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RESUMEN

La region Terminal Repetida Larga (LTR) del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV)
funcrona como un sitio de control y regulacién de la transcripcion viral 2 vivo € te vifro Con el fin de
caracterizar la secuencia LTR de variantes mexicanas del HIV-1, se extrajo el DNA de la sangre
periférica de un paciente “no progresor” y de cinco donadores HIV-1 seropositivos inscritos en [a
Cohorte de la Ciudad de México. Asi, se amplificaron, clonaron y secuenciaron fragmentos del LTR
de una longitud de 505 pb  Las secuencias obtemdas correspondiercn al Subtipo B del HIV-1,
manifestindose una identidad del 97.65% en la regién no-codificante del LTR. En las secuencias
correspondientes al “no progresor”, se observaron dos mutaciones puntuales en el tallo del elemento
de respuesta a la transactivacion (TAR), dando origen a dos posibles estructuras secundarias alternas
de TAR-RNA En las secuencias correspondientes a un paciente con Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), se observd una delecion de 18 pb en el sitic de unién al Factor Nuclear de
Linfocitos T Activados (NFAT-1). Esta delecidn es genéticamente inestable m vivo, ya que no se

manifestd en una de las siete muestras de sangre periférica del paciente

Para determinar si las mutaciones que se observan in vivo repercuten en la funcion promotora
del LTR, se seleccionaron seis secuencias mutanies y éstas se subclonaron en vectores de expresion de
luciferasa (pGL2-Basic). Los plasmidos recombinantes, denominados pGL2-LTRMex, se
transfectaron en células linfociticas Jurkat, en la ausencia y presencia del transactivador viral Tat. No
se observaron diferencias signeficativas al comparar la actividad transcripcional basal de las variantes
mexicanas con la actividad basal del LTR prototipo {(pNLA4-3), p>0.05. Sin embargo, bajo los efectos
de Tat, las variantes mexicanas del LTR manifestaron una actividad transcripcional equiparable o
mayor a la del LTR prototipo AUn las variantes con la delecién de 18 pb, asi como aquellas con las
mutaciones en el tallo de TAR, mostraron una actividad significativamente superior, p<0.05 Ni las
mutaciones puntuales, m las deleciones, ni los polimorfismos observados lograron reprimir la

actividad transcripcional dependiente de Tat.

Este estudio demuestra que las deleciones y mutaciones que ocurren i vivo en el LTR no le
son forzosamente perjudiciales al virus y pueden ser genéticamente inestables, argumentando asi, en

contra de la produccidn de vacunas del HIV-1 atenuadas por deleciones en nef/LTR.



SUMMARY

The Long Terminal Repeat (LTR) of the Human Immunodeficiency Virus (HIV) serves as a
site for the control and regulation of viral transcription in vivo and m vifro. In order to characterize
HIV-1 LTR variants from Mex:co, DNA was extracted from the peripheral blood of a long-term non-
progressor and from five other patients enrolled in the Mexico City Cohort. Thus, 505 bp-LTR
fragments were PCR amplified, cloned and sequenced from each patient. The resulting LTR
sequences cormresponded to the B subtype of HIV-1, with an overall identity of 97 65% along the non-
coding region. In the LTR sequences derived from the non-progressor, two point mutations were
observed within the stem of the trans-activation response element (TAR), giving rise to two possible
and alternative TAR-RNA secondary structures. In the LTR sequences derived from an AIDS patient,
a novel 18 bp deletion was observed within the binding site for the Nuclear Factor of Activated T cells
(NFAT-1) The 18 bp deletion is genetically unstable in viveo, as it was not observed in one of seven

sequential blood samples taken from this patient

In order to determine whether these i vivo deletions and mutations have any impact on the
promoter function of the LTR, mutant sequences were selected and subcloned into pGL2-Basic, a
luciferase reporter vector. The resulting constructs, pGL2-LTRMex, were used to transfect Jurkat T
cells in the absence or presence of the viral transactivator, Tat. At basal levels of transcription, the
Mexican LTR sequences displayed a transcriptional activity which was indistingﬁishable from that of
the positive control (pNL4-3), p>0 05 However, in the presence of Tat, all Mexican LTR sequences
displayed either simular or higher levels of transcriptional activity when compared to the control
Unexpectedly, the LTR sequences with an 18 bp deletion and even the LTR sequences with point
mutations which allegedly perturb the TAR-RNA secondary structure, resulted 1 at least a two-fold
increase in transcriptional activity (p<0.05). Neither the point mutations, nor the 18 bp deletion, nor

the observed polymorphisms were able to repress Tat-dependent LTR transcriptional activity

The present work demonstrates that s vive LTR deletions and mutations are not necessarily
deleterious to the virus and can be genetically unstable. Thus, these observations wouild argue against

the preduction and safety of nef/LTR-truncated strains of HIV-1 as suitable vaccine candidates
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2. 1.1 Clasificacion del HIV-1.

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV, Human [mmunodeficiency Virus) contiene
dos cadenas sencilias de RNA de polaridad positiva {L]. Debido a que una de estas cadenas se
retrotranscribe a DNA por medio de la enzima viral denominada transcriptasa reversa, el HIV
pertenece a la familia Retroviridae [2] Al HIV también se le clasifica dentro del género de los
lentivirus, ya que la patologia causada por éstos generalmente se asocia con periodos largos de
incubacldn y con manifestaciones degenerativas del sistema nervioso central o del sistema inmune [3].
El aspecto cénico de la capside viral también distingue morfoldgicamente al HIV como un lentivirus,

va que el resto de los retrovirus humanos contienen una cipside en forma de cubo [2, 4]

En base a la variabilidad genética y antigénica, se han definido dos tipos del HIV el tipo 1 y el
tipo 2 [5] Aunque ambos tipos participan como agentes etiologicos del Sindrome de
‘nmunodeficiencia Adquirtda (SIDA), solo comparten una homolfogia genética por debajo del 50% (6,
7] El HIV-2 también difiere del HIV-1 en cuanto a su epidemiologia [8], historia natural de la

infeccion [9, 10] y varios aspectos bioldgicos [11]. Este trabajo se enfoca en el estudio del HIV-1

(3]




1.2 Morfologia de la particula viral madura.

Al igual que otros lentivirus, el HIV-1 tiene un didmetro de aproximadamente 120 nm [3]. La
superficie estd compuesta por una bicapa lipidica o envoltura que proviene de la célula hospedera y
que acarrea proteinas humanas tales como los complejos mayores de histocompatibilidad, entre otras
[12] Incrustados en la envoltura, se encuentran 72 picos en forma de perilla (Figura 1.1) que estan
formados por el complejo trimerico (SU-TM)s. La gheoproteina de superficie (SU, gpl20) se
encuentra expuesta hacia el exterior y permanece anclada a la glicoproteina transmembrapal (TM,

gp41} a través de dominios hidrofdbicos y enlaces no covalentes [131.

Hacia el interior de la particula, se encuentra la matriz viral. una capa que sostiene la estructura
del virus y que a su vez estd constituida de aproximadamente 2,000 copias de la proteina p17 (MA)
[13]. Dentro de la matriz, se encuentra la cépside antes mencionada, cuya forma de cono estd
compuesta por la proteina p24 (CA) La capside conitene dos cadenas sencillas de RNA (ssRNA) que
constituyen ¢l genoma viral Estas cadenas sencillas de polaridad positiva (mRNA codificante) se
encuentran fisicamente asociadas a las proteinas de la nucleocapside (NC, p7). La proteasa (PR), la
transcriptasa reversa (RT) y la integrasa (IN) son tres enzimas que el HIV-1 utiliza durante su ciclo de
replicacién y también se encuentran dentro de la cipside viral Por Gltimo, las proteinas Nef, Vif y
Vpr se encuentran dentro de las particulas virales, aunque su ubicacidén exacta es variable segin la

madurez de la particula viral [13, 14].
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(A)

ss RNA
SU, gp120 - . +
NC, p7
TM, gp4l
IN, p32
MA, p17 RT, p66
PR, p10
CA, p24
Nef, p27
(B)
SU, gpl120
T™, gpdl

Figura 1.1. Esquema de una particula madura del HIV-1. (A) Se muestran diez de
los 72 picos en forma de perilla que sobresalen de la envoltura viral. (B) Cada pico estd
campuesto por el complejo trimérico (SU-TM),.




3 Ciclo de replicacién viral.

El ciclo de replicacidn viral se¢ divide en dos partes la fase temprana v la fase tardia La fase
emprana comienza en la interaccion entre ¢l virus v la célula susceptible e involucra todos los
rocesos que culminan en la integracion del genoma viral al DNA cromosomal de la célula La fase
ardia comienzz en la transcripeidn y expresion regulada del provirus integrado e involucra todos los

xrocesos que culminan en la gemacion y maduracion de las particulas virales [13].

L 3.1 Fase Temprana.

En el modelo actual de infeccion de lisfocitos v monocitos, la glicoproteina de superficie (SU,
zp120) se une al receptor CD4 en la membrana de la’célula susceptible La unién prolongada entre
2pl20 y la moléoula CID4 causa cambios conformacionales en gpi20 que potencian su afinidad hacia
sorreceptores celulares tales como la fusina (en el caso de los linfocitos) ¢ el CCRS (en ¢l caso de los
monocitos). En conjunto, las interacciones entre gpl20, CD4 y los correceptores celulares inducen el
lesdobiamiento de la proteina transmembranal (TM, gp4[), exponiendo asi su dominio fusogénico en
2l extremo amino-terminal Mediante este mecanismo del “resorte cargado” (Figura 1 2(A)), parecido
al de la hemaglutinina-A del virus de la influenza, se mnicia la fusion con la membrana celular para

iniciar el proceso de penetracion {15].

Se ha descrito un mecanismo alterno de fusiéa (Figura 12(B)), en el cual la interaccion
prolongada entre gp120, CD4 y los correceptores celulares desprende a la glicoproteina de superficie,
separandola del complejo (SU-TM}s. Este desprendimiento permite que la proteina iransmembranal
TM se rezcomode y oriente su dominio fusogénico hacia la membrana celular [16] Tedricamente,

ambos mecanismos son posibles v no son necesarlamente excluyentes [13].

o




Dominio
fusogénico
expuesto

(B)

Reorientacidn
del dominie
fusogenico

Figura 1.2. Mecanismos alternos de fusion de la envoltura viral con la
membrana celular. La interaccin prolongada entre gpl20, CD4 y CCR-6 provoca
(A) la distensién del "resorte” fusogénice de gp4l 6 (B) el desprendimiento de
gpl20 y la rearientacion del dominio fusogénico hacia la membrana celular.




Postertor a los eventos de fusion y penetracién, el virus se desnudsa, eliminando su envoltura v
depositando su genoma de RNA en el citoplasma (Figura 13) Para que se lleve a cabo la
retrotranseripeion, se requiere que una molécula de tRNA™M celular se hibride al RNA viral y asf sirva
como iniciador de la cadena naciente de cDNA [17]. La transcriptasa reversa {(RT) se activa v,
mediante una serie de saltos combinados con su actividad de RNAsaH y de polimerasa, produce
cDNA viral de deble cadena [I, 17}. Se ha demostrado que tanto la proteina accesoria Vif, asi como la
proteina de la nucleocipside p7 (NC) aumentan la eficiencia de la retrotranscripcion in vitro mediante

la estabilizacion y el acomodanuento de las moléculas de RNA (13, 18]

Una vez que se produce el ¢DNA viral de doble cadena, éste forma un complejo de
preintegracion, asociandose fisicamente con proteinas celulares de alta movilidad (HMG-1) y con
cuatro proteinas virales: RT, MA, Vpr ¢ IN [19] (Figura 1 3). La protefna Vpr conecta el complejo
de preintegracion a la maquinaria de importacion miclear de la célula y por medio de un proceso de
transporte acttvo gue reguiere trifosfato de adenosinza (ATP), el complejo de preintegracién se
transloca al nucleo celular [20] Dentro del nicleo, el cDNA viral puede permanecer de forma
extracromosomal hasta por cuatro semapas en células quiescentes {21], ¢ bien puede integrarse al
genoma cromosomal de céluias activadas en sitios aleatorios mediante la actividad catalitica de la

integrasa (IN, p32) [22] Se produce, entonces, lo que se define come un provirus del HIV-1

1.32 Fase Tardia.

El primer paso de la fase tardia del ciclo de replicacion viral es la sintesis de transcritos virales
¢ la traduccién de los mismos para preducir proteinas virales Los primeros transcritos que se
producen son RNA mensajeros cortos que se editan por el mecanismo de splicing y corresponden a las
orotefnas reguladoras del virus  Tat, Rev y Nef [23). Una vez traducida, la proteina Tat funciona
somo el transactivador viral {ver Seccidn 1.7) y se encarga de estimular la produccién de transcritos
virales tardios que son mas largos y que dan lugar a las proteinas estructurales y a 1as enzimas del

virus [24]




Reconocrmiento Fusiony
y uttidn penetracidn

Fase Temprana

Fase Tardia

Poltproteinas
+
RNA

Asociacien

Figura 1.3. Esquema del ciclo de replicacion dei HIV-1. La fase temprana
comienza en el reconocimiento del receptor €04 y culmina en la integracién del geroma
proviral. La fase tardia comienza en la produccién de transeritos virales y termina en
la formacidn de particulas virales maduras [13].




El transcrito viral correspondiente a los genes de la envolturz (env) es un transerito editado por
splicing que se traduce en ribosomas asociados al reticulo endoplasmico (RE), formando la
poliproteina precursora gpl60, Esta se oligomeriza en trimeros precursores (gpl6C); que pasan a
gheostlarse en el aparato de Golgl [15]). En el trayecto hacia la membrana celular, los trimeros
precursores son cortados por proteasas celulares {25], dando ongen a los complejos trimericos (SU-
TM)s 6 (gpl20-gp41): que forman los picos de la envoltura mencionados anteriormente (Figura
1.1(B)) La molécula CDM4 también se sintetiza en los ribosomas asociados al RE, para evitar que ésta
secuestre a fos trimeros precursores antes de que salgan hacia el Golgi, la proteina viral Vpu se le une
con una alta afimidad y acarrea los compiejos CD4-Vpu hacla proteosomas de ubiquitina, asegurando
asi su degradacién [26] Asimismo, [as moléculas CD4 que se encueniran en la superficie de una
célula infectada también se degradan dentro de endosomas Esto lo logra la proteina reguladora Nef,
ya que primero se une al CD4 expresado en la membrana y luego se une al factor celular AP-2, el cual

estimula la formacion de endosomas recubiertos de clatrina [27]

Por otro lado, también existe un transcrito viral primario que no esté editado por splrcing y que
contiene toda la informacion de genes estructurales v reguladores  Este transcrito contiene la
secuencra RRE (Rev response element) cuya estructura secundania de RNA tiene una alta afinidad
hacia la proteina viral Rev [23]. Rev no solo se une a la secuencia RRE sino que también recluta
factores celulares como la exportina-1 vy asi facilita el transporte del transcrito primario a través del
poro nuclear y hacia el citoplasma [28). De esta forma, el transcrito primaric puede permanecér en el
citoplasma hasta ser empaquetado én una nueva particula viral o bien puede ser procesado por

ribosomas libres (no asociados al RE) para dar lugar a las proteinas estructurales y reguladoras.

Al procesarse en {os ribosomas hbres, el transcrito primario se traduce en lo que se denomna la
poliproteina Gag, Frecuentemente, también ocurrer cambios en el marco de lectura dentro del
ribosoma y esto da ongen a la poliproteina precursora Gag-Pol — Ambas poliproteinas estan
miristiladas en su extremo amino-termunal y ello facilita que se asocien con el dominio intraceiular de
la proteina transmembranal TM [29], que para este entonces ya estd ybicada en la membranz celular en

forma de los complejos triméricos (SU-TM)y  Se calcula que entre 1,200 y 2,000 copias de la proteina

9



precursora de Gag se asocian fisicamente con dos transcritos virales primarios y posteriormente éstos
se empaquetan cen los 72 picos o irimeros (SU-TM); [13]. De esta forma, se ensambla y gema una

nueva particula viral inmadura (Figura 1 3)

Posterior al proceso de gemacion, la proteasa viral (PR) se desprende de la poliproteina Gag-
Pol mediante un mecanismo autocatalitico [30] e inmediatamente empieza & cortar el resto de las
poliproteinas empaquetadas. Asi, se produce la transcriptasa reversa (RT) y la integrasa (IN) al igual
que las proteinas de la matriz (MA), cdpside (CA) y nucleocipside (NC). Mediante ua proceso de
maduracion, las proteinas estructurales se van cortando y acomedando sucesivamente [31], gererando

ast una particula viral madura cuya morfologia ha sido descrita con antenoridad.

Cabe sefialar que existen por lo menos otros dos factores importantes en la morfogénesis de la
particula viral infecciosa. la incorporacion de la ciclofilina celular-A y el empaquetamente de ia
proteina Vif. En cuasto a la ciclofilina-A, se ha demostrado que su empaquetamiento en la particula
viral es imprescindible para que las particulas del HIV-1 sean infecciosas (las particulas del HIV-2 no
la requieren) [32]. En el caso de Vif se ha calculado que se empaquetan de 7 a 100 copias de esta
melécula en algunas particulas virales {33] y ello resulta en un incremento de la infectividad,
dependiendo de la linea celufar en la que se produzcan los virus. A pesar de este efecto tan evidente
en la infectividad viral, Vif sigue stendo la (inica proteina viral cuya funcién en el ciclo de replicacion

viral atin no se esclarece del todo.
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1.4  Organizacion gendmica del DNA proviral y ubicacién del LTR.

El genoma proviral del HIV-1 se encuentra integrado mediante enlaces covalentes en sitios
aleatorios de los cromosomas humanos. En su totalidad, mide aproximadamente 9.8 kb y contiene tres
distintos marcos de lectura que codifican varias proteinas estructurales y reguladoras (Figura 1 4) El
genoma viral se encuentra flanqueado por la secuencia terminal repetida larga {LTR, Long Terminal
Repeat), la cual es redundante v se repite en la misma crientacion en los extremos 3" vy 3. Los LTR
(de aproximadamente 550 pb) funcionan como un punto focal en donde se controla la replicacién viral
[34] y aunque ambos son idénticos en secuencia, ¢l 5° LTR est4 involucrado en los procesos de inicio
y regulacién de la tramscripcion viral, mientras que el 3'LTR funciona em procesos post-
transcripcionales tales como la poliadenilacién v la edicidn de transcritos virales {1]. Es importante
destacar gue el 3'LTR traslapa con el marco de lectura del gen nef, compartiendo una secuencia
denominada nef~-LTR.

~ 9.8 kb
= —>
_______ faf _____
- rev -
5 gag vif H—- -------------
LTR l] env
po!
|:| vbu
G nef

Figura 1.4. Esquema del genoma proviral del HIV-1. Los genes estructurales vy
reguladores se encuentran flanqueados por la secuencia terminal repetida larga
(LTR). El gen nef traslapa con el 3'LTR.




L3 Organizacién y funcién in vitro del HIV-1 LTR.

Experimentos basados en mutagénesis del HIV-1 han definido tres componentes principales de}
LTR [35} Estos son las regiones U3, Ry U5, tal como se muestran en la Figura 1 5 El inicio de la
transcripeidn ocurre en la Guanina que se encuentra en &l limite entre la region U3 y la regién R; a este
sitio se le denomina el “sitip +17 A partir de este sitio, [a regién entera R-US5 se transcribe v ¢
incorpora como una secuencia lider de mRNA en todos los transcritos virales [1] Esta secuencia lider
de RNA contiene el elemento de respuesta a la transactivacion (TAR, Trans-dctivation Response
element), cuya estructura secundaria estabiliza los complejos de inicio v elongacion transcripeional

(ver Seccién 1.7)

U3 R Us
- - - —»
enhancer
/] + TAR e
regién modulc_d_orfx ______ reeemnnas 1 transcripcidn
""""""""""" promotor

DNA

genes virales

croemasomal
sitios shio sitios caja
NFAT-1 NF-kB Sp-i TATA

Figura 1.5. Organizacién genémica del HIV-1 LTR. Se observan las regiones US,fR y Us.
Dentro de U3, se encuentran secuencias consenso que sirven como sitios de union a factores

celulares de transcripcion,



La region U3 es la mas extensa dentro del LTR y se subdivide en otras tres regiones: (1} el
promotor, (ii) la regién aumentadora (enhancer) v (iii) la regidon moduladora. La region promotora
contiene la caja TATA y los sitios de umion a Sp-1; por fo tanto, dirige a la RNA-polimerasa celular en
el proceso de la transcripcidn basal. Adyacente a la regidén promotora, se encuentra la region de
elementos aumentadores, 12 cual se encarga de la transcripeidn nducible de los genes virales. Esta
region contiene una duplicacién de 10 pares de bases (GGG ACT TTC C), comiinmente llamada “el
sitio NF-xB”" (Nuclear Factor-kappa B) v participa en la transcripcion viral ep respuesta a mitégenos,
citocinas, sefiales de activacién y otros estimulos inmunologicos [1, 23, 35] Por Gltimo, la region
moduladora se encarga de la transcripeion regulada y contiene muiltiples secuencias en cis que sirven
como sitios de unidn a diversos factores celulares tales como NFAT-1, USF-1, RBF-1, RBF-Z, LEF-1
y Ets-1, entre otros [35]. Este es un ejemplo clisico de evolucidn convergente, ya que ¢l HIV ha
incorporado en su LTR todas estas secuencias en ¢is que normalmente funcronan como promotores
celulares en linfocitos T 6 en macréfagos. En el Cuadro 1, se identifican los factores de transcripcion
aue se unen a la regién U3. Se sefiala su funcion en células no infectadas del sistema inmune y su

papel en la transcripeidn del HIV-1 en células infectadas.

El polimorfismo MFNLP {(Most Frequent Naturally-occurring Length Polymorphysm) €s una
insercién de 15 a 34 pb que contiene una duplicacion del sitto RBF-2  Este polimorfismo se encuentra

en aproximadamente 38% de las secuencias LTR [36]




Cuadro 1

Diversos factores celulares de transeripeidn se unen a secuencias
en cis dentro de la region U3 del HIV-1 LTR.

( Factor celular de | Secuenciaa Funcion habitual en TFum:it’m in vitro relacionada R;;;.—]
transcripcion la que se une” | linfocitos T 6 macrdfagos. | ala transcripcion del HIV-1
NFAT-1 -283 a -199 | Aumenta la transcripcidén de | Reprime la transeripeion virak. | [37,38)
(Nuciear Factor of [.-2 en el linfocito T como
Actrvated T cells) respuesta a diversos
mitogenos ¥ al anticuerpo
anti-CD3
USF-1 ~167 a =162 |Dobla la estructura del UJSF dobla la estructura del [38]
(Upstream DNA, comprte con la LTR al pegarse Sin embargo,
Stimulatory Factor) cromatina y expone regaones | deleciones en este sito
pramotoras esencrales para | incrementan la transcripeién
la transcripeion virat
Facilita ta transcripcion del
gen FoyR1TI en macrsfagos e
RBF-1, -147 a -143, | Pamicipan ent la cascada de | Los RBF s son sensibles alas | {39.40]
RBF-2 -129 3 -12] | transduccién de sefiales que | tirosin-cinasas y activan la
(ras binding factors) se genera al estumular el transcripcign viral.
receptor CD4 J_ J
[7 Ets-i -146 a -144 | Indispensable parala Ets-1 activa la transcripcion [41]
{Erythroblastoma (antisentido) | diferenciacion de timositos. | viral.
twenty $1x) Regula ia transerzperdn de Ja
IL-3, del GM-CSFy defa
cadena aifa del receptor de
la[L-2
LEF-1 —134 a —130 |Participa en la transcnpeidon | La cromatina reprime 1a [42.43]
(Lymphoid (antsentrdo) | de los genes que codifican el | transcripeidn a partir del LTR.
Enhancer-bmdimng TCR pero este efecto se tnhibe al
Factor) afladur LEF-1 | |

“ Sitio correspondiente a la enumeracién de nucledtidos de 1a clona molecular HIVnw:, un virus prototipo.




1.6  Los ensayos de genes reporteros como modelo de estudio del LTR.

Debido a que el LTR funciona como un promotor viral, el ensayo clasico de biologia motecular
que se utifiza para exammar su actividad transcripcional es el ensayo de genes reporteros mediante una
transfeccion transitorta (Figura 16) En breve, este ensayo consiste en cuatro pasos (i) clonar la
secuencia LTR en la posicion y orientacion adecuada dentro de un plasmide que exprese algiin gen
reportero como CAT (cloranfenicol acetil-transferasa) ¢ luc (luciferasa proveniente de la luciérnaga
Phofinus pyralis), (1i) transfectar células con el plasmido recombinante, (iii) incubar las células
transfectadas de 24 a 48 horas para permitir que los factores de transcripcién dirijan la expresion del

gen reportero y (iv) medir la expresion del gen reportere mediante ensayos enziméticos

En base a este modelo y mediante mutagénesis dirigida, se ha logrado un mapeo muy preciso
del LTR para definir las regiones esenciales y las regiones moduladoras que se mencionan con
anterioridad [35, 44]. Asimismo, se ha logrado comparar la actividad transcripcional de LTRs
silvestres provenientes de distintas zonas geograficas y de distintos tipos de pacientes [36, 45, 46]
Una de las ventajas de este modelo m vitro es que nos permite manipular las condiciones bajo las
cnales se expresa el gen reportero, ya que durante la incubacidén de 24-48 horas, se pueden afiadu (o
restar) factores celulares o proteinas virales De tal forma, se han evidenciado los efectos de la

proteina Tat v de algunas citocinas en la actividad promotora del LTR.

luc células
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Figura 1.6. Ensayo de luciferasa para deferminar la actividad del LTR.
Se redliza una transfeccién transitora con el pldsmide reportero y se utifiza el
extracto celular para medir la expresién de luciferasa.




1.7 Efectos del Transactivador Tat en 1a actividad del LTR.

Una de las primeras observaciones que se hicieron mediante ensayos de genes reporieros fue
que la actividad promotora del LTR era mii veces mavor en células infectadas que en células sanas
[47] Esto indicaba dos posibilidades: que la infeccién viral incrementaba la cantidad de factores
celulares de transcripcidn v éstos a su vez incrementaban la actividad del LTR 6 bien que el virus
producia factores virales propios que activaban considerablemente su transcripeion. Postenormente,
se demostrd que la segunda posibilidad era la mas probable, ya que se identificé una proteina viral de
86 amuno &cidos en cuya presencia la transcripcién aumentaba de diez a cien veces in wifro [48] A

esta proteina se le llamo el transactivador viral Tat

Mediante ensayos de genes reporteros refinados por mutagénests, se demostrd que los primeros
59 pares de bases de la regién R del LTR eran indispensables para que Tat ejerciera su efecto
transactivador [49]. En un inicio, se pensd que la proteina Tat interaccionaba directamente con estos
5% pb de DNA, pero pronto se descubrié que la interaccién no era proteina-DNA sino proteina-RNA
[50] Al mRNA codificado por estos 59 pb se le denominé la secuencia “TAR” (Trams-dctivation
Response element). Mediante un mapeo ain més preciso, se demostré que TAR se doblaba en una
estructura secundaria de RNA bien definida (Figura 17) y que Tat se pegaba especificamente a la
primera protuberancia (bulge) de tal estructura con una afinidad impresionante (Ky=12 X 107" M)
(51]

El mecamsmo de transactivacion del LTR se describe en la Figura 17. Los prnmeros
transcritos virales se producen mediante la actividad basal del LTR v su interaccidn con la RNA-
polimerasa-1! celular. Sin embargo, debido a la elongacion abortiva, solo se logran mRNA's muy
cortos que corresponden a las proteinas reguladoras Tat, Rev y Nef (Figura 1.7(A)) [1, 23] Una vez
que Tat se traduce, ésta reingresa al nicleo v se une a la ciclina-T celular (cyc-T) La unién con cye-T
incrementa la afinidad de Tat hacia TAR y s¢ produce el complejo cyc-T/Tat/TAR en el transcrito
viral naciente [24). Por otro lado, el asa de TAR (TA4R Joop) interacciona fisicamente con la protein-
cinasa-9 dependiente de la ciclina-T (Cdk9, Cyclin-T-dependent protein kinase-9) Al acercarse y
coincidir, la Cdk-9 y Cye-T se asocian y forman el complejo P-TEFb (Positive Elongation Factor b),

A su vez, P-TEFb fosforila a la RNA-pol-TI y la mantiene funcionando sobre ¢l transerito naciente




(Figura 1.7(B)) [52]. Asi, la estructura secundana de TAR no solo es indispensable en la
estabilizacion de los complejos de imcio de la transcripeion sino que ademas favorece la elongacién

transcripcional

Se ha demostrado que algunas mutaciones puntuales dirigidas al tallo de TAR afectan la
estructura secundaria del RNA y eflo resulta en una menor actividad transcripcional dependiente de
Tat [53] Recientemente, se ha demostrado que estas alteraciones en la estructura secundaria de TAR
también pueden afectar los procesos de la retrotranscripcidn [54] y el empaguetamiento viral [55, 56},
lo cual sugiere que el RNA de TAR estd involucrado en las etapas temprana y tardia del ciclo de

replicacién viral f57].
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Figura 1.7. Mecaonisma de transactivacion del LTR. (A) La transcripcion basal genera

transcritos cortos que, después de editarse y empelmarse, corresponden a Tat, Rev y Nef. (B)
Tat se une a la protuberancia de TAR y faciitta la formacién del complejo P-TEFb, mantienendo

activa a la RNA polimerasa I1.




1.8 Efectos de las citocinas y mitégenos en la actividad del LTR.

Cuando se aisld el HIV-1 por vez primera, se observd que la interleucina-2 (IL-2) incrementaba
la replicacién del virus en linfocitos T [38] Esta fue la primera observacion que indicd que las
citocinas influian en la replicacion del HIV-1 &2 vizro. De hecho, se ha demostrado que la IL-2 ejerce
efectos mitogénicos que no solo provocan la linfoproliferacién simo que también mcrementan la
transcripeion del HIV-1 mediante los sitios NFAT-1 y TCF-la via el LTR [59]. Algunas otras
citocinas gue modulan la replicacion del HIV-1 son. (i} las proinflamatorias tales como fa IL-1 y ef
TNF-a, las tipo Thl como la IL-2 y el IFN~y, (iii) las tipo Th2 como la [L-4 y la IL-10 v (iv) otras
como el GM-CSF [59, 60]. El mecanismo de regulacibn transcripcional que ejercen las citocinas en el
LTR se describe en la Figura 1.8, utilizando el modelo del TNF-at. Al unirse a su receptor, el TNF-«
dispara la activacion de la fosfolipasa C, generando una serie de eventos que cuiminan en la
translocacién de factores celulares al ndcleo La unién de NFAT-1 y NFxB al LTR induce la
transcripeidn de genes virales (o genes reporieros, en e caso del modelo deserito con anterioridad)
[60-62].

La observacién de que algunas citocinas estimulan la transeripeién viral mediante el LTR ha
generado la hipdtesis de que algunas otras citocinas o factores celulares pudiesen reprimir la
replicacion del HIV-1 a través del mismo premotor En efecto, se ha demostrado que los linfocitos T
CD8+ liberan un factor soluble y no citotdxico que inhibe la transcripcidon del virus en linfocitos T
CD4+ sin lisarlos [63, 64] A tal factor (o conjunto de factores) se le conoce como CAF (CD8+
Antiviral Factor) y a pesar de que no se le ha podido identificar ni ajslar, se sabe que actia mediante el
LTR [64, 65]. En un principio, se postuld que CAF no era mas que el conjunto de tres f-quimiocinas
(MIP-1c,, MIP-13 v RANTES) [66]; sin embargo, los datos actuales sugteren que CAF es distinto a
taies quimrocinas simplemente porque CAF ejerce sus efectos a través del LTR y las quimiocinas no
[67] Por ello, se cree que se trata de un factor adn desconocide cuyos beneficios terapéuticos serian

impertantes
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Figura 1.8. El TNF-« induce la activacion de la transcripcién del HIV-1 en
macréfagos y meonocitos infectades. Al unirse a su ligando, el receptor del TNF-a
activa la fesfolipasa € (PLC), la cual cataliza la formacion de inositol trifosfato (IP,) vy
diacil-glicerol {(DAG). El IP, induce un incremento en la concentracidn total de calcio
intracelular, lo cual activa la calcineuring, una fosfatasa que a su vez desfosforila a
NFAT-1. Por otro lado, el DAG activa la protein-cinasa C (PKC), ta cual libera al NF-kB de
su inhibidor (i-kB). Por dltimo, NF-KB y NFAT-1 se translocan al niclec de la célula
infectada y se unen af HIV-1 LTR, activande asi la transcripcién de genes virales o
reporteros. Efectos similares se han observade en respuesta o los lipopolisacdridos (LPS)
o a mitégenos que activan el HIV-1 LTR en células monociticas.




1.9  Importancia del LTR in vivo.

Debido al papel fundamental que tiene la secuencia LTR en ¢l ciclo de replicacion viral in
vifro, ha surgido el interds en examinar [a funcidn y variabilidad natural de esta secuencia. Los
estudios al respecto se enfocan en la posible relacién entre la historia natural de la infeccidn por el

HIV-1 y la variabilidad del LTR ir vivo.
19.1 Historia natural de la mfeccidn por ef HIV-1.

La historia natural de la infeccion por el HIV-1 se describe en la Figura 1 9 La mayoria de los
pacientes infectados con el virus maniftesta una pérdida significativa, constante y progresiva de sus
lLinfocitos TCD4+ [68]. Al afio y medio de haberse infectado, el nmimero absoluto de linfocitos TCD4+
empieza a registrarse como anormal {69], es decir, por debajo de las 500 células por pL de sangre Se
estima que el tiempo que transcurre entre la infeccién v el desarrollo de SIDA es de aproximadamente

10 afios en los pacientes que no reciben tratamiento antirretroviral [70].

Sin embargo, existen otros dos grupos muy importantes dentro de la poblacion infectada con el
virus. (i) los pacientes de evolucion rapida y (it) los pacientes de larga sobrevida Los pacientes de
evolucién rapida constituyen menos del 5% de la poblacion infectada v son aquellos que desarrollan
sintomas graves y fallecen tan pronto como a los dog afios de haberse infectado [71] Diversos
factores contribuyen a la evolucidén rapida y entre ellos destacan los siguientes: bajo titulo de
anticuerpos contra las proteinas virales [72], anticuerpos con baja actividad neutralizante [73],
anticuerpos que aumentan la infeccidn via receptores Fe [74], carga viral elevada que no disminuye

después de la infeccion aguda [71] y asociaciones con algunos haplotipos del MHC [75]

En el otro extremo, existen los pacientes de larga sobrevida, también llamados no-progresores
(long term non-progressors, LTNFPs), progresores lentos (Jong-term siow progressors) & pacientes de
lenta evolucion clinica. Estos constituyen menos del 10% de la poblacidn infectada con el virus y se
definen como aquellos que, después de un minimo de 10 afios de infeccion, permanecen en un estado
totalmente asintomatico, con niveles normales de linfocites TCD4" v con una carga viral baja ain sin

haber recibido tratanuento antiviral [76] Estos casos poco comunes de lenta evolucion clinica se¢ han
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reportado a nivel mundial y se pretende estudiar a los pacientes detalladamente con el fin de identificar

los factores precisos que los distinguen del resto de la poblacion afectada por el virus. Ala fecha, se

han identificado varios factores que se describen en la siguiente seccion
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Figura 1.9. Historia natural de la infeccion por el HIV-1. El Tiempo que
transcurre entre seroconversion y SIDA es de mds de 13 afios en los pacientes

progresores lentos (LTNPs).
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19.2 Factores asociados a la lenta evolucién clinica.

Es importante enfatizar que los LTNPs no son un fendémeno astado v su existencia se ha
reportado en Austraiia [77], Estados Unidos [72, 73}, Europa [71] y ahora en Latinoameérica [78]
mediante ¢l seguimiento de cohortes (grupos de pacientes monitoreados a lo largo de varios afios)
Aflin cuando los factores asociades a la larga sobrevida han sido distintos en cada cohorte, todas
cometden en que los LTNPs montan una respuesta mmune muy efectiva en contra del virus En
algunos estudios, por ejemplo, se ha observado que los LTNPs cuentan con titulos muy elevados de
anticuerpos que neutralizan al HIV-1 {79] Otros estudios demuestran que estos pacientes también
poseen linfocitos TCD8+ que, en algunos casos, son citotéxicos en contra de células infectadas [80], y

en otros casos, liberan el factor soluble CAF descrito anteriormente [81],

Asimismo, existen factores genéticos propios de los LTNPs que los predispenen a una
evolucién menos agresiva de la enfermedad. Algunos haplotipos de HLA, por gemplo, se han
asociado a la larga sobrevida en poblaciones estadounidenses v holandesas [75]. Tambiéa se ha
demostrado que el genotipo del correceptor CCR-5 del huésped influye en el desarrollo de la infeccion
v enfermedad, ya que las personas que presentan la mutacién Accr-5 en alguno de sus alelos del
CXCR-5 manifiestan un retraso en desarrollar SIDA [82] Deleciones y mutaciones simulares se han
reportado en los genes de otros correceptores [83]; éstas también confieren clerto grado de proteccion
versus la evolucién clinica. Recientemente, también se han reportado algnnas asociaciones entre la

evolucidn lenta y polimorfismos en el promotor celular que dinge la expresion del CCR-5 {84]

Por otro lado, otros estudios se han enfocado en el andlists del genoma viral, sosteniendo la
hipétesis de que ia lenta evolucion clinica se debe a una infeccidn con cepas atenuadas del HIV-1 En
{a Cohorte de LTNPs de Sydney, por ejemplo, se descubrid un grupo de siete LTNPs que se infectaron
con el HIV-1 al transfundirles productos sanguineos contaminados que provenian de un mismo
donador Durante los primeros 12 afios de haberse infectado, tanto ¢l donador come los pacientes
transfundidos permanecieron en un estado asmtomatico, con carga viral indetectable y con mveles
normales de linfocitos TCD4+ sin tratamiento antiviral [77]. Al examinar el genoma de los virus que
portaban estos pacientes, se encontraron deleciones y mutactones sigmficativas en las regiones nef y

LTR [85]1 Deleciones muy similares se han observado en un LTNP neoyorquino [86] y hasta en los
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virus de inmunodeficiencia del simio (SIV, Simian Immunodeficiency Virus) que portan algunos
monos Rhesus que no desarrollan SIDA [87]. Es muy importante recafcar, sin embargo, que tales
mutaciones v deleciones no se han observado en otras cohortes {88, 89] Por ello, la teoria actual es
que efectivamente existen cepas atenuadas del HIV-1, zunque éstas no sean el unico factor que

contribuya a la larga sobrevida
193 Variabilidad del LTR ir vivo; avances y errores en los modelos de estudio

Debido a que el LTR es una de las regiones menos variables v mas conservadas del genoma del
HIV-1, las deleciones y mutaciones que se han detectado /7 vivo en esa region son dignas de llamar la
atencion. En la Cohorte de Linfadenopatia de la Ciudad de Vancouver, por ejemplo, se compararon
las secuencias del LTR de 42 pacientes en distintas etapas de infeccion y se demostrd que la identidad
entre secuencias alcanzaba un 95% en la porcidn ro-codificante del LTR (la regién que no traslapa
con nef) [36}. Este es un porcentaje de identidad superior al reportado para cualquier otra region del

genoma [90].

En el mismo estudio, se realizaron algunos ensayos de genes reporteros y solo se detectaron
diferencias en la actividad transcripcional de aquellos LTRs que manifestaban mutaciones puntuales
en la region TAR. Sin embargo, cabe sefialar cuatro omisiones importantes en los ensayos de
actividad transcripcional de este estudio. (i) no se incluye un LTR prototipo {control positivo), (11} se
utiliza ¢l gen de cloranfenicol-acetil-transferasa (CAT) como gen reportero, ain cuando el gen de
luciferasa es de 30 a 1,000 veces mas sensible [91] y por lo tanto hubiera detectado variaciones
importantes entre LTRs, (iii) se realizan transfecciones transitorias utilizande DEAE-dextran, ain
cuando los lipidos de transfeccion de nueva generacidon son menos citotdxicos y generan resultados
mas reproducibles en los ensayos [92-94] y (iv) no se ajustan los resultados a un control de
transfeccion, por lo cual deSconocemos s1 las diferencias reportadas son causadas por variaciones en la

eficiencia de la transfeccién.

En otro estudio, se compararon las secuencias del LTR de ocho nifios de ascendencia africana
iscritos en la Cohorte del Hosprtal de Harlem en Nueva York, cuatro de ellos eran LTNPs pedidtnicos

y los otros cuatro eran nifios de evelucion rapida [95]. Al igual que en el estudio anterior, se demostro




que la variabilidad del LTR era minima en la region no codificante, manteniéndose intactos los sitios
NF-kB, Sp-1 v [a caja TATA Asimismo, no se encontraron diferencias significativas entre las
secuencias de los LTNPs y las de los pacientes de evolucion ripida. En ambos grupos se encontraron
mutactones significativas v deleciones que iban desde § hasta 341 pb en el LTR Lamentablemente,
en este estudio no se examinaron [as secuencias de TAR. Tampoca se probé fa funcién de los LTRs
en un contexto de genes reporteros, por [o cual se desconoce si las mutacionss y deleciones

enconiradas tienen un tmpacto real en la transcripeién viral.

En la Cohorte de LTNPs de Sydney que se menciona anteriormente, también se encontraron
deleciones de hasta 120 pb y algunas duplicaciones a lo largo de los LTRs [85]. Las deleciones
elimimaban varios sitios de unidn a factores celulares de transcripeién (NFAT-1, USF, TCF-la),
mientras que las duplicaciones generaban nuevos sitios de unién a Sp-1 y a NF-xkB. Pese a la
magnitud e importancia de estas variaciones, en este estudio tampoco se realizaron ensayos de genes

reporteros ¥ por ello se desconoce si las deleciones afectan la transcripeidn viral.

Por ultimo, existe el estudio de la Cohorte de LTNPs en Nueva York [88], ¢n donde se
examinaron las secuencias y la funcién del LTR de ocho LTNPs Solo se encontraron mutaciones
puntuales significativas en el LTR de un paciente Estas mutaciones (sustituciones repetidas de
guanmas por adeninas, G—A) aparecian a lo largo de los sitios NF-xB, Sp-1 v la secuencia TAR Al
examinar la funcién promotora de los LTRs por medic de ensayos de genes reporteros, se demostré
que la secuencia de este paciente era la Gnica que no funcionaba adecuadamente, ya que los mveles de
transeripcion eran nulos, alm en la presencia de Tat  No obstante, estos resultados deben mterpretarse
con cautela, ya que los ensayos de funcion transcripcional no se realizaron en células linfociticas sino
en células NIH-293, una linea celular adherente derivada de rifidén humano (human embryonic kidney
cell line) cuya relevancia a la patologia del HIV-1 es minima. Lamentablemente, en este altimo
estudio, tampoco se compararon las secuencias de los LTINPs contra un fondo local de secuencias del
LTR provenicntes de pacientes con SIDA, Por ello, no podemos descartar que las mutaciones gue

impiden la funcion del LTR también se encuentran en pacientes con sintomas,

[
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2. JUSTIFICACION

En Latinoamérica, México es el segundo pais con el mayor nimero de casos acumulados de
SIDA ( >45,133 hasta diciembre del 2000) [96]. A pesar de la magmtud de la epidemia, carecemos de
informacion biomédica basica acerca de la variabilidad del HIV-1 en México Solo existen algunos
estudios preiiminares al respecto y éstos se han enfocado en la caracterizacién de las regiones

codificantes gag y env del genoma proviral [97-99]

Por otro lado, como se mencioné anteriormente, han sido escasos los estudios a4 nivel mundial
que examinen adecuadamente la vanabilidad del LTR in vive y su funcidén en el contexto de la
transcripcion viral tm vitro,  Alin en los estudios mas reconocidos, existen huecos de wnformacion en el
analisis de las secuencias y en la interpretacién de los resuitados:

+ En ninguno de los estudios mencionados se realizan predicciones de la estructura secundaria
comespondiente a la secuencia de TAR.

+ En la mayoria de los casos, s¢ han omitido ios ensayos de genes reporteros o €stos no se han
realizado con la tecnologia adecuada o las células pertinentes,

» En algunos casos, se han examinado las secuencias del LTR de no-progresores, pero éstas no
se han comparado adecuadamente con secuencias de fonde local provenientes de pacientes con

SIDA en la misma zona geografica

Ante estos huecos de informacién y carencias metodoldgicas, surge el interés de caracterizar
variantes mexicanas de Ia secuencia LTR del HIV-1 El estudio que se presenta a continuacion se
enfoca en el andlisis detallado de la secuencia LTR de los virus que portan los pacientes mexicanos

inscritos en la Cohorte de la Ciudad de México.
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3. OBJETIVOS

El objetivo fandamental ha sido caracterizar variantes mexicanas de la secuencia LTR del

HIV-1 Esto se ha realizado mediante los siguientes objetivos particulares’

1 Establecer una cohorte local de pacientes HIV-1 seropositivos e identificar presuntos LTNPs
en México.

2 Extraer el DNA de las células mononucleares periféricas (PBMC, Peripheral Blood
Monomuclear Cells) de pacientes seleccionados y amplificar, clonar y secuenciar el LTR
proviral correspondiente.

3. Identificar mutaciones o deleciones significativas, tanto en sittos de unidn a factores celulares
de transcripcion, asi como en la secuencia TAR

4. Realizar predicciones de la estructura secundaria del RNA de [a secuencia TAR.

3 Realizar ensayos de genes reporteros con LTRs seleccionados, implementando una tecnologia

sencilla y reproducible en células linfociticas

1)




4.1  Seguimiento de pacientes: monitoreo viral e inmunolégico.

Se inucid este estudio bajo el consentimiento informade de 12 pacientes masculinos infectados
con ef HIV-1 por via sexual (Cuadro 4 1). Cuatro de ellos han estado infectados por mas de 13 afios,
otros cuatro lo bar estado durante mas de 12 afios y tres de ellos durante més de 11 afios  Se incluyd
asimismo un voluntario de seroconversion relativamente reciente, con 6 afios de infeccion  El tiempo
de infeccién se calcula en base a la fecha de la primera prueba de anticuerpos contra el HIV-1. Los
pacientes acudieron a la Unidad de Investigacién en Retrovirus Humanos (Universidad Nacional
Autonoma de México, Secretaria de Salud) cada cuatro meses para realizarse las siguientes pruebas:
carga viral (Hybrid Capture IT assay, Digene, Beltsville, MD), contec de linfocitos T CD4"

(FACScount, Becton Dickinson, San Jose, CA) y aislamuiento viral por cocultivo.

Cuadro 4.1
Caracteristicas de los pacientes inscritos en Ia Cohorte de la Ciudad de México
Tiempo de Tiempo de Estado Linfocitos  Alslamiento  Carga viral
Paciente  mfeccon  TARV®  climco T CD4' viral por  en plasma’

(afios) (afios)  CDC®  (NejL)  cocultivo’
P4 =13 2 C 107-212 5/7 31-53
P10 =13 5 A 555-779 7/8 <27-4.4
P1] 213 4 C 169-311 1/7 <2737
P14 >13 2 A 462-1151 8/9 29-46
P8 »12 3 A 375-799 4/6 3851
P17 212 3 B 430-884 075 <2735
P19 =12 3 A 412-554 05 . 22740
P22 212 2 C 105-250 0/4 36-4.7
P2 211 4 A 533-801 3/5 35-43
P23 211 2 A 227-635 1/5 40-59
P21 211 2 I 86-191 5/5 51460
P15 6 4 A 527-1045 0/5 3.0-36

*TARYV, Tratamiento antirretroviral

P Clasificacion segun el Centers_for Disease Control A, asintomatico, B, presenta sintomas
relacionados a inmunodeficiencia, C, SIDA.

“ nimero de aislamientos positrvos / ndmerc de intentos de atslamento

4 valor logaritmico de carga viral = log (copias de RNA viral/mL plasma)

Los valores que se muesttan en €] namero absoluto de finfocitos T CD4+ v en [a carga viral mdican cl rango de los datos
observados durante ¢l estudio




4.2 Muestras sanguineas y aislamiento viral por cocuitive.

Se obtuvo sangre periférica de cada paciente por medio de puncion de antebrazo, recolectando
la sangre bajo condiciones estériles en tubos tipo Vacutamer ™ con anticuagulante (EDTA) Una parte
de la muestra se utilizé para las pruebas mengcionadas anteriormente. La sangre restante se sometié a
un gradiente de Ficoll-Hystopaque (Sigma), centrifugandose durante 30 minutos a 1,200 rpm y a
temperatura ambiente Se separaron las células mononucleares periféricas (PBMC, Peripheral Biood
Mononuclear Cells) v se lavaron en sojucidén salina amortiguada con fosfatos (PBS, phosphate
buffered saliney Una porcion de las PBMC se utilizd para la extraccion de DNA (Seccion 4 3) y la

otra porcion se utilizd para el aislamiento viral por cocultivo (Figura 4.1).

El aislamiento viral por cocultivo se realizo de acuerdo a los lineamientos que rige el Manual
de Virologia para Laboratorios de HIV (Division of AIDS Virology Manual for HIV Laboratories) de
los Estados Unidos [100]. En sintesis, se mezclan 2 X 10° de PBMCs del paciente con 8 X 10° de
PBMCs provenientes de donadores sanos, HIV-seronegativos  Estas ultimas estdn previamente
activadas con fitohemaglutinina-A (PHA-A). Los cocultivos se mantienen durante 8 semanas a 37°C,
5%CO0z, en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivade, 1% de
antibidticos-antimicoticos € interleucina-2 recombinante (rll.-2, 20 U/ml). Todos los reactivos que se
emplean para los cocultivos provienen de GIBCO™ (Grand Island, NY} Se afiadieron 2 X 10° de
PBMCs sanas cada 10 dias como células alimentadoras Se realizd el monitorec de fos cultivos
semanalmente mediante un estuche que detecta antigenos virales en el sobrenadante (HIVAG-/
monoclonal antibody fo human immunodeficiency virus type I, Abbott Diagnostics, North Chicago,
IL}. Un aislamiento viral positivo se define en base 2 dos determinaciones positivas (>50 pg) vy

consecutivas de antigenos virales en el sobrenadante

4.3 Extraccion de DNA.

Se resuspendieron 1-3 X 10° de PBMCs en 200 pL de “Buffer de lisis A” Se afadieron 10pL
de “Preparacion Enzimatica” y se mcubd la mezcla a 55°C durante 12 horas Posteriormente, se
hirvieron lag muestras durante 5 minutos FEl hsado celular se centnifugd durante 15 minutos y el
sobrenadante del mismo se sometié a extracciones organicas con fenol y cloroformo. Se recuperd el

DNA mediante precipitacién con etanol v se resuspendid en agua estéril  La cuantificacion del DNA




se realizd leyendo ia absorbancia de una dilucion 1:50 a una longitud de onda de 260nm en un

espectrofotémetro de luz ultravioleta {Genequant; Pharmacia Biotech).

Buffer de lisis A Preparacion Enzimética
Tris Hel pH 8.5, 10mM 10mg/ml Proteinasa K
KCl, 50 mM {mg/ml RNasa
Tween-20, 0.45% 50mM Tris-HCl pH8.0
Nonidet P-40, 0 45% Almacenar a -20°C

Esterilizar y almacenar a -20°C

4.4  Amplificacion de Ia secuencia LTR por medio de la PCR.

Se utilizd la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar fragmentos del LTR a
partir del DINA extraido de las PBMCs de los pacientes. En la primera vuelta de PCR, se utilizaron los
oligonucledtidos LTR1 (5°-CAC ACA AGG CTA CTT CCC TGA-3") y LTR2 (5°-GAT CTC TAG
TTA CCA GAG TCA-3"). Estos iniciadores amplifican un fragmento de 537 pb, desde la posicién —
395 a la +142 correspondientes al virus prototipo HiVuxg: [101]  Se utilizo una Taq Polimerasa de
baja tasa de error (Accuzyme, Bioline, UK) para disminuir la introduccion de mutaciones por PCR.

En el Cuadro 4.2 se muestra el protocolo que se utilizd en la reaccidn de PCR.

Cuadro 4.2
Protocolo de PCR para amplificar el HIV-1 LTR.
Reactivo volumen
DNA {0 2 ug/pL) 3.0ul
mezcla de NTP's (1.25 mM cada uno) 8.0 ul.
LTR 1 {20 pmol/uL) 10uL
LTR 2 (20 pmol/pL) 1.0 pl.
25 mM MgCl; 5.0 puL
10X PCR Buffer 50uL
Accuzyme Taq DNA polimerasa (2.5U/uL) 0.2 uL
agua desionizada 24 8 ulL
Total 50 0 ul.

Para la segunda vuelta de la PCR, se disefiaron los iniciadores mternos LTR3 (5°-CCC TGA
TTA GCA GAA CTA CAC-3") y LTR4 (5-GTC ACA CAA CAG ACG GGC ACA C-3) [78], que
amplifican un fragmento de 505 pb, desde a posicidn —380 hasta la +{25 del virus prototipo HIVaxu:
El protocolo de la reacctdn de PCR en la segunda vueita fue similar al de la primera vuelta, excepto

que se afiadid 1 pl de la pnimera reaccidon como DNA-templado v se ajustd el volumen de agua a

-
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28 8ul. El Cuadro 4.3 muestra en detalle las condiciones de PCR que se programaron en el
termociclador Con el fin de obtener productos de PCR representativos, se realizaron tres PCRs

independientes de cada paciente y éstas se mezclaron antes de proceder a los siguientes experimentos

Cuadro 4.3
Condiciones de PCR
para amplificar fragmentos del HIV-1 LTR.

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
{°C) {mins segs)

1 94 4,00 i

21 94 0 30

22 60 0 30 32

23 72 0.30

3 72 7 00 i

4 4 o«

4.5 Electroforesis preparativa y purificacion de los productos de PCR,

Se tomaron 40 pL de la mezcla de las PCR y se sometieron a electroforesis en un gel de
agarosa de bajo punto de fusion al 2% Posteriormente, se tifié el gel con bromure de etidio vy se
observaron los productos de PCR bajo la luz ultravioleta. Con una hoja de afeitar esténl, se cortaron
las bandas correspondientes a los amplicones del LTR  Los cortes det gel se fundieron a 65°C durante
5 minutos y se purifico el DNA con la apoyo del estuche comercial Wizard™ PCR Preps DNA
Purification System (No Cat A7170 Promega Corporation;, Madison, WI).

4.6 Clonacion del producto de PCR en el vector pUCI13.

Una vez purificado del gel, el producto amplificado del LTR se resuspendié en agua estértl y se
cuantifico por absorbancia a 260nm  Debido a que los iniciadores internos LTR3 y LTR4 habian sido
fosforilados en los extremos 57, los productos ampiificados también contenian fosfatos en escs
extremos  Esto facilitd su insercion en el vector pUCTS, el cual estaba previamente digerido con Sma/
y desfosforilado con fosfatasa alcalina de bovino (BAP, No. Cat 27-4860 Pharmacia Biotech). EI
producto de PCR purificado (inserto) se clonéd en el vector pUCIS (Smal/BAP) uulizande T4 DNA-
ligasa (No Cat 020153 WNBL Gene Sciences Ltd , Northumberland, UK) A esta reaccion, se le

afiadi ¢loruro de hexamino-cobalto (Sigma) para incrementar la frecuencia de interacciones




moleculares entre el mserto y el vector El Cuadro 4.4 muestra los componentes de la reaccién de

ligacidn, 1a cual se incubd 12-24 horas a 16°C,

Cuadro 4.4

Protocolo para clenar el LTR en el vector pUC18,
Reactivo volumen
inserto-LTR (20-60 ng / puL) 1.0 uL
vector-pUC18 (100 ng / ul) 1.0 ul
T4 DNA ligasa (4U/uL) 10pL
10X T4 DNA ligase-buffer 10pL
10X Hexamminecobalt(II)chloride-buffer 10uL
agua desionizada 50ul
Total 10.0 uL

4.7  Transformacién de E. coli IM109 competentes con productos de ligacion.

Se afiadieron SuL de cada reaccién de ligacién a 100pL de E.coli TM109 competentes  Se
incubé la mezcla (bacterias+DNA) sobre hielo durante 30 minutos y después se sometid a un choque
térmico de 42°C durante 60 segundos. Enseguida, se incubaren las bacterias sobre hielo durante un
minuto adicional justo antes de afiadirles 500 puL de medio Luria-Bertani (LB). Las bacterias
transformadas se colocaron en una cimara a 37°C durante una hora, con agitacion constante
(~170rpm). Posteriormente, se tomaron 200 pL de las bacterias transformadas y se sembraron en
cajas de Petri con medio LB-agar suplementado con 100ug/mL amprcilina, 0 lmM IPTG (isopropil-B-
D-tiogalactopiranosida) y 40pg/mL X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-galactosida). Las cajas se

mncubaron a 37°C durante 16-24 horas.

4.8  Seleccion, amplificacion y purificacion de plismidos recombinantes.

De las cajas Petri, se seleccionaron las presuntas colonias recombinantes de £ coli (de color
blanco a causa de la interrupcién del gen de lacZ). Estas se cosecharon con un palitlo esténl y se
inocularon en 5 mL de medio LB suplementado con ampicilina (50ug/mL) Las bacterias se
incubaron a 37°C durante 16-24 horas con agitacion constante {120 rpm) Al dia siguiente, se
cosecharon las bactemas por centrifugacidon y se sometteron a lisis alcalina para obtener

minipreparaciones de los presuntos plasmidos recombinantes Una vez recuperados v purificados, los
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piasmidos se resuspendieron en 50uL de agua estéril y se toméd una alicuota (SpL) para verificar la
presencia del mnserto-LTR, sometiéndola a un ensayo de restriccion con 2 unidades de £coR/ v 2
unidades de Hindlll. A los plasmidos recombinantes verificados se les designéd “pUCI8 HIV-
1 LTR.Mex.” y se les almaceno a -20°C

4.9  Secuenciacién automatizada de los plismidos pUC18.HIV-1.LTR. Mex.

La secuenciacion del inserto-LTR se realizd mediante una PCR que incorpora nucleétidos
marcados con fluorocromos a la cadena naciente de DNA (ABI Big Dye Cycle Terminator Mix;

Perkin Elmer, Norwalk, CT). Para ello, se prepar¢ la siguiente reaccién:

Cuadro 4.5
Protocolo de PCR de secuenciacién
Reactivo volumen
pUCI8 HIV-1.LTR Mex (0.25 pg/ul) 2.0 UL
Big Dye Cycle Terminator Mix 80uL
primer universal {forward/reverse; 10 pmoles/ul) 10uL
agua desionizada 90 uL
Total 200 ul

La PCR de secuenciacion se realizé en ambas direcciones utilizando los iniciadores yniversales
M13 Forward/Reverse (United States Biochemical, Cleveland, OH), con el fin de abarcar los 505 pb
del inserto bajo una resolucion confiable. Se utilizd un secuenciador automatico modelo 373A de

Applied Brosystems (Foster City, CA), segun las instrucciones del proveedor.

4.10  Anailisis de las secuencias y prediccion de estructuras secundarias de TAR.

Se revist la calidad de las secuensias por medio de electroferogramas (Chromas, version 1 43)
y posteriormente se importaron las mismas a la base de datos del programa GCG (Genetics Computer
Group, Madison, WI) utilizando el servidor del Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional
Auténoma de México Se utilizaron los programas Choplp, Reformat y Seged para editar las
secuencias El programa Gelassemble se utiliz0 para empalmar las secuencias sentido y antisentido
Para generar los alineamientos maltiples de secuencras de DNA, se utilizaron los programas LineUp y

PrlelUp. Asimismo, el programa Pretty se utilizd para generar una secuencla mexicana consenso
P , €k prog g




La prediccidn de estructuras secundarias de RNA de la region TAR se llevé a cabo utilizando

la opcion de Squiggles de los programas mjold y plotfold del GCG.

4.11 Subclonacién en vectores de luciferasa.

Con ¢l fin de examinar su funcién promotora in vifre, se seleccionaron algupas variantes
mexicanas del LTR y se subclonaron en el vector pGL2-Basic (No. Cat. E1841  Promega
Corporation, Madison, WI). Este plasmido reportero contiene el gen de luciferasa y solo lo expresa si
se le inserta una secuencia promotora dentro del polyvlinker en la orientacion adecuada.

Para preparar los insertos, las secuencias del LTR seleccionadas se reamplificaron utilizando
los iniciadores Kpn/-LTR3 (misma secuencia que LTR3, pero incorpora el sitio Kpnf en el extremo 57)
y LTR4, segun el protocolo y las condiciones descritas en la Seccién 43 El producto total de PCR. se
cortd a 37°C durante 6 horas, con 10U de las enzimas Kpr/ y Hind[l], generando asi un fragmento de
458 pb Este inserto se sometid a electroforésis, se cortd del gel y se purificd como se describe en la
Seccidn 4 4. El inserto mantiene todos los sitios necesarios para llevar a cabo la transcripcién basal y
la transcripcion dependiente de Tat.

Por otro lado, 5 ug del vector pGL2-Basic también se cortaron 2 37°C durante 6 horas, con
50U de las enzimas Kpnl v Hindlll, generando asi un vector con extremos cohesivos y compatibles a
los del inserto  Posteriormente, se ligaron el vector y el inserto (Figura 4 1), siguiendo el protocolo

descrito en el Cuadro 4.6 La reaccion se mncubd de 12-24 horas a 16°C

Cuadro 4.6
Protocolo para clonar el LTR en el vector pGL2-Basic.
Reactivo volumen
mnserto-LTR (20-60 ng / L) 10ul
vector-pGL2-Basic (100 ng / uL) 10uL
T4 DNA ligasa (4U/ul) 1.0 uL
10X T4 DNA ligase-buffer 10uL
10X Hexamminecobalt({ll )chloride-buffer 1.0uL
agua desionizada 50uL
Total 100l

Posteriormente, se tomé una alicuota de 5 uL de la ligacion y se utilizd para transformar £. cofi
JM109, como se describe en la Seccion 4 6 Del mismo modo, se seleccionaron las presuntas clonas
recombinantes Se expandieron y se purnificaron los plasmidos correspondientes como se describe en la

Seccion 4 7 Se verifico la presencia del mserto mediante ensayos de restriccion con las enzimas Kpnl

{oy]
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y Hmdlll Los plasmidos que se generaron se denominaron “pGL2-LTR-Mex”. Con el fin de
corroborar la identidad de las secuencias clonadas y de asegurar que no se introdujeron rmutaciones en
los procesos de PCR y de clonacidn, [os pldsmidos pGL2-LTR-Mex se secuenciaron como se describe

en la Seccién 4 8 utilizando los iniciadores gl-1 y gl-2 cotrespondientes al vector pGL2-Basic,

4.12 Transfeccion transitoria en la linea celular Jurkat,

Se obtuvo la linea celular linfocitica Jurkat Clone E6-1, a través del programa de reactivos y
referencia de SIDA del NIH (National Institutes of Health 4IDS Reagent and Reference Program,
Bethesda, MD) Esta linea celular expresa el TCR y la molécula CD4; ademas contiene los factores
celulares de transcripeion representativos de los linfocitos T [102].

Para las transfecciones transitorias, se empled el reactivo FuGene-6 (No Cat 1-815-091
Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN). Este reactivo contiene una mezcla de lipidos que
forman complejos con el DNA facilitando asi su transporte hacia el interior de [2s células eucariontes

{FuGene-6 Manual]

En tubos de polipropileno, se prepararon los complejos de co-transfeccion, segin ¢l siguiente

protocolo,
Cuadro 4.7
Preparaciéon de complejos de co-transfeccion,

Reactivo BASAL + TAT
RPMI-1640 91.0 uL 910 puL
FuGepe-6 Transfection Reagent 9.0 uL 90l
pGL2-LTR-Mex (1pg/ul) 35pL 35 ul
pGL2-Basic (200ng/pL) 10pL ---
pSV-Tat-72 (200ng/pL) - 10ul
pRSV-B-gal (200ng/ul) 2.0ul 2.0 pb
Total 106.5 uL 106.5 ul

Como se muestra en el cuadro, para los ensayos de transcripcién BASAL, se incluyeron los
plasmidos problema (pGL2-LTR-Mex), el control de transfeccién (pRSV-B-gal) v el control para
ajustar la concentracion total de DNA (pGL2-Basic) en los complejos de transfeccion.

Para los ensayos de transcripcion dependiente de Tat, se sustituyo el pGL2-Basic por el
plasmide  pSV-Tat-72 Este plasmido también fue proporcionado por el NIH, expresa

constitutivamente la proteina Tat y por lo tanto incrementa los niveles de transcripeion i vitro [103]




El plasmido pRSV-B-gal expresa constitutivamente la proteina beta-galactosidasa y sirve como un
control de transfeccidn (ver Seccidn 4.14)

Después de mezclar los componentes de los complejos de transfeccion, éstos se dejaron reposar
30 minutos a temperatura ambiente Enseguida, los complejos se¢ afiadieron gota a gota a células
Jurkat previamente sembradas a una densidad de 1 X 10° cels /mL/pozo en cajas de poliestireno de seis

pozos (Coming) Las células se incubaron durante 48 horas a 37°C, 5% CO;.

4.13 Ensayos de expresion de luciferasa.

A las 48 horas de incubacidn, se cosecharon las células por centrifugacion a 1,200 pm y se
tavaron dos veces en PBS (sin calcio v sin magnesio). Se resuspendieron en 180 pL de buffer de lisis
(Luciferase Reporter Gene Assay, high sensitivity, No. Cat. 1669-893. Roche Molecular
Biochemicals; Indianapolis, IN) v se dejaron reposar durante 13 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugaron los lisados celulares y se recolectd el extracto celular en alicuotas de
80 ul en tubos de poliestireno (Falcon). Utilizando un lumindmetro de inyeccion automitica
(Automated Luminescence Laboratories, modelo 2010), se afiadieron 100 pi. de sustrato (luciferina
diluida en buffer de ensayo, mismo estuche de Roche No. Cat. 1669-893) y se leyo la intensidad de luz
emitida en un lapso de 30 segundos (Figura 4.1}. Los valores se reportaron como unidades relativas de

luz (RLUs, relative hight units)

4.14 Ajuste de los resultados con valores de expresion de B-gal.

Debido 2 que la eficiencia de transfeccion suele variar de un ensayo a otro, €s necesario ajustar
los resultados del ensayo de luciferasa mediante un control wnterno de transfeccion. Este control
ademas sirve para descartar que las diferencias observadas en la actividad transcripcional no sean
producto de 1a variabilidad o error inter-ensayo En este caso, se utilizd como control el plasmudo
pRSV-B-gal, que codifica la B-galactosidasa

El ensayo de B-gal se realizd con una de las alicuotas que se recolectaron del extracto celular 2

las 48 horas post-transfeccion  Se utilizd el siguiente protocolo




Cuadro 4.8
Protocolo para el ensayo de B-galactosidasa,

Reactivo volumen
extracto celular 80.0 uL.
Buffer “Z” 4500 ul.
Solucion de ONPG 106.0 ul
_B-mercaptoetanol 500 ul
Total 680.0 uL
Buffer “Z” Solucién de ONPG
100 mM NaH2PO4, pH 8.0 O-nitrofenil-B-D-galacto-piranosida
10 mM KCI 4 mg/mL en 100mM NaH2PO4, pH 8.0
I mM MgS04 almacenar a —20°C

almacenar a 4°C

La reaccién se incubd de 16 a 24 horas a 28°C y se ley6 la absorbancia a una longitud de onda
de 420nm. Los valores obtenidos se utilizaron como el denominador para dividir los valores de RLUs

obtenidos del ensayo de luciferasa vy asi ajustar ios resultados

4.15  Anilisis estadistico.

Las transfecciones transitorias se realizaron por lo menos por triplicado para cada una de las
secuencias problema y para la secuencia control. Se calculd el promedio, la varianza y la desviacién
estandar de ia muesira por cada triplicado, cuadruplicado o quintuplicado Para comparar los valores
de actividad transcripcional entre el control v las muestras problema, se compararon los promedios y
las vananzas de la muestra mediante la prueba de ¢ de Student [104], probando & =005 y o« = 0.01.
La hipotests nula fue la siguienter “no existe una diferencia significativa entre la actividad
transcripcional de la secuencia control y la actividad transcripcional de fa secuencia problema ™ (Hg.

M- e =0),
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5.1  Seguimiento de la Cohorte de la Ciudad de México.

Con la participacion de los doce sujetos descritos en el Cuadro 4 1, se formé la primera cohorte
de seguimiento de pacientes HIV-1 seropositvos de larga sobrevida en México. En base a su primera
prueba de anticuerpos en contra del virus, once de estos pacientes han estado infectados por o menos
durante 11 afios. En sintesis, se distinguieron dos grupos de pacientes: aquellos cuyo aislamiento viral
fue negativo o poco frecuente (Pacientes 11, 15, 17, 19, 22 y 23) y aquellos cuyo aislamiento viral fue
posible por lo menos en tres ocasiones distintas a lo fargo de tres afios de seguirniento (Pacientes 2, 4,
8, 10, 14 y 21). No se observaron asociaciones significativas entre la carga viral, el nimero absolute
de linfocitos T CD4" y los resultados del aislamiento viral. Tampoco se observo alguna correlacion

entre el aislamiento viral y el tratamiento antiviral de los pacientes.

Al utilizar el criterio de LTNPs descrito en la Seccion 1 9.1 [76], se dedujo que el paciente P14
era el dmico ne-progresor en la cohorte debido a que satisfacia las siguientes caracteristicas: (i) a 1
aiios de-infeccion, permanecia asintomatico, en la clasificacton A del CDC; (i) mantenia un nivel
normal de linfocttos T CD4+, superior a las 450 células/uL de sangre; (iii) manifestaba una carga viral
estable, con fluctuaciones por debajo de las 20,000 copias de RNA / mL de plasma y (1v) no habia
tomado ningin tipo de tratamiento antiviral durante los primeros diez afios de infeccién (Cuadro 4 1)
Los pacientes 2, 10, 15 y 17 también manifestaban un nivel normal de finfocitos T CD4", pero no se

les considerd como LTNPs debido a que ya habian tomado tratamiento antirretroviral

En la actualidad, a més de 14 afios de infeccion, el paciente P14 permanece estable. Sin
embargo, su carga viral ha fluctuado (>4.2 log copias de RNA viral/mL plasma) y el ndimero absoluto
de sus {infbcitos CD4+ ha disminuido levemente (~430 céls./uL). Este deterioro en los marcadores
inmunologicos v virologicos del paciente coincide con observaciones que se han hecho en el
seguimiento de otros LTNPs a nivel global. De tal forma, se ha comprobado que los LTNPs tambign
se deterioran inmunoldgicamente, aunque este deterioro es paulatino y menos agresivo que en el resto

de la poblacidn infectada [77].
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52  Amplificacién de] LTR.

Se extrajo el DNA de las PBMCs de los doce pacientes de la Cohorte y se realizd una PCR
anidada como se describe en la Seccion 4.4. Los productos se sometieron 2 electroforésis en un gel de
agarosa, se tifieron con bromuro de etidio y se observaron bajo luz yltravioleta. La Figura 5.1 muestra
los productos de PCR de cada uno de los pacientes de la Cohorte. En todos los casos, se observa una
banda del tamafio esperado de 503 pb, similar al control positivo (C+), lo cual indica que las

secuencias L TR de estos pacientes no contienen inserciones o deleciones notables a simple vista.

505 pb »

Figura 5.1. Amplificacién del LTR de los pacientes de la
Cohorte. Se observan las bandas correspondientes a 505 ph,




5.3  Seleccidn de pacientes para la caracterizacién del LTR.

Con el fin de caracterizar variantes mexicanas del LTR, se seleccionaron los productos de PCR
de seis pacientes inscritos en la Cohorte. El seguimiento de estos pacientes se muestra en detalle en la
Figura 5.2. El Paciente 14 (P14) se selecciond por ser el finico LTNP identificado en México. Como
fondo local de comparaci6n, se incluyeron tres pacientes asintométicos P2, P10 y P15 (T CD4" > 450
céls./uL) y dos pacientes diagnosticados con SIDA, P4 (T CD4+ < 200 céls./ul) y PHI (T CD4" < 400
céls./ul)
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Figura 5.2. Sequimiento de los seis pacientes seleccionados para la

caracterizacion del LTR. Se grafica el nimero absolute de linfoctos T CD4+ (— ),
la carga viral {**) y el nivel de deteccion del estuche de la carga viral (----). En el
borde superior de cada gréfico, se muestran los resuitados del aislamiento viral por
cocultivo: +, pesitivo; -, negativo; N, no realizade. La letra S identifica la muestra
uhlizada para la secuenciacion del LTR.




5.4  Secuenciacion del LTR.

Los productos de PCR de los seis pacientes seleccionados se purificaron y se insertaron en el
vector pUC18, como se describe en las Secciones 4 6-4.8. Utilizando los métodos descritos en la
Secciones 4.9-4.10, se secuenciaron y se analizarcn 21 clonas recombinantes correspondientes a los
seis pacientes seleccionados. La Figura 5.3 muestra el alineamiento multiple de las variantes

mexicanas del LTR.

En la porcién del LTR que traslapa con el gen nef, de la posicidon —295 a la —-121 (Figura
5 3(A)), las variantes mexicanas comparten una identidad del 84 74%. No obstante, en la porcion no-
codificante del LTR, de la posicion 120 a la +80 (Figura 5 3(B)), las secuencias comparten una
mayor identidad gue alcanza el 97.65% Esta discrepancia en la variabilidad de la porcién codificante
y no codificante del LTR coincide con observaciones previas reportadas por otros grupos de
investigacion [36-95]. Se ha postulado que estas dos porciones del LTR han evolucionado
independientemente. la primera forzada a variar por presién inmunologica y la segunda sujeta a

permanecer constante por su funcidn esencial como promotor.

La secuencia mexicana de consenso (CONSENSUSMEXLTR) manifestd una 1dentidad del
92% con la secuencia consenso de referencra global del Suptipo B de]l HIV-1 [90]. Esta simalitud
correbora observaciones amerores [97-99] que demuestran que el Subtipo B del HIV-1 circula en

México
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Figura 5.3.
enumeracion de nucledtidos del virus prototipe HXBZ2.
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segun el paciente, la toma de muestra y la clona (LTR amplificade de PBMC y clonado en
pUC18). Los guones indican identidad con el huclestido de la secuencia HXBZ. Los puntes
generan huecos en la secuencia para preservar el alineamiento, indicande deleciones o
polimorfismos. Se sefialan los sitios de unidn a factores celulares de transeripcidn y la
delecidn de 18 pb del paciente P11. (A) Nuclestidos de la posicion -295 a la -121. (B)
Nucleétidos de la posicion -120 a la +80.
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55  Delecion del sitic NFAT-1 en la sccuencia del P11,

El sitio de unién al factor NFAT-1 se encontrd conservado en todas las variantes mexicanas,
con excepcion de aquelias correspondientes al paciente P11 (SIDA, CD4+ < 400 cels./ul). En esas
variantes, se observo una delecidn de 18 pb (marcada en un rectangulo en la Figura 5 3(A)) que no se
habia reportado anterioriente en la literatura Mediante una traduccién de la secuencia, se predice
que esta defecidn elimina seis amino dcidos dentro del marce de lectura de 1z proteina Nef (Figura
5 4(A)). Alolargo de varias muestras tomadas de este mismo paciente, se observéd que la delecion de
18 pb predominaba en la poblacion proviral de sangre periférica, segin secuenciacion directa del
producto de PCR (Figura 5.4(B)). No obstante, en la muestra P11 5SPBMC-PCR, no se observd tal
delecion. Casualmente, esta fue la Uinica muestra de la que se pudo aislar el HIV-1 del P11 (Figura

5 2). El virus aislado por cocultivo (P11.5¢cocu-PCR) tampoco mostro la delecion de 18 pb.
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Figura 5.4. (A) Secuencin parcial de la proteina Nef de acuerde a la enumeracion de
amino dcidos del virus prototipo pNL4-3 (aa 125-207). Las secuencias se desighan segtin el
paciente y la toma de muestra. Los guiones indican identidad con el virus prototipo. Los
puntos generan huecos en la secuencia para preservar el alineamiento, indicande la delecidn de
6 aa. (B) Variabilidad temporal en las secuencias det LTR del paciente P11, Se alinean
las secuencias de acuerdo al virus prototipo. Se observa la delecién de 18 pb en el producto
de PCR de tres muestras distintas (P11.1, P11.2 y P11.4) y en la clona b de la muestra P11.2. La
delecién no se observa ni en el producto de PCR de la muestra P1L5, ni en el praducto de PCR
del wirus cocultivado (P11.5 cocu). Se senala el sitio de restriceion Haelll
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Para distinguir las muestras que contenfan la delecién de 18 pb, se disefié un ensayo rapido de
iongitud de polimorfismos por fragmentos de restriccidn (RFLP, Restriction Fragment Length
Polymorphism) utilizando Haelll y el prodycto de PCR (Figura 5 5{A)) Como se indica en la Figura
5.5(B), la delecion de 18 pb se observo en las primeras cuatro muestras secuenciales de este paciente
(de Febrero de 1996 a2 Marzo de 1997) pero no en la quinta (Diciembre de 1997). La sexta y séptima

muestras fueron tomadas en 1998 y volvieron a mostrar la delecién de 18 pb.




(A) NFAT-1(1)

* * * pNL4-3
28 pb" 67:pb 117pb ~ 101 pb 192 pb
+ ___________ - A P11.2PBMC clonas1-5
28 pb 166 pb 293 pb
(8) MC123451¢867

-€— 293pb

-« 1927b
~“€— 166 pb

“€— 117 pb

Figura 5.5 (A) Mapas de restriccion del LTR digeride con Heelll  Los mapas
carresponden a las secuencios de la Figure 53. (B Fragmentos generades
experimentalmente. Se digirieron los productos de PCR con Haelll durante é horas a

37 €. C, pNL4-3; carriles 1-7, PCRs de muestras sucesivas del paciente P11 tomadas a lo
largo de 32 meses de seguimiento
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5.6  Variabilidad del LTR de la posicion 200 a 1a ~120.

En algunas vanantes mexicanas del LTR, se observaron varias rmutaciones puntuales a lo largo
de los sitios de unidén a los factores USF-1, Ets-1, LEF-1, RBF-1, RBF-2 (Figura 5.3(A)) Sin
embargo, todas estas mutaciones se han reportado con anterioridad [90] y se ha demostrado que no

alteran significativamente |3 funcion del LTR i vitro [44]

El polimorfismo MFNLP (Most Frequent Naturally-occurring Length Polymorphysm) es una
inserctdn de 15 a 34 pb que contiene una duplicacién del sitio RBF-2 (Figura 5.3{A)). La frecuencia
de este polimorfismo fue de un 38% en las varlantes mexicanas del LTR  Esta frecuencia coincide
exactamente con la reportada en la Cohorte de Linfadenopatia de Vancouver {42 pacientes) [36] El
MFNLP no se observé en las variantes de los pacientes con bajos niveles de linfocitos T CD4™ (P4,
P1l1).

En el caso de las secuencias del paciente P14, cuatro de cinco variantes tenian el MFNLP; sin
embargo, los polimorfismos no eran idénticos (Figura 5 3(A)), va que uno media 16 pb y ios otros tres
21 pb. Esta observacidn discrepa con reportes anteriores, ya que no se habia observado ninguna

heterogeneidad del MFNLP en pacientes no progresores [88].

5.7  Variabilidad del LTR de la posicion —120 a la +80,

Se observé que el 100% de fas variantes mexicanas del LTR mantenian conservados las sitios
de unién al factor NF-«B (Fig.5.3(B)) Los sitios de umén al factor Sp-1 se mantenian intactos en las
secuenctas del paciente P14, con excepcidon de una mutacion puntual G—A en la secuencia P14.2-
PBMC-clone6 El resto de las variantes mexicanas si manifestaron varias mutaciones puntuales en el
sitic Sp-1.  Sin embargo, estas mutaciones ya se han reportado con anterioridad [90] y se ha
demostrado que tampoco alteran la funcién del LTR 1 vizre  La caja TATA se mantuvo conservada al

[00% en las vanantes mexicanas.




5.8  Mutaciones puntuales en 1a secuencia TAR y prediccién de estructuras secundarias.

Se observaron distintas mutaciones puntuales a lo largo de la secuencia TAR de las varantes
mexicanas del LTR (Figura 5.3(B)).

En el caso del paciente P13, se observé una sustitucién (C—T) en ¢l centro de la protuberancia
(bulge) que interacciona con Tat. Sin embargo, s¢ sabe que esta mutacién no afecta ni la union con
Tat ni la transcripcion viral en modelos de mutagénesis dirigida [105]. Asimismo, se observaron
mutaciones puntuales en la posicion +25 (T — A) de las secuencias correspondientes a los pacientes
P2 y P10. Esta misma sustitucion se ha reportado con anterioridad en ¢l aislado primario HIV-15F s
[90] ¥ en un aislado de un paciente canadiense con un bajo nivel de linfocitos T CD4" [36] Al igual

que en la mutacidn anterior, la sustitucién no afecta la transcripeién de genes reporteros in vitro,

En el caso del paciente P14, las secuencias de TAR comrespondientes a la protuberancia (bulge)
v al asa ({oop) se mantuvieron conservadas. Sin embargo, se observaron dos sustituciones en las
posiciones +11 (G—A) y +13 (T—=G), correspondientes al tallo de TAR (Figura 5 3(B)). Estas
mutaciones soic se han reportado en otros tres aislados distintos a nivel mundial HIV-1ceaprerss
(Brasil), HIV-1c.pueao (Etiopia) ¥ HIV-1g.wrz7 {(Estados Unidos) [90] Utilizando la opcidn squiggles
del programa mffold del GCG, se calculd que las mutaciones alteraban las interacciones Watson-Crick
en el tallo de TAR y afectaban la energia libre de Gibbs a un pH de 7 0, generando dos posibles
estructuras secundarias alternas de TAR (Figura 5 6) En teoria, la formacion de ambas estructuras
secundarias es bioguimicamente espontanea (AG negativa en ambos casos). De formarse, ambas
mantendrian la protuberancia v el asa intactas, pero la estructura alterna tendria un asa adicional cuya

importancia se desconoce
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Figura 5.6. Prediccidn de estructuras secundarias de TAR-RNA. Se incluye
la estructura del virus prototipo HXB2 como referencia. Utilizando la opeion
Squiggles de los programas mfold y plotfold de GCG, se generaron dos
estructuras alternas en el caso de los LTRs del paciente P14,




5.9  Seleccion de variantes del LTR para ensayos de actividad transcripcional.

Para los ensayos de actividad transcripcional, se seleccionaron variantes mexicanas del LTR

gue contuvieran mutaciones significativas atn no descritas o no caracterizadas en la literatura En el

Cuadro 5 2 se describen las caracteristicas de las secuencias que se clonaron en el vector pGL2-Basic,

tal y como se describe en la Seccién 4.11 de Material y Métodos. Se clond la secuencia LTR del virus

prototipo pNL4-3 como control positivo v el vector pGL2-Basic por si solo como control negativo

Asi, se utilizaron un total de ocho plasmidos recombinantes de luciferasa para los ensayos posteriores

Cuadro 5.2

Secuencias del LTR clonadas en pGL2-Basic

Paciente Secuencia Caracteristicas e importancia.
Control pNE4-3-LTR «LTR prototipo Contiene los sitios y elementos necesarios para
positivo dirigir la transcripcién basal y dependiente de Tat [106]
«Secuencia TAR intacta.
«No contiene polimorfismos.
P11 P11.2PBMCclonel  «Delecion de 18 pb en NFAT-1 (no descrita).
+Mutacion A—G en TAR (posicion +57, deserita y presuntamente
intrascendente) [90].
P11 2PBMCclone2  Idéntica a la secuencia anterior, excepto por el nucledtido +57.
«Secuencia TAR intacta.
P14 P14.2PBMCclone2  «Mutaciones en el tallo de TAR (posiciones +11, +13)
posiblemente generen dos estructuras secundarias alternas
«Descritas en otros tres aislados [90] pero funcién atn
desconocida.
«Contiene el polimorftsmo MFNLP (16 pb)
P14 2PBMCcloned  «Mutaciones en el tallo de TAR (posiciones +11, +13)
« Contiene el polimorfisme MFNLP (21 pb).
«Difiere de la secuencia anterior en el nimero de nucledtidos det
MFENLP.
P15 P15 1PBMCclone3  «Mutacién en la protuberancia de TAR (buige, posicidn +24,
descrita y presuntamente intrascendente) [30].
«»Contiene el MFNLP (16 ph).
« Util para comparar con la secuencia del paciente P14
P15 IPBMCclone4  «Idéntica a la secuencia anterior, excepto por un nucleotido en Sp-
1(3) {posicion - 66).
Control ninguna «Se incluye en los ensayos para restar el fondo de transcripcion de
negativo pGlL2-Basic.




5.10  Actividad franscripcional del LTR en células Jurkat.

Los ocho plasmidos descritos se emplearon para transfectar células Jurkat en la ausencia o
presencia del transactivador Tat, utilizando los materiales y métodos detallados en la Seccidn 4.11.
Las células se incubaron 48 horas y los extractos celulares se emplearon para realizar los ensayos de
luciferasa como se describe en la Seccién 4 12. La Figura 5 7 muestra la actividad transcripcional de
las variantes mexicanas del LTR  Los resultados se ajustaron con el control de transfeccion de beta-

galactosidasa (ver Seccion 4.13).

A niveles basales de transcripcion, las variantes mexicanas manifestaron una actividad
transcripcional similar a la del LTR prototipo (p>0.05). Sin embargo, bajo los efectos de Tat, cinco de
las seis variantes mexicanas manifestaron una actividad significativamente mayor a la del LTR control
(p<0 05) Aqln las variantes con la delecidon de 18 pb en el sitio NFAT-1 {correspondientes a P11), ast
como aquellas con las mutaciones que prasuntamente afectan la estructura de TAR (correspendientes a

P14), mostraron una actividad superior a la del LTR del virus prototipo.

Los niveles de transcripcién no se vieron reprimidos en minguna de las variantes con el
polimorfismo MFNLP (P14 6 P15), lo cual discrepa con estudics previos que sugieren que el MFNLP

es un elemento represor {40]

Cabe sefialar que se observd una diferencia significativa entre la actividad transcripcional de
las dos variantes del LTR del paciente P15 (P15.1PBMCclone3 > P15 1PBMCclone4, p < 0 01), ain
cuando la unica diferencia entre estas secuencias correspende a un nucledtido en el sitio Sp-1(3),
posicion ~66 (Figura 5.3(B)).

En sintesis, estos resultades indican que ninguna de las mutaciones observadas en [as variantes

mexicanas del LTR reprime la actividad transcripcional in vitro.
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Figura 5.7. Actividad transcripcional del LTR en células Jurkat. Se indican los
promedios de actividad de luciferasa bajo los efectos del transactivador (+Tat) . Se
reportan los valores en unidades relativas de luz (RLUs), mostrandese la desviacion
estdndar de la muestra (barras de error). Los resultados han sido ajustados con un
control interno de transfeccién (pRSV-B-gal).
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6.1  Variabilidad y funcién del LTR.

En este estudio, se caracterizaron variantes mexicanas de la secuencia LTR del HIV-1 Para
ello, en lugar de recurrir a muestras sanguineas aleatorias o a bancos de material biolégico poco
caractenizados, se organizd e wtegrd la primera cohorte de pacientes HIV-1 seropositivos de larga
sobrevida en México. El seguimiento de [a Cohorte permitid clasificar & los pacientes y obtener
informacién clinica, viroldégica ¢ inmunolégica que pudiera ser 0til em la jnterpretacion de las
secuencias que se obtuvieran posteriormente. A mds de cifico afios de seguimiento, la Cohorte de la
Ciudad de México se suma a otras cohortes que se han organizado internacionalmente [73, 77, 80, 88,
89, 95, 107}

El seguimuento de la Cchorte también permitié distinpuir al paciente P14 como un presunto no-
progresor (LTNP) mexicano. Debido a que se han encontrado deleciones significativas en los LTRs de
no-progrescres en otras regioanes del mundo [85, 86], se procedid a amplificar, clonar y secusnciar el
LTR del paciente P14. Estos experimentos se hicleron en el contexto de otras variantes mexicanas del
LTR, incluyendo a otros pacientes como fondo local de comparacion. Sin embargo, no se encontraron
deleciones grandes en el LTR del paciente P14 (Figura 5.1). Mediante un anélisis mas detallado, se
observaron dos mutaciones puntuales en las posiciones +11 y +13 dentro de la secuencia
correspondiente a TAR (Figura 5 3(B)) Utilizando programas de cémputo del GCG, se predijo que
estas sustituciones podrian generar dos estructuras secundarias alternas de TAR (Figura 56) No
obstante, no se realizaron experimentos que comprobaran la formacion de tales estructuras m vitro © i1

vivo

Con el fin de examinar la functon promotora del LTR. del paciente P14, se clonaron dos
variantes de sus LTR en un vector transcripcional que expresa luciferasa bajo el promotor que se le
inserte. Asi, se realizaron ensayos de actividad transcripcional en células Jurkat, demostrindose que
los LTRs de este paciente eran funcionales y lograban dirigir la expresion de luciferasa en células
linfociticas (Figura 57) Las mutaciones en las posiciones +11 y +13, aquellas que presuntamente
generan dos estructuras secundarias de TAR. no resultaron en algin fenotipo negativo, hi
disrinuyeron la actividad transcripcional dependiente de Tat.  De hecho, esta actividad es

significativarmente mayor a la observada er el control positive (pNL4-3). No obstante, tampoco




podermos afirmar con certeza que estas mutaciones aumentan la actividad transcripcional, ya que el

LTR de este paciente contiene otras mutaciones puntuales y polimorfismos

Por otro lado, en las varfantes del LTR del paciente P11, un miembro de la Cohorte con
diagnostico de SIDA, se observo una delecion de 18 pb (Figura 5.3(A)). Esta delecion elimina més de
la mitad del primer sitio de unidn al factor NFAT-1. En la Cohorte de Linfadenopatia de Vancouver,
ya se habian encontrado variantes del LTR con una delecidn similar de 18 pb (a siete nucledtidos de
distancia de Ia delecion de P11) en un paciente que también presentaba sintomas de inmunodeficiencia
[36]). Asimismo, los aislades virales HIV-1gan (Alemania) v HIV-1pso s (Estados Unidos), ambos
provenientes de pacientes con SIDA, también presentan una delecion de 18pb en el sitio NFAT-1 (a
tres nucledtidos de distancia de la delecion mexicana) [$0] Llama la atencion que, siendo tan poco
frecuentes, {as deleciones en el sitip NFAT-1 coincidan en ser de 18 pb (6 aa) en cuatro repories

independientes.

El hecho de que estas deleciones ocurran # vivo, en sangre periférica y en aislados del HIV-1
que se replican eficientemente en cultivo (HIV-1gan y HIV-1pss6), sugiere que la ausencia de estos 18
pb no afecta alguna funcion esencral del virus. En efecto, al realizar ensayos de actividad
transcripcional con los LTRs del paciente P11, se observo que la delecion de 18 pb no impedia la
funcién promotora del LTR iz vitro Al igual que en el caso anterior, la actividad transcripcional
dependiente de Tat fue significativamente superior a la actividad del control, lo cual indica que los

nucledtidos defetados son dispensables en el proceso de trans-activacion en linfocitos T (Figura 5 7)

Cabe destacar que la delecion de 18 pb cae dentro de la porcién del LTR que traslapa con el
gen nef, eliminando asi, seis amino Acidos de la proteina viral correspondiente (Fig 5 4(A)).
Normalmente, estos seis amino 4cidos (DKVEEA) estarfan ubicados cerca del extremo carboxil
terminal de Nef, dentro de un asa flexible e hidrofébica que participa en la formacion de dimeros de la
proteina [13] v que ademas interacciona con una serie de ligandos peptidicos aiin en proceso de
caracterizacion [108). En este sentido, la proteina Nef del paciente P11 puede emplearse como una
mutante natural del virus para complementar los estudios relacionados a la cristafizacion de la proteina

vy a la funcion del asa flexible

58




Como se muestra en la Figura 5.4(B), la delecion de 18 pb no se encontrd en unz de las
muestras del pactente P11, Fendmenos similares de variabilidad temporal del LTR. se han observado
en otros estudios, en donde las deleciones son genéticamente inestables y se recuperan m vifro e in
vivo mediante mecanismos avn descenocidos [109, 110]. Sin embargo, también es posible que el
paciente P11 esté infectado con dos cuasi-especies del virus que sean distintas en la region LTR v que
estén predominando a distintas etapas en sangre periférica. En humanos, la coinfeccion con dos cepas,

subtipos y tipes del HIV es posible v se ha documentado en varios reportes [111. 112]




6.2 Utilidad y validez de los ensayos de actividad transcripcional,

La variabilidad del LTR 2 vive se ha estudiado en cuatro cohortes distintas (1) la Cohorte de
Linfadenopatia de la Ciudad de Vancouver [36], (ii) la Cohorte pediatrica del Hospital de Harlem [95],
(iii} la Cohorte de LTNPs de Sydney [85] v (iv) la Cohorte de LTNPs en Nueva York [88] A
diferencia de Io realizado en estas cohortes, en el presente estudio se investigd la funcion de los LTRs
mediante un ensayo de actividad transcripcional que emplea luciferasa como proteina reportera y
lipidos (FuGene-6) que facilitan la transfeccidn en células linfociticas. Este ensayo no se ha reportado
en la literatura y ofrece las ventajas de ser sencillo, no citotoxico y reproducible La sensibilidad de
este ensayo es considerable, ya que se detectaron diferencias en la actividad tramscripcional de dos
clonas que variaron (nicamente en un par de bases (clonas de PI5; Figura 5.7). Ademas, la actividad
ajustada de luciferasa varié de 1x10* a 7x10% RLUs, superior al rango de deteccion reportado
previamente (1x10° a2 2x10° RLUs) en ensayos de actividad transcripcional del LTR [88].

Utilizando este ensayo, se demostrd que las variantes mexicanas del LTR, atin con mutaciones
v deleciones significativas, tenian una actividad transcripcional equiparable o superior a la del LTR
prototipo (Figura 5.7). Debido a que las transfecciones se realizaron en células Jurkat, estos resultados
solo pueden interpretarse en el contexto de linfocitos T, la principal estirpe celular infectada in vive
Existe todo un espectro adicional de células susceptibles a infectarse con el HEV-1 [76] y, en principio,
tales células expresan factores celulares de transcripcién distintos que activan o reprimen el LTR
diferencialmente. Se ha observado, por ejemplo, que la actividad transcripcional dependiente de Tat

puede modularse de forma distinta en ¢élulas linfociticas y en células monociticas [113].

Los ensayos de actividad transcripcional tienen otra limitante: la tranfeccion no es estable sino
transitoria, lo cual iraplica que ¢l plasmido reportero no esta integrado en ¢l genoma cromosomal sino
que se encuenira de forma episomal en el micleo de la célula transfectada. Aqui, es indispensable
sefalar que, dentro del ciclo de replicacion del HIV-1, el DNA viral puede encontrarse integrado o de
forma circular no integrada en el nicleo de la célula infectada (Seccién 1 3 1}  Por lo tanto, este
modelo de estudio es util para examinar la actividad transcripcional del LTR en un contexto

extracromosomal v no necesariamente para extrapelarla a un contexto de provirus integrado  Rossi y

60




cols han demostrado que la actividad del LTR puede ser distinta en células transfectadas estable

versus transitoriamente [114].

Por altimo, es importante subrayar que los ensayos de actividad transcripcional solo examinan
un aspecto de la funcidn def LTR. Como se ha mencionado anteriormente, esta region del genoma
viral estd imvolucrada en otros procesos tales como la poliadenilacion v el encapuchamiento {cappimg)
de transcritos virales [1]. Recientemente, se ha demostrado que la estructura secundaria intacta de
TAR es imprescindible en los eventos de retrotranscripcién [54] y empaquetamiento viral [54-56] En

estos procesos, 1as mutaciones +11 y +13 en los LTRs del paciente P14 podrian ser importantes
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6.3 Relevancia en el estudio de vacunas en contra de] HIV-1.

Ante el impacto epidemioldgico global del HIV-1 [96] y ante la falta de una vacuna eficiente
en contra de la infeccién, ha surgido la propuesta de producir una vacuna atenuada introduciendo
mutaciones y deleciones en la region xef/LTR del genoma viral {85, 86, 115] Las repercusiones
bioéticas que esta idea conlleva han generado un sinntimero de criticas v contrapropuestas [116-119]

Por un iado, utilizando el modelo del virus de la inmunodeficiencia del simio (SIV), se habia
demostrado que la cepa SIViyacazsoner , atenuada por una delecién en neffLTR, no producia SIDA al
inocularse en monos Rhesus adultos [87] La inmunizacidén con esta cepa inducia una respuesta
inmune humoral [120] y celular [121] tan favorable que protegia a los monos adultos en contra de
retos posteriores con cepas silvestres del 81V [120] Sin embargo, posteriormente s demostréd que
estas cepas atenuadas si producian SIDA al inocularlas en las mucosas de monos recién nacidos [122].
Aunado a esta observacion, también se sefiald que las deleciones cortas en el genoma del SIV podian
repararse 7 vive [109), reviniendo a la secuencia silvestre.

Asimismo, en humanos, ¢l antecedente de los LTNPs de la Cohorte de Sydney habia generado
un entusiasmo considerable. Debide a que estos individuos portaban cepas con deleciones mutltiples
en nefILTR [85), se pensd que tales cepas no podrian producirles dafio alguno. Sin embargo, con el
paso del tiempo, se ha demostrado que algunos de estos pacientes empiezan a deteriorarse
inmunolégicamente y que su carga viral ha aumentado [77]. Al examinar el genoma de sus virus, se
han manifestado cambios temporales en la secuencia nef/LTR, mostrandose algunas inserciones que
no estaban en los aislados originales. Del mismo modo, Berkhout ¥ cols. han demostrado que la cepa
HIV-143, un candidato de vacuna con deleciones en nef, vpr y el LTR, manifiesta cambios genotipicos
y fenotipicos después de dos meses en cultivo. duplica sus sitios Sp-1, compensando v asi revirtiendo

a un virus de replicacion rapida y transeripeion mas eficiente [110].

La variabilidad temporal de 1a delecion de 18 pb que se observa en las variantes mexicanas P11
(Figuras 5.4 v 5.5) sugiere que el paciente esta infectado con dos vartantes que predominan a distintos
tiempos en sangre periférica.  Sin embargo, esta variabilidad también puede ser el resultado de la
inestabilidad genética del LTR i wvivo, De ser el caso, estas observaciones independientes, en

conjunto, sugieren que el HIV es capaz de restituir sus deleciones i vifro e in vivo Esta evidencia de




inestabilidad genética representa un grave potencial de reversion a formas silvestres y por lo tanto

argumenta en contra del uso de vacunas atenuadas por medio de deleciones en el genoma del HIV-1




5.4 Conclusiones

En sintesis, se investigaron cuatro aspectos originales acerca de la secuencia terminal larga
repetida del HIV-1. (i} las caracteristicas del LTR de un no-progresor mexicano en el contexto de un
fondo local de variabilidad, (i) [a variabilidad temporal de una delecion de 18 pb en el sitio NFAT-1,
(il1) las secuencias correspondientes a TAR y las posibles estructuras secundarias que éstas genetan v
(iv) la funcién promotora del LTR mediante un nuevo ensayo de actividad transcripcional en céfulas

infociticas.

Se concluye que las variantes mexicanas dei LTR contienen polimorfismos, mutaciones y
deleciones diversas que no disminuyen la actividad transcripcional basal ni la actividad transcripcional

dependiente de Tat en células linfociticas.
Este estudio demuestra que ias deleciones y mutaciones que ocurren 1 vivo en el LTR no le

son forzosamente perjudiciales al virus y pueden ser genéticamente inestables, argumentando asi, en

contra de la produccion de vacunas det HIV-1 atenuadas por deleciones en nef/LTR.
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ABSTRACT

To examine the genetic features of the long terminal repeat (LTR} derived from six HIV-1-infected individ-
uals enrolled in the Mexico City Cohort, we cloned and sequenced a 505-bp fragment of the proviral LTR
from their peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). All patients harbored HIV-1 LTR quasispecies tor-
responding to the B subtype. Three patients with high CD4* T cetl counts (>500/mm?) presented LTR se-
quences with point mutations in the TAR bulge. The LTR sequence from a patient classified as a long-term
nonprogressor (LTNP) presented the most frequent natorally occurring length polymorphism (MFNLP) and
two substitutions in the TAR region that were predicted to result in two alternative secondary RNA struc-
tures. A novel [8-bp deletion, which eliminates part of the putative binding site for the nuclear factor of ac-
tivated T cells (NFAT-1), was identified in the overlapping nef/LTR sequence derived from a patient pro-
gressing to AIDS. This deletion coincides with the ability of this virus to consistently veplicate at Jow levels in
vivo (viral load <500 RINA copies/ml) and in vitro (unsuccessful virus isolation). On one occasion, when virus
isolation was successful, the 18-bp deletion was no longer evident and LTR sequences with intact NFAT-1-
binding sites were observed. Inoculation of hu-PBL-SCID mice with viruses from several Mexican patients
resulted in differential CD4* T cell depletion patterns 15 days postinfection, which agree with the in vive
CD4* T cell count data from each patient.

INTRODUCTION

LTHOUGH THE MEDIAN TIML from HIV - seroconversion to

AIDS 15 approximately 10 years w the absence of anti-
retroviral (reatment.! there are numerous reports of long-term
nonprogressors {LTNP<) worldwide * 5 LTNP« represent only
& munenty of the HIV-laatected pepulauon and they can be
defined as people who have been infected 1or at least 19 years
and who remain asymptomatic with o nonnal CD4 - T eell count
and a low viral load despate no antiretreviral treatment = Close
observanon and follow-up of LTNPs in several cohort studies
have revealed that these patients may i tact be slow progres-
Sors as opposed 0 nonpragressors of HIV disease,” as shown
by small bet steady decresses in thewr $D4° T cell counts
through ume Inany case. the study ot LTNPs confinues 1o be
& key clemeniin the understanding of HIV pathogenesis and in

the development of novel strategies for the treatment and pre-
vennhion of AIDS.

To date. no single hest or viral phenotype has been consis-
tently hinked to Tong-term nonprogression and 1t 1 widely be-
lieved that 1 causes are multfactonal In some studies, high-
uter neutralizing antibodies’ and cffective cellutar immune
responses have been descnbed in LTNPs These cellular re-
spanses nclede potent antiviral factors secreted by CDS™ T
cellv® und strong CD8' T cell cytotoxicily against HIV ann-
gen-pulsed cells  There a1e a0 SUORE dySOCIALONS Sugeestag
that genetie background and HLA muay be iavolved in o slower
progression to ATDS, as evidenced by a higher [requency ot
certamn adleles found 1 nonprogressors, ' Other large cohor
stucies have reported that heterosygosny for the 32-base pair
delenion of the B-chemeokine receptor gene CXCR-3 s stiongly
associated with g delayed progresaion of ATDS-related symp-
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toms ' Such a delay, however. s most notably observed dur-
1ng the first 7 years of infection: thereafter, progression 10 AIDS
i heterozygous CCRI/ACTCRS population s stmular to that
observed mn the wild-type CCR3/CCRS carriers

Alternatively, many other cohort studies have focused thesr
efforts m searching for peculianues in the gencme of the
HIV-1 vaniants harbored by LTNPs. The strongest association
between viral genotype and nonprogression 15 that of the Syd-
ney Blood Bank Cohort Study, where major deletions in the nef
gene and 1n the long terminal repeat (LTR) were consistently
found 1 the donor and In the seven reciprents of & contam-
nated blood umt. All eight affected patients were imualiy re-
ported as LTNPs who had remained asymplomatic throughout
at least 13 years of HIV-1 infection* Sumlarly, presumably ai-
tenpuated HIV-1 provimses have been reported 1n a North Amer-
ican® and in an Jiahan LTNP. 2 suggesting that ngffl. TR-deleted
HIV-1 quasispecies may be ctreulatng globally, although not
necessanly i ol persons identified as nonprogressors * Nef has
been shown to downregulate CD4 molecuies from the surface
of T cells and to decrease interleukan 2 (IL-2) production,'? but
also has been shown to have a posttive effect on HIV-1 reph-
capon.*t*

The U3 region of the LTR, which overlaps with the Nef-cod-
g regien, has several sites that bind cellular transenpuon fac-
tors.' Previous studies mdicate that some of these crs-binding
sites withia the LTR are vanabie and this vanabihty atfects vi-
ral replication. '® There are reports that HIV-1 virons with dele-
trons 1n the NFAT sites rephcate faster and are more cytopathic
i vitro than parental stramns.’”

In thts article. we present data from a 4-year tollow-up study
of ~everal HIV-1-infected patients in the Mexico Crty Cohort
Only one of these patients has consistently sansfied the more
stnpgent entena for long-term nﬁnprogrcssmnl PprioT 1§ TCCEIV-
ing any antiretroviral drugs. We therefore chose to examune the
LTR ~equence dertved from the penpheral bloed mononuclear
cells (PBMCs) of this panent, and to compare 1t wath the LTR
ot HIV-1 proviruses denived from severa) pattents with difter-
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ent progression patterns and with high and Jow CD4™ T celi
counts. We alse examined the tr vivo temporal vanation of the
HiV-1 LTR sequence from several patients as well as the i
virg sequence vamation 1n cocultured cells and m virus grown
i MT-2 cells In addition, m order to measure the i vivo 1m-
pact of the murations found in the LTR. we¢ moculated hu-PBL-
SCID muce with Mexican wolates and determmned CD4™ T cell
depletton and HIV-1 anugen production at 15 and 30 days
posninfection. [noculation of three different panenr-denved 150-
lates 1nto hu-PBL-SCID mice permuued us 1o evaluate the ef-
fect of these different viruses on CD4™ T cell deplenon 1n ths
model

MATERIALS AND METHODS

Study subjects

Twelve HIV-I-infected subjecis were studhed {Table 1). AH
patients are males infected through the sexual route. All study
subjects gave informed consent for the study prior to sampling
Four of them have mere than 13 years of infection. four have
miore than 12 years, three more than 11 years. and one has had
6 years of mfection. Time of infection 15 considered as thew
first formally decumented HIV-1-posittve antibody test. Most
of the patients were sampled every 4 mionths starting between
1995 and 1997. Viral load (Hybnd Capture il assay. Digene.
Beltsville, MD). CD4™ T celis counis {FACScount; Becton
Dhckinson, San Jose, €AY, plasma antigen (HIVAG-1 mong-
clonal antibody to human immunedeficrency virus type 1. Ab-
boit Dhagnostics. North Chicago. IL), and virus 1solation by co-
culture were performed cach nme. Virus asolation was
perfortmed according to gwdehnes from the Division of AIDS
(DAIDS) Virolpgy Manual for HIV Laboratorres 'S Briefly,
2 % 0% patient PBMCs were mixed with 8-10 X 10° phyto-
hemagglunmn (PHA)-preactivated PBMCs from two (1 1)
HIV-1. hepauus B virus (HBV)-negative donors, Cultures were

Tamee | Crsracterisvics ofF HIV-1 Inrectep Patents i e Mevico Crry CoHorT
Duranen of Yeurs of COD4™ T eell Hiv-}

mfection ARV cDC conens miolanon Plasma
Panent {vears) treaiment sage? {No /mm) (PBMCs ) virad load
P4 =13 2 c 107-212 517 3.1-53
P10 =13 5 A 555-775 7/8 =22 74
P11 =13 4 C 169-311 17 =2.7-37
Plg =13 2 A 462-1151 55 2.0-16
P8 =12 3 A 375-799 416 3851
P17 =iz 3 B 430-884 /5 =27-35
PLY =2 3 A 412-554 043 =17-40
P22 =12 2 C 105250 [VEY i6-47
P2 =11 4 A 533-801 RIs) 3543
P23 =11 2 A 227635 5 40-39
P2] =il 2 [ 86191 53 S 1A
Pis i 1 A 5271045 TR 10-3 0

Vhhrevicnions ARV, Antiretrovia),

Shomsymptomane, B osymptomane, O MDY

"Nurmber of woecessiui virus tolagons pet ttmber ol atleniply
Lo RNA copres pet nudhiliter of plasina




MEXICAN LTR SEQUENCES AND THEIR PATHOGENESIS

kept tn RPMI 640 supplemented with 10% heat-nacnvated
tetal calf serurn (FCSY. 1% aniibiotic~antmyeotic soluton. and
recombinant [L-2 {¢IL-2. 20 Wl tall from GIBCO. Grand Is-
land. NY) Fresh denor cells were added every 10 days Cul-
tures were momnitored by supernatant HIV-! anngen determ-
nauon every week for at least 4 weeks. Two consecutive
posiive anugen determunanons (>350 pg) were comsidered as
successful 1solation,

LTR sequences

DNA was exiracted directly from uncuitured PBMCs Ap-
proxamately T ug was used as template mn a nested polymerase
chain reaction (PCR) n order to amphty a 505-base pair trag-
ment {from posimon —380 10 +125, HXB2 sequence) of the
proviral LTR This fragment overlaps with the 3° end of the nef
gene and 1s inclusive of the U3, R, and U3 regons of the LTR.
LTRI(§"-CAC ACA AGGCTACTTCCCTGA-3) and LTR2
(3"-GAT CTC TAG TTA CCA GAG TCA-3") were used as
outer primers as descenibed previously 12 To increase the sensi-
uvity of the PCR, we designed LTR3 (5'-CCC TGA TTA GCA
GAACTA CAC-3") and LTR4 (5'-GTC ACA CAA CAG ACG
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GGC ACA C-3"y as inner pnimers A low-error Tag polymerase
fAccuzyme, Bioline. U K.) was used in both PCR. rounds o
muninize the mtroduction of muzations. In most cases. the LTR
amphicons were subcloned into Smal-digested pUCTS Several
clones from the same patent were sequenced In some cases
the second round of PCR was duectly run with fluorescent
dideoxynucleotides (ABI Big dye termmator mmx, Perkin-
Elmer. Norwalk. CT) 1n order to seguence the total PCR prod-
uct Sequencing of recombinant plasimds was conducted with
umversal forward and reverse pnrers, using a 373A Applied
Biosystems (Foster City, CA) automated sequencer

Sequence analysis

Sequences were visualized n electropherograms (Chromas.
version 143) and entered mio the Genetics Computer Group
(GCG, Madison, WI) sequence management programs (cour-
tesy of the “alpha” server at the Instituto de Fisiologia Celular,
Umversided Nacional Auténoma de México) using Chopup,
Reformat. and Seqed. Gelassembie was used to merge the sense
and antisense sequences Multiple sequence alignment files
were generated using Linelp and PdeUp Pretty was used 1o
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LTR aucleotide sequences abgned with reference 10 HXB2 The sequences are labeled by patient number. followed by

the sequential sample number for that patent (Fig. 1), and by ¢lone number Clones were obtained from PBMC-amplified nef/LTR
product cloned mto pUCLE, The consensus for Mexigan L TR (MEXLTR) v histed af the bottom A dash indicates wdeniity with
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(B) Sequence nucleotides from - 120 to +80

generate the consensus sequence The secondary structure of
TAR RNA wa predicted by running the Sguiggles option of
mitold and plotiold programs in GCG.

Ineesdanon of hu-PBL-SCID nuce

Belore the second passage. when supernatant cocultures from
primary solates reached an antizen value ereater than 500
prml, 7% 10" mtected PBMOy were ganstened woan 125 cul-
e sk ontgnme 70 10" N2 celis rdonded by L

Qualticre, Saskatchewan Umversity, Cunada). Supernatants
were harvested onday 7, clanticd, and centtfuged at 110,000 X
gtor 2 hr Pelleted virus corresponding o 7 5 ng ot HIV-1 anu-
zen was mocoiated into cach hu-PBL-SCID mouse
Twenty-six $-weeh-old feprale SCHY mice obuined from
Tacome (Germantown, NY) were shipped under stenle condi-
trons to 2 iosalety level 3 mouse facility i the Retrovirus Re-
seareh Umitin Mesweo Criy PRMOS hiom healthy, Epswewn -Bar
vrs (EBVY pnegative donpors were prepared by Ficoll densiiy
centritugdtton Pweny nullion cells were injucted murapen-
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toneatly mto each mouse 9 Estabhishment of the human cells
was evedenced by the detection of human [gGs i mice sera
Two weehs after reconstututon, on day 0 of infection, four mice
were mock inoculuted ntraperitoneally with RPMI 1640
medwen, lour mice with o highly eytopathic primary Meucan
rolate TUTRBS), and grovps of vy nuce cach with patent-de-
rived HIV-1 s obtined {rom the PRMC/MT-2 cocultures
as desenibed above 2! Half of the muce in easch group were sac-
nficed 15 and 30 days postimtection. HIV-1 mlection was con-
firmed by virus selation im coculiwies ot aetivated human por-
il PRMCS with mogse cells ieeovered by peritoneal lavage
o mowse spleen cell suspensions: HIV-1 anugen production in
culiure supernatants at band 2 weehs were detetmined A PCR
wntng SheA3 IZSKA62 (Perhan-imen) for the vae gene was per-
Tormed it coculiured cell-eviracied TINA

The percentuge of CD4 s Tooells momice way nea-
sureed by fTow coometny Ao Bewwon Duckanson T Boetly

—te—-

AGCTGCTTT Ty GCC TG TAC TR CTC IO TG G TTAGAS CAGATC THAGC N TR GGACC TC TC TG

-g -
GO TAACTAGGGARCCCRETGCT TAAGTCT

A TARR

base

Continued.

cell suspensions of spicen/penitoneal cells were prepured
phosphate-buffered saline (PBS 2% FCS, 0.2% sodem arnide)
and stuned with recombinant phycoerythrin (RPE)-conjugated
anu-human CD4 moncelonal antibedy (Caltag Laboratorics.
South San Francisco, CA) Approamately 5 % 107 cells were
evaluated after matng lrmphocytes by forward and wide Light
sgatienng

Vious LTR from cocubured PBMC/MT-2 celis, s well as
the viruses recovered tronm the mice. were amphified and the
PCR produces were direetly sequenced as mdicated

Stariseical analvas

Puata dernved from the he-PBL-3CTD nice were processed
with the SPSS statstical package telease 50, SPSS, Chicago,
ILy Resubts were expressed as the mean © 5D Ditferenves be-
pween the control and expeimental sroups were oxajuated
applying the Student 1 1est




RESULTS

Mexrco Cuy Cohort

A Mexieo City cehort of HIV-1-infected people was estab-
lished 11 1995 with the objective of sudying progression fac-
tors i our populanon and possibly detecting long-term non-
progressor indrviduals, Table | shows data from 12 panents, 11
with more than 11 years of infection and | with at least 6 vears
of mfection Virus wolanon attempts were suceessful in half the
samples. Two patient grovps were distngmshed: those from
whom virus was rarely recovered—2 posiive samples over 26
atternpts (patients 11, 13, 17, 19, 22. and 23}, and those with a
high rate of isolation—32 posiuve cuitures over 47 attempts
(patients 4, 10, 14. 8, 2. and 21). Successful virus 1solation was
not related to enther lower CD4™ T cell counts, or 1o higher
plasma viral load, Antiretroviral treatment was not related, since
patients recerving highly active antirercoviral therapy (HAART)
at the ume of virus 1solation were found in both isolation groups.

If long-term nenprogressors (LTNPs) are defined as chini-
caily healthy mdividuals (CDC stage A) who have mantamed
normal and stable CD4™ T cell counts (3>450 cells/mm) after
at least 10 years of HIV-1 ifection without antiretroviral treat-
ment,” then P14 is the only patent who satisfies these LTNP
criteria, because he has had more than 11 years of asympto-
matic HIV-1 infection pnor to receiving any antiretroviral dmgs
(Table 1). All other cohort members with stable CD4~ T cell
counts (P2, P10, P15. and P17) started antiretroviral treatment
pnor to thewr tenth year of HIV-1 infecuon. To date, despite re-
cent fluctuation 1n his viral load. P14 remans fully asympto-
matic. AJthough his CD4™ T ecll count once dropped to 462
cells/mm®, that value is sull withm the normat values for CD4™

>

B
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T celi counts L0 the healthy HIV-1-neganve Mexican male pop-
ulaton (n = 130: mean CD4™ T cell count, 796/mm”. range at
90% confidence interval, 421-1140/am’. ¢ Diaz. unpublished
daa. 1999). Virus has been repeatedy 1solated from the PBMCs
of this pattent by convenuonal 1solation procedures. and on sev-
eral occasions we have observed syacyuum formation 1n less
thzn 10 days of pnmary culture. This syncytum-mnducing phe-
notype (S 1s preserved even after two subsequent passages in
PBMCs as well as 1n MT-2 cells. and the virus 1s able to repli-
cate, at least transiently, 1n several cell hnes, ingluding SupT],
CemX, and U937 Although the presence of ST isclates was ini-
tially associaled with disease progression, 22 our observaton
agrees with previous reports of SI viruses found 11 LTNPs ®

LTR region

DNA was extracted from PBMCs derived from all the pa-
nents ncluded in Table 1, and the region spanming the LTR
was amphfied by nested PCR. The nef/LTR amplicons were y1-
suahzed by ethidium bromide staning after agarose gel elec-
trophoresis. All patient samples yielded an expected PCR prod-
uct of approximately 505 base pairs similar to that of the
pNL4-3 contrel. indicating that no gross neff/ILTR deletions were
present in the population under study In addition, no m-
trazample Jength vanatiens were observed in any of the patients
under study

To examce the genetic features of the LTR remon, amph-
cons from the 6 patients meluded in Fig 1 were cloned and a
total of 21 full-length LTR sequences was obtamed. P2, PLO.
P14, and P15 had ugh CD4~ T cell gounts, whereas P4 and
P11 were patients progressing te AIDS Cloned samples were
collected berween March and July 1996, when panents P4 and

PNLA-ILTR
Pl 1PWMC~PCR
£l CPBMC-POR
Pll PPBMCeleneS
Pi. iP2MC-PCR
pPli 5PBMC-PCR
Pli Scocu-"CR

FiG.

(A} Partigd Net amino acid sequenees of w1k patients trom the Mexico City Cohort, aligned in relationshp to pNL4-3,
\uhu_h s histed at the top The sequences are labeled by patient aumber tollowed by the sequential sample number

A dash ondi-

cates wentty o the seterence sequence A dot indicates o gap introduced t preserse the ahgnment. JUPAC stndacdived codes
Tor apune aeud were ased m thes alignmear (81 LTR nucleotde sequences dertved irom seqaeniead samples wken trom PUD Se-
dquences e sligned wath veterence 1o pNL 3 whoch s Bisted ac the top PEMU-PCR mdicates a4 sequence obtaned dueeetly trom
the PUR product PBMC clone S i nes tha the seguenee was obtamed troma PCR product cloned o pUCTE, cocu-PCR
aicates haf the scepienive was obtuaed trom the covudiured cells of thar sanple The Haelll resinenon sue s bosed
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NFAT-I(1)

pNL4-3

28bp  67hp 117 bp 101 bp 192 bp
N P11 2PBMCclonest-5
28bp 166bp 293 bp
B
M C1 2 3 4 5 6 7
“— 305 pb
«— 293 pb
192 pb
(; 166 pb
< 117 pb

FIG. 4. {A) Expected Haelll restriciion patterns for pNL4-3 and for P11 2 clones 1-3, according to the sequences obtaned tor
the 503-bp nef/LTR amplified fragment as shown m Fig 24 (B) Huelll restnicion patteins of the 305-bp tragment (= 38¢ ©
=125 ot the HXBZ sequence] obtained 4y 4 PCR product with primers ETR3 and LTR4 and clecrrophoresed on a 26 auaiose
el ML Moleeular weight marker, C, pNL4-3 digestion products, lanes 1 to 7. digestion products of sequential samples up o 32
menths of tollow-up of PUL s ondicated in Fig | Digesuon products trom the nef/LTR 505-bp fragment obtaned trom samples
tibrough 4 und trom samples 6 and 7 <how o pattern that comresponds o the loss of 1 restriction site at position =68 {Sp-11H
site]s as well as the restriction site at the NFAT-1{13 site. swhere the 18-bp deletion was observed Lune 3 shows the estnetion
patternt of PHES which s sinular o that observed tor pNL4-3 and corresponds 1o the obtamed nucleotide sequence of thal sam-
ple. as can be observed i Fig, & Sample 3 o the only sample fom P trom which viras was secovered by cocale (Frg D

P4 had not staried antiretroviral treatment Figure 2 shows
nuultiple sequence ahigament protile of the LTR sequences de-
rived rom these patients

Av expected, tie Mexican LTR consensus segquence was
closest to the Los Alamos Nauonal Laboraiory (LANL) ¢on-
semsus B osequence 2 This tinding, together with pres s
vhaervations of V3 sequences deinved fom othar Mevcan pa-
fents. ™ g well s the tesals obtamed through o heteio-
duples mobility assay (HMA) genoty ping™® fdata not shosany,
provide genetie evidence that HIV-| subiype B cnculates @
Menvwo More eatensive motecular epldeniology siudies will
b needed W demonsirate whether Bis i the only subtype en-
culaung 1 the counny

Seguence nucleotides 295 1 — P21 (Fig 20 shate an
S T4 o dennty i all LTRs whereas nueleotdes - 1200

S0P 2By are YT 08 wdenliaal T, areater v anabalis
the Neb-vodirye seqiences oserlappire the T TR 1w consisient
Wbl soveral pres ious teponts that sueeaest ot the Net-godimge
aind noncodime secuences o the P TR have avehoed ndepen-

daathy as fao engonpled fing

NEAT-1 deletion v PH

The LTRs from most of the panentsy bear a pertectdy gon-
served putative binding sie Tor the naglear factor ol actinated
T cells iNFAT- 1), except tor the four clones sequenced from
Pl apatient with alow €047 T eell count and a consistently
Tow vl load The 18-bp deleuon found in thes paveni™s LTR
(boxed 1 Fig 20 has not been repotted previously and s pie-
dicted 1o truneate s anuno a¢tds e tramg from Net (Fig 3
Nucteotide sequenee analysis ot this patient ~ LTR through trme
(Frz 3BY indicates that this §¥-bp NEAT-1 deletion predomi-
DLEs 1N PEOY ] seguenees 1 several me pomis bul swas oot
present i one sample A restriction fiagment length polymor-
phistin tIRFLPE assay using HueHT as the digesting enzsvimie on
the S05-bp ampbhied bagment (Frzr a0 permted s o dis-
tg st Petween wild-0 e and delered sampies s shewn i
Pag 4B the INbp delenion wos presene m o sequential sain
Plos rrom Pebruais P36 g0 Mardh (047 bat m Decemper 97
(P S when s solanon wasosiccessbul the weld nope-bhe

vines s predoonant Later samples tahen w1995 shaw the
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deleted virus as prevalent. None of the seven samples with
deleted NFAT-1 sites were culture positive.

LTR-binding sue variability from nucleotides
—200 to — 120

Patient 10 (four of four clones) and P2 {two of three clones)
had a perfectly conserved upstream snmulatory factor (UJSF-1)
sute palindrome 5'-CACGTG-3' (Fig 2A), which has been im-
plicated in downregulaton of viral transcripuion 3 The non-
conserved USF-1 site identifed in P14 (five of five clones) and
in one clone from P2, has been reported erther in the LANL
database?® or mn a larger longitucinal analysis of ETR sequences
derived from 42 HIV-l-infected patients ?* The erythroblas-
toma 26 (Ets-1) mouf core, 5'~GGA-3" {nucleotides — 144 to
—146 on the reganve strand), was 90% conserved, with the
only vanant being 5'-GGG-3', which has been observed pre-
viously as well The high-affinity binding site for the lymphotd
enhancer-tanding factor {LEF-1), often called the T-cell factor-
la-binding site (TCF-1a), 5'-CTNTG-3" (nucleotides — 130 to
—134 on the negative strand). was 80% conserved in P14 and
only 19% conserved in all LTR variants, although all variatuons,
again, have been reported elsewhere. The binding sites for the
Ras-responsive binding factors RBF-1, 5-ATCCG-3' (nu-
cleotides — 147 to —143), and RBF-2, 5'-ACYGCTGA-3’ (nu-
cleotdes —121t0 —129), implicawd 1 LTR transcripuonal re-
sponsiveness to protewn-tyrosine kinases and v-Ras 132 were
found to be nearly perfectly conserved.

The HIV-1 most frequent naturally occurnng length poly-
morpiusm (MFNLP), whuich has often been termed the TCFL-
o duplication site, has been previously described as a 15- 10 34-
bp-long insertion containing a dughcated RBF-2 site (Fig. 2A),
The MENLP has been previously found in up to 38% of HEV-
| LTR sequences from patients at ali stages of disease pro-
gression in the Vancouver Lymphadenopathy-AIDS study 22
This 15 exactly the same frequeacy at which we observed the

HXB2 P2
loop —

P4

bulge —.m

P14

GOMEZ-ROMAN ET AL.

MFNLP 1n the clones that we sequenced from Mexican patients
However, 1n this case, the MENLP was not found m erther of
the two patents with low CD4" T cell counts (Fig. 2).

Four of five LTR sequences denved from Pi4 bear the
MFNLP; however, oot all four MFNLPs were identical (Fig.
2A). This heterogeneity observed in the MFNLP from P14 con-
trasts with previous observanons that tndicate either the absence
or presence but no intrapatient variability m the TCF-la du-
plication sites denved from long-term nonprogressors.” 12

LTR sequences from nucleotides —120 10 +80

The NF-xB enhancer sequences (Fig. 2B) were perfectly
conserved 1n all patients under study Aside from a singie G —
A substitution found 1 the first SP-1-binding site of the P14 2-
PBMC-cloneé sequence, all core promoter sequences denived
from this patient were perfectly conserved, compared with the
more frequent mutations observed in Sp-1 sies from P4, P10,
and P11, The TATA box was alse perfectly conserved m all
cases,

Point mutations along the TAR regulatory sequence

Ir1s well established that the Tat protein binds o the tipytim-
1dine bulge of the TAR RNA sequence and that, except for the
central cyiosine of the bulge, such as the one observed in P15,
modifications to any one of the 10 base pairs centered on the
bulge prevent the biading of Tat.* In this regard, we found an
wporiant T — A substitution at position +25 1n the LTR se-
quences from P2 and P10 This substitution has been reported
previously 1n HIV-Igrye;®® and in the TR sequences from a
patient with low CD4* T cell counts.>? In the latter case. the
substitution did not affect Tat-mediated transcription 1 the
Jurkat-Tat cell line Its relevance tm wive emains unknown

The TAR region of the LTRs derived from P14 was well
censerved, maintaining mtact bulge and loop regions as welk as
the six pnincipal base nucleondes mvelved i supporting the

P10 PN P15 P14

alternative secondary structure

FIG. 5.

Seeondary structuie of TAR RNA for the six pattents from the Mewico City Cohort. showing 4 predicted alternaitive

structure tor P14 These structures were obtaned through the Squgales option of the miold and plotteld programe in GCG The

HXB2 structure 1v grven av 4 reference.
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NFAT-1(2)

fmmmgummmmn- g--
Lo =gmmm—g—gr—

Bli/MT-2
Pl_/mouse

ACCAGTN GAGICAGAGAAGT T AGARGALGCCARC AR AGGAGRCAACATCRGCTIGT TACACE C TG TGAGCC T GCATGGRATGGATGACCCGGAGACASAAGTLTT  ~ .

PL%&/MT-2
Pl4/ToLse
CONSMEX

USF-1

HKE2ZLTR
P10/MT-2

fmmmmm e mmm e

q
ACCAGITGATCCACRGAAGGTAGAAGEGGCC ARTGARGGAGAGARCARCAGCTTGT TACACCCY R TGAGCCAGCAT GGGATGGRT GACCT GCAGAGATG AnGT,

bt abit.
AGRGTGGAGGTT TEACAGCCECCTAGCATTTC ATCACATGECCCEAGAGCT GCATCEGGAGTAC TTCRA!

L Rt Tt Tt EL )

B i RE TN, EEREE T PR S

RBF-1 RBF-2

PACTHOTY

MFNLP

-1zn

2lo/mouse
PL1/MT-2

Pli/mause

P14 /MI-2

P14 /MT-2
CONSMEX

NE-xB(2) NF-xB(1)

PP R DA

AGTETEEAAGT TTGACAGCCGCC TRGCATTTCATCACAT GG CORAGAGC TGCATCCGBAG T ACTACAR

Sp-1(3)

---Fcatcgagataasfacastga--
catcgagataa ac.tqctcla--

RCTCCTER. - LA

REFZ
duplication

Sp1d)  Spih TATA Box

HXBZLIR
e10/MT-2

210/ mouse
Pll/MT-2

®llsmouse

Pl4/mMT-2

Fl4/rouse
COUSMEX

L bulge

TCGAGCTT TUTACAAGGGACT TTCCGUTEGGGRCT T TECACEEAGGC G TEOCC T GO IRIGEEACT GGGEAGTEEUGAGLCCTCAGATGU TGLATATA)

TAR
loop

HXE2LTR AGCTECT TTTTGOC TG TAC PG G GIC FE PETEG TTAGACTA

2I0/MT-2 -

TTAAGCCTCAATAAA

10/mouse

P11 /MT-2

Pll/mouse

214 /MT-2

211 meuse
CONSMEX

base

AGCTTCTTTTTGCCT! GTt\C'Tﬁ?C“.‘ CTCTGET TAGACCF\GF-E.C_'_IJFAL.L

TGGORGCTE T TGGCTAAC TAGGGAN

CCRCTCCTTARGECTCAATAAA
base

FICG. 6. LTR nucleotide scquences from nucleotide —295 to +80. aligned with reference to HXB2 The sequences are labeled
by pauent number. The first sequence for cach panent corresponds 1@ the provizus present m cells of the coculture of patient
PBMCs and MT-2 cells The second sequence for each patient corresponds to provirus present n spleen celis of miee inoculated
with the corresponding stran. The consensus for Mexican LTRs (CONSMEX) 15 listed at the bottom  Regulatory sutes re indi-

caled.

bent rod TAR RNA secondary structure (nucleotdes +1 to +3
and +57 o +359) However, the G — A and T — G subsiiu-
uons found at postons +11 and -+ 13 (Fig. 2B) were also ob-
served. These subsutunions have been reported previously n
LTR sequences from several isolates HIV- Lesorgpzs g {Brazil),
HIV-1¢ poansn (Bthiopa), and HIV- 1 apar (United States).??
By runming the Squiggles option ol the miold program i GCG,
we predicted that these two substitutions restifted anall these
molates, i the formgtion of two alternatine TAR RNA see-
andary structuies (Fig 5), Both ol these siructures presernve the
burlge and loop reptens, Put one of them rencrdtes a second loop
ot unknown mmportanee 1 eno \lthough the formaton of such
2rare alfernabive secondary stuctute sogueshoniable, s notes

worthy that an identical substituiton at posion ~ 11 was found
by Zhang et &f 10 a nonfunctional hypermutated LTR wequence
denved from a North Amencan n()nprngrc\sor""

infectrousness and pathogencty of P10, P and Pi4
wr hu-PBL-SCID mice

Previous studies have demonstrated that moleculirly cloned,
nef-mutated isolates of HIV-1 duo not prevent CD4" T ceB de-
pletion 1 ho-PBL-SCIB muce, 't Bew studies, however have
wpeatficaily addressed whether patient-derived HIV-1 nef/LTR
mutants are infectious or pathogente w the wame mouse model
With thus an mnd, we tested whether Mesican HIV 1 swelates
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with known mutanons in the LTR (Fig 6} resulted 1n different
CD4™ T cell depletion patterns 1 hu-PBL-SCID mice. We
chese to test an isolate from P14, containing the heterogeneous
MFNLP at the end of nef and the two seemingly important sub-
stitmtions in the TAR regicn (+11/+13) of the LTR, an 1solate
from P10 with a presumably mportant T — A substitution at
the buige position +25, and the single isolate obtamed from
P11 in 4 years of follow-up.

We included five groups of mice. Each experimental gruop
consisted of four or s1x mice, with one hu-PBMC donor used
in half of the mice 1n each group. Cn days 15 and 30 postin-
fecton three mice from each group were killed and the per-
centage of CID4™ human T celis from the total spleen/pentoneal
cells was determined by flow cytometry (Tabie 2). On day 15
postinfection, a sigmficant (p < 0.01} decrease in the percent-
age of CD4™* T cells was observed in mice 1noculated with the
pathogenic control strain UIRHS ard with isolates from P11
and P14, In contrast, muce moculated with an 1sclate from P10
had CD4™" T ceil values similar to those of the mock-infected
mice. At 30 days postinfection, all selates produced a signifi-
cant {p <0 0.01) CD4+ T cell decrease with respect to the mock
control.

Virus was recovered by coculture of PHA-activated human
PBMCs with suspended mouse spleen cells and cells obtamed
through pentoneal washing from all but one mouse inoculated
with 1smate from P1E, suggesing that all three isclaies tested
were fully infectuous, at least 1n this model. Antiger production
in the cocultures was different among the 1solates tested. Cul-
tures derived from muce infected with P14 1solate produced the
least amount of antigen at 15 and 30 days posunfection Cul-
tures from P10-infected mice produced an intermediate amount
of antigen, with the antigen values at 15 days postinfection be-
ing slightly higher that those observed at 30 days. In the case
of P11, although no virus was recovered from one of the mice
sacrificed 15 days postinfecuon, the cultures derived from the
other five mice had the highest antigen production of the three
1solates tested,

Finaily, 1o determine whether the in wive mutations in the
LTR from these patients were preserved i the PBMC/MT-2
cultures and in the hu-PBL-SCID mice, we PCR umplified and
directly sequenced the ITRs from the MT-2 isolates. as well
as from the spleen/peritoneal cell cocultures (recovered virus),
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Figure 6 shows that none of the isolates tested suffered any
madifications dunng coculture 10 MT-2 cells or after m vivo
passage in the hu-PBL-5CID muce,

DISCUSSION

In this study, we specifically addressed whether a Mexican
long-term nonprogressor (P14) harbored disunctive zef/LTR
variants m the context of several other cases of HIV-1 mfec-
nuon in Mexico. Consistent with previous reports, we found no
gross deletons in the proviral LTR denved from P14 (Fig. 2).
A more detailed analysis of the neffLTR sequences obtained
from this patient revealed no sigmficant peculiarines other than
two substitutions at positions +11 and +13, which were pre-
dicted to result in an alternative form of TAR RNA secondary
structure (Fig. 5). Whether the formatior of such an alternative
structure really occurs m vive remains unknown. Since several
LTR sequences have been reported with boihk of these substi-
mtions, it would be worthwhile to generate the +11 and +13
mutations by site<directed mutagenesis of molecniar clones of
HIV 1n order to examine their possible impact in viral wan-
scription. In general, however, the LTRs from P14 were 87 and
97% 1dentical (Nef-coding and noncoding toct) to the sequences
from the rest of the pauents under study, suggesung that the
current well-being of P14 15 a result of host rather than virat
facters Indeed, of the patients involved in this study, P14 1s the
sole patzent heterozygous for the 32-bp CCR-5 deletion impli-
cated in long-term survival (data not shown).

We found a novel deletion i sequences derived from sev-
eral samples of P11, an AIDS patient with a Jow CD4™ T cell
count, a low viral load, and whko has had an episode of Prew-
mocystis cartnn pneumonia. The 18-bp deletion eliminates
neatiy haif of the first NFAT-1-binding sute (Fig 2A) and is
seven nuclectides upstream of a similar, previously reported 18-
bp deletion found in the ETR of a progressor enrolied in the
Vancouver Lymphadenopathy Study.?® In that same cohort.
shorter deletions (9 1o 11 bp) aloag the first NFAT-1-binding
site were dentified 1n two other patients progressing to AIDS
(stage 1V}, but not in any of the patients at stages | and 11 of
HIV-1 infection. Sumularly, the B-subtype HIV-1 molecuiar
clones HAN (Germany)®® and P89.6 (United $tates),*® both de-

TasLg 2, InFEcTION OF hu-PBL-SCID MIcE wrtk PaTiEnT-DErRIvED HIV-1 IsoLaTes*
Percentage of CD4T T
human cells in

spleenfperttoneal cavity®

il il Muce from wiwch HIV
AIV-I wsolute T:s Tao was recovered®
P10 213 =21 117 £35 5/6
Pt 60 =120 73 = 4.5 516
Pi4 150 £10 140> 246 6/6
Mock infected 215 £ 35 24.5 + 0.7 0/4
UTRHS 30 x 1.0 4.5 £ 0.5 A4

‘Percentage of CD4™* human T cells from the total of spleen/penitoneal cells recovered from HIV-L-moculated mice was
determined by flow evtometry, using anti-human CD4-RPE-conjugiated MAb

Ty and Tip. days 15 and 30 postmfection, respectively

‘Number of nuce trom which HLIV-1 was recovered by coculiure over lotal number of aticrpts,
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nwved from AIDS patients, have been reported to present an 18-
bp deletion aleng the NFAT-1 site. which 15 3 base pairs up-
stream from the {8-bp deletion reported here. Alwogether, the
LTR sequence data available from these four independent stud-
ies indicate that delenions along the NFAT-1 site can occur m
peripheral blood virus of persons progressing to AIDS but not
in LTNPs.

As shown in Fig. 4, we abserved temporal varnation at the
NFAT-1 site in vivo. We do not know whether this variation is
a result of the weil-kmown genetic and temporal instability of
the LTR 31237 or whether P11 was originaily infected with
two distinet populations of HIV-! variants that predomunated
at different trme points. The restoration of an tntact NFAT-1
site cowncided with the single successful event of virus 1sola-
tion, suggesting that the 18-bp deletion reported here impedes
virus replication in PBMCs via an unknown mechanism. Our
findings would seem to contradict earher studies in whach re-
moval of the entire NFAT-1-binding site from HIV-13ps re-
sults in higher replicabon and increased reserve transcriptase
activity m Jurkat cetls.?® Simularly, the [8-bp deletion found in
the NFAT-1 sequence from HIV-lpgo s has not been reported
to affect its replication in culture; in fact, HIV-Ipge ¢ replicates
quite well in monocyte-derived macrophages, in PBMCs, and
1n CemX174.2® indicating that its particular 18-bp deletron is
dispensable for LTR function. Further studies ¢mploymng mu-
tagenesis of thus regior will have to define whether the 13-bp
deletton we found 11 P11 has any real relevance to virus Tepl:-
cation i PBMCs and m other cell lines. On the other hand,
since the 18-bp deletion falls into the overlapping neffETR se-
quence, thereby eliminating six amino acidés from the Nef pro-
tewn (Fig. 3A), 1t could well result in an alternative form of Nef
protemn whose function would be worthwhile studying 1o roore
detaul.

A second objective of this study was to address specilically
whether HIV-1 ref/LTR variants derived from three of our pa-
tients were infectious and/or pathogemie in a hu-PBL-SCID
mouse model. Previous studies exploring the function of the nef
gene 0 this munne model have nvolved only artificially fab-
ricated nef-deleted vanants of HIV-1, wiieh were shown to de-
lay but not to prevent CD4™T cell depletion.™ Naturally oc-
curring, panent.derived negfLTR mutants dertved from
nonprogressors have seldom been tested. In this parucular case,
at 5 days postnfection, we observed a depletion of CD4+ T
cells in mice that was in some way related to our i vive fol-
fow-up data on these panients. Mice infected with HIV-1py4 pre-
sented a significant but intermediate depletion of CD4™ T cells
with respect to mock-infected control mice. P10 is also an
asymnptomatie patient, mfected more than 13 years ago, but
whose well-being scems to be more dependent on his anti-
retroviral treatment. Virus denived from this patient induced a
ume-dependent CD4* T cell depleton i mice, reaching a sig-
nificantly [ower value only after 30 days of nfection. Finaily,
HIV-1p;; 150late 15 the one that nduced a more drastic deple-
ton of CD4™* T cells, a phenomenon that 15 alse reflecied 1
the low CD4*+ T cell counts observed in this pahent doring 3
vears of follow-up. By 30 days posnnfection, all molates re-
sulted 10 lower levels of CD4Y T celis, suggesung that the
nefTLTR mutations observed in P10 end P14 may delay but not
pravent CO4 S T cedl depletion,

Interestingly, the MENLP, which has beet anpheaed n
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downregulation of viral replication i vitre,? was found 1n the
predominant HIV-! population recovered from mice infected
with HIV-1p¢, indicating that the MFNLP confers ao de-
tectable phenotype in hu-PBL-SCID mice and that its presence
neither prevents nor delays CD4* T ceil depletion.

This model using the hu-PBE-SCID mice wouid provide a
relatively simple method to measure the in vivo pathogenic po-
tental of patient-cerrved ref-truncated strans of HIV-1, as
would be the case for the viruses identified mn Australian, Ital-
1an, and North Americat nonprograssors.

In conclusion, our data further emphasize the notzon that
long-term nonprogression 1s 2 multifactonal process not nec-
essanly involving #effLTR-truncated HIV-1 strains. In addition,
deletions 1 the reffLTR gene sequence are not exclusive of
nonprogressors and do not prevent the emergence of full-length
LTR variants, as such deletions can be found 1 persons pro-
gressing to AIDS Together with cumulauve evidence describ-
ing the instability of mutant LTR strains, our results fasther ar-
gue against the safety of nef-truncated strains as suitable HTV-1
vaccme candidates.
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