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Resumen

La pandemia en curso del coronavirus respiratorio agudo grave 2
(SARS-CoV-2) esta causando un impacto devastador en la salud
publica en todo el mundo. Sin embargo, los detalles sobre el
profundo impacto del SARS-CoV-2 en las células huésped siguen
siendo dificiles de alcanzar. Aqui, investigamos los efectos de las
proteinas virales codificadas por SARS-CoV-2 en la actividad
intracelular de retrotransposones del elemento 1 (L1)
intercalados durante mucho tiempo utilizando sistemas
informadores bien establecidos. Varias proteinas no estructurales
o accesorias (Nsps) del SARS-CoV-2 (es decir, Nsp1, Nsp3, Nsp5y
Nsp14) suprimen significativamente la movilidad L1 humana, y
estos inhibidores virales de L1 generan una red compleja que
modula la transposicion de L1. Especificamente, Nsp1 y Nsp14
inhiben la acumulacién intracelular de proteinas de marco de
lectura abierta L1 (ORF1p), mientras que Nsp3, Nsp5 y Nsp14
reprimen la actividad de la transcriptasa inversa de L1 ORF2p.
Dados los hallazgos recientes sobre el papel de L1 en la activacion
inmune antiviral y la inestabilidad del genoma del huésped, las
actividades anti-L1 mediadas por inhibidores codificados por
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SARS-CoV-2-2 sugieren que el SARS-CoV-2 emplea diferentes
estrategias para optimizar el entorno genético del huésped.

Palabras clave:coronavirus, LINE-1, retrotransposén, SARS-CoV-
2
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1. INTRODUCCION

Las infecciones humanas por coronavirus causan principalmente enfermedades respiratorias y
entéricas. La enfermedad por coronavirus (COVID-19) causada por el coronavirus 2 del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) continlia afectando ampliamente al

mundo. 1 Biolégicamente, los coronavirus son virus de ARN monocatenario de sentido positivo
con una envoltura. nimero arabigo Las proteinas estructurales del coronavirus incluyen la
espiga (S), la envoltura (E), la membrana (M) y la nucleocapside (N). EI ARN monocatenario de
sentido positivo esta encapsulado por proteinas N, mientras que las proteinas M y E ayudan en
la incorporacion viral durante el proceso de ensamblaje de particulas. La unién especifica de la
proteina S a los receptores de entrada celular, incluida la enzima convertidora de angiotensina
2, inicia la infeccién por coronavirus. EI ARN genémico contiene dos grandes marcos de lectura
abiertos (ORFlay ORF1b) que codifican 15-16 proteinas no estructurales (Nsps). numero
arabigo El genoma del coronavirus también contiene genes que codifican proteinas accesorias
que son prescindibles para la replicacion viral y el crecimiento in vitro. 3

El genoma humano contiene una gran proporcion de secuencias repetidas de ADN, que
pueden caracterizarse aiin mas segun la longitud como cortas (SINE) o largas (LINE). 4 El
elemento humano intercalado largo 1 (LINE-1 o L1), el Gnico retrotranspos6n auténomamente
competente en retrotransposicion, pertenece a la familia dominante de elementos que impulsan
la amplificacién. 5 L1 se transcriben como un ARNm bicistrénico que codifica ORF1p y ORF2p.
4 ORF1p, una proteina de union al ARN de 40 kDa, posee actividad chaperona de acido
nucleico, mientras que ORF2p, una proteina de 150 kDa, es una endonucleasa que corta los
sitios diana del ADN gendmico y una transcriptasa inversa endégena (RTasa) que genera
ADNCc L1 (ADN complementario). 5,6 ORF1py ORF2p interactian con sus propios ARN para
formar ribonucleoproteinas L1 (RNP) en el citoplasma. Un estudio previo indicé que ORF1p y
ORF2p exhiben una localizacién altamente heterogénea, con ORF1p localizado en el
citoplasma o ambos en el citoplasma y el nicleo, pero nunca exclusivamente en el nlcleo,
mientras que ORF2p se encuentra en el citoplasma, solo en el nlcleo, o tanto en el citoplasma
como en el ndcleo. 7 Un estudio reciente revel6 que los aminoacidos de carga mdltiple en el
extremo C de ORF1p son responsables de su localizacion subcelular al interactuar con las
proteinas de unién nuclear. 8 Las RNP L1 pueden ingresar al nucleo, donde la
retrotransposicion ocurre a través de un mecanismo llamado transcripcién inversa cebada en el
sitio objetivo (TPRT). 9 La reparacién no homdloga de unién de extremos también esta
involucrada en la retrotransposicién L1. 10 La nueva copia L1 se integra en el genoma, aunque
los detalles asociados con este proceso siguen sin estar claros. 11

Los andlisis del genoma humano muestran que L1 ocupa el 17% del ADN. 12 Los elementos
transponibles (TE) dan forma al genoma humano de muchas maneras diferentes, incluso
impulsando la evolucién del genoma, la inestabilidad genémica, los reordenamientos
gendémicos y la innovacion genética. 13 La evidencia acumulada indica que varios factores
codificados por el huésped, como las proteinas de reparacion del ADN, estan involucrados en
el ciclo de vida L1. 10 Nicole et al.14relataron que la proteina de respuesta al dafio del ADN
ataxia telangiectasia mutd, una serina/treonina quinasa modula la retrotransposicion L1 y se
correlaciona con enfermedad neurodegenerativa. Sin embargo, las células huésped también
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mantienen factores de restriccion que suprimen la actividad de transposicion L1. 11 Por
ejemplo, el motivo de a estéril relacionado con el sindrome de Aicardi-Goutiéres y la proteina 1
que contiene el dominio histidina-aspartato (SAMHD1), un regulador celular de la actividad de
LINE-1, inhibe la transcripcion inversa L1 mediada por ORF2p. 15 Ademas, la proteina 5a que
contiene motivos tripartitos, que es un factor de restriccion intracelular contra la infeccion
retroviral, restringe los elementos L1. 16

Estudios previos han revelado que la recombinacion ilegitima entre virus de ARN exdgenos y
retrotransposones endégenos conduce a la integracion no retroviral del ADNc. 17,18,19 Zhang
et al.20demostraron que el ARN del SARS-CoV-2 transcrito inversamente puede integrarse en
el genoma de células humanas cultivadas y expresarse en tejidos derivados de pacientes.
Ademas, se han detectado transcripciones quiméricas virales-celulares en tejidos derivados de
pacientes. 20 En particular, las porciones de secuencias de reconocimiento de endonucleasas
L1 de consenso pueden flanquear las secuencias virales integradas, lo que es consistente con
la TPRT mediada por L1y el mecanismo de transposicion. 21 Sin embargo, Smits et al.22no
encontraron ninguna evidencia de integracion del SARS-CoV-2 en el genoma en células
HEK293T infectadas con SARS-CoV-2. Ademas, los patrones moleculares exdgenos
asociados a patégenos activaron epigenéticamente L1 para activar la sintasa ciclica GMP -
AMP, mejorando asf las respuestas de interferédn tipo | (IFN) del huésped. Esto sugiere que la
induccion de la expresion de elementos transponibles es fundamental para la deteccién

innata. 23 En particular, la infeccién por SARS-CoV-2 induce respuestas bajas de huésped-IFN
y altos niveles de quimiocinas. 24,25 Sin embargo, el impacto del SARS-CoV-2 en el huésped
L1 sigue siendo dificil de alcanzar. Aqui, utilizando sistemas reporteros bien establecidos y
sobreexpresion de proteinas virales, investigamos las interacciones / diafonia entre las
proteinas codificadas por SARS-CoV-2 y el huésped L1 para ampliar nuestra comprension de
la patogénesis viral, el control de enfermedades y la prevencion.

Vete a:

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Células y plasmidos

Las células HEK293T se cultivaron en el medio de Eagle modificado de Dulbecco
suplementado con 10% de suero bovino fetal y 100 ug / ml de penicilina-estreptomicina. Los
plasmidos humanos LINE-1 99 PUR L1RP EGFP (enhanced green fluorescent protein) (LLRP
EGFP) y 99 PUR JM111 EGFP (JM111), el plasmido pc-L1-1FH y los plasmidos pEGFP-N1-
ORF1-EGFP fueron amablemente proporcionados por el Dr. Haig H. Kazazian, Jr. y John L.
Goodier. 26,27,28,29 La construccion JM111 que contiene dos mutaciones sin sentido en la
region ORF1 se utilizé6 como control negativo para LIRP EGFP. 27 El plasmido pc-L1-1FH
expreso LINE-1 de longitud completa, y LINE-1 ORF1p se marc6 con FLAG y HA. La
construccion 28pEGFP-N1-ORF1-EGFP contenia la secuencia LIRP ORF1 marcada con GFP.
29 Los plasmidos pYX014 y pYX017 fueron amablemente proporcionados por el Dr. Wenfeng
An.30,31 Los vectores que expresan proteinas codificadas por SARS-CoV-2 fueron
amablemente proporcionados por el Prof. Pei-Hui Wang. 32

2.2. Retrotransposicion L1 con ensayo del notificador del EGFP

Las células HEK293T se sembraron en placas de 24 pocillos y se transfectaron con 1 ug de
construcciones LIRP EGFP o JM111. Las células fueron seleccionadas con puromicina (3
ug/ml) 48 h después de la transfeccion. El porcentaje de células GFP (+) se midié utilizando un
citémetro de flujo BD FACSCalibur después de 48 h de seleccion de puromicina. El plasmido
JM111 constructo fue utilizado como control negativo. Un total de 10 000 eventos unicelulares
se cerraron mediante citometria de flujo. El porcentaje de células GFP(+) se analiz6 utilizando
el CellQuest Pro (v.5.2).
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2.3. Retrotransposicion L1 con un sistema de reportero de Luciferasa

Las células HEK293T sembradas en placas de 24 pocillos se transfectaron con los plasmidos
pYX014 o pYX017. Las células fueron entonces puromicina seleccionadas 24 h después de la
transfeccion. Después de 3 dias de seleccion de puromicina, se realizaron ensayos de doble
luciferasa de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Promega). Firefly yRenillaluciferasa
se midieron utilizando Promega GloMax® de una sola muestra.

2.4. Ensayo de viabilidad celular

Las células HEK293T fueron pretransfectadas. Las células se sembraron en placas de 96
pocillos 1 dia después de la transfeccion. Luego, las células se cultivaron durante otros 3 dias
antes de evaluar su viabilidad. La absorbancia se detect6 a una longitud de onda de 490 nm
utilizando un lector BioTek ELISA (BioTek Instruments, Inc.) al agregar 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-5-(3-carboximetoxifenil)—-2-(4-sulfoffenil)-2H-tetrazolio, sal interna (Promega) a cada pozo.

2.5. Immunoblotting

Las muestras celulares se recolectaron y lisaron en tampén RIPA (1 M Tris pH 7.8, 1 M NaCl,
1% NP-40, 0.5 M EDTA). El lisado celular se separ6 en geles de electroforesis en gel de
dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida al 12% y luego se transfiri6 a membranas de
nitrocelulosa utilizando un aparato semiseco (Bio-Rad). Anti-HA se compré a Thermo Fisher
Scientific. El anticuerpo anti-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa fue comprado a GenScript
Biotech Corp.

2.6. Ensayo del protocolo de amplificacion de elementos L1 (LEAP) y reaccién en cadena de la

polimerasa cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

Se ha descrito la construccién L1 pc-L1-1FH. 28 Las células HEK293T se transfectaron con el
plasmido pc-L1-1FH. Las RNP L1 se separaron mediante un cojin de sacarosa de 8,5% + 17%
de centrifugacion de gradiente a 4 °C, 178 000gdurante 2 h como se describié anteriormente.
33 Durante el ensayo LEAP, se agregaron 2 pl de la muestra L1 RNP a cada solucion de
reaccion de extension de ADNc (500 mM KCI, 50 mM MgCl 2, 500 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 M
ditiothreitol, RNasin (40 U/ul), 0.05% (v/v) Tween 20, y dNTP) usando el cebador LEAP: 5'-
GCGAGCACAGAATTAATACGACTCACTATAGGTTTTTTTTTTTTTTTN-3". EI ARNm de L1 se
transcribié a ADNc L1 por L1 ORF2p en las RNP a 37 °C durante 1 h. Para detectar el nivel del
ARNmM L1, se extrajo el ARN L1 del RNP L1y se transcribié inversamente con el mismo
cebador utilizando MuLV RT (GoScript Reverse Transcription System; Promega). El ADNc
sintetizado tanto del ensayo LEAP como de MuLV RT se analiz6 mediante qRT-PCR utilizando
los siguientes cebadores: cebador de PCR de enlace, 5'-GCGAGCACAGAATTAATACGACT-3';
L1 imprimacion de 3", 5'- GGGTTCGAAATCGATAAGCTTGGATCCAGAC-3', con un método
estandar de tres pasos (95°C durante 15 s, 60°C durante 1 min'y 72°C 2—4 kb/min) como se
describié anteriormente. 33 Para los calculos se utilizé el método .

2.7. Andlisis estadistico

Los datos estadisticos de este estudio fueron analizados utilizando el software GraphPad Prism
(version 8.0; GraphPad Software Inc.). Los datos se describen como elM+ SD de tres réplicas
de cada experimento. La pruebatde Unpaired Student se realiz6 en los datos entre los dos
grupos. P< 0,01 se considero significativo en los grupos.
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3. RESULTADOS

3.1. Las proteinas codificadas por SARS-CoV-2-2-regulan la actividad de retrotransposicién L1-

Examinamos los efectos de las proteinas individuales codificadas por SARS-CoV-2- en la
movilidad L1 utilizando un sistema informador de EGFP bien establecido. 26 La construccién
L1RP EGFP contenia tanto el casete LLRP como el casete reportero EGFP con su promotor
citomegalovirus (CMV) (FiguralA). El casete del reportero EGFP fue interrumpido por intrones,
y el marcador EGFP solo se pudo detectar después de la eliminacion exitosa del intron del
retroelemento y la integracion L1 (FiguralB). Encontramos que varias proteinas virales
restringieron la actividad de transposicion L1 a diferentes niveles. En particular, Nsp1, Nsp3,
Nsp5 y Nspl4 mostraron una mayor actividad inhibitoria contra L1 (Figuras1Cy2A), mientras
gue otras proteinas virales dieron lugar a una actividad L1 modestamente mejorada. En
particular, la sobreexpresion de todas las proteinas probadas no influy6 significativamente en la
proliferacion celular (Figura 2B) o expresién de GFP impulsada por el promotor del CMV
(Figura2C) en células HEK293T. Estos resultados sugirieron que las proteinas virales
codificadas por el SARS-CoV-2 son inhibidores especificos de la integracién del transposon
humano.
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Figura 1

Esquemas de las construcciones LIRP EGFP y JM111. (A) La construccion LIRP EGFP
incluia tanto el L1 5-UTR como el promotor CMV. La construccién JM111 incluyé dos
mutaciones puntuales (R261A/R262A) en ORF1, lo que lo hace incompetente para la
transposicion. (B) Descripcion del ensayo de retrotransposicion. EGFP solo se puede identificar
cuando el intrén se elimina después del empalme de ARN y cuando L1 se transpone con éxito
al genoma. (C) Organizacion del genoma del SARS-CoV-2. CMV: citomegalovirus; EGFP:
proteina fluorescente verde mejorada; L1RP, un elemento L1 de longitud completa que se ha
insertado en el gen de la retinosis pigmentaria-2 (RP); ORF: marco de lectura abierto; SARS-
CoV-2, coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo grave; UTR: regién no traducida.
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Figura 2

Las proteinas codificadas por SARS-CoV-2 disminuyen la frecuencia de retrotransposicion L1.
(A) Los vectores vacios o los plasmidos que expresan proteinas del SARS-CoV-2 (50 ng) se
cotransfectaron en células HEK293T junto con plasmidos L1RP EGFP (1 ug), y el numero de
células positivas para EGFP se determiné a los 4 dias después de la transfeccién mediante
citometria de flujo. IM111 se utiliz6 como control negativo para el gating por citometria de flujo.
La barra representa la eficiencia de retrotransposicion. Los experimentos se realizaron por
triplicado, y cada barra de error indica la desviacion estandar de tres réplicas para un
experimento. **p< 0,01, Pruebatde Student. (B) Las células HEK293T pretransfectadas con
vectores vacios o construcciones que expresan proteinas del SARS-CoV-2 se sembraron en
placas de 96 pocillos y se cultivaron durante 4 dias, seguidas de tincion MTS y medicion de la
absorbancia. La barra representa la viabilidad celular. La muestra tratada con control se fij6 en
100%. (C) los plasmidos pcDNA3.1-EGFP y los plasmidos expresadores de proteinas vectores
vacios/SARS-CoV-2 se cotransfectaron en células HEK293T, y el nimero de células positivas
para EGFP se determind a los 4 dias después de la transfeccion mediante citometria de flujo.
La barra representa el porcentaje de células GFP-positivas. EGFP: proteina fluorescente verde
mejorada; L1RP, un elemento L1 de longitud completa que se ha insertado en el gen de la
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retinosis pigmentaria-2 (RP); MTS: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-5-(3-carboximetoxifenil)-2-2-(4-
sulfoffenil)-2-2-(4-sulfoffenil)-2H-tetrazolio; SARS-CoV-2, coronavirus 2 del sindrome
respiratorio agudo grave.

3.2. EI SARS-CoV-2 Nspl modula la actividad L1 inhibiendo la expresion de L1

Luego investigamos los posibles mecanismos de inhibicion de L1 por la proteina viral Nspl
mediante el uso de constructos reporteros L1 basados en luciferasa (pYX014 y pYX017)30,31
para confirmar el efecto inhibitorio de Nsp1 sobre la actividad de L1. Los plasmidos pYX014 y
pYX017 contienen luciferasa luciérnaga, que sirve como indicador de retrotransposicion L1,
yRenillaluciferasa, que se utilizé para la normalizacion. El plasmido pYX014 incluye L1RP de
longitud completa, mientras que el plasmido pYX017 contiene un promotor mas fuerte al
reemplazar el L1 5-UTR con CAG. 30,31 Similar a los resultados del reportero del EGFP
(Figura 3A), los resultados del reportero de luciferasa mostraron que la movilidad L1 disminuy6
en Nsp1l (Figura 3B). Ademas, el ensayo de inmunoblot y las imagenes de células vivas
indicaron una regulacién a la baja doble de los niveles de proteina ORF1p por Nspl en
comparacion con los del control (Figura3C,D). Luego realizamos un ensayo LEAP34para
evaluar la actividad de transcripcion inversa de ORF2p en el complejo L1 RNP (Figura3e).
Encontramos que Nspl no disminuy6 la actividad de la RTasa L1 ORF2p (Figura3F). Estos
hallazgos sugirieron que el SARS-CoV-2 Nspl suprime la movilidad L1 al dirigirse a la
expresion L1.
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SARS-CoV-2 Nspl modula la movilidad L1 inhibiendo la expresion de L1. (A) Los plasmidos
L1RP EGFP junto con vectores vacios/construcciones que expresan SARS-CoV-2 Nspl se
transfectaron en células HEK293T, seguidas de citometria de flujo realizada a los 4 dias
posteriores a la transfeccion. JM111 se utilizé6 como control negativo. El grafico de barras
muestra el porcentaje de células GFP positivas. **p< 0,01. (B) Los vectores vacios o las
construcciones que expresan Nspl del SARS-CoV-2 se cotransfectaron junto con
pYX014/pYX017 en células HEK293T, seguidas de ensayos de luciferasa dual a los 4 dias
posteriores a la transfeccion. El grafico de barras de la relacion luciferasa
Firefly:Renillarepresenta la frecuencia de retrotransposicion. **p< 0,01. (C) Los vectores
vacios/plasmidos que expresan SARS-CoV-2 Nspl junto con pc-L1-1FH se cotransfectaron en
células HEK293T, seguido de un analisis de Western blot a las 48 h después de la
transfeccion. **p< 0,01. (D) Las células HEK293T se transfectaron con plasmidos que expresan
pPEGFP-N1-ORF1-EGFP y vectores vacios/SARS-CoV-2 Nspl, seguidos de imagenes de
células vivas a las 48 h después de la transfeccion (barra de escala, 20 mm). El grafico de
barras representa el porcentaje de células GFP positivas segun los resultados de la citometria
de flujo. **p< 0,01. (E) Descripcion del ensayo LEAP. Las células HEK293T se transfectaron
con pc-L1-1FH, y los complejos L1 RNP se ultracentrifugaron, se extrajo ARNm L1y el ADNc
L1 se transcribi6 inversamente mediante MuLV y ORF2p, respectivamente, seguido de una
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reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa cuantitativa (QRT-PCR). (F)
Ensayo LEAP, seguido de la cuantificacion de los productos por gRT-PCR. El gréfico de barras
de los niveles relativos de ADNc de L1 representa la eficiencia de transcripcion inversa de
ORF2p o0 MuLV. El nivel relativo de ADNc de la transcripcion inversa de MuLV se establecié en
1.0. ADNc: ADN complementario; EGFP: proteina fluorescente verde mejorada; GAPDH:
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; LEAP, protocolo de amplificacion de elementos L1;
L1RP, un elemento L1 de longitud completa que se ha insertado en el gen de la retinosis
pigmentaria-2 (RP); ARNm: ARN mensajero; Nsp: proteina no estructural; n.s., no significativo;
ORF: marco de lectura abierto; RNP: ribonucleoproteina; SARS-CoV-2, coronavirus 2 del
sindrome respiratorio agudo grave.

3.3. EI SARS-CoV-2 Nsp3 restringe la actividad de transcripcion inversa de L1 ORF2p

Confirmamos la disminucién de la actividad L1 inducida por Nsp3 utilizando ensayos reporteros
basados en EGFP y luciferasa (Figura 4A, B). Los resultados mostraron que Nsp3 no
disminuy6 la expresion de L1 ORF1p de acuerdo con los datos repetidos de inmunoblot
(Figura 4C), y las imagenes de células vivas indicaron que la sobreexpresion de Nsp3 no
amortigu6 la agregacion de L1 ORF1p en el citoplasma (Figura 4D). Sin embargo, la presencia
de Nsp3 restringié significativamente la actividad RTasa de L1 ORF2p en L1 RNPs (Figura 4E).
Estos resultados mostraron que el SARS-CoV-2 Nsp3 restringe la retrotransposicion L1 al
dirigirse al paso de transcripcion inversa.
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Figura 4
SARS-CoV-2 Nsp3 restringe la movilidad L1 de una manera dependiente de ORF2p. (A) Los

plasmidos L1RP EGFP y los vectores vacios/SARS-CoV-2 Nsp3- expresan constructos se
transfectaron en células HEK293T, con JM111 utilizado como control negativo, y la citometria
de flujo se realiz6 a los 4 dias después de la transfeccion. El grafico de barras muestra el
porcentaje de células GFP positivas. **p < 0,01. (B) Los constructos vectoriales vacios o que
expresan SARS-CoV-2 Nsp3 se cotransfectaron junto con los constructos reporteros
pYX014/pYX017 en células HEK293T, seguidos de ensayos de doble luciferasa realizados a
los 4 dias posteriores a la transfeccion. El grafico de barras representa la frecuencia de
retrotransposicion. **p < 0,01. (C) Las células HEK293T se cotransfectaron con vectores
vacios/SARS-CoV-2 Nsp3 y pc-L1-1FH, después de lo cual se recolectaron células a las 48-h
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después de la transfeccion, y se utilizaron anticuerpos anti-HA en un ensayo de inmunoblot. (D)
Las células HEK293T se transfectaron con pEGFP-N1-ORF1-EGFP y vectores
vacios/construcciones que expresan SARS-CoV-2 Nsp3, seguidas de imagenes de células
vivas realizadas a las 48 h después de la transfeccion (barra de escala, 20 mm). El gréfico de
barras representa el porcentaje de células GFP positivas segun la citometria de flujo. (E)
Ensayos LEAP, seguidos de analisis de MuLV RTasa y productos LEAP por gRT-PCR. El
grafico de barras del nivel relativo de ADNc de L1 representa la eficiencia de transcripcion
inversa del L1 ORF2p o MuLV. El nivel relativo de ADNc de la transcripcién inversa de MuLV
se establecié en 1.0. **p < 0,01. ADNc, ADN complementario; EGFP: proteina fluorescente
verde mejorada; LEAP, protocolo de amplificacion de elementos L1; L1IRP, un elemento L1 de
longitud completa que se ha insertado en el gen de la retinosis pigmentaria-2 (RP); Nsp:
proteina no estructural; ORF: marco de lectura abierto; n.s., no significativo; SARS-CoV-2,
coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo grave.

3.4. El SARS-CoV-2 Nsp5 restringe la actividad de transcripcion inversa de L1 ORF2p

Tanto los ensayos basados en EGFP como los basados en luciferasa revelaron ademas que
Nsp5 deteriord robustamente la movilidad L1 (Figura 5A, B), aunque la presencia de Nsp5 no
redujo la expresion de L1 ORF1p (Figura 5C) ni afecté la localizacién subcelular de ORF1p
(Figura 5D). Sin embargo, Nsp5 disminuyd especificamente la actividad RTasa de L1 ORF2p
de acuerdo con los resultados del ensayo LEAP (Figura 5E). Estos hallazgos sugirieron que la
inhibicion de L1 por Nsp5 implica un paso de transcripcién inversa durante la transposicion de
L1.
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Figura 5
SARS-CoV-2 Nsp5 restringe la movilidad L1 de una manera dependiente de ORF2p. (A) Los

plasmidos L1RP EGFP y los vectores vacios/construcciones que expresan SARS-CoV-2 Nsp5-
se transfectaron en células HEK293T, seguidas de citometria de flujo a los 4 dias posteriores a
la transfeccion. JM111 se utiliz6 como control de compuerta negativo. El gréfico de barras
indica el porcentaje de células GFP positivas. **p < 0,01. (B) Los vectores vacios o las
construcciones que expresan SARS-CoV-2 Nsp5 se cotransfectaron con el reportero
pYX014/pYX017 en células HEK293T, seguidas de ensayos de doble luciferasa realizados a
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los 4 dias posteriores a la transfeccion. El grafico de barras de la relacion luciferasa
Firefly:Renilla representa la frecuencia de retrotransposicion. **p < 0,01. (C) Los vectores
vacios o los plasmidos que expresan SARS-CoV-2 Nsp5 se cotransfectaron con pc-L1-1FH en
células, seguido de anlisis de inmunoblot a las 48 h después de la transfeccion. (D) Las
células HEK293T se transfectaron con plasmidos que expresan pEGFP-N1-ORF1-EGFP y
vectores vacios/SARS-CoV-2 Nsp5, seguidos de imagenes de células vivas realizadas a las 48
h después de la transfeccion (barra de escala, 20 mm). El gréfico de barras representa el
porcentaje de células GFP positivas segun la citometria de flujo. (E) Ensayos LEAP, seguidos
de andlisis de MuLV RTasa y productos LEAP por gRT-PCR. El grafico de barras del nivel
relativo de ADNc de L1 representa la eficiencia de transcripcion inversa del L1 ORF2p o MuLV.
El nivel relativo de ADNc de la transcripcion inversa de MuLV se establecié en 1.0. **p < 0,01.
ADNc, ADN complementario; EGFP: proteina fluorescente verde mejorada; LEAP, protocolo de
amplificacion de elementos L1; L1RP, un elemento L1 de longitud completa que se ha
insertado en el gen de la retinosis pigmentaria-2 (RP); Nsp: proteina no estructural; n.s., no
significativo; ORF: marco de lectura abierto; SARS-CoV-2, coronavirus 2 del sindrome
respiratorio agudo grave.

3.5. El SARS-CoV-2 Nspl4 suprime la retrotransposicion L1

Luego identificamos el SARS-CoV-2 Nsp14 como un supresor viral de la actividad de
retrotransposicion L1 utilizando ambos ensayos de reporteros (Figura 6A, B). La
sobreexpresion de Nspl14 caus6 una disminucion de aproximadamente dos veces en los
niveles de L1 ORF1p (Figura 6C), que fue confirmada por imagenes de células vivas (Figura
6D). Ademas, Nspl4 restringio la actividad de transcripcion inversa de L1 ORF2p en RNP L1
(Figura 6E). Los datos sugirieron que el SARS-CoV-2 Nsp14 afecta tanto la expresion de L1
como la actividad de la RTasa RNP L1.
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Figura 6
El SARS-CoV-2 Nsp14 inhibe la movilidad L1 al inhibir la expresién de L1. (A) Los plasmidos

L1RP EGFP y los vectores vacios/construcciones que expresan SARS-CoV-2 Nspl4 se
transfectaron en células HEK293T, con JM111 utilizado como control negativo, seguido de
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citometria de flujo a los 4 dias después de la transfeccién. El grafico de barras muestra el
porcentaje de células GFP positivas. **p < 0,01. (B) Los vectores vacios o las construcciones
gue expresan SARS-CoV-2 Nsp14 se cotransfectaron con el reportero pYX014/pYX017 en
células HEK293T, seguidas de ensayos de doble luciferasa a los 4 dias posteriores a la
transfeccion. La relacion luciferasa Firefly:Renilla representa la frecuencia de
retrotransposicion. **p < 0,01. (C) Los vectores vacios o los plasmidos que expresan SARS-
CoV-2 Nspl4 se cotransfectaron con pc-L1-1FH en células, seguidos de ensayos de
inmunotransferencia a las 48 h después de la transfeccion. **p < 0,01. (D) Las células
HEK293T se transfectaron con plasmidos que expresan pEGFP-N1-ORF1-EGFP y vectores
vacios/SARS-CoV-2 Nspl4, seguidos de imagenes de células vivas realizadas a las 48 h
después de la transfeccion (barra de escala, 20 mm). El porcentaje de células GFP positivas se
presenta en el grafico de barras de acuerdo con los resultados de la citometria de flujo. **p <
0,01. (E) Ensayos LEAP, seguidos de analisis de MuLV RTasa y productos LEAP por qRT-
PCR. El gréfico de barras del nivel relativo de ADNc de L1 representa la eficiencia de
transcripcién inversa del L1 ORF2p o MuLV. El nivel relativo de ADNc de la transcripcion
inversa de MuLV se establecié en 1.0. **p < 0,01. ADNc, ADN complementario; EGFP: proteina
fluorescente verde mejorada; LEAP, protocolo de amplificacién de elementos L1; L1RP, un
elemento L1 de longitud completa que se ha insertado en el gen de la retinosis pigmentaria-2
(RP); Nsp: proteina no estructural; ORF: marco de lectura abierto; SARS-CoV-2, coronavirus 2
del sindrome respiratorio agudo grave.

Vete a:

4. DISCUSION

L1 es un retroelemento oncogénico que se silencia temprano en el desarrollo a través de
mecanismos epigenéticos estrechamente controlados. 13 Debido a las funciones
criticas de L1 en la variabilidad genética y la activacién inmune, su actividad de
transposicién esta estrictamente modulada durante la infeccion por virus. 23 En este
estudio, revelamos que los inhibidores codificados por SARS-CoV-2-2 Nsp1, Nsp3, Nsp5
y Nsp14 limitan la actividad L1 a través de varios componentes especificos de L1 (Figura
7). Nuestros resultados agregan una pieza mas de evidencia para apoyar la relacion de la
carrera armamentista entre el virus y los retroelementos del huésped. 35
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Figura 7

Diagrama que describe el mecanismo de supresién mediada por SARS-CoV-2- de la
transposicion L1 por Nspl, Nsp3, Nsp5 y Nsp14. La movilizacion de los elementos L1 de
longitud completa implica el 5'-UTR, dos ORFs (ORF1y ORF2)y el 3'-UTR de acuerdo con los
siguientes pasos. L1 se transcribe y traduce en ORF1p y ORF2p, y las proteinas funcionales
interactian con su propio ARNm para formar el complejo RNP. L1 ORF1p es una proteina de
unién al ARN que ayuda a la translocacion de L1 RNP del citoplasma al nuicleo, mientras que
ORF2p realiza actividades de endonucleasa (EN) y RTasa. Tras la translocacion nuclear L1
RNP, ORF2p ejerce su actividad EN para cortar una cadena de ADN en el sitio objetivo para
generar el grupo hidroxilo 3'. Esto es seguido por TPRT mediado por ORF2p que implica la
transcripcion inversa del ARN L1 utilizando el grupo hidroxilo 3 ‘como cebador, lo que resulta
en lainsercion de L1 en el genoma. ARNm: ARN mensajero; Nsp: proteina no estructural;
ORF: marco de lectura abierto; RNP: ribonucleoproteina; SARS-CoV-2, coronavirus 2 del
sindrome respiratorio agudo grave; UTR: region no traducida.

Nspl del SARS-CoV-2 exhibe una funcién biolégica que suprime la expresion génica del
huésped a través de la asociacion ribosémica, lo que resulta en el cierre de la traduccion
del ARNm y el bloqueo de la respuesta inmune del huésped. 36 El SARS-CoV-2 elude el
bloqueo traslacional del huésped para producir sus propias proteinas a través de un
mecanismo integral que implica interacciones entre el dominio Nsp1-C-terminal-40Sy el
dominio Nsp1-N-terminal-5"-UTR. 37 Nsp14 contiene dominios 3"-5"-exoribonucleasay
guanina-N7-metiltransferasa. .38 Un experimento de reconstitucién in vitro de la tapa de
ARNmM del SARS-CoV revelé que la metilacion de la tapa del ARNm viral requiere Nsp10,
Nsp14 y Nsp16, donde Nspl14 actiia como un iniciador esencial de la secuencia obligada

de eventos de metilacién. 39 POr o tanto, el virus secuestra la
maquinaria\de\traslacién de las células que les permite
sobrevivir através de las funciones de las proteinas

virales, incluidas Nsply Nspl4. 36 En este estudio, la sobreexpresion de
Nspl o Nspl14 disminuy6 los niveles de L1 ORF1p, lo que sugiere que el SARS-
CoV-2 Nsply Nspl4 pueden inhibir la movilidad L1 a través del bloqueo
traslacional del ARNm L1 para completar la replicacién viral. Curiosamente, Nsp14
también disminuy6 la actividad de RTasa de L1 RNP en comparacion con Nspl. Sin
embargo, los mecanismos detallados de la inhibicién de la RTasa L1 por Nsp14 ain no
se han caracterizado.

Al igual que otros virus de ARN, el SARS-CoV-2 codifica poliproteinas que contienen Nsps que
luego son procesadas por proteasas virales. 40 SARS-CoV-2 Nsp3 y Nsp5, ambas proteasas
virales, son responsables de escindir las poliproteinas virales. 41 , 42 Nsp3, la proteina
multidominio méas grande codificada por el ARN del SARS-CoV-2, contiene una proteasa
similar a la papaina, 43 y Nsp5 contiene una proteasa_de cisteina similar a la quimotripsina,
3CLpro. 3 Nsp3y Nsp5 junto con otras proteinas no estructurales codificadas por SARS-CoV-
2- facilitan la replicacién del virus al ensamblar el complejo de replicacion y transcripcion. 44 El
virus también induce la reorganizacion de las membranas de la célula huésped en vesiculas de
doble membrana o membranas enrevesadas para organizar la replicacion viral. 45 Ademas,
tanto Nsp3 como Nsp5 se detectan en las membranas enrevesadas, lo que indica una
replicacion asociada a la membrana. 45 Nsp3 y Nsp5 no afectaron la expresion o localizacién
subcelular de L1 ORF1p, pero disminuyeron la actividad de transcripcion inversa de L1 ORF2p
segun los resultados del ensayo LEAP en el presente estudio. Por lo tanto, especulamos que
Nsp3 y Nsp5 interrumpen la funcion de L1 ORF2p para mantener un microambiente 6ptimo
para la sintesis de ARN viral. Sin embargo, debido a que no fue posible obtener un anticuerpo
efectivo contra L1 ORF2p, la posible interaccion entre las proteinas virales y L1 ORF2p debe
investigarse en estudios futuros. La relacion entre las proteinas virales (Nsp3 'y Nsp5) y la
actividad L1 ORF2p aln no se ha aclarado.

Comentado [MI1]: El secuestro de los ribosomas, para la
replicacion viral, se lleva a cabo por medio de la
alteracion del DECAIMIENTO DE ARNM SIN DETENCION ,
este mecanismo elimina el ARNM FORANEO O
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Estudios recientes han revelado que la regulacién positiva de la expresiéon de elementos
transponibles es comun en las células infectadas por virus, que puede desencadenarse por el
estrés celular inducido por la infeccién por virus y al mejorar la desmetilacion global del ADN.
21 , 46 En contraste, encontramos que las proteinas codificadas por SARS-CoV-2-2-suprimen
potentemente la retrotransposicién L1 cuando se coexpresan en las células. Esta discrepancia
puede deberse a diferencias técnicas y diferentes estrategias experimentales. Los estudios
previos que analizaron el transcriptoma de células infectadas por virus se basaron
principalmente en conjuntos de datos de secuenciacion de proxima generacion; solo mostraron
el estado general de la influencia de la infeccion por SARS-CoV-2 en la transposicién de TE.
Nuestros estudios utilizaron ensayos in vitro para confirmar la actividad de inhibicién L1 de una
sola proteina viral codificada por SARS-CoV-2, sin infeccion viral. En combinacion, estos
resultados sugieren que hubo resistencia viral a la activacion extraordinaria de la ET. La
transposicion estricta, aunque puede no ser completamente exitosa, permitié la replicacion y
transmision del virus, incluso a niveles aceptables. Marston et al. 47 informaron que la
infeccién por SARS-CoV-2 en pacientes con COVID-19 condujo a una regulacién positiva o
negativa de la transcripcion de TE en diferentes muestras de tejido, lo que implica una relacion
compleja entre el SARS-CoV-2 y los transposones que requiere mas investigacion.

La transposicion de L1 es una causa importante de inestabilidad del genoma del huésped, que
puede influir en la expresion génica intracelular de los cofactores virales y el microambiente del
huésped para la replicacion del virus. Ademas, la evidencia acumulada implica que los
transposones L1 son nuevos activadores inmunes innatos del huésped, y el &cido nucleico
derivado de la transposicién L1 puede ser detectado por la via cGAS-STING o RLR para
estimular las defensas antivirales del huésped. 48 Por lo tanto, especulamos que la expresion
elevada de retrotransposones tras la infeccion por virus es una respuesta de defensa del
huésped, mientras que el SARS-CoV-2 codifica diversas proteinas para controlar la movilidad
L1 para evadir la activacion inmune sobrecargada.

Las células humanas han desarrollado una serie de reguladores que coexisten con los
transposones. Especialmente, muchos factores antivirales, incluidas las proteinas similares a
polipéptidos cataliticos cataliticos de la enzima de edicion de ARNm de la apolipoproteina B,
las proteinas antivirales de dedo de zinc, la exonucleasa 1 de tres primos y SAMHD1, ejercen
potentes efectos inhibitorios sobre los retroelementos L1. 11 Para infectar con éxito las
células huésped, los virus utilizan diversas estrategias para contrarrestar los
factores antivirales del huésped. Sin embargo, la eliminacion de estos factores
antivirales tras la infeccion por el virus podria contribuir a una mayor movilidad
L1. Los estudios acumulados han informado que varios virus, como el virus de
lainmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la hepatitis C (VHC) y los
enterovirus, codifican inhibidores virales de L1, generando unared compleja
para controlar la transposicion de L1. 30 , 49,50 VIH Vpr disminuye la tasa de
transposicion de L1 de una manera dependiente del ciclo celular. Ademas, Vpr
puede unirse a L1 ORF2p, inhibiendo posteriormente su actividad RTasa. 30 Un
estudio reciente también mostré que la infeccién por VHC produce una
disminucién de la actividad de L1 a través de la redistribucion de L1 ORF1p a
sitios de ensamblaje del VHC en gotas de lipidos. 49 Ademas, recientemente
encontramos que la infeccion con diferentes enterovirus conduce a la supresion
de la movilidad L1 debido a los efectos sinérgicos de diversas proteinas
accesorias virales. 50 En este documento, demostramos que el virus emergente
SARS-CoV-2 ha adquirido la capacidad de interferir con la actividad de L1, lo que
también implica que otros coronavirus tienen caracteristicas potencialmente
inhibidoras de L1. Los estudios futuros deben centrarse en las funciones de la
inhibicion de L1 durante la infeccion por coronavirus.

La carrera armamentista entre diferentes virus y transposones huéspedes
apoya la supresién no despreciable de la actividad L1 durante la
transmision viral. Es importante caracterizar la infectividad alterada de los
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virus de ARN en células que han integrado secuencias genéticas virales.
17 , 20, 35 Si estainsercion criptica de ADNc viral es una estrategia viral
para la infeccion y transmisiéon persistentes o una introduccion de
"memoria" inmunolégica similar a CRISPR para proporcionar a las células
huésped una huella molecular de los virus que las infectan sigue abierto a
discusion y debe abordarse con urgencia.
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