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RESUMEN

Las polimerasas son proteinas cuya actnvndad enznmatlca consnste en la pohmenzacxon de
ribonucleétidos (rNTP s)o desoxurnbonucleotldos (dNTP

polimerasas utlhzan como sustrato rNTP s:formando RNA'y las DNA pollmerasas utlhzan ‘como

s) para formar acndos nuclencos Las RNA




siguientes objetivos especificos: 1) Estudiar el efecto del manganeso-sobre la especificidad de

sustrato de la RT de HIV-1 y sobre su actlwdad de DNA pohmerasa RNA dependlente 2)

de la mutacion; suglere que posxblemente el resnduo



INTRODUCCION

El descubmmento de. acuvxdad catalitica en algunas moléculas de RNA (Kruger el al.,; 1982,
e : ‘1983) mod)f icod radlcalmeme las teonas emstentes sobre la evolucnon

la replicacion d
contexto se haf’

en algunas regiohés de la estructura primaﬁa dﬁ
especificidad de sustrato o de molde bajo ciertas'|
entre las polimerasas para las que se ha resuelt
describe este conjunto de ev1denc1as



CATIONES DIVALENTES Y ESPECIFICIDAD

Alteraciones pequefias, como e} cambio de catién e incluso mutacnones puntuales provocan un

cambio en la especificidad de sustrato o de molde (ver Cuadrol). Para lleva :'a cabo su acuwdad

enzimatica, todas las polimerasas requieren un catién dlvaleme acnv"

'Se»,sab ‘que:la mayona de

las polimerasas celulares tienen como catxon actxvador al magnesno No ol

el manganeso ‘es: capaz de actlvar vanas pohmerasas a un mvel mucho menor;: que: elvmagnesm

provocando un aument' € la tasa de error*a traves de la a]teramon de l‘ s col bxoquxmlcas (El

Deiry, et ql.,f 1988) stos cambxos podnan estar relacxonados con camblos conformacxonales en las '

POLIMERASA = MOLDE B ‘SUSTRATO ALTERACION  MOLDE SUSTRATO ' REFERENCIA "

HIV-1RT L RNA/DNA S dNTP Mg->Mn RNA NTP Este trabajo

AMVRT L RNA/DNA Fno T dNTP Mg->Mn RNA NTP . Lazcano et al., 1992,

PNPase* e o UTNTP Mg->Mn — dNTP. " Hsich, 1978, Gilam, ! al., 1978.

DNA primasa* o eNTP R e DNA dNTP Roweny Komberg, 1978,

DNAPol I* - S dNTP - Mg > Mn DNA rNTP Berg, et al., 1963.

DNATol I* ; 2 dNTP Mg->Mn RNA dNTP Richetti y Buc, 1993,

Tth DNA Pol** “dNTP Mg->Mn RNA dNTP Myers y Gelfand, 1991,

RNA Pol* NTP " Mg=>Mn RNA eNTP -~ . .- Biebricher y Orgel, 1973;Llaca et al., 1987.
T7 RNA Pol STINTP - RNA-X RNA NTP Konarska y Sharp, 1989,

T7 RNA Pol

i rNTP_‘ ; 3M74L : RNA i 7 er‘l’ Lyakhov, et al., 1992,

*Proteinas de E. CO/I "Pmlcmu de’ Thernms lhermophllus w

Cuadro l.Espgcﬁq: a;_l de polin ‘rasas: M ‘dmmc;onA dc la,cspccxf crdnd dc susirato o dc molde provocado por




polimerasas tienen un. origen comun, debido a la facilidad con la que se logra un cambio en la

especnﬁmdad de sustrato o de molde (Lazcano et al 1992) es deCIr que una pohmerasa es capaz de

Figura 1 se muestra el almeamnento de estos motlvos conservados entre las fannhas‘ de pohmerasas' "



Molde Sustrato.

) ) A Bl C D .
RNA repllclvlu ________W///%_E}_____.-_Vﬁ__ RNA tNTP -
Trnnlgrlplllnl reversas —‘———W}/%'—EM RNA/DNA dNTP

: Ty . A BI B C
RNA Poli : W_D_m_-—_ DNA TNTP

DNA ﬂapcndlevgtu

DNA Polimerasas ' ___ Y ) m: -C DNA dNTP
U ; . A B C
DNA:Polimerasas : : - Y ) — S —— - DNA dNTP
S e A . C ‘
DNA Polimesasas T —UIH]]I—W——W%- o C ] DNA dNTP

Figura 1. Almeanuemo de los motivos consen'(ulos en las famllms tlc polunerasas Los datos para

polimerasa, los motivos que presentan, el o los moldes
sustrato para el cual es especnﬁca




transcriptasas reversas y polimerasas de virus de RNA de cadena positiva y negativa. Finalmente las

otras dos regiones (1 y 2) se encuentran solamente en la familia Pol 1,

Una posible interpretacion de la dlstnbucmn de los, motivos entre ‘las diversas polimerasas es que

algunos de ellos cumplen funciones especificas; comunes a'las polimerasas que los presentan’y. que se




directamente serian los residuos D en los cuales esta centrado el motivo. Como se puede apreciar enel

cuadro 2 todas las pohmerasas preseman al menos un resnduo D en el mouvo C La denommacnon de

motivo conservado se baso fio en el hal|a7§,o de muchas ldenndades de resxduos de ammoac:ldos sino

pero no se ha estudiad

mutaciones 'quei’afecta a actividad: DNA‘ pohmersa podnan afectar la actmdad enzxmatxca que

permite mcorporar nucleoudos 0, especxﬁcosv ;



Mutacion Actividad (%) Motivo Subdominio Referencia

(Secuencia) Estructural
D110Q < <001 A Pulma Larder, et al., 1987,
MI84Q <001 (o} Palma Larder, et al., 1987,
Yi81C L7000 o] Palma DeVreese, et al., 1992,
YI81I 7 2150 C Paima DeVreese, et al., 1992,
Y181C,S,H, P b | R - C Palma Sardana, er al., 1992,
Y1838 : ) C Palma Larder, et al., 1987.
MI184L C Palma Larder, er al., 1989,
Diasl C Palna Larder, et al., 1987.
DI8SN (] Patma Le Grice, ef al., 1991,
DI185N [od Palma Lowe, et al., 1991.
DI8SE e C Palma Lowe, et al., 1991,
DDI85NN - C: Palma Le Grice, et al,, 1991~
DI86N C, Palina Le Grice, et al,, 1991,
DI86N C: ; - i Lowe et al; 19910 ¢
DI18GE e  Loweet al, 1991,
DI86H C % Palma’ T Este trabajo,
YI88L [¢] P - DeVreese, et al., 1992.‘
Y188CHPL el ‘Sardana, et al;, 1992]

C :Lowe, ef : :

n residuos de Io motlvos Ay. Cde la RT de
eaboro'utlhz ndo los datos de

respuesta,



ESTRUCTURA: SUBDOMINIOS Y MOTIVOS FUNCIONALES EN POLIMERASAS

Actualmente se conoce la estructura tridimensional de 4 polimerasas: Fragmento Klenow (KF) de
la DNA polimerasa de £. coli (Ollis, et al., 1985; Beese, ef al., 1993), transcriptasa reversa (RT) de
HIV-1 (Kohlstaedt, ef a/., 1992; Jacobo-Molina, ef al., 1993), RNA polimerasa del fago T7 (RNAP-
T7) (Sousa, efal., 1993) y dominio catalitico de’la' DNA pohmerasa B‘de rata (Davxes et al.; 1994,
Pelletier, e al., 1994) La conformacxon ;,eneral del dommlo pohmerasa en todos los casos sugxere la

estructura de una mano d

idénticos entre RT y KF, en,
polimerasas (Delarue, ef al.,” 1990);

se aprecia claramente la—si» ititud
cuatro pohmerasas

tienen la funcion de unir los cationes catahtxcos



S | Palma _ ; , :
Figura 2. Estructura de la subunidad catalitica (p66) de la RT de HIV-1 (carbonos o ).  Se indican los subdominios Palma, Dedos y
PulgarLas cruces indican la posicion de los grupos fosfato de una molécula de DNA de doble cadena molde-iniciador. Las esferas grandes
numeradas indican los residuos cuya mutacién confiere resistencia a anlogos de nucletidos. Los residuos del motivo C estan marcados con
esferas mas pequefias. Las coordenadas de la trayectoria de los carbonos a de la estructura de la RT se obtuvieron del Brookhaven Protein
Data Bank (archivo 1hmi), de la estructura obtenida a 3 A de resolucion (Jacobo-Molina, et al.,.1993). La estructura’que se presenta se
generd utilizando el programa Insight IL * c S o - T EEEE
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Dedos. Se ha encontrado que una mutacion en el residuo Tyr 766 de éste motivo estructural en KF,
afecta la discriminacion entre desoxl y dldesoxlmbonucleotxdos (Joyce C M datos no pubhcados
citados en Joyce y Steltz 1994) . : Lo R : A

Pulgar. Se ha ‘encq'r)vtkfa'd‘

fhovxl (Sousa et al 1994)

et al 1989) Enla mlsma enzima, se ha enco

diferencia entre lqs
rNTP’s y dNTP’s (Figura3).




®—@®—POCH, -

Figura 3. Tres t:pos de nucleril:dov Dll‘ercncms en el azicar de los ribonucledtidos (rNTP) que presenta dos grupos
hidroxilo, dcsoumbonuclcoudos (dNTP) que presenta un grupo hldroulo y dldesournbonuclcoudos (ddNTP) que no




de polimerasa que deblo surglr mmednatamente despues de las RNA rephcasas durante la:transicion

hacxa un genoma celular de DNA de acuerdo con la Inpotesns de una blosfera precambnca basqda en

codificada | por el gen
RT enzxmatlcamente

seleccionan la ol

dependientes solo‘pue n

hibrido DNA-RNA); n_n‘e ‘
(es decir, solamente DNA’s). En
subdominio dedos. S




De las secuencias completas de 18 cepas de HIV-1 anahzadas ninguna presenta mutacnones enel
motivo C de la RT. La RT de HIV-2 difiere en el motlvo C (LIQYMDDILIASDR) con respecto ala
de HIV-1 (IYQYMDDLYVGSDL) y es actlvada mas fuertemente por:¢ el manganeso Le 'Gnc ! et al

(Lazcano, et al., 1992), Cuadro 1. No (

escenciales para la funcion natural de DNA pollmerasa también’ son ‘indispensables. para una' OSIble
actividad inducida de RNA polimerasa. = - i

oBJEﬂvoS |

1. Estudlar el efecto del manganeso sobre la - especificidad: devsustrato de ]a RT de HIV-




MATER]AL Y METODOS

Reactivos. Los nucleotldos con tsotopos radxoactlvos se adquirieron en Amersham al igual que

la proteina A marcada conr A lcuerpo anu-RT se adqumo en New England Nuclear (Dupont)

16



agregé a la suspension NaCl a una concentracion final de 1M y se i'ri’cub"ék dprantezlj mi'n‘utos_ a 0oC.

Los restos celulares se precipitaron por centrifugacion a:30,000rpm en rotor 80Ti durante:30 minutos

isis (Tris-
rol 10%).

a 4°C. El sobrenadante se rescato y se dia é~1‘f2i‘ rtiguadorde

constituyeron el extr

celulosa equ'i»l’ibra»da cC

minutos con TBS-fec!

durante dos horas y se la

17



sellaron dentro de bolsas de polietileno y se expusieron placas autorradiograficas al filtro a -70°C

durante 12 horas.

Mu!agencs:s Se hlZO por ampllf cacnon del plasmldo co: pleto utxhzando dos ohgonucleondos

mutante.

18



Ensayos de actividad enzimdtica. En este trabajo ala actividad de DNA polimerasa RNA

dependiente, es decnr a la |ncorporac10n de dNTP's sobre un molde de RNA sekle denommara

actlwdad de DNA pollmerasa A Ia»iactlvnd

con placas fotograf cas para obtener las autorradlograf as o



RESULTADOS

PURII‘ICACI()N DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA,
La transcriptasa reversa sxlvestre de HIV-1 se purificd mas de 5,000 veces a partlr de extractos

de cultivos bactenanos (E oll DHSa transformada con pRT/CG) mductdos con: IPTG durante 4

horas (Leuthardt y Lé Gnce 11‘988) Las fracciones eluidas de la columna cromato;,raf ca de af' mdad

A B
Kda 1 2
200—] oo Actxvidad Factor de:
cspccnf' ica” Purlﬁcacnon
97.4—| b SRS "(ln/mg} ; (vccCS),
L Extrap;o, el R 0
69—| el —p66 Cromatograf'am 721
——{—p51 I)EAEScphaccl S e :
1 Cromatografia * 7% 184,000 - 76,010}
s DNAcelulosa o0 a5
oo Wl
29— | "

Figura 4. Transcriptasa reversa purificada. A) Anahsxs de la protema purlﬁcada por electroforesxs en-.
gel de poliacrilamida desnaturalizante al 12.5%, temdo con Coomasie (ver Materiales' y- Metodos)
Carril 1, marcadores de peso molecular; carnl 2 RT punf icada. Se indican las subumdades p66 y psl ‘

de la RT B) Registro de la acnvndad especnﬁca (en u/mg de protema) durante eI proceso ‘de
purificacién de la RT. : a3

20



ACTIVIDAD DE DNA POLIMERASA, ,
Al igual que otras polimerasas la RT de. HIV I requxere un .canon dlvalente para su acnvxdad
enzimatica de DNA pohmerasa especxﬁca ente requxere magnesxd Se}hncxeron ensayos de actxvndad

y la maxima eﬁcnencna de mcorporacnon de INTP's ocurre en presencia de manganeso (Flgura 6) Los
dNTP's se mcorporan més ef cxentemente que los rNTP's en cualquier caso o

21



200

150

100

50

Actividad especifica (u/mg) X 1000

minutos a 377 C

de protema) en funcién de la concentracién de’ mangan
representa un ensayo- independiente en las mismas condici
diferente para cada caso. El sustrato utilizado fué “"32P GTP:Las. reacciones s

incubaron gura'_r'\t»é"lrs o
minutos a 37°C, e

22



25

Actividad especifica (u/mg) X 1000

12
Figura 7. Actividades

Actividad especif ca (en V

actividad de RNA repllcas
la incorporacién de ambos sustr
Figuras 5y 6.

se utiliza en tdz
cianol comigr
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Figura 8. Efecto del manganeso sobre la actividad de DNA polimerasa. El ensayo de actividad de
DNA polimerasa (0) se realizé en presencia de 8 mM de magnesio. A) Gréfica de la actividad de DNA
polimerasa {en pmoles de “32pdGTP incorporados) en funcion de la concentracion de manganeso. El
ensayo se hizo por triplicado y una de las tres reacciones de cada punto representado en la gréfica se
analiz6 en gel de poliacrilamida. B) Andlisis de los productos polimerizados en gel de poliacrilamida
10%-urea 8M. Autorradiografia del gel, cada carril corresponde a un punto de la grafica (at,
nucleétidos). Los niimeros de los carriles corresponden a los de los puntos graficados en el panel A.

24



Se ha encontrado que ciertas mutaciones confieren resistencia a la inhibicion de la RT por
diversos compuestos.. Un ejemplo es la mutacion Y1811 (De Vreeze, et al.1992), que confiere
resistencia a  compuestos derivados de TIBO (tetrahidro-imidazol (G l-Jk) benzodlazepma~2(1H)
uno y tiona). Esta mutante es interesante porque hace al motivo C delaRT.de HIV-1 | : ‘
derivados d TIBOKPor otro
lado se ha vnsto que el manganeso induce una mayor actnvacxo de la-RT:de HIV-

dela RT de: HIV-2 y ésta Ultima enzima es naturalmente resistente

2 en’, omparaclon

con la de HIV-] Ante el hallazgo de que el manganeso mhlbl ‘actividad. de DNA! pohmerasa de la

RT, se propuso estudiar el efecto del manganeso sobre la actividad:de pohmerasa de . esta

snstente a dicha
d “‘”PdGTP

Ia inhibicion por manganeso en esta mutante suglere que el resnduo Y 181 podrla estar mvolucrado en

la unién a ambos cationes.

300
250
200
150

100

dGTP incorporado (pmol)

50

1989) a la enzima silvestre que se utilizé a lo largo de éste traba_]o i
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PROCESIVIDAD DE LA ACTIVIDAD DE RNA REPLICASA.

Los productos de polimerizacion de ribonucledtidos se analizaron de manera similar ‘a la
anterior para tratar de determinar si los polinucleotidos producidos por la actividad de RNA rephcasa
eran de longitud comparable a los obtenidos en la actividad de DNA polxmerasa En la Flgura 10 se
muestra la actividad de RNA replicasa registrada (en pmoles de rNTP mcorporados) y el

autorradiograma correspondlente Asi, los puntos de mayor actlvndad 5 (0 SmM Mn '*6 1mM Mn) y

26
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Figura 10. Actividad de RNA replicasa. A) Actividad de RNA replicasa (en pmoles deOL 32PGTP
incorporados) a concentraciones crecientes de manganeso como cation activador. El ensayo se hizo en
10ul a 37°C durante 15 mmutos y se hizo por triplicado. Dos reaccxones se cuantlﬂcaron por centelleo

corresponden a Ios de los puntos graficados en el panel:A. El mlclador 0 prlmer es el queise usa en
todos los ensayos, poh(dG)m (de 10 bases de longltud) - :

' 27""'



CONSTRUCCION DE LA MUTANTE D186H EN EL MOTIVO C.
Habiendo inducido una alteracion en la especificidad de sustrato se plantea el problema que el

mismo sitio catalitico podria ser o no responsable de la actividad de DNA polimerasa y de la actxvndad
de RNA replicasa. El ha!lazgo de la ampliacién de |a espemﬁcxdad de sustrat podrla apoyar la

nuevamente la secuencia. Enla Flgura 11 se muestra la secuencia de la mutante en Ia reglon que
codifica para el motivo C comparada con la secuencia silvestre.

!

Figura 11. Secuencia de la region del motivo C de la RT silvestre y de la mutante D186H Las
bases de la secuencia silvestre estdn marcadas como w y las de la mutante como m. Las ﬂechas senalan s
a la base G de la silvestre y a la C de la mutante que ocupan la misma posicion. ‘Las: rreacciones de

secuencia se hxcxeron con el kit de Sequenasa version 2, de acuerdo a las mstruccnones del proveedor :
(USB). , ‘

28



PURIFICACION Y ANALISIS DE LA MUTANTE D186H. :
Para comparar las actividades de fa RT silvestre con las de la mutante se propuso purlf car esta

ultlma Como existia la posnblhdad de que la mutante no presentara actnv:dad de DNA pohmerasa la

aparecié en Ia fra’
con 100pmol¢§ p

mostré que la‘, v'utante esta presente en las fracciones, estas prese ar
polimerasa y no se detecté actividad de RNA replicasa. Por lo que se p do’ demost

afectd ambas actnvndades dréasticamente.

29
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Figura 12. Andlisis de las actividades de DNA polimerasa y de RNA replicasa en las fracciones de
la cromatografia de intercambio iénico. A) Actividad de DNA polimerasa (en pmoles de *2 PAGTP
incorporados) de las fracciones eluidas en la columna de la RT silvestre (o) y de la mutante D186H
o). B) Actlvxdad de RNA replicasa (en pmoles de “*? PGTP mcorporados) de las fraccxones del pxco

un antxcuerpo monoclonal de ratén contra laR - (subclase Ig NE
12> Proteina A. La placa autorradlograf ca ¢

T



Debido a que se encontrd que haciendo la réplica de la primera fase de purificacion de la RT
silvetre si se obtenia la mutante en las mismas fracciones (Figura 12), se reahzo la punﬁcacmn
completa de la mutante y se analizaron nuevamente sus actividades de pohmerasa E

1 Flgura 13 se

muestra la mutante D186H - purificada, anallzada por electro.oresxs en hacnlamlda
desnaturalizante (SDS—PAGE) y. por Western blot. 'S¢ encontro que en la protema mutante DISGH
purificada estén presentes las dos subunidades de la RT, ‘es decir.los péptidos p66 y p51 (Flgura 13 A)

que muestran reactividad al anticuerpo anti-RT (Figura 13B).

A

Kda put
97.4—| G
so—| Gl - -
= e
46— Ol

200—
97.4—
Y 69——.
o | - Qipe® e= |- pcs
"l aons @ i e |51
46—

RT silvestre y mutante D186H purificadas por SDS~PAGE Las muestras se cargaro
poliacrilamida al- 12 5%, el gel se tifio con Coomasu: (ver Materlal y Metodos) C

las enzimas punﬁcadas p
mtrocelu!osa que se blo

g



ACTIVIDADES DE POLIMERASA DE LA MUTANTE D18GH
Finalmente, se analizaron las actividades de polimerasa de la mutante DI86H purificada y se
compararon con la silvestre. Al anallzar la: acuwdad de DNA pollmerasa de la mutante se encontré que

importante sobre ambas actnwdades El
actividades. :

800

600
400

200 Mg

Actividad especifica (u/mg)

o= R ‘ ‘a - u R bva f
Y 2 Al e 6 g 19 T T
- .Concentracién de catién' (mM). -~ :

Figura 14. Andlisis de la acnvulad dc DNA pohme a. (Ie la nmmme DIS6H Actlwdad especnf ca
de DNA polimerasa de la mutante D186H en'presencia de magnesio (o) o, ‘en presencna det manganeso
(0). El ensayo de actxvndad se reallzo en un volumen de10pl: y/ e mcubo a37°C durante 15 minutos
como se describe en Materxales y Metodos El ensayo se hlZO por dupllcado y se repltlo dos veces.




DISCUSION

I. ACTIVIDAD DE RNA REPLICASA y ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO
Al igual que otras polimerasas (Cuadro 1), la RT de HIV-1 fue capaz dei mcorporar un sustrato

no especifico, en este caso un nbonucleoudo Se encontrd que Ia actlvnd ad de RN' repllcasa inducida

NA pohmerasa en

modelaje de los hldroxﬂos sobre él aiucar el ddCTP (Pe etler el a/ 1994) Se encontrd que bastaria
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con un pequefio cambio en la orientacion del ddCTP para reducir el impedimento’ estérico en el
carbono 2’ de la ribosa. Esto exphcana porque es tan sencillo mducnr un camblo de especxﬁcndad de
sustrato en las pollmerasas tco’mo en el caso de la RT en presencna de manganeso Es pOSlble que el
manganeso al unirse Dien:la su-tan ' )

necesario - para reduc; :

sitio catalitico ance
cataliticos especific

etal., 1992) ' la DNA pohmer 2’y umana (Focher ' 1990)J:Posrblemente las estfucturas y Ios
mecanismos guarden snmlhtud con los de la RT de HIV~ L i i :
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En un trabajo previo propusimos que el-hallazgo de que el manganeso inhibe algunas RT's,
podria resultar de utlhdad terapeuuca en paclentes con enfermedades causadas por retrovirus, como el
i ' : "kada amablemente por

: la'”mutante
ab,te ésta

ia actnvndad

del Mg (0.66 A), es posxb]e que el
pero posnblemente lo. hace con

hidroxilo adlcmnal (respecto a ]os d; TP
La mutacion Di86H podria esta
que por esta razdn se hayan v1sto afectadas ambas actlvxdades de pohme el

|storsnonando la estructura general del

R.T:»y»sena posnble
cxon aun cuando
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Figura 15. Ubicacion del residuo mutado en la estructura del dominio catalitico de la RT de HIV-1. Se indican los subdominios Palma y

Dedos. El motivo C se presenta en color verde y sobre éste se ubica el residuo mutado 186 (D186H en color azul) y el residuo D 185 (en

_rojo). Sobre el motivo A se encuentra indicado el residuo conservado D110 (en rojo). Estos tres residuos, localizados en la base de la palma,

parecen constituir la parte medular del sitio de unién al cation divalente y a la vez del sitio activo. Las coordenadas del dominio catalitico de

©'la RT s& obtuvieron del Brookhaven Protein Data Bank (archivo 1har) de la estructura obtenida a 2.2 A de resolucion (Unge, et al,, 1994).
La estructura que se presenta se generd utilizando el programa Insight IL .
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residieran en sitios diferentes de la enzima. Sin embargo, existen evidencias que indican que las
perturbacnones estructurales provocadas por. la mutacnon D]86H en la RT podnan ser muy locales

favorecen la |d a de
Algunas RT's virales, c / V, utili €sG como catid actlvador‘-
optimo y la RT de HIV 2 (qu dlf'ere'e varlos resnduos del: motiv q la de’ HIV-]) es




parcialmente activada por manganeso (Le Grice, ef al., 1988), de tal modo que algunas diferencias en
la estructura primaria del motivo C podrian ser responsables del uso diferencial de catién activador. Es

posnble que algunas mutaciones sean capaces de mducnr un cambno en el »uso de catlon actnvador éste
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Ei motivo C de KF (y de otras polimerasas de la familia Pol) presenta un residuo Dy uno E, a
diferencia del par de residuos D que presentan otras DNA pohmerasas como la RT: Es. notable que
laA actnvndad

cuando se ha mutado cualqmera de: los resnduos D a E en 1a:RT; se ab'\te comple am

enzimatica;’ esto sugiers: que hay algunas resmccxones de tipo estructural que impi

incluso consuderando que el E forma parte del‘smo actlvo de otras pohmerasas y de umon' a metal en

otras protemas (Chakrabam el al 19905) Es decxr que.se requieren mutacxon
ictura que permlte la actividad catalitica, aunque dlCh

5 en resxduos

adicionales para- mantener la es

reslduos no

partlmpen dlrectamente en C a

Pollmemsm y marer,
hlpoteSIS de’ que’ el RNA ant
debieron ocurrir varios evento

resnstemes esto ha ocurrido practicamente para todos
hasta ahora, ‘



polimerasa I (Beese, ef al., 1993), la Topoisomerasa I (Lima, e/ al., 1994), la ribonucleasa H y el sitio
de union a metal de helicasas (Bernad, ef al., 1990). A su vez, la region de coneccion de la RT de
HIV-1 es sumlar aI subdommxo nbonucleasa de la mlsma enznma y se. ha ‘encontrado. snmhtud

completas y alin considerandolas solamente de manera local, p

hay una posicién en la que el mismo residuo se conserva en tod

manera snmultanea para ambos tlpos de sustratos Por'otra parte st algunas mutacxones en la RT'

" 40



i

hacia dedos
de dedos

hacia dedos’

RNA Polimerasa del fago T7:

Figura 16. Topologia comparada de la palma de polimerasas: DNA Pol 5, RT, KF y T7RNAP.
Columna de la izquierda: Trayectoria de los carbonos o de los elementos_esvtnifg}mralves comunes a
todas las palmas de las cuatro polimerasas: DNA Pol B, RT, KF.y T NAP: Después de
sobreponerlas se desplazaron para observarlas. En la vista que se presenta,’el :simetria pseudo
doble pasa verticalmente a través del centro de la palma. Columna er iagramas de la
topologia de las cuatro polimerasas. Los residuos acidos conser motivos ‘A‘y:C estan
marcados con su posicién en la estructura primaria'y simbolos del.codig 04cidos de una letra.
Los residuos acidos del motivo-A son: D190 (DNA. Pol B) ; D537 (RNAP).
Los residuos conservados del motivo C:son: D190, D192 ( 186 (RT); D882 y
E883 (KF); D812 (T7TRNAP); 3 antiparalelas en RT,
KF y RNAP; en Pol § estan situados sobre laminas B paralela opologicamente conservada
entre las cuatro polimerasas; que contiene el motivo C esta sombreada (tomado de Sawaya, et al.,
1994). T T s R e R
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provocan la pérdida de la capacidad de utilizar DNA como molde (Boyer, ¢/ al., 1994), es posible que
de manera similar pero en sentido inverso, en el curso de la evolucién ciertas mutacnones en una
polimerasa ancestral hubiesen permmdo la. utnhzacnon de un nuevo acxdo nucleico: como molde el
DNA ongmando asn a las DNA pohmerasa El- hecho de que Ia RT:e pvresenma de mhnganeso pueda

catahzadores mas ‘abundantes (Whvxte 1976)

42



CONCLUSIONES

1. El manganeso es capaz de mducnr una alteracnon dela especnf cndad de sustratoen la RT de
HIV-1, permmendo la mcorporacnon de rNTP's En estas condncnones la RT tamblen mcorpora

3. La mutac
més eficiente en

] doo gen a Ios' dlversos
tipos de polimerasas a través del establecnmlento de la espec1ﬁc1dad de SL rat y de molde o
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PERSPECTIVAS

La determmacnon de la estructura de la RT en complejos productxvos con‘molde mlc:ador y

ensayos de actividad de’ DNA pohmerasa y de RNA rephcasa en presencia de uninhibidor especxﬁco

de la RT de HIV—l contnbuma a hacer mas claro si-es’ que ambas actnvndades;dependen.dei‘mxsmo
sitio. : ‘ ‘
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