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2. Resumen

El virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) causa el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), la que tiene como principal tratamiento la
administracion de drogas antivirales que disminuyen la capacidad de replicacion del
virus. Uno de los principales blancos utilizados en el desarrollo de antivirales es la
transcriptasa reversa (RT). Esta enzima es capaz de sintetizar una molécula de DNA de
doble hebra (dsDNA) a partir del RNA genémico viral de hebra simple, la cual es
insertada en el genoma de la célula huésped. El dominio RNasa H de la RT es
responsable de la degradacién del RNA en el hibrido RNA/DNA que se forma durante
la transcripeién reversa, mediante un corte dependiente de polimerizacion. Ademas
existe un corte independiente de la polimerizacién que genera y remueve los partidores
RNA (+) PPT y RNA (-) tRNAP®,

Debido a que existe una interdependencia entre los sitios activos de polimerasa y RNasa
H, no ha sido facil caracterizar la uni6n del hibrido RNA/DNA con el dominio RNasa H
independiente del de polimerasa. Con este objetivo, se han expresado construcciones que
no poseen el dominio polimerasa y que han permitido determinar los aminodacidos que
interactitan con un hibrido de RNA/DNA que emula al partidor PPT. Pese a lo
descubierto, no se tiene informacién de la interacciéon del dominio de RNasa H con el
hibrido tRNA™¥/DNA. Es por esto que se realizé un entrecruzamiento entre la RT y
una construccién sin dominio polimerasa (denominada p51-G-TCR), con 4 hibridos
distintos de RNA/DNA que simulan ser el sustrato de remocién del partidor tRNAY

para poder identificar posibles zonas de interacci6n de este dominio con el sustrato.




Los resultados obtenidos con el entrecruzamienio permiten concluir que el sustrato
modelo se une a la transcriptasa reversa y a la construccién p51-G-TCR, lo que indica
que existen lisinas cercanas a los distintos nucledtidos modificados. De acuerdo al
andlisis realizado a una estructura cristalizada podemos teorizar que el sustrato

{RNAYS/DNA tiene una orientacién de unién distinta que el sustrato PPT/RNA.

3. Abstract.

The human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1), causes acquired immune deficiency
syndrome (AIDS), which has a treatment that features several antivirals that decrease the
replication capacity of the virus. One of the main targets used in the development of
antiviral is reverse transcriptase (RT). This enzyme is responsible for the synthesis of a
double-stranded molecule of DNA (dsDNA) from the viral genomic RNA strand, which
is inserted into the genome of the host cell. The RT RNase H domain is responsible for
the degradation of the RNA/DNA hybrid which is formed during the synthesis of
dsDNA, by a polymerization dependent cleavage. Also, an independent polymerization
cleavage generates and removes the RNA primers (+) and PPT RNA () tRNAMS,
Because there is interdependence between the polymerase and RNase H active sites, it
has not been easy to characterize the binding of the RNA/DNA hybrid with the RNase
H domain in absence of the polymerase domain. To study this, constructions without a
polymerase domain have been expressed which will allow to determine which amino
acids interact with the RNA/DNA hybrid that emulates the PPT primer. However,

there is no information on the interaction of the RNase H domain with the RNA/DNA




hybrid that emulates the {RNA™? primer. Thus, we conducted a crosslinking between
RT and a construction without the polymerase domain, called P51-G-TCR, with 4
different RNA/DNA hybrids that mimic tRNA/DNA, to identify possible interaction
zones of this domain with its substrate.

The results obtained from cross-linking permit us to conclude that the substrate binds
the reverse transcriptase and p51-G-TCR, which implies that there are lysines near the
modified nucleotides. From analysis made to the crystallized structure we propose that

the tRNA/DNA substrate binds with a different orientation than the PPT/RNA substrate.




4, Introduccion

4.1. Virus de la inmunodeficiencia humana

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) es un lentivirus de la familia
Retroviridae. Es la subespecie méds comiin y patogénica de las dos descritas (Sharp and
Hahn 2011) que causa el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Weiss
1993). Los retrovirus poseen una bicapa lipidica que envuelve una estructura

denominada nucleocépside, que protege el genoma viral (Figura 1.A.).

El material genético de HIV-1 est4 compuesto por dos moléculas idénticas de RNA de
hebra simple, con un tamafio de 9.8 Kb y de polaridad positiva, que contiene
principalmente tres genes: gag, pol, ¥ env. Gag codifica para la estructura interna del
virus de la matriz (MA), capside (CA) y nucleocépside (NC), pol codifica para la
transcriptasa reversa (RT) y la integrasa (IN), y env codifica para las proteinas de la
envoltura del virus gp120 (SU) y gp4l (TM) que interactiian especificamente con los
recoptores celulares (David, Knipe, et al. 2007) (Figura 1.B). Ademés posec los genes
regulatorios zat, rev, nef, vif, vpr y vpu, que codifican para proteinas que controlan la

infectividad del HIV-1 y la produccién de nuevas copias del virus (Kuiken et al 2008).

El ciclo replicativo de HIV-1 comienza por el reconocimiento entre las proteinas de la
envoltura del virus y el receptor de la célula blanco (CD4) y un correceptor (CCR5 en
macréfagos). Posteriormente, la envoltura del virién se fusiona con la membrana celular,

ocurre la internalizacién de la nucleocépside del virus y el desnudamiento de su
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Figura 1. Descripcion general de los retrovirus. A. Estructura general de un
retrovirus maduro. Las partes mas importantes se encuentran rotuladas
(http://ainhoadominguez.wordpress.com). B. Genoma de retrovirus. Resumen de los
genes estructurales mas importantes de HIV-1, flanqueados por dos secuencias
terminales repetitivas (LTR) (http://www.abbottmolecular.com/).



genoma. La transcriptasa reversa (RT) sintetiza una molécula de DNA doble hebra a
partir de una de las dos copias del RNA genémico viral. El dsDNA es transportado al
ntcleo por un complejo proteico e integrado al genoma del huésped por accién de la
integrasa viral. Los genes virales que codifican para las proteinas del virus son
transcritos y traducidos por la maquinaria celular. La nucleocdpside se ensambla cerca
de 1a membrana celular, se forma una yema, y es liberada por gemacion. El ciclo
termina con el procesamiento de las proteinas de la nucleocdpside por parte de la
proteasa viral, formandose la particula viral madura (Coffin, [Tughes et al. 1997) (Figura

2).

4.2. Transcripcion reversa

Un paso clave en el ciclo replicativo de los retrovirus es la sintesis de un DNA de doble
hebra a partir del genoma viral de RNA, para integrarse al genoma huésped. La sintesis
de DNA retroviral es dependiente de dos actividades enzimdticas de la RT: DNA
polimerasa dependiente de DNA o RNA, y ribonucleasa H (RNasa H) que hidroliza el
RNA del hibrido RNA/DNA (Coffin, Hughes et al. 1997). Existen dos eventos
importantes en la transcripcion reversa denominados transferencia o “salto” de hebra de
la RT, que corresponden a una translocacion de la RT desde un sector del genoma a
otro (Muchiri, Rigby et al. 2011).

El genoma viral ingresa al citoplasma como parte de un complejo de proteinas. La

transcripcion reversa se inicia con la sintesis de la hebra negativa de DNA usando
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Figura 2. Ciclo replicaﬁv de los retrovirus. La direccion de las flechas indica el
orden de las etapas (Adaptado de Miink, Landao et al. 2003).




como partidor al tRNA"® (Jiang, Mak et al. 1993) que complementa con un segmento
del genoma viral denominado PBS (primer binding site), de 18 nucledtidos cercano al
extremo 5’ (vecino a U5 en figura 3). La sintesis de la hebra negativa de DNA
ocurre hacia el extremo 5’ del genoma y paralclamente Ja hebra de RNA. del hibrido
generado es hidrolizada por la RNasa H mediante cortes inespecificos (flechas azules en
figura 3). Al llegar al extremo 5° del genoma viral ocurre el “primer salto de hebra”
mediado por ¢l apareamiento de bases entre sccuencias duplicadas (R) que se
encuentran en el extremo 3’ de la hebra DNA naciente y el extremo 3' del genoma de
RNA, para asf completar la sintesis de hebra negativa de DNA. A continuacién, la
sintesis de la hebra positiva de DNA se inicia desde un segmento de RNA resistente
al corte de RNasa H denominado PPT (polypurine tract), generado por un corte
especifico de la transcriptasa reversa (figura 3) (Oh, McWilliams et al. 2008).
Posteriormente la RNasa H remueve el partidor tRNAY®, dejando un ribonuclestido
terminal (Furfine and Reardon, 1991). La secuencia complementaria al partidor
removido hibrida con el extremo 3’ de la hebra positiva de DNA, permitiendo la
segunda transferencia de hebra. Las sintesis de hebra negativa y positiva son luego
completadas, sirviendo cada una de templado de la otra (Coffin, JM., Hughes SH et
al. 1997). La remocion de los partidores de {RNAY? y PPT ocurren mediante cortes
especificos y que generan las regiones U5 y U3, que permite la posterior integracion al
genoma de la célula huésped (flechas verdes en Figura 3) (Schultz and Champoux,

2008).
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Figura 3. Transcripcion reversa del genoma de HIV-1. Las flechas corresponden a
los cortes realizados por la RNasa H de la transcriptasa reversa. Flechas azules
representan el corte dependiente de polimerasa y verdes al corte independiente de
polimerasa (Adewunmi et al. 2009).




4.3. Transcriptasa reversa de HIV-1.

La transcriptasa reversa (RT) de HIV-1 es un heterodimero asimétrico compuesto por
dos subunidades relacionadas denominadas p66 y p51 (de 66kDa y51kDa
respectivamente) (Schultz and Champoux, 2008). La subunidad p66 tienc 560
aminodcidos y posee ambos sitios activos, de polimerasa y RNasa H. Esta subunidad
estd compuesta de 4 subdominios denominados fingers (F) (residuos 1-85 y 118--155),
palm (P) (residuos 86-117 y 156-236), thumb (T} (237-318) y connection (C)
(319-426) (Jacobo-Molina A., Ding J., et al. 1993), y el dominio RNasa H que se
encuentra en la regién C-terminal (Schatz, Cromme et al. 1989). La subunidad p51 tiene
un ro! principalmente estructural, se compone de 440 amino 4cidos y se pliega en los
mismos subdominios que p66 (fingers, palm, thumb y connection), pero el arreglo
espacial es diferente (Figura 4).

Se han descrito dos estructuras cristalinas de RT de HIV-: una unida a un dsDNA
(Jacobo-Molina, Ding, et al. 1993) y otra a un hibrido de PPT/DNA (Sarafianos, Kalyan
et al. 2001). En ambas estructuras la distancia del sitio activo de polimerasa al sitio
activo de RNasa H es de 60 A aproximadamente, lo que en términos de nucleétidos
corresponde a 17-18 pares de bases. En ambos estudios, el sustrato muestra una torsion

de aproximadamente 40° entre el sitio activo de la polimerasa y la region thumb de p66.

Aun asi ambas estructuras cristalinas presentan diferencias. El sustrato hibrido
RNA/DNA presenta un nucleétido no apareado cercano al sitio de corte que juega un rol
importante en la catalisis de RT (Dash, Yi- Brunozzi et al. 2004). Por otro lado, el

sustrato dsDNA tiene una forma-A que no es dptima para interactuar con la RT (Jacobo-
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Molina, Ding et al. 1993), mientras que el hibrido tiene una estructura que va desde una
forma-A a una forma-B, la cnal presenta una mayor cantidad de contactos con la
enzima, facilitando la polimerizacién y procesividad de la RT (Sarafianos, Kalyan et al.
2001). El hibrido RNA/DNA utilizado en el estudio de Sarafianos, Kalyan et al. simula
al partidor PPT, que es distinto al tRNAY?. Hasta el momento no existen estudios
cristalograficos de la RT de HIV-1 con el hibrido tRNAY/DNA, por lo que es
importante caracterizar el reconocimiento de la RT de HIV-1 al partidor tRNA" y las
zonas de interaccién entre el sustrato tRNAY?/DNA y la RT que permiten la remocion

del partidor.

4.4. Dominio RNasa H de transcriptasa reversa de HIV-1.

El sitio activo del dominio RNasa I estd compuesto por los aminoéacidos D442, E478,
D498 y D549 (Sarafianos, Marchand et al. 2009). El dominio RNasa H de HIV-1
presenta una gran similitud estructural con el dominio RNasa H de la RT del Virus de
leucemia murina (MLV), la RNsa HI e Echerichia coli y la RNasa H1 humana (Schatz,
Cromme et al. 1989). Una diferencia importante es la ausencia de una hélice de carga
positiva en la RNasa H de HIV-1, la cual estd involucrada en el reconocimiento y la
actividad catalitica, pero que es reemplazada funcionalmente por una serie de residuos
cargados en la subunidad p66 (Furfine and Reardon, 1991).

RNasa H es una endoribonucleasa (Nowotny, Gaidamakov et al. 2005), miembro de la
superfamilia de las nucleotidil transferasas que catalizan lﬁ hidrolisis del enlace

fosfodiéster de la hebra de RNA en el hibrido RNA/DNA, en presencia de cationes

il




Figura 4. Modelo de cinta que representa la estructura de la RT de HIV-1 con un
sustrato dsDNA (doble hebra). Se muestran los subdominios de p66: fingers (rojo),
palm (amarillo), thumb (naranjo), connection (celeste) y el dominio RNasa H (azul); La
hebra templado de 25 nucledtidos del dsDNA se muestra en verde claro y la hebra
partidor de 21 nucleétidos en verde oscuro. PDB: 1RTD (Huang, Chopra et al. 1998).
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divalentes como el Mg™ y el Mn'? (Elsasser and Fels, 2010). Estudios recientes de
dindmica molecular han sugerido que apaite de los dos iones Mg'? presentes en el
sitio activo, existe un tercer ion Mg*? en el bolsillo catalitico responsable del efecto de
atenuacién de la RNasa H a altas concentraciones de Mg™ (Ho, De Vivo et al. 2010).

La catalisis enzimatica de RNasa H ocurre en presencia de 3 residuos 4cidos que sugieren un
mecanismo de dos metales similar al de las polimerasas (Joyce and Steitz , 1994; Klumpp,
Hang, et al. 2003). Upa molécula de agua ataca nucleofilicamente al enlace fosfodiéster del
acido nucleico y los protones son transportados hacia una molécula de oxigeno, lo que gencra
como productos un extremo fosfato 5° y otro hidroxilo 3 (Elsasser and Fels, 2010).

La actividad RNasa H de RT de HIV-1 se clasifica en dos tipos: dependiente ¢
independiente de polimerasa. La actividad dependiente de polimerasa degrada el RNA
del hibrido RNA/DNA cuando se sintetiza la hebra de DNA. La actividad independiente
de polimerasa es responsable de la remocién de los partidores en la transcripeién
inversa. El sitio activo de polimerasa posiciona el dominio de RNasa H en la unién
RNA-DNA v realiza el corte a 18 nucle6tidos del sitio de elongacién de DNA (Furfine
and Reardon, 1991).

Ademds, se ha determinado que un dominio aislado de RNasa I puede realizar la
remocion del partidor fRNA™? de forma similar 2 la RT en ausencia de
polimerizacién (Smith and Roth 1993), pero se ve afectada negativamente cuando el
tamafio del sustrato es menor a 14mer. Mediante mismatch y mutagénesis de un
hibrido fRNAMS*/DNA se determiné que los nucledtidos en la posicion +2, +3, +4 y -+6

son importantes en el reconocimiento y actividad de la enzima por lo que una
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modificacién de ellos veria afectada la catélisis de remocién del partidor (Smith, Leon et

al. 1998).

Se ha expresado y purificado el dominio de RNasa H de HIV-1, pero ha resultado ser
inactivo o con bajos niveles de actividad (Becerra, Clore et al. 1990; Stammers, Tisdale
et al. 1991)., En estudios de complementacién enire subdominios de p66 y p51

expresados independientemente, se logro reconstituir la actividad RNasa H dependiente
de Mg'? (Smith, Gritsman et al. 1994). Basado en este descubrimiento se construyé un
péptido denominado p51-G-TCR (figura 5), que conserva la actividad RNasa I
dependiente de Mg™, la especificidad de corte de la RNasa H de HIV-1 en la remocion

del partidor tRNAY® y las propiedades enzimdticas son comparables a la RT silvestre
p P

(Farias, Vargas et al. 2011, Bebenek, Bear et al. 1997).

4.5. Reconocimiento del sustrato hibrido por el dominio de RNasa H.

La mayoria de las interacciones de la transcriptasa reversa con el sustrato ocurren en la
cadena de azicar-fosfato del acido nucleico (Jacobo-Molina, Ding, et al. 1993),
permitiendo especificidad a la catalisis de RNasa H. Un ejemplo de estas interacciones
corresponde a un grupo de aminodcidos cercanos al sitio activo RNasa H denominados
“RNasa H primer grip” (Sarafiancs, Kalyan et al. 2001). Esta region interacttia con la
hebra de DNA del sustrato e incluye residuos de los dominios polimerasa, RNasa H y
el subdominio connection de p66, ademas de dos residuos de la subunidad p51 (Julias,
McWilliams, et al. 2003). Adicionalmente al primer grip, una de las principales

interacciones con el sustrato ocurre en el MGBT que se encuentra situado en la
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Figura 5. Dominios de la construccion p51-G-TCR de RNasa H. Dominios
finger (F), palm (P). thump (T), connection (C), y RNasa H (R). (Farias RV, Vargas D

etal. 2011).
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torsion de 40° del sustrato, lo que favorece una transicion estructural del Acido
nucleico de una forma-B a una forma-A (Latham, Forgacs, et al. 2000). Se le ha dado
principal interés al ancho de la curvatura menor del 4cido nucleico de doble hebra como
causa de la especificidad de corte de RNasa H al (Szyperski, Gotte et al. 1999), pero
diferentes interacciones que posee la enzima con el sustrato también son importantes

para la especificidad de la actividad de RNasa H.

En un trabajo previo se propuso determinar qué regiones de la RNasa H estarian en
contacto con un hibrido RNA/DNA (Guaitiao, Zuniga, et al. 2004), Para ello, se
realizé un entrecruzamiento de un dominio aislado RNasa H de HIV-1 utilizando como
sustrato un hibrido que simula al tRNAY™¥DNA modificado con un reactivo de
entrecruzamiento dirigido a lisinas. Se obtuvo un enlace covalente con la lisina 476 que
en la estructura co-cristalina unida al hibrido PPT/DNA no se encontraba lo
suficientemente cerca del sustrato como para permitir el entrecruzamiento (Sarafianos,
Kalyan et al. 2001). Esta diferencia entre ambos estudios puede deberse a las siguientes
hipétesis: 1) la estructura de tRNAY3/DNA con PPT/DNA son distintas 2) la lisina 476
se encuentra en una posicién alternativa a causa de la catélisis de RNasa H o 3) la

unidn al sustrato presenta una orientacion diferente.

Esta ultima hipotesis ha sido apoyada por estudios recientes en el laboratorio de Le
Grice mediante fluorescencia de resonancia de transferencia de energia (FRET). Ellos
lograron observar que la RT puede unir al sustrato RNA:DNA/DNA en dos
orientaciones: ya sea en la parte frontal del sustrato hibrido posicionado que facilita la

extension de DNA o al final de este, en una posicién en que el dominio de RNasa H
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queda cercano al extremo 3' del hibrido de RNA:DNA (Liu, Abbondanzieri et al.
2008). Ademads, se determind que la orientacién de la RT depende de la composicién
del sustrato (RNA/DNA. versus DNA/DNA) y que puede cambiar rapidamente entre
orientaciones cuando se unc a un hibrido PPT/DNA para la sintesis de la hebra (+)

DNA (Abbondanzieri, Bokinsky, et al. 2008).

En este trabajo se realizaron entrecruzamientos utilizando tanto la construccion p51-G-
TCR como la enzima RT de HIV-1 con un sustrato hibrido modificado en 4 posiciones
diferentes que simula al sustrato tRNA™/DNA, se contrastd con un analisis
computacional de la RT unida a un sustrato PPT, para elucubrar con la orientacién que

€l dominio de RNasa H une al sustrato para la catélisis de remocién del partidor

tRNAYS
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivos generales.

Identificar posibles zonas de la interaccién del dominio RNasa H de la transcriptasa
reversa de HIV-1 con un sustrato modelo para la determinacién de las zonas de unién de

la construcciéon p51-G-TCR al intermediario de remocion del partidor de tRNAYS,

5.2. Objetivos especificos.

Realizar ensayos de entrecruzamiento entre p51-G-TCR y la transcriptasa reversa,
con varios sustratos que poseen un nucledtido modificado, con la finalidad de obtener

el maximo producto de entrecruzamiento posible.

Contrastar los resultados de entrecruzamiento con el andlisis computacional de una

estructura de RT unida a un PPT/DNA para elucubrar con una orientacién alternativa de la

RT con tRNAY/DNA.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Materiales.

6.1.1. Materiales y reactivos.

De Merck se obtuvo: glicerol, glucosa, o-lactosa, tris-base. De Sigma se obtuvo:
cloranfenicol, SDS, persulfato de amonio, detergente NP40, acrilamida, dietil
pirocarbonato (DEPC), dimetil sulféxido (DMSO). US Biological: ampicilina,
kanamicina, CHAPS, HEPES, sephadex G.25. El B-mercapto etanol es JT Baker.

El extracto de levadura y triptona corresponden a Difco Laboratories. Bis-acrilamida es
AMRESCO. TEMED Yy reactivo de Bradford corresponden a Bio-Rad, y el DTT es
BioRad, El coctel de inhibidor de proteasas contiene: antipaina-dihidrocloruro,
aprotinina, bestatina, quimostatina, E-64, EDTA-Na,, leupeptina, pefabloc SC,
pepstatina, fosforamidon y es Roche. La resina de Ni+2-nitri10acetato-agarosa es
QIAGEN. El kit ECL Western Blotting Detection Ragents es GE Healthcare y el
anticuerpo anti-tag histidinas es Pierce. El agua libre de nucleasas usada y los estandares
de proteinas de amplio rango y pretefiido son Winkler S.A. RNasin, polinucleétido
quinasa T4y su correspondiente Buffer son New England Biolabs. El entrecruzante
disuccimidil glutarato (DSG) es Thermo Scientific (Figura 6.A). El ATP marcado
radiactivamente (y-°°P, dATP 6000Ci/mmol) es Perkin Elmer, NEN. Se utilizé

transcriptasa reversa cometrcial de HIV obtenida de Calbiochem
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6.1.2. Cepas bacterianas, plismido y sustratos de dcido nucleicos.

La cepa de Escherichia coli MIC2067 (DE3) (F-rmhA339::cat mhB716::kam) fue
obtenida gracias a la Dr. Ménica Roth.

El sustrato usado en el ensayo de competencia denominado 2783/2785 fue obtenido de
IDT, Inc. El sustrato utilizado para el ensayo de fluorescencia fue obtenido de
Trilink Biotechnologies, al igual que los sustratos para entrecruzar que contienen un
nucledtido modificado (5-aminoallyl-dU o 5-aminoallyl-U) (Figura 6.B) (sustratos del
CO1A al C07A) (Tabla 1). El sustrato 17mer utilizado para el ensayo de corte especifico

fue obtenido de IDT, Inc.
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5-Aminoallyluridine-5'-Triphosphate 5-Aminoa!yl-l'-deoxguridine-S'Jriphosphate

Figura 6. Estructura molecular del entrecruzante y el nucleétido modificado. A.
Molécula entrecruzante disuccimidil glutarato (DSG), la distancia indicada corresponde
al brazo espaciador, que es el alcance del entrecruzador. B. Estructura de los nucledtidos
modificados que poseen los sustratos para entrecruzamiento.
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Tabla 1. Secuencias de los sustratos utilizados. En negrita se representan los
desoxiribonucledtidos, y los no destacados son ribonucledtidos. 6-FAM: Posicion en la
que se encuentra el fluoroforo. Dabeyl-C6-NH: posicion en la que se encuentra el
apagador. X: S-aminoallyl-U. Z: 5-aminoallyl-dU. *: Adenina que reemplaza a citosina
de la secuencia original.

Oligo Secuencia (5'--> 3')

1 7mer RNA AGCAGTGGCGCCCGAAC

17mer RNA:DNA  [TCGTCACCGCGGGCUUG

RNA ensayo GAUCUGAGCCUGGGAGCU(6-FAM)
DNA ensayo (Dabcyl) (C6-NH)AGCTCCCAGGCTCAGATC
2783 GTCAGCGGGGGTCTTTCATT
2785 AATGAAAGACCCCCGCTGAC
CO1A TCGTCACCGXGGGCU

CO2A TCGTCACCGCGGGXU

CO3A TCGTCACCGCGGGCU

CO4A AGCAGTGGC CCCGA

COSA AGCAGTGGCGCCC A

CO6A AGCAGZGGCGCCCGA

CO7A AGZAGTGGCGCCCGA
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6.2. Métodos.

6.2.1. Transformacion.

Se incubaron por 30 minutos en hielo 100 pL de células competentes de E. coli
MIC2067 con 20 ng del pldsmido pETp51-G-TCR (Farias, Vargas, ct al. 2011). Se
sometieron a un shock térmico de 42 °C por 90 segundos, y se enfriaron en hielo por
2 minutos. Se agregéd 1 ml de medio SOC y las células se recuperaron por 1 hora a 37
°C con agitacién (agitador orbital), posteriormente se sembraron 100 pL de células en
placas de LB agar con ampicilina por 16 horas a 37 °C. Las colonias obtenidas fueron

utilizadas para la expresion de proteinas.

6.2.2. Expresion de proteinas.

Se realizé un cultivo de 2 mL de E.choli MIC2067 transformadas con pETp51-G-TCR
y se indujo la expresién de p51-G-TCR con IPTG 1 mM. Las células se recolectaron por
centrifugacion y resuspendieron en agua libre de nucleasas. La resuspensién de células
fue incubada con SDS a 80 °C, y se analiz6 mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS al 10%. Las protefnas del gel de poliacrilamida se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa con un amortiguador de transferencia (tris-HCI 20 mM,
glicina 150 mM, metanol 20 %, pH 8,0). La membrana se incubd en solucion de
blogueo (leche descremada al 2 % disuelta en PBS 1X), se lavé con PBS 1X (NaCl 137
mM, KCl1 2,7 mM, NaHPO4 4,3 mM, KH;PO4 1, 4 mM, pH 7,3) y se incub6 con un
anticuerpo primario anti-tag de histidina, el cual estd conjugado a peroxidasa de rabano.
La membrana se reveld en papel fotogrifico B&N con el Kit ECL Western Blotting
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Detection Ragents, mediante quimioluminiscencia debido a la oxidacion del luminol

catalizada por la peroxidasa y el peréxido de hidrogeno.

Para obtener la construccién p51-G-TCR a alta concentraciéon y soluble se realizd el
método de autoinduccién en cultivos de alta densidad (Studier et al. 2005) con
modificaciones. Se utilizaron clones de la cepa de E Coli MIC2067 que expresan p51-G-
TCR, y se inocularon en 6 ml de medio liquido LB con ampicilina 100 mg/mL,
kanamicina 30 mg/mL y cloramfenicol 15 mg/mL. Se incubaron a 37 °C con agitacion
constante durante toda la noche.

Se utilizaron dos matraces de 2L cada uno con 400 mL de medio ZYM-5052, ampicilina
100 mg/mL, kanamicina 30 mg/mL, cloramfenicol 15 mg/mL y 400pL de cultivo
crecido toda la noche de la cepa transformada de E.choli MIC2067 a 37 °C. El cultivo se
mantuvo con agitacién minima (270 rpm) por 24 horas a 25 °C, controlando el pH
(superior a 6) y hasta alcanzar una D.O.¢p0 de 6. Se colectaron las células por
centrifugaron de los cultivos a 4 °C por 30 minutos a 6000 rpm en una centrifuga
Sorvall rotor GSA.

El pellet sc resuspendi6 en tampén de solubilizacion (CHAPS 10 mM, imidazol 10 mM,
NaCl 300 mM, amortiguador fosfato50 mM pH 8,0 1 M y una tableta de inhibidores de

proteasas roche) a 4°C.

6.2.3. Purificacién de proteinas.
La construccién p51-G-TCR expresada en E.Coli MIC2067 contiene un tag de hexa-

histidina en el N-terminal, lo que permite purificar la construccion mediante
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cromatografia de afinidad en una resina de Ni*%-nitriloacetato-agarosa (Ni*?*-NTA
agarosa). Para esto, se sonicaron a 4 °C los pellet resuspendidos 6 veces por 15
segundos con un descanso de 1 minuto entre cada sonicacion. Se obtuvieron dos
extractos de proteinas y se centrifugaron por 1 hora a 4 °C a 6000 rpm, se tom¢ una
alicuota de 200 pL del extracto crudo. Cada extracto crudo se incubd en 1 mL de
resina Ni*NTA agarosa (previamente incubada en 10 mL de tampoén de
solubilizacién por 10 minutos a 4 °C) por 16 horas a 4 °C. Después de incubar la
resina con los extractos, se centrifugaron a 4 °C por 10 minutos a 2500 rpm, se extrajo
una alicuota de 200 L del sobrenadante y el restante se elimino.

Cada una de las resinas fueron lavadas, con 10 mL de amortiguador de lavado frio
(CHAPS 10 mM, imidazol 25 mM, NaCl 1 M, amortiguador fosfato 50 mM pH 8,0, f-
mercapto etanol 10 mM y glicerol 20 %) por 10 minutos a 4 °C, se cenirifugaron a 4 °C
por 10 minutos a 2500 rpm y se eliminG el sobrenadante. A cada 1 mL de resina lavada
se agregd 20 mL de amortignador de lavado y se vaciaron juntos en una misma
columna. El amortiguador de lavado se eluyd, se extrajo una alicuota de 200 uL y el

resto se elimino.

La proteina se eluyé con 5 mL de dos amortiguadores, con dos concentraciones de
imidazol (50 y 300 mM), en CHAPS 10 mM, NaCl 1 M, amortiguador fosfato 50 mM
pH 8,0, 2-mercaptoetanol 10 mM, glicerol 20% e imidazol pH 8,0. Se recolecté en
fracciones de 1 mL, obteniendo un total de 10. La pureza de las fracciones eluidas se
determiné por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 10 % tefiidos con azul de
coomassie y la concentracién de proteinas de cada fraccion se cuantifico por el método

de Bradford.
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Finalmente las fracciones que contenfan la enzima activa se dializaron durante 16 horas
a 4°C contra amortiguador de didlisis (hepes 20 mM pH 7,4, DTT 1,5 mM, KCl 400

mM, NP-40 0,1 % y glicerol 20 %) y se guardaron a -80 °C.

6.2.4. Determinacién de actividad RNasa H.

Para cnantificar la actividad de cada fraccion purificada, se utilizé un sustrato hibrido
RNA/DNA preparado a partir de dos oligonucledtidos modificados: un oligonucledtido
RNA que esta modificado en su extremo 3 con 6-carboxifluoresceina (longitud onda de
excitacién: 480 nm); y un oligonucledtido DNA que estd modificado en su extremo 5°
con una molécula apagadora, acido 4-((-4-(dimetilamino)-fenil)-azo)-benzoico. La
actividad RNasa H se detectd por la emisién de fluorescencia a 525 nm al degradarse
la hebra de RNA. La reaccidn se incubé con un amortiguador Tris50 mM, KC1 60 mM,
MgCl, 5 mM, sustrato 0,25 pM, 2 pL de fraccion eluida en un volumen de 100 pL ¥
se llevé a cabo a 37 °C. La emisién de fluorescencia se detectd con un lector de

fluorescencia “fluoroskan I1”, utilizando el programa spectrosoft.

Los datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism 5 y se definié como una
unidad enzimética (U), la cantidad de enzima necesaria para provocar un aumento de 1 en

la fluorescencia a 525 nm en un tiempo de 1 minuto.

6.2.5. Marcaje del sustrato modificado.

Se marcé el extremo 5° de la hebra simple del sustrato modificado con [y="2P] ATP 10

mCi/mL. 40 pmol de la hebra simple a marcar se incubaron con 0,5 U de T4 polinucledtido
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quinasa en amortiguador quinasa 1X (Tris-Cl 70 mM pH 7,6, MgCl, 10 mM y DTT
5 mM) en un volumen de 30 pL durante 2 horas a 37 °C. En caso de ser una hebra
RNA, se agregd 1 uL de RNasin® Plus RNase Inhibitor. 1.a reaccion se detuvo con 1
ul de EDTA 1 M pH 8,0 a 70 °C por 2 minutos y se elimind el exceso [7-32P] ATP en
una columna de sephadex G25 mediante centrifugacion.

La hebra simple marcada radioactivamente se incubd con su hebra complementaria en
relacién molar 1:1 con hepes 50 mM pH 7,8 y KC1 50 mM en un volumen de 40 uL.
La mezcla de reaccion se incub6 durante 5 minutos a 70 °C y se enfri6 lentamente
hasta alcanzar la temperatura ambiente (aprox. 25 °C). Los sustratos hibridos se

guardaron a ~20 °C.

6.2.6. Entrecruzamiento.

6.2.6.1. Acoplamiento de DSG al sustrato modificado.

20 puL del sustrato hibridado y marcado se incub6 por 10 minutos a 20 °C con hepes 50
mM pH 7,8, DMSO 40 % y DSG 20 mM disuelto en DMSO en un volumen final de 30
pL. El exceso de DSG se eliminé por centrifugacién en una columna de sephadex G.25
previamente equilibrada con acetato de sodio 5 mM pH 6,0, por 3 minutos a 2000 rpm.

Fl hibrido RNA/DNA se usd de forma inmediata.

6.2.6.2 Ensayo de actividad de remocién de partidor tRNAlys3.
Se incubé 5 pmol de RT a 37 °C con tris 50 pM, KC1 60 pM, MgCl, 5 M, y 4 pmol de
sustrato marcado con [y-32P] ATP en el extremo 5° de la hebra RNA. Se tomaron
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1
alicuotas y se detuvo la reaccién con 2 pL de amortiguador formamida 2x, se calentb a

55 °C por 2 minutos y se analizaron mediante un gel al 20 % de acrilamida con urea 7
M, en amortiguador Tris/borato/EDTA pH 7,6. El gel se secd a 65 °C y se expuso en un

phosphoimager FX (BioRad (Figura 7).

6.2.6.3. Ensayo de entrecruzamiento.

El entrecruzamiento se realizé de acuerdo a lo descrito por Guaitiao, 2004 (con
modificaciones). Se incubaron 7,5 pmol enzima en razén 1:1 con el sustrato acoplado
a DSG en hepes pH 7,8 100 mM, KCI 60 mM y MgCl, 5 mM a 24 °C en un volumen
final de 70 uL. Se tomaron alicuotas de 10 pL a distintos momentos y la reaccion se
detuvo con amortiguador tris pH 8,0 70 mM, EDTA 140 mM pH 7.8. Los productos de
reaccién se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamda-SDS al 8 %, el
gel se sec6 a 65 °C y expuso en un phosphoimager FX (BioRad) por 3 horas. El total de

producto entrecruzado se cuantifico con el programa Quantity One 4.2.1.

6.2.7. Andlisis de posibles lisinas cercanas al nucleétido modificado.

Basado en los datos cristalograficos de Sarafianos, Kalyan y cols, 2001, se midié la
distancia promedio que hay entre el nitrégeno del grupo amino de la cadena lateral
del residuo de lisina, y el carbono 5 de la base nitrogenada modificada en el sustrato para
entrecruzar. Se visualizé la estructura de RT de HIV-1 unida a un hibrido RNA/DNA

(PDB: 1HYS) con el programa Swiss-PdbViewer Deap View V4.04 (Guex N, 1999).
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AGCAGTGGCACCCGA

TCGTCACCGXGGGCU*
Remocion tRNAIYS3
CCGXGGGCU* Froducte
9mer

Figura 7. Descripcion de catilisis de remocion del partidor tRNA". El ensayo se
realizé con el sustrato posicion 5 y posicién 1°. Se observa el sustrato completo y el
producto de 9mer. La marca radiactiva se simboliza con un asterisco rojo (*). La
flecha naranja representa el lugar de corte realizado por la RT para la remocion del

tRNAYS,

29




& =
Sustrato u ATP y-PY B u DSG
Marcaje Acoplamiento l

* Separaciéndeproductos |  EEEEMEEEEIE . AR
En gel SDS-page 10% o= B e '
(i
s Secado de gel g\\m_-:/
s T b e PO e
L= &
« Exposicion del gel

WA . e

Figura 8. Diagrama de entrecruzamiento. Esquema resumen del proceso de
preparacion del sustrato para el entrecruzamiento y la obtencion de datos descritos en
los resultados. En azul claro el DNA, en naranjo el RNA, en verde el nucledtido
modificado con el grupo aminoallyl, en rojo la marca radiactiva y el triangulo amarillo
invertido corresponde al DSG.
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7. Resultados.

7.1. Expresién de Ia construccién p51-G-TCR.

Se transformaron E. coli MIC2067 con el plasmido pETp51-G-TCR y se indujo la
producciéon de proteinas con IPTG. Se hizo un extracto de proteinas del cultivo
inducido con IPTG y sin IPTG, y se analiz0 mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS (Carril 1 y 2 de la figura 9.A). Ademas, se realiz6 un Western Blot
utilizando un reactivo anti-tag de histidina, en el cual se observo una banda de 95 kDa
en el extracto del cultivo inducido con IPTG que estd ausente en el control sin IPTG,
como se muestra en la figura 9.B, por lo que se concluye que las E. coli transformadas

expresan la construccion p5S1-G-TCR.

7.2. Purificacién de la construccién p51-G-TCR.

A partir de 800 mL de E.coli MIC2067 transformadas con el plasmido pETp51-G-
TCR, sec colectaron 6,39 g de pellet celular mediante centrifugacion. p51-G-TCR se
purificé desde un extracto obtenido del pellet celular, por cromatografia de afinidad en
una columna con Ni2-NTA-agarosa. Las fracciones obtenidas se analizaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y se determind la concentracion de
proteinas de las fracciones mediante el método de Bradford. Se observa en la figura
10, desde el carril 6 al 10, que la proteina eluye principalmente con imidazol 300 mM,
y que la mayor cantidad de proteinas se obtuvo de las fracciones 7 y 8.

Se realizé el ensayo fluorescente para determinar la actividad RNasa H a cada fraccion
eluida para determinar si p51-G-TCR se encuentra activa luego de ser purificada. Las
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fracciones con mayor actividad total RNasa H corresponden a la fraccion 8 (46650 U) y
la fraceién 7 (36200 U), mostradas en la tabla 2. Estas dos fracciones fueron dializadas
contra amortiguador hepes 20 mM pH 7,4 para eliminar ¢l imidazol y ser guardadas a
-80 °C. Se obtuvieron 1,63 mg de p51-G-TCR con una actividad especifica de 14.724
U/mg, 1a cual se utiliz6 en los ensayos de entrecruzamiento.

Para el entrecruzamiento se usaron varios hibridos de RNA/DNA que simulan al
intermediario formado durante la remocién del tRNA partidor, que contienen
nucledtidos modificados en distintas posiciones. Con el objetivo de determinar si la RT
une al sustrato pese a las modificaciones (que corresponde a un hibrido RNA/DNA
especifico), se analizo la capacidad que tiene de competir contra el sustrato hibrido
fluorescente (hibrido RNA/DNA inespecifico). Para esto se adiciono el oligonucleodtido
competidor a distintas conceniraciones, se mantuvo constante la concentracion del
sustrato fluorescente y se incubé con la RT por 20 minutos. Se utilizé como competidor
al sustrato modificado en la posicion 1 y a un DNA doble hebra inespecifico (tabla 1).
En el grafico de la figura 11 se observa que al aumentar la concentracion del
oligonucledtido competidor, hay una disminucion de la actividad RNasa H de la RT
medida por el lector de fluorescencia. Esto nos permite concluir indirectamente, que hay
un desplazamiento del sustrato fluorescente por parte del competidor, y que el efecto de
desplazamiento es mayor para el sustrato posicion 1 que para el DNA de doble hebra
especifico. La enzima es capaz de discriminar entre un acido nucleico inespecifico
como lo es el DNA doble hebra y el sustrato hibrido, favoreciendo al hibrido pese al

nucle6tido modificado que presenta.
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Figura 9. Extracto de proteinas de cultivo de E.coli MIC2067 transformadas e
inducidas con IPTG. Las flechas negras indican la construcciéon p51-G-TCR. Carril 1:
Cultivo con IPTG: 2: Cultivo sin IPTG. A. SDS-Page al 10% tefido con coomassie. B.
Western Blot utilizando un anticuerpo anti-tag de histidinas.
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Figura 10. Perfil de elucién de p51-G-TCR analizado por electroforesis en gel de
poliacrilamida. Carril I: Extracto crudo bacteriano; II: Extracto que no se unc a la
resina Ni-NTA: III: Frente de elucion; 1-5. Fracciones de elucion con imidazol 50 mM;
6-10. Fracciones de elucion con imidazol 300 mM.
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Tabla 2. Resumen de las fracciones purificadas mediante cromatografia de
afinidad en una resina de Ni-NTA.

Fracciones | Pendiente | Concentracién | Proteina total | Actividad total | Actividad especifica
(pmol/pl) (pmol) W) (U/mg)
1 2,86 1,2 1179 1430 12767
2 1,06 1,3 1337 530 4173
3 1,10 2,0 2000 550 2894
4 0,64 1,3 1316 320 2560
5 0,70 0,7 726 350 5072
6 5,42 2,2 2232 2710 12783
7 93,4 21,3 21263 46650 23094
8 724 31,1 31105 36200 12250
9 49,7 6,9 6947 24850 37651
10 17,88 6,3 6284 8940 14974

La actividlad RNasa H se determiné como el aumento de fluorescencia en un tiempo
determinado. La proteina y actividad total se calculé para 1 mL de volumen de fraccion y la
actividad especifica est4 en funcién de la concentracion de cada fraccion (obtenida mediante el
método de Bradford).

Tabla 3. Eficiencia de la dislisis. Se describe la actividad total antes y después de
dializar la fraccién. Lo mismo se realizé para la cantidad de proteina, esto se calculo
mediante método de Bradford.

Fraccién | Actividad  Actividad Eficiencia Proteina total ~ Proteina total Eficiencia prot.
Pre dial. (U) Post dial. (U) Act. total %  Pre dial. (pmol) Post dial. (pmol) total %
7 46650 19513 41,8 21263 8169 38,4
8 36200 15582 48,6 31105 8279 26,6

La actividlad RNasa H se determind como el aumento de fluorescencia en un tiempo
determinado. La actividad total se calculd para 1 mL de volumen de fraccién y la proteina total
se obtuvo mediante el método de Bradford.
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Figura 11. Porcentaje de actividad RNasa H v/s la concentracién del
oligonuclestido competidor. La mezcla de reaccion contenia amortiguador Tris 50
mM, KCl 60 mM, MgCl,5 mM, sustrato 0,125 @M, 6 pmol de RT y se llevé a cabo a

37 °C con un tiempo de incubacién de 20 minutos. Se usaron 5 concentraciones distintas
para cada uno de los oligonucleétidos competidores (0; 0,1; 0,12; 0,15; 0,3; 0,5 pmotl).
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7.3. Ensayo de actividad de remocién de partidor tRNA"S,

Se realizaron reacciones de entrecruzamiento entre 4 diferentes sustratos y la RT. Cada
uno de estos sustratos tiene un nucledtido modificado que permite el acoplamiento con
el entrecruzante DSG. Con el objetivo de determinar si la actividad de remocion del
partidor de la RT se veia afectada por las modificaciones introducidas, se incubé laRT
con los sustratos posicién 17 y posicion 5 (ver figura 12.A) previo marcaje del fosfato
5’ de la hebra de RNA

En la figura 12.B, indicada por una flecha negra, se observa una banda de 9 nucleétidos
que corresponde al producto de remocion del partidor. Para ambos sustratos., la
cantidad de producto formado es dependiente del tiempo transcurrido. Por lo tanto, la
modificacion introducida en los sustratos utilizados en el entrecruzamiento no interfiere

en el reconocimiento y actividad de la RT.
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Posicién 5 Posicidén 17
AGCAGTGGCACCCGA AGCAGZGGCGCCCGA
TCGTCACCGXGGGCU* TCGTCAECGCGGGCU o
B.
Sustrato
Producto A el :
cC 1 2 3 4 c 1 2 3 4
lys3

. A. Sustratos utilizados en cada

Figura 12. Ensayo de remocion del partidor tRNA
reaccion, en flecha naranja el lugar de corte de la RT HIV-1. B. La flecha negra
corresponde al producto de la remocion del partidor y la flecha roja al sustrato
completo de remocion del partidor. C: control sin enzima; 1-4 corresponden a diferentes
tiempos de incubacion; 1: 0 minutos; 2: 5 minutos; 3: 15 minutos; 4: 30 minutos.



7.4. Entrecruzamiento.

7.4.1. Efecto del Mg en la reaccion de entrecruzamiento.

En general, la RNasa H ejerce su accién catalitica en presencia de Mg", por lo que es
necesario determinar su efecto en la reaccion de entrecruzamiento. Se analizé el efecto
de este catién divalente en la cantidad de producto entrecruzado entre p51-G-TCR y el
sustrato posicion 9 marcado en el extremo 5’ del DNA, con 5mM de Mg™ y en ausencia
de este cation.

Se observa que en presencia de Mg+2 (gel de la izquierda, figura 13.A) se obtiene una
banda de 110 kDa que corresponde a la masa de p51-G-TCR més el sustrato. En cambio,
en ausencia de Mg'? (gel de la derecha, figura 13.A), se observa un bajo porcentaje de
producto entrecruzamiento. Ademas, del grifico de la figura 13.B se concluye que el

méximo de producto entrecruzado se alcanza a los 5 minutos.

7.4.2. Entrecruzamiento de la RT de HIV-1.

Se incub6 la transcriptasa reversa de HIV-1 (figura 14, 15 y 16), al igual que p51-G-
TCR (figura 17), con 4 sustratos modificados en diferentes posiciones
individualmente. Las posiciones modificadas son: +5, +9, +1° y -3’ (ver tabla 1). Para
cada reaccion se incubd el sustrato y la enzima en la misma proporcién (1,5 pmol cada
una), y los productos fueron separados por electroforesis y revelados por
autoradiografia.

El entrecruzamiento con el sustrato posicién 5 se realizd de dos formas: en una se

marc) el extremo 5° de la hebra de DNA (ver figura 14.A.3) y en la otra el extremo 5° de
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la hebra de RNA (ver figura 14.B.3). Para ambos‘protocolos de marcaje se obtienen dos
bandas, correspondientes a la masa del sustrato unida a la subunidad p66, de 81 kDa
(sefialada por flecha negra en figura 14), o unida a p51 con 66 kDa de masa (seftalada
por flecha azul en figura 14). Para el ensayo con el susiraio marcado en el DNA, se
obtuvo un 4,35 % de entrecruzamiento con la subunidad p66 y 2,26 % con p51 (carril 6,
fisura 14.A). La cantidad de producto entrecruzado para el ensayo con el sustrato
marcado en el RNA fue de 3,16 % con la subunidad p66 y 2,99 % con p51 (carril 6,

figura 14.B).

El resultado de los entrecruzamientos con el sustrato posicion 9 se resume en la figura
15. Se observa entrecruzamiento con ambas subunidades, indicado por una flecha negra
para el complejo entre el sustrato y p66, y una flecha azul para el complejo entre el
sustrato y p51. En los dos ensayos, el producto con la subunidad p66 es predominante.
En el ensayo marcado en el extremo 5° del DNA, se obtuvo un 54,99 % de producto
entrecruzado unido a p66 y un 23,07 % a p51 (carril 6, figura 15.A). Para el ensayo con
el sustrato marcado en el RNA se obtuvo 23,5 % de producto entrecruzado con p66 y
1,35 % con pS1 (carril 6, figura 15.B).

Para los sustratos posicion 1’ y -3’ se marcé solo el extremo 5’ de la hebra de DNA.
Se observa en el carril 6 de la figura 16.A, que el entrecruzamiento con posicion 1’
ocurre con ambas subunidades de RT, mayormente con la subunidad p51 (21,93 %) que
con la subunidad p66 (10,55 %). El sustrato posicién —3° entrecruzd principalmente

con la subunidad p66 (35,65 %, carril 6 figura 16.B).
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Figura 13. Efecto del Mg'? en el entrecruzamiento. A. La flecha negra corresponde al
complejo del sustrato y p51-G-TCR. M: Marcador, C-: sin enzima; Carril 1: 1 minuto;
Carril 2: 5 minutos; Carril 3: 10 minutos; Carril 4: 15 minutos. B. En el grafico se
compard la cantidad de producto entrecruzado obtenido en funcién del tiempo, en los

ensayos con SmM de Mg'? y sin Mg".
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Figura 14. Entrecruzamiento de la RT HIV-1 con sustrato posicién 5. A. Sustrato
marcado en el extremo 5° DNA. B. Sustrato marcado en el extremo 5° de RNA. En
ambos se muestra: 1. Autoradiografia de geles SDS-Page al 10 %. Flecha negra
corresponde al complejo entre el sustrato y la subunidad p66, mientras que la flecha azul
marca la banda que representa al complejo del sustrato mas subunidad p51. C-: Control
sin enzima; 1: 1 minuto; 2: 5 minutos; 3: 10 minutos; 4: 15 minutos; 5: 30 minutos; 6:
60 minutos. Geles expuestos con phosphoimager FX (BioRad). 2. Grafico porcentaje de
entrecruzamiento v/s tiempo. 3. Sustratos utilizados, X corresponde a 5-Aminoallyl-U;
* simboliza donde se encuentra la marca radiactiva de *P.
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Figura 15. Entrecruzamiento de la RT HIV-1 con sustrato posicién 9. A. Sustrato
marcado en el extremo 5° DNA. B. Sustrato marcado en el extremo 5° de RNA. En
ambos se muestra: 1. Autoradiografia de geles SDS-Page al 10 %. Flecha negra
corresponde al complejo entre el sustrato y la subunidad p66, mientras que la flecha azul
marca la banda que representa al complejo del sustrato mas subunidad p51. C-: Control
sin enzima; C: Sustrato sin DSG acoplado; 1: 1 minuto; 2: 5 minutos; 3: 10 minutos; 4:
15 minutos; 5: 30 minutos; 6: 60 minutos. Geles expuestos con phosphoimager FX
(BioRad). 2. Grafico porcentaje de entrecruzamiento v/s tiempo. 3. Sustratos utilizados,
X corresponde a 5-Aminoallyl-U; * simboliza donde se encuentra la marca radiactiva de
P,
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Figura 16. Entrecruzamiento de RT HIV-1 con los sustratos posiciéon 1’y -3'. A.
Entrecruzamiento sustrato posicién 1°. B. Entrecruzamiento sustrato Posicion -3°. 1.
Autoradiografia de SDS-Page de acrilamida 10 %. Flecha negra corresponde al
complejo del sustrato y p66 de RT, flecha azul es el complejo de sustrato mas la
subunidad p51. 2. Grafico porcentaje de entrecruzamiento v/s tiempo. 3. Sustratos
usados, * corresponde a la marca con P*? y Z el nucleétido modificado, 5-Aminoallyl-
dU. C-: Control sin enzima: 1: 1 minuto; 2: 5 minutos; 3: 10 minutos; 4: 15 minutos; 5:
30 minutos; 6: 60 minutos. Geles expuestos con phosphoimager FX (BioRad).
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7.4.3. Entrecruzamiento de Ia construccién p51-G-TCR.

Se realizé el entrecruzamiento utilizando los 4 sustratos marcados en el extremo 5 de la
hebra de DNA como se describié en métodos. Se observa en la figura 17, seflalado por
una flecha verde, una banda de 110 kDa correspondiente al complejo de la construccion
mas el sustrato. La cantidad de producto de entrecruzamiento obtenido con el sustrato
posicion 9 fue de 5,7 % (carril 5, figura 17.B), superando ensayos anteriores donde el
producto no alcanzaba el 4 %.

El entrecruzamiento con el sustrato posicién 9 fue el que obtuvo la mayor cantidad de
producto para las dos protefnas, como también el sustrato posicion 5 fue el que obtuvo
la menor cantidad de producto entrecruzado. En todos los ensayos la cinética de
entrecruzamiento es similar: la formacién de producto entrecruzado alcanza su

maximo a los 15 minutos, posteriormente se manticne constante.
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Figura 17. Entrecruzamiento de p51-G-TCR con los sustratos posicién 5, 9,1y -3
A. Autoradiografia de geles de acrilamida 10 %. Flecha negra corresponde al complejo
de sustrato mas la construccion p51-G-TCR. C-: Control sin enzima; 1: 1 minuto; 2: 5
15 minutos: 4: 30 minutos; 5: 60 minutos. Geles expuestos con
phosphoimager FX (BioRad). X corresponde a 5-Aminoallyl-U; Z el nucledtido
modificado, 5-Aminoallyl- dU; * simboliza donde se encuentra la marca radiactiva de

minutos; 3:

P32
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Tabla 4. Resumen de porcentajes de entrecruzamiento obtenidos.

Transcriptasa Reversa HIV-1

Construccidon

Sustrato modificado| Subunidad p66 (%)

Subunidad p51 (%)

p51-G-TCR (%)

Posicién 9
Posicién 5
Posicion 9 *
Posicion 5 *
Posicion 1’
Posicion -3’

(*) Corresponde a los sustratos marcados radiactivamente en el extremo 5" DNA.

ENR: Ensayo no realizado

23,5 1,35
3,16 2,99
54,99 20,07
4,35 2,26
10,55 21,93

35,65 --
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8. Discusién.

En este trabajo se propuso utilizar entrecruzamiento quimico para identificar las zonas de
interaccién de la RT de HIV-1 con el sustrato de remocién del partidor {RNAY, Para
esto se probé el uso de entrecruzamiento dirigido a lisinas de 1a RT y de la construccion
p51-G-TCR con el sustrato de remocién del partidor modificado con DSG en distintas
posiciones. Los resultados obtenidos fueron analizados en funcién de la estructura del
complejo de RT con el hibrido PPT/RNA con el objeto de determinar la probabilidad de
que residuos de lisinas estuvieran disponibles cerca de los sitios en que se encontraria el
DSG.

Para realizar los ensayos de entrecruzamiento, se utilizé un hibrido RNA/DNA con un
nuclestido modificado, que no corresponde al sustrato fisiolégico de la RT. Es por esto
que para demostrar si la modificacién afecta el reconocimiento por parte de la RT y su
actividad de remocién, se realizd un ensayo de actividad de corte especifico. El ensayo
demostré que la RT es capaz de remover el partidor tRNAY2, pese al nucleétido
modificado. Por otra parte, el sustrato de remocion del partidor es capaz de desplazar al
sustrato fluorescente (hibrido inespecifico), por lo tanto se une a la RNasa H en la RT.
La razén de esto posiblemente se deba a que la secuencia del sustrato es un factor
importante en el reconocimiento del sustrato, favoreciendo al intermediario de remocion
del tRNA"? (Smith, Leon et al. 1998). Ademés, el sustrato de remocion del partidor es
més eficiente en desplazar al sustrato fluorescente en comparacién a un DNA de doble
hebra. Esto puede deberse a que la RT estabiliza al sustrato en una estructura intermedia

entre forma-A y forma-B, descrito en hibridos RNA/DNA (Yu et al. 1996). En sintesis,
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la modificacién introducida en el nucleétido del sustrato para remocion del partidor no
afecta al reconocimiento y la unién del sustrato ala RT.

En los entrecruzamientos se utilizé DSG, porque es probable encontrar residuos de
lisina cercanos ya que son comunes en zonas cargadas positivamente, lo que permite la
interaccién con sustratos cargados negativos (Lim, Gregorio et al. 2006). Ademas,
utilizando el programa Swiss PDB viewer en el complejo RT-PPT/DNA (PDB ID:
1HYS, Sarafianos, Kalyan et al. 2001), se midié la distancia de los residuos de lisinas
mas cercanos al nucledtido en la posicion homéloga de aquel modificado en el sustrato,
considerando aquellos que se encontraban a menos de 13 A. La distancia fue medida
desde el nitrégeno del grupo amino de la cadena lateral del residuo al carbono 5 de la
base nitrogenada. El andlisis se basa en la suposicién de que el complejo RT-
tRNA/DNA se uniria de manera similar a como lo hace el complejo RT-PPT/DNA
(1HYS), por lo que las posiciones de los nuclettidos son homologables, en funcién del
corte realizado por la RNasa H.

En la mayoria de los ensayos se obtuvo mayor porcentaje de entrecruzamiento con la
subunidad p66 que con la subunidad pS51. Esto puede deberse a que los complejos
muestran una mayor interaccién de la subunidad p66 con el sustrato (Sarafianos,
Kalyan et al. 2001). Con el sustrato modificado en la posicion 9 se obtuvo el mayor
porcentaje de entrecruzamiento (54,99 % con la subunidad p66), posiblemente debido a
su cercania con la region denominada primer grip que estd compuesto, en parte, por
1.YS390 y LYS476 (Delviks-Frankenberry, Nikolenko ,et al. 2007). El analisis

computacional detallado en Ia figura 18.B nos mostré que existen 3 lisinas cercanas al
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nucle6tido posicién 9: LYS281 y LYS287 de la subunidad p66, y LYS395 de p51, las
cuales han sido descritas en la literatura. LYS281 interactiia con el templado de RNA
(Jaeger, Restle, et al. 1998), y LYS395 estabiliza la hebra de DNA del hibrido
RNA/DNA, siendo ambos candidatos a ser los residuos entrecruzados con dicho
nucledtido (Temiz et al, 2002).

Los resultados del entrecruzamiento del nucleétido en posicién 5 son congruentes con el
andlisis realizado a la estructura cristalina. Existen dos lisinas que se encuentran a una
distancia de aproximadamente 13 A, lo que podria explicar que es el sustrato que
obtiene el menor porcentaje de producto entrecruzado (un 3 % de promedio).

El sustrato posicién 1’ es el tnico que entrecruzé solo con la subunidad p51 (35,65
%). Esto se puede explicar porque el nucledtido de la hebra de DNA que esta acoplado
al entrecruzante se encuentra opuesto al sitio activo de RNasa H, que esta mas cerca
espacialmente a la subunidad p51 (ver figura 18.A, recuadro azul). En la figura 18.B,
LYS476 de la subunidad p66 es la mas cercana, pero en el complejo cristalizado no
esté lo suficientemente cerca para entrecruzar. Asi mismo, en el complejo dicha lisina se
encuentra en la subunidad contraria a lo que entrecruza con el sustrato posicion 1°.
También se observa una incongruencia entre el entrecruzamiento y el andlisis
computacional cuando se utiliza el sustrato modificado en la posicién -3°. El sustrato
posicién -3’ solo entrecruz6 con la subunidad p66, sin embargo se observa en la
figura 18.B que las lisinas més cercanas, LYS275 y 1.YS347, se encuentran a 14 A.
Entonces, no existirian residuos disponibles para entrecruzar en esta posicion del

sustrato intermediario de la remocién del tRNAY segiin el complejo de la RT unido a
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PPT/DNA. Una razén para esta discordancia podria deberse a la naturaleza del sustrato,
ya que la estructura descrita por Saralianos y colaboradores estd unida a un sustrato que
emula a PPT/DNA, mientras que el sustrato de entrecruzamiento emula al
tRNAY?/DNA.

Estos estudios requieren de la digestién y secuenciacion de los péptidos entrecruzados
para identificar las lisinas entrecruzadas (Steen, Petersen et al. 2001). De esta forma
podremos determinar qué lisina se encuentra cercana a cada nucledtido modificado y
establecer los puntos de referencia necesarios para caracterizar Ja unién de la RT con el
intermediario de la remocién del partidor tRNA”®, S¢lo asf se podria proponer que la
unién de la enzima con el hibrido tRNAY®/DNA serfa distinta a la descrita en la

estructura cristalizada por Sarafianos y colaboradores en 2001.
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Tabla 5. Residuos mas cercanos al nucleétido entrecruzante.

Posicion nucledtido N° lisina (Subunidad) Distancia (A)

. 275 (p51) 13,71

347 (p51) 13,99

I 476 (p66) 17,14

390 (p51) 12,12

: 395 (p51) 13,6

281 (p66) 11,93

9 287 (p66) 7,14

395 (p51) 15,74
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9. Conclusiones

Los sustratos hibridos disefiados para el entrecruzamiento entregan informacion de la
unién especifica con la RT. La subunidad p51 de RT también coopera con las
interacciones moleculares que estabilizan al sustrato en la hidrélisis de RNA. Los
resultados de entrecruzamientos convierten a p51-G-TCR en un buen modelo para el
estudio del reconocimiento de RNA/DNA independiente del dominio de Ia polimerasa.
La unién de la RT con el sustrato tRNA"?/DNA tiene una orientacién coniraria al

sustrato PPT/DNA.,
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