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RESUMEN

Las integrasas (IN) retrovirales catalizan la integracion del ADN viral en el
genoma del hospedero. Actualmente no se dispone de informaci6n cristalogrdfica en la IN
del virus de la leucemia murina de Moloney (M-MuLV), por lo que se desconoce como se
asocian sus tres dominios estructurales y como interaccionan con el ADN viral.
Previamente, cn nuestro laboratorio, hemos realizado estudios de entrecruzamiento
quimico y fotoentrecruzamiento, utilizando sustratos sintéticos que imitan al intermediario
de integracion. Estos estudios han revelado que existiria una interaccion entre la region 5
(cola) de este sustrato y una region central, flexible, que posee los aminoacidos LHCAY.
De acuerdo a la especificidad del agente entrecruzante utilizado, (5-iodouridina), el residuo
de histidina 208 serfa un blanco en la reaccién. Con el propésito de probar esta hipétesis se
disefi6 la construccion de la mutante TN H208A 106-404, enzima que ademas de carecer
del dominio N-terminal, presenta una sustitucion de histidina por alanita en la posicién
208. Para esto se amplificé el gen de integrasa con partidores mutagenicos, s clond en el
vector pET21a, se expresd en células BL21 (DE3) y se purificd por cromatografia. La
mutante IN H208A 106-404 no presentd actividad de desintegracion ni transferencia de
hebra. Al complementar IN 106-404 con el dominio N-terminal normalmente se recupera
la actividad de procesamiento y aumenta la actividad de transferencia de hebra, sin
embargo, la mutante IN H208A 106-404 no mostré actividad en esas condiciones. Por otra
parte, la mutante JN H208A 106-404 no reacciona con el sustrato en la reaccion de
entrécruzamiento. Estos resultados sugieren que la histidina 208 participa en la unién al

extremo 5° del sustrato de desintegracion, confirmindose nuestra hipotesis.




ABSTRACT

Retrovirals integrases catalyze the integration of viral DNA in the guest genome.
Nowadays there is no information available about the crystal structure in the IN M-MuLV,
thus it is not known how the three structural domains interact between them and with the
viral DNA. Previously, in our laboratory, we have performed chemical cross linking
studies as well as photo cross linking, by using synthetic substrates that imitate the
integration infermediary. These studies revealed that it may exist an interaction between
the 5" region (tail) of the substrate with a central, flexible region, which holds the LHCAY
amino acids. According to the specify of the cross linking agent used, (5-IdU), the 208
histidine residue would be a target in the reaction. In order to prove this hypothesis, we
have designed the construction of the mutant IN H208A 106-404. For this purpose, the IN
gene was amplified with mutagenic primers, then it was cloned in the pET21a vector, it
was expressed in BL21 (DE3) cells and finally was purified through chromatography. The
mutant IN H208A 106-404 did not present disintegration or strand transfer activity. When
complementing IN 106-404 with N-terminal domain, the processing activity usually
recovers the strand transfer activity increases, nevertheless, the mutant IN H208A 106-404
did not show any activity in these conditions. On the other hand, the mutant IN H208A
106-404 did not reacted with the substrate in the reaction of cross linking. These results
suggest that the 208 histidine is involved in the 5° union of the disintegration substrate,

confirming our hypothesis.



I. INTRODUCCION

* La familia de los retrovirus comprende las subfamilias: oncovirinae, lentivirinae y
spumavirnae. Los virus de la subfamilia oncovirinae presentan potencial oncogénico como
el virus M-MuLV. La subfamilia lentivirinae deriva su nombre del curso prolongado de la
infeccién que ellos ocasionan; tal es el caso del virus de inmunodeficiencia humano (VIH).
La subfamilia spumavirinae deriva su nombre de la caracteristica degeneracién espumosa
que estos virus producen en las células en cultivo y han sido aislados principalmente como

contaminantes de cultivos celulares.

Una de las caracteristicas de los retrovirus es que durante el ciclo replicativo su
genoma constituido por ARN (+), es transcrito a ADN de doble hebra. Posteriormente
ingresa al niicleo de la célula hospedera y es insertado en el ADN cromosomal. En esta
forma (provirus) se produce la activacién del promotor viral necesario para la transcripcion

de los genes virales.

La posibilidad de insertar un ADN en forma estable en el ADN cromosomal les
ha permitido a los retrovirus ser importantes en Ia construccién de vectores de expresion,
transgenizaci6n, etc. (Varmus, 1988). Tal es el caso del virus de la leucemia murina de
Moloney (M-MuLV) que ha sido utilizado en las recientes décadas para transferir genes en
células en division in vitro e in vivo (Revisado por Blesh, 2004). Por ese motivo, se
requieren nuevos estudios acerca del mecanismo de integracién para determinar posibles
blancos de inhibicién y evaluar la posibilidad de dirigir la integracion a sitios mas precisos

del cromosoma eucarionte.




1.- Estructura y ciclo replicativo de los retrovirus.

El virién presenta en su interior el material genético del virus y varias proteinas
retrovirales como transcriptasa inversa e integrasa, una capa intermedia denominada
nucleocapside y una membrana formada por Ia bicapa lipidica de la célula hospedera. En
la membrana coexisten una glucoproteina viral, gp 70 en el caso de M-MuLV, y
proteinas celulares. La proteina viral gp 70 interactda con proteinas especificas
integrales de la membrana celular. En el caso del virus M-MuLV se ha demostrado que
el receptor retroviral corresponde 2 un transportador de amino 4cidos bésicos (Wang y
col, 1991). Otros estudios indican que ademds de transportadores, la interaccion de
proteinas virales con el receptor tipo “toll” 4 (TLR4), componente del sistema inmume
innato, estaria involucrada en la activacion directa de la via de entrada del virus a la
célula huésped (Rassa y col, 2002). La interaccién producida entre la proteina viral y el
receptor gatilla cambios estructurales, produciéndose la fusién entre la membrana
plasmatica y la envoltura viral, permitiendo que el “core” viral ingrese al citoplasma. En
él, bajo la forma de un complejo ribonucleoproteico, ocurre la transcripeion inversa del
ARN viral, originando ADN de doble hebra. Esta reaccion, catalizada por la
transcriptasa reversa, comprende una primera etapa en que se sintetiza una hebra de
ADN, utilizando como templado el ARN viral, y una segunda etapa en que la nucleasa
RNasa H degrada el ARN del hibrido, permitiendo la polimerizacién de la segunda
hebra de ADN -(Hsu y Wainberg, 2000). Ocurrida esta reaccion, el ADN viral, en el
caso de VIH, se condensa y se une a proteinas virales como son la proteina de la matriz,

integrasa y transcriptasa inversa (Bukrinsky y col, 1993) y a proteinas celulares como



BAF, que tiene un rol contra la autointegracion y HMGA, proteina de tipo no-histona
asociada a cromatina, formando el denominado Complejo de Preintegracion (PIC)
(Turlure y col, 2004). En el PIC, la integrasa (IN), reconoce especificamente las
secuencias terminales repetidas, LTR (long terminal repeats), ubicadas en los extremos
del ADN viral (figura 1), y cataliza la remocion de un dinucleétido adyacente al
dinucledtido altamente conservado CA en ambos extremos 3" del ADN (figura 2A y
2B). Esta reaccion, que ocurre en el citoplasma de la célula infectada, se conoce con el

nombre de procesamiento de hebra y deja expuesto un grupo hidroxilo 3.

- l
T . env LTR

EENEREN  CA e pol su A ;T

[ (SIEM om0

Figura 1. Esquema del genoma de M-MuLV. El genoma del virus contiene los genes
gag, pol y env, flanqueados por terminaciones largas repetidas (LTR). El gen gag
codifica para proteinas estructurales; el gen pol para las enzimas transcriptasa reversa,
integrasa y una proteasa y el gen env codifica para las proteinas de la envoltura.

A continuacién, el PIC entra al nucleo de células que no se estan dividiendo a
través del complejo del poro nuclear (VIH) o espera la disolucién de la membrana en la
division celular (M-MuLV) (Hindmarsh y Leis, 1999). Esta caracteristica restringe la
infeccion de M-MuL.V a células en activa division. En el ntcleo, IN cataliza la

integracién del ADN viral en el ADN cromosomal del huésped mediante una reaccion




de transesterificacion, en que los grupos hidroxilo de los extremos 3' del ADN viral,
atacan en forma concertada uniones fosfodiéster en el ADN blanco (figura 2-C). Esta
reaccidn se conoce con el nombre de transferencia de hebra (Engelman y col, 1991;
Vink y col, 1991). Luego, enzimas celulares reparan los huecos generados en el ADN
huésped por la reaccién de transferencia de hebra (figura 2-D). Este paso genera
pequefios repetidos directos rodeando el ADN viral que son caracteristicos para cada
retrovirus, (Dotan y col, 1995) siendo de 4 pares de bases para M-MuLV (Asante-
Appiah y Skalka, 1997). El ADN viral integrado o provirus estd listo para ser utilizado
como templado para la produccién de ARN y proteinas virales. En esta etapa, los LTR
controlan la replicacién viral. E1 5° LTR posee un sitio promotor y regulador de la
transcripcién viral, mientras que el 3" LTR funciona en procesos posttranscripcionales,
tales como la poliadenilacién y la edicion de transcritos virales. Los transcritos
retrovirales cumplen funciones como ARN genémico y ARN mensajero para la

traduccion de las poliproteinas Gag, Pol y Env (Varmus, 1998).




A
procesamiento 3
B
¥
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Figura 2. Etapas de integracién. A) La integrasa reconoce especificamente los LTR
ubicados en los extremos del ADN viral B) Remocién de un dinucleétido adyacente al
dinucle6tido altamente conservado CA en ambos extremos 3 del ADN. C) Ataque
nucleofilico del grupo hidroxilo a enlaces fosfodiéster en €l ADN blanco. D) Reparacion

y ordenamiento del intermediario de integracion (Craigie, 2001).



2.~ Estructura y funcion de las integrasas.

Las actividades catalizadas por IN se han determinado, in viire, utilizando
oligonuclestidos sintéticos que contienen las secuencias de los extremos del LTR. En la
reacci6n de procesamiento se utiliza un oligonucledtido sintético que termina en la
secuencia CAXX en el extremo 3" (figura 3-A), mientras en la reaccion de transferencia de
hebra se utiliza un oligonucleétido que tienen removido el dinucledtido final adyacente a
CA (figura 3-B). Ademds, IN es capaz de catalizar, in vitro, la reaccién inversa
denominada desintegracién (figura 3-C). Asi, la enzima es capaz de desintegrar
oligonucledtidos en forma de Y que imitan al complejo intermediatio que se forma en un
extremo viral durante la integracién (figura 4). El descubrimiento de esta reaccion ha
permitido Ia caracterizacién de mutantes de IN que a pesar de haber perdido Ia capacidad
de catalizar las reacciones de integracién, mantienen la capacidad de desintegrar (Jonsson

y col, 1993).



5 CATT A 5 CA-OH

3 GTAA > 3 GTAA

CA-OH — 5
GTAA < 3 5

W3 Uh
4 4

Figura 3. Reacciones catalizadas por la integrasa in vifro. A) Reaccion de
procesamiento 3°. B) Reaccion de transferencia de hebra. C) Reaccion de desintegracion

(Jonsson CB y col, 1993).

A sin ss-cola 5¢ B con ss-cola 57

Figura 4. Esquema de sustratos de desintegracién. A) sustrato dumbbell sin cola ss 5°.

B) sustrato dumbell con cola 5°.




Andlisis de las secuencias de las integrasas han revelado que IN posee tres
dominios funcionales (Johnson y col, 1986) (figura 5). El extremo N-terminal de las
integrasas presenta una estructura tipo dedos de zinc que posee cuatro residuos altamente
conservados (HHHCC). Estudios de mutagénesis sitio dirigida y modificacién quimica en
estos aminodcidos elimina completamente las reacciones de procesamiento 3' y de
transferencia de hebra tanto in vitro como in vivo. Se observo, sin embargo, que la reaccién
de desintegracién solo se veia afectada parcialmente. Estos resultados permiten suponer
que la regién HHCC podria estar implicada en el reconocimiento de la region terminal del
LTR viral, en el posicionamiento correcto de este ¢ en interacciones protefna-protefna.

(Donzella y col, 1998; Jonssony col, 1996; Hindmarsh and Leis, 1999).



IN M-MuLV (47 kDa)
1 57 61 94 97 125 184 220 404 aa
H H G C D D E 7
HN -COOH
dominio HHCC dominio catalitico dominio C-terminal

IN HIV-1 (32 kDa)

11216 4043 64 116 152 ‘ 288 aa
HHCC D D E
H5N COOH
dominio HHCC dominio catalitico dominio Cterminal

Figura 5. Esquema de IN M-MuLV e IN HIV-1. Las integrasas se componen de tres
dominios estructurales. El dominio N-terminal posee los aminoacidos H, H, C, C, que
conforman una estructura tipo dedos de Zinc. El dominio catalitico presenta una triada
catalitica responsable de las actividades de integracién y desintegracion. El dominico C-

terminal presenta una region de unién jnespecifica a ADN.

El dominio central o “core” corresponde al sitio catalitico de la enzima. En ¢l se
encuentra una triada catalftica de tres residuos altamente conservados (D, D, E) puesto que
la mayoria de las sustituciones en alguno de estos aminodcidos eliminan completamente las
reacciones de integracidn y desintegracion (Kulkosky y col, 1992). En este dominio se

encuentra también una regién flexible, conformando un asa que tendrfa un importante rol
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en la interaccion estable con la region de la cola-ss 5°. Experimentos recientes en VIH-1,
han demostrado que Gln 148 jugaria un rol crucial en la interaccién entre la proteina y el
ADN viral. Esta importancia estaria dada por la necesidad de estabilizar el complejo

mediante la formacién de puentes de hidrogeno (Johnson y col, 2006) (Lu y col, 2004).

El dominio C-terminal es Ia regién menos conservada de las integrasas. Mediante
mutagénesis sitio dirigida se ha podido comprobar que existe una regién de 28

amino4cidos que se unirfa inespecificamente al ADN blanco (Lutzke y col, 1994).

1os dominios aislados, expresados independientemente, han permitido determinar
que existe una dimerizacién de los dominios N-terminal y catalitico (Cai y col, 1997;
Hickamn y col, 1994). Experimentos de mutagénesis de los diferentes dominios en IN de
VIH-1 permitieron conocer que los tres dominios existentes en esta proteina, son
indispensables para las actividades de procesamiento y transferencia de hebra. La
complementacion en frans encontrada, permitié plantear la posibilidad de que la enzima
funcione como un multimero (Engelman y col, 1993). Experimentos realizados en M-
MuLV, han penniﬁcfo confirmar la idea de que la actividad catalitica de la enzima estaria
determinada por la interaccién entre sus tres’ dominios y una multimerizacion de estos

(Donzella y col, 1998).
3.- Rol del dominio N-terminal.

Utilizando una integrasa de M-MuLV que no posee el dominio N-terminal (IN

106-404) (figura 6), se observé que la carencia de este dominio anulaba la actividad de

10
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procesamiento 3', limitaba la actividad de transferencia de hebra y aunque era capaz de
desintegrar sustratos que imitan al intermediario formado durante la integracion (sustrato
dumbbell), era necesaria la presencia de la region de la cola ss-5° para desarrollar esta
actividad. Se observo también, que la actividad de integracion, podia ser recobrada si se
complementaba la reaccién adicionando una IN que solo tenia el dominio N-terminal (IN
1-105) (Jonsson y col, 1996; Yang y col, 1999; Yang y col, 2001). Este estudio permitié
confirmar que el dominio N-terminal es una estructura independiente que puede interactuar

en trans con el resto de la proteina.

1 57 61 94 97 125 184 228 4049
HH C C D D E
H;N COCH
dominio N-terminal dominto catalitico dominic C-terrainal
INWT s,
wi1-105 HiSg
N 106-404 IS

Figura 6: Esquema de mutantes por delecion de IN de M-MuLV. La enzima WT
corresponde a la integrasa silvestre, 106-404 a una mutante sin dominio amino-terminal y 1-

105 a dominio amino terminal aislado.

4 - Interaccion IN-ADN.

La estructura cristalogrifica de fragmentos de la IN de VIH-1 ha sido
determinada (Chen y col, 2000). Dado que se carece de esta informacion para IN M-

MuLV, en el laboratorio se han realizado estudios de entrecruzamiento quimico y

i1
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fotoentrecruzamiento, utilizando sustratos sintéticos de la enzima, para determinar qué

regiones de la protefna estarian involucradas en el reconocimiento del ADN viral.

Fn la reaccién de fotoenirecruzamiento, cuando se utiliza un andlogo de
nucledtido iodado, se genera una homolisis del enlace C-I produciéndose un radical C*.
Esta especic altamente reactiva ataca residuos susceptibles en la proteina, formandose un

complejo.

Estudios realizados en VIH-1 han identificado dos péptidos provenientes del
“core” de esta enzima (residuo 49 al 69 y residuo 139 al 152), que se fotoentrecruzaron
con la cola ss-5° del sustrato de desintegracion. El péptido 139-152 forma parte de un asa
flexible, cercana al sitio catalitico (Heuer y Brown 1997) y en él se encuentran los
aminodcidos Gln 148 y Tyr 143 que darfan cuenta del entrecruzamiento (Esposito y

Craigie, 1998).

En el laboratorio, al realizar un estudio de fotoentrecruzamiento entre IN de M-
MuLV y un sustrato de desintegracion tipo dumbbell, que presenta una sustitucion con 5-
iododesoxiuridina (5-IdU) en la regién 5°, se ha observado entrecruzamiento entre una
regién central de la enzima con la cola del sustrato de desintegracién. Esta interaccion
ocurriria, al igual que en VIH-1, a través del asa flexible, ubicada en el dominio central de
la proteina. De los aminoécidos presentes en esta asa s piensa que el residuo de histidina
(His208) estaria participando en la reaccién de fotoentrecruzamiento con 5-IdU (Vera y
col, resultados no publicados, 2002) ya que en otros sistemas se ha descrito que histidina,

aminas primarias y aminoacidos arométicos son susceptibles a la reaccion con iodouridina

’ 12
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(Normis y col, 1996). Esta asa tiene probablemente una funcién en la estabilizacion del
sustrato procesado y en la correcta interaccién entre los dominios de la proteina, dado que
ademss se ha descrito que la modificacién por NEM de la cisteina 209 presente en esta asa
afecta la complementacién por el dominio HHCC sin modificacién quimica (Donzella y
col, 1998). En base a los antecedentes descritos, y para analizar el rol de Ia histidina
presente en el asa catalitica en la interacci6n de la proteina con la region 5° del sustrato de

desintegracion, hemos disefiado la construccién de la mutante His208->Ala de IN 106-404

de M-MuLV.

13
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5.- Hipbtesis

Ia histidina 208 de la integrasa de M-Mul'V participaria en la uni6n, directa o

indirectamente, al extremo 5’ del sustrato de desintegracién.

6.- Objetivos

General

Determinar si la mutacion F208A de IN 106-404 afecta su actividad.

Especificos

. Construccién de 1a mutante IN H208A 106-404 por PCR sobrelapado en el vector

de clonamiento pGEM-T.

. Subclonamiento en el vector de expresion pET 21a.

» Purificacion de integrasa.

. Caracterizacién de la mutante en cuanto a capacidad de integracion y

desintegracion.

14
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II. MATERTALES

1.- Oligonucledtidos sintéticos de ADN

Se utilizaron los siguientes oligonucleotidos: 2783* 5°-
GTCAGCGGGGGTCTTTCATT-3’, 2785 5°-AATGAAAGACCCCCGCTGAC-3’, Proc-
LTR 5-GTCAGCGGGGGTCTTTCA-3’, C-LTR 5’-AATGAAAGACCCCCGCTGAC-
3, 6015 5-CATGAAGCGTAAGCTTTCAACCTGCGTAAGCAGGTAGACCG AGAC
CGTAAGGTCT-3", 7440 5°- TGAAGCGTAAGCTTTCAACCTGCGTAAGCAGGTAG
ACCGTAAGCAGGTAGACCGTAAGGTCT-3", 6015/5IdU, partidor sentido PI 5'-
CGCGCATATGTCTGCCGTTAAACA3',  partidor  antisentido  P.Term  5'-
CTAGTTATTGCTCAGCGGTG-3", partidor  antisentido MIH208A 5—
GGGTCTGTATGCACAAGCTAATTITC-3", partidor sentido MIIH208A 5'-

GAAATTAGCTTGTGCATACAGACCC3'.

2.- Reactivos

BIO-RAD: Acrilamida de grado electroforético, estindares de proteinas de amplio rango
para electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes, persulfato de

amonio, TEMED.

Boehringer Mannheim Biochemicals: Bisacrilamida de grado electroforético

Calbiochem: HEPES sal sddica, Tris base y Glicina.

DIFCO Laboratories: Reactivos para cultivo microbiolégico.
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GIBCO BRL: Agarosa grado electroforético, estindares de proteinas pretefiidos de amplio

rango, Taq polimerasa.

Tnvitrogen: Enzimas de restriccion, partidores para PCR, marcadores de pares de bases

para electroforesis en geles de agarosa, desoxinucle6tidos.

I.T. Baker: Solventes organicos grado HPLC y sales.

Merck: Sales, tampones y solventes orgnicos grado pro-analisis.
NEN: (y-*P) dATP, 6000 Ci/mmol.

Pharmacia Biotech: Sephadex G-25.

Promega: Enzimas de restriccion, T4 ADN ligasa, kits para minipreparaciones de ADN

plasmidial y para purificacion de productos de PCR desde gel.

Qiagen: Kif para purificacién de fragmentos de ADN desde gel.

Sigma Chemical Co.: Sales, reactivos y proteasas de grado biologia molecular.

Biolabs: Enzimas de restriccion.

Novagen: Escherichia coli DH5c. y BL(21)DE3 (material mantenido en el laboratorio).
3.- Plasmidos

Los vectores recombinantes pETINH1 que codifican para IN 1-404, IN 106-404 e

IN 1-105 (Jonsson y Roth, 1993) fueron proporcionados por la Dra. Monica J. Roth del

16
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Department of Biochemistry, University of Medicine and Dentistry of New Jersey-Robert

Wood Johnson Medical School, Piscataway, New Jersey, EE.UU.
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1II. METODOS
1.- Construccién de mutante IN H208A 106-404.
1.1.- Disefio de partidores mutagénicos.

Para el disefio y andlisis de los partidores externos y mutagénicos se utiliz6 el

programa OligoTech. Estos fueron utilizados como se explica en la figura 7.

Ndel Ndel
479 Bamfil
308
t 1HH
- bl =
PI — P Term.
106-404 H2084 TN —
FragmentoI Ml . oI
ragmen|
T agm
Fragmento Mutagénico Total
MIH208A 1071 pb
5 -GGGTCTGTATGCACAAGCTAATTTC-3'. .
MITH208A

5'-GAAATTAGCTTGTGCATACAGACCC-3

Figura 7: Esquema reacciones de PCR. Se realizé una mutagénesis sitio-dirigida por
PCR para cambiar el codén 208 desde CAT a GCT. El método de extension solapada
requiere 2 primers mutagénicos (MI y MID) y otros 2 exteriores (P1 y P Term.) que
permiten la amplificacién de un fragmento 5° (I) y un fragmento 3" (II) que se solapan.
Ambos fragmentos, I y II, portan la mutacién. A continuacién se utilizan los fragmentos I

y I en otra reaccién para producir ¢l ADN mutado de longitud completa.
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1.2.- Aislamiento de templado desde vector pETINHI.

Se amplificé y aisl6 el fragmento codificante de IN 106404 desde el vector

pETINHI, utilizando los partidores PI'y P Term.

La mezcla de reaccion consistié de: 36,5 pL de agua, 5 pL de tampdn de PCR
10X (Tris-C1 100 mM pH 8,5, KC1 500 mM), 1,5 pL de MgCl; 50 mM, 1 pL de mezcla de
desoxinucledtidos (INTPs) 10 mM, 1 pL, de ADN pETINH1 (IN 106-404) (5 ng/pL), 2,5
uL de cada uno de los partidores PI (10 pM) y P terminador (10 pM) y 1,0 pL Tag
polimerasa (5 U/uL). El programa utilizado consistié en 32 ciclos de amplificacién con
una temperatura de 94°C de denaturacion (30 seg.), 52°C de apareamiento de los partidores

(30 seg.) ¥ 72°C de extensién (1 min.).
1.3.- Electroforesis de ADN en gel de agarosa y purificacién desde gel.

El ADN se analizé por electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%, tefiido con
bromuro de etidio (0,5 mg/mL). El ADN fue extraido del gel y purificado siguiendo el
protocolo de purificacién desde geles de agarosa del kit para purificacion de fragmentos

desde gel de Qiagen, USA.

1.4.- Amplificacién de IN de M-MuLV por PCR para obtener los {ragmentos

mutagénicos I y IL

Las mezclas de reaccion consistieron en: 36,5 pl. de agua, 5 pL. de tampén de

PCR 10X, 1,5 pL de MgCl, 50 mM, 1 pl. de dNTPs 10 mM, 1 pi. de ADN obtenido en Ia
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etapa 1.3 (5 ng/ul), 2,5 pL de cada partidor (P/MIH208A para fragmento Iy P
terminador/MITH208A para fragmento I} y 1,0 uL., Tag polimerasa (5 U/pL). El programa

utilizado fue el mismo de la etapa 1.2.
1.5.- Amplificacion de fragmento mutagénico total.

La mezcla de reaccién consistié en: 18 pL de agua, 5 pL de tampén de PCR 10X,
1,5 pL. de MgCl, 50 mM, 1 pIL de dNTPs 10 mM, 10 pL de cada fragmento mutagénico Iy
II, obtenido en la etapa 1.4. (5 ng/pL), 2,5 pL del partidor PL, 2,5 pL del partidor
terminador y 1,0 uL Tag polimerasa (5 U/uL). El programa utilizado consistié en 32 ciclos
de amplificacién con una temperatura de 94°C de denaturacién (30 seg.), 45°C de

apareamiento de los partidores (30 seg.) y 72°C de extensién (1 min.).
1.6.- Ligacién al plasmido p-GEM-T.

La mezcla de reacci6n para la ligacion consistio en: 1 plb pGEM-T (50 ng/uL), 7 pL
tampén de ligacion rdpida 2X (kit Promega), 5 pL fragmento mutagénico (10 ng/uL)y 1
uL, T4 ADN ligasa. Se realizé el control de ligacion incluido en el kit y control de ligacién

con una mezcla que no tenfa inserto. La mezcla fue incubada por 2 horas a 24°C.

1.7.- Preparacion de células competentes.
}

Las células competentes DH5a y BL21 fueron preparadas segimn el siguiente
protocolo (Maniatis, modificado): se inocularon 30 mL de medio LB (1% triptona, 0,5%

extracto de levaduras, 0,5% NaCl, pH 7,5) con cada cepa de E. coli; se dejaron creciendo a
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37°C, con agitacion. Al dfa siguiente se tomaron 25 mL y se inocularon 475 mL de medio
SOB (2% triptona, 0,5% extracto de levaduras, 0,05% NaCl, 1% v/v 250 mM KCl, 0,5%
viv 2 M MgCly, pH 7,0). Se dejé creciendo a 37°C con agitacién y cuando alcanzd una
densidad 6ptica de 0,6 fueron puestas en hielo por 10 minutos. A continuacion se
centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se resuspendieron en 80 mL de TB frio
(10 mM Pipes, 55 mM MnCl, 15 mM CaClz, 250 mM KCL, pH ajustado a 6.7 con KOH)y
se pusieron en hielo 10 minutos més. Luego nuevamente se centrifugaron a 5000 rpm por
10 minutos y se resuspendieron en 20 mL de TB fiio. Finalmente se agregé DMSO a una

concentracion final del 7%. Las células fueron puestas en hielo por 10 min. y se alicuotaron

en fracciones de 500 pL y fueron guardadas a —-80°C.
1.8.- Transformacion de células DHS5a.

Una vez removidas del refrigerador a —80°C y descongeladas en hielo, 100 pL de
células competentes para cada transformacion fueron puestas en un tubo Falcon de 15 mL
estéril en hielo. Se les agregd la mezcla de ligacién de la etapa anterior y se homogeneizd.
La mezcla fue incubada en hielo por 30 minutos. A continuacién se incubaron las células a
42°C por 45 segundos sin agitar. Se agregé 0.95 mL -de medio SOC (2% triptona, 0,5%
extracto de levaduras, 0,05% NaCl, 1% v/v 250 mM KCI, 0,5% viv 2 M MgCl,, 20 mM
glucosa, pH 7,0) a 20°C y se incubaron a 37°C por 1 bora con agitacién. Transcurrido este
tiempo se plaquearon 300 pl en placas LB/ampicilina (1%triptona, 0,5% extracto de

levadura, 0,5% NaCl, 1,5% agar, pH 7,5 y 200 pg/mL ampicilina) y se incubaron a 37°C
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por 24 horas, La eficiencia de transformacién de las células fue de 10° colonias por Ing de

plasmido.
1.9.- Mini preparacién de ADN plasmidial y seleccién de clones positivos.

Se realizé un cultivo de 16 h. en medio LB/ampicilina de las colonias
transformadas. Se realizd una exiraccién de ADN plasmidial a los cultivos utilizando el
método para “miniprep express” que consistié en: tomar un mL de cultivo de noche y
centrifugar a 10.000 rpm por 5 minutos; a continuacién se eliminé el sobrenadante y se
resuspendié el precipitado en 300 pL de solucién STET (0.1 M NaClL, 10 mM Tris-Cl pH
8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 5% Tritén x-100). Se pusieron los tubos en hielo, se agregé 25
pL de lisozima (10 mg/mL en 10 mM Tris pH 8.0) y se incubaron en hielo por 3 minutos.
Luego, sin agitar, se incubaron los tubos a 100°C por 2 minutos; se centrifugaron por 5
minutos a 10.000 rpm y se transfirié el sobrenadante a un fubo eppendorf nuevo. A
continuacién se agregaron 400 pL de resina y se mezclo por inversién 5 minutos, luego se
centrifugé a 2000 rpm por 1 minuto y se elimind el sobrenadante. Siguiendoe con el
protocolo, se lavé el precipitado con 500 pL de etazlol 80% y se centrifugé a 2000 rpm por
1 minuto; se eliminé el etanol y se dejé secar a temperatura ambiente 1 hora
aproximadamente. El precipitado obtenido se resuspendio en 60 L. de agua, se centrifugd

a 2000 rpm por un minuto y el sobrenadante se transfirié a un tubo eppendorf nuevo.

Para cuantificar el ADN plasmidial obtenido se realizé una digestion de 2 horas a

37°C con Neol bajo las siguientes condiciones: 8 pL de sobrenadante del paso anterior, 1




23

pL tampon N°3 (50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, pH 8.0) y 1 uL de

enzima.

La confirmacién de la presencia del inserto esperado se realizé mediante
digestién con la enzima Ndel siguiendo las instrucciones del fabricante. Este protocolo fue

utilizado cada vez que fue necesario cuantificar el ADN.
1.10.- Precipitacidn y concentracién de ADN.

El ADN se concentrd por precipitacion con etanol y acetato de amonio. Para ello
se agreg6 1/10 de volumen de acetato de amonio 6M, 1 pL de glicdgeno y 2,5 volimenes
de etanol. La mezcla se incubd toda la noche a —20°C y al dia siguiente se centrifugé a
10.000 rpm por 15 minutos; se eliminé el sobrenadante (dejando 20 puL) y se lavé con 200
ul de etanol 70%. Se centrifugé nuevamente por 15 minutos a 10.000 pm y el
precipitado se seco a temperatura ambiente por 1 hora. E1 ADN se resuspendié en 20 pL

de agua destilada estéril.
1.11.- Secuenciacion.

La secuenciacion del ADN plasmidial pGEMT-I1208A IN 106-404 se realizd
por amplificacién por PCR en el centro de secuenciacién de la empresa Genética y

Tecnologia (GENYTEC), utilizando 10 pL de ADN (40 ng/pL} y 10 pL de los partidores

PI y terminador 10 pM.

23
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1.12.- Maxipreparacion de ADN plasmidial.

Se realiz6 una purificacién de ADN plasmidial a gran escala. Para ello, se dejo
un cultivo de 16 horas noche de la cepa transformada en 300 mL de medio LB/ampicilina.
Se realizo una extraccion de ADN plasmidial por lisis alcalina que consistié en: tomar los
300 mL de cultivo y centrifugarlos a 5000 tpm por 10 minutos a 4°C. Eliminar el
sobrenadante y resuspenderlo en 10 mL de solucion I (50 mM glucosa, 25 mM Tris-Cl pH
8.0, 10 mM EDTA pH 8.0). En esta etapa, y en todas las siguientes, se trabaj6 en hielo. Se
agregd 1 mL de lisozima (10 pg/mL en tris pH 8.0), se homogeneizd cuidadosamente con
la pipeta y se agregaron 20 mL de solucién II (0,2 N NaOH, 1% SDS). La mezcla se
incubé 10 minutos y trascurrido ese tiempo se agregaron 15 mL de solucién I frifa (60 mL
acetato de potasio 5M, 11,5 mL acido acético glacial, 28,5 mL agua destilada). Se realiz6
una agitacién corta y se centrifugé a 4000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante se filtré
con lana de vidrio v se precipitdé agregando 0,6 Vol. de isopropanol. Nuevamente se
centrifugé a 4000 rpm por 15 minutos y el precipitado s.e dejé secando 2 horas a
temperatura ambiente. Una vez seco, se resuspendi6 en 2 mL de agua destilada estéril y se
separé en 4 tubos eppendorf. A cada tubo se le agregé 1 Vol. de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico 24:23:1, se mezcl6 por vértex 30 segundos y se centrifugo a 12.000 rpm por 10
minutos, luego el sobrenadante fue trasferido a un tubo eppendorf nuevo. Este
procedimiento se repitié dos veces mds. Posteriormente se realizé una extraccién con 1
Vol. de cloroformo:alcohol isoamilico 23:1, se centrifugd a 12.000 rpm por 5 minutos y el

sobrenadante obtenido se precipité con 2,5 Vol. de etanol 100% y 1/10 Vol. de acetato de
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amonio 6 M. La mezcla se centrifugé a 12000 rpm por 10 minutos y el precipitado se dejo
secando 2 horas a temperatura ambiente. Luego, el ADN fue resuspendido en 200 pL de

agua destilada estéril/ RNAsa (10 pg/mL) e incubado por 1 horaa 37°C.

1.13.- Digestion del ADN plasmidial pGEM-T 106/404 11208A IN y del vector

pET21a con BamHI y Ndel.

La digestion del vector P-GEMT que Ileva la integrasa mutada se realiz6 en dos
etapas. En la primera se incubd el ADN con la enzima Bamll bajo las siguientes
condiciones de reaccién: 150 pL de ADN (7,5 pg), 17 pL de tampén N°3 y 3 pL de
enzima. La reaccién fue incubada por 3 horas a 37° C. En la segunda, y debido a que ¢l
gen de IN presenta un sitio interno de corte para Ndel, se realizé una digestion parcial con
la finalidad de obtener el fragmento completo. La digestion se realizé de la siguiente
manera: 23 pL de esta mezcla (1 pg de ADN) mas 1 pL enzima diluida 1U/pL fueron
incubados a 37°C por 25 minutos. Transcurrido este tiempo, la enzima fue inactivada por

15 minutos a 65°C.

Para la obtencion del vector pET21a, se realizd una purificacion desde un cultivo
bacteriano de 16 horas, siguiendo el protocolo descrito en métodos 2.2.7. A continuacion,
el vector fue digerido con BamHI y Ndel simultineamente. La mezcla de digestién del
vector consistié en 10 pL de ADN plasmidial (6 pg), 1 pL de BamHI, 1 pL Ndel, 2 pL de

tampén N°3 (Invitrogen), 6 pL de agua destilada estéril; incubada 3 horas a2 37°C.
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1.14.- Ligacion.

Se realizo6 una mezcla de ligacion bajo las siguientes condiciones: 5 pl de
fragmento mutagénico de 1.071 pb (25 ng), 1 pl de vector pET 21a/BamH]I/Ndel (50 ng), 2
pl de tampén de ligacién 10X (250 mM Tris-HCl (pH 7.6), 50 mM MgCl,, 5 mM ATP, 5
mM DTT, 25% (w/v) polyethylene giycol-8000), 1 pl de T4 ADN ligasa 3 Uy y 11 pl de
agua. Se realizaron controles de ligacién con el vector pET21a digerido con BamHI y con
el vector digerido con ambas enzimas. Las mezclas de ligacion fueron incubadas a T°

ambiente por 4 horas y luego dejadas a 4°C toda la noche.

1.15.- Transformacién de células DH5a y seleccién de clones positivos para 106-

404 H208A IN de M-MuLV.

La trasformacion de E. coli DI5a se realizé del modo descrito en materiales y

métodos 1.8.

Las colonias obtenidas se crecieron 16 horas en medio LB/ampicilina y se realiz6
una purificacién de ADN plasmidial del mismo modo que fue descrito en materiales y
métodos 1.9. Se realizd un andlisis del tamafio del pldsmido obtenido por digestion con
BamHI y Ndel. Las condiciones de restriccién fueron las siguientes: 3 pL. de ADN
plasmidial, 1 pL de tampén N°3, 0,5 pL. de enzima y 5,5 pL de agua destilada estéril. La

digestion se realizo 1 ha37° C.

3




27

Los clones que resultaron positivos para este segundo anilisis fueron guardados

en soluciones stock en medio LB/ampicilina/glicerol 20% a —-80°C.
1.16.- Transformacion E. coli BL21.

Con el ADN obtenido en la etapa anterior se transform6 la cepa de expresién de
E. coli BL21(DE3). El protocolo de preparacion y transformacién de las células

competentes fue descrito en métodos 1.8.
2 .- Purificacion de IN de M-MuLV expresada en bacterias.

Las IN recombinantes (1-404, 1-105, 106-404 y H208A 106-404) poseen un
segmento adicional de seis histidinas en alguno de los extremos amino o carboxilo terminal

que presentan afinidad por la resina NTA-Ni** (Figura 6).

A partir de 1 I, de cultivo, de cada una de las cepas, con una densidad Gptica a
600 nm de 0.8 se indujo la expresién de la enzima agregando IPTG 1 mM. Luego de
incubar por 3 h a 37°C con agitacion, las células fueron colectadas a 6000 rpm a 4°C por 20
min y las bacterias colectadas fueron resuspendidas en 40 mL de solucién de solubilizacion
(10 mM CHAPS, 10 mM Imidazol, 50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 1mM PMSF, 1 mM
benzamidina, 2 pg/mL leupeptina, 2 ug/mL aprotinina). Una vez que la solucién se
encontraba homogénea, s¢ agregé 100 mg de lisozima y se¢ mantuvo en hielo por 15
minutos. Luego, Ias bacterias fueron sonicadas en hielo, en 4 ciclos de 15 seg cada uno. A
continuacion, se centrifugé a 6000 rpm por 1 hora, se tomd el sobrenadante y se incubo

toda la noche a 4°C con agitacion constante con 1 mL de resina NTA-Ni*" equilibrada
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previamente por 10 minutos con solucién de solubilizacién. La mezcla se centrifugé a 4000
rpm y el sobrenadante se guardé a 4°C. La resina se lavé con 40 mL de tampén de lavado
(10 mM CIHAPS, 25 mM imidazol, 50 mM NaH;PO4, 1 M NaCl, 10 mM 2-
mercaptoetanol, 20% glicerol). Luego, la resina resuspendida se traspasé a una columna y
se lavo con 5 mL de tampén de lavado con una concentracién final de 50 mM imidazol
distribuido en 5 etapas de 1 mL cada uno. Cada fraccién de 1 mL se colecté en tubos
eppendorf y se mantuvo en hielo. F! mismo procedimiento se utilizé con el tampdn de
lavado con una concentracién final de 100 mM imidazol y con una conceniracién final de
250 mM imidazol y 50 mM NaH,PO4. La concentracion de proteinas de cada fraccion se
determing por el método de Bradford (Bradford, 1976). Aquéllas donde la proteina se
encontraba mas concentrada, fueron dializadas contra 200 mlL de solucién de dialisis (20
mM HEPES pH 7,4, 0,1% Nonidet P-40, 1,5 mM DTT, 400 mM KCl, glicerol 50%) a 4°C

toda la noche.
2.1.- Western Blot

Se realizé6 un ensayo western blot utilizando un anticuerpo policlonal anti-
integrasa. Para ello se cargd, en un gel de poliacrilamida al 12%, 5 pL de cada fraccién de
dialisis y un estdndar de proteinas pretefiidas de amplio rango. Las proteinas se sometieron
a una electroforesis a 200 V por 40 minutos y se realizé la transferencia desde el gel auna
membrana de nitrocelulosa por electroforesis a 14 V toda la noche. Al dia siguiente, la
membrana se incubd con solucién de bloqueo 5% leche descremada, PBS 1X (137 mM

NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na,HPOy, 1,4 mM KH;PO,, pH 7,3), por dos horas con
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4

agitacién constante. Luego se agregd a la misma solucién el anticuerpo primario anti
integrasa hasta una dilucién de 1:1000 y se incubd con agitacion por 1 hora. Se realizaron
5 lavados con PBS 1X de 10 minutos cada uno. En cada oporfunidad la membrana era
incubada con agitacién, La membrana se incubd con el anticuerpo secundario conjugado
con fosfatasa alcalina por una hora a una dilucién 1:5000 en solucién de bloqueo. A
continuacién se realizaron 5 lavados con PBS 1X de 10 minutos cada uno. Para revelar la
presencia de integrasa en la membrana se incubd esta con una solucién con NBT 0,1%
P/Vol. (0,5 g de NBT en 10 ml de dimetilformamida al 70%, en tampén fosfatasa alcalina
pH 9.5 (100 mM NaCl, 5 mM MgCI2 , 100 mM Tris)), mas BCIP 0,05% P/Vol. (0,5 g de
BCIP en 10 ml de dimetilformamida al 100%) hasta observar la aparicion de bandas. La

reaccion se detuvo lavando la membrana con agua destilada.
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3.~ Ensayos de actividad.
3.1.- Marcaje y purificacion de sustratos.

Los oligonucledtidos utilizados en los experimentos de fotoentrecruzamiento y de
actividades enzimdticas fueron marcados radiactivamente con (y-2P) dATP en su extremo
5', utilizando la enzima T4 polinucledtido quinasa, mediante la siguiente reaccién: 40
pmoles de oligo fueron incubados con 0,5 U de T4 polinucledtido quinasa en tampén de
reaccién (70 mM Tris-Cl pH 7,6, 10 mM MgCl, 0,1 M KCI, 1 mM {-mercaptoetanol) en
un volumen de 20 pL. La reaccion se realiz6 por 1 hora a 37°C y se detuvo agregando 20
L de buffer formamida 2X (90% formamida, 20 mM EDTA, 0,01% azul de bromofenol,

0,01% xilen cianol).

Los oligonucledtidos utilizados para medir la actividad enzimética de las
integrasas, fueron purificados desde geles de acrilamida 20%, urea 7 M. Una vez
determinada su migraci(')n por autoradiografia, cada oligo fue cortado del gel y eluido en
buffer acetato (0,5 M acetato de amonio, 5 mM MgCl;) a temperatura ambiente toda la

noche.

Los oligonuclettidos utilizados para las reacciones de fotoentrecruzamiento
fueron purificados por centrifugacién en columnas de Sephadex G-25, equilibrada con una

solucién 20 mM HEPES pH 7.8.
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Ehuidos los oligos del gel, se concentraron en speedvac hasta 100 pL. Para
precipitarlos se les agregé 1 mL de etanol 100% y fueron enfriados por 1 hora a -20° C.
Luego se centrifugd por 30 min a 12000 rpm y el precipitado fue lavado dos veces con 500

pL de etanol 70% y se dejo secar a T° ambiente. Los oligonucledtidos fueron

resuspendidos en 40 pl. agua destilada estéril.

Para obtener el sustrato LTR de doble hebra para las reacciones de procesamiento
y tranisferencia de hebra, los oligonucledtidos marcados fueron hibridados con el oligo frio
complementario (2783*- 2785 para procesamiento y Proc LTR*-C-LTR para transferencia
de hebra). La condicién de hibridacion fue la siguiente: a cada oligo]se le agregd 80 pmoles
de oligo complementario y 4 uL. de 1 M NaCl. La solucion se calent6 a 85°C por 3 minutos

y se dejo a enfriar lentamente hasta 30°C. Los oligonucleétidos fueron mantenidos a —20°C.

3.2.- Medicion de la actividad de IN in vitro.

Las reacciones de procesamiento y transferencia de hebra se realizaron en las
siguientes condiciones: 15 pmoles de enzima fueron incubados con 1 pmol de sustrato
marcado radiactivamente en tampon STT 1X (20 mM MES pH 6.4, 10 mM KCI, 10 mM
DTT, 20 mM MnCl,, glicerol 5%). Las reacciones se realizaron a 37°C por 1 h. La
reaccion de desintegracion se realizd de manera similar, wtilizando tampdén para
desintegracion 1X (20 mM PIPES pH 8,0, 10 mM CHAPS, 0,05% Nonidet P-40, 25 mM
MnCl, y 10 mM DTT). Las reacciones fueron detenidas con 20pl. de tampdn formamida

2X. Los productos de estas reacciones fueron separados en geles de acrilamida 20%, urea 7
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M. La electroforesis se realizd por 2-3 horas a 80W. Los geles fueron secados al vacio a
75°C y sometidos a una exposicion autoradiografica con placas Kodak BioMaxMR o en

Phosphorimager.

4.- Estudios de fotoentrecruzamiento de IN con sustratos de desintegracion

"dumbbell" modificados con 5-IdU y marcados con y-(*°P).

El marcaje de los oligonucledtidos utilizados en esta reaccion se realizé del modo
descrito en métodos 3.1. Las reacciones de fotoentrecruzamiento se realizaron bajo las
siguientes condiciones: 15 pmoles de enzima, ! pmol de sustrato marcado, tampon DES
1X. La mezcla fue irradiada en hielo por 30 minutos a 0,240 Joules x seg/cm® en un UV
Radiator Vilber Lourmat a una distancia de 9 cms de las ldmparas UV. Posteriormente, se
removieron alicuotas de 5pL. y los productos de la reaccion se separaron en geles de

poliacrilamida al 20%, visualizindose por autoradiografia.
4.1.- Digestion de productos de fotoentrecruzamiento con nucleasa S1.

Se realizé una incubacion de las alicuotas de los aductos formados en la etapa
anterior con la nucleasa S1. A 5 pL de la mezcla de fotoentrecruzamiento se agreg6 2 pL
de tampdn de reaccion 10X de S1 (300 mM acetato de sodio pH 4,6, 10 mM acetato de
zinc y 0,5% glicerol), 1 pL de S1 (1U/ul), 0,33 pL de 3 M NaCl y se llevo a 20 pL con
agua. Las mezclas se incubaron por 1 h a 37°C. Posteriormente, la digestion se visualizé

por auto radiografia de un gel de poliacrilamida al 20%.
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IV. RESULTADOS

Estudios de modificacidn quimica y de entrecruzamiento ADN-proteina
realizados enn M-MuLV IN sugicren que el extremo 5" de un sustrato que imita al
intermediario formado durante la integracidn, se uniria a una region del dominio central de
la integrasa que contiene a la cisteina 209 (Vera J, Leén O, resultados no publicados).
Estudios de modelamiento sugieren que esta cistefna se encontraria formando parte de un

asa flexible de 14 aminodcidos, cercana al sitio activo.

Para comprender la importancia del asa flexible en la estabilizacién del sustrato
procesado se han iniciado estudios de mutagénesis sitio dirigida en esa regiéon. A

continuacion se presentan los resultados correspondientes a la mutacion de la histidina 208.

1.- Construccitén de la mutante IN H208A 106-404.

Para la reaccion de mutagénesis sitio dirigida se utilizé el plasmido pETINH]1 que
contiecne un fragmento del gen que codifica IN del virus M-MulV (IN 106-404).
Utilizando los partidores PI y P Term se amplifico un fragmento de 1.071 pb, que se utilizé
de templado en la reaccion siguiente. Luego de la purificacién se obtuvieron 400 ng de
ADN. La identidad del fragmento fue establecida por analisis de restriccién con la enzima
Ndel. Asi, se observo la liberacion de dos fragmentos de 592 y 479 pb, ya que existe un

sitio un sitio interno Ndel en el gen de integrasa.

La primera etapa de la reaccién de mutagénesis sitio dirigida consistié en la

amplificacion de los fragmentos 1 y II, indicados en la figura 7, que al alinearse son
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capaces de incorporar la mutacién H208A. El resultado de esta reaccion y de la posterior

purificacion de los amplificados, se observa en la figura 8a.

Luego de purificar los fragmentos mutagénicos, se obtuvieron 250 ng de cada
uno. La segunda etapa de la reaccién de mutagénesis sitio dirigida consistio en la
amplificacion del fragmento de ADN de 1.071 pb, portador de la mutacién H208A. Para
esta reaccion se utilizaron de templado los fragmentos mutagénicos I y I, obteniéndose
200 nig. En la figura 8b se observa el fragmento completo. La identidad del fragmento se

corrobord por andlisis de restriccion con la enzima Ndel.
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Figura 8: A) Electroforesis de fragmentos mutagénicos IN H208A 106-404 1 y 1L
Fragmentos mutagénicos I y II en carriles 1 y 2 respectivamente. PM: estindar de peso
molecular 100 bp, Invitrogen. B) Electroforesis de amplificado final. Fragmento

mutagénico total en carril 1. PM: estandar de peso molecular ADN A/HindIIl, Invitrogen.

El ADN de 1.071 pb se ligé al plasmido pGEM-T en una razén 3:1 (inserfo (50
ng): vector (50 ng)) y la mezcla se utilizé para transformar E. coli DHS50. Se obtuvieron 30
colonias, mientras que en el control sin inserto se obtuvieron solo 3 colonias. Se analizaron

dos colonias por digestion del ADN plasmidial con la enzima Ndel. En la figura 9 se
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observa que en ambos clones analizados se liberan dos insertos (592 pb y 479 pb) que

corresponde a lo esperado.

La presencia de la muiacién se confirmé por secuenciacién automatica del ADN
plasmidial del clon 1 (pGEM IN H208A 106-404). En la secuencia obtenida se observé el
cambio en el triplete CAT en Ia posicion 208, que codifica histidina, por el triplete GCT,
que codifica alanina. Ademas, se observé la mutacién del codén ACG por ACT en el
triplete 111. Esta mutacion, de caracter silencioso, no cambia la secuencia de la proteina

pues ambos codones codifican para treonina.
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Figura 9. Anilisis de restriccion de clones p-GEMT/ IN H208A 106-404. Digestion del
ADN de clones 1 y 2 con la enzima Ndel; carriles 1 y 2 respectivamente. PM: estandar de

peso molecular ADN A/HindIH, Invitrogen.

2 .- Subclonamiento y expresion de la mutante IN H208 106-404.

El fragmento de ADN de 1.071 pb, codificante para la IN H208A 106-404, se liber6
desde el plasmido pGEMT IN H208A 106-404, cortando con las enzimas BamHI y Ndel
(figura 10) y se purifico por electroforesis en agarosa, obteniéndose 200 ng. El fragmento
liberado se lig6 al plasmido pET21a previamente digerido con BamHl y Ndel en una razon

3:1 (inserto (25 ng): vector (50 ng)), y se realiz6 una transformacion de células competentes
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de E coli IM109. El resultado de la transformacién fue de 12 colonias para la
transformacién con la mezcla de ligacién que llevaba el inserto de la mutante de integrasa

IN H208A 106-404, mientras que en el confrol sin inserto se obtuvieron 5 colonias.

Tamario (pb) ! Tamaiio (pb)
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Figura 10. Liberacién de inserto IN H208A 106-404 desde el plismido pGEM-T.
Digestién total del ADN clonado en pGEM-T con la enzima BamHI y digestién parcial con
la enzima Ndel para obtener el fragmento total. El fragmento liberado de 1.071 pb se

observa en el carril 1. M: estindar de peso molecular 100 pb, Invitrogen.

La seleccion de clones positivos se realizé por digestion con la enzima BamHI
Como se observa en la figura 11-A, en los carriles 2 y 4, solo 2 de las colonias analizadas
presentaron un plismido de un tamafio de alrededor de 6.700 pb, que coincidia con el

tamafio esperado. Aquellos clones que de acuerdo a esta etapa resultaron positivos (2 y 4),
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fueron sometidos a un segundo andlisis de restriccién con la enzima Ndel. En ambos clones
se liberaron dos insertos de alrededor de 592 pb y 479 pb coincidentes con el tamafio
esperado (figura 11-B). A continvacidn, se realiz6 Ia trasformacién de la cepa de E. coli
BL21 (DE3) con el ADN pET21a H208A 106-404 IN y se analiz6 la expresion de la
proteina. Para esto se crecié un cultivo de 50 mL hasta una densidad Optica de 0.9, se
indujo con IPTG por dos horas, se colectaron las bacterias y se lisé el precipitado con
buffer SDS. La figura 12 muestra la separacién de proteinas fotales de la cepa pET 21a IN
H208A 106-404 en un gel acrilamida-SDS, antes y después de inducirlos con IPTG. En
cada carril de cargaron 60 ul. de cultivo. En el carril 3 se observa la presencia de una

proteina de 37 KDa, no visible en el cultivo sin induccién (carril 2).
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Figura 11. A) Analisis de restriccién de clones pET/ IN H208A 106-404. Digestion con

la enzima BamHI. Los carriles 1-7 corresponden a diferentes clones obtenidos. En los

carriles 2 y 4 se observa un plasmido de 6.700 pb que corresponderia al plismido m4s el

inserto. B) Analisis de restriccion de clones 2 y 4 con la enzima Ndel. En ambos clones,

carriles 1 y 2, se observa la liberacion de dos fragmentos de 592 y 479 pb, correspondientes

a los tamafios esperados. El estdandar de peso molecular utilizado en ambos casos fue ADN

A/Hindlll, Invitrogen.

40




41

no  Cultivo sfinducir
I <° Cultivo inducido

§.37.0 KDa

Figura 12. Perfil de proteinas totales de cultivos de E. coli transformadas con el
plasmido pET/IN H208A 106-404. En el carril 1 se observa el perfil de proteinas totales

del cultivo sin inducir, en tanto que en el carril 2 se observa el perfil de proteinas totales del

cultivo inducido con Iptg. M: esténdar de proteinas.
3.- Purificacion de integrasas.

La purificacion de las integrasas IN 1-404, IN 1-105 e IN 106-404 se realizo a
partir de los plasmidos pET IN 1-104, pET IN 1-105 y pET INH1 disponibles en el

laboratorio; en tanto que la purificacion de IN H208A 106-404 se realizo a partir del clon 4
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pET 21a IN H208A 106-404. Para ello, se crecié un cultivo de 1 L hasta una densidad
éptica de 0.9, se indujo con IPTG por 2 horas y se colectaron las bacterias por
centrifugacién. A continuacion el precipitado se resuspendi6, se lisé con lisozima y se
sonico. El sobrenadante se uni6 a una resina de afinidad (NTA-Ni Zagarosa) y las proteinas
fueron eluidas con concentraciones crecientes de sales e imidazol. Los resultados de estas

purificaciones se muestran en la figura 13.
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Figura 13. Perfil electroforético de las integrasas purificadas. Las proteinas purificadas
fueron separadas por electroforesis en un gel de acrilamida en condiciones desnaturantes.
Se cargaron 2 ug de IN WT y 6 ug de IN H208A 106-404. M: estandar de proteinas. Los
carriles 2 y 3 muestran dos fracciones distintas de integrasa WT. El carril 4 corresponde a
IN H208A 106-404 IN, mientras que el carril 5 corresponde a IN 106-404. La flechas

indican la posiciones de IN WT 45 kDa y a la mutante IN H208A 106-404 37 KDa.
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L.a concentracién para cada proteina purificada fue de: 0,5 mg/mL 106-404
H208A, 1,8 mg/mL 106-404, 20 mg/mL 1-105 y 0,9 mg/mL 1-404. La identidad de cada
una de las bandas fue confirmada por western blot, utilizando un anticuerpo anti-integrasa

disponible en el laboratorio (figura 14).

HN84 105404 1105 105-404 WT

45 KDa

Figura 14. Western Blot integrasas. Para comprobar la expresion de integrasas se
realizOn un ensayo de Western Blot utilizando un anticuerpo anti-integrasa. En el carril 1 se
observa una banda de tamafio similar a la banda observada para IN 106-404 {carril3). El

carril 2 corresponde a IN 1-105 y el carril 4 a IN WT.
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4 .- Actividad de H208A IN 106-404
4.1.- Actividad de transferencia de hebra.

Se ha descrito que el dominio IN 106-404 es capaz de catalizar la transferencia de
hebra en presencia del dominio N-terminal IN 1-105 agregado en trans. La actividad de
transferencia de hebra de la IN silvestre, de IN 106-404 y de IN H208A 106-404 se observa
en la figura 15. Como se observa, los productos de la reaccion, que por su mayor tamafio
presentan una menor migracion en el gel, solo se observan cuando se utiliza IN WT
(carriles 2 y 3) o en el caso de IN 106-404 cuando se complementa con ¢l dominio N-
terminal, IN 1-105 (carriles 4 y 5). En cambio, no se observan productos de integracion en
ninguna de las preparaciones de la mutante IN H208A 106-404 (carriles 6 ,7 y 8). Esto
indica que tanto la IN WT, como IN 106-404, presentan actividad de integracidn, mientras

que la mutante IN H208A 106-404 es inactiva.
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Figura 15. Actividad de transferencia de hebra de mutante IN H208A 106-404.
Evaluacién de la actividad de integracién de la mutante IN H208A 106-404. El carril
corresponde al sustrato sin enzima. Los carriles 2 y 3 comesponden a reacciones con
diferentes fracciones de IN WT. Los carriles 4 y 5 corresponden a reacciones utilizando
diferentes fracciones de IN 106-404, complementada con dominio N-terminal. Los carriles

6, 7 y 8 corresponden a reacciones de transferencia de hebra con la enzima mutada.
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4.2.- Actividad de desintegracién

En la figura 16 se muestra Ja actividad de desintegracion utilizando un sustrato
dumbbell que presenta un extremo 5'(cola). Como se observa, la IN 106-404 (carril 3) es
capaz de generar un producto de menor tamafio, es decir, es capaz de desintegrar en
sustrato. En los carriles 3 y 4, correspondientes a la preparacion de la mutante IN H208A
1‘06—404, no se observan productos de desintegracion.. La figura 17, en tanto, presenta la
actividad de desintegracion, utilizando un sustrato dumbbell que no presenta el extremo 5°
(figura 4). Estudios preliminares (Donzella y col, 1998) demostraron que la IN 106-404 no
es capaz de desintegrar un sustrato que carece del extremo ss 5°, sin embargo, si se realiza
agregar el dominio N-terminal, la proteina recupera su actividad. Segin lo observado en el
carril 3, IN H208A 106-404 con la mutante IN 1-105, la enzima no genera el producto de

desintegracion y, por tanto, es inactiva. En el caso de IN 106-404, se observa el producto

esperado.
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Figura 16. Actividad de desintegracién de mutante IN H208A 106-404. Utilizando un
sustrato dumbbell con extremo 5° (cola) se evalud la actividad de desintegracion de la
mutante IN H208A 106404. El carril 1 corresponde al sustrato sin enzima. El carril 2
corresponde a la reaccién utilizando la enzima IN 106-404. Los carriles 3 y 4 corresponden

a la reaccion utilizando diferentes fracciones de IN H208A 106-404.
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Figura 17. Actividad de desintegracion de mutante IN H208A 106-404. Utilizando un
sustrato dummbell sin extremo 5° (cola), s¢ evalud la actividad de desintegracion de la
mutante IN H208A 106-404. El carril 1 corresponde al sustrato sin enzima. El carril 2
corresponde a la actividad utilizando IN 106-404 complementada con el dominio N-
terminal. El carril 3 corresponde a la actividad de la mutante IN H208A 106404

complementada con el dominio N-terminal..
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5.- Estudios de fotoentrecruzamiento

Al utilizar un sustrato dummbell que presenta una sustitucién con 5-IdU en el
extremo 5°, se observd una notoria reaccion de fotoentrecruzamiento, comparada con el
sustrato control sin sustitucion (Vera y col, resultados no publicados). El nucleétido
sustituido es complementario 2 la adenina del par 5°-CA-3°, reconocido por la enzima en el
procesamiento-3’. Experimentos de digestién con proteasas de complejos proteina-ADN
fotoentrecruzados, permitieron apuntar hacia un péptido de 5 aminoacidos (LHCAY), que
participarfa en la reaccion de entrecruzamiento. Norris y col, en 1996, describieron la
participacion de histidina, entre otros aminoacidos, en reacciones de entrecruzamiento con
5-1dU, por lo que se piensa que este residuo (His208) podrfa estar participando en la

reaccion.

En la figura 18 se presentan los resultados de la reaccion de entrecruzamiento
entre ¢l sustrato y las integrasas silvestre, IN 106-404 y IN H208A 106-404. El tamafio del
aducto protefna-ADN formado corresponde a aproximadamente 53,8 KDa para la enzima
silvestre (carriles 2 y 3) y de 41,7 KDa para la mutante IN 106-404 (carril 4), lo que sugiere
una relacién 1:1 enzima / sustrato ya descrita. En el caso de la mutante IN H208A 106-404,
carril 5, no se observa una formacion del aducto del tamafio correspondiente (41,7 KDa),

sin efnbargo, se observa una marca de alrededor de 30 KDa.
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Figura 18. Fotoentrecruzamiento de mutante IN H208A 106-404 con sustratos de
desintegracion sustituidos con 5-1dU. El carril 1 corresponde al sustrato sin enzima. Los
carriles 2 v 3 corresponden a la reaccion de fotoentrecruzamiento utilizando diferentes
fracciones de la enzima WT. El carril 4 corresponde a la reaccion utilizando la enzima IN
106-404. El carril 5 corresponde al producto de la reaccion de fotoentrecruzamiento entre el

oligo sustituido y la mutante IN H208A 106-404.

Para analizar la naturaleza de Ia marca radioactiva de alrededor de 30KDa en el

carril 5 de la figura 17, se realiz6 una digestion de los productos de la reaccion de
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entrecruzamiento con la nucleasa S1. En la figura 18, carril 5, se observa que existié una
completa digestién de la marca de alrededor de 30 KDa, sugiriendo la posibilidad de que se
hubiese tratado de un dimero de sustrato y no de un aducto formado entre la proteina y el
sustrato. Las reacciones con la enzima silvestre (carriles 2 y 3) y con la IN 106-404 (carril
4) fueron utilizadas como control pues se conoce que en las condiciones en que se realizd la
reaccion, la marca radioactiva permanece en el complejo digerido, ya que se marca el

nucledtido en el extremo N-terminal.
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Figura 19. Complejos fotoentrecruzados digerides con nucleasa S1. El caril 1
corresponde a la reaccion sin enzima. Los carriles 2 y 3 corresponden a la reaccion
utilizando diferentes fracciones de la enzima IN WT. El cariil 4 corresponde a la reaccion
utilizando la enzima IN 106-404. El carril 5 corresponde a la digestion del producto de
fotoentrecruzamiento de la mutante IN H208A 106-404 con el oligonucledtido sustituido

con 5-IdU.
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V. DISCUSION

Para persistir en una célula eucariota, los retrovirus requieren de la insercién
estable de su genoma en los cromosomas de la célula huésped. Esta reaccién, catalizada por
la enzima retroviral integrasa, requiere una serie de procesos en etapas tempranas del ciclo

replicativo (Varmus, 1988).

Experimentos de protedlisis (Engelman y Craigie, 1992), mutagénesis por
delecién (Bushman y col, 1993) y complementacion funcional (Engelman y col, 1993), han
revelado que las integrasas se componen de tres dominios estructurales, N-terminal,
catalftico y C-terminal. El dominio catalitico, ademds de tener una triada catalitica
invariante que conforma el sitio activo, posee aminodcidos implicados en la interaccién con

el ADN viral durante la integracion en la célula huésped.

Estudiando IN de VIH-1 se concluyd que los nucledtidos conservados 5°-CA-3°
del ADN viral cumplen un importante rol en el reconocimiento y la unién de la enzima

activa durante la integracion (Jonsson y col, 1993); por lo que se postuld que existiria una

interaccion especifica entre estos nucleétidos y ciertas regiones de la IN. Heuer y Brown,

en 1997 y 1998, identificaron dos péptidos provenientes del sitio catalitico de IN de VIi-
1, que se fotoentrecruzaron con la cola ss-5° de un sustrato que imita al intermediario
formado durante la integracion. Uno de ellos, que abarcaba del residuo 139 al 152,

comprendia una region denominada asa catalitica, que corresponderia a una regién

flexible, encargada de permitir los cambios conformacionales necesarios que permiten a la
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enzima reaccionar con el ADN viral a una distancia de separacion observada de 5 pb en el |

ADN blanco (20,4 A) (Dotan y col, 1995).

Dentro del dominio catalitico, mediante fotoentrecruzamiento y ensayos
enzimaticos, se ha sefialado que los aminoécidos Lys-159, Tyr-143 y GIn-148 jugarian un
rol importante, dado que su mutacion puntual se traduce en la pérdida de la actividad de
integracion en ensayos in vitro (Esposito y Craigie, 1998). De estos, Gln 148, como parte
del asa flexible de IN de VIH-1, permitiria la estabilizacion del complejo mediante puentes

de hidrégeno, como se muestra en la figura 20 (Johnson y col, 2006)

GT
CAGT 3P ——CA-™ ST
—FGTCA —GT A
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Figura 20. Estabilizacion del complejo IN-ADN viral en VIH-1. La formacion de |
puentes de hidrogeno entre Gln 148 y la citosina ubicada en la posicion -2 permitiria la |

estabilizacion del complejo (Johnson y col, 2006).

En IN de M-MuLV, al igual que IN de VIH-1, existe un sustrato de desintegracion

modelo que imita al intermediario formado durante la integracion del LTR en un sitio del
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ADN blanco Este oligonucledtido permite el estudio de los dominios de la proteina que
estan involucrados en la union y/o el reconocimiento de secuencias del LTR. Donzella y
col, en 1998, describieron la importancia de la region del extremo 5° del sustrato de
desintegracion a través de estudios de complementacion realizados con mutantes por
delecion de la IN de M-MuLV. Segtin estos estudios, IN 106-404, que carece del dominio
N-terminal, no es capaz de catalizar la desintegracién de un sustrato que carecia de la cola-
ss 5’ (figura 4). Sin embargo, al complementar en trans con este dominio aislado (IN 1-

105), la actividad era restaurada.

Estudios de entrecruzamiento quimico y fotoenu‘ecrﬁzanﬁento, ademas de ensayos
enzimdticos, han permitido identificar una region de IN de M-Mul.V que estaria
involucrada en la unidn y/o el reconocimiento de secuencias virales tales como el
dinucledtido conservado 5°-CA-3" y la region del extremo 5° del sustrato de desintegracion
(Vera y col, resultados no publicados, 2002). Al utilizar sustratos de desintegracién
sustituidos en diferentes posiciones con 5-IdU en reacciones con IN M-MuLV, se visualizé
la formacion de un complejo covalente principal. Los resuliados obtenidos fueron similares
al utilizar la enzima silvestre y la mutante IN 106-404. Para obtener informacion acerca de
la region de la proteina que participaria en el entrecruzamiento, se realizaron digestiones de
_ complejos IN-ADN con proteasas. Al comparar los péptidos tedricos que se producian de
la IN de M-MuLV, se encontrd que sélo. existe un pequefio péptido derivado del dominio
central de la enzima posiblemente LHCAY. De acuerdo a la especificidad del agente
entrecryzante utilizado, (5-iodouridina), el residuo de histidina 208 seria un posible blanco

en la reaccién de fotoentrecruzamiento (Norris y col, 1996).
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Previamente, basandose en la estructura tridimensional del dominio catalitico de la
IN de HIV-1, J. Vera y col. generaron un modelo para la estructura de la region
comprendida entre los residuos Pro178 a Ser238 de la IN de M-MuL.V (Vall110 a Glul70
en IN de HIV-1, estructura PDB 1BIC3), usando el programa de modelamiento molecular
Swiss Model (Figura 20). Al analizar la ubicacién del residuo His208, se encontro que este
formaria parte de la region flexible de la proteina, denominada asa catalitica. La ubicacion
de esta asa permite suponer que jugaria un importante rol en las interacciones de la enzima
con el ADN, promoviendo cambios estructurales que permitan la formaciéon de un

complejo proteina-ADN estable durante la integracion y desintegracion del sustrato.

Figura 21. Modelo estructural teérico de la regién central de la IN de M-MuLV.
Superposicion de las dos estructuras de las INs, de HIV-1 (en blanco) y de M-MuLV (en
celeste), destacando los residuos cataliticos de la IN de HIV-1 Asp 64 (rojo), Asp 116
(amarillo) y Glu 152 (azul) (J. Vera, tesis doctorado, programa Swiss Model 3D-

PDBViewer 3.7).
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Con el proposito de comprobar el rol de la histidina 208 en la actividad de
desintegracion de la IN de M-Mul.V, se disefié la construccion de la mutante IN H208A
106-404. La ausencia de actividad de desintegracién detectada al reaccionar la mutante IN
H208A 106-404 con el susirato de desintegracion que presenta el extremo 5°, indicaria que

el residuo His 208 estaria implicado en el reconocimiento del ADN viral,

Donzella y col, en 1996, describieron que al complementar la mutante 106-404 IN
de M-MuLV con el fragmento 1-105 IN la actividad transferencia de hebra se recuperaba.
Al realizar este experimento con la mutante IN H208A 106-404, no se observo actividad en
esas condiciones. Esta inactividad podria ser explicada porque el asa catalitica podria estar
implicada en 1a multimerizacion de la enzima y por lo tanto al sustituir la histidina 208, la
flexibilidad del asa se veria afectada impidiendo una complementacion en trans de la
enzima o una correcta disposicién de los dominios catalitico y C-terminal para llevar a cabo
el ataque nucleofilico al ADN blanco. Donzella y col, en 1999, al modificar quimicamente
con NEM el residuo Cys 209, observaron que se afectaba la complementacion por el

dominio HHCC.

Al realizar la reaccion de foloentrecruzamiento entre la enzima mutante IN
H208A 106-404 y el oligo sustituido con 5-IdU no se observod una reaccién especifica,
sugiriendo que la histidina 208 estaria implicada en el reconocimiento del extremo 5'del
sustrato de desintegracion. Estos resultados concuerdan con resultados previos, que

sostenfan que al modificar la cisteina 209 con NEM no se observaba entrecruzamiento,
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sugiriendo que este aminoacido o residuos cercanos, participarian en la unién del extremo

5 del sustrato de desintegracion (Vera y col, resultados no publicados, 2002).

Los resultados obtenidos al realizar la actividad de transferencia de hebra y de
desintegracion con un sustrato que carece del extremo 5°, permiten postular que la histidina
208, como parte de un asa flexible, estaria involucrada en la interaccion entre el ADN viral
y la proteina, a través de su interaccién con la adenina ubicada en la posicién -2 por medio

de puentes de hidrogeno (figura 22).

S
H—</N | N/LH

Figura 22. Modelo de estabilizacion del complejo IN-ADN viral para M-MuLV.
Interaccion entre adenina -2 e histidina 208 por medio de la formacion de puentes de

hidrégeno.
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VI. CONCLUSION
|

Los resultados presentados en esta tesis permiten conocer, en parte, la estrecha

relacién que existe entre el ADN viral y el asa flexible ubicada en el dominio central; y el

rol de esta asa en Ia correcta interaccion entre los dominios catalitico y N-terminal.

Considerando los resultados obtenidos, es posible decir que el residuo histidina 208
de la integrasa de M-MuLV participa en el reconocimiento del extremo 5° de un sustrato
que imita al intermediario formado durante la integracion del ADN viral, dado que al
realizar el cambio de este aminoécido por una alanina no se produce la reaccion de

desintegracion.
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