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REsurmN

Les  integrasas  aN)  retrovirales  catalizan  la  integraci6n  del  ADN  viral  en  el

genomadelhospedero.Acfrolmentenosedisponedeinformaci6ncristalograficaenlaIN

del virus de la leucemia murina de Moloney Or-MULV), por lo que se desconoce como se

asocian   sus   tres   dominios   estructurales   y   c6mo   interaccionan   con  el   ADN   viral.
\ Previamente,   en   nuesfro   laboratorio,   hemos  realizado   estudios  de   entrecruzamiento

quinicoyfotoentrecruzaniento,utilizandosustratossinteticosqueinitanalintemediario

de integraci6n. Estos estudios han revelado que existin'a rna interacci6n entre la regi6n 5`

(cola) de este sustrato y una regi6n central, flexible, que posee los aminoacidos LHCAY.

Deacuerdoalaespecificidaddelagenteentrecruzanteutilizado,(5-ipdouridina),elresiduo

dehistidina208sen'aunblancoenlareacci6n.Conelprop6sitodeprobarestahip6tesisse

disefi6 1a construcci6n de fa mutante IN H208A  106404, enzima que ademds de carecer

del dominio N-terminal, presenta rna sustituci6n de histidina por alanita en la posici6n

208.  Para esto se amplific6 el gen de integrasa con partidores mutag5nicos, se clon6 en el

vector pET21a,  se expres6  en celulas BL21  a)E3)  y se purific6 por cromatografiia. La

mutante IN H208A  106404 no present6 actividad de desintegraci6n ni transferencia de

hebra. AI complementar IN 106404 con el dominio N-terminal nomalmente se recupera

la  actividad  de  procesaniento  y  aumenta  la  actividad  de  transferencia  de  hebra,  sin

embargo,lamutanteINH208A106404nomostr6actividedenesascondiciones.Porotra

parte,  la  mutante  IN  H208A  106404  no  rcacciona  con  el  sustrato  en  la  reacci6n  de

entrecrurrmiento.  Estos resultados sugieren que la histidina 208 participa en  la uni6n al

extremo 5 ' del sustrato de desintegraci6n, confirmindose nuestra hip6tesis.
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ABSTRACT

Retrovirals integrases catalyze the integration of viral DNA in the guest genome.

Nowadaysthereisnoinformationavailableal]outthecrystalstrLictureintheINM-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 intermediary. These studies revealed that it may exist an interaction between

the 5` region (tail) of the substrata with a central, flexible region, which holds the LHCAY

anino 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 106404. For this purpose, the IN

gene was amplified with mutagehic primers, then it was cloned in the pET21a vector, it

was expressed in BL21 @E3) cells and fmally was purified through chromatography. The

mutant IN H208A 106404 did not present disintegration or strand transfer activity. When

complementing  IN  106404  with  Niteminal  domain,  the  processing  activity  usually

recovers the strand transfer activity increases, nevertheless, the mutant IN H208A 106404

did not show any activity in these conditions. On the other hand, the mutant IN H208A

106404 did not lcacted 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,

confining our hypothesis.
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I. nunoDuccloN

• La familia de los retrovirus comprende las subfamilias: oncovirinae, lentivirinae y

spunavimae. Los virus de la subfamilia oncovirinae presentan potencial oncog6nico como

el vius M-Mulv. La subfinnilia lentivirinae deriva su nombre del curso prolongado de la

infecci6n que ellos ocasionan; tal es el caso del vinrs de irmunodeficiencia hulnano (VIH).

La subfamilia apunavirinae deriva su nombre de la caracteristica degeneraci6n eapumosa

que estos virus producen en las c51ulas en cultivo y ham sido aislados principalmente como

contaminantes de cultivos celulares.

Una de las caracteristicas de los retrovims es que durante el ciclo replicativo su

genoma constituido por ARN (+), es transcrito a ADN de doble hebra.   Posteriomente

ingresa al ndeleo de la c6lula hospedera y es insertado en el ADN cromosomal. En esta

foma®rovirus)seprodueelaactivaci6ndelpromotorviralnecesarioparalatranscripcion

de los genes virales.

La posibilidad de iuseriar un ADN en forma estable en el ADN cromosorml les

ha permitido a los retrovirus ser importantes en la construcci6n de vectores de expresi6n,

transgenizaci6n, etc. (Varmus,  1988).   Tal es el caso del virus de la leucemia murina de

Moloney Or-Muljv) que ha sido utlizado en las recientes decadas para transfiedr genes en

c61ulas  en  division j.H  v!.fro  e  j.#  vz.vo  aievisado  por  Blesh,  2004).  Por ese  motivo,  se

requieren nuevos estudios acerca del mecanismo de integraci6n para determinar posibles

blancos de inhibici6n y evaluar la posibilidad de dirigiv la integraci6n a sitios mds precisos

del cromosoma eucarionte.



1.- Estructura y ciclo replicativo de los retrovirus.

El viri6n presenta en su interior el material gen5tico del virus y varias proteinas

retrovirales  como  transcriptasa inversa  e  integrasa,  una capa intemedia  denominada

nucleocapsideyunamembranaformadaporlabicapalipidicadelacelulahospedera.En

la  membraria  coexisten  una  glucoproteina  viral,  gp  70  en  el  caso  de  M-Mulv,  y

proteinas   celulares.   La  proteina  viral   gp   70   interactha  con  proteinas   especfficas

integrales de la membrana celular. En el caso del virus M-MULV se ha demostrado que

el receptor retroviral corresponde a un transportador de amino acidos bdsicos (Wang y

col,  1991).  Otros  estudios  indican  que  aderis  de  transportadores,  la  interacci6n  de

proteinas virales con el receptor tipo `1oll" 4  (TLR4), componente del sistema immune

imato, estaria involucrada en la activaci6n directa de la via de entrada del virus a la

celula huesped (Rassa y col, 2002). La interacci6n producida entre la proteina viral y el

receptor  gatilla  canibios  estructurales,  produci6ndose  la  fusion  entre  la  membrana

plasmitica y la envoltura viral, permitiendo que el "core" viral ingrese al citoplasma. En

61, bajo la forma de un complejo ribonucleoproteico, ocrme la transcripci6n inversa del

ARN   viral,   originando   ADN   de   doble   hebra.   Esta   reacci6n,   catalizada   por   la

transcriptasa reversa,  comprende rna 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  hforido,  permitiendo  la polimerizaci6n de  la segunda

hebra de ADN .ursu   y Wainberg, 2000).  Ocurrida esta reacci6n, el ADN viral, en el

caso de VIH, se condeusa 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 autointegraci6n y HMGA, proteina de tipo no-histona

asociada  a  cromatina,  forlnando  el  denomirmdo  Complejo  de  Preintegraci6n  (PIC)

(Turlue  y  col,  2004).  En  el  Plc,  la  integrasa  (IN),  reconoce  especlficamente  las

secuencias teminales repetidas, LTR (long teminal repeats), ubicadas en los extremos

del  ADN  viral  (figura  1),  y  cataliza  la  remoci6n  de  un  dinucledtido  adyacente  al

dinucle6tido  altanente conservado  CA en anbos extremos  3`  del  ADN  (figura 2A  y

28). Esta reacci6n, que ocurre en el citoplasma de la celula infectnda, se conoce con el

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

Figure I. Esquema del genoma de M-MULV. El genoma del virus contiene los genes

gog,  po/ };  eon,  flanqueados  por  teminaciones  largas  repetidas  (LTR).  El  gen  gag

codifica para proteinas estructurales;  el  gen pol  para las enzimas transcriptasa reversa,

integrasa y rna proteasa y el gen e#v codifica para las proteinas de la envoltura.

A continunci6n, el Plc entra al ndcleo de c6lulas que no se estan dividiendo a

trav6s del complejo del poro nuclear (VIH) o espera la disoluci6n de la membrana en la

divisi6n celular (M-MULV) (Hindmarsh   y  Leis,  1999).  Esta caracteristica restringe  la

infecci6n  de  M-MULV   a  celulas  en  activa  division.   En  el  ndcleo,   IN  cataliza  la

integracidn del ADN viral en el ADN cromosomal del huesped mediante una reacci6n
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de trausesterificaci6n, en que los grupos hidroxilo de los   extremos 3' del ADN viral,

atacan en forma concertada uniones fosfodi6ster en el ADN blanco (figura 2-C). Esta

reacci6n  se  conoce  con  el nombre  de transferencia de  hebra  q3ngelman y  col,  1991;

Vink y col,  1991).  Luego, enzimas celulares reparan los huecos generados en el ADN

huesped  por  la  reacci6n  de  transferencia  de  hebra  (figura  2-D).  Este  paso  genera

pequefios repetidos  directos rodeando  el ADN  viral  que son caracteristicos para cada

retrovius,  a)otan  y  col,  1995)  siendo  de  4  pares  de  bases  para  M-MULV  (Asante-

Appiah y Skalka,  1997).  EI ADN viral integrado o pl.ovirus esfa listo para ser utilizado

como templado para la producci6n de ARN y proteinas virales. En esta etapa, los LTR

controlan  la  replicaci6n  viral.  El  5'  LTR  posee  un  sitio  promotor  y  regulador  de  la

trauscripci6n viral, Inientras que el 3 ' LTR funciona en procesos posttranscripcionales,

tales  como   la  poliadenilaci6n  y  la  edici6n  de  transcritos  virales.   Los  transcritos

retrovirales   cunplen  funciones  como   ARN   gen6mico   y  ARN  mensajero  para  la

traducci6n de las poliproteinas Gag, Pol y Env (Vamus, 1998).

4
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Figura 2. IEtapas de integraci6n. A) La integrasa reconoce especificamente los LTR

ubicados en los extremos del ADN viral a) Remoci6n de un dinucle6tido adyacente al

dinucle6tido  altamente  couservado  CA  en  ambos  extremos  3`  del  ADN.  C)  Ataque

nucleofilico del grupo hidroxilo a enlaces fosfodi6ster en el ADN blanco. D) Reparaci6n

y ordenamiento del intemediario de integraci6n (Craigie, 2001).



2.- Estructura y funci6n de las integrasas.

Las  actividades  catalizndas  por  IN  se  hen  determinado,  I.#  vifro,  utilizando

oligonucle6tidos sintdicos que contienen las sequencias de los extremos del LTR. En la

reacci6n  de  procesamiento  se  utiliza  un  oligonucle6tido  sint6tico  que  termina  en  la

secuencia CAXX en el extremo 3` (figura 3-A), mientras en la reacci6n de transferencia de

hebra se utiliza un oligonucle6tido que tienen removido el dinucle6tido final adyacente a

CA  (figura  3-8).   Ademds,   IN  es   capaz  de  catalizar,   i.#  vj.fro,   la  reacci6n  inversa

denoninada   desintegraci6n   (figura   3-C).   Asi,   la   enzima   es   capaz   de   desintegrar

oligonucle6tidos en forma de Y que imitan al complejo intermediario que se forma en un

extremo  viral  durante  la  integraci6n  (figura 4).  El  descubrimiento  de  ssta reacci6n  ha   \

permitido la caracterizaci6n de mutantes de IN que a pesar de haber perdido la capacidad

de catali2ar las reacciones de integraci6n, mantienen la capacidad de desintegrar (Jousson

ycol,1993).



cATr              A          5 `

GTAA                         >     3`

8
A-OH                       =   5`

GTAA       <              -    3`
C

CA-OH

GTAA

Figura   3.   Reacciones   catalizadas   par   la   integrasa   z."   vrfuo.   A)   Reacci6n   de

procesariento 3`. a) Reacci6n de transferencia de hebra. C) Reacci6n de desintegraci6n

(Jousson CB y col, 1993).

A sin ss-cola 5`

1!11

8 con ss-cola 5'

Figura 4. Esquema de sustratos de desintegraci6n. A) sustrato dumbbell sin cola ss 5`.

8) sustrato dunbell con cola 5` .



Arilisis  de  las  secuencias  de  las  integrasas  ham  revelado  que  IN  posee  tres

dominios    funcionales  (Johnson y  col,  1986)  (figura 5).  El  extremo  N-teminal  de  las

integrasas presenta rna estructura tipo dedos de zinc que posee cuatro residuos altanente

couservados ¢I[ICC). Estudios de mutag6nesis sitio diriSda y modificaci6n quinica en

estos  aminoacidos  elimina  completanente  las  reacciones  de  procesamiento  3'  y  de

transferencia de hebra tanto I.j3 vr.fro como i.J} vivo. Se observ6, sin embargo, que la reacci6n

de desintegraci6n solo se veia afectada parcialmente. Estos resultados pemiten suponer

que la region IIIICC podr'a estar implicada en el reconocimiento de la regi6n terminal del

LTR viral,  en el posicionamiento  colrecto  de  este  o  en interacciones proteina-proteina.

@onella y col,1998;  Jonsson y col,1996;  Hindmarsh and Leis,1999).



IN M-MULV (47 kDa)

157   6194    97              125               184                220                                              404aa

H    H   r,     C T)DE

-COOH

dominio Inlcc               dominio catalitico                  dominio c-teminal

IN HIV-1 (32 kDa)

112164043      64116                    152                                                         288aa

HHCC
HiN

DDE
COOH

dominio HHCC         dominio catalitico              dominio c-terminal     )

Figura 5. Esquema de IN M-MULV e IN IITVL1.   Las integrasas se componen de ties

dominios  estructurales.  El  dominio N-terminal posee  los  aminoacidos H,  H,  C,  C,  que

confonnan rna estructura tipo de¢os de Zinc. El dominio catalitico presenta rna triada

catalitica respousable de las actividades de integraci6n y desintegraci6n. El dominico C-

terminalpresentaunaregi6ndeuni6ninespecificaaADN.

El dominio central o "core" corresponde al sitio catalitico de la enzima. En 61 se

encuenha rna triada catalitica de tres residuos altamente conservados a), D, E) puesto que

la mayoria de las sustituciones en alguno de estos aminoacidos eliminan completanente las

reacciones  de  integraci6n y desintegraci6n Orulkosky y  col,  1992).  En  este  dominio  se

encuentra tanbi6n una re$6n flexible, confomando un asa que tendria un importante rol
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en la interacci6n estable con la regi6n de la cola-ss 5`. Experimentos recientes en VH-1,

han demostrado que Gln 148 jugaria un rol crucial en la interacci6n entre la proteina y el

ADN  viral.  Esta  inportancia  estaria  dada  por  la  necesidad  de  estabilizar  el  complejo

mediante la fomaci6n de puentes de hidr6geno (Johnson y col, 2006) qu y col, 2004).

El donrinio C-terminal es la region memos couservada de las integrasas. Mediante

mutag6nesis   sitio   dirigida  se  ha  podido   comprobar   que   existe  una  region  de  28

ainodeidos que se uniria inespecfficanente al ADN blanco a.utcke y col, 1994).

Los donrinios aislados, expresados independientemente, han permitido determinar

que  existe rna  dimerizaci6n de  los  dominios N-terminal  y  catalitico  (Cai  y  col,  1997;

Hickanm y col, 1994). Experimentos de mutag6nesis de los diferentes dominios en IN de

VIH-1   permitieron  conocer  que   los  tres   dominios   existentes   en  esta  proteina,   son

indispensal)les  para  las  actividades  de  procesamiento  y  transferencia  de  hebra.   I.a

complementaci6n en trams encontrada, penniti6 plantear la posibilidad de que la enzima

frocione  como un multinero  @ngelman y col,  1993). Experinentos realizados  en M-

MULV, ham permitid'o confirmar la idea de que la actividad catalitica de la enzima estaria

detemrinada por la interacci6n entre  sus tres  dominios y una multimerizaci6n de  estos

@onzella y col, 1998).

3.-Rot del dominio N-tenninal.

Utili2ando rna integrasa de M-MulIV que no posee el dominio N-terminal (IN

106404) (figura 6), se observ6 que la carencia de este dominio  anulaba la actividad de

10



11

procesamiento 3', limitaba la actividad de trausferencia de hebra y aunque era capaz de

desintegrar sustratos que imitan al intemediario fomado durante la integraci6n (sustrato

dumbbell),  era necesaria la presencia de la region de la cola ss-5'  para desarrollar esta

actividad.  Se observ6 tanbi6n, que la actividad de integraci6n, podr'a ser recobrada si se

complementaba la reacci6n adicionando una IN que solo teria el dominio N-termirml aN

1-105) (Jousson y col,1996; Yang y col,1999; Yang y col, 2001). Este estudio permiti6

confimarqueeldominioN-terminalesunaestructuraindapendientequepuedeinteractuar

en trams con el resto de la proteina.

157    6194     97                    125                    184                      220                                                         4oq

HHCC I)DE
H2N dorr[inio N.terial                   domirio a atalitico                   donrinio c-terial

INVI
EITi-105   Hrs6
IN 106"4

COON

Figura  6:  Esquema  de  mutantes  por  deleci6n  de  IN  de  M-MULV.  La  enzima  WT

correaponde a la integrasa silvestre,  106404  a una mutante sin dominio amino-terminal y 1-

105 a dominio amino terminal aislado.

4.- Interacci6n IN-ADN.

La   estructura   cristalogrffica   de   frogmentos   de   la   IN   de   VIH-1   ha   sido

determinada (Chen y col,  2000).  Dado  que se carece  de  esta infomaci6n para IN M-

MULV,  en  el  laboratorio  se  ham  reafizado   estudios  de  entrecruzamiento   quinico  y

11
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fotoentrecruzamieuto,  utilizando  sustratos  sirfeticos  de  la  enzima,  para  determinar  qu6

regionesdelaproteinaestan'aninvolucradasenelreconocimientodelADNviral.

En  la  reacci6n  de   fotoentrecruzamiento,   ouando   se  utiliza  un   analogo   de

nucle6tido iodedo, se genera rna hom6lisis del enlace  C-I producichdose un radical C*.

Esta especie altamente reactiva ataca residuos susceptibles en la proteina, fomandose un

qomplejo.

Estudios  realizados  en  VIH-1  hen  identificado  dos  peptidos  provehientes  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 desintegraci6n. El p6ptido  139-152 forma parte de un asa

flexible,  cercana  al  sitio  catalitico  ¢Ieuer  y  Brown  1997)  y  en  61  se  encuentran  los

aminoacidos  Gln  148  y  Tyr  143  que  darl'an  cuenta  del  entrecruzamiento  a3aposito  y

Craigie, 1998).

En el laboratorio, al realizar un estudio de fotoentrecruzamiento entre IN de M-

Mulv y un sustrato de desintegraci6n tipo dumbbell, que presenta rna sustituci6n con 5-

iododesoxiuridina  (5-Idu)  en la regi6n  5`,  se  ha observado  entrecmzamiento  entre  una

regi6n central de la enzina con la cola del sustrato  de desintegraci6n.   Esta interacci6n

ocurriria, al igual que en VIH-1, a trav6s del asa flexible, ubicada en el dominio central de

la proteina.  De los aminoacidos presentes en esta asa se piensa que el residuo de histidina

(His208)  estaria participando  en la reacci6n 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 aminofroidos aromaticos son susceptibles a la reacci6n con iodouridina

12
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Otorris y col,  1996). Esta usa tiene probholemente  una funci6n en la estabilizaci6n del

sustrato procesado y en la correcta interacci6n entre los dominios de la proteina, dado que

ademds se ha descrito que la modificaci6n por NEM de la cisteina 209 presente en esta asa

afecta la complementaci6n por el dominio IHCC sin modificaci6n quinica a)onzella y

col,  1998).  En  base  a  los  antecedentes  descritos,  y  para  analizar  el  rol  de  la histidina

presente en el asa catalitica en la interacci6n de la proteina con la regi6n 5 ' del sustrato de

desintegraci6n, hemos disefiado  la coustrucci6n de la mutante His208+Ala de IN 106404

de M-Mud,V.
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5.-Hip6tesis

La histidina 208   de la integrasa de M-MULV participaria en la unify directa o

indirectamente, al extremo 5' del sustrato de desintegraci6n.

6.-Obj etivos

General

Determinar si la mutaci6n H208A de IN 106404 afecta su actividad.

Especfficos

Construeci6n de la mutante IN H208A 106404 por PCR sobrelapado en el vector

de clonamiento PGEM-T.

Subclonamiento en el vector de expresi6n PET 21 a.

PLndficaci6n de integrasa.

Caracteri2aci6n   de   la   mutante   en   cuanto   a   capacidad   de   integraci6n   y

desintegraci6n.

14
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11. RATERELES

1.-Oligonucle6tidossint6ticosdeADN

Se          utilizaron          los          siguientes          oligonucle6tidos:          2783*          5'-

GTCAGCGGGGGTCTITCATr-3 ', 2785 5 '-AATGAAAGACCCCCGCTGAC-3 ' , Proc-

LTR  5'-GTCAGCGGGGGTCTITCA-3',  C-LTR  5'rAATGAAAGACCCCCGCTGAC-

3 ' , 6015  5` -CATGAAGCGTAAGCTITCAACCTGCGTAAGCAGGTAGACCG AGAC

CGTAAGGTCT-3 ` , 7440 5 ` - TGAAGCGTAAGCTTrcAAccTGCGTAAGCAGGTAG

ACCGTAAGCAGGTAGACCGTAAGGTCT-3`,   6015/5Idu,   partidor   sentido   PI   5`-

CGCGCATATGTCTGCCGTTAAACA3`,       partidor       antisentido       P.Term       5`-

CTAGTrATrGCTCAGCGGTG-3`,        partidor        antisentido        Mmo8A        5`-

GGGTCTGTATGCACAAGCTAATITC-3`,      partidor      sentido      Mrmo8A      5`-

GAAATI.AGCITGTGCATACAGACCC-3`.

2.- Reactivos

BIO-RAD: Acrilamida de grndo electroforetico, estindares de proteinas de amplio rango

para electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes, persulfato de

anonio, TEMED.

BoehringerMannheinBiochemicals:Bisacrilanidadegradoelectrofoietico

Calbiochem: IEPES sal s6dica, Tris base y Glicina.

DIFCO Laboratories: Reactivos para cultivo microbiol6gico.

15
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GIBCO BRL: Agarosa grado electroforetico, estindares de proteinas pretefiidos de amplio

rango, rcrq polimerasa.

Invitrogen:  Eninas de restricci6n, partidores pqra PCR, marcadores de pares de bases

paraelectroforesisengelesdeagarosa,desoxinucle6tidos.

J.T. Baker: Solventes onginicos grado HPLC y sales.

Merck:Sales,tanponesysolventesonganicosgradopro-analisis.

NEN: (y-32P) dATP, 6000 Ci/mmol.

Pharmacia Biotech: Sephadex G-25.

Promega: Enzinas de restricci6n, T4 ADN ligasa, dr./I para mihipreparaciones de ADN

plasmidialyparapurificaci6ndeproductosdePCRdesdegel.

Qiagen:KI./parapurificaci6ndefrogmentosdeADNdesdegel.

SigmaChemicalCo.:Sales,reactivosyproteasasdegradobiologiamolecular.

Biolabs: Enzimas de restricci6n.

Novagen:Escherz.chl.czco/i.DH5oryBL(21)DE3(materialmantenidoenellaboratorio).

3.-Pldslnidos

Los vectores recombinantes pETINIIl  que codifican para IN  1-404, IN 106404 e

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

16
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DeparinentofBiochemistry,UniversityofMedicineandDentistryofNewJersey-Robert

Wood Johnson Medical School, Piscataway, New Jersey, EE.UU.
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Ill. RETODOS

1.- Construcci6n de mutante IN H208A 106404.

1.1.-Disefiodepartidoresmutag6nieos.

18

Para el disefio y analisis de los partidores extemos y mutag6Iiicos se utiliz6  el

programaOligoTech.Estosfueronutilizadoscomoseexplicaenlafigura7.

106404 H208A IN
Fragrento I

Fragrento 11

Fragrento Mutag6nico Total

Dfflo8A
5`-GGGTCTGI'ATGCACAAGCTAATITC-3`.
Drmo8A
5`-GAAATI'AGC"GTGCATACAGACCC-3`

1071 pb

Figura 7:  Esquema reacciones  de PCR.  Se realiz6 rna mutag6nesis sitio-dirigida por

PCR para canbiar el  cod6n  208  desde  CAT a GCT.  El m6todo  de exteusi6n solapada

requiere  2  primers  mutagdicos  Orl  y MII)  y  otros  2  exteriores  a'I  y  P  Tern.)  que

pemiten la amplificaci6n de un fragmento 5'  a) y un fiagmento 3'  (11) que se solapan.

Ambos fragmentos, I y 11,  portan la mutaci6n. A continuaci6n se utilizan los fragmentos I

y11enotrareacci6nparaproducirelADNmutadodelongitudcompleta.
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1.2.-AislamientodetempladodesdevectorpETINH1.

Se  anplific6  y aisl6  el fragmento  codificante de  IN  106404  desde  el vector

pETINH1, utilizando los partidores PI y  P Tern.

La mezcla de reacci6n cousisti6 de: 36,5  prL de agua, 5  iiL de tamp6n de PCR

lox (Tris-Cl 100 inM pH 8,5, Kcl 500 mM), 1,5 prL de Mgc12 50 mM, 1 HL de mezcla de

desoxinucle6tidos (dNTPs) 10 mM,  1  prL de ADN pETINHl  aN 106404) (5 ngivth), 2,5

prL  de  cada uno  de  los partidores  PI  (10  prM)  y  P terminador  (10  [ulo  y  1,0  HL  rap

polinerasa (5 U/prL). El programa utilizado cousisti6 en   32 ciclos de anplificaci6n con

un temperatun de 94°C de denaturaci6n (30 seg.), 52°C de apaeaniento de los partidores

(30 seg.) y 72°C de exteusi6n (1 min.).

1.3.-Electroforesis de ADN en gel de agarosa  y purificaci6n desde gel.

EI  ADN  se  analiz6 por electroforesis  en un gel  de  agarosa al  0,8°/o,  tefiido  con

bromuro de etidio  (0,5 mg/inL). EI ADN fue extraldo del  gel y purificado  siguiendo  el

protocolo de purificaci6n desde geles de agarosa del kit para purificaci6n de fragmentos

desde gel de Qiagen, USA.

1.4.-jinplificaci6n  de IN  de M-MULV por PCR para obtener los  frogmentos

mutagenicos I y 11.

I,as mezclas de reacci6n cousistieron en: 36,5 |lL de agua, 5  iiL de tamp6n de

PCR lox ,1,5 prL de Mgc12 50 mM,1 |lL de dNTPs 10 mM, 1 irfu de ADN obtenido en la
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etapa  1.3   (5  ng/prL),  2,5  prL  de  cada  partidor  ¢mml208A  para  fragmento  I  y  P

tenninador"IIH208A para fragmento 11) y 1,0 prL rclg polimerasa (5 U/HL). El progrania

utilizado fue el mismo de la etapa 1.2.

1.5.-Amplificaci6n de fragmento mutag6nico total.

La mezcla de reacci6n cousisti6 en: 18 ilL de agua, 5 prL de tamp6n de PCR lox,

1,5 prL de Mgc12 50 mM,1 HL de dNTPs 10 mM, 10 prL de cada fragmento mutagenico I y

11,  obtenido  en  la  etapa  1.4.  (5  ng/prL),  2,5  prL  del  partidor  PI,  2,5   HL  del  partidor

terminador y 1,0 HL rap polimerasa (5 U/HL). El prograna utilizado cousisti6 en  32 ciclos

de  amplificaci6n  con  una  temperatura  de  94°C  de  denaturaci6n  (30  seg.),  45°C  de

apareamiento de los partidores (30 seg.) y 72°C de exteusi6n (1 min.).

1.6.- Ligaci6n al pldsmido p-GEM-T.

La mezcla de reacci6n para la ligaci6n cousisti6 en: 1 iiL PGEM-T (50 ng/prL), 7 uL

tanp6n de ligaci6n ripida 2X ¢cit Promega), 5 HL fragmento mutag6nico (10 ng/ilL) y 1

HL T4 ADN ligasa. Se realiz6 el control de ligaci6n incluido en el kit y control de ligaci6n

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

1.7.- Preparaci6n de celulas competentes.
'

Las  c6lulas  competentes  DH5u  y  BL21  fueron  preparadas  segin  el  siguiente

protocolo Oraniatis, 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. co/z'; se dejaron creciendo a
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37°C, con agitaci6n. Al dia 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%

v/v 2 M Mgc12, pH 7,0).  Se dej6 creciendo a 37°C con agitaci6n y cuando alcanz6 una

deusidad  6ptica  de  0,6  fueron  puestas  en  hielo  por  10  minutos.  A  continuaci6n  se

centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C.  Se resuspendieron en 80 mL de TB ffio

(10mMPipes,55mMMnc12,15mMCac12,250mMKcl,pHajustadoa6.7conKOH)y

se pusieron en hielo  10 minutos mds. Luego nuevamente se centrifugaron a 5000 Ipm por

10 minutos y se resuapendieron en 20 mL de TB fri'o. Finalmente se agreg6 DMSO a rna

concentraci6n final del 7%. Las c6lulas fueron puestas en hielo por 10 min. y se aliouotaron

en fracciones de 500 HL y fueron gundadas a ng0°C.

1.8.-Transformaci6n de c6lulas DH5oL.

Una vez removidas del refrigerador a -80°C y descongeladas en hielo,  100 prL de

c6lulas competentes para cada transfomaci6n fueron puestas en un tubo Falcon de 15 mL

est6ril en hielo. Se les agreg6 la mezcla de ligaci6n de la etapa anterior y se homogeneiz6.

La mezcla fue incubada en hielo |]or 30 minutos. A continunci6n se incubaron las c6lulas a

42°C por 45  segundos sin agitar.  Se agreg6 0.95 mL .de medio SOC (2% triptong  0,5%

extracto de levaduras, 0,050/o Nacl, 1% v/v 250 mM Kcl, 0,5% v/v 2 M Mgc12, 20 mM

91ucosa, pH 7,0) a 20°C y se incubaron a 37°C por 1 hora con agitaci6n. Transcurrido este

tiempo  se  plaquearon  300  HL  en  placas  LB/ampicilina  (1%triptona,  0,5%  extracto  de

levadun, 0,5°/o Nacl,  1,5% agar, pH 7,5 y 200 pug/inL ampicilina) y se incubaron a 37°C
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por24horas.Laeficienciadetransformaci6ndelasc6lulasfuede106coloniasporlngde

pldsmido.

1.9.-Minipreparaci6ndeADNplasmidialyselecci6ndeclonespositivos.

Se  realiz6  un   cultivo   de   16   h.   en  medio   LB/ampicilina  de   las   colonias

trausformadas.  Se realiz6 urra extracci6n de ADN plasmidial a los cultivos utilizando el

metodo para "miniprep express" que cousisti6  en: tomar un mL  de cultivo  de noche y

centrifugar a  10.000 rpm por 5 minutos; a continuaci6n se elimin6 el sobrenadante y se

resuspendi6 el precipitado en 300 HL de soluci6n STET (0.1 M Nacl, 10 mM Tris-Cl pH

8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 5% Trit6n x-100). Se pusieron los tubos en hielo, se agreg6 25

prL de lisozima (10 mg/inL 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

ninutos  a  10.000  rpm  y  se  transfiri6  el  sobrenadante  a un tubo  eppendorf nuevo.  A

continunci6n se agregaron 400 prL de resina y se mezcl6 por inversi6n 5 minutos, luego se

centrifug6  a  2000  rpm  por  1  minuto  y  se  elimin6  el  sobrenadante.  Siguiendo  con  el
)

protocolo, se lav6 el precipitado con 500 prL de etanol 80% y se centrifug6 a 2000 rpm por

1   minuto;   se   elimin6   el   etanol   y  se   dej6   secar  a  temperatura   ambiente   1   hora

aproximadanente. El precipitado obtenido se resuapendi6 en 60 Ill, de agua, se centrifug6

a 2000 Ipm por un minuto y el sobrenadante se transfiri6 a un tubo eppendorf nuevo.

Para cuantificar el ADN plasmidial obtenido se realiz6 rna digesti6n de 2 horas a

37°C con IVcol  bajo las siguieutes condiciones: 8 prL de sobrenadante del paso anterior, 1
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prL tanp6n N°3  (50 mM Tris-HC1,  10 InM Mgc12,  100 mM Nacl, pH 8.0) y  1  HL de

enzima.

La  confirmaci6n  de  la  presencia  del  inserto  esperado  se  realiz6  mediante

digesti6n con la enzina jvz7el siguiendo las instrucciones del fabricante. Este protocolo fue

utilizado cada vez que fue necesario cuantificar el ADN.

1.10.-Precipitaci6nyconcentraci6ndeADN.

EI ADN se concentr6 por  precipitaci6n con etanol y acetato de amonio. Para ello

se agreg6 1/10 de volumen de acetate de anonio 6M, I iiL de glic6geno y 2,5 volinenes

de etanol. La mezcla se incub6 toda la noche a -20°C y al dia siguiente se centrifug6 a

10.000 rpm por 15 minutos; se elimin6 el sobrenadante (dejando 20 HL) y se lav6 con 200

LIL  de  etanol  70%.  Se  centrifug6  nuevanente  por  15  minutos  a  10.000  rpm  y     el

precipitado se sec6 a temj]eratura ambiente por 1 hora. EI ADN se resuspendi6 en 20 prL

de ague destilada estdil.

1.1 1.- Secuenciaci6n.

La secuenciaci6n  del ADN plasmidial PGEMT-H208A IN  106404  se realiz6

por  amplificaci6n  por  PCR  en  el  centro  de  secuenciaci6n  de  la  empresa  Gen6tica  y

Tecnologia (GENYTEC), utilizando 10 prL de ADN (40 ng/HL) y 10 HL de los partidores

PI y teminador 1 0 prM.
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1.12.-Maxipreparaci6ndeADNplasmidial.

Se realiz6 uria purificaci6n de ADN plasmidial a gran escala. Para ello, se dej6

un cultivo de 16 horas noche de la cepa transfomada en 300 mL de medio LB/anpicilina.

Se realiz6 urra extracci6n de ADN plasmidial por lisis alcalina que cousisti6 en: tomar los

300  ul  de  cultivo  y  centrifugarlos  a  5000  Ipm  por  10  minutos  a  4°C.  Eliminar  el

sobrenadante y resuspepderlo en 10 mL de soluci6n I (50 mM glucosa, 25 mM Tris-Cl pH

8.0, 10 inM EDTA pH 8.0). En esta etapa, y en todas las siguientes, se trabaj6 en hielo. Se

agreg6 1 mL de lisozima (10 ngchlL en tris pH 8.0), se homogeneiz6 cuidadosarnente con

la pipeta y  se agregaron 20 rfu de soluci6n 11  (0,2 N NaoH,  1%  SDS).  La mezcla se

incub6 10 minutos y trascurrido ese tiempo se agregaron 15 mL de soluci6n Ill fiia (60 mL

acetato de potasio 5M, 11,5 mL acido acetico glacial, 28,5 mL agua destilada). Se realiz6

urra agitaci6n corta y se centrifug6 a 4000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante §e filtr6

con  lana  de  vidrio  y  se  precipit6  agregando  0,6  Vol.  de  isopropanol.  Nuevanente  se

centrifug6  a  4000  rpm  por  15  minutos  y  el  precipitado  s.e  dej6  secando  2  horas  a

temperattrm anbiente. Una vez seco, se resuspendi6 en 2 mL de agua destilada est6ril y se

sapar6 en 4 tubos eppendorf. A cada tubo se le agreg6 1 Vol. de fenol:clorofomo:alcohol

isoanlico 24:23:1, se mezcl6 por v6rtex 30 segundos y se centrifug6 a 12.000 rpm por 10

minutos,   1uego   el   sobrenadante   fue   trasferido   a  un  tubo   eppendorf  nuevo.   Este

procedinento  se repiti6 dos veces mds. Posteriormente se realiz6 una extracci6n con  1

Vol. de cloroformo:alcohol isoamilico 23:1, se centrifug6 a 12.000 rpm por 5 minutos y el

sobrenadante obtenido se precipit6 con 2,5 Vol. de etanol 100% y 1/10 Vol. de acetato de
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amonio 6 M. La mezcla se centrifug6 a 12000 rpm por 10 minutos y el precipitado se dej6

secando 2 horas a temperatura anbiente. Luego, el ADN fue resuapendido en 200 HL de

ague destilada esteril/ RNAsa (10 pug/inL) e incubado por 1 hora a 37°C.

I.13.-Digesti6n del ADN plasmidial PGEM-T  106/40411208A IN y del vector

pET21ELconBan.myNdel.

La digestion del vector P-GEMr que lleva la integrasa mutada se realiz6 en dos

etapas.  En  la  primera  se  inoub6  el  ADN  con  la  enzima  84mffl  bajo  las  siguientes

condiciones  de  reacci6n:  150  [iL  de  ADN  (7,5  LLg),  17  prL  de tamp6n N°3  y  3    HL  de

enzima. La reacci6n fue incubada  por 3 horas a 370 C. En la segunda, y debido a que el

gen de IN pre`senta un sitio intemo de corte para IVZJel, se realiz6 una digestion parcial con

la  finalidad  de  obtener  el  fragmento  completo.  La  digestion  se  realiz6  de  la  siguiente

manera:   23  prL de esta mezcla (1  Hg de ADN) mds  1  quL enzima dilulda  lu/LIL fueron

incubados a 37°C por 25 minutos. Transcurrido este tiempo, la enzima fue inactivada por

15 minutos a 65°C.

Para la obtenci6n del vector pET21a, se realiz6 rna purificaci6n desde un cultivo

bacteriano de 16 horas, siguiendo el protocolo descrito en m6todos 2.2.7. A continuaci6n,

el vector fue digerido  con Bczm£H y Ivdel simultineanente.  La mezcla de digesti6n del

vector cousisti6 en 10 iiL de ADN plasmidial (6 iig), 1  L[L de Bc7mHI,  1  prL NZ7el, 2 prL de

tanp6n N°3 anvitrogen), 6 ilL de agua destilada estdi; incubada 3 horas a 37°C.
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I.14.-Ligaci6n.

26

Se  realiz6  una  mezcla  de  ligaci6n  bajo  las  siguientes  condiciones:  5  prl  de

frngmento mutagenico de I.071 pb (25 ng), 1 prl de vector PET 21a/Bfl"jH/Ndel (50 ng), 2

prl de tanp6n de ligaci6n lox (250 mM Tris-Hcl ®H 7.6), 50 mM Mgc12, 5 mM ATP, 5

mM DTT, 25% (w/v) polyethylene glycol-8000),  1 prl de T4 ADN ligasa (3 U) y 1 1  ul d`e

agr Se realizaron controles de ligaci6n con el vector pET21a digerido con Bcr"H y con

el  vector digerido  con  ambas  enzimas.  I.as mezclas  de ligaci6n fueron incubadas  a  T°

anbientepor4horasyluegodejadasa4°Ctodalanoche.

1.15.-Transfomaci6n de c6lulas DH5ci y selecci6n de clones positivos para 106-

404 H208A IN de M-MULV.

La tusfomaci6n de j7.  co/I. DH5ci se realiz6 del modo descrito en materiales y

m5todos 1.8.

Las colonias obtenidas se crecieron 16 horas en medio LB/anpicilina y se realiz6

rna purificaci6n de ADN plasmidial del mismo modo que fue descrito  en materiales y

m6todos  I.9.  Se realiz6 un analisis del tamafio  del plasmido  obtenido por digesti6n con

Bcr"£JI  y  jvldel.  Las  condiciones  de  restricci6n  fueron  las  siguientes:  3  prL  de  ADN

plasmidial,  1  prL de tan|}6n N°3, 0,5 prL de enzima y 5,5 LiL de agua destilada esteril. La

digesti6n se realiz6 1 h a 37° C.

i
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Los clones que resultaron positivos para este segundo analisis fueron gundados

en soluciones stock en medio LB/anpicilina/glicerol 20% a -80°C.

1.16.-Transfomaci6n E. co/I. BL21.

Con el ADN obtenido en la etapa anterior se transform6 la  cepa de expresi6n de

E.   co/z.   BL21@E3).   El   protocolo   de   preparaci6n  y   transformaci6n   de   las   c6lulas

competentes fue descrito en m6todos 1.8.

2.- Purificaci6n de IN de M-MULV expresada en bacterias.

Las  IN  recombinantes  (1-404,  1-105,  106-404  y  H208A  106404)  poseen un

segmento adicional de seis histidinas en alguno de los extremos amino o carboxilo terminal

quepresentanafinidadporlaresinaNTA-Ni2+¢igura6).

A partir de  1  L de cultivo, de cada una de las cepas, con una deusidad 6ptica a

600  rm de  038  se  indujo  la expresi6n de  la enzima agregando  IPTG  1  mM.  Luego  de

incubar por 3 h a 37°C con agitaci6n. Ias c5lulas fueron colectadas a 6000 rpm a 4°C por 20

minylasbacteriascolectadasfueronresuspendidasen40mLdesoluci6ndesolubilizaci6n

(10 mM CHAPS, 10 mM Imidazol, 50 inM NaH2P04, 300 mM Nacl, 1mM PMSF, 1 mM

benzamidina,  2  Hg/inL  leupeptina,  2  nghaL  aprotinina).  Una  vez  que  la  soluci6n  se

encontraba homogenea,  se  agreg6  100  mg  de  lisozima y  se  rrmtuvo  en hielo  por  15

minutos. Luego, las bacterias fueron sonicadas en hielo, en 4 ciclos de 15 seg cada uno. A

continunci6n, se centrifug6 a 6000 rpm por 1  hora, se tom6 el sobrenadante y se incub6

toda la noche  a 4°C  con agitaci6n constante  con  1  mL  de resina NTA-Ni2+ equilibrada
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previanentepor10minutosconsoluci6ndesolubilizaci6n.I+amezclasecendfug6a4000

rpm y el sobrenadante se guard6 a 4°C. ha resina se lav6 con 40 mL de tamp6n de lavado

(10   mM  CHAPS,  25   mM   imidazol,   50   mM  Nall2P04,   1   M  Nacl,   10  mM  2-

mercaptoetanol, 20% glicerol). Luego, la resina resuspendida se traspas6 a rna columna y

se lav6 con 5 mL de tampon de lavado con rna concentraci6n final de 50 mM inidazol

distribuido  en 5  etapas de  1  mL cada uno.  Cada fracci6n de  1  mL  se colecfo  en tubos

eppendorf y se mantuvo en hielo. El mismo procedimiento  se utiliz6  con el tanp6n de

lavado con urra concentraci6n final de 100 mM imidazol y con una concentraci6n final de

250 mM imidarol y 50 mM NaH2P04. La concentraci6n de proteinas de cada fracci6n se

deterin6 por el m6todo de Bradford   a3radford,  1976). Aqu61las donde la proteina se

encontraba mds concentrada, fueron dializadas contra 200 mL de soluci6n de dialisis (20

mM ImpES pH 7,4, 0,1% Nonidet P40, 1,5 InM DTT, 400 mM Kcl, glicerol 50%) a 4°C

toda la noche.

2.1.-Western Blot

Se  realiz6  un  ensayo  western  blot  utilizando  un  anticuelpo  policlonal  anti-

integrasa. Para ello se cargo, en un gel de poliacrilamida al 12%, 5 prL de cada frocci6n de

dialisis y un estindar de proteinas pretefiidas de anplio rango. Las proteinas se  sometieron

a rna electroforesis a 200 V por 40 minutos y se realiz6 la transferencia desde el gel a rna

membraria de nitrocelulosa por electroforesis a  14 V toda la noche.  Al dia siguiente,  la

membrana se incub6 con soluci6n de bloqueo 5% leche descremadr, PBS  IX (137 mM

Nacl, 2,7 mM Kcl, 4,3 nth4 Na2IH'04,  1,4 mM KH2P04, pH 7,3), por dos horas con

28



29

agitaci6n  constante.  Luego  se  agreg6  a  la misma  soluci6n el  anticuexpo  primario  anti

integrasa hasta rna diluci6n de 1 :1000 y se incub6 con agitaci6n por 1 hora. Se realizaron

5  lavados con PBS  IX de  10 minutos cada uno. En cada oportunidad la membrana era

incubada con agitaci6n. La membrana se incub6 con el anticuerpo secundario conjugado

con fosfatasa  alcalina por una  hora a una  diluci6n  1:5000  en soluci6n  de  bloqueo.  A

continunci6n se realizaron 5 lavados con PBS  IX de 10 minutos cada uno. Para revelar la

presencia de integrasa en la membrana se incub6 esta con una soluci6n con  NBT 0,1%

PIVol. (0,5 g de NET en 10 ml de dimetilfomamida al 70%, en tampon fosfatasa alcalina

pH 9.5 (100 mM Nacl, 5 mM Mgc12 , 100 inM Tris)), mds BCIP 0,05% PIVol. (0,5 g de

BCH' en 10 ml de dimetilformanida al  100%) hasta observar la aparici6n de bandas. La

reacci6n se detuvo lavando la membrana con agua destilada.
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3 .- Eusayos de actividad.

3.1.-Marcajeypurificaci6ndesustratos.

30

Los oligonucle6tidos utilizados en los experimentos de fotoentrecruzamiento y de

actividades enzimaticas  fueron marcados radiactivamente con (y-32P) dATP en su extremo

5',  utilizando  la  enzina  T4  polinucledtido  quinasa,  mediante  la  siguiente  reacci6n:  40

pmoles de oligo fueron incubados con 0,5 U de T4 polinucle6tido quinasa en tamp6n de

reacci6n (70 mM Tris-Cl pH 7,6, 10 mM Mgc12, 0,1 M Kcl, 1 mM P-mercaptoetanol) en

un volumen de 20 prL. Ia reacci6n se realiz6 por 1 hora a 37°C y se detuvo agregando 20

prL de buffer fomanida 2X (90% fomamida, 20 mM EDTA, 0,01% azul de bromofenol,

0,01%xilencianol).

Los   oligonucledtidos  utilizados  para  medir  la  actividad  enzindica  de  las

integrasas,  fueron  purificados  desde  geles  de  acrilamida  20%,  urea  7  M.  Una  vez

detemrinada su mi,graci6n por autoradiografia, cada oligo fue cortado del gel y eluido en

buffer acetato (0,5 M acetato de amonio, 5 mM Mgc12) a temperatun ambiente toda la

noche.

Los  oligonucle6tidos  utilizados  para  las  reacciones  de  fotoentrecruzamiento

fueron purificados por centrifugaci6n en columnas de Saphadex G-25, equilibrada con una

soluci6n 20 mM IHPES pH 7,8.
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Eluidos  los  oligos  del  gel,  se  concentraron  en  speedrcrc  hasta  100  prL.  Para

precipitarlos se les agreg6  1  mL de etanol  100°/o y fueron enfiados por 1 hora a -20° C.

Luego se centrifug6 por 30 min a 12000 Ipm y el precipitado fue lavado dos veces con 500

HL  .de   etanol   70%   y   se   dej6   secar   a   T°   ambiente.   Los   oligonucle6tidos   fueron

resuspendidos en 40 prL agua destilada esteril.

Para obtener el sustrato LTR de doble hebra para las reacciones de procesamiento

y tradsferencia de hebra, los oligonucle6tidos marcados fueron hibridados con el oligo frio

complementario (2783*- 2785 para procesaniiento y Proc LTR*-C-LTR para transferencia
1

de hebra). ha condici6n de hibridaci6n fue la siguiente: a cada oligo se le agreg6 80 pmoles

de oligo complementario y 4 prL de 1 M Nacl. Ia soluci6n se calent6 a 85°C por 3 Ininutos

y se dej6 a enfriar lentamente hasta 30°C. Los oligonucle6tidos fueron mantenidos a -20°C.

3,2.-Medici6n de la actividad de IN i.# v7.fro.

Las reacciones  de procesamiento  y trausferencia de  hebra se realizaron en las

siguientes  condiciones:  15  pmoles  de  enzina fueron  incubados  con  1  pmol  de  sustrato

marcado radiactivainente en tamp6n SIT IX (20 mM MES pH 6,4, 10 mM Kcl, 10 mM

DTr,  20  mM  hthc12,  glicerol  5%).  has  reacciones  se  realizaron  a `37°C  por  1  h.  La

reacci6n   de   desintegraci6n   se   realiz6   de   manera   similar,   utilizando   tamp6n   para

desintegraci6n lx (20 mM PIPES pH 8,0,  10 mM CHAPS, 0,05% Noliidet P-40, 25 mM

Mnc12 y 10 mM DTT). Las reacciones fueron detenidas con 20iiL de tampon fomamida

2X. Los productos de estas reacciones fueron saparados en geles de acrilamida 20%, urea 7
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M. La electroforesis se realjz6 por 2-3 horas a 80W. Los geles fueron secados al vaclo a

75°C y sometidos a rna exposici6n autoradiogrffica con placas Kodck BioMaxMR o en

Phoaphorimager.

4.-  Estudios  de  fotoentrecruzamiento  de  IN  con  sustratos  de  desintegraci6n

"dumbbell"modificadoscon5-Iduymarcadoscony-(32P).

El marcaje de los oligonucle6tidos utilizados en esta reacci6n se realiz6 del modo

descrito  en metodos  3.1.  I.as reacciones  de  fotoentrecruzamiento  se realizaron bajo  las

siguientes condiciones:  15 pmoles de enzina,  1  pmol de sustrato marcado, tanp6n DES

IX. La mezcla fue irradiada en hielo por 30 minutos a 0,240 Joules x seg/cm2 en un I/V

jzac7z.flfor yi.Jber I,ocow!clf a una distancia de 9 cms de las lamparas UV. Posteriormente, se

removieron  alicuotas  de  5iiL  y  los  productos  de  la reacci6n  se  separaron  en  geles  de

poliacrilamida al 20%, visualizindose por autoradiografia.

4.1.-Digesti6ndeproductosdefotoentrecruzamientoconnucleasaS1.

Se realiz6  una incubaci6n de las  alicuotas  de los  aductos fomados  en la etapa

anterior con la nucleasa S1. A 5 uL de la mezcla de fotoentrecruzamiento se agreg6 2 prL

de tamp6n de reacci6n lox de S1  (300 mM acctato de sodio pH 4,6,  10 mM acetato de

zinc y 0,5% glicerol),  I  prL de S1  (1U/prl), 0,33  LiL de 3 M  Nacl y se llev6 a 20 prL con

agua. Las mezclas se incubaron por 1  h a 37°C. Posteriormente, la digesti6n se visualiz6

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

Estudios   de   modificaci6n   quinica   y   de   entrecmzamiento   ADN-proteina

realizados  en    M-MULV  IN  sugieren  que  el  extremo  5'  de  un  sustrato  que  inita  al

intemediario fomedo durante la integraci6n, se unin'a a una regi6n del domihio central de

la integrasa que  contiene  a la cisteina 209  (Vera J,  Le6n 0,  resultados no publicados).

Estudios de modelamiento sugieren que esta cisteina se encontrari'a formando parte de un

asa flexible de 14 aminodeidos, cercana al sitio activo.

Para comprender la inportancia del asa flexible en la estal)ilizaci6n del sustrato

procesado  se  ham  iniciado  estudios  de  mutagenesis  sitio  dirigida  en  esa  regi6n.  A

continuaci6nsepresentanlosresultadoscorrespondientesalamutaci6ndelahistidina208.

1.- Constnroci6n de la mutante IN H208A 106404.

Para la reacci6n de mutag5nesis sitio diririda se utiliz6 el pldsmido pETINHl que

contiene  un  fragmento  del  gen  que  codifica  IN  del  vims  M-Mulv  aN  106404).

Utilizando los partidores PI y P Ten se amplific6 un frogmento de 1.071 pb, que se utiliz6

de templado en la reacci6n siguiente. Luego de la purificaci6n se obtuvieron 400 ng de

ADN. La identidad del frogmento fue establecida por analisis de restricci6n con la enzima

jvI7el. Asi, se observ6 la liberaci6n de dos fragmentos de 592 y 479 pb, ya que existe un

sitio un sitio intemo NdcJen el gen de  integrasa.

La primera  etapa  de  ]a reacci6n  de  mutagenesis  sitio  diririda cousisti6  en  la

amplificaci6n  de  los  fragmentos  I  y 11,  indicados  en  la figura  7,  que  al  alinearse  son
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capa'ces de incolporar la mutaci6n H208A. El resultado de esta reacci6n y de la posterior

purificaci6n de los amplificados, se observa en la figura 8a.

Luego  de purificar los  frogmentos mutag6nicos,  se  obtuvieron 250  ng  de cada

uno.  La  segunda  etapa  de  la  reacci6n  de  mutag6nesis  sitio  dirigida  consisti6  en  la

amplificaci6n del fragmento de ADN de 1.071 pb, portador de la mutaci6n H208A. Para

esta reacci6n se utilizaron de templado los fragmentos mutag6nicos I y 11, obteniendose

200 ng. En la figura 8b se observa el fragmento completo. La identidad del fragmento ser

corrobor6 por analisis de restricci6n con la enzima Ndel.
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Figura 8:  A) Electroforesis  de fragmentos mutag6nicos  IN H208A  106404 I y 11.

Fragmentos mutag6nicos I y 11 en cariles  1  y 2 respectivamente. PM:  estindar de peso

molecular   100   bp,  hvitrogen.   8)   Electroforesis   de  amplificado   final  Fragmento

mutag5nico total en carril 1. PM: estindar de peso molecular ADN A/HindlH, Invitrogen.

EI ADN de 1.071 pb se lig6 al pldsmido PGEM-T en una raz6n 3:1  (inserto (50

ng): vector (50 ng)) y la mezcla se utiliz6 para transformar E. co/i. DH5Ch. Se obtuvieron 30

colonias, mientras que en el control sin inserto se obtuvieron solo 3 colonias. Se analizaron

dos  colonias por digesti6n del ADN plasmidial  con la enzina jvldel.  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 mutaci6n se confim6 por secuenciaci6n automatica del ADN

plasmidial del clon 1 ®GEM IN H208A 106404). En la secuencia obterida se observ6 el

cambio en el triplete CAT en la posici6ri 208, que codifica histidina, por el triplete GCT,

que  codifica alanina.  Ademds,  se observ6  la mutaci6n  del  cod6n ACG por ACT  en el

triplete 111. Esta mutaci6n, de carfroter silencioso, no cambia la secuencia de la proteina

pues ambos codones codifican para treonina.
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Figura 9. An£Iisis de restricci6n de clones p-GEMIY IN 11208A 106404. Digesti6n del

ADN de clones 1 y 2 con la enzina IVzel; cariles 1 y 2 respectivamente. PM: estindar de

peso molecular ADN IvlfindlH, Invitrogen.

2 .-Subclonamiento y expresi6n de la mutante IN H208 106404.

El fragmento de ADN de 1.071 pb, codificante para la IN H208A 106-404, se liber6

desde el pldsmido pGEMr IN H208A 106404, cortando con las enzimas Bomffl y Ndel

(figura 10) y se purific6 por electroforesis en agarosa, obteniendose 200 ng. El frogmento

liberado se lig6 al pldsmido pET21a previanente digerido con BawH y jvldel en rna raz6n

3:1 (inserto (25 ng): vector (50 ng)), y se realiz6 una transformaci6n de celulas competentes
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de  E.   co/i.  JM109.   El  resultado   de   la  transformaci6n  fue   de   12   colonias  para  la

transfomaci6n con la mezcla de ligaci6n que llevaba el inserto de la mutante de integrasa

IN H208A 106404, mientras que en el  control sin inserto se obtuvieron 5 colonias.

Tanafro(ptl]M            I           Tamailo(pb)
I i-I

3.000   -
2.000   -

ii,ii-I

±¥
=p-GEMT

..             (3000 pb)

I-500     "RE
nliHI -       -= H208A

I-000       ifelj¢

i` "_3  im

500    ha
L___

i
1 06-404 ]N

Fragmentos
Digesli6n
Total Ndel

FTgura  10.  Libcraci6n  de inserto  IN  H208A  106404  desde  el  plfsniido  PGEM-T.

Digesti6n total del ADN clonado en PGEM-T con la enzina Bcrwffl y digesti6n parcial con

la  enzima jvI7el  para  obtener  el  frogmento total.  El  frogmento  liberado  de  1.071  pb  se

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

La selecci6n de clones positivos se realiz6 por digesti6n con la enzima BamH.

Como se observa en la figura 11-A, en los carriles 2 y 4, solo 2 de las colonias analizadas

presentaron un pldsmido  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 analisis de restricci6n con la enzima jvz7el. En ambos clones

se  liberaron dos  insertos  de  alrededor  de  592  pb  y 479  pb  coincidentes con el tamafio

esperado (figura  11-8). A continunci6n, se realiz61a trasfomaci6n de la cepa de E.  co/I.

BL2l  @E3)  con el ADN pET21a H208A  106404  IN y  se  analiz6  la expresi6n de  la

proteina.  Para esto  se creci6  un cultivo  de  50  mL hasta una densidad 6ptica de 0.9,  se

indujo  con IPTG por dos horas,  se colectaron las bacterias  y se  lis6  el precipitado  con

buffer SDS. La figura 12 muestra la separaci6n de proteinas totales de la cepa PET 21a IN

H208A  106404 en un gel acrilamida-SDS, antes y despu6s de inducirlos con IPTG. En

cada caril 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 inducci6n (carril 2).
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Figura 11. A) Analisis de restricci6n de clones PET/ IN H208A 106404. Digestion  con

la  enzima BczmHI.  Los  carriles  1-7  corresponden a diferentes  clones  obtenidos.  En  ]os

carriles 2 y 4 se observa un pldsmido de 6.700 pb que conesponden'a al pldsmido  mds el

inserto. B) Analisis de restricci6n de clones 2 y 4 con la enzima Jvdcl. En ambos clones,

carriles 1 y 2, se observa la liberaci6n de dos fragmentos de 592 y 479 pb, correspondientes

a los tamafios esperados. El estindar de peso molecular utilizado en ainbos casos fue ADN

Mhidm, hvitrogen.
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Figura  12.  Perfi]  de proteinas  totales  de  cu]tivos  de E.  co/f. transformadas  con  el

plasmido  PHT/ 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 prot\einas totales del

cultivo inducido con Iptg. M: estindar de proteinas.

3 .- Purificaci6n de integrasas.

La I)urificaci6n de las integrasas IN  1404, IN  1-105  e IN  106404 se realiz6 a

partir  de  los  plinidos  PET  IN  1-104,  PET  IN  1-105  y  PET  INIIl  disponibles  en  el

laboratorio; en tanto que la purificaci6n de IN H208A 106404 se realiz6 a partir del clon 4

41



42

PET 21a IN H208A  106404. Para ello, se creci6 un cultivo de  1  L   hasta una deusidad

6ptica  de  0.9,  se  indujo  con  IPTG  por  2  horas  y  se  colectaron  las  bacterias  por

centrifugaci6n.  A  continuaci6n  el precipitado  se resuspendi6,  se  lis6  con lisozima y  se

sonic6. El sobrenadante se uni6 a una resina de afinidad QTTA-Ni+2agarosa) y las proteinas

fueron eluidas con concentraciones crecientes de sales e imidazol. Los resultados de estas

purificaciones se muestran en la figura 13.

66.5  egivb

45.0  q±-LJ --- - 47.a KDa

3§.0  tziij:ilc       -i_|€.37.OKDa

25.0  --.

18.4   H*-14.4-    _  -,

Figura 13. Perfit electrofor6tico de las integrasas purificadas.  Las proteinas purificadas

fueron separadss por electroforesis en un gel de acrflamida en condiciones desnaturantes.

Se cargaron 2 ug de IN WT y 6 ug de IN H208A 106404.    M: estindar de proteinas. Los

carriles 2 y 3 muestran dos frocciones distintas  de integrasa WT.  El caril 4 corresponde a

IN H208A  106404  IN, mientras  que el  carril  5  corresponde  a IN  106404.  La flechas

indicanlaposicionesdeINWT45kDayalamutanteINH208A10640437KDa.

42



43

La  concentraci6n  para  cada  proteina  purificada  fue  de:  0,5  mg/inL  106404

H208A,  1,8 mg/inL  106404, 20 mg/inL 1-105 y 0,9 mg/inL 1404. La identidad de cada

una de las bandas fue confirmada por western blot, utilizando un anticuerpo anti-integrasa

diaponible en el laboratorio (figura 14).

Im8A log-4D4        I-io5               iuslo4                    ihrr

37KDa -

45 KDa

Figure  14.  Western  B]ot  integrasas.  Para  comprobar  la  expresi6n  de  integrasas  se

realiz6n un ensayo de Western Blot utilizando un anticuexpo anti-integrasa. En el caril 1 se

observa rna banda de tamafio similar a la banda observada para IN 106404 (caril3). EI

carril 2 correaponde a IN 1-105 y el carril 4 a IN WT.
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4.-Actividal de H208A IN 106404

4.1.- Actividad de transferencia de hebra

Se ha descrito que el dominio IN 106404  es capaz de catalizar la transferencia de

hebra en presencia del dominio N-terminal IN  1-105  agregado en trams. La actividad de

transferencia de hebra de la IN silvestre, de IN 106404 y de IN H208A 106404 se observa

en la figura 15. Como se observa, los productos de la reacci6n, que por su mayor tamafio

presentan rna menor migraci6n en el gel,  solo  se  observan cuando  se utiliza   IN  WT

(carriles 2 y 3)  o en el caso  de IN  106404  cuando se complementa con el dominio N-

terminal, IN I-105 (dariles 4 y 5). En cambio, no se observan productos de integraci6n en

ninguna de las preparaciones de la mutante IN H208A  106404  (carriles 6 ,7 y 8). Esto

indica que tanto la IN WT, como IN 106404, presentan actividad de integraci6n, mientras

que la mutante IN H208A 106404 es inactiva.
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sustrato
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Figura  15.  Actividad  de  transferencin  de  hebra  de  mutante  IN  H208A  106rd04.

Evaluaci6n de  la actividad  de integraci6n de  la mutante  IN  H208A  106404.  El  caril

conesponde  al  sustrato  sin  enzima.  Los  carriles  2  y  3  corresponden  a  reacciones  con

diferentes fracciones de IN WT. Los cariles 4 y 5  correaponden a reacciones utilizando

diferentes fracciones de IN 106404, complementada con dominio N-teminal. 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 desintegraci6n

En la figura  16 se muestra la actividad de desintegraci6n utilizando un sustrato

dumbbell que presenta un extremo 5`(cola). Como se observa, la IN 106404 (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, conespondientes a la preparaci6n de la mutante IN H208A
\

106404, no se observan productos de desintegraci6n.. ha figura  17, en tanto, presenta la

actividad de ¢esintegraci6n, utlizando un sustrato dumbbell que no presenta el extremo 5`

(figura 4). Estudios prelininares @onzella 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

caril 3, IN H208A 106404 con la mutante IN 1-105, la enzima no genera el producto de

desintegraci6n 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 desintegraci6n de mutante IN H208A 106404. Utilizando un

sustrato  dunibbell  con  extremo  5`  (cola)  se  evalu6  la actividad  de  desintegraci6n de  la

mutante IN H208A  106404.  El  carril  1  correaponde al  sustrato  sin  enzima.  El caril 2

colresponde a la reacci6n utilizando la enzima IN 106404. Los carriles 3 y 4 correaponden

a la reacci6n utilizando diferentes fiacciones de IN H208A 106404.
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Producto
®\

Figilra 17. Actividad de desintegraci6n de mutante IN H208A 1061404. Utilizando un

sustrato  dummbell  sin extremo  5`  (cola),  se  evalu6  la actividad de desintegraci6n de la

mutante  IN H208A  106404.  El  carril  1  correaponde al  sustrato  sin enzina.  El  carril  2

corresponds  a  la  actividad  utihizando  IN  106404  compleinentada  con  el  dominio  N-

terminal.  El  carril  3   colrespobde  a  la  activided  de  la  mutante  IN  H208A   106404

complementada con el dominio N-terminal..
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Al utilizar un sustrato dummbell que presenta rna sustituci6n con 5-Idu en el

extremo 5`, se   observ6 rna notoria reacci6n de fotoentrecruzamiento, comparada con el

sustrato  control  sin  sustituci6n  (Vera  y  col,  resultados  no  publicados).  El  hucle6tido

sustituido es complementario a la adenina del par 5'-CA-3', reconocido por la enzima en el

procesamiento-3 '.  Experimentos  de  digestion con proteasas de  complejos proteina-ADN

fotoentrecruzados, permitieron apuntar hacia un peptido de 5 aminofroidos qHCAY), que

participan'a  en  la reacci6n  de  entrecruzamiento.  Norris  y  col,  en  1996,  describieron  la

participaci6n de histidina, entre otros aminoacidos, en reacciones de entrecruzamiento con

5-Idu,  por  lo  que  se  pieusa  que  este  residuo  Glis208)  podr'a  estar participando  en la

reacci6n.

En la figura  18  se presentan los resultados  de  la reacci6n de  entrecruzamiento

entre el sustrato y las integrasas silvestre, IN 106404 y IN H208A 106404. El tanafio del

aducto proteina-ADN formado corresponde a aproximadamente 53,8 KDa para la enzima

silvestre .(cariles 2 y 3) y de 41,7 KDa para la mutante IN 106404 (carril 4), lo que sugiere

rna relaci6n 1 :1 enzima / sustrato ya descrita. En el caso de la mutante IN H208A 106404,

carril 5, no se observa una formaci6n del aducto del tamafio correspondiente (41,7 KDa),

sin embargo, se observa rna marca de alrededor de 30 KDa.
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Figiira  18.  Fotoentrecrtizamiento  de  mutante IN H208A  106404  con  sustratos  de

desintegraci6n sustituidos con 5-Idu. El carril 1 conesponde al sustrato sin enzima. Los

carriles  2  y  3  corresponden  a  la reacci6n de  fotoentrecruzamiento  utilizando  diferentes

fiacciones de la enziina WT. El carril 4 corresponde a la reacci6n utilizando la enzima IN

106404. El calril 5 correaponde al producto de la reacci6n de fotoentrecruzamiento entre el

oligo sustituido y la mutante IN H208A 106404.

Para analizar la naturale2a de la marca radioactiva de alrededor de 30KDa en el

carril  5  de  la  figura  17,  se  realiz6  rna  digesti6n  de  los  produetos  de  la  reacci6n  de
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entrecruzamiento con la nucleasa S1. En la figura 18, carril 5, se observa que existi6 rna

completa digesti6n de la marca de alrededor de 30 KDa, sugiriendo la posibilidad de que se

hubiese tratado de un dinero de sustrato y no de un aducto fomado entre la proteina y el

sustrato. I,as reacciones con la enzima silvestre (carriles 2 y 3) y con la IN 106404 (carril

4) fueron utilizadas como control pues se conoce que en las condiciones en que se realiz6 la

reacci6n,  la marca radioactiva permanece  en  el  complejo  digerido,  ya  que  se  marca el

nucle6tido en el extremo N-temiinal.
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Productos

Suslrato

Figura 19. Complejos fotoentrecrtlzados digeridos con nuc]easa S1. El carril  1

co,rresponde  a  la  reacci6n  sin 'enzima.  Los  carriles  2  y  3  corresponden  a  la  reacci6n

utilizando diferentes hacciones de la enzima IN WT. El caril 4 corresponde a la reacci6n

utilizando la enzina IN  106404. El carril 5  corresponde a la digesti6n del producto  de

fotoentrecruzamiento de la mutante IN H208A  106404 con el oligonucle6tido sustituido

con 5-Idu.
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V. DISCusldN

Pana  persistir  en  rna  c6lula  eucariota,  los  retrovirus  requieren  de  la  inserci6n

estable de su genoma en los cromosomas de la c6lula hu6sped. Esta reacci6n, catalfzada por

la enzima retroviral integrasa, requiere rna serie de procesos en etapas tempranas del ciclo

replicativo (Varmus,1988).

Experimentos   de   prote61isis   @ngelman   y   Cralgie,   1992),   mutag6nesis  por

deleci6n @ushmap y col, 1993) y complementaci6n funcional ¢ngelman y col, 1993), ham

revelado  que  las  integrasas  se  componen  de  tres  dominios  estructurales,  N-terminal,

catalftico  y  C-terminal.  El  dominio  catalitico,  ademds  de  tener  rna  triada  catalitica

invariante que confoma el sitio activo, posee aminofroidos implicados en la interacci6n con

el ADN viral durante la integraci6n en la celula hu5sped.

Estudiando IN de VHI-1  se concluy6 que los nucle6tidos couservados 5'-CA-3'

del ADN viral cumplen un importante col en el reconocimiento y la uni6n de la enzima

activa durante la integraci6n (Jousson y col, 1993); por lo que se postul6 que existiria una

interacci6n especifica entre estos nucle6tidos y ciertas regiones de la IN. Heuer y Brown,

en 1997 y 1998, identificaron dos p6ptidos provenientes del sitio catalitico de IN  de VH.I-

1, que se fotoentrecruzaron con la cola ss-5'  de un sustrato  que inita al intemediario

formado  durante  la  integraci6n.  Uno  de  ellos,  qt}e  abarcaba  del  residuo   139  al  152,

comprendr'a  rna  regi6n  denominada  asa  catalitica,  que  corresponden'a  a  una  region

flexible, encargada de pemitr los canibios conformacionales necesarios que permiten a la
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enzima reaccionar con el ADN viral a una distancia de separaci6n observada de 5 pb en el

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

Dentro   del   dominio   catalitico,   mediante   fotcentrecruzamiento   y   ensayos

enzimaticos, se ha sefialado que los aminodeidos Lys-159, Tyr-143 y Gh-148 jugarian un

rot importante, dado que su mutaci6n puntual se traduce en la perdida de la actividad de

integraci6n en ensayos j# vifro (Esposito y Crairie,  1998). De estos, Gln  148, como parte

del asa flexible de IN de VH-1, permjtiria la estabilizaci6n del complejo mediante puentes

de hidr6geno, como se muestra en la figura 20 (Johnson  y col, 2006)

GT
CAGT       3'-P
GTCA

C A~ C'r'                 sTGT}

Figura  20.  Estabilizaci6n  del  complejo  IN-ADN  viral  en  VIH-I.  La  formaci6n  de

puentes de hidr6geno entre Gln  148 y la citosina ubicada en la posici6n -2 permitiria ha

estabilizaci6n del complejo (Johnson y col, 2006),

En IN de M-MULV, al igual que IN de VIH-1, existe un sustrato de desintegraci6n

modelo que imita al intemediario formado durante la integraci6n del LTR en un sitio del
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ADN blanco Este oligonucle6tido permite el estudio de los dominios de la proteina que

estin involucrados en la union y/o el reconocimiento de secuencias del LTR. Donzella y

col,  en  1998,  describieron  la  importancia  de  la  regi6n  del  extremo  5'  del  sustrato  de

desintegraci6n  a  trav6s  de  estudios  de  complementaci6n  realizados  con  mutantes  por

deleci6n de la IN de M-MULV. Segtin estos estudios, IN 106404, que carece del dominio

N-terminal, no es capaz de catalizar la desintegraci6n de un sustrato que carecia de la cola-

ss  5'  (figura 4).  Sin embargo, al complementar en trams con este dominio alslado QT  1-

105), la actividad era restaurada.

Estudios de entrecruzamiento quinico y fotoentrecruzamiento, ademds de eusayos

enzimaticos,  ban  permitido   identificar  rna  regi6n  de  IN  de  M-Mulv   que   estaria

involucrada  en  la  uni6n  y/o  el  I.econocimiento  de     secuencias  virales  tales  como  el

dinucle6tido couservado 5'-CA-3' y la region del extremo 5' del sustrato de desintegraci6n

(Vera  y  col,  resultados  no  publicados,  2002).  Al  utilizar  sustratos  de  desintegraci6n

sustituidos en diferentes posiciones con 5-Idu en rea6ciones con IN M-Mul,V, se visualiz6

la formaci6n de un complejo covalente principal. Los resultados obtenidos fueron similares

al utilizar ]a` enzima silvestre y la mutante IN 106404. Para obtener informaci6n acerca de

la regi6n de la proteina que participan'a en el entrecruzamiento, se realizaron digestiones de

complejos IN-ADN con proteasas. Al comparar los p6ptidos te6ricos que se producian de

la IN de M-MULV, se encontr6 que solo existe un pequefio pdytido derivado del dominio

central  de  la  enzima posiblemente  LHCAY.  De  acuerdo  a  la  especificidad  del  agente

entrecquzante utilizado, (5-iodouridina), el residuo de histidina 208 sen'a un posible blanco

en la reacci6n de fotoentrecruzamiento QTorris y col, 1996).
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Previamente, basindose en la estructura tridimeusional del dominio catalitico de la

IN  de  HIV-I,  J.  Vera  y  col.  generaron  un  modelo  para  la  estructura  de  la  region

comprendida entre los residuos Prol78 a Ser238 de ha IN de M-MULV (Vall 10 a Glul70

en IN de IHV-1, estructura PDB  IBIC3), usando el programa de modelamiento molecular

Swiss Model a7igura 20). Al analizar la ubicaci6n del residuo His208, se enconfro que este

formaria pane de la region flexible de la proteina, denominada asa catalitica. La ubicaci6n

de esta asa pemiite suponer que jugaria un impor(ante rot en las interacciones de la enzina

con  el  ADN,  promoviendo  canbios  estnicturales  que  permitan  la  formaci6n  de  un

complejo proteina-ADN estable durante la integraci6n y desintegraci6n del sustrato.

Figure 21.  Mode]o  estrucfural te6rico  de  la  region  central de la  IN  de  M-MULV.

Supelposici6n de las dos estructuras de las INs, de HIV-I  (en blanco) y de M-MULV (en

celeste),  destacando  los  residuos  cataljticos  de  la IN de  HIV-1  Asp  64  (rojo),  Aap  116

(amarillo)  y  Glu   152   (azul)   (J.   Vera,  tesis  dcetorado,   progrania  Swiss  Model   3D-

PDBviewer3.7).
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Con  el  propdsito  de  comprobar  el  rol  de  la  histidina  208  en  la  actividad  de

desintegraci6n de la IN de M-MULV, se disefi6 la consthlcci6n de la mutante IN H208A

106404. La ausencia de actividad de desintegraci6n detectada al reaccionar la mutante IN

H208A 106404 con el sustrato de desintegraci6n que presenta el extremo 5`, indican'a que

el residuo His 208 estan'a implicado en el reconocimiento del ADN viral.

Donzella y col, en 1996, describieron que al complementar la mutante 106404 IN

de M-MILV con el fragmento  1-105 IN la actividad transferencia de hebra se recuperaba.

Al redizar este experinento con la mutante IN H208A 106404, no se observ6 actividad en

esas condiciones. Esta inactividad podr'a ser explicada |]orque el asa catalitica podria estar

implicada en la multimerizaci6n de la enzima y por lo tanto al sustituir la histidina 208, la

flexibilidad del  asa se  ven'a afectada inpidiendo  rna complementaci6n en hens  de  la

enzina o rna conecta diaposici6n de los dominios catalitico y C-terminal para llevar a cabo

el ataque nucleoflico al ADN blanco.  Donzeua y col, en 1999, al modificar quinieamente

con NEM  el  residuo  Cys  209,  observaron  que  se  afectaba  la  complementaci6n por  el

dominio HHCC.

Al  realizar  la  reacci6n  de  fotoentrecruzamiento  entre  la  enzima  mutante  IN

H208A  106404 y el  oligo  sustituido  con 5-Idu no  se observ6  una reacci6n especifica,

sugiriendo que la histidina 208 estaria implicada en el reconocimiento del extremo 5`del

sustrato   de  desintegraci6n.   Estos  resultados   concuerdan  con  resultados  previos,   que

sostem'an que al modificar la cisteina 209  con NEM no  se observaba entrecruzamiento,
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sugiriendo que este aminofroido o residuos cercanos, participarian en la union del extremo

5' del sustrato de desintegraci6n (Vera y col, resultados no publicados, 2002).

Los  resultados  obtenidos  al  realizar  la  actividad  de  transferencia  de  hebra  y  de

desintegraci6n con un sustrato que carece del extremo 5`, permiten postular que la histidina

208, como parte de un_ asa flexible, estaria involucrada en la interacci6n entre el ADN viral

y la proteina, a trav6s de su interacci6n con la adenina ubicada en la posici6n -2 por medio

de puentes de hidr6geno (figura 22).

Figura  22.  Modelo  de  estabilizaci6n  del  com|)Iejo  IN-ADN  viral  para  M-MULV.

Interacci6n  entre  adenina  -2  ?  histidina  208  por medio  de  la formaci6n  de puentes  de

hidr6geno.
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VI. CONCLUS16iv

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

relaci6n que existe entre el ADN viral y el asa flexible ubicada en e| dominio central; y el

rol de esta asa en la correcta interacci6n entre los domirios catalitico y N-terminal.

Cousiderando los resultados obteridos, es posible decir que el residuo histidina 208

de la integrasa de M-MULV participa en el reconocilniento del extremo 5` de un sustrato

que imita al  intemediario  formado  durante la integraci6n del ADN viral,  dado  que al

realizar  el  cainbio  de  este  aminoacido  por  rna  alanina  no  se  produce  la  reacci6n  de

desintegraci6n.
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