTGGATCACTC-3

Reverse: 5-ATCGACACTTCGAACGCACT-3

Tabla 2. Lista de anticuerpos primarios.

Anticuerpos Tipo

Anti-WRN Policlonal
Anti-Tubulina Policlonal
Anti-Lamin A/C Policlonal
Anti-RPS6 Policlonal
Anti-RPL7a Policlonal
Anti-RPS3 Policlonal
Anti-HisTag Policlonal
Anti-Streptavidin-HRP Policlonal




Tabla 3. Primers parcialmente complementarios usados para reaccion de

helicasa.

Nombre Secuencia
FLAP10 (Biotin) | 5 TTTTTTCCAAGTAAAACGACGGCCAGTGC 3
TSTEM 5 GCACTGGCCGTCGTTTTACGGTCGTGACT 3




