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SUMMARY

The gene pol of human immunodeficiency virus type 1 (IHIV-1)
was expressed in Saccharomyces cerevisiac under promotor of
glyceraldehido phosphate deshidrogenase (GAPD). The
construction includes the protcase domain, the reverse
transcriptase, and the endonuclecase, as well as, 696 pb
corresponding to the gene vif. The product was studied by
Western blot, electronic immunomicroscopy and its biological
activity was estimated. Results shown that a soluble protein is
obtained partially processed, with reverse (ranscriptasc activity.

RESUMEN

El gen pol del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1
(VIH-1) se expresé en Saccharomyces cerevisiac bajo el
promotor del gen que codifica la enzima gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (GAPD). La construccion incluye los dominios
de la proteasa, la transcriptasa inversa y la endonucleasa, asi
como 696 pb correspondiente al gen vif. El producto se estudié
por Western blot, inmunomicroscopia electrénica y sc le estimé
la actividad bioldgica. Los resultados demuestran que se
obtiene una proteina soluble parcialmente procesada con
actividad de transcriptasa inversa.

INTRODUCCION

Desde el descubrimiento del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH-1) como agente
causal del SIDA (Barrc-Sinoussi ef al., 1983;
Gallo et al., 1983) sc han acometido diversas
estrategias para su control (Richman,1991), entre
ellas, una de las mds trabajadas ha sido el uso de
inhibidores de la transcriptasa inversa, enzima que
es vital para ¢l ciclo replicativo del virus y por tanto
un blanco atractivo para la bisqueda de nucvos
agentes con fines terapciticos, entre ellos
encontramos andlogos de algunos nucledsidos como
la 3’ acido-3’dcoxitimidina y la 2°,3” dideoxiinosina
(Mitsuya y Broder, 1986; Richman. 1991), asi como
extractos de especies marinas (Loya y Hizi, 1990)
y otros (Merluzi et al., 1990).

Para el estudio de estos inhibidores se hace
nccesario disponer de la transcriptasa inversa,
pero su obtencion de fuentes naturales, a partir
de viriones, es riesgosa y se encuentra en bajas
concentraciones, por lo que se han abordado
diversas formas para su expresién en bacterias
(Tanese et al., 1986), levaduras (Barr et al., 1987),
células de mamiferos (Peng et al., 1991), o
utilizando baculovirus (Yu Weng and Yong
Kang, 1991) y virus vaccinia como vectores
(Flexner et al., 1988).

De manera natural Pol se produce como una gran
poliproteina fusionada al producto del gen gag (pr160)
a mancra de precursor, posteriormente, la proteasa
viral, que ocupa el dominio amino terminal de pol, se
autoescinde (p14) (Kohl et al., 1988) y finalmente
completa ¢l procesamiento de la transcriptasa inversa
(p66/51) y la endonucleasa (p32) como proteinas
independientes (Veronese ef al., 1986).

En cste trabajo se reporta ¢l procesamiento dcl
gen pol en Saccharomyces cerevisiae y la expresion
dc una proteina soluble con actividad de
transcriptasa inversa.

MATERIALES Y METODOS

Las enzimas de restriccién y modificacién, asi como la
T4 DNA Ligasa utilizadas procedian de Enzibiot-IIEBER
BIOTEC, la CIP de SIGMA (USA), Poly (rA)-Olygo (dT) ;.18
de Pharmacia L.K.B. Biotechnology Inc., Piscataway Y, N.J. y
[3“] TTP de Amersham International, Amersham, U.K.

Construccion del Vector de expresion

Todas las manipulaciones del DNA se realizaron scgin
Sambrook et al. (1989).

Para la construccién del vector de expresién sc utilizé un
fragmento Bglll/Sall de un plasmidio que contiene ¢l genoma
completo del HIV-1 (Ratner ¢t al., 1985).
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El corte Bglll deleciona los primeros cuatro aminodcidos del
gen pol localizados en la regién del frameshifting gag/pol
(Wilson et al., 1988) y que se corresponde con ¢l extremo amino
terminal de la proteasa, siendo la secuencia Phe-Phe-Arg-Glu-Asp,
de forma tal que el ATG es seguido del Asp que ocupa la quinta
posicién en la secuencia anterior, conservindose asi el marco de
lectura. En el caso del extremo C-terminal, el sitio Sall se
encuentra 696 pares de bases después del codén de parada de Pol
(TAG), dentro de la secuencia del gen vif.

Este fragmento fue subclonado en un vector de levaduras
que conticne ¢l promotor y el terminador del gen de la enzima
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPD) (Torrens et al.,
1989) (figura 1), conformdndose el plasmidio pBSJG. Luego, un
cassette de expresién BamHI, que incluye el promotor, ¢l gen pol,
el fragmento del gen vif y el terminador GAPD (GAP-T), fue
purificado y subclonado en otro vector de levaduras que tiene sitio
de origen de la replicacién y los marcadores de seleccion URA-3
y LEU-2 propios para el trabajo en estos microorganismos
(Torrens et al., 1989) (figura 2), obteniéndose los plasmidios
pBSDC 8, 16 y 21. El pBSDC-8 fue scleccionado posteriormente
para estudiar la expresién en levaduras.,

Células.

Se utilizé ta cepa bacteriana XL-1-Blue (Bullok ¢t al., 1987).
Para todas las manipulaciones, se procedié de acuerdo a los
métodos estdndar (Sambrook ¢t al., 1989). La ccepa de
Saccharomyces cerevisiae fue la SEY 2201 («, leu 2-3,112, ura 3-52,
can 1-101) y se transformé por un método rdpido descrito por
Barker (1991).

Condiciones de crecimiento.

Las células fueron cultivadas con agitacién a 250 rpm y
temperatura de 28°C en una zaranda (modelo g-25, New
Brunswick Scientific Co. Inc.), en 200 ml de medio minimo GO
(Galzy y Sloninsky, 1957) complementado con 2% de glicerol y
0.1% de hidrolizado dcido de caseina, durante 24 h, lucgo se
suministré glucosa al 2% y extracto de levaduras al 0.3 % cada
24 h hasta completar 96 h.

Procedimiento de ruptura.

Las células procedentes de 200 ml de cultivo fueron
aisladas por centrifugacién a 3500 rpm y 4°C de
temperatura, se lavaron con solucién tampén de lisis
contenicndo 50 mM de Tris/Hcel pH 8.0, 62.5 mM EDTA,
0.1% Triton X-100, y 1 mM de PMSF, segin Bathurst ez al.
(1990), a continuacién se rompieron utilizando perlas de vidrio
(0.25-0.5 mm de didmetro) en un equipo de vibraciones (Braun,
GFR) durante 8 min.

Purificacion y cuantificacion de la Proteina.

La purificacién de la proteina se realizé por precipitacién
con sales de sulfato de amonio y a continuacién las fracciones
procedentes de la precipitacién se pasaron por una columna
Whatman P-11 siguiendo la metodologia descrita por
Bathurst ¢z al. (1990). En todos los casos para la
dcterminacién de la concentracidén de proteinas se utilizé
¢l método de Bradford ( 1976). Las electroforesis de proteinas
se realizaron segin método descrito (Laemmli, 1970) y el
Western blot segin Burnette (1976).
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Fig. 1. Estrategia de clonacién del gen pol. Bl gen pol con ¢l fragmento del gen vif fusionado a su extremo C-terminal fue inscertado en
el pBS 5, generdndose un sitio Neo I en la unidn del promotor con pol, conservando la trama dc lectura de este Gltimo inmediatamente
después del ATG (Para detalles ver el texto). Abreviaturas: S-GAP-P:Short GAP promotor, GAP-T:GAP terminator, PR:proteasa,
RT:transcriptasa inversa, END: endonucleasa, Orizorigen de replicacion.
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Fig. 2. Subclonacion del gen pol en un vector de expresién en levaduras. Un cassette de expresion BamHI, conteniendo el promotor de &
GAPD (S-GAP-P), el gen pol, y ¢l terminador de la transcripeién del mismo sistema (GAP-T), fuc insertado en el plasmidio pBS-4 par:
conformar ¢l plasmidio pBSDC-8. Para dctalles consultar el texto. Abreviaturas: URA-3:marcador de seleccién para uracilo
Leu-2:marcador de seleccién para leucina.

Ensayo de Transcripcion inversa

El ensayo dc transcripcién inversa fuc rcalizado
esencialmente de acuerdo a un método publicado previamente
(Hoffman et al., 1985).

Microscopia Electronici

El procesamiento para ¢l marcaje inmunocitoquimico se
realizé acorde a Garzon et al. (1982) y Bendayan (1984).

Para la visualizacidn se utilizé6 un Microscopio clectrénico
JEOL-JEM-2000 a una accleracidn de voltaje de 80 kV.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 3, en la columna B, se pucde obscrvar
una banda con una talla de 68 Kd, identificada por
Western blot, utilizando ¢l sucro de un paciente con
SIDA procedente del banco de sucros del
Laboratorio Nacional de Relcerencia del SIDA
(DAVIH) y que se corresponde con el producto
expresado por la levadura transformada con cl
plasmidio pBSDC-8.

Anteriormente Kramer et al. (1989), reportaron la
presencia de una proteina de igual talla (68 Kd), al

expresar ¢l segmento gendmico gag/pol  cn
Saccharomyces cerevisiae, sin podcer demostrar los
productos del procesamicento del gen pol con sus tallas
correspondicntes, ¢s decir, la transcriptasa  inversa
(66/51), la protecasa (pl14) y la endonucleasa (p32), lo
que atribuycron a un fallo ¢n la maquinaria enzimdtica

3. Western blot. El patrén utilizado fuc un antigeno
purificado a partir de¢ cultivo cclular, que expresa
constitutivamente ¢l VIIL ElI Western blot fue realizado utilizando
¢l sobrenadante de ruptura. M:antigeno VIIL A:control negativo.
B:sobrenadante procedente de la levadura transformada con ¢l
plasmidio pBSDC-8.
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de la levadura en el procesamiento del ARN a
partir del frameshifting, y al hecho de que se
produce 20 veces més de los productos de Gag
que de los derivados de Pol por este mecanismo.

En nuestro trabajo, la ausencia de los productos
de Pol con sus tallas correctas, podria atribuirse
a la gran actividad proteolitica reportada por
varios autores (Graves et al., 1988; Hostomski et
al., 1989; Piedimonte et al., 1990), cuando se
expresa la proteasa viral en cantidades superiores
a las que habitualmente se producen como
consecuencia del ciclo de vida del virus,
ocasionando la degradacién de varias proteinas
celulares e incluso de las virales (Krausslich,
1991), lo que es de esperar en nuestra
construccién, ya que la regién que codifica para
la proteasa, es la primera en transcribirse a partir
del gen pol. En nuestro sistema, ese efecto toxico,
puede ser reflejado por la diferencia en la curva
de crecimiento de las levaduras transformadas
con el pBSDC-8 y las transformadas con cl pBS-4
(figura 4A y Tabla 1), ademas de la presencia de
una destruccion nuclear, detectada por
microscopia electrénica, del clon que expresa la
poliproteina (Sariol et al., 1992') y quc pudicra
estar en relacién con el mismo cfecto.

Con relacion a la talla de 68 KDa del producto
identificado por el westen blot, teniendo cn
cuenta que la construccidén genética no incluye la
regién del frameshifting, no cncontramos una
explicacién clara para el mismo, aunque su
procesamiento pudicra versce afectado por el
aumento de la actividad proteolitica, de todas
formas deben realizarse estudios posteriores
para la mejor caracterizacién de este fendmeno.

Por otra parte, esa misma banda no s¢ pudo
identificar por tincién de las electroforesis de
proteinas con nitrato de plata o azul de
Coomassie, ya sea con mucstras provenicntes de
las precipitaciones con sulfato de amonio o de las
fracciones cluidas de la columna Whatman P-11
(datos no mostrados).

Sin embargo, los ensayos de transcripcidn
inversa arrojaron una actividad polimerdsica en
el clon positivo (figura 5) demostrando que la
proteina obtenida conscrva actividad bioldgica,
sobre todo en las muestras tomadas de la
precipitacién al 30% .con sullato de amonio y de

Presentado en el Congreso de Bioteenologia, Habana, Junio, 1992, Cuba.
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Fig. 4. Curva de crecimiento. En A la curva de linea gruesa indica
el crecimiento de la levadura control, mientras la fina indica el de
la transformada con el plasmidio pBSDC-8. A partir de las 18 h,
luego de una fase de crecimiento exponencial para ambas levaduras,
se pucde apreciar como la transformada con el pBSDC-8 no llega
nunca a los niveles de DO del control. Los valores constituyen ef
resuitado de cinco experimentos en los que en cada tiempo se
realizaron 5 determinaciones independientes cuyos promedios se
ilustran en la Tabla 1, encontrdndose una diferencia significativa
de p<0.05 desde las 18 h de crecimiento en adelante. La densidad
6ptica (DO) fue medida en fotocolorimetro (CIBA CORNING
Colorimeter 257).

Tabla I
Valores de DO medidos durante 36 horas de crecimiento’

Horas Lev. con pBSDC-8 Lev. con pBS-4
18 8.248 + 0.267 10.350 + 0.372
24 9.289 + 0.547 11.538 + 0.273
30 10.179 + 0.269 12.460 + 0.479
36 12.682 + 0.247 14.891 + 0.491

Sélo los valores con p<0.05

la fraccién No. 3 cluida de la columna de
fosfocelulosa. En el resto de las fracciones la
actividad registrada no revasé los valores de
fondo determinados para el control negativo
(datos no mostrados).

Esa relaci6én, dada por una ausencia de
bandas en las tinciones de las electroforesis de
proteinas y la presencia de actividad de
transcriptasa inversa, ha sido reportada en
construcciones similares en bacterias (Tanese
et al., 1986). Por otra parte, utilizando vaccinia
virus como vector para expresar el segmento
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Fig. 5. Resultado del ensayo de transcripcién inversa. En la fraccidn
1 se muestran los resultados obtenidos en el sobrenadante de
ruptura, en 2y 3, los estimados para las fracciones procedentes de
la precipitacién con sulfato de amonio al 30 y al 50%
respectivamente, en 4, se seiala la actividad registrada de la
muestra eluida en la fraccién No. 3 de la columna Whatman P-11
y que provenia de la precipitacién al 30% con sulfato de amonio,
donde se obtuvicron los valores mds altos dc actividad especifica.
Clon positivo: levaduras transformadas con el plasmidio pBSDC-8.
Control negativo: levaduras transformadas con ¢l plasmidio pBS-4.

gendmicogag/pol se logrd un procesamicnto de
la poliproteina evidenciado por inmunoblot, sin
embargo, no se detectd la actividad polimerdsica
(Flexner, 1988), reportindose en baculovirus
resultados andlogos, planteando los autores que la
ausencia de actividad podia ser debido a dificultades
en lograr una estructura tridimensional correcta de
la proteina.

Otro factor referido en este 1dltimo trabajo y como
explicacidn del fenémeno anterior, es el efecto toxico
de la proteasa viral, mencionado anteriormente cn este
trabajo, el cual afecta la expresion de la poliprotcina
heterdloga. Con el objetivo de conocer la localizacion
de la proteina dentro de la célula de levadura, se realizd
un experimento de inmunomicroscopia electrénica
usando el mismo sucro positivo. Se puede observar un
marcaje sin localizacién especilica, sugieriendo que el
producto obtenido se sintetiza como una proteina libre
en el citoplasma y no particulada (figura 6).

Teniendo en cuenta los resultados anteriores,
podemos decir que ¢l producto del gen pol se
sintetiza en Saccharomyces cerevisiae como una
proteina soluble, parctalmente procesada, pero
conservando su actividad bioldgica de transcriptasa
inversa. El nivel de expresidn pudicra ser mejor si
se eliminara ¢l dominio de la proteasa, puesto que
es probable que la diferencia en la curva de

Fig. 6. lnmunomicroscopia clcctrénica. En A se observala
levadura que expresa el producto del gen pol y en B la levadura
transformada con el pBS-4. Las flechas indican la presencia del
marcaje descrito en el texto. (Magnificacién: 20K y aceleracién de
30 Kv). Abreviaturas: pe:pared celular, mp:membrana plasmdtica.
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crecimiento de la levadura transformada con el
pBSDC-8 con relacidn al control se deba a su
efecto toxico. Como se evidencia Saccharomyces
cerevisiae sigue siendo un huésped util como sistema
para la expresion de proteinas virales recombinantes.
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