WSTEP

Badania roli odwrotnej transkryptazy
w generowaniu zmiennosci genetycznej wirusa HIV

Anna Kurzynska-Kokorniak

Praca doktorska wykonywana w Zespole Wirusologii Molekularnej
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu, w latach 1999-2004
pod kierunkiem doc. dr hab. Marka Figlerowicza



WSTEP

Gorgce podziekowania sktadam
doc. dr hab. Markowi
Figlerowiczowi
za przekazang wiedze i
wyrozumiatosc, za stworzenie
mitej atmosfery pracy oraz za

nhraranio len7donn



WSTEP

Serdeczne podziekowania
sktadam
prof. dr hab. Mariuszowi
Jaskdlskiemu
za przekazang wiedze
oraz za umozliwienie napisania
tej pracy

Pracownikom Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu,
a szczegolnie
Zespotfowi Wirusologii
Molekularnej



WSTEP

SPIS TRESCI

1. WSTEP
—
1.1 Pochodzenie HIV
8
1.2 Budowa i replikacja HIV-1
13
1.3 Odwrotna transkrypcja
20
1.4 Budowa HIV-1 RT
24

1.5 Molekularne podstawy zmiennoS$ci genetycznej wirusow typu RNA
29
1.5.1 Mutacje punktowe
30
1.5.2 Rearanzacje genomu wirusowego
34
2. CEL PRACY
46
3. MATERIALY I METODY
4
3.1 Materialy
47
3.1.1 Enzymy
47
3.1.2 1zotopy
47
3.1.3 Startery oraz matryce
47
3.1.4 Plazmidy
49
3.1.5 Bakterie
51
3.1.6 Gotowe zestawy do badan biochemicznych

o1

10



WSTEP

3.1.7 Roztwory
52
3.1.8 Bufory
53
3.1.9 Pozywki
56
3.1.10 Zele
56
3.1.11 Wzorce dlugosci DNA
58
3.1.12 Wzorce masy biatek
58
3.2 Metody
59
3.2.1 Otrzymywanie biatek
59
3.2.2 Amplifikacja DNA metoda PCR
62
3.2.3 Otrzymywanie poszczeg6lnych podjednostek HIV-1 RT i jej mutantow
62
3.2.4 Otrzymywanie matryc
71
3.2.5 Analiza produktow reakcji wydtuzania startera
73
3.2.6 Oczyszczanie kwasow nukleinowych
74
3.2.7 Otrzymywanie plazmidow
74
3.2.8 Trawienie dsDNA enzymami restrykcyjnymi
76
3.2.9 Wypehianie jednoniciowych wystajacych koncow 5' w dsDNA
77
3.2.10 Ligacja
77
3.2.11 Sekwencjonowanie
78

11



WSTEP

3.2.12 Transkrypcja in vitro

80
3.2.13 Izolacja kwaséw nukleinowych z Zeli poliakryloamidowych
81
3.2.14 Radioizotopowe znakowanie ssDNA na koncu 5'
81
3.2.15 Reakcja wydtuzania startera na matrycy sSDNA lub RNA
82
3.2.16 Analiza kwaséw nukleinowych w zelach agarozowych
85
3.2.17 Analiza kwaséw nukleinowych w zelach poliakryloamidowych
86
3.2.18 Analiza biatek w Zelach poliakryloamidowych
87
4. WYNIKI I DYSKUSJA
88
4.1 Otrzymywanie HIV-1 RT i jej podjednostek
88
4.1.1 Ekspresja HIV-1 RT w komérkach bakteryjnych
88
4.1.2 Oczyszczanie HIV-1 RT
90
4.1.3 Otrzymywanie podjednostki p51
93
4.1.3.1 Konstrukcja wektora ekspresyjnego pS1pET
93
4.1.3.2 Ekspresja biatka p51
93
4.1.3.3 Oczyszczanie biatka p51
94
4.1.4 Otrzymywanie podjednostki p66
94
4.1.4.1 Konstrukcja wektora ekspresyjnego mutpDAR1
95
4.1.4.2 Ekspresja biatka p66
96

12



WSTEP

4.1.3.3 Oczyszczanie biatka p66
96
4.2 Badanie aktywnoSci polimerazowej HIV-1 RT oraz homodimerow p66 i p51
97
4.2.1 Otrzymywanie matryc DNA i RNA
97
4.2.2 Wstegpne badania aktywnos$ci polimerazowej
99
4.2.3 Optymalizacja warunkow syntezy DNA
100
4.3 Wstepne badania wplywu struktury matrycy na wiernos¢ jej kopiowania
113
4.4 Badanie aktywnos$ci rekombinacyjnej HIV-1 RT oraz homodimeru p66
117
4.4.1 Rekombinacja homologiczna
117
4.4.1.1 Wplyw struktury RNA rejonu liderowego HIV-1
na wydajnosc¢ procesu rekombinacji
118
4.4.1.2 Badania aktywnosci rekombinacyjnej HIV-1 RT oraz homodimeru p66
wobec homologicznych rejonéow R (HIV-R)
124
4.4.1.3 Badania aktywnosci rekombinacyjnej HIV-1 RT oraz homodimeru p66
wobec sekwencji homologicznych pochodzgcych z innego wirusa
126
4.4.2 Rekombinacja niehomologiczna
130
4.4.2.1 Lokalna struktura dwuniciowa jako czynnik
wymuszajqcy zatrzymywanie HIV-1 RT na matrycy donorowej
134
4.4.2.2 Badanie wplywu krotkich rejonow homologicznych na zdolnos¢ HIV-1 RT oraz
homodimeru p66 do wykonywania niehomologicznych przeskokéw rekombinacyjnych
137
4.4.2.3 Badanie wptywu degradacji lokalnej struktury dwuniciowej na zdolnos¢ HIV-1 RT
oraz homodimeru p66 do wykonywania przeskokow rekombinacyjnych

139

13



WSTEP

4.4.3 Rekombinacja niehomologiczna wspierana przez czgsteczke pomocniczg - HELPER
146
4.4.3.1 Konstrukcja uktadu do badania rekombinacji wspomaganej
146
4.4.3.2 Badanie aktywnosci rekombinacyjnej HIV-1 RT oraz homodimeru p66
w uktadzie rekombinacji wspomaganej
148
4.5 Wplyw oddzialywan HIV-1 RT z nicia potomna na przebieg
procesu homologicznej i niehomologicznej rekombinacji
155
4.5.1 Mutageneza HIV-1 RT
156
4.5.1.1 Konstrukcja zmutowanych wektorow ekspresyjnych
156
4.5.1.2 Otrzymywanie mutantow podjednostki p66 HIV-1 RT
157
4.5.1.3 Otrzymywanie mutantow HIV-1 RT
158
4.5.2 Testowanie aktywno$ci biologicznej mutantow HIV-1 RT
158
4.5.2.1 Aktywnos¢ polimerazowa
158
4.5.2.2 Aktywnos¢ rekombinacyjna
162
5. WNIOSKI
170
6. BIBLIOGRAFIA

172

14



WSTEP

1. WSTEP

Sposrod réznych zakazen jakie moga by¢ wywolywane przez znane nam
obecnie zakazne czynniki chorobotworcze, infekcje wirusowe charakteryzujg sie
szczegolng opornoscig na wszelkie metody terapii. Fakt ten nie zawsze jest przez nas
dostrzegany ze wzgledu na stosunkowo fagodny przebieg licznych chorob
wirusowych. Niestety, obok tagodnych istniejg takze i niezwykle grozne wirusy, do
ktorych z pewnoscia nalezy ludzki wirus uposledzenia odpornosci (HIV, ang. human
immunodeficiency virus). Jak dotad nie udato si¢ opracowa¢ skutecznego leku czy
szczepionki chronigcej przed infekcjg HIV [Richman, 2001]. Podstawowa
trudnoscia, jaka napotykaja badacze, jest niezwykta zmienno$¢ genetyczna tego
drobnoustroju [Ho i wsp., 1995; Wei i wsp., 1995]. Stwierdzono, iz HIV potrzebuje
zaledwie kilku tygodni czy miesigcy, by sta¢ si¢ opornym na kazdy znany $rodek
przeciwwirusowy [Coffin, 1995]. Zasadniczym warunkiem znalezienia skutecznych
metod jego zwalczania jest wigc doktadne poznanie mechanizmow
odpowiedzialnych za powstawanie nowych, niewrazliwych na stosowane leki
wariantow HIV. Stad tez jednym z gléwnych celéw prowadzonych obecnie badan
jest ustalenie, w jaki sposob dochodzi¢ moze do niezwykle szybkiej modyfikacji
genomu wirusowego.

Zgodnie z centralnym dogmatem biologii molekularnej przeptyw informacji
genetycznej odbywa si¢ od DNA poprzez RNA do biatka. W przypadku wirusow
zasada ta znajduje zastosowanie jedynie u tych, ktérych genom zbudowany jest z
DNA. U wirusow wykorzystujacych RNA jako podstawowy no$nik informacji
genetycznej powyzszy schemat ulega uproszczeniu: RNA—biatko (wirusy RNA),
wzglednie rozbudowaniu: RNA—DNA—RNA—biatko. Zgodnie z tym ostatnim
schematem funkcjonujg retrowirusy, a wigc takze HIV. Z zebranych dotychczas
danych wynika, zZe istnieja dwa glowne zrodta niezwyklej zmiennosci genetyczne;j
HIV, sa nimi nieprecyzyjna replikacja genomu oraz genetyczna rekombinacja. W
obydwu tych procesach kluczowa role odgrywa odwrotna transkryptaza (HIV RT),
ktora jest odpowiedzialna zard6wno za nieprecyzyjne kopiowanie czasteczek
genomowych jak i za ich rekombinacj¢. Czeste wprowadzanie do genomu
wirusowego mutacji punktowych, jest wynikiem braku aktywnos$ci naprawczej HIV
RT. Z drugiej strony, obserwowana u HIV wysoka czesto$¢ rekombinacji wydaje si¢
mie¢ $cisty zwigzek z faktem, iz kompleks HIV RT-ni¢ potomna posiada naturalng
zdolnos$¢ do przenoszenia si¢ z jednej czasteczki genomowej na inng, czyli do
rekombinacji zachodzacej zgodnie z mechanizmem wybidrczego kopiowania (ang.
copy-choice). Wiadomo bowiem, ze proces replikacji genomu retrowirusowego
wymaga, by kompleks odwrotnej transkryptazy z nicig potomng wykonat co
najmniej dwa przeskoki rekombinacyjne. W ten wtasnie sposob syntetyzowany jest
dwuniciowy DNA, ktéry ulega integracji z genomem gospodarza. W kazdym
wirionie HIV obecne sg dwie genomowe czasteczki RNA, stad przeskoki
rekombinacyjne moga mie¢ charakter wewnatrz- lub migdzyczasteczkowy. Po
zsyntezowaniu jednoniciowego DNA dodatkowo dochodzi¢ moze do przeskokow
rekombinacyjnych pomiedzy RNA a DNA. Zdolnos$¢ odwrotnej transkryptazy do
kopiowania genomowych czasteczek wirusa oraz jej aktywno$¢ rekombinacyjna
mogg zatem zaleze¢ zar6wno od whasciwosci samego enzymu jak i struktury
replikowanych czasteczek. Celem podjetych badan byto lepsze poznanie
mechanizméw umozliwiajacych powstawanie niejednorodnych populacji HIV.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw uzyskano szereg istotnych informacji
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ukazujacych jak struktura pierwszo- i drugorzegdowa RNA/DNA wplywa na precyzje
replikacji genomu oraz przebieg genetycznej rekombinacji wirusa. Z drugiej strony
przeprowadzono wstepne badania roli jakg odwrotna transkryptaza petni w obydwu
omawianych procesach. Uzyskane wyniki, oprocz walorow czysto poznawczych,
moga mie¢ takze znaczenie praktyczne w skutecznej walce z zakazeniami wirusem
HIV.

1.1 Pochodzenie HIV

Retrowirusy wywotuja wiele réoznych choréb u ptakéw oraz ssakdéw, w tym
takze naczelnych. Pierwszy ludzki retrowirus zostal odkryty w roku 1980. Byt to wirus
biataczki ludzkiej (HTLV-I, ang. human T-cell leukemia virus type I) [Poiesz i wsp.,
1980; Yoshida i wsp., 1982]. Rok p6zniej zdiagnozowano nowg jednostke chorobowa:
nabyty zespot uposledzenia odpornosci (AIDS, ang. acquired immunodeficiency
syndrome). Choroba rozwijala si¢ u pacjentow zainfekowanych niezidentyfikowanym
do tej pory retrowirusem. Zaobserwowano, ze prowadzi ona do upo$ledzenia pracy
uktadu odpornosciowego, zaburzen neurologicznych oraz powstawania licznych
nowotworow. Badania epidemiologiczne dostarczyly informacji na temat sposobu
rozprzestrzeniania si¢ wirusa. Ustalono, ze do zakazenia moze doj$¢ poprzez kontakt
z krwig chorego np. w trakcie stosunkow seksualnych, podczas dozylnego podawania
narkotykow niesterylnymi igtami, w szpitalach podczas transfuzji krwi czy terapii
preparatami krwiopochodnymi. Okazato si¢ takze, ze wirus moze zostaé przeniesiony
z seropozytywne] matki na dziecko. Wirusy wywotujace AIDS wyizolowano
niezaleznie w kilku laboratoriach. Pierwotnie otrzymaty one nazwy: HTLV-IIl (ang.
human T-lymphotropic virus type IIl) [Gallo i wsp., 1984] oraz LAV (ang.
lymphadenopathy-associated virus) [Barre-Sinousi i wsp., 1983; Wain-Hobson i wsp.,
1991]. Analiza sekwencji dowiodla, ze genomy obydwu wirusOw s3a niemalze
identyczne. W tym samym czasie z azjatyckich makakéw wyizolowano wirusa
wywolujacego chorobg o objawach podobnych do AIDS. Ze wzgledu na bardzo duze
podobienstwo do HTLV-II wirus otrzymat nazwe STLV-lIl (ang. simian T-
lymphotropic virus type 111) [Letvin i wsp., 1985]. Na podstawie analiz genetycznych
I strukturalnych ustalono, ze zaréwno ludzkie jak i malpie retrowirusy, wywotujace
AIDS, mozna zakwalifikowa¢ do Lentivirusow z rodziny Retroviridae (retrowirusy)
[Fields, Virology, Vol. 2, Ch. 58]. Opisane Lentiwirusy, infekujgce naczelne, otrzymaty

odpowiednio nazwy: ludzki wirus uposledzenia odpornosci (HIV, ang. human
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immunodeficiency virus) oraz malpi wirus uposledzenia odpornosci (SIV, ang. simian
immunodeficiency virus) [Coffin 1 wsp., 1986]. Do tej pory wyizolowano wiele
LentiwirusoOw z réznych gatunkéw matp zamieszkujacych Afryke. Nalezy tutaj jednak
doda¢, ze u swoich pierwotnych gospodarzy wirusy nie wywotuja tak ostrych objawow
chorobowych [Gardner i wsp., 1994].

AIDS jest choroba, ktora cechuje dlugi okres wylegania. Dotychczas opisano
dwa rozne typy wirusow wywolujacych AIDS u ludzi: HIV-1 i HIV-2. Wirusy te
charakteryzuje ogromna roznorodnos¢ wewnatrzgatunkowa oraz opornos¢ na stosowane
leki. HIV-1 jest zdecydowanie liczniejszy, rozprzestrzenit si¢ na wszystkie kontynenty.
Nosicielami HIV-2 s3 natomiast gtéwnie mieszkancy Afryki wschodniej. Obydwa typy
wirusa rdznig si¢ organizacja genomu oraz pochodzeniem [Hahn i wsp., 2000]. W sktad
HIV-1 wchodza trzy rozne grupy wiruséw: M, N oraz O. Najliczniejsza jest grupa
wirusow M, ktoérag mozna z kolei podzieli¢ na 11 podtypow: A-K. HIV-2 natomiast
sktada si¢ z szeéciu r6znigcych si¢ filogenetycznie grup: A-F.

Cztowiek nie jest pierwotnym gospodarzem Lentiwirusow. Przodek HIV
prawdopodobne przekroczyt barier¢ miedzygatunkowa na poczatku ubieglego wieku.
Obecnie uwaza sig, ze HIV pochodzi od SIV, ktory infekuje matpy naczelne
zamieszkujace kontynent afrykanski. Z kolei SIV wywodzi si¢ najprawdopodobniej
od jednego retrowirusa, ktory w dalekiej przesztosci nabyl zdolnos¢ infekowania
matp [Hahn 1 wsp., 2000]. Pézniej doszto do zréznicowania zarowno pragospodarza
jak i prawirusa (koewolucja) i wyksztatcenia nowych gatunkéw oraz podgatunkow.
Jednak zanim wirus zaadaptowat si¢ do nowego gospodarza, wiele tysiecy
nieprzystosowanych jednostek, zarowno wsrod matp jak 1 wirusow, wygineto.
Dobrym przyktadem obrazujagcym ewolucje¢ wirusa zalezng od organizmu
gospodarza (ang. host-dependent evolution) sa szympansy bedace nosicielami
szczepu SIVepz (szezep SIV infekujacy szympansy; cpz, ang. Chimpanzee) [Hahn i
wsp., 2000]. Gatunek: Szympansy (P. tryglodytes) mozna podzieli¢ na cztery rozne
podgatunki: P. t. verus, P. t. vellerosus, P. t. troglodytes, P. t. schweinfurthii.
Ustalono, ze z sze$ciu zidentyfikowanych szczepdéw SIVcpz, pig¢ infekuje
podgatunek P. t. troglodytes, natomiast jeden P. t. schweinfurthii. [Gao i wsp., 1999;
Corbet 1 wsp., 2000]. Wszystkie SIVcpz tworzg osobny takson, r6znigcy je od innych
malpich lentiwiruséw, ponadto wyniki analizy filogenetycznej dowodza, Ze pigc
szczepOdw pochodzacych z P. t. troglodytes wykazuje bardzo duze podobienstwo
filogenetyczne, podczas gdy szczep infekujacy P. t. schweinfurthii znaczaco si¢ od
nich r6zni (Rys. 1.1), [Gao 1 wsp., 1999; Corbet i wsp., 2000]. Najprawdopodobnie;j
rézne szczepy SIVcepz posiadaty wspdlnego przodka, ktory zainfekowat wspolnego
przodka szympansow, a dopiero pdzniej doszto do zroznicowania gospodarza i
wirusa. Przyktad koewolucji SIV i ich gospodarzy wskazuje, ze Lentiwirusy
przypuszczalnie infekujg naczelne od setek tysigcy, a nawet miliondéw lat. Jednak na
podstawie filogenetycznej analizy pokrewienstwa pomigdzy poszczegolnymi
szczepami wirusowymi mozna by wnioskowac, ze do zroznicowania genetycznego
SIV doszto catkiem niedawno. Wigkszo§¢ malp zamieszkujacych Afryke jest
nosicielami SIV, pomimo tego nie obserwuje si¢ u nich zadnych objawow

17



WSTEP

chorobowych. Kiedy jednak wirus przekroczy barier¢ miedzygatunkowa, infekcja
nowego gospodarza moze przeksztalci¢ si¢ w epidemi¢. [Hahn i wsp., 2000].

W przypadku kiedy nowy gospodarz jest juz zainfekowany innym szczepem
lentiwirusa moze doj$¢ do rekombinacji genetycznej pomiedzy roznymi szczepami
wirusowymi, a w efekcie do utworzenia wirusa potomnego, ktorego genom ztozony
jest z fragmentow genomow wirusow rodzicielskich (genom mozaikowy) [Hahn i
wsp., 2000; Jin i wsp., 1994; Georges-Courbot i wsp., 1998].

Uwaza sie¢, ze HIV powstal w wyniku przekroczenia bariery miedzygatunkowe;j
przez SIV na poczatku ubiegltego wieku. O ile kwestia pochodzenia HIV-2 wydaje si¢
oczywista, to w przypadku HIV-1 naukowcy maja wiele watpliwosci [Hahn i wsp.,
2000; Gao i wsp., 1999]. Ustalono, ze HIV-2 pochodzi od SIVsm infekujacego
mangaby szare (sm, ang. Sooty mangabeys; tac. Chlorocebus atys). Struktura genomu
HIV-2 i SIVsm jest bardzo podobna, oba wirusy posiadaja biatko Vpx, ktérego nie
zidentyfikowano u zadnego innego lentiwirusa [Hirsch i wsp., 1989]. Ponadto HIV-2
oraz SIVsm s3 ze sobg bardzo blisko spokrewnione filogenetycznie oraz infekuja malpy
i ludzi zamieszkujacych te samg strefe geograficzng. Pochodzenie HIV-1 nie jest
w pelni oczywiste. Chociaz przodkiem tego wirusa wydaje si¢ by¢ SIVcpz,
a organizacja genomu obydwu wirusOw jest bardzo podobna (posiadaja gen vpu
niezidentyfikowany u innych lentiwirusow [Huet i wsp., 1990]), to stopien
pokrewienstwa pomiedzy niektorymi szczepami SIVcepz i HIV-1 jest niewielki,
a obszary wystepowania SIVcpz oraz pierwszych odnotowanych zakazen HIV-1 nie
pokrywaja si¢ [Morin 1 wsp., 1997; Hrdy 1 wsp., 1987]. Pierwotnym gospodarzem
przodka HIV-1 byl najprawdopodobniej podgatunek szympansa: P. t. troglodytes
(szczepy SIVcpz pochodzace z tego podgatunku sa filogenetycznie najbardziej
spokrewnione z HIV-1). Przypuszcza si¢ rowniez, ze pomiedzy réznymi szczepami
SIVcpz dochodzito do wymiany materialu genetycznego na drodze rekombinacji
genetycznej [Hahn i wsp., 2000; Gao i wsp., 1999]. Jednakze gdzie, kiedy i jak doszto
do pierwszych zakazen HIV-1 1 dlaczego tak pdzno opisano pierwszy przypadek
zakazenia czlowieka tym wirusem, pomimo, Ze jego potencjalny przodek SIVcpz istnial
w populacji szympansow od bardzo dawna, nie wiadomo [Hahn i wsp., 2000].
Ustalono, ze SIVcpz oraz SIVsm zostaly co najmniej siedmiokrotnie niezaleznie
wprowadzone do populacji ludzkiej, wirusy grup M, N oraz O HIV-1 s duzo bardziej
spokrewnione ze szczepami SIVcpz wywodzacymi si¢ z P. t. troglodytes niz ze
szczepem SIVcpz pochodzacym z podgatunku P. t. schweinfurthii oraz, ze ostatni
wspolny przodek wirusow grupy M HIV-1 pochodzi z roku ok. 1930 (£20 lat) (Rys 1.1,

Hahn 1 wsp., 2000). Przy okazji rozwazan na temat pochodzenia HIV nalezaloby
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wspomnie¢ o teorii zegara molekularnego, ktéra zaklada, ze czestos¢ ewolucji
genomOw jest w przyblizeniu stata na przestrzeni dziejow. Zakladajac stuszno$¢
powyzszej teorii mozliwe staje si¢ ustalenie pokrewienstwa filogenetycznego pomig¢dzy
gatunkami oraz szacowanie czasu pojawiania si¢ nowych gatunkow [Maclntyre, 1985].
Na podstawie analizy filogenetycznej HIV-1 mozna powiedzie¢, ze hipoteza zegara
molekularnego odnosi si¢ do ewolucji HIV-1 w niedalekiej przesztosci (ostatnich kilka
lat). Hipoteza ta jednak nie moze by¢ wzigta pod uwage przy szacowaniu daty
przekroczenia bariery miedzygatunkowej pomiedzy matpami i cztowiekiem lub
wyksztatcenia si¢ poszczegdlnych podtypow HIV-1 [Lukashov i wsp., 2002]. Ocenianie
stopnia pokrewienstwa pomiedzy ré6znymi retrowirusami na podstawie podobienstwa
ich sekwencji moze takze doprowadzi¢ do mylacych wnioskow. Genom wirusa HIV
jest szczegolnie bogaty w reszty adenozynowe 1 jes$li uwzgledniliby$Smy tylko powyzsze
kryterium do oszacowania wieku wirusa, popetniliby$smy btad [Berkhout i wsp., 1994].

Stad tez doktadny czas pojawienia si¢ HIV jest przedmiotem licznych sporow

i dyskus;ji.

a) b)
SIVepz (P.t.s.)
HIV-1 O1 SIVsm
HIV-1 02 HIV-2 D
SIVepz (P.t.t) SIVsm
HIV-1 N HIV-2 A1
SIVcpz (P.t.t) ::\\;2 2?
HIV-1 M/A
HIV-1 M/C ::zz 22
HIV-1 M/B o
HIV-1 M/D iz
HIV-1 M/E it
HIV-1 M/F i

Rysunek 1.1 Schemat drzewa filogenetycznego, przedstawiajacy pokrewienstwo pomiedzy SIV oraz
HIV [Hahn i wsp., 2000]. Odgate¢zienia zaznaczone czarnym kolorem obrazuja ewolucj¢ SIV w obrebie
swojego pierwotnego gospodarza, czarne strzatki wskazuja punkty przekroczenia Dbariery
miedzygatunkowej. Odgal¢zienia zaznaczone kolorem czerwonym przedstawiaja pozniejsza ewolucje
w nowym gospodarzu: cztowieku. a) Ewolucja SIVcpz oraz HIV-1. Trzy znane grupy HIV-1: M, N, O
wywodza si¢ ze szczepow SIVcepz infekujacych P. t. troglodytes (P.t.t.) oraz P. t. schweinfurthii (P.t.s.).
Liczne podtypy grupy M pochodza od wspdlnego przodka (na rysunku zaznaczony za pomoca gwiazdki).
b) Ewolucja SIVsm oraz HIV-2. Znanych jest sze$§¢ grup HIV-2: A-F. Dalszy podziat, ktory powstat

w wyniku niezaleznego przekraczania bariery mig¢dzygatunkowej przez wirusa dotyczy grup: A, Bi C
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(czerwone strzatki). W przypadku HIV-2 najwigksza réznorodnos¢ wsrdéd wyizolowanych szczepdw

przypisuje si¢ grupom: A i B.
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Istniejg dwie hipotezy tltumaczace wybuch epidemii AIDS. Jedna z nich zaktada,
ze SIV przekroczyl barier¢ miedzygatunkowa poprzez kontakt czlowieka z zakazona
krwig malp podczas spozywania surowego mig¢sa lub tez trzymania zwierzat jako
maskotek domowych (ang. zoonotic transmission). Post¢p techniczny, wzrost
urbanizacji oraz rozpowszechnienie prostytucji istotnie przyczynily si¢ do rozwoju
epidemii AIDS w drugiej potowie XX-tego wieku [Gao i wsp., 1999]. Dodatkowo
szybkie rozprzestrzenianie HIV spowodowane byto brakiem dostatecznej $wiadomosci
spotecznej co do sposobu przenoszenia si¢ 1 patogennosci wirusa. Uzywanie
niesterylnych igiel oraz masowa transfuzja zainfekowanej krwi doprowadzila do
zakazenia setek tysiecy ludzi. Druga hipoteza sugeruje, ze przyczyna pojawienia si¢
AIDS bylo wprowadzenie szczepionki przeciwko wirusowi polio (OPV, ang. oral polio
vaccine) w latach pigcdziesigtych ubieglego stulecia, na terenie Kongo. Rzekomo do
otrzymania szczepionek wykorzystano nerki zakazonych szympanséw i mangab
szarych [Curtis 1 wsp., 1992]. Hipoteza ta jednak posiada zdecydowanie mniej
zwolennikow 1 W wiekszosci srodowisk jest oficjalnie odrzucana.

Doktadne poznanie biologii, historii i ewolucji SIV, a takze wiedza na temat
potencjalnego ryzyka przeniesienia innych szczepéw SIV na czlowieka oraz samej
patogennosci HIV wydaja si¢ mie¢ istotne znaczenie, mogg bowiem pozwoli¢ unikngc

podobnych epidemii w przysztosci.

1.2 Budowa i replikacja HIV-1

HIV-1 jest wirusem sferycznym o $rednicy ok. 110 nm. W zewng¢trznej otoczce
ostaniajacej stozkowaty nukleokapsyd (o srednicy ok. 100 nm) zakotwiczone sg biatka
odpowiedzialne za specyficzne wigzanie wirusa do receptoréw komodrkowych [Marks
i wsp., 1988; Nermut i wsp., 1993]. We wnetrzu nukleokapsydu znajdujg si¢ dwie
identyczne lub prawie identyczne genomowe czasteczki RNA o dlugosci ok. 10 kz
I polarnoséci mRNA [Marquet i wsp., 1991]. Mozna zatem powiedzie¢, iz HIV-1 jest
drobnoustrojem "pseudodiploidalnym™ (Rys. 1.2).
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Rysunek 1.2 Budowa wirionu HIV-1 [Fields, Virology, Vol. 2, Ch. 60]. a) Model wirionu HIV-1
Z usunigtym fragmentem otoczki wirusowej. MHC — biatko gléwnego uktadu zgodnosci tkankowej (ang.
major histocompatibility complex). b) Schematyczny opis wirusa. Typowa czgsteczka wirusowa jest
ksztattu sferycznego o $rednicy ok. 110 nm. Na zewnatrz pokrywa ja dwuwarstwowa btona lipidowa
(otoczka), w ktorej zakotwiczone sa biatka: TM (gp41) i SU (gp120). Biatko MA (pl17), zlokalizowane
jest pomiedzy nukleokapsydem i otoczka wirusows. Biatka nukleokapsydu: CA (p24) i NC (p9) ostaniaja
genom wirusowy czyli dwie czasteczki (+)RNA. Dodatkowo w stozkowatym nukleokapsydzie znajduja

sie: RT (p66/p51), IN (p32), PR (p11) oraz biatko Vpr, nie przedstawione na rysunku.
¢ (p66/p P P p P y

Na poczatku infekcji jednoniciowy RNA (ssRNA) zostaje przepisany na
liniowy, dwuniciowy DNA (dsDNA) w reakcji odwrotnej transkrypcji katalizowanej
przez wirusowy enzym odwrotng transkryptaze (RT). Liniowy dsDNA ulega integracji
z genomem gospodarza. Tak wigc czasteczki genomowe retrowirusOw moga
wystepowa¢ w dwoch formach: jako ssRNA, np. w pozakomorkowej fazie cyklu
replikacyjnego wirusa, czyli wirionie oraz jako dsDNA - wlaczone do genomu
gospodarza (prowirus). W genomie HIV-1 zakodowane sg trzy prekursorowe
poliproteiny (gag, pol, env), z ktérych powstaja liczne biatka wirusowe. Dodatkowo
wyr6zni¢ mozna kilka mniejszych otwartych ramek odczytu, np. tat lub rev. Gen gag
koduje prekursor biatek kapsydu (Pr55%9): MA (ang. matrix protein), CA (ang. capsid
protein) i NC (ang. nucleocapsid protein), gen pol koduje prekursor enzymoéow
(Pr160%9-*°Y: wirusowej proteazy (PR), RT oraz integrazy (IN), natomiast gen env -
prekursor biatek otoczki (gp160): SU (ang. surface glycoprotein, gp120) oraz TM (ang.
transmembrane protein, gp41). Geny: tat (ang. transcriptional transactivator) oraz rev
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(ang. regulator of viral expression), kodujace biatka niezb¢dne do replikacji wirusa,

mieszcza si¢ w dwoch nachodzacych na siebie ramkach odczytu, zlokalizowanych

w obrebie genu env. W genomie HIV-1 zakodowane s3 takze liczne geny, ktore jak si¢

wydaje, nie spetniajg istotnej funkcji w trakcie replikacji wirusa, (Tabela 1.1), [Fields,

Virology, Vol. 2, Ch. 60]. Geny te nazwano genami dodatkowymi (ang. accessory

genes) lub pomocniczymi (ang. auxiliary genes), sa to: vif, vpr, vpu oraz nef (Rys. 1.3).

Biatka bedace produktami genu vpr pakowane sg do wiriond6w potomnych, natomiast

produkty genoéw vif, vpu i nef, najprawdopodobnigj nie.

Tabela 1.1 Geny 1 biatka HIV-1

poziom transkrypcji z wirusowego promotora

LTR (ang. long terminal repeats), zwigksza
infekcyjno$¢  wirionow, zmniejsza  ilo$¢
receptoréw CD4,

GE q; I ﬂﬁ UDZIAL FUNKCJA BIALKA LOKALIZACJA BIALKA
N| KO |v
“ REPLIKACII
MA (p17) TAK biatko macierzy, wysciela otoczke wirusowa, wewngtrzna powie-
rzchnia otoczki wirionu
gag CA (p24) TAK biatko kapsydu, ochrania rdzen wirusa, nukleokapsyd wirionu
NC (p9) TAK bialko kapsydu, ochrania genom, tworzy rdzeh nukleokapsyd wirionu
wirusa,
PR (p11) TAK kluczowe podczas  dojrzewania  wirusa: | nukleokapsyd wirionu
proteolitycza hydroliza poliproteiny gag,
p0| RT (p66/p51) TAK odwrotna transkrypcja genomowego RNA, | nukleokapsyd wirionu
dodatkowo posiada aktywno§¢ RNazy H,
IN (p32) TAK integracja prowirusa (dsDNA) z genomem | nukleokapsyd wirionu
gospodarza,
SU (gp120) TAK glikoproteina zewnetrznej otoczki wirusowe;j, | otoczka wirionu
env glowny antygen wirusowy, wigze receptor CD4,
™M (gp4]_) TAK srodbtonowe biatko kotwiczace dojrzata glikopro- || blona otoczki wirionu
teing otoczki:, udziat w fuzji bton,
vif p23 NIE biatko odpowiedzialne za hamowanie aktywnosci | cytoplazma komoérkowa
przeciwwirusowej biatka CEMI15, ulegajacego
ekspresji glownie w limfocytach T [Mangeat i
wsp., 2003],
vpr p15 NIE biatko wirionu, zwigksza dokladno$¢ kopiowania | wirion
genomu wirusowego przez RT [Mansky i wsp.,
1995]
tat pl4 TAK aktywator transkrypcyjny w uk_%ad;ie trans, wie%ie gtéwnie w jadrze ko-
spinke TAR (ang. trans-activating responsive | mérkowym
element) oraz czynniki komoérkowe, (inicjacja
i elongacja wirusowych transkryptow),
rev plg TAK aktywator potranskrypcyjny w ukladzie trans, | gtownie w jadrze ko-
wigze RRE (ang. rev responsive element) | mérkowym
i czynniki komorkowe, (sktadanie i/lub transport
i translacja wirusowego mRNA),
vpu pl6 NIE wplywa na uwalnianie wiriondw potomnych do | blona komorkowa
przestrzeni zewnatrzkomérkowej, zmniejsza ilo§é
receptoréw CD4,
nef p27 NIE wplyw na aktywacj¢ limfocytéw T — zwiekszony | blona komorkowa,

cytoplazma komorkowa
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5’ LTR gag vif r......fﬂ’. ...... 2’ LTR
tat
P°’ ---------------- I nef |
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Rysunek 1.3 Organizacja genomu HIV-1. Schemat przedstawia prowirusowy dsDNA. Geny
strukturalne: gag, pol oraz env sg zaznaczone w postaci niebieskich prostokatow. Geny dodatkowe: tat
i rev (kluczowe geny regulatorowe) oraz vif, vpr, vpu, nef oznaczono z6ttymi prostokatami, natomiast
sekwencje flankujace 5’LTR oraz 3°’LTR (ang. long terminal repeats) — biatymi. Produktem genu gag
jest prekursorowa poliproteina Gag (Pr55%9), ktora ulega enzymatycznej proteolizie dajac dojrzate biatka:
MA, CA, NC. Produktem genu pol jest poliproteina Gag-Pol (Pr16099-7°") dajaca biatka: PR, RT oraz IN,
natomiast produktem genu env jest poliproteina Env (gpl160) bedgca prekursorem biatek SU i TM.

Szczegdtowy opis zostat zamieszczony w tekscie.

Czasteczki genomowe sg otoczone przez biatka powstajace z poliproteiny
Pr55%9 (Rys. 1.2). Biatko MA (pl17) miesci si¢ pomiedzy kapsydem i otoczka
wirusowg; biatko CA (p24) tworzy szkielet kapsydu (o grubo$ci ok. 5 nm), natomiast
biatko NC (p9) wiaze si¢ Scisle z genomowym RNA. Konce 5° dwodch czasteczek
genomowych oddzialuja ze soba poprzez wigzania wodorowe [Marquet i wsp., 1991],
ponadto dimeryzacje czasteczek genomowych moze utatwiaé¢ biatko NC [Sakaguchi
i wsp., 1993; Huthoff i wsp., 2003]. W poblizu konca 5’ wirusowego RNA
przyczepiona jest dodatkowo czasteczka tRNA lizynowego (tRNAY), pochodzaca
z organizmu gospodarza.

Produkty genu pol, wirusowe enzymy: PR (pl11), RT (p66/p51), IN (p32) sa
takze umieszczone wewnatrz nukleokapsydu (Rys. 1.2). Dodatkowo, z biatkami
nukleokapsydu wiaze si¢ pomocnicze biatko Vpr. Na powierzchni wirusa wystepuja
liczne wypustki bedace peczkiem czterech heterodimerdéw. Kazdy heterodimer ztozony
jest z bialek: SU (gp120) i TM (gp41) polaczonych wigzaniami niekowalencyjnymi.
Biatko SU jest w duzym stopniu glikozylowane, zawiera takze domen¢ rozpoznajaca
I wigzacg receptory CD4 limfocytow pomocniczych Th (ang. T-helper lymphocytes).
Biatko TM zakotwicza wypustki w otoczce wirusowej. Chociaz btona otaczajgca HIV-1
jest pochodzenia komorkowego, rozni si¢ znaczaco od btony nieinfekowanych komoérek

gospodarza stosunkiem cholesterolu do fosfolipidow. Wirusowa btong¢ cechuje mata
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ptynno$¢ oraz wysoki stopien uporzagdkowania, dodatkowo mozna w niej znalez¢ biatka
komorkowe, ktore sa pobierane podczas tworzenia i1 odpaczkowywania wirusa
potomnego [Arthur i wsp., 1992; Franke i wsp., 1994; Henderson i wsp., 1987;
Marschang i wsp., 1995; Tiley i wsp., 1990].

HIV-1 infekuje gtownie komodrki uktadu odporno$ciowego czlowieka
posiadajace na swojej powierzchni receptory CD4, czyli limfocyty pomocnicze T
i makrofagi [Weiss i wsp., 1992]. Obecnos¢ wirusa zaobserwowano takze w komorkach
mikrogleju oraz w komorkach endotelium (Srodbtonka) w mézgu. Infekcja rozpoczyna
si¢ od przylaczenia wirusa do powierzchni wrazliwej komoérki. Wniknigcie
nukleokapsydu do cytoplazmy nast¢puje najczesciej] w wyniku fuzji blony komoérkowe;j
gospodarza 1 otoczki wirusowej. W przypadku makrofagéw moze ono zachodzi¢ takze
na drodze endocytozy [Stein 1 wsp., 1987; Maddon i wsp., 1988]. We wnetrzu komorki
struktura nukleokapsydu ulega rozluznieniu, rownoczesnie zainicjowany zostaje kilku
etapowy proces replikacji genomu wirusowego [Bowerman i wsp., 1989; Farnet i wsp.,
1991]. Prawie wszystkie sktadniki konieczne do jego zaj$cia znajduja si¢ w wirionie. Sa
to: dwie kopie genomowego RNA, RT, IN, PR i starter tRNAY*3, Niezbedne w procesie
syntezy DNA trdjfosforany deoksyrybonukleozydéw (dNTP), wystepuja w wysokim
stezeniu w cytoplazmie gospodarza 1 bez przeszkdd przenikaja do wnetrza
nukleokapsydu. Pierwszy etap replikacji polega na przepisaniu wirusowego,
genomowego RNA na dsDNA [Peliska i wsp., 1992; Whitcomb i wsp., 1990].
Katalizowana przez RT reakcja przebiega w obrebie cytoplazmy chociaz kontakt
wirusowego aparatu replikacyjnego z czynnikami komorkowymi jest wyraznie
ograniczony przez biatka kapsydowe [Goff i wsp., 1993; Varmus i wsp., 1989],

doktadny opis procesu odwrotnej transkrypcji zostat zamieszczony w podrozdziale 1.3.

W kolejnym etapie cyklu zyciowego HIV, produkt odwrotnej transkrypcji — liniowy dsDNA, zostaje przeniesiony do jadra
komoérkowego, gdzie ulega integracji z genomem gospodarza. Zebrane dotychczas dane sugeruja, iz miejsce wlaczenia
wirusowego DNA wybierane jest w sposob catkowicie przypadkowy. W wyniku integracji HIV staje si¢ prowirusem co

oznacza, iz jego materiat genetyczny powielany jest wraz z DNA komorkowym [Goff i wsp., 1992; Whitcomb i wsp., 1992].

Ekspresja gendéw wirusowych jest procesem zlozonym, wymaga obecnos$ci
biatek wirusowych dziatajacych w uktadzie cis i trans oraz bialek gospodarza [Antoni
i wsp., 1994; Jones i wsp., 1994]. Transkrypcja zintegrowanego wirusowego DNA
zachodzi w jadrze i prowadzi do powstawania genomowych czasteczek HIV oraz
wirusowych mRNA. Proces ten katalizuje komorkowa polimeraza RNA II. Rozpoznaje
ona sekwencje promotorowg zlokalizowang na koncu 5' wirusowego dsSDNA (w rejonie

zwanym dlugim powtorzeniem koncowym, LTR - ang. long terminal repeat)
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[Cherrington i wsp., 1992; DeZazzo 1 wsp., 1992]. Poczatkowo syntetyzowane sg tzw.
biatka ,wczesne”, ktére pelnig funkcje regulatorowe 1umozliwiaja powstanie
genomowego RNA oraz pozostatych biatek funkcjonalnych i strukturalnych (biatek
,»poznych”) [Cullen 1 wsp., 1989; Pomerantz i wsp., 1992]. Te ostatnie w formie
polipeptydéw transportowane sa do blony komorkowej, gdzie utworzone zostaja
wiriony potomne. Istotng role w ich formowaniu odgrywa wirusowa proteaza
przeksztatcajaca prekursorowe polipeptydy w funkcjonalne sktadniki nukleokapsydu.
Po optaszczeniu, wirusowe czastki potomne opuszczaja komorke gospodarza
I rozpoczynaja inwazje kolejnych komorek podatnych na infekcje (Rys. 1.4) [Wills
I wsp., 1991; Bolognesi i wsp., 1978].
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Rysunek 1.4 Replikacja HIV. 1) Adsorpcja czasteczek wirusa na wrazliwych komorkach posiadajacych receptory CD4. 2)
Przenikanie wirusa do cytoplazmy gospodarza. 3) Rozluznienie struktury kapsydu. 4) Replikacja genomu wirusowego: a)
przepisywanie genomowego RNA na dsDNA (odwrotna transkrypcja), b) integracja z genomem gospodarza, c) powielenie
materialu genetycznego (gtéwnie poprzez transkrypcj¢). 5) Ekspresja gendow: a) transkrypcja, b) translacja. 6) Sktadanie czasteczek
potomnych wirusa. 7) Opuszczanie komorki gospodarza. 8) Dojrzewanie.
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1.3 Odwrotna transkrypcja

Wszystkie retrowirusowe polimerazy wykorzystuja starter do rozpoczgcia
syntezy nici potomnej [Leis i wsp., 1993; Mark i wsp., 1997]. W przypadku HIV-1 RT
role t¢ spelnia tRNAYS®, Przylacza si¢ on do genomowej czasteczki wirusa (+)RNA
W tzw. miejscu wigzania startera (PBS — ang. primer binding site), ulokowanym ok. 200
nukleotydow w dot od konca 5°. Sekwencja PBS jest komplementarna do ostatnich
osiemnastu nukleotydéw z konca 3> tRNAYS® [Raba i wsp., 1979; Ratner i wsp., 1985].
Bardzo wazng funkcje w procesie inicjacji odwrotnej transkrypcji spetnia sekwencja
aktywujaca starter (PAS, ang. primer activation signal). Jest ona zaangazowana
w oddziatywania z nukleotydami ramienia T¥C tRNAYS [Beernes i wsp., 2002]. RT
posiada aktywno$¢ polimerazy DNA i RNazy H, po rozpoznaniu kompleksu
tRNA/RNA rozpoczyna odwrotng transkrypcje wydluzajac koniec 3’-OH startera
w kierunku 5’ matrycy RNA. Jednoczesnie dzigki aktywnosci RNazowej HIV-1 RT
degradowany jest RNA w nowopowstajacym kompleksie RNA/DNA. Pierwsze cigcie
RNazy nastepuje zaraz za PBS. Sekwencja PBS nie zostaje strawiona, poniewaz
hybrydyzuje do niej starter tRNA, powstaje zatem dupleks RNA/RNA nie bedacy
substratem dla RNazy H. [Goétte 1 wsp., 1995]. Dzieki temu sekwencja PBS zostaje
odtworzona podczas pézniejszego etapu odwrotnej transkrypcji. Kiedy HIV-1 RT
dotrze do konca 5° matrycy, synteza nici potomnej zostaje chwilowo zatrzymana.
Poczatkowy produkt reakcji odwrotnej transkrypcji, zwany (-) s-s DNA (ang. minus-
strand strong-stop DNA), musi zosta¢ przeniesiony na koniec 3’ matrycy, aby synteza
(-)DNA mogta by¢ kontynuowana. Zajscie tego procesu jest mozliwe dzieki obecnosci
identycznych sekwencji R (R — ang. terminal repeat region) na obu koncach czasteczki
genomowej. Aktywno$¢ RNazowa HIV-1 RT, usuwajac RNA, powoduje, ze (-) S-S
DNA tatwo oddysocjowuje z konca 5’ i ulega reasocjacji na koncu 3’ genomowego
RNA. Wirusowa czastka zawiera dwie kopie genomowego RNA, dlatego przeskok
rekombinacyjny moze zachodzi¢ w obrebie tej samej czasteczki matrycowej (przeskok
intramolekularny) lub (-) s-s DNA moze przytaczy¢ si¢ do konca 3’ drugiej czasteczki
RNA (przeskok intermolekularny) [Panganiban i wsp., 1988; Hu i wsp., 1990; Van
Wamel i wsp., 1998]. Pierwszy przeskok HIV-1 RT jest z reguly migdzyczasteczkowy.
W miare jak postepuje synteza (-)DNA, RNaza H usuwa dalsza cz¢$¢ nici matrycowe;j
RNA. Na degradacje oporne sg jednak sekwencje bogate w zasady purynowe (PPTs -
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ang. polypurine tracks), ktore stuza jako startery do rozpoczgcia syntezy (+)DNA.
Jeden z PPTs ulokowany jest blisko konca 3’ czasteczki genomowej (3’PPT), drugi,
w czesci srodkowej wirusowego RNA, na koncu sekwencji genu pol (cPPT — ang.
central PPT) [Charneau i wsp., 1991; Steitz, 1999]. Jeszcze przed zakonczeniem
syntezy (-)DNA, niezdegradowane trakty polipurynowe PPTs wykorzystane zostaja do
rozpoczgcia syntezy dwoch segmentow (+)DNA. Fragmenty syntetyzowane z cPPT
i 3°’PPT nazwane zostaly odpowiednio: D+ DNA (ang. downstream) i U+ DNA (ang.
upstream) [Charneau i wsp., 1991; Charneau i wsp., 1992; Klarmann i wsp., 1997;
Charneau i wsp., 1994]. Obecno$¢ tRNA w nici (-)DNA sprawia jednak, ze proces
odwrotnej transkrypcji zostaje ponownie zatrzymany, tym razem podczas syntezy nici
(+)DNA. Powstaty niepelnej dlugosci produkt nosi nazwe (+) s-s DNA (ang. plus-
strand strong-stop DNA). Enzym zatrzymuje si¢ najprawdopodobniej na pierwszym
modyfikowanym nukleotydzie tRNAM2, czyli metylowanej adenozynie w pozycji 19,
liczac od konica 3’ tRNAYS® [Gétte i wsp., 1999; Ben-Artzi i wsp., 1996]. W ten sposob
zostaje odtworzona sekwencja PBS. RNaza H usuwa startery tRNA i PPTs z obu nici
DNA. Usunigcie startera tRNA jest istotne dla drugiego przeskoku rekombinacyjnego,
podczas ktorego kluczowg rolg odgrywaja komplementarne, osiemnasto-nukleotydowe
sekwencje PBS. Jedna z nich jest kopia PBS, powstala podczas syntezy (+)DNA
z wykorzystaniem tRNA jako matrycy, druga natomiast powstaje w trakcie syntezy
(-)DNA, kiedy polimeraza powiela sekwencje PBS obecng na koncu 5’ genomowego
(H)RNA. Tak wiec sekwencja PBS spelnia podwojng funkcje, umozliwia inicjacje

¥s3 oraz zajécie drugiego przeskoku

syntezy DNA poprzez zwigzanie startera tRNA
rekombinacyjnego. Wspomniany przeskok zachodzi przypuszczalnie w obrgbie tej
samej czasteczki, prowadzac do wutworzenia kolistego produktu przejsciowego
[Panganiban i wsp., 1988; Hu i wsp., 1990]. HIV-1 RT posiada zdolnos¢ do tzw.
,Wypierania nici” (ang. strand displacement activity). Nie jest to aktywno$¢
helikazowa, jednak umozliwia ona ostabienie oddziatywan w obrebie dupleksow DNA.
Dzigki tej wlasciwosci HIV-1 RT moze kontynuowac synteze (-)DNA oraz D+ DNA
w obrebie dupleksu DNA/DNA w rejonie U3-R-U5 (Rys. 1.5). Koniec 5° U+ DNA
stuzy jako matryca do ukonczenia syntezy (-)DNA, natomiast koniec 5’ (-)DNA stuzy
jako matryca do ukonczenia syntezy D+ DNA. Dodatkowo drugi przeskok HIV-1 RT
pozwala na ukonczenie syntezy U+ DNA. Synteza U+ DNA konczy sig, kiedy RT
osiggnie sekwencj¢ terminalng (CTS - ang. central termination sequence), ulokowana

w srodku czasteczki genomowej. Zakonczenie syntezy U+ DNA ma miejsce ok. 100 pz
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w dot od konca 5° D+ DNA, tyle zasad RT musi ,,wyprze¢”, aby dotrze¢ do sekwencji
CTS. Konsekwencja dwoch przeskokéw RT jest duplikacja sekwencji U3-R-US, ktére
tworza na koncach prowirusa dlugie powtdrzenia koncowe, LTR. Dodatkowo,
zapoczatkowanie syntezy (+)DNA zdwoch starterow prowadzi do powstania
niecigglosci w nici (+)DNA w prowirusowym dsDNA. Podsumowujac, stwierdzié¢
mozna, iz odwrotna transkrypcja jest wieloetapowym procesem nieciggtym, w ktorym

utworzony zostaje dsDNA, dtuzszy od genomowego RNA.
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Rysunek 1.5 Schemat procesu odwrotnej transkrypcji u retrowiruséw. W kazdej czastce wirusowej obecne
sg dwie identyczne lub prawie identyczne kopie genomowego (+)RNA. Wirusowe genomowe (+)RNA
syntetyzowane sg przez komorkowa polimeraz¢ RNA I, dlatego posiadaja struktur¢ kapu (ang. cap) na koncu
5’ oraz ogon poli(A) na koncu 3°. Ponadto na obu koncach genomowego RNA obecne sa rejony identycznych
powtorzen (r). Matymi literami oznaczono sekwencje obecne w genomowym (+)RNA (zielone linie), duzymi -
w potomnym dsDNA (niebieskie linie). Synteza (-)DNA rozpoczyna si¢ w poblizu kofhca 5’ czgsteczki
genomowej hybrydyzacja tRNAY® do miejsca wigzacego starter (pbs). Etapy odwrotnej transkrypcji:
1) Synteza nici potomnej (-)DNA w kierunku 5’ genomowego (+)RNA oraz powstanie pierwszego produktu
w wyniku zatrzymania RT na koficu matrycy: (-) s-s DNA. 2) Usuwanie RNA w nowopowstajacym hybrydzie
RNA/DNA przez RNaze H, w rezultacie powstaje jednoniciowy DNA. 3) Nowopowstaty produkt zostaje
przeniesiony na koniec 3’ tej samej, lub homologicznej, czasteczki genomowej; jest to mozliwe dzigki
obecnosci rejondéw identycznych powtorzen (r) na obu koncach genomu. 4) Kontynuacja syntezy (-)DNA na
matrycy (+)RNA (RDDP — ang. RNA-dependent DNA polymerization), tworzenie starteréw ppt do syntezy
(+)DNA na matrycy (-)DNA (DDDP — ang. DNA-dependent DNA polymerization). 5) Dalsza synteza (-)DNA
oraz usuwanie RNA przez RNaz¢ H. 6) Powstawanie dodatkowych starteréw do rozpoczgcia syntezy (+)DNA,
w przypadku HIV-1 synteza nici (+)DNA odbywa si¢ z dwoch starterow: cPPT oraz 3’PPT. 7) Zatrzymanie
syntezy (+)DNA po skopiowaniu sekwencji startera (PBS) oraz powstanie (+) s-s DNA w wyniku zatrzymania
RT na koncu matrycy, usuwanie tRNA przez RNaze¢ H. 8) Sekwencje PBS umozliwiajg drugi przeskok RT
oraz kontynuacje¢ syntezy DNA. 9) Kopiowanie rejonu U3-R-US5 dzigki zdolnosci RT do tzw. ,,wypierania nici”
i tworzenie liniowej, prowirusowej czasteczki, posiadajacej wydtuzone konce (LTRs — ang. long terminal
repeats) w poréwnaniu z czasteczka genomowa. Brak ciagtosci (+)DNA, wynikajacy z zapoczatkowania jego
syntezy z wigcej niz jednego startera, jest najprawdopodobniej usuwany przez komodrkowe enzymy
gospodarza. Szczegbétowy opis procesu odwrotnej transkrypcji zostat zamieszczony w tekscie.
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1.4 Budowa HIV-1 RT

RT s3 enzymami katalizujacymi proces syntezy DNA w oparciu o matrycowa
czasteczke RNA Iub DNA. Podobnie jak inne polimerazy DNA, nie potrafiag one
inicjowa¢ syntezy de novo, dlatego do rozpoczecia reakcji wymagana jest obecno$é
startera (ssDNA lub ssRNA). Przeprowadzane badania strukturalne sugerujg, ze
pomimo réznic w sekwencji aminokwasowej, wszystkie polimerazy charakteryzuja si¢
podobng budowa przestrzenng [Doublie i wsp., 1999]. Domena polimerazowa
przypomina prawg dton, dlatego tworzace ja poddomeny zostaty nazwane: ,.kciukiem”
(ang. thumb), ,,dtonig” (ang. palm) i,palcami” (ang. fingers). Oprocz aktywnosci
polimerazowej, RT posiadaja takze aktywno$¢ RNazy H, ktora pozwala na rozpoznanie

heterodupleksow RNA/DNA i specyficznie trawienie nici RNA.

HIV-1 RT jest heterodimerem zbudowanym z biatek p66 i p51 (ich masa
czasteczkowa wynosi odpowiednio: 66 kDa i 51 kDa). Enzym powstaje podczas
tworzenia wirionéw potomnych z poliproteiny Gag-Pol (Pr160%9*°) w procesie
katalizowanym przez wirusowa proteaze. Poczatkowo z poliproteiny wycinane jest
biatko p66 (podjednostka p66 liczaca 560 aminokwasdéw), ktore tworzy homodimer.
Nastegpnie wirusowa proteaza odcina 120 aminokwaséw z konca karboksylowego jedne;j
z podjednostek p66. W ten sposdb powstaje heterodimer p66/p51. 440 aminokwasow
Z konca aminowego p66 tworzy domene¢ polimerazowsq, podczas gdy ostatnich 120
aminokwasow tworzy domen¢ RNazy H. Zaréwno heterodimer p66/p51 jak
I homodimer p66/p66 posiadaja aktywno$¢ polimerazowa i RNazowa. Pomimo, ze
homodimer p51/p51 posiada az dwie domeny polimerazowe, nie stwierdzono by
wykazywat jakakolwiek aktywnos¢ (Rys. 1.6) [Hostomsky i wsp., 1991; Le Grice
I wsp., 1991].

32



WSTEP

1 Asp110 Asp185,186 440 560

l
N- ¢ B » I « c
I
domena polimerazowa domena RNazy H
. P51 .
p66

< >
< B

Rysunek 1.6 Domeny i poddomeny HIV-1 RT. HIV-1 RT powstaje z poliproteiny Gag-Pol, w reakcji
katalizowanej przez wirusowa proteazg. Poczatkowo powstaje homodimer p66/p66, nastepnie wirusowa
proteaza odcina domen¢ RNazy H w jednej z podjednostek. W ten sposob powstaje heterodimer p66/p51.
Trzeciorzgdowa struktura domeny polimerazowej p66 przypomina prawa dton, dlatego jej poszczegodlne
poddomeny zostaly nazwane: ,palcami” (zolte prostokaty oznaczone na rysunku litera P), ,dlonig”
(niebieskie prostokaty oznaczone literg D) oraz ,.kciukiem” (biaty prostokat oznaczony literg K). Domena
polimerazowa potaczona jest z domeng RNazy H (zaznaczona jako zielony prostokat) przy pomocy
poddomeny ,tacznika” (czerwony prostokat oznaczony litera L.). Zaznaczone reszty aminokwasowe:

Aspl10, Asp185, Asp186 tworza centrum aktywne polimerazy.

Struktura HIV-1 RT zostata poznana ponad 10 lat temu (Rys. 1.7 i Rys. 1.8),
[Jacobo-Molina i wsp., 1991; Kohlstaedt i wsp., 1992; Jacobo-Molina i wsp., 1993].
Z przeprowadzonych badan wynika, ze podjednostki p66 oraz pS51 potozone sa
W orientacji ,,gtowa do ogona”. W podjednostce p66, poddomeny: ,,palcow”, ,,dtoni”,
wkciuka” oraz ,lacznika” tworza domene polimerazowa o wymiarach 110x30x45 A.
Domena polimerazowa polaczona jest z domeng RNazy H przy pomocy poddomeny
»tacznika”. Miejsce aktywne polimerazy lezy w szczelinie poddomeny ,,dtoni” 1 zawiera
wysoce konserwatywne dla wszystkich polimeraz DNA reszty aminokwasowe: Tyr183-
Met184-Asp185-Aspl86. Do aktywnosci katalitycznej potrzebna jest takze Asp110, po
sfaldowaniu biatka reszta ta znajduje si¢ w poblizu centrum katalitycznego HIV-1 RT.
Dwie helisy a podjednostki p66: jedna znajdujaca si¢ w poddomenie ,.kciuka”, druga
w poddomenie ,,dloni”, pracuja jak zawias zapewniajacy wilasciwe usytuowanie
kompleksu matrycy i startera w miejscu aktywnym enzymu (jest to tzw. ,,zawias
starterowy”’). Grupa 3’-OH startera znajduje si¢ w poblizu katalitycznie istotnych reszt
aminokwasowych: Asp110-Asp185-Asp186. W ten sposob usytuowana koncowa grupa
hydroksylowa jest gotowa do ataku nukleofilowego na znajdujacy si¢ w pozycji o atom

fosforu nalezacy do przylaczanego trojfosforanu deoksynukleozydowego. Kompleks
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matryca:starter zlokalizowany jest w szczelinie utworzonej przez poddomeny:
»palcow’’,  dtoni” 1 ,.kciuka” podjednostki p66. Poddomeny ,tacznika” podjednostek
p66 1 p51 oraz poddomena ,kciuka” p51 tworza znaczng czg$¢ podstawy szczeliny
wigzacej kompleks matrycy ze starterem, jednakze tylko kilka reszt aminokasowych
wspomnianych poddomen zaangazowanych jest bezposrednio w tworzenie wigzan
z DNA. Tzw. ,,zawias matrycowy” sklada si¢ z reszt aminokwasowych podjednostki
p66, wchodzacych w sklad poddomen ,dtoni” 1,palcow”, ktore oddziatujg
z nukleotydami nici matrycowej. Szczegoélnie istotne wydajg si¢ reszty aminokwasowe
poddomeny ,,palcow”, ktoére wigzac si¢ z nicig matrycowa odpowiedzialne sa za jej

odpowiednie usytuowanie podczas procesu polimeryzacji [Jacobo-Molina i wsp., 1993].

Na podstawie danych rentgenograficznych HIV-1 RT [Jacobo-Molina i wsp.,
1993; Kohlstaedt 1 wsp., 1992] ustalono, ze najelastyczniejszym elementem struktury
jest poddomena ,kciuka” p66, ktéra w zaleznosci od obecno$ci lub braku substratu
moze by¢ bardziej lub mniej odgigta. Poddomena ta zbudowana jest z peczka helis,
ktore biorg udzial w oddzialywaniach ze szkieletem cukrowcowo-fosforanowym
startera oraz nici matrycowej. Badania strukturalne potwierdzity, iz ztozony z czterech
helis motyw odpowiedzialny jest za wigzanie i translokacje kompleksu starter:matryca.
[Jacobo-Molina i wsp., 1993]. Poddomena ,kciuka” p51 oddalona jest od reszty
poddomen p51 ibierze udzial w oddziatywaniach z domeng RNazy H biatka p66.
Poddomena ,tacznika” p51 zwija si¢ w kierunku poddomeny ,,dloni” p51, pomigdzy
poddomeny ,,palcow” 1 ,kciuka”, wten sposob szczelina wigzaca DNA zostaje
zastonieta 1prawdopodobnie dlatego podjednostka p51 nie wykazuje aktywnosci
polimerazowej (Rys. 1.7).
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miejsce aktywne polimerazy

(§keiuk”

\

Rysunek 1.7 Organizacja elementéw struktury drugorzedowej podjednostek p66 oraz p51 HIV-1
RT. Czerwone walce przedstawiajg helisy o, niebieskie strzatki — tancuchy 3. Na rysunku przedstawione
jest potozenie czterech poddomen (,,palcéw”, ,,dtoni”, ,kciuka” oraz ,tacznika”) domeny polimerazowej
podjednostek p66 i p51 HIV-1 RT. Rysunek zostal wykonany za pomoca programu DSViewerPro
[http://www.accelrys.com/viewer/], w oparciu o dane krystalograficzne z Protein Data Bank (PDB)
[http://www.rcsb.org/pdb/], kod: 1HYS.

Istotng role w procesie polimeryzacji przypisuje si¢ dwuwartoSciowym jonom
metali. W miejscu aktywnym HIV-1 RT znajduja si¢ dwa jony Mg?*, ktore sa
koordynowane przez dwie konserwatywne reszty Asp poddomeny ,,dtoni”. Jeden
Zjondw oddzialuje z wszystkimi trzema fosforanami nadchodzacego trojfosforanu
deoksynukleozydowego, drugi natomiast oddziatuje z jego a-fosforanem oraz z grupa
3°-OH startera. W ten sposob jony Mg?* aktywuja koniec 3’-OH startera do
nukleofilowego ataku na atom fosforu o przylaczanego deoksynukleotydu oraz
stabilizujag powstajacy pirofosforan [Doublie 1 wsp., 1999]. Przylaczenie do
katalitycznego centrum polimerazy innych kationéw dwuwartoéciowych niz Mg?* (np.
Mn?") powoduje ostabienie selektywnoéci procesu syntezy DNA [Joyce 1997].
W wiernym powielaniu czasteczki matrycowej istotng funkcje spetniajg reszty
aminokwasowe obecne w poddomenie ,palcoéw”. Poddomena ta zamyka si¢
w momencie gdy wszystkie substraty potrzebne do utworzenia kolejnego wigzania
migdzynukleotydowego zostaly zwigzane z miejscem aktywnym. Taka zmiana

konformacyjna powoduje zblizenie uczestniczacych w reakcji reszt Asp do konca 3’-
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OH startera i wymaga Scislego dopasowania przylaczanego nukleotydu do matrycy.
[Doublie i wsp., 1999].

miejsce aktywne polimerazy

Rysunek 1.8 Przestrzenne uloZenie podjednostek p66 i p5S1 tworzacych HIV-1 RT (heterodimer
p66/p51). Kolorem niebieskim zaznaczono podjednostke katalitycznie aktywna: p66, kolorem zielonym
podjednostke p51. Helisy o zaznaczone sg jako walce, natomiast tancuchy 3 jako strzatki. Rysunek zostat
wykonany za pomocg programu DSViewerPro [http://www.accelrys.com/viewer/], w oparciu o dane
krystalograficzne z PDB [http://www.rcsh.org/pdb/], kod: 1HYS.
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1.5 Molekularne podstawy zmiennosci genetycznej wirusow typu RNA

Pierwsze obserwacje wskazujace na niezwykly polimorfizm genetyczny
wirusow RNA pochodzg z lat 70-tych XX-go wiceku. Pionierskic badania Weissmann’a
1 wspotpracownikow nad fagiem Qp pokazaty, ze genomy wirusOw potomnych réznig
si¢ od genomé6w wirusé6w rodzicielskich $rednio jedna lub dwoma pozycjami
nukleotydowymi [Batschelet i wsp., 1976; Domingo i wsp., 1976]. Powstajace
w szybkim tempie zywotne mutanty podlegaja silnej presji selekcyjnej [Domingo
i wsp., 1978]. W nastepnych latach okazato si¢, ze podobnie zachowujg si¢ rowniez
inne wirusy RNA oraz retrowirusy. Nie tworzg one w organizmie gospodarza
genetycznie homogennych populacji lecz wystepuja jako zbidr wariantow. [Holland
I wsp., 1982; Pathak i wsp.,1997; Holland i wsp., 1992; Domingo i wsp., 1995; Eigen
i wsp., 1996; Domingo i wsp., 1998; Figlerowicz i wsp., 2003]. Aby opisa¢ tak
skomplikowane populacje wirusowe wprowadzono poje¢cie kwazi-gatunku. Pojecie to
zostato po raz pierwszy uzyte przez autorow hipotezy swiata RNA do opisania procesu
replikacji na wczesnym etapie ewolucji [Eigen i wsp., 1977; Eigen i wsp., 1988].
Kwazi-gatunkiem nazwano mieszaning samoreplikujacych si¢ czasteczek RNA
podobnych do czasteczki macierzystej. Wirusowy kwazi-gatunek zostat zdefiniowany
jako cala populacja filogenetycznie spokrewnionych wariantow wirusowych, ktore
wystepuja w pojedynczym organizmie [Holland i wsp., 1992; Domingo i wsp., 1995;
Eigen i wsp., 1996; Domingo i wsp., 1998]. Kiedy dziata selekcja pozytywna, proces
réznicowania populacji wirusowej jest przyspieszony, a korzystne mutacje moga zostac
w niej utrwalone. Podczas selekcji negatywnej polimorfizm genetyczny moze zostac¢
ograniczony poprzez usuwanie niektorych wariantow wirusowych z populacji.
W efekcie poziom heterogenno$ci wirusowego kwazi-gatunku nie zalezy wytacznie od
tempa mutacji, ale takze od wielu innych czynnikow majacych wplyw na ksztatt

populacji wirusowej [Mansky i wsp., 1998; Drake i wsp., 1999].

Systematyczna analiza wirusow
powstajgcych w zainfeRowanym
organizmie umoZliwita identyfiRacje wielu
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mniej [ub bardziej sRomplikowanych
modyfikacyi wystgpujacych w obrebie
genomu HIV. Najogolniej wyréZnic moina
ich dwa podstawowe typy: mutacje
punktowe oraz bardziej skompliRowane
rearanZacje czqsteczeR genomowych
[Pathak i wsp., 1997]. Pierwsze
wprowadzane sq zarowno w trakcie
procesu replikacji genomu wirusowego jak i
po jego zaRoticzeniu, podczas gdy drugie sq
gtownie produktem reRombinacji RNA
[Figlerowicz i wsp., 2003; Kjm i wsp.,
1996].
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1.5.1 Mutacje punktowe

1.5.1.1 Mechanizmy odpowiedzialne za powstawanie mutacji
punktowych u wirusow

Mutacje punktowe moga pojawia¢ si¢ w czasteczkach genomowych wirusa
w wyniku dziatania bardzo réznych czynnikéw. Niektére wprowadzane sa podczas
procesu zwanego edycja RNA. Edycja moze powodowa¢ zmiang dlugosci RNA
w wyniku insercji badz delecji nukleotydu. Proces edycji RNA moze takze prowadzié¢
do substytucji nukleotydowych. Najczesciej powstajace substytucje sg wynikiem
deaminacji adenozyny lub cytozyny przez specyficzne enzymy komorkowe (zwane
deaminazami) [Kim i wsp., 1996; Felder i wsp., 1994; Hajjar i wsp., 1995; Cattaneo
i wsp., 1994]. Wirusowe RNA s3 bardzo podatne na deaminacj¢. U wirusa zapalenia
watroby typu D (HDV, ang. hepatitis D virus) dochodzi do deaminacji A do | (inozyny)
przez enzym deaminaz¢ adenozynowa. I, podobnie jak G, tworzy par¢ z C, w zwigzku
z czym deaminacja A—I prowadzi do substytucji A—G. Wprowadzona substytucja
powoduje zamian¢ kodonu stop amber (UAG) na kodon tryptofanu (UGG), dzieki
czemu z pojedynczej ramki odczytu moga powsta¢ dwa rézne biatka: krotsze, biorace
udziat w replikacji i1 dtuzsze, odgrywajace istotng funkcje podczas procesu pakowania
wirusOw potomnych [Casey 1 wsp., 1995; Lai 1 wsp., 1995]. Mutacje punktowe moga
by¢ wprowadzane do genomu wirusowego takze na drodze fizycznej lub chemicznej
mutagenezy, np. w wyniku naswietlania promieniami UV, dziatania promieniowania
jonizujgcego, stosowania analogéw nukleozydowych, traktowania zwigzkami
modyfikujacymi zasady purynowe czy pirymidynowe. W warunkach fizjologicznych
ilos§¢ tego typu mutacji jest jednak znikoma wobec ilo§ci zmian wprowadzanych
podczas nieprecyzyjnego kopiowania czgsteczek genomowych [Figlerowicz i wsp.,
2003; Kurzynska-Kokorniak i wsp., 2002].

1.5.1.2 Nieprecyzyjne kopiowanie czgsteczek genomowych HIV-1

Cykl zyciowy HIV wymaga wielokrotnego powielenia materialu genetycznego
zanim dojdzie do wytworzenia wirionow potomnych [Overbaugh i wsp., 2001]. Na
wstepie genomowy RNA zostaje przepisany na ssDNA, ktory w kolejnym etapie stuzy
jako matryca do syntezy dsDNA. Oba procesy katalizowane sg przez HIV-1 RT, bedaca
zarowno RNA- jak i DNA-zalezng polimerazg DNA [Kim i wsp., 1996]. Po wiaczeniu

do genomu komorkowego, prowirusowy DNA jest kopiowany wraz z caltym genomem
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gospodarza przez komorkowe kompleksy replikacyjne. W ostatniej fazie potomne
czagsteczki genomowe transkrybowane sa przez komorkowa polimeraz¢g RNA. Powstaje
zatem pytanie, ktory z czterech wymienionych procesow (synteza DNA zalezna od
RNA, synteza DNA zalezna od DNA, replikacja badz transkrypcja) odpowiedzialny jest
za wprowadzanie punktowych modyfikacji do materiatu genetycznego HIV.
Z pewno$cig nie jest nim replikacja genomu komoérkowego, w trakcie ktorej czgsto§e
mutacji wynosi zaledwie 10°-10"*2 [Glickman i wsp., 1994], tak wiec mozemy ja
poming¢ w naszych dalszych rozwazaniach. W przeciwienstwie do kompleksow
replikujagcych komoérkowy DNA, odwrotne transkryptazy, podobnie jak polimerazy
RNA, pozbawione sa aktywno$ci naprawczej (ang. proofreading activity), stad tez
katalizowane przez nie reakcje beda gtownym zrodlem mutacji [Kim i1 wsp., 1996;
Barklis 1 wsp., 1986; Williams 1 wsp., 1992]. Z zebranych dotad danych wynika, ze
odwrotne transkryptazy kopiuja czasteczki genomowe z podobng doktadnos$cia, z jaka
w jadrze komorkowym syntetyzowany jest RNA. Rezultaty przeprowadzonych badan
dowiodly ponadto, ze HIV-1 RT wprowadza podobng ilo$¢ modyfikacji podczas RNA-
zaleznej jak | DNA-zaleznej syntezy DNA. Mozna zatem przyjac, iz wszystkie trzy
procesy w jednakowym stopniu generuja zmienno$¢ genetyczng HIV. Dwa pierwsze
(synteza ssDNA i dsDNA) katalizowane sg przez HIV-1 RT, tak wigc enzym ten
odpowiedzialny jest za wprowadzenie okoto 70% punktowych mutacj do pojedyncze;j
czasteczki wirusowej [Kurzynska-Kokorniak i wsp., 2002; Kim i wsp., 1996].

Szacuje si¢, ze czestos¢ z jakg HIV-1 RT wprowadza mutacje do
nowosyntetyzowanej nici potomnej wynosi od 102 do 10°. Oznacza to, ze az 100
nukleotyddow moze =zosta¢ nieprawidlowo wilaczonych podczas jednego cyklu
replikacyjnego genomu o dhugoéci ok. 10* zasad. Czesto$é mutacji uzalezniona jest
jednak od struktury pierwszo- i drugorzedowej RNA [Bebenek i wsp., 1993]. Po
uwzglednieniu powyzszych czynnikoOw ustalono prawdopodobne tempo mutacji HIV-1
in vivo, zmierzone przez czesto$é inaktywacji genu reporterowego lacZa. \Wynosi ono
104-10%/pz/cykl replikacyjny [Bebenek i wsp., 1989; Ricchetti i wsp., 1990; Pathak
I wsp., 1992]. W uktadach in vitro czgstos¢ mutacji wprowadzanych przez HIV-1 RT
jest ok. 20-krotnie wyzsza, co wskazuje na istnienie hipotetycznego czynnika
komoérkowego lub wirusowego zwigkszajacego doktadnos¢ replikacji [Mansky 1 wsp.,
1995].

Najczesciej pojawiajacymi si¢ mutacjami sg substytucje nukleotydowe

(tranzycje i transwersje - ok. 81% mutacji). Zdecydowanie mniej liczne sg zmiany
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ramki odczytu (ok. 13% mutacji). Pozostate mutacje to proste delecje (ok. 4%), delecje
z insercjami (ok. 2%), bardzo rzadko obserwuje si¢ natomiast duplikacje [Pathak i wsp.,
1997]. Prawdopodobny mechanizm wprowadzania niektorych typéw mutacji
przedstawiony zostal na Rys. 1.9 [Figlerowicz i wsp., 2003; Kurzynska-Kokorniak
I wsp., 2002].

Genom HIV-1 jest wyjatkowo bogaty w reszty adenozynowe (A), (35.6%)

W porownaniu z komorkowymi genami oraz genomami wiruséw nie nalezacych do
lentiwirusow [Berkhout i wsp., 1994]. Uwaza si¢, ze HIV-1 RT oraz inne
lentiwirusowe polimerazy sa szczego6lnie predysponowane do wprowadzania reszt A
podczas nieprecyzyjnej replikacji genomu wirusowego. Alternatywna hipoteza
zaktada, ze przyczyng uksztaltowania takiej struktury genomu HIV-1 jest selektywne
pakowanie do wirionow potomnych czasteczek genomowych zawierajacych liczne
reszty A (dziatanie presji selekcyjnej w kierunku akumulowania matryc bogatych w
reszty A) [Berkhout i wsp., 1994].

Czesto$¢ mutacji jest parametrem, ktory opisuje wytacznie wierno$¢, z jakg dana
polimeraza kopiuje matryce. Parametr ten nie uwzglednia wielkosci genomu i czgstosci
jego replikacji, dlatego nie moze by¢ bezposrednio wykorzystywany w modelowaniu
struktury genetycznej populacji czy przewidywaniu kierunkéw jej ewolucji. Tempo
mutacji (wyrazane na dlugo$¢ genomu oraz na czgstos¢ replikacji) jest parametrem,
ktory zdecydowanie lepiej opisuje potencjat ewolucyjny danej populacji [Drake i wsp.,
1999]. Kazda grupe organizmow charakteryzuje inna warto$¢ tempa mutacji [Drake
i wsp., 1998]. Dla bakterii i wirusoéw, ktorych genom zbudowany jest z DNA, warto$¢ ta
wynosi ok. 0.0034, dla Eucaryota 0.01, a dla wiruséw typu RNA, az 1.2 [Elena i wsp.,
1999].

Stosowane obecnie procedury nie pozwalajg precyzyjnie okresli¢c doktadnosci,
Z jaka polimerazy zalezne od RNA kopiuja czasteczki matrycowe. Typowe procedury
zwykle polegaja na: (i) rozdzieleniu produktow polimeryzacji w zelu, (ii) izolacji
wlasciwego produktu z Zelu, (iii) amplifikacji izolatu metoda tancuchowej reakcji
polimeryzacji (PCR, ang. polymerase chain reaction), (iv) wklonowaniu powielonego
produktu do wektora, (v) transformacji bakterii otrzymanym konstruktem,
(vi) wyizolowaniu plazmidowego DNA z pojedynczych Kkoloni bakteryjnych,
(vii) okresleniu sekwencji wklonowanej do wektora. Podczas analizowania sekwencji
nalezy jednak pamigtaé, Zze polimeraza uzywana w reakcji PCR réwniez wprowadza
btedy, ktore musza zosta¢ uwzglednione. Optymalnym rozwigzaniem wydaje si¢

pominigcie etapu powielania, o ile jest to oczywiscie mozliwe [Smith 1 wsp., 1997].
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Rysunek 1.9 Proponowane mechanizmy powstawania mutacji punktowych. Doktadnoé¢ kopiowania
czasteczek genomowych zalezy od ich struktury oraz wiasciwosci odwrotnej transkryptazy (RT). RT nie
posiadaja  aktywnos$ci  naprawczej; blednie  wprowadzone nukleotydy pozostaja  zatem
W nowosyntetyzowanej nici. Dodatkowo wystgpowanie charakterystycznych sekwencji — traktow poli-A
lub poli-T moze powodowaé tzw. $lizganie si¢ enzymu wzdtuz matrycy (ang. polymerase slippage).
Jezeli, pomimo wiaczenia niewlasciwego nukleotydu, utworzy si¢ staba para zasad, np. G:U, enzym moze
kontynuowac synteze nici potomnej; w przypadku, gdy nie dochodzi do utworzenia poprawnych wigzan,
synteza nici potomnej zostaje zatrzymana. Najcze$ciej wystepujacymi mutacjami sg substytucje
nukleotydowe 1 zmiany ramki odczytu. Powstawanie substytucji nukleotydowych moze by¢
spowodowane: a) blednym przylgczeniem nukleotydu lub b) utworzeniem chwilowego wybrzuszenia
W miejscu niesparowania matrycy i nici potomnej. Do zmiany ramki odczytu moze dochodzic:
c) w przypadku nieprawidtowego wprowadzenia nukleotydu przez RT, a nastgpnie powstawania
miejscowego wybrzuszenia, w celu utworzenia prawidtowych wigzan typu Watsona-Cricka lub

d) poprzez $lizganie si¢ enzymu wzdtuz matrycy.
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1.5.2 Rearanzacje genomu wirusowego

Wigksze zmiany zostajq wprowadzane
do genomu wirusowego na drodze
reRombinacii RNA lub w wyniku tzw.
przetasowari materiatu genetycznego (any.
genetic reassortment). Pierwszy proces
przypomina reRombinacje zachodzqcq
w organizmach, Rtérych genom
zbudowany jest z DNA, drugi natomiast
moZe zostac poréwnany do wymiany
chromosomow rodzicielskich podczas
mejozy. Dotyczy on wirusow, Ktorych
genom zbudowany jest z Rilku czqsteczek,
RNA, np. wirusa grypy. Proces
przetasowati nie dotyczy wigc
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retrowirusow stqd nie bedzie przedmiotem

dalszych rozwazan.

1.5.2.1 Rekombinacja RNA

Rekombinacja RNA zostata po raz pierwszy odkryta na poczatku lat 60-tych u wirusa polio [Hirst i wsp., 1962;
Ledinko i wsp., 1963]. Od tej pory zjawisko to stato si¢ przedmiotem intensywnych badan, zaréwno u innych picornawirusow
[Pringle i wsp., 1965] jak i pozostatych wirusow RNA [Lai i wsp., 1992; Simon i wsp., 1994] czy retrowiruséw [Coffin i wsp.,
1979; Zhang i wsp., 1993]. Poczatkowo uwazano, ze rekombinacja genetyczna zachodzi tylko u wirusow, ktorych genom jest
zbudowany z (+)RNA. Opinia ta zostala jednak zweryfikowana pod koniec lat 80-tych, kiedy pojawity si¢ pierwsze doniesienia
na temat rekombinacji nichomologicznej wystgpujacej u wirusa grypy (wirus (-)RNA) [Khatchikian i wsp., 1989] lub u faga ®6
(wirus dsRNA) [Mindich i wsp., 1992; Onodera i wsp., 1993]. Jednak poglad, ze homologiczna rekombinacja zachodzi
wylacznie u wirusow typu (+)RNA, a nie (-)RNA czy dsRNA nadal pozostawat aktualny. Przelom w badaniach nad genetyczna
rekombinacja RNA nastapit dopiero pod koniec lat 90-tych, kiedy Suzuki opisat wystgpowanie homologicznych przeskokow
wewnatrzgenowych u rotawirusow (wirus dsRNA) [Suzuki i wsp., 1998]. Dalsze badania nad wirusami (-)RNA potwierdzity,

ze homologiczna rekombinacja RNA wystepuje powszechnie wsrod wszystkich typow wirusow RNA [Plyusnin i wsp., 2002].

Zjawisko genetycznej rekombinacji RNA zdefiniowaé mozna jako proces
tworzenia nowych czasteczek genomowych w oparciu o fragmenty juz istniejacych
genomoOw. Wstepne wyniki badan pozwolity zaproponowaé dwa catkowicie rdzne
mechanizmy thumaczace w jaki sposob tworzone sg rekombinanty wirusowe. Pierwszy
zaklada, 1z powstaja one przez rozerwanie 1 ponowne potgczenie czgsteczek kwasu
nukleinowego (ang. breakage and rejoining), [Chetverin i wsp., 1997]. Mechanizm ten
wykorzystywany jest w rekombinacji DNA. Drugi mechanizm zaktada, iz rekombinacja
ma miejsce podczas replikacji genomu wirusowego, kiedy zaangazowana w ten proces
polimeraza przenosi si¢ z jednej czasteczki matrycowe] na drugg. Nazwano go
mechanizmem wybidrczego kopiowania (ang. copy choice) [Vogt i wsp., 1971; Coffin
i wsp., 1979]. Obecnie przewaza poglad, iz rekombinacja RNA zachodzi zgodnie
z zalozeniami hipotezy wybidrczego kopiowania (Rys. 1.10) [Figlerowicz i wsp., 2003;
Kurzynska-Kokorniak 1 wsp., 2002; Alejska i wsp., 2001]. Istniejg jednak pojedyncze
doniesienia wskazujace, iz W pewnych specyficznych sytuacjach obowigzywaé moze

alternatywny mechanizm rekombinacji [Chetverin i wsp., 1997 A].
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Rysunek 1.10 Schemat rekombinacji genetycznej zachodzacej zgodnie z zalozeniami hipotezy wybiérczego kopiowania.
Hipoteza wybiorczego kopiowania zaktada, ze wirusowe rekombinanty powstaja podczas procesu replikacji. Wirusowa polimeraza
(przedstawiona w postaci szarego owalu) rozpoczyna synteze nici potomnej na matrycy nazwanej donorem, nast¢pnie dochodzi do
przeniesienia enzymu na drugg czasteczke¢ matrycowa, zwang akceptorem. W rezultacie rekombinant posiada sekwencje
pochodzace z dwoch roznych czasteczek matrycowych.

Jezeli w rekombinacji uczestnicza dwie identyczne lub prawie identyczne
czasteczki kwasu nukleinowego mowimy, iz jest ona homologiczna, natomiast jesli
biora w niej udzial rézne czasteczki, nazywamy ja niehomologiczng (Rys.1.11)
[Figlerowicz i wsp., 2003; Kurzynska-Kokorniak i wsp., 2002; Figlerowicz i wsp.,
1997]. Rekombinacja homologiczna moze prowadzi¢ zarowno do stabilizacji, jak
I destabilizacji genomu wirusowego (Rys. 1.12). Z jednej strony, dzigki zajsciu
rekombinacji homologicznej moze ulec naprawie uszkodzony Ilub bilednie
zsyntetyzowany fragment genu (Rys. 1.12a), z drugiej, rekombinacja homologiczna
moze poglebia¢ proces roznicowania czasteczek genomowych (Rys. 1.12b). Dodatkowo
rekombinacj¢ homologiczng podzieli¢ mozna na precyzyjng 1 nieprecyzyjng.
O precyzyjnej mowimy wowczas, gdy miejsca przeskokéw rekombinacyjnych
ulokowane sa doktadnie na odpowiadajacych sobie nukleotydach. W wyniku zaj$cia
tego typu rekombinacji odtworzone zostaja czasteczki rodzicielskie. Inaczej dzieje si¢
w przypadku nieprecyzyjnej rekombinacji homologicznej, to znaczy gdy miejsca
przeskoku rekombinacyjnego potozone sa w roznych rejonach czasteczek
rodzicielskich. Wowczas pewne fragmenty genomu wirusowego ulegaja duplikacji lub
delecji (Rys. 1.11) [Figlerowicz i wsp., 1997]. Zachodzaca pomiedzy roéznymi
czasteczkami RNA rekombinacja niehomologiczna prowadzi do najwiekszego
zroznicowania wirusOw, odgrywa wiec istotng role w procesie ich ewolucji.
Powstawanie tysigcy wariantow umozliwia wyselekcjonowanie 1 powielenie tych
najlepiej przystosowanych, dzigki ktorym wirus moze przetrwa¢ w niekorzystnych dla

siebie warunkach [Hahn i wsp., 2000].
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Rysunek 1.11 Dwa podstawowe typy rekombinacji RNA: homologiczna oraz niehomologiczna. W zaleznosci od struktury i
funkcji rekombinujacych czasteczek, mozemy wyr6zni¢ dwa podstawowe typy rekombinacji RNA: homologiczng oraz
niehomologiczng. W rekombinacji homologicznej uczestnicza dwie identyczne lub prawie identyczne czasteczki matrycowe.
Rekombinacja homologiczna nazywana jest precyzyjna wowczas gdy miejsca przeskoku rekombinacyjnego (zaznaczone w postaci
strzatek) zlokalizowane sa doktadnie migdzy odpowiadajacymi sobie nukleotydami. Rekombinacja homologiczna nieprecyzyjna
zachodzi, gdy miejsca przeskoku polimerazy zlokalizowane sa w innych pozycjach. Rekombinacja homologiczna precyzyjna jest
trudna do wykrycia, poniewaz czasteczki potomne i rodzicielskie sg identyczne. W przypadku rekombinacji homologicznej
nieprecyzyjnej, pewne sekwencje ulegajg duplikacji badZ delecji. Rekombinacja RNA nazywana jest nichomologiczng jezeli donor i
akceptor roznig si¢ od siebie. Rekombinanty niehomologiczne sg zwykle nieaktywne i dlatego rzadko obserwowane sg in vivo, gdzie
dziata presja selekcyjna.

Genetyczna rekombinacja RNA obserwowana byta u wiruséw ludzkich,
zwierzecych, ro$linnych oraz u bakteriofagow. Wymiana informacji genetycznej
najczeséciej ma miejsce w obrgbie tej samej populacji wirusowej, aczkolwiek znane sg
przypadki rekombinacji pomigdzy rdéznymi wirusami, czy nawet pomiedzy RNA
wirusowym a RNA pochodzacym z komorki gospodarza (roéwniez transgenicznym

MRNA) [Green i wsp., 1994].

a) b)
akceptor donor
5 3 5' * >3
! —= 1]
1 1
i 11
1 I
— '
S E3 >3 5 3
donor akceptor

Rysunek 1.12 Rekombinacja homologiczna moze zaréwno stabilizowaé¢ (a) jak i destabilizowaé
(b) genom wirusowy. Zalézmy, ze mamy dwie pule czasteczek genomowych - pierwszg stanowig
czasteczki posiadajgce mutacje na koncu 3°, a drugg czasteczki z mutacjg na koncu 5° (mutacje
oznaczono gwiazdkami) -oraz, ze przeskoki rekombinacyjne zachodza w czgéci centralnej czasteczek.
a) Jezeli polimeraza (zaznaczona szarym owalem) rozpocznie synteze na matrycy nie posiadajacej
mutacji na koncu 3’ (ni¢ donorowa, zaznaczona kolorem biatym), a nastgpnie przeskoczy na matryce nie

posiadajaca mutacji na koncu 5’ (ni¢ akceptorowa, zaznaczona kolorem szarym), utworzona czgsteczka
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potomna bedzie typu dzikiego. b) Jezeli polimeraza rozpocznie syntez¢ na matrycy posiadajacej mutacje
na koncu 3’ (w tym przypadku jest to ni¢ donorowa, oznaczona kolorem biatym), a nastepnie przeskoczy
na matryce¢ akceptorowa (oznaczona kolorem szarym), posiadajaca mutacj¢ na koncu 5, nowopowstata

czasteczka obarczona bgdzie obiema mutacjami.

1.5.2.1.1. Rekombinacja genetyczna retrowirusow
Jedna z najbardziej osobliwych cech retrowirusow jest wysoka czgsto$¢ z jaka

ich materiat genetyczny ulega rekombinacji. Do tej pory nie znaleziono innych
naturalnie wystepujacych uktadéow biologicznych o tak duzej zdolnosci do wymiany
materialu genetycznego [Pathak i wsp., 1997]. Badania mechanizmu replikacji
genomoOw retrowirusowych pokazaty, ze rekombinacja genetyczna zachodzaca zgodnie
z hipoteza wybidrczego kopiowania odgrywa bardzo istotng role w cyklu zyciowym
tych wiruséw [Pathak i wsp., 1997].

Obserwowana u HIV-1 wysoka czestos¢ rekombinacji wydaje si¢ miec¢ $cisty
zwigzek z faktem, iz HIV-1 RT posiada naturalng zdolno$¢ do przeskakiwania
pomiedzy czasteczkami genomowymi [Bebenek 1 wsp., 1989; Temin 1993]. Wiadomo
bowiem, ze proces replikacji genomu retrowirusowego wymaga, by kompleks -
odwrotna transkryptaza-ni¢ potomna co najmniej dwukrotnie przenidst si¢ z jednej
czasteczki matrycowej na druga. Jak juz wspomniano wcze$niej, pierwszy przeskok -
przeniesienie nowo zsyntetyzowanego (-) s-s DNA z konca 5' genomu wirusa na koniec
3, jest mozliwy dzigki identycznym sekwencjom powtdrzonym na obu koncach
wirusowego RNA (sekwencje R). Drugi przeskok: przeniesienie
nowozsyntetyzowanego (+) s-s DNA wymaga obecno$ci drugiego rejonu homologii,
ktorego role pelniga sekwencje wigzace starter PBS. W kazdym wirionie HIV-1
zapakowane sa dwie czasteczki (+)RNA, stad przeskoki rekombinacyjne moga mie¢
charakter wewnatrz- lub miedzyczasteczkowy [Pathak i wsp., 1997], doktadny opis
procesu replikacji genomu wirusowego zostat umieszczony w podrozdziatach: 1.2 oraz
1.3.

Chociaz hipoteza wybiorczego kopiowania nie wyjasnia molekularnych podstaw
procesu rekombinacji, pozwala jednak wyrdézni¢ jego trzy podstawowe etapy
(Rys. 1.13), [Figlerowicz i wsp., 2003; Kurzynska-Kokorniak i wsp., 2002]. Podczas
pierwszego, synteza nici potomnej na matrycy zwanej czasteczka donorowg zostaje
zahamowana. Rol¢ czasteczki donorowej pelni¢ moze zarowno genomowy RNA jak

I powstaly w procesie odwrotnej transkrypcji ssDNA. Wiele jest przyczyn, dla ktorych
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RT ulega zatrzymaniu na czasteczce donorowej. Najczgséciej obserwowane to: brak
cigglosci matrycy, obecno$¢ specyficznych sekwencji czy motywow strukturalnych,
btedne wprowadzenie nukleotydu lub oddzialywania genomowego RNA z biatkiem nie
uczestniczacym W replikacji. W drugim etapie kompleks RT z nicig potomng zostaje
uwolniony z donorowego RNA/ssDNA Iub tez RT cofa si¢ na matrycy, uwalniajac
koniec 3’ nowosyntetyzowanej nici. Ostatni etap polega na przeniesieniu RT wraz
Z czasteczka potomng na nowg matryce zwang akceptorem (genomowy RNA lub
ssDNA). Scenariusz, wedtug ktorego zachodzi ten proces, uzalezniony jest od przebiegu
etapu drugiego. Jezeli RT oraz ni¢ potomna zostaly uwolnione z czasteczki donorowej
jako kompleks, moga by¢ w caloSci przeniesione na czasteczke akceptorowa.
Czynnikiem umozliwiajacym zaj$cie tego procesu jest hybrydyzacja nici potomnej do
sekwencji komplementarnej wystepujacej w akceptorowym RNA/ssDNA lub wigzanie
RT do sekwencji promotorowej czy imitujacej promotor, obecnej w akceptorowym
RNA/ssDNA. Jezeli po oddysocjowaniu z czasteczki donorowej kompleks RT z nicig
potomng ulegl rozpadowi, musi on zosta¢ odtworzony na innej matrycy. Najprostszym
rozwigzaniem w tej sytuacji jest hybrydyzacja kilku nukleotydow z konca 3’ nici
potomnej do akceptorowego RNA/ssDNA. Nastepnie koniec ten moze stuzy¢ RT jako
starter. Jezeli w drugim etapie doszto do cofniecia RT na czgsteczce donorowej,
wowczas matrycowy RNA/ssDNA moze ulec degradacji (np. w skutek dziatania
rybonukleazy H stanowiacej cze¢$§¢ odwrotnej transkryptazy lub nukleazy specyficznej
dla ssDNA) w wyniku czego uwolniony zostaje koniec 3’ nici potomnej. Hybrydyzuje
on do sekwencji komplementarnej obecnej w czasteczce akceptorowej, umozliwiajac
przeskok RT na nowa matryceg.

W rezultacie czgstych przeskokow rekombinacyjnych RT, materiat genetyczny
wirusow potomnych pochodzi z obydwu czasteczek genomowych obecnych w wirionie.
Dodatkowo, podczas przeskokow rekombinacyjnych, RT czgsto wprowadzaja krotsze
badz dtuzsze insercje, duplikacje oraz delecje do genomu wirusowego [Pathak i wsp.,
1997; Coffin, 1979; Zhang i wsp., 1993; Stuhlmann i wsp., 1992; Zhang i wsp., 1994].
Pokazano na przyktad, ze RT moga bardzo efektywnie usuwac identyczne powtorzenia
nukleotydowe, wprowadzone do genomowego RNA. W zaleznosci od dlugosci
identycznych powtorzen, czgstos¢ rekombinacji waha si¢ w granicach od 40% (dla
sekwencji o dtugosci ok. 100 nt) do nawet 90% (dla sekwencji o dtugosci ok. 700 nt)
[Stuhlmann i wsp., 1992]. Ponadto w wyniku rekombinacji niehomologicznej moze

dochodzi¢ do wigczania onkogendéw do genomu retrowirusowego [Zhang i wsp., 1993
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A]. Poniewaz obecno$¢ podobnych sekwencji w znaczacym stopniu zwigksza
efektywnos¢ procesu rekombinacji, w miejscu wlaczenia onkogenu do genomu
wirusowego  wystepuja zazwyczaj krotkie rejony  oskrzydlajace  zlozone

Z homologicznych powtérzen [Figlerowicz i wsp., 2003].
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Rysunek 1.13 Proponowane mechanizmy rekombinacji, zachodzacej zgodnie z hipoteza
wybiorczego kopiowania. Zgodnie z hipotezg wybidrczego kopiowania proces rekombinacji genetycznej
mozna podzieli¢ na trzy podstawowe etapy. Zebrane dotychczas dane sugeruja, iz przeniesienie
kompleksu RT-ni¢ potomna z czasteczki donorowej na akceptorowg moze przebiega¢ wedlug co
najmniej trzech réznych scenariuszy. ETAP 1 — zahamowanie syntezy nici potomnej na matrycy
donorowej (zaznaczona kolorem biatym) - jest wspdlny dla wszystkich trzech scenariuszy. Scenariusz
a) ETAP Il — kompleks RT (zaznaczona szarym owalem) z nicig potomng zostaje uwolniony z czasteczki
donorowej (jako cato$¢). ETAP III — przeniesienie RT wraz z nicig potomng na matryce¢ akceptorows
(zaznaczona kolorem szarym) i kontynuacja syntezy. Scenariusz b) ETAP Il — RT i ni¢ potomna zostaja
osobno uwolnione z czgsteczki donorowej. ETAP III- koniec 3’ nowosyntetyzowanej nici zostaje
przeniesiony na matryce akceptorowa, nastgpnie do powstatego dupleksu przylacza si¢ RT. Po
odtworzeniu kompleksu replikazowego synteza nici potomnej moze zosta¢ wznowiona. Scenariusz
c) ETAP Il — RT cofa si¢ na matrycy uwalniajac koniec 3’ nowosyntetyzowanej nici, rownoczesnie
degradujac fragment czasteczki donorowej (sytuacja taka moze mie¢ miejsce, gdy czasteczka matrycowa
jest RNA, poniewaz RT posiada aktywnos¢ RNazy H). ETAP III — uwolniony koniec 3’
nowosyntetyzowanej nici hybrydyzuje z sekwencja komplementarna, obecng w czasteczce akceptorowe;.

RT moze przenies¢ si¢ na nowa matryce i kontynuowaé synteze DNA.
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1.5.2.1.2 Struktura genomu HIV-1 a czestos¢ przeskokow rekombinacyjnych
RNA HIV-1 spetlia podwojng funkcje: stuzy jako mRNA oraz jako czasteczka

genomowa. Jej 5’-UTR (ang. untranlated region), zwany regionem liderowym, sktada
si¢ z 335 nt (poczawszy od nt +1) 1 zawiera liczne sekwencje regulatorowe odgrywajace
istotng role podczas cyklu replikacyjnego wirusa (Rys. 1.14). Pierwszych 97 nt to tzw.
rejon R (ang. redundancy), zlokalizowany takze na koncu 3’ czgsteczki genomowe;j.
Obecnos¢ identycznych powtdrzen wspiera pierwszy przeskok rekombinacyjny HIV-1
RT w trakcie odwrotnej transkrypcji. Wykazano, ze w obrebie rejonu R ulokowane sa
dwie struktury typu spinki do wloséw: TAR oraz poli(A) [Berkhout i wsp., 2001].
Spinka TAR spelnia wazng funkcje w procesie aktywacji transkrypcji gendow
wirusowych, oddziatujgc z biatkiem Tat (ang. transcription anti-termination protein).
Spinka poli(A) uczestniczy w regulacji poliadenylacji transkryptow wirusowych
[Klasens 1 wsp., 1998]. Za rejonem R znajduje si¢ sekwencja wigzaca starter, PBS,
ktora rowniez moze przyjmowac strukture spinki do wtosow. W jej trzonie znajduje si¢
sekwencja aktywujaca starter (PAS, ang. primer activation signal), ktora w prawdzie
nie bierze udzialu w przytaczaniu startera, za to jest niezbedna do efektywnej inicjacji
i elongacji procesu odwrotnej transkrypcji [Berkhout i wsp., 2002]. W rejonie
liderowym genomu HIV-1 wystepuja ponadto: sekwencja kodujaca sygnat inicjacji
dimeryzacji (DIS, ang. dimer initiation signal), sekwencja uczestniczagca w tworzeniu
subgenomowych mRNA (SD, ang. major splice donor), sekwencja kodujaca sygnat
pakowania (V) oraz sekwencja zawierajagca kodon START AUG, inicjujacy synteze
poliproteiny Gag. Region W wigze biatko nukleokapsydu (NC) 1 uczestniczy
w selektywnym pakowaniu genomowych czasteczek RNA do wiriond6w potomnych.
Kazda z sekwencji: DIS, SD oraz ¥ takze moze tworzy¢ strukture spinki (Rys. 1.14a
i 1.14b).
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Rysunek 1.14 Organizacja rejonu liderowego (5’-UTR) HIV-1 [Abbink i wsp., 2003]. a) Organizacja 5’-UTR. Sekwencje
regulatorowe zaznaczone sa w postaci kolorowych prostokatéw. Dwa segmenty, odlegte od siebie w strukturze pierwszorzedowej,
ktore biorg udziat w tworzeniu dupleksu U5-AUG w strukturze drugorzedowej (BMH), zostaty podkreslone czerwong linig. Kodon
START poliproteiny Gag oznaczono gwiazdkg. b) Model struktury drugorzedowej rejonu 5°-UTR HIV-1. W rejonie liderowym
moze powstac sze§¢ struktur spinkowych: TAR, poli(A), PBS, DIS, SD oraz ¥. Sekwencje regulatorowe, obecne w poszczegolnych
spinkach, zaznaczone sg kolorami, ktore odpowiadaja oznaczeniom na Rys. 1.14a. ¢) 5’-UTR moze tworzy¢ dwie alternatywne
struktury: wydtuzona (LDI, ang. long distance interaction) oraz rozgaleziong (BMH, ang. branched multiple structure). Postuluje
sie, ze segmenty U5 oraz AUG, przedstawione na rysunku jako jednoniciowe, wystepuja w konformerze BMH jako dupleks U5-
AUG. Tworzenie tego typu oddziatywan odgrywa najprawdopodobniej istotna role w regulacji translacji poliproteiny Gag [Abbink i
wsp., 2003].

Region liderowy HIV-1 moze przybiera¢ dwie struktury drugorzedowe:
wydhuzong (LDI, ang. long distance interaction) oraz rozgateziong (BMH, ang.
branched multiple structure) (Rys. 1.14c). Obydwie konformacje wykazuja rdzng
zdolno$¢ do tworzenia dimeréw RNA. W przypadku konformeru LDI, sekwencja
odpowiedzialna za dimeryzacj¢ jest zaangazowana w oddzialywania z sekwencja poliA,
co uniemozliwia powstanie dimeru RNA. W konformerze BMH sekwencja DIS tworzy
strukture spinki z wyeksponowang sekwencja palindromowa uczestniczaca
w oddziatywaniach typu kissing-loop z taka samg sekwencja palindromowg obecng
w drugiej genomowej czasteczce RNA [Abbink i wsp., 2003]. Pokazano, ze biatko NC
stymuluje przej$cie konformeru LDI w konformer BMH, stabilizujac strukture BMH
[Huthoff i wsp., 2001]. Wydaje si¢ zatem, iz dynamizm konformacyjny rejonu
liderowego HIV-1 odgrywa istotng role w regulacji cyklu zyciowego HIV-1.

Wstepne badania dotyczace wplywu motywow strukturalnych, wystepujacych
w rejonie liderowym HIV-1 RNA, na efektywnos¢ przeskokéw rekombinacyjnych

HIV-1 RT przeprowadzone zostaly w ostatnich latach przez Berkhout’a
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I wspotpracownikoéw. Autorzy twierdza, ze najistotniejszg role¢ podczas przeskokow
rekombinacyjnych petni gérna czes¢ petli spinki TAR, co w kontek$cie usuwania tego
rejonu RNA przez RNaz¢ H, przed przeniesieniem kompleksu replikazowego na
matryce akceptorowa, wydaje si¢ by¢ paradoksem. Berkhout postuluje, ze kluczowsa
role w trakcie rekombinacji odgrywa motyw komplementarny do spinki TAR (spinka
anty-TAR), obecna w (-) s-s DNA. Poniewaz rejony R wystgpuja na obydwu koncach
genomowego RNA HIV-1, przeskoki rekombinacyjne moga by¢ wspierane przez
oddziatywania typu kissing-loop wystepujace pomig¢dzy spinkg anty-TAR (-) s-s DNA
I spinka TAR wystepujaca w rejonie R zlokalizowanym na koncu 3’. Wyniki badan
Berkhout’a sugeruja wigc, ze przeskoki rekombinacyjne zachodza nie tylko dzigki
homologii pomiedzy sekwencjami R, lecz takze dzigki ich specyficznej strukturze.
Wprowadzenie do donora mutacji, ktdre znosza parowanie nukleotydow pomiedzy
spinkg anty-TAR donora ispinkg TAR akceptora, powoduje drastyczny spadek
wydajnosci rekombinacji [Berkhout i wsp., 2001]. Badania prowadzone na dluzszym
fragmencie rejonu liderowego, pozwalajacym na utworzenie struktur LDI bagdz BMH,
sugeruja, ze stabilizacja struktury BMH, poprzez stabilizacje struktury spinki poly(A),
wplywa korzystnie na proces dimeryzacji, lecz, co zaskakujace, negatywnie na
wydajnos$¢ tworzenia rekombinantéw przez HIV-1 RT [Huthoff i wsp., 2003; Berkhout
i wsp., 2002; Berkhout i wsp., 2001].

Podsumowanie. Genom HIV, podobnie jak i innych retrowirusow, stanowi stosunkowo
dtuga imato trwata pojedyncza czasteczka RNA. Mozna by sadzi¢, iz posiadajacy
niestabilny genom wirus jest z gory skazany na zagtadg. Tymczasem wykorzystal on
swoja zdawatoby si¢ najstabsza strong jako atut w walce o przetrwanie. W rezultacie,
niespotykany w ,.$wiecie DNA” polimorfizm genetyczny stat si¢ jedna z cech
charakterystycznych retrowirusow, w tym szczego6lnie HIV. Niezwykle istotnym
elementem w zastosowanej strategii jest odwrotna transkryptaza odpowiedzialna
zarOwno za nieprecyzyjne kopiowanie czasteczek genomowych jak 1 za wysoka
czesto$¢ ich rekombinacji [Figlerowicz 1 wsp., 2003; Kurzynska-Kokorniak i wsp.,
2002; Williams i wsp., 1992; Bebenek i wsp., 1993].
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Uzyskane w ostatnich latach dane
sugerujq, Ze infeRcje wirusowq mozna
przyréwnac do niezwykle
skompliRowanego eRsperymentu seleRcji
RNA, podczas Rtorego z puli
zréZnicowanych czqsteczek wybierane i
powielane zostajq tylRo te, Rtére najlepiej
dopasowujq sie do zadanych warunkgw
(Rys. 1.15). W przypadRu czqstek,
wirusowych, te najlepiej przystosowane
charaRteryzujq si¢ opornosciq na
stosowane preparaty przeciwwirusowe
oraz brakiem wraZliwosci na odpowied?
immunologiczng gospodarza. SzacunkRowe
dane wskazujq, i2 podczas jednego tylko
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dnia w organizmie chorego powstaje okofo
10°-10° punktowych mutacyi, w Razdej
pozycji nukleotydowej genomu HIV
[Kurzyriska-Kokorniak i wsp., 2002].
ZmiennoS¢ populacyi wirusowej jest jednak,
gfownie wynikiem procesu reRombinacyi
genetycznej. Im wigRksza i bardziej
zréZnicowana wyjsciowa pula
infeRujqcych czqsteR wirusowych, tym
wigksze prawdopodobietistwo, Ze
warianty oporne na potencjalnie
zastosowany leR bedq istniaty w populaci
wirusowej juz przed rozpoczeciem terapii
[Figlerowicz i wsp., 2003]. Proces seleRcfi
przechodzq pozytywnie tylko najlepiej
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przystosowane czqstki wirusowe, zostajq
one powielone i stanowiq nowq populacje
rodzicielskg wirusow opornych na
stosowany preparat. Taka sytuacja moze
zaistnie¢ w przypadRu tak zmiennych
wiruséw jak HIV czy HCV, dlatego teZ
wtasnie one stanowig szczegolne

zagroZenie dla cztowieka.
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Ili etap selekcji:
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Rysunek 1.15 InfeRcja wirusem HIV jako praykfad seleRcii RNA. Infekgja wirusem typu RNA moze zostal poréwnana
do eksperymentu seleRcfi RNA. Podczas pierwszego etapu, pojedyncza czqstka wirusowa (czarna KropRa) infeRuje
RomdrRe i zaczyna sig namnazac. W rezultacie powstaje pula wirusow potomnych (oznaczone w postaci Rolorowych
Rropek), RtGre 16zniq sig od siebie i macierzystej czqstki wirusowej. Kiedy wirusowe czqstki potomne opuszczq
infekowang Romorke, poddane zostajq seleRcfi ze strony organizmu gospodarza. Po pierwsze, wirusy potomne muszq by¢
infeRcyfne, by moc zakazal Rolefne Romorki gospodarza, jest to pierwszy etap seleRcfi. Wirusy infeRujace Rolefne Romorki
muszq byé zdolne do powielania oraz produkcji Rolefnych wiruséw potomnych, w przeciwnym wypadky zostang
wyeliminowane, jest to drugi etap seleRcfi. Po Rilku dniach, wirusy utrzymujace sig w organizmie gospodarza
poddawane sq Rolejnej seleRcfi ze strony ukfadu odpornosciowego gospodarza. W populacyi wirusowej pozostajq zatem
Jedynie warianty, Rtére sq niewrazliwe na odpowied? immunologiczng gospodarza, jest to trzeci etap seleRgji.
ZainfeRowany pacjent zazwyczaj zostaje poddany terapii przeciwwirusowej. W jego organizmie mogq przetrwad i dalej
powielaé sig tylRo takije warianty wirusowe, Rtdre sq oporne na podany lek, jest to czwarty etap seleRcfi. W ten sposdb,
po czterech etapach seleRcyi, w organizmie zainfeRowanego pacjenta 2 pojedynczej czqstki wirusowej powstaje nowa
pula r6znorodnych, infekcyfnych wiruséw potomnych, zdolnych unikngé odpowiedzi immunologicznej gospodarza i

opornych na zaaplikowany preparat przeciwwirusowy.
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2. CEL PRACY

Jednym z najpowazniejszych problemow, z jakimi boryka si¢ wspoétczesna
medycyna, jest brak skutecznych metod profilaktyki i terapii zakazen HIV. Gléwna
przyczyng takiego stanu rzeczy wydaje si¢ by¢ niezwykty polimorfizm genetyczny
wirusa. Wyniki dotychczasowych badan dowodza, ze enzymem odgrywajacym
kluczowa role w procesie réznicowania populacji HIV jest odwrotna transkryptaza.
Odpowiada ona zar6wno za nieprecyzyjne kopiowanie czasteczek genomowych HIV
jak 1 za wysoka czgstos¢ ich rekombinacji. Podstawowym celem pracy bylo zatem jak
najlepsze poznanie czynnikow wptywajacych na zdolno$¢ odwrotnej transkryptazy do

generowania nowych wariantow wirusa.

Realizacja tak zarysowanych badan wymagata osiagni¢cia nastepujacych celow

szczegdtowych:

1. Otrzymania biologicznie aktywnej odwrotnej transkryptazy ludzkiego wirusa
uposledzenia odpornosci (HIV-1 RT - heterodimer p51/p66) oraz jej podjednostek -
p66 i p51.

2. Okreslenia optymalnych warunkow reakcji odwrotnej transkrypcji in vitro.

3. Ustalenia, w jakim stopniu struktura matrycowych czasteczek RNA czy DNA
wplywa na precyzje, z jaka sa one powielane przez HIV-1 RT.

4. Poznania zasadniczych czynnikow, indukujacych homologiczne 1 niehomologiczne

przeskoki rekombinacyjne HIV-1 RT.
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3. MATERJIALY I METODY

3.1 Materiaty

3.1.1 Enzymy
Kinaza polinukleotydowa T4 (10u/ul), polimeraza DNA Taq (5u/ul), producent

Fermentas,

Inhibitor RNaz RNasin (40u/ul), ligaza DNA T4 (1-3u/ul), polimeraza DNA Taq
(5u/ul), polimeraza DNA Pfu (2-3u/ul), polimeraza RNA T7 (20u/ul), odwrotna
transkryptaza Mu-MLV (M-MLV lub M-MuLV 200u/ul), DNaza RQ1, wolna od RNaz
(1u/pl), fragment Klenowa polimerazy DNA I (5-10u/ul), producent Promega,

Enzymy restrykcyjne

BamH I (10u/ul), Dpn I (10u/ul), EcoR T (12u/ul), ECoR V (10u/ul), Hind IIT (10u/ul),
Kpn I (8-12u/ul), Mlu T (10u/ul), Pst T (10u/ul), Pvu II (10u/ul) (8-12u/ul), Sma I (8-
12u/ul), Xba I (8-12u/ul), producent Promega,

Nde I (10u/ul), producent Roche

3.1.2 lzotopy
dCTP [« *2P] 3000 Ci/mmol

ATP [y 32P] 4000-5000 Ci/mmol
producent ICN

3.1.3 Startery oraz matryce

Jednoniciowe DNA (ssDNA) dostarczane byly przez firm¢ ARK badz Instytut
Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. Sekwencja promotora polimerazy RNA T7
zostala podkre§lona; sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne zostaty

Zaznaczone na czerwono.

Tabela 3.1 Uzyte startery

STARTER SEKWENCJA ZAPISANA OD KONCA 5' DO KONCA 3'
DT7-5 TAATACGACTCACTATAGGGCGACGGCGAGCTCGCTGGTGATTTG
Drec-3pUC19 TAGACACTCTTGTAAGAGGTCTG
AT7-5pUc19 TAATACGACTCACTATAGGGCGAGCCTGCTAAGGCGGTCGTT
A3 CGGCGAGCTCGCTGGTGATTTG
EtoE-p CCCGTTCCTACCTGG
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HCV-El1-p CTGTAGGTGACCAGTTCATCATC

HIV-3 CTATCTGGCATGGGTACCAGC

HIV-5 GTTGACAGGTGTAGGTCCTAC

HIV-5cor TTCCCTTCCTTTTCCATCTCTG

p66-3cor ATGGATCCCTAGTGGTGGTEGETEETGETG

p51-3cor ATGGATCCCTAGTGGTGGTEETEETEETEGGAAGGTTTCTGCTCCTACTATG
p66-5 ATTCTAGACCCATTAGCCCTATTGAGACTG

Amutp-5 GGGAATTCGCGGCCECTTCAC

Bmutp-3 CTGGCAAACTCAATTCTTCTAATAC

Cmutp-3 ACGGTACCAAAGCTTCTAAAAATTTAAAGTGC

5M-A230 GAACCTCCATTCCTTTGGGC666GTTATGAACTCCATCC
3M-A230 GGATGGAGTTCATAACCCGCCCAAAGGAATGGAGGTTC
5N-A255 GAAAAAGACAGCTGGACTGTCGCTGACATACAGAAGTTAGTGGE
3N-A255 CCCACTAACTTCTGTATGTCAGCGACAGTCCAGCTGTCTTTTTC
5Q-A258 GGACTGTCAATGACATAGCGAAGTTAGTGGGGAAATTG
3Q-A258 CAATTTCCCCACTAACTTCGCTATGTCATTGACAGTCC
5K-A263 GACATACAGAAGTTAGTGGGGGCATTGAATTGGGCAAGTCAG
3K-A263 CTGACTTGCCCAATTCAATGCCCCCACTAACTTCTGTATGTC
5H-A361 GCAAGAATGAGGGGTGCCGCCACTAATGATGTAAAAC
3H-A361 GTTTTACATCATTAGTGGCGGCACCCCTCATTCTTEC

mut-seq GGATCTGACTTAGAAATAGGGC

RCT7-5 TAATACGACTCACTATAGGGCGAATCTAGACGTTGACGGGGG
RC-3 ATCTGCAGCGTAATCCCGAGGGTETTTTTE

pUC-19F TGCAAGGCGATTAAGTTGGGTA

pUC-19R CAGGAAACAGCTATGAC

HIV3-REC ATCTGCAGCTAGTTACCAGAGTCACACAACAG

HIV5-REC ATGAATTCGGGCGAGCTGCTTTTTECCTE

HIV-D3 CTAGTTACCAGAGTCACACAACAGACGGGCACACACTACTTG
BMV3-REC ATCTGCAGTGGTCTCTTTTAGAGATTTACAGTG

BMV5-REC ATGAATTCGGGAGAAGTTGAGCACGTAAGG

Eco-hel ATGAATTCCCCGTTCCTACCTGGTG

Pst-hel ATCTGCAGCAATTACACAGTTGCAGGTTC

Lys21 CAAGTCCCTGTTCGGGCECCA

Lys21-Rec ATGAATTC CAAGTCCCTGTTCGGGCGCCA

T71-Rec ATCTGCAGGGAGTGGCGAGCCCTCAGATE

Tabela 3.2 Uzyte matryce DNA

L
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MATRYCA SEKWENCJA ZAPISANA OD KONCA 5' DO KONCA 3'

EtoE-d; CTCGAGGAGAGCCCTGTTCCAGGTAGGAACGGG

EtoE-al0 TGCTCGGAGGACTCGAGGAGA

EtoE-ab TGCTCGGAGGACTAGCTCGA

EtoE-a3 TGCTCGGAGGACTAGTTCCTC

EtoE-a TGCTCGGAGGACTAGTTCGAG

CopyKd AAACGCTCTGATACCCAGGTAGGAACGGG

CopyKa AAACGCTCTGATAC

HELPER-D CGAGTCCGAACCTCTGCTCGATTATTTACACCAGGTAGGAACGGE

HELPER-A CAATTACACAGTTGCAGGTTCATGTACCAACCTCTGCTCGCGGTGAACACTTGECC

HELPER GGCAAGTGTTCACCGCGAGCAGAGGTTCGGACTCG

EtoE-T7-RNA TAATACGACTCACTATAG

EtoEd;-M CCCGTTCCTACCTGGAACAGGGCTCTCCTCGAGCTATAGTGAGTCGTATTA

EtoE-al0-M CTCCTCGAGCTCCTCCGAGCACTATAGTGAGTCGTATTA

EtoE-a5-M CGAGCACTAGTCCTCCGAGCACTATAGTGAGTCGTATTA

EtoE-a3-M AGCGAACTAGTCCTCCGAGCACTATAGTGAGTCGTATTA

EtoE-a-M CTCGAACTAGTCCTCCGAGCACTATAGTGAGTCGTATTA

HEL-D-M CCCGTTCCTACCTEGGTGTAAATAATCCGAGCAGAGGTTCGGACTCGCTATAGTGAGTCGTATTA

HEL-A-M GGCAAGTGTTCACCGCGAGCAGAGGTTGETACATGAACCTGCAACTGTGTAATTGCTATAGTGAGT
CGTATTA

HEL-M CGAGTCCGAACCTCTGCTCGCGGTEGAACACTTGCCCTATAGTGAGTCGTATTA

HVR-5-DNA* AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTCGACAGGGGGGACGATGGCCAAAAACACCCTCGGEGATT
ACG

HCV-E1** AATCTAGACCCGGCCACGTGACAGGTCACCGTATGGCTTEGGEGATATGATGATGAACTGGTCACCTAC
AG

D Sekwencja promotora polimerazy RNA T7 zostata podkreslona

2 Sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne zostaty zaznaczone na czerwono

* Pozycja w genomie HCV: +1481/+1541, sekwencja zostala powiekszona o 8 nt — miejsce

rozpoznawane przez enzym Xba | i dwa dodatkowe nt

** Pozycja w genomie HCV: +1269/+1329, sekwencja zostala powigckszona o 8 nt — miejsce

rozpoznawane przez enzym Xba | i dwa dodatkowe nt

3.1.4 Plazmidy
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Wektor ekspresyjny pDAR1 — otrzymany dzigki uprzejmosci dr St. Hughes’a,
National Cancer Institute, Frederic Cancer and Development Center, Frederic, USA.
Zawiera ¢cDNA kodujace biatko p66 oraz proteaz¢ HIV-1. Obie otwarte ramki

ﬁ wektor ekspresyjny |
pDAR1 J

| /’/66 \~— T7 promotor
8

miejsce ciecia przez PR

odczytu znajduja si¢ pod tym samym promotorem polimerazy RNA T7. Obecno$¢
wirusowej proteazy sprawia, iz w komorkach bakteryjnych z czgdci
wyprodukowanego biatka p66 powstaje podjednostka p51. W ten sposéb utworzony
zostaje heterodimer biatek p66/p51 HIV-1 RT.

Rysunek 3.1 Wektor pDAR1. Wektor ekspresyjny zawiera cDNA kodujacy podjednostke p66
(zaznaczony zielonym prostokatem) i sze$¢ reszt histydynowych (tzw. His-Tag, zaznaczony
niebieskim prostokatem) oraz cDNA wirusowej proteazy (zaznaczony czerwonym prostokatem).
Obydwie otwarte ramki odczytu oddalone s3a od siebie o 148 pz i mieszcza si¢ pod tym samym
promotorem polimerazy RNA T7 (zaznaczony z6ttym prostokatem).

Wektor ekspresyjny pET11a (producent Novagen)
Plazmid pUC18 oraz pUC19 (producent Novagen)

Wektor ekspresyjny mutpDAR1 - otrzymany w oparciu o wektor pDAR1
I wykorzystywany do ekspresji podjednostki p66 w komorkach bakteryjnych

Wektor ekspresyjny p51pET - otrzymany w oparciu o wektor pET1la
I wykorzystywany do ekspresji podjednostki pS1 w komoérkach bakteryjnych

Plazmid pUC18-HVRS5 - plazmid pUC18 z wklonowanym cDNA, odpowiadajagcym
69-nt fragmentowi rejonu hiperzmiennego wirusa zapalenia watroby typu C (HCV,
ang. hepatitis C virus)

Plazmid pHIVRSd — plazmid pUC19, z wklonowanym cDNA, odpowiadajacym
fragmentowi +1/+137 sekwencji liderowej HIV-1, do badania rekombinacji
homologicznej

Plazmid pHIVRSa — plazmid pUC19, z wklonowanym cDNA, odpowiadajacym
fragmentowi -20/+96 sekwencji 5’-LTR genomowej czasteczki HIV-1, do badania
rekombinacji homologicznej
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Plazmid pBMVRd - plazmid pUC19, z wklonowang sekwencja cDNA
rekombinacyjnie aktywnego fragmentu genomowej czgsteczki RNA2 wirusa mozaiki
stoktosy (BMV, ang brome mosaic virus), do badania rekombinacji homologicznej

Plazmid pBMVRa - plazmid pUC19 2z wklonowang sekwencja cDNA
rekombinacyjnie aktywnego fragmentu genomowej czasteczki RNA3 wirusa BMV,
do badania rekombinacji homologicznej

Plazmid pRNA1-NH - plazmid pUC19 z wklonowana sekwencja cDNA
rekombinacyjnie aktywnego fragmentu genomowej czasteczki RNA1 wirusa BMV,
do badania rekombinacji niehomologicznej

Plazmid pMarl-RNA3 — plazmid pUC19 z wklonowang sekwencja cDNA
rekombinacyjnie aktywnego fragmentu zmodyfikowanej genomowej czasteczki
RNA3 wirusa BMV, do badania rekombinacji niehomologicznej

3.1.5 Bakterie

Escherichia coli szczep BL21(DE3)pLysS (producent Promega) - szczep bakteryjny
do ekspresji biatek, posiada plazmid pLysS kodujacy lizozym bakteriofaga T7 oraz
plazmid kodujacy polimeraze¢ RNA T7. Sekwencja kodujgca polimeraze znajduje si¢
pod promotorem lac UV5, indukowanym IPTG.

Escherichia coli szczep DH5a (producent Gibco BRL)

3.1.6 Gotowe zestawy do badan biochemicznych

zestaw do transkrypcji in vitro T7-MEGAshortscript™, producent AMBION,
zestaw do sekwencjonowania ABI PRISM® Big Dye™ Terminator Ready Reaction
Cycle Sequencing Kit, producent ABI-PRISM,

zestaw do oczyszczania biatek posiadajagcych sekwencje His-Tag metoda
chromatografii powinowactwa HiseBind® Buffer Kit, producent Novagen,

kolumna jonowymienna HiTrap® Q ion exchange column (o pojemnos$ci 1ml),
kolumna do oczyszczania bialek za pomoca wysokorozdzielczej chromatografii
cieczowej (FPLC) Superdex 75, HiLoad 16/60, producent Pharmacia Biotech,
kolumny do zageszczania HIV-1 RT i jej pochodnych, 30,000MW, producent
Prospecta lub Millipore,

zestawy do oczyszczania DNA: PCR Purification Kit, QIAquick Gel Extraction Kit,
Plasmid Maxi Kit, producent QIAGEN

Pozostate odczynniki pochodzity z firm: Sigma - dekstroza, glicyna, etanol,
izopropanol, fenol, chloroform, ampicylina, dodecylosiarczan sodu (SDS), kwas
etylenodiamino-tetraoctowy (EDTA), ditiotreitol (DTT), chlorek sodu (NaCl), Tris,
kwasny fosforan potasu (K:HPO4), wodorotlenek sodu (NaOH), octan amonu
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(CH3COONa), octan sodu (CH3COONa), kwas borowy (H2BOz), biekit
bromofenolowy, cjanol ksylenowy; Promega - chlorek magnezu (MgCl>), chlorek
manganu (MnCly), roztwor czterech 5’-trojfosforanow deoksyrybonukleozydowych
(ANTP), roztwor czterech 5’-trojfosforanow rybonukleozydowych (NTPs);
Fermentas - roztwor czterech 5°- trdjfosforanow dideoksyrybonukleozydowych
(ddNTP) lub Serva - agaroza, akrylamid, N,N’-metylenobisakrylamid, pepton,
trypton, wyciag drozdzowy, bactro-agar.

3.1.7 Roztwory
Roztwory do izolacji plazmidow w malej skali metodg lizy w warunkach alkalicznych

(tzw. mini-prepy):

a) roztwér ALM1
50mM dekstroza
10mM EDTA
25mM Tris
b) roztwér ALM2 (Swiezo przygotowany)
1% SDS
0,2M NaOH
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Roztwory do wybarwiania bialek rozdzielonych metodq elektroforezy w Zelu
poliakryloamidowym

a) barwigcy roztwor komasyny (na 1000ml)
500mI metanolu
100ml kwasu octowego
2,5¢g Blekitu Coomassie’go R-250
dopetni¢ H20 do 1000ml
b) roztwor odbarwiajacy (na 1000ml)
100ml metanolu
50ml kwasu octowego
dopetni¢ H20 do 1000ml
Roztwor do wybarwiania kwasow nukleinowych po elektroforezie w Zelu agarozowym
Bromek etydyny (roztwoér wodny 0,5pg/ml)
Roztwor X-gal (0,5mg/ml) w dimetyloformamidzie (DMF)
Wodny roztwor IPTG (IM lub 0,1M)

Wodny roztwor ampicyliny (0,1g/ml)

3.1.8 Bufory
Bufory do izolacji i oczyszczania HIV-1 RT i jej pochodnych:
a) bufor |
50mM NazHPO4, pH 8
50mM NacCl
b) bufor Il
50mM NazHPOq, pH 7
300mM NaCl
c) bufor Il
50mM NazHPOys, pH 6
300mM NaCl

10% glicerol
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d) HEPES (50mM, pH 7)
1,5mM Na;HPO4
275mM NaCl
10mM KCI
10mM dekstroza
50mM HEPES

e) bufor rownowazacy do kolumny FPLC
50mM NazHPOg4, pH 6
100mM NaCl
10mM B-merkaptoetanol
5% glicerol

Bufory do analizy rozpuszczalnosci biatek:

a) Dx1
20mM Tris-HCI pH 8
20mM B-merkaptoetanol
5% glicerol

b) Dx0,5
1obj. buforu D x1
1obj. 20mM MgCl.

Bufor X - do przechowywania HIV-1 RT

50mM Tris-HCI pH 8
0,2M NaCl
0,ImM EDTA
ImM DTT
50% glicerol
Bufor RT - standardowy bufor do reakcji odwrotnej transkrypcji
50mM Tris-HCI, pH 8,3
75mM KCI
3mM MgCl:
10mM DTT
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Bufor do RT z Mn?*
50mM Tris-Hcl, pH 8,3
75mM KClI
3mM MnCl
10mM DTT
Bufor do elektroforezy kwasow nukleinowych (TBE)
100mM Tris-HCI pH 8.3
100mM kwas borowy
1mM EDTA
Bufor do elektroforezy biatek w warunkach denaturujgcych
25mM Tris-HCI pH 8.3
192mM Glicyna
0,1% SDS

Bufory obcigzajgce, stosowane podczas rozdziatu elektroforetycznego:

a) bufor BJ (ang. blue juice) - do rozdzialu elektroforetycznego kwasow
nukleinowych w zelu agarozowym, w warunkach natywnych (6x)
100pl 1M Tris-HCI, pH 7,5 (Ck=10mM)
186mg EDTA (Cx=50mM)
1g Ficoll 400 (Cx=10%)
25mg Biekitu bromofenolowego (Cx=0,25%)
25mg Cjanolu ksylenowego (Ck=0,25%)
dopetniono H20 do 10ml
b) bufory do rozdzialu elektroforetycznego kwasow nukleinowych w zelu
poliakryloamidowym, w warunkach denaturujgacych
-UD (ang. urea dye) - 0,05% Btekit bromofenolowy i/lub 0,05% Cjanol
ksylenowy w 7M wodnym roztworze mocznika
-FD (ang. formamide dye) - 0,05% Blekit bromofenolowy i/lub 0,05%
Cjanol ksylenowy, 20mM EDTA w 95% roztworze formamidu

c) bufor SB (ang. sample buffer) - do rozdzialu elektroforetycznego
bialek w zelu poliakryloamidowym, w warunkach denaturujacych (4x)
2,5ml 1M Tris-HCI, pH 6,8 (Ck=200mM)
2ml B-merkaptoetanol (Cx=20%)

98



WYNIKI I DYSKUSJA

0,89 SDS (C«k=8%)

15mg Btekitu bromofenolowego (Cx=0,15%)
4ml glicerolu (Ck=40%)

dopetniono H.O do 10ml

3.1.9 Pozywki
Poiywka plynna LB

10g Bacto®-tryptonu

5g wyciagu drozdzowego

10g NaCl

dopetniono H20 do 1000ml i sterylizowano przez autoklawowanie

Pozywka plynna LB 7 ampicyling (C« 0,2mg/ml)

do 11 wysterylizowanej i1 schlodzonej do temp. co najmniej 55°C pozywki LB
dodawano 2ml roztworu ampicyliny (0,1g/ml)
Pozywka stala z ampicyling (Cx 0,2mg/ml)

29 Bacto®-tryptonu

1,25g wyciagu drozdzowego

1,25g NaCl

dopetniono H>O do 250ml

dodano 3,759 bactro-agaru i sterylizowano przez autoklawowanie

do schtodzonego roztworu, o temp. 55°C, dodano 0,5ml roztworu

ampicyliny (0,1g/ml) 1 wylano na ptytki

3.1.10 Zele

Zele agarozowe
a) 1,0% zel agarozowy
0,459 agarozy rozpuszczono w 450ml buforu TBE
b) 1,5 % zel agarozowy
0,675 g agarozy rozpuszczono w 450ml buforu TBE

Zele poliakryloamidowe do rozdziatu elektroforetycznego kwaséw nukleinowych

a) 40% roztwor wodny bis-akryloamidu (29:1)
386,79 akryloamidu
13,3g N,N’-metylenobisakrylamidu
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dopetniono H20 do 1000ml

b) 8% PAA, 7M mocznik

200ml 40% roztworu wodnego bis-akryloamidu

420g mocznika®

100ml 10xTBE

dopetniono H,O do 1000ml
c) 12% PAA, 7TM mocznik

300ml 40% roztworu wodnego bis-akryloamidu

420g mocznika®

100ml 10xTBE

dopetniono H.O do 1000ml
1 Roztwor bis-akryloamidu i mocznika dejonizowano 1h z wykorzystaniem 0,2 obj.

zywicy jonowymiennej AG® 501-X8 (producent Bio-Rad). Po przesaczeniu roztworu

przez bibute, dodano 10xTBE i dopetniono H20 do 1000ml.

Zele poliakryloamidowe przygotowywano wedtug schematu podanego w Tabeli 3.1

Mieszaniny wylewano mig¢dzy szyby i pozostawiano do polimeryzacji przez ok. 1h.

Tabela 3.1 Przygotowanie zeli poliakryloamidowych

wymiary zelu [mm] 8% lub 12% PAA* APS TEMED
180 x 195 x 1 45ml 450ul 124l
400 x 325 x 0,5 95ml 900l 27yl

*PAA — roztwor poliakryloamidu w przypadku denaturujacych zeli poliakryloamidowych zawierat 7M

mocznik (Materiaty i Metody 3.1.10)

Zele poliakryloamidowe do rozdziatu elektroforetycznego biatek w aparacie firmy Bio

Rad

a) 15% PAA zel rozdzielajacy
6,00ml1 30% akrylamid/ 0,8% N,N’-metylenobisakrylamid
4,40ml 1M Tris-HCI pH 8,7
0,12ml 10% SDS
0,01ml TEMED
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0,04ml 10% APS
dopetniono H20 do 12ml
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b) 5% PAA zel zageszczajacy
0,850ml 30% akrylamid/ 0,8% N,N’-metylenobisakrylamid
0,625ml 1M Tris-HCI pH 6,8
0,050ml 10% SDS
0,012ml TEMED
0,025ml 10% APS
dopetniono H2O do 5ml

3.1.11 Wzorce dtugosci DNA
1kB i 0,1kB (0,5mg/ml, producent SIGMA)

3.1.12 Wzorce masy biatek
Mid-Range Protein Molecular Weight Marker (0,5mg/ml, producent Promega)
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3.2 Metody

3.2.1 Otrzymywanie biatek

3.2.1.1 Ekspresja HIV-1 RT, podjednostek p66 i p51 oraz mutantéw p66
w komorkach bakteryjnych

1.

10.

11.

Ze stoku glicerolowego bakterii E. coli BL21(DE3)pLysS, transformowanych
wektorem pDARL, mutpDARI1 Iub p51pET, pobrano zaszczepke i przeniesiono do
10ml pozywki LB z ampicyling, hodowle prowadzono 12h wytrzasajac przy
280rpm, w temp. 37°C.

Zawiesing bakterii zaszczepiono 0,51 pozywki LB z ampicyling i inkubowano
w temp. 37°C przez okoto 3-4h, caly czas wytrzasajac przy 280rpm. Inkubacja
powinna trwa¢ do momentu osiagniecia przez bakterie gestosci optycznej
ODs00=0,6-0,8.

Do 0,51 zawiesiny bakterii dodawano 250ul 1M roztworu wodnego IPTG
I wytrzgsano przez 3h, przy 280rpm, w temp. 37°C.

Zawiesing bakterii wirowano 15min. z predkoscig 5000rpm, w temp. 4°C; dalsze
postepowanie prowadzone byto w temp. 4°C.

Roztwor dekantowano, a osad rozpuszczano w buforze I, w proporcji 5g komorek
na 10ml buforu.

Zawiesing inkubowano 0,5h na lodzie.

Dodawano 1ml 4M NaCl, inkubowano na lodzie przez kolejne 15min.

Sonikowano trzykrotnie po 30sec (amplituda 70-80% - aparat Autotune Series, High
Intensity Ultrasonic Processor, 750 Watt Model, producent Sigma), z 5min.
odstgpami na inkubacje¢ na lodzie.

Uzyskang zawiesing wirowano 30min. z predkoscig 15000rpm, w temp. 4°C.
Supernatant przenoszono do nowej probowki i rozcienczano jedng objgtoscia buforu
Il.

Tak przygotowany ekstrakt nanoszono na kolumng¢ niklowa, uprzednio

zréwnowazong buforem II.

3.2.1.2 Oczyszczanie biatek

a)
1.

Chromatografia powinowactwa
Ekstrakt biatkowy w buforze II nanoszono na kolumne niklowa, zrownowazong

buforem I1.
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b)

Kolumng¢ przemywano 20ml buforu II.

Kolumng przemywano 20ml buforu III, zawierajacego imidazol (Ck=10mM).
Kolumneg przemywano 10ml porcjami buforu III, do kazdej kolejnej porcji
dodawano imidazol tak, by jego st¢zenie koncowe wzrastato stopniowo i wynosito:
100, 200, 300, 400, 500mM.

Zebrane frakcje analizowano metoda elektroforezy w 15% denaturujacym zelu
poliakryloamidowym.

Frakcje, zawierajagcg pozadane biatko, zageszczano (pkt. 3.2.1.2d) w obecnosci
buforu 50mM Tris pH 8,0.

Chromatografia jonowymienna

Ekstrakt bialkkowy w buforze 50mM Tris pH 8,0 (w obj. 1ml) nanoszono na
kolumng¢ Q-sefarozowg, zrbwnowazong buforem 50mM Tris pH 8,0.

Kolumng przemywano 10ml buforu 50mM Tris pH 8,0.

Kolumng przemywano gradientem buforu 50mM Tris pH 8,0 - 50mM Hepes pH
7,0 (Tabela 3.2.1).

Zebrane frakcje analizowano metoda elektroforezy w 15% denaturujagcym zelu
poliakryloamidowym.

Frakcjg, zawierajaca pozadane biatko, zageszczano (pkt. 3.2.1.2d) w obecnosci
buforu 50mM Tris pH 8,0.

Tabela 3.2.1 Warunki wymywania heterodimeru p66/p51 z kolumny

jonowymiennej HiTrap® Q

nr | Tris pH 8,0 | Hepes pH 7,0

1 4ml iml
2 3ml 2ml
3 2ml 3ml

Wysokorozdzielcza chromatografia cieczowa (FPLC — ang. Fast Performance
Liquid Chromatography)

Ekstrakt biatkowy zageszczano na filtrach molekularnych  30,000MW
I umieszczano w buforze rownowazacym do kolumny FPLC, w obj. 2ml.
Przygotowany preparat nanoszono na zrownowazong buforem kolumne FPLC.

Kolumng przemywano buforem do kolumny FPLC.
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d)

Zebrane frakcje analizowano metoda elektroforezy w 15% denaturujacym zelu
poliakryloamidowym.

Frakcje, zawierajagcg pozadane biatko, zageszczano (pkt. 3.2.1.2d) w obecnosci
buforu 50mM Tris pH 8,0.

Wymiana buforu oraz zageszczanie bialek

W celu wymiany buforu lub zaggszczenia biatka, preparat biatkowy saczono na

filtrach 30,000MW (producent VIVASCIENCE lub Millipore).

3.2.1.3 Analiza rozpuszczalnosci biatek

1.

© © N o

Pobrano 1ml zawiesiny bakteryjnej, poddanej 3h inkubacji w temp. 37°C,
W obecnosci induktora IPTG (Materiaty i Metody 3.2.1.1 pkt. 3) i wirowano 1min.
z predkoscig 10000rpm.

Roztwor dekantowano, a osad rozpuszczano w 100ul buforu 0,5x D.

Zawiesine inkubowano 15min. na lodzie.

Wirowano 15min. z predkoscig 14000rpm, w temp. 4°C.

W supernatancie powinna znajdowac si¢ frakcja biatek rozpuszczalnych, natomiast
w osadzie — frakcja biatek nierozpuszczalnych.

Frakcj¢ bialek rozpuszczalnych potaczono z buforem SB (do koncowego stezenia
buforu 1x) i analizowano metoda elektroforezy w 15% denaturujacym zelu
poliakryloamidowym (Materiaty i Metody 3.2.18).

Osad zawieszano w 200ul 6M roztworu mocznika w buforze 0,5x D.

Inkubowano 15min. w temp. 37°C.

Wirowano 15min. z predkoscig 14000rpm.

Supernatant polagczono z buforem SB (do koncowego stezenia buforu 1x)
i analizowano  metodg  elektroforezy w  15%  denaturujacym  zelu

poliakryloamidowym (Materiaty 1 Metody 3.2.18).
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3.2.2 Amplifikacja DNA metoda PCR

Reakcje prowadzono w objetosci 50ul, wg schematu podanego w Tabeli 3.2.2.

Tabela 3.2.2 Sklad typowej reakcji PCR

nr sktadnik ilos¢
1. matryca (0,01ug/ul) 1pl

2. |starter homologiczny do koiica 5' powielanego fragmentu 3,2pmola
3. |starter komplementarny do kofica 3' powielanego fragmentu 3,2pmola
4. |dNTP C=2,5mM, Ck=0,2mM 4l
5. |bufor reakcyjny 10x! Sl
6. |polimeraza DNA Taq (5u/pl) 1yl
7. |H0 do 50pl
! Sktad buforu reakcyjnego 1x: 50mM KCIl, 10mM Tris-HCI pH 9, 1,5mM MgCly, 0,1% Triton® X-100

Wszystkie reakcje PCR prowadzone byly w aparacie firmy Biometra®, w warunkach

ustalanych indywidualnie dla poszczegélnych reakcji, nastepnie poddawane byty

analizie metoda elektroforezy w zelu agarozowym. Stgzenie uzyskanego DNA

okreslano za pomocg pomiaru absorpcji promieniowania UV dla Az2eo.

3.2.3 Otrzymywanie poszczegdlnych podjednostek HIV-1 RT i jej mutantéw

3.2.3.1 Otrzymywanie podjednostki p66

a) klonowanie fragmentu kodujacego bialko p66 i wprowadzanie uzyskanej

sekwencji do wektora ekspresyjnego pET11a

1. Fragment kodujacy biatko p66 powielano metoda PCR, z wykorzystaniem wektora

pDAR1 jako matrycy i starterow: p66-3cor (0,15ug, 3,2pmola) oraz p66-5 (0,15ug,

3,2pmola), wprowadzajacych miejsca restrykcyjne rozpoznawane odpowiednio przez

enzymy BamH | oraz Xba I. Warunki reakcji PCR zostaty opisane w Tabeli 3.2.3.
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Tabela 3.2.3 Warunki reakcji PCR nr 1

nr etapu etap czas temperatura floS¢ powtérzed
etapu
1. Denaturacja 5min 94°C
Hybrydyzacja Imin 60°C 1
Elongacja 3min 72°C
2. Denaturacja Imin 94°C
Hybrydyzacja Imin 60°C 30
Elongacja 3min 72°C

2. Produkty reakcji PCR oczyszczano przy pomocy zestawu QIAGEN PCR Purification
Kit.

3. Oczyszczony DNA poddano reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi BamH |
oraz Xba I.

4. Ponownie oczyszczano DNA przy pomocy zestawu QIAGEN PCR Purification Kit.

5. Tak przygotowany fragment poddano reakcji ligacji z plazmidem pET11a, ktory
wczesniej zostal przecigty enzymami restrykcyjnymi Nhe | oraz BamH | (enzymy
Xba | i Nhe I generuja tzw. kompatybilne konce), Materiaty i Metody 3.2.8 i 3.2.10.

6. Produktem ligacji transformowano komoérki E. coli DH5a, (Materiaty i Metody
3.2.7.1b).

7. Wyizolowane z pojedynczych kolonii plazmidy poddano analizie restrykcyjnej,
anastepnie potwierdzono obecnos¢ insertu przez sekwencjonowanie. Plazmid
pET11a z wligowang, pomigdzy miejsca restrykcyjne Nhe | oraz BamH 1, sekwencja
kodujaca biatko p66 nazwano wektorem p66pET. Jego uzycie do ekspresji biatka
p66 w komorkach bakteryjnych BL21(DE3)LysS zakonczyto si¢ niepowodzeniem,
dlatego zdecydowano si¢ na inng strategi¢ otrzymania podjednostki p66.

b) ukierunkowana mutageneza wektora ekspresyjnego pDAR1

Zastosowana metoda miata na celu zmodyfikowanie wektora pDAR1 w taki sposob,
aby w komorkach bakteryjnych nie dochodzito do ekspresji wirusowej proteazy
I tworzenia podjednostki p51. W zwigzku z brakiem unikalnego miejsca restrykcyjnego
w poblizu kodonu START proteazy, z wektora pDAR1 usunigto catag sekwencje

kodujaca wirusowa proteaze, przy pomocy trawienia enzymami restrykcyjnymi ECoR |
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oraz Hind III. Nastepnie wyciety fragment zrekonstruowano metoda PCR w taki
sposob, by kodon START proteazy HIV-1, zostal zastapiony kodonem leucynowym
(AUG—UUQG), (Rys. 3.2).

2) 3)
4% AAC Bmutp-3 Amutp-5-Bmutp-3_TTG Crutp3
é promotor Amutp-5 mm—— - ™
(9" polimerazy RNA T7 g E_ > Ecoil _ W >

Hind Il

EcoR|

4) 6)

Amutp-5 Cmutp-3 S
DL S
Amutp-5-Bmutp-3-Cmutp-3 ,

mutpDAR1

Hind Il
EcoR1

Rysunek 3.2 Schemat ukierunkowanej mutagenezy wektora ekspresyjnego pDAR1. 1) Z wektora
ekspresyjnego pDAR1 wycigto fragment kodujacy proteaze HIV-1, za pomoca enzymoéw restrykcyjnych
EcoR | oraz Hind III. 2) Usunicty fragment, obejmujacy sekwencje wirusowej proteazy, postuzyt jako
matryca do pierwszej reakcji PCR, z udzialem starteréw: Amutp-5 - wprowadzajacego sekwencje
rozpoznawang przez enzym restrykcyjny ECOR | oraz Bmutp-3, wprowadzajacego mutacj¢ do kodonu
START wirusowej proteazy AUG—UUG. 3) Otrzymany za pomoca starterow Amutp-5 oraz Bmutp-3
fragment postuzyt jako starter w drugiej reakcji PCR., razem ze starterem Cmutp-3, wprowadzajacym
sekwencje rozpoznawang przez enzym restrykcyjny Hind III oraz te samg matryce, ktorg uzyto
w pierwszej reakcji PCR. 4) Wiasciwej dtugosci produkt reakcji PCR wyizolowano z zelu i powielono
metodg PCR z wykorzystaniem starterow Amutp-5 oraz Bmutp-3. 5) Otrzymany fragment poddano
trawieniu enzymami restrykcyjnymi EcoR | oraz Hind 111 i wligowano do wektora pDAR1, zliniowanego
enzymami EcoR | oraz Hind III. 6) Wektor ekspresyjny pDARI, niosacy mutacje¢ kodonu START

wirusowej proteazy AUG—UUG, nazwano mutpDAR1.

1. Podczas pierwszego etapu mutagenezy, za pomoca reakcji PCR wprowadzono
mutacje¢ A—U do kodonu START proteazy HIV-1. Jako matryce wykorzystano
fragment wyciety z wektora pDARI przy pomocy enzymow restrykcyjnych ECoR |
oraz Hind Ill, jako startery Amutp-5 (0,15pg, 3,2pmola) oraz Bmutp-3 (0,15ug,

3,2pmola), warunki reakcji opisano w Tabeli 3.2.4.
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Tabela 3.2.4 Warunki pierwszego etapu reakcji ukierunkowanej mutagenezy

sekwencji kodujacej proteaze HIV-1, PCR nr 2

nr etapu etap czas temperatura floS¢ powtérze
etapu
1. Denaturacja 2min 94°C
Hybrydyzacja Imin 61°C 1
Elongacja Imin 72°C
2. Denaturacja 30sec 94°C
Hybrydyzacja 30sec 61°C 30
Elongacja 30sec 72°C

2. Podczas drugiego etapu mutagenezy, w reakcji PCR powielano fragment wyciety
z wektora pDARI1, wykorzystujac jako jeden ze starterow oczyszczony produkt
pierwszego etapu reakcji ukierunkowanej mutagenezy (5’-konicowy odcinek
sekwencji kodujacej wirusowa proteaze, posiadajacy substytucje A—U w obrebie
kodonu START) oraz starter komplementarny do konca 3’ powielanej sekwencji -

Cmutp-3 (0,15ug, 3,2pmola). Warunki reakcji podano w Tabeli 3.2.5.

Tabela 3.2.5 Warunki drugiego etapu reakcji ukierunkowanej mutagenezy

sekwencji kodujacej proteaze HIV-1, PCR nr 3

nr etapu etap czas temperatura lloS¢ powtérzed
etapu
1. Denaturacja 4min 94°C
Hybrydyzacja 30sec 60°C 1
Elongacja 30sec 72°C
2. Denaturacja 2min 94°C
Hybrydyzacja 30sec 60°C 15
Elongacja 30sec 72°C
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. Produkty drugiego etapu reakcji ukierunkowanej mutagenezy rozdzielano w 1% zelu
agarozowym i wyizolowano oczekiwanej dtugosci DNA, stosujac procedur¢ opisang
w QIlAquick Gel Extraction Kit Protocol, producent QIAGEN.

. Podczas trzeciej reakcji PCR, wyizolowany z zelu DNA powielano przy pomocy
starterow Amutp-5 (0,15ug, 3,2pmola) oraz Cmutp-3 (0,15ug, 3,2pmola). Warunki reakcji
podano w Tabeli 3.2.6.

Tabela 3.2.6 Amplifikacja sekwencji kodujacej proteaz¢ HIV-1, posiadajacej
mutacje kodonu START AUG—UUG, PCR nr 4

nr etapu etap czas temperatura ilo$¢ powtérzen
etapu
Denaturacja 2min 94°C
Hybrydyzacja Imin 60°C 1
Elongacja Imin 72°C
Denaturacja 30sec 94°C
Hybrydyzacja 30sec 60°C 30
Elongacja 30sec 72°C

. Oczyszczony produkt trzeciej reakcji PCR poddano trawieniu enzymami
restrykcyjnymi EcoR | oraz Hind IlI.

. Preparat oczyszczano przy pomocy zestawu QIAGEN PCR Purification Kit.

. Tak przygotowany fragment poddano reakcji ligacji z wektorem pDARI, ktory
zostat wezesniej przecigty enzymami restrykcyjnymi ECOR | oraz Hind III (Materiaty
I Metody 3.2.10).

. Produktem ligacji transformowano komoérki E. coli DH5a (Materialty i Metody
3.2.7.1b).

. Wyizolowane z pojedynczych kolonii plazmidy poddano analizie restrykcyjnej,

a nastgpnie przesekwencjonowano, w celu potwierdzenia obecnosci mutacji.

10. Otrzymany wektor nazwano mutpDARI. Ekspresja p66 prowadzona byta

w komorkach bakteryjnych BL21(DE3)LysS, Materiaty i Metody 3.2.1.
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3.2.3.2 Otrzymywanie podjednostki p51

W celu uzyskania podjednostki p51, przyjeto strategie zastosowang pierwotnie do
otrzymania podjednostki p66 (3.2.3.1a). Sklonowano fragment kodujacy biatko p51
i wprowadzono go do wektora ekspresyjnego pET1la. Fragment kodujacy biatko p51
powielano metoda PCR, w warunkach opisanych w Tabeli 3.2.3. W reakcji
wykorzystano wektor pDARI1 jako matryce oraz startery: p51-3cor (0,2pg, 3,2pmola)
i p66-5 (0,15pg, 3,2pmola), wprowadzajace miejsca restrykcyjne rozpoznawane
odpowiednio przez enzymy BamH | oraz Xba I. Eksperyment zostal przeprowadzony

zgodnie z procedurg opisang w rozdziale Materiaty i Metody 3.2.3.1a.

3.2.3.3 Otrzymywanie mutantow HIV-1 RT

W celu otrzymania mutantéw HIV-1 RT zastosowano metode tzw. ,,szybkiej
mutagenezy” (ang. Qiuck Change Mutagenesis Protocol), pozwalajaca na
wprowadzanie mutacji podczas amplifikacji catych plazmidow, bez potrzeby wycinania
1 ponownego ligowania modyfikowanych sekwencji. Istota wybranej strategii jest
uzycie polimerazy DNA Pfu, wiernie kopiujacej zadane sekwencje. Polimeraza
rozpoczyna replikacje plazmidu z dwoéch wzajemnie komplementarnych starterow, do
ktérych wprowadzono odpowiednie mutacje. W rezultacie powstaje mieszanina
plazmidowych DNA, w sktad ktorej wchodza niezmutowane czasteczki matrycowe
(plazmidy 1zolowane z bakterii, posiadajgce licznie metylowane zasady) oraz
pozbawione metylacji zmutowane czasteczki potomne. Dzigki zastosowaniu enzymu
restrykcyjnego Dpn 1, specyficznie rozpoznajacego zmetylowane sekwencje, mozna
selektywnie zdegradowac czasteczki matrycowe. W rezultacie pozostaja tylko mutanty,

ktorymi transformuje si¢ komorki kompetentne (Rys. 3.3).
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Rysunek 3.3 Schemat wprowadzania mutacji do plazmidéw metoda tzw. ,,szybkiej mutagenezy”.
1) W reakcji PCR wykorzystano wektor ekspresyjny mutpDAR1 (jako matrycg) oraz dwa wzajemnie
komplementarne startery (zaznaczone czerwonymi strzatkami), niosace zadane mutacje (zaznaczone gwiazdka).
Plazmidy stuzace jako matryce (zaznaczone granatowymi liniami), wcze$niej namnazane byly w bakteriach,
posiadaty wiec licznie metylowane zasady. 2) Poprzedzona denaturacjg amplifikacja plazmidow, mogta zostaé
rozpoczeta dzieki obecno$ci dwoch komplementarnych starterow. 3) Polimeraza DNA Pfu bardzo precyzyjnie
kopiuje czasteczki matrycowe. Po pierwszym cyklu reakcji PCR otrzymano plazmidy posiadajace jedna nié
metylowang (ni¢ matrycowa) oraz druga niemetylowana, niosgca mutacje (ni¢ potomna, zaznaczona czerwong linig).
4) i 5) W kolejnych cyklach reakcji PCR wykladniczo przyrastata ilos¢ plazmidoéw, posiadajacych mutacje w obydwu
niciach. 6) Po zakonczeniu reakcji PCR, w mieszanie reakcyjnej obecne byly wektory typu dzikiego, hybrydy nici
typu dzikiego oraz nici zmutowanych (nie przedstawione na rysunku) oraz, w najwigkszej ilosci, plazmidy
posiadajace zadang mutacj¢. 7) Selekcje wektorow przeprowadzono wykorzystujac enzym restrykcyjny Dpn |,

specyficznie rozpoznajacy i przecinajacy metylowane sekwencje, obecne w wektorach matrycowych typu dzikiego.
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1. Do otrzymania pigciu mutantéw podjednostki p66 HIV-1 RT: M230—A, N255—-A,
Q258—A, K263—A oraz H361—->A postuzyt wektor mutpDAR1, wykorzystywany
do ekspresji biatka p66. Mutageneze przeprowadzono dwustopniowo, wykorzystujac

pary wzajemnie komplementarnych starteréw, wprowadzajacych zadane mutacje:
zestaw 1: 5M-A230 i 3M-A230; zestaw 2: 5N-A255 i 3N-A255; zestaw 3: 5Q-A258 i 3Q-
A258; zestaw 4: 5K-A263 i 3K-A263; zestaw5: 5H-A361 i3H-A361 (starter 5’

wymieniany jest jako pierwszy, natomiast 3’ — jako drugi).

a) W pierwszym etapie mutagenezy przeprowadzano dwie niezalezne reakcje PCR:
REAKCJA NR 1 - w obecnos$ci wektora mutpDARI jako matrycy i startera 5’ oraz
REAKCJA NR 2 - w obecnosci wektora mutpDARI i startera 3’. Dodatkowo
przeprowadzono reakcje kontrolng, w obecnosci samego wektora mutpDARI1, bez
udziatu starterow (KONTROLA). Warunki reakcji PCR przedstawiono w Tabeli
3.2.7 oraz 3.2.8.

Tabela 3.2.7 | etap mutagenezy wektora mutpDARL, PCR nr 5

SKLADNIKI KONTROLA REAKCJA NR 1 REAKCJA NR 2
H20 Do 50yl do 50yl do 50yl
10x bufor reakcyjny Sul 5ul 5ul
dla polimerazy DNA Pfu
matryca mutpDARI1 0.,5ug 0.,5ug 0.,5ug
starter 5' - 1ug, 75pmol -
starter 3' - - 1pg, 75pmol
dNTP Cp=2,5mM, 5yl 5yl 5ul
Ck=0,25mM
polimeraza DNA Pfu 1u 1u 1u
(2-3u/ul)
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Tabela 3.2.8 Warunki reakcji PCR nr 5 -

I-go etapu mutagenezy wektora mutpDAR1

nr etapu etap czas temperatura oS powtérzef
etapu
1. Denaturacja Imin 96°C 1
2. Denaturacja 50sec 96°C
Hybrydyzacja 50sec 60°C 10
Elongacja 16min 68°C
3. Elongacja 7min 68°C 1

b) W drugim etapie mutagenezy, potaczono produkty REAKCJI NR 1 oraz 2. Powstalg
mieszaning (100ul), rozdzielono na dwie proboéwki, po 50ul kazda. Do tak
przygotowanych probek oraz proby kontrolnej dodano kolejng 1u polimerazy DNA
Pfu i kontynuowano amplifikacje plazmidow metoda PCR. Warunki reakcji PCR

nr 6 przedstawiono w Tabeli 3.2.9.

Tabela 3.2.9 Warunki reakcji PCR nr 6 -
11-go etapu mutagenezy wektora mutpDAR1

nr etapu etap czas temperatura lloS¢ powtérzed
etapu
1. Denaturacja Imin 96°C 1
2. Denaturacja 50sec 96°C
Hybrydyzacja 50sec 60°C 20
Elongacja 16min 68°C
3. Elongacja 7min 68°C 1

2. Produkty reakcji PCR oczyszczano za pomoca zestawu PCR Purification Kit
(QIAGEN).

3. Oczyszczone produkty trawiono enzymem restrykcyjnym Dpn 1, (Materiaty
i Metody 3.2.8).
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4. Produkty reakcji ponownie oczyszczano za pomocg zestawu PCR Purification Kit
(QIAGEN).

5. Uzyskanym DNA transformowano komorki E. coli DH5a, (Materiaty i Metody
3.2.7.1b).

6. Wyizolowane z pojedynczych kolonii plazmidy poddano analizie restrykcyjnej,
a nastepnie przesekwencjonowano, w celu potwierdzenia obecno$ci mutacji
w domenie polimerazowej p66.

7. Ekspresja mutantow p66 prowadzona byla w komorkach bakteryjnych
BL21(DE3)LysS, Materiaty i Metody 3.2.1.

3.2.4 Otrzymywanie matryc

3.2.4.1 Otrzymywanie matryc DNA
Jednoniciowe DNA otrzymywane byly na drodze syntezy chemicznej, a nastgpnie

oczyszczane zgodnie z procedurg opisang w rozdziale Materiaty i Metody 3.2.13.

3.2.4.2 Otrzymywanie matryc RNA

a) matryce RNA (powyzej 60 nt)

1. Pierwszy etap otrzymywania dlugich czasteczek RNA polegal na zsyntetyzowaniu
dsDNA, zaopatrzonego w sekwencje promotorowa, rozpoznawang przez polimeraze
RNA T7. W reakcji PCR otrzymywano dsDNA, stanowigcy matryce do syntezy
nastgpujacych czasteczek RNA:

- HVR-5-RNA - reakcj¢ PCR prowadzono w obecnosci plazmidu pUCI8-HVR5
(0,01pg) oraz starterow: RCT-7 (0,2pg, 3,2pmola) i RC-3 (0,15ug, 3,2pmola); WyniKi
i Dyskusja 4.2.1,

- RNAIL-D - reakcj¢ PCR prowadzono w obecnosci plazmidu pRNA1-NH 1 (0,01pg)
oraz starterow: DT7-5 (0,2pg, 3,2pmola) i Drec-3pUC19 (0,1pg, 3,2pmola),

- RNAS-A - reakcje PCR prowadzono w obecno$ci plazmidu pMarl-RNA3 (0,01pg)
oraz starterow: AT7-5pUC19 (0,2ug, 3,2pmola) oraz A3 (0,1pg, 3,2pmola), WyniKi
i Dyskusja 4.4.2.1).

Warunki reakcji PCR przedstawiono w Tabeli 3.2.10.
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Tabela 3.2.10 Warunki reakcji syntezy dsDNA, zaopatrzonego w promotor
polimerazy RNA T7, PCR nr7

nr etapu etap czas temperatura oS¢ powtérzef
etapu
1. Denaturacja 3min 94°C
Hybrydyzacja Imin 61°C 1
Elongacja Imin 72°C
2. Denaturacja 30sec 94°C
Hybrydyzacja 30sec 61°C 30
Elongacja 30sec 72°C

2. Produkty reakcji oczyszczano metoda fenol-chloroform.
3. Oczyszczone dsDNA zostaly wykorzystane jako matryce w reakcji transkrypcji in
vitro, Materiaty i Metody 3.2.12.

b) matryce RNA (do 60 nt)

Krotkie czasteczki RNA otrzymywano réwniez metoda transkrypcji in vitro, z ta
roznica, iz jako matryc DNA uzywano jednoniciowych syntetycznych czasteczek DNA,
posiadajacych sekwencje promotorowa polimerazy RNA T7 (syntetyczne matryce
ssDNA: EtoEd:-M, EtoE-al0-M, EtoE-a5-M, EtoE-a3-M, EtoE-a-M, HEL-D-M, HEL-
A-M, HEL-M). Przed reakcja matryce hybrydyzowano z krotsza czasteczka ssDNA
EtoE-T7-RNA. W ten sposob tylko sekwencja promotora wystgpowata w formie

dwuniciowej, niezbednej do zainicjowania transkrypcji (Rys. 3.4).

EtoE-T7-RNA
5’ I 3’

3’ I S’

5 e—

Rysunek 3.4 Otrzymywanie czasteczek RNA metodg transkrypcji in vitro. Czerwonym prostokatem
oznaczono fragmenty tworzace promotor polimerazy RNA T7, niebieskim - produkt transkrypcji.
Czasteczki RNA otrzymywano podczas reakcji transkrypcji in vitro, do ktorej wykorzystywano matryce
ssDNA, zawierajace sekwencj¢ promotora polimerazy RNA T7 oraz oligonukleotyd do niej
komplementarny (EtoE-T7-RNA). Hybrydyzacja tych fragmentow prowadzita do utworzenia czesciowo

dwuniciowej matrycy.
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3.2.5 Analiza produktéw reakcji wydtuzania startera

1.
2.

Produkty reakcji wydtluzania startera rozdzielano w zelu poliakryloamidowym.

2ul roztworu, zawierajagcego wyizolowany z zelu produkt (Materialy i Metody
3.2.13), uzyto jako matrycy do reakcji PCR. Jako startery wykorzystano ssDNA,
komplementarne do koncow powielanych fragmentow (3,2pmola kazdy). Warunki

reakcji PCR przedstawiono w Tabeli 3.2.11.

Tabela 3.2.11 Warunki reakcji powielania produktow reakcji wydluzania startera,

PCRnr 8
nr etapu etap czas temperatura lloS¢ powtérzef
etapu
1. Denaturacja 2min 94°C
Hybrydyzacja Imin * 1
Elongacja Imin 72°C
2. Denaturacja 30sec 94°C
Hybrydyzacja 30sec * 30
Elongacja 30sec 72°C

*) Temperatura hybrydyzacji starterow zostala obliczona wg wzoru: Tm=2(A+T)+4(G+C)-5 [°C], gdzie

A+T oznacza ilo$¢ reszt A i T w starterze, a G+C — ilo$¢ reszt G oraz C.

. Oczyszczone produkty reakcji PCR poddawano trawieniu enzymami restrykcyjnymi

(Materialty 1 Metody 3.2.8) lub wypetiano ich konce przy pomocy Fragmentu
Klenowa Polimerazy DNA [ (Materiaty i Metody 3.2.9), a nastgpnie ligowano
z odpowiednio przygotowanym plazmidem pUC19, Materiaty i Metody 3.2.10.

. Uzyskanymi plazmidami transformowano bakterie E. coli, szczep DH5a, Materiaty

I Metody 3.2.7.1b.

. Przeprowadzano izolacj¢ plazmidow z pojedynczych kolonii bakteryjnych, Materiaty

I Metody 3.2.7.2b.

. Otrzymane plazmidy poddano analizie restrykcyjnej, Materialy i Metody 3.2.8.
. Wyselekcjonowane klony sekwencjonowano, Materiaty i Metody 3.2.11.1.

117



WYNIKI I DYSKUSJA

3.2.6 Oczyszczanie kwaséw nukleinowych

3.2.6.1 Oczyszczanie DNA przy pomocy zestawu QIAGEN PCR Purification

Kit

DNA oczyszczano zgodnie z zaleceniami producenta (dotyczy fragmentow o dlugosci

powyzej 100pz).

3.2.6.2 Oczyszczanie DNA lub RNA metodg fenol-chloroform

1.

© ©o N o O

Mieszaning¢ reakcyjng, zawierajaca kwas nukleinowy, rozcienczano do objgtosci co
najmniej 100ul i dodano 0,5 obj. fenolu oraz 0,5 obj. chloroformu.

Wytrzasano i wirowano Imin. z predkoscig 14000 rpm.

Zawierajaca kwas nukleinowy faze wodnag przenoszono do nowej probowki
I dodawano do niej 1 obj. chloroformu, wytrzasano i wirowano 1min. z predkoscia
14000 rpm (dwukrotnie).

Do otrzymanej po ekstrakcji fazy wodnej dodawano 0,1 obj. 3M CH3COONa
i 3 obj. 96% etanolu.

Roztwoér inkubowano 30min. na lodzie.

Wirowano 20min. z predkoscig 14000 rpm.

Roztwor dekantowano, a osad przemywano 500ul 70% etanolu.

Wirowano 20min. z predkoscig 14000 rpm.

Roztwoér dekantowano, a osad suszono i rozpuszczano w 50ul H20.

. Stezenie oczyszczonego DNA badz RNA okreslano mierzac absorpcje

promieniowania UV dla A2eo.

3.2.7 Otrzymywanie plazmidéw

3.2.7.1 Transformacja
a) transformacja metoda elektroporacji

1.

Do 50ul zawiesiny komodrek kompetentnych DH5a dodawano 1ng plazmidu, catosé¢
umieszczano w kuwecie i przeprowadzano elektroporacje (warunki elektroporacji:
napiecie - 2,5kV; pojemno$¢ pola — 25uF; opornos¢ - 200Q2; czas trwania: 3-7msec).
Do transformowanych komoérek dodawano Iml plynnej pozywki LB i wytrzasano

45min. w temp. 37°C.
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3. 100-500ul zawiesiny bakteryjnej nanoszono na plytke z pozywka stata zawierajaca
ampicyling i inkubowano przez noc w temp. 37°C.

4. Nastepnego dnia otrzymywano pojedyncze kolonie bakterii.
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b) transformacja metoda heat-shock:

1. Do 25ul (50ul w przypadku produktu ligacji) zawiesiny komoérek kompetentnych
DH5a dodawano 1ng plazmidu i inkubowano 45min. na lodzie.

2. Zawiesing ogrzewano przez 45sec w temp. 42°C.

3. Schiadzano 5min. na lodzie.

4. Do transformowanych komorek dodawano 1ml plynnej pozywki LB i wytrzasano
45min. w temp. 37°C.

5. 100ul zawiesiny bakteryjnej nanoszono na ptytke z pozywka statg zawierajaca
ampicyling 1 inkubowano przez noc w temp. 37°C (w przypadku plazmidow
z systemem Blue/White screening, do 100ul zawiesiny bakteryjnej dodawano 30ul
X-gal (50pg/ml) oraz 15ul 0,1M roztworu wodnego IPTG).

6. Nastepnego dnia otrzymywano pojedyncze kolonie bakterii.

3.2.7.2 lzolacja plazmidow
a) Otrzymywanie plazmidow w duzej skali (wydajnos¢ ok. 500pg)
Plazmidy otrzymywano przy pomocy zestawu QIAGEN Plasmid Maxi kit, zgodnie

z zaleceniami producenta.

b) Otrzymywanie plazmidéw w malej skali metodg lizy w warunkach alkalicznych
(tzw. mini-prepy, wydajnos¢ ok. 5-10pg)

1. Pojedyncze kolonie bakteryjne przenoszono do 2ml ptynnej pozywki LB
Z ampicyling 1 wytrzasano 12-14h w temp. 37°C.

2. Nastgpnego dnia zawiesing bakterii wirowano Imin. z predkoscig 10000 rpm.

3. Roztwoér dekantowano, a zawierajacy bakterie osad zawieszano w 100ul roztworu
ALM1.

4. Dodawano 200ul $§wiezo przygotowanego roztworu ALM2, delikatnie mieszano

i inkubowano 5 min. na lodzie.

Dodawano 150ul 7,5M CH3COONHy3, mieszano i inkubowano 20min. na lodzie.

Wirowano 15min. z prgdkoscig 14000 rpm w temp. pokojowe;.

Supernatant przenoszono do nowych probéwek i dodawano 1ml 96% etanolu.

Inkubowano 20min. w temp. pokojowej.

© © N o O

Wirowano 15min. z predkoscig 14000 rpm.
10. Roztwor dekantowano, a osad, po wysuszeniu rozpuszczano w 50ul H»O

z dodatkiem 2ul RNazy A (o stezeniu 2,5 ug/ul).

120



WYNIKI I DYSKUSJA

3.2.8 Trawienie dsDNA enzymami restrykcyjnymi do celéw preparatywnych
1. Reakcje prowadzono w objetosci 100ul, w nastepujacej mieszaninie reakcyjne;j:

10ul 10x buforu do trawienia restrykcyjnego (Tabela 3.2.12)
5-10ug DNA
~60U enzymu restrykcyjnego
uzupetniono H20 do 100pl
2. Mieszaning reakcyjng inkubowano przez 4h zgodnie z zaleceniami producenta.
3. Produkt reakcji oczyszczano zgodnie z procedurg opisang w rozdziale Materiaty
i Metody 3.2.6.1 lub 3.2.6.2.
4. Produkty reakcji analizowano w zelu agarozowym.

Do celow analitycznych reakcje prowadzono w objetosci 10pul.

Tabela 3.2.12 Trawienie dsDNA enzymami restrykcyjnymi

Substrat poddany trawieniu Bufor
Enzym
restrykcyjny
Plazmid pET1l1a NheI, BamH I B, E
Plazmid pET1la z wprowadzonq sekwenc g dla p51 EcoR V D
Produkt PCR nr 4, uzyskany z wykorzystaniem starterdw: | EcoR I, Hind ITI H, E
Amutp-5, Bmutp-3, Cmutp-3
Produkt PCR nr 1, uzyskany z wykorzystaniem starterdw: | BamH I, Xba I E.D
p51-3cor i p66-5 lub p66-3cor i p66-5
Plazmid pDAR1 EcoR I, Hind IIT H, E

Produkt PCR nr 6 - II-go etapu mutagenezy mutpDAR1 | DpnI

Plazmid mutpDAR1 Pst T H

Produkt PCR nr 7, uzyskiwany z wykorzystaniem |PstI
starteréw RCT7-5 oraz RC-3

Plazmid pUC18 przed ligacja Smal,PstI J.H

Plazmid pUC18- HVR5 PstI, EcoRI

Liniowanie plazmidu pUC18 przed reakcja transkrypcji Pst I

Produkty PCR nr 8, uzyskane 2z wykorzystaniem |Pst I, EcoR I
starteréw wprowadzajacych sekwencje rozpoznawane
przez enzymy EcoRIiPstT
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Oznaczenia buforéw wprowadzone przez producenta (firma Promega) [Protocols and Applications Guide,
Third Edition]

3.2.9 Wypetnianie jednoniciowych wystajacych koricéw 5’ w dsDNA przy pomocy
Fragmentu Klenowa Polimerazy DNA | (tzw. ,tepienie koncow”)

Reakcje prowadzono w objetosci 20ul. Mieszanina zawierata: produkt reakcji
PCR lub przecigty enzymami restrykcyjnymi wektor, S0uM dNTP oraz bufor
reakcyjny (50mM Tris-HCI pH 8.0, 5mM MgCl,, ImMDTT). Reakcje rozpoczynano
podaniem 5u Fragmentu Klenowa Polimerazy DNA 1 (10u/ul). Inkubacje
prowadzono 10min. wtemp. 37°C. Produkty reakcji oczyszczano zgodnie z
procedurg opisang w rozdziale Materialy i Metody 3.2.6.1 lub 3.2.6.2.

3.2.10 Ligacja
1. Sklad mieszaniny reakcyjnej (objetos¢ koncowa 10ul):

1ul 10x buforu do ligacji
0,1pg wektora
insert (dsDNA, stosunek molowy wektor : insert wynosit 1:3)
1u ligazy DNA T4
uzupetniono H20 do 10pl
2. Mieszaning reakcyjna inkubowano 12h w temp. 4°C, w przypadku ligacji
produktow posiadajacych ,tepe” konce lub w temp. 16°C, w przypadku ligacji
produktéw posiadajacych ,lepkie” konce (do reakcji wykorzystano termocykler
firmy Biometra®).
3. Analiza produktéw ligacji:
- transformacja produktow ligacji do komorek kompetentnych DHS5a (Materialy
I Metody 3.2.7.1),
- przygotowanie plazmidow w matej skali (Materialy 1 Metody 3.2.7.2b),

- analiza restrykcyjna otrzymanych plazmidéw, w objetosci 10pl (Materialy i Metody 3.2.8),

- sekwencjonowanie wyselekcjonowanych klonow (Materiaty i Metody 3.2.11.1).

Kazdorazowo przygotowywano kontrolng reakcje ligacji (kontrol¢ negatywng),
zawierajacg zliniowany wektor, bez insertu. Przeprowadzone reakcje ligacji

przedstawiono w Tabeli 3.2.13.
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Tabela 3.2.13 Przeprowadzone reakcje ligacji

Wektor (enzymy uzyte do liniowania)

Insert (enzymy wykorzystane

do przygotowania insertu)

pDAR1 (EcoR I, Hind TIT)

produkt PCR nr 4 (EcoR I, Hind III)

pET1la (Nhe I, BamH I)

produkt PCR nr 1 (Xba I, BamH I)

pUC18 (Sma I, Pst I)

produkt PCR nr 7 (produkty poddane reakcji
z uzyciem fragmentu Klenowa Polimerazy DNA I,

Pst I)

pUC19 (Sma I)

dsDNA (poddane reakcji z uzyciem fragmentu
Klenowa Polimerazy DNA T)

pUC19 (EcoR I, Pst I)

dsDNA (EcoR I, Pst I)

3.2.11 Sekwencjonowanie

3.2.11.1 Automatyczne sekwencjonowanie plazmidow za pomocg ABI
PRISM® Big Dye™ Terminator Ready Reaction Cycle Sequencing Kit

1. Reakcje¢ prowadzono w objetosci 10ul, w nastepujacej mieszaninie reakcyjne;j:

4ul Terminator Ready Reaction Mix
3,2pmola startera

200-500ng matrycy (plazmidowy DNA)

uzupetniano H20 do 10 pl

Tabela 3.2.14 Warunki reakcji sekwencjonowania plazmidow

etap czas temperatura ilo$¢ powtérzen etapu
Denaturacja 30sec 96°C
Hybrydyzacja 15sec 50°C/60°C 30
Elongacja 4min 60°C

Oczyszczanie produktow reakcji sekwencjonowania:

-do 10ul mieszaniny reakcyjnej dodawano 2ul 3M octanu sodu pH 4,6 1 50ul 96%

etanolu,

- inkubowano 10min. na lodzie,

- wirowano 30min. z predkoscig 14000 rpm w temp. 4°C,

- roztwor dekantowano, a osad przemywano 250ul 70% etanolu,
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- wirowano 15min. z predkoscig 14000 rpm, w temp. 4°C,

- roztwor dekantowano, a osad osuszano,

- osad rozpuszczano w 8ul TSR (Template Supressing Reagent, ABI PRISM),

- probke denaturowano 3min. w temp. 96°C 1 gwattownie schtadzano na lodzie,

- sekwencjonowanie przeprowadzano w sekwentatorze ABI-PRISM.

3.2.11.2 Sekwencjonowanie ssDNA oraz RNA
1. Roéwnolegle prowadzono 4 reakcje, w kazdej uzywano innego dideoksynukleotydu.

Sktad poszczegdlnych mieszanin przedstawiono w Tabeli 3.2.15 oraz Tabeli 3.2.16.

Tabela 3.2.15 Sklad reakcji sekwencjonowania matryc

kolejnosé podawania sktadnikéw ddA ddc ddG ddT
1. Matryca ssDNA/RNA 1.5pmol 1.5pmol 1.5pmol 1.5pmol 1.5pmol
2. Wyznakowany starter
(ATP [y %P]) 15pmol 15pmol 15pmol 15pmol 15pmol
3. 10x bufor reakcyjny do PCR 4ul 4ul 4ul 4ul
4. MgCl; C,=25mM, Cx=3Mm 5l 5 ul 5 ul 5 ul
5. H.O do 40yl do 40yl do 40yl do 40yl
6. dNomix* 7ul dAo 7ul dCo 7ul dGo 7ul dTo
7. ddNTP C,=0,5mM, Ck=50uM 4ul ddA | 4ul ddC 4yl ddC 4ul ddT
8. Polimeraza DNA Taq 5u/yl 1pl 1pl 1pl 1pl
*) mieszanina deoksynukleotydéw zawierata dNomix:
Tabela 3.2.16 Sktad mieszaniny dNomix
dAo dc, dGo dTo
dATP 1pl (0,025mM) 2ul (0,25mM) 2ul (0,25mM) 2ul (0,25mM)
C=0,625uM C=12 5uM Ck=12,5uM C=12 5uM
dcTP 2ul (0,25mM 1pl (0,025mM) 2ul (0,25mM) 2ul (0,25mM)
Ck=12 5uM Ck=0,625uM Ck=12,5uM C=12 5uM
dGTP 2ul (0,25mM) 2ul (0,25mM) 1ul (0,025mM) 2ul (0,25mM)
C=12 5uM C=12 5uM C«=0,625uM C=12 5uM
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dTTP

2ul (0,25mM)
C=12 5uM

2ul (0,25mM)
Ck=12 5uM

2ul (0,25mM)
C=12 5uM

1pl (0,025mM)
Ck=0,625uM
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Tabela 3.2.17 Warunki reakcji sekwencjonowania jednoniciowych czasteczek DNA

I RNA
etap czas temperatura ilo$¢ powtdrzen etapu
Denaturacja 30sec 96°C
Hybrydyzacja 15sec 60°C 30
Elongacja 4min 72°C

2. Przygotowanie reakcji sekwencjonowania do rozdziatu elektroforetycznego:

- reakcje sekwencjonowania rozcienczano woda do objetosci 200ul,

- przeprowadzano ekstrakcje fenol-chloroform,

- dodawano 0,1 obj. 3M octanu sodu pH 5 i wytragcano 3 obj. 96% etanolu przez noc

w temp. —20°C,

- wirowano 20min. z predkoscig 14000rpm,

- roztwor dekantowano, a osad suszono i rozpuszczano w 20ul roztworu UD,

- rozdziat elektroforetyczny prowadzono w denaturujagcym zelu poliakryloamidowym.

3.2.12 Transkrypcja in vitro wg AMBION T7-MEGAshortscript™

1. Reakcje¢ prowadzono w objetosci 10 pl, w nastepujacej mieszaninie reakcyjne;j:

1ul 10x buforu do transkrypcji

lul ATP 75SmM
1ul CTP 75mM
1ul GTP 75mM
lul UTP 75mM

matryca DNA (zgodnie z zaleceniami producenta)

1ul T MEGA ENZYME MIX

uzupetniono H20 do objgtosci 10pl

2. Mieszanine reakcyjng inkubowano 24h w temp. 37°C.

3. Dodawano 1 obj. Gel Loading Buffer.

4. Produkt transkrypcji rozdzielano w denaturujacym zelu poliakryloamidowym

I izolowano (Materiaty i Metody 3.2.13).

126



WYNIKI I DYSKUSJA

3.2.13 Izolacja kwaséw nukleinowych z zeli poliakryloamidowych

1.

Produkty reakcji (transkrypcji, znakowania radioizotopowego, wydtuzania startera,
nieoczyszczone oligonukleotydy) denaturowano 2-5min. w temp. 95°C

I gwattownie schtadzano na lodzie.

Zdeanturowane preparaty rozdzielano w denaturujagcym zelu poliakryloamidowym.
Pozadanej dtugosci prazki wycinano z zelu 1 umieszczano w osobnych probowkach.
Dodawano 150l buforu elucyjnego (10% roztwér wodny 3M octanu sodu pH 5)

I wytrzgsano 1,5h (dwukrotnie).

Zebrane frakcje taczono, kwasy nukleinowe wytracano 3 obj. 96% etanolu przez
noc w temp. —20°C.

Wirowano 20min. z predkoscig 14000rpm.

Roztwoér dekantowano, a osad suszono i rozpuszczano w 50ul H20.

Stezenie oczyszczonego DNA badz RNA okre§lano mierzac absorpcje

promieniowania UV dla A2eo.

3.2.14 Radioizotopowe znakowanie ssDNA na koricu 5’ (fosforylacja korncowej
grupy 5’-OH)

1.

o 0 k~ w

Denaturacja ssDNA:
- sSSDNA denaturowano 2min. w temp.95°C

- chtodzono 10min. na lodzie.

. Reakcje prowadzono w objetosci 10ul. Sktad mieszaniny reakcyjne;j:

1ul 10x bufor do kinazowania PNK A
2ul ATP [y 32P] 4000-5000 Ci/mmol
~100pmol ssDNA
1ul kinazy polinukleotydowej T4 (10u/pl)
uzupetniano H20 do objetosci 10 pl.
Mieszaning inkubowano 0,5h w temp. 37°C.
Dodawano 90ul H20.
DNA oczyszczano metodg fenol-chloroform.
Dodawano 0,1 obj. 3M octanu sodu pH 5 1 wytracano 3 obj. 96% etanolu przez noc
w temp. —20°C.
Wirowano 20min. z predkoscig 14000 rpm, w temp. 4°C.
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8. Roztwor dekantowano, a osad suszono i rozpuszczano w H>O (w przypadku

starterow) badz w buforze UD lub FD (w przypadku wzorcéw dtugosci).

3.2.15 Reakcja wydtuzania startera na matrycy ssDNA lub RNA

Reakcje prowadzono w objetosci  40ul, wykorzystujac starter znakowany

radioizotopowo na koncu 5’ [y 32P] badz dCTP [a 32P].

3.2.15.1 Badanie aktywnosci polimerazowej HIV-1 RT oraz p66 w
zmiennych warunkach temperaturowych, w obecnosci jonéw Mg?* lub
Mn2+

Tabela 3.2.18 Sklad mieszaniny reakcyjnej

HIV-1 RT p66 Mu-MLV HIV-1 RT p66 Mu-MLV
H-0 do 40ul | do 40yl do 40yl do 40yl do 40ul | do 40ul
matryca 4pmol DNA DNA DNA RNA RNA RNA
HVR-5 DNA lub RNA
5x bufor do RT| gy 8yl 8yl 8yl 8yl 8yl
z Mg? lub Mn*?
starter RC-3* 8pmol 8pmol 8pmol 8pmol 8pmol 8pmol

Denaturacja 3min. w temp. 95°C, hybrydyzacja startera 5min. w temp.60°C

enzym 1l HIV-1RT p66 Mu-MLV HIV-1RT p66 Mu-MLV

HIV-1 RT/p66/Mu-MLV

dNTP  €,=0,25mM, 8yl 8ul 8ul 8ul 8yl 8ul
Ci=50pM

*) starter znakowany ATP [y 32P] 4000-5000 Ci/mmol

Reakcje prowadzono 1h w temp. 37°C, 45°C lub 55°C.
Po inkubacji dodawano 60pl H20.

Kwasy nukleinowe oczyszczano metoda fenol-chloroform..

A W np e

Dodawano 0,1 obj. 3M octanu sodu pH 5 1 wytragcano 3 obj. 96% etanolu przez noc
w temp. —20°C.

o

Wirowano 20min. z predkoscig 14000 rpm, w temp. 4°C.
6. Roztwér dekantowano, a osad suszono i rozpuszczano w 20ul buforu UD lub FD.
7. Produkty reakcji wydluzania startera rozdzielano metoda elektroforezy

w denaturujagcym zelu poliakryloamidowym, Rozdziat 3.2.17.
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3.2.15.2 Badania przedwczesnej terminacji reakcji wydtuzania startera

Tabela 3.2.19 Sklad mieszaniny reakcyjnej

1. 2. 3. 4. 5. 6.
H-0 do 40ul | do 40yl do 40yl do 40yl do 40ul | do 40ul
donor 0,8pmol - 0,8pmol 0,8pmol 0,8pmol | 0,8pmol
RNA1-D
akceptor - 0,8pmol | 0,4pmol | 0,8pmol 1,6pmol 4pmol
RNA3-A
5x standardowy 8ul 8ul 8ul 8ul 8ul 8ul
bufor do RT
starter 8pmol 8pmol 8pmol 8pmol 8pmol 8pmol
Drec-3pUC19*

Denaturacja 3min. w temp. 95°C i powolne schtadzanie do temp. 45°C (1°C/min)

enzym (6ug/pl) 1pl 1yl 1yl 1pl 1pl 1l

HIV-1 RT lub p66

dNTP  (C,=0,25mM, 8ul 8ul 8ul 8yl 8yl 8ul
Ck=50|.IM

*) starter znakowany ATP [y 32P] 4000-5000 Ci/mmol

Reakcje prowadzono 1h w temp. 45°C.
Dodawano 60ul H20.

Kwasy nukleinowe oczyszczano metoda fenol-chloroform.

A w0 np e

Dodawano 0,1 obj. 3M octanu sodu pH 5 1 wytragcano 3 obj. 96% etanolu przez noc

w temp. —20°C.

o

Wirowano 20min. z predkoscia 14000 rpm, w temp. 4°C.

6. Roztwoér dekantowano, a osad suszono i rozpuszczano w 20ul buforu UD lub FD.

7. Produkty reakcji wydluzania startera rozdzielano metoda elektroforezy
W denaturujacym zelu poliakryloamidowym, Rozdziat 3.2.17.

Wedhug powyzszego schematu prowadzono rowniez reakcje wydhuzania startera

w uktadach do badania rekombinacji homologicznej wspieranej przez sekwencje HIV-1

R oraz BMV-R.
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3.2.15.3 Badanie aktywnosci rekombinacyjnej HIV-1 RT oraz

homodimeru p66

Tabela 3.2.20 Sklad mieszaniny reakcyjnej

1. 2. 3. 4. 5. 6.
H-0 do 40ul | do 40yl do 40yl do 40yl do 40ul | do 40ul
donor ssDNA/RNA 10pmol - 10pmol 10pmol 10pmol 10pmol
akceptor ssDNA/RNA - 10pmol 5pmol 10pmol 20pmol 50pmol
5x standardowy 8ul 8ul 8ul 8yl 8yl 8ul
bufor do RT
starter 30pmol | 30pmol 30pmol 30pmol 30pmol | 30pmol

Denaturacja 3min. w temp. 95°C i powolne schtadzanie do temp. 45°C (1°C/min)

enzym (6ug/pl) 1pl 1yl 1yl 1pl 1pl 1l
HIV-1 RT lub p66

dNTPmix' 8,3ul 8,3ul 8,3ul 8,3ul 8,3ul 8,3ul

1) dNTPmix. Do kazdej pojedynczej mieszaniny reakcyjnej podawano 8,3ul mieszaniny dNTPmix,
zawierajacej: 0,25mM dATP/dGTP/dTTP, 0,125mM dCTP (8ul) oraz 0,3ul dCTP [o 32P] 3000
Ci/mmol (CyatpiacTriattry=50uM, Ck@cTr)=25uM)

1. Reakcje¢ prowadzono 1h w temp. 45°C.

2. Dodawano 20 pl buforu UD (x1).

3. Produkty
w denaturujagcym zelu poliakryloamidowym (naktadano po 20ul mieszaniny

reakcji  wydluzania startera rozdzielano metoda elektroforezy

reakcyjnej na kieszonke), Rozdziat 3.2.17.
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3.2.15.4 Badanie udziatu HIV-1 RT oraz homodimeru p66 w miejscowo-
specyficznej rekombinacji niehomologicznej, wspieranej przez czasteczke
HELPERA

Tabela 3.2.21 Sklad mieszaniny reakcyjnej

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
H-0 do 40yul | do 40ul | do 40ul | do 40ul | do 40ul | do 40ul | do 40ul
donor ssDNA/RNA 10pmol - - 10pmol | 10pmol - 10pmol
akceptor ssDNA/RNA - 10pmol - 10pmol 10pmol | 10pmol
HELPER ssDNA/RNA - - 10pmol | 10pmol | 10pmol | 10pmol -
5x standardowy 8ul 8ul 8ul 8ul 8l 8l 8yl
bufor do RT
starter EtoEp 30pmol | 30pmol | 30pmol | 30pmol | 30pmol | 30pmol | 30pmol

Denaturacja 3min. w temp. 95°C i powolne schtadzanie do temp. 45°C (1°C/min)

enzym (6ug/ul) 1pl 1pl 1ul 1ul 1ul 1yl 1ul
HIV-1 RT lub p66
dNTPmix' 83ul | 83ul | 83ul | 83u | 83u | 83u | 83l

1) dNTPmix. Do kazdej pojedynczej mieszaniny reakcyjnej podawano 8,3ul mieszaniny dNTPmix,
zawierajacej: 0,25mM dATP/dGTP/dTTP, 0,125mM dCTP (8ul) oraz 0,3ul dCTP [o %2P] 3000
Ci/mmol (CyatpiacTriartry=50uM, Ck@cTr)=251uM)

1. Reakcje¢ prowadzono 1h w temp. 45°C.

2. Dodawano 20 pl buforu UD (x1).

3. Produkty reakcji wydluzania startera rozdzielano metoda elektroforezy
w denaturujgcym zelu poliakryloamidowym (naktadano po 20ul mieszaniny

reakcyjnej na kieszonke), Rozdziat 3.2.17.

3.2.16 Analiza kwaséw nukleinowych w zelach agarozowych
Produkty reakcji PCR, trawienia restrykcyjnego oraz oczyszczania poddawane byty

analizie metoda elektroforezy w zelu agarozowym (1% w przypadku produktow

0 dtugosci powyzej 300 pz oraz 1,5% w przypadku produktéw krotszych).
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1. Do preparatéw rozdzielanych w zelu dodawano 1/6 obj. buforu BJ. Jako wzorzec
dhugosci DNA uzywano 2pg 0,1kB (w przypadku krotkich czasteczek DNA - ponizej
1000 pz) lub 1kB (w przypadku dlugich czgsteczek DNA - powyzej 1000 pz).

2. Rozdzial prowadzono przy natezeniu 40-50mA i napigciu 120-130V.

3. Produkty rozdziatu elektroforetycznego wybarwiano w wodnym roztworze bromku

etydyny przez 1h i analizowano w $wietle UV.

3.2.17 Analiza kwaséw nukleinowych w zelach poliakryloamidowych

Produkty reakcji wydluzania startera oraz sekwencjonowania jednoniciowych matryc

poddawane byty analizie elektroforetycznej w denaturujagcym zelu polakryloamidowym

(8% w przypadku produktow o dilugosci powyzej 100 nt oraz 12%, w przypadku

produktow krétszych).

1. Do preparatow rozdzielanych w zelu dodawano bufor UD lub FD (do uzyskania
koncowego stezenia buforu 1x).

2. Tak przygotowane preparaty poddawano denaturacji 3min. w 94°C.

3. Inkubowano 5min. na lodzie.

4. Rozdzial prowadzono w zelu poddanym wcze$niejszej preelektroforezie, przy
natezeniu 10mA i napigciu 100-200V (max 25W na matych szybach o wymiarach
180 x 196 x 1mm oraz max 50W - na duzych szybach — 400 x 325 x 0,5mm).
Poczatkowe warunki rozdzialu wynosity: natezenie 10mA, napiecie 100-200V (max
25W) dla matych zeli oraz 10mA, napigcie 300V (max 50W) dla duzych zeli. Po
wejsciu preparatow w zel, natezenie podwyzszono do 40mA, a napigcie do 500V
(max 25W) dla matych zeli oraz natezenie do 40mA, a napigcie do 1500V (max
50W) dla duzych zeli. Jako wzorcow dtugosci uzywano odpowiedniej dtugosci
ssDNA, wyznakowanych radioizotopowo 2P na koncu 5.

5. Produkty rozdziatlu elektroforetycznego analizowano z uzyciem skanera materiatow

znakowanych radioizotopowo (Phosphorimager, Typhoon 8600).
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3.2.18 Analiza biatek w zelach poliakryloamidowych
Otrzymywane preparaty biatkowe poddawane byly analizie metoda elektroforezy

W 15% denaturujacym zelu poliakryloamidowym.

1. Do probek dodawano Y4 objetosci buforu SB.

2. Tak przygotowane preparaty poddawano denaturacji 3min. w 94°C.

3. Inkubowano 5min. na lodzie.

4. Nanoszono na zel. Poczatkowe warunki rozdziatu wynosity: natezenie 25mA oraz
napiecie 80V (w zelu zaggszczajacym). Po wejsciu preparatéw w zel rozdzielajacy,
podwyzszono natezenie do S0mA, a napigcie do 200V. Jako wzorzec dtugosci uzyto
Mid-Range Protein Molecular Weight Marker (0,5ug).

5. Produkty rozdzialu elektroforetycznego barwiono w roztworze komasyny przez 1h,

a nastgpnie ptukano w roztworze odbarwiajacym przez kolejng godzing.

4. WYNIKI I DYSKUSJA

4.1 Otrzymywanie HIV-1 RT i jej podjednostek

4.1.1 Ekspresja HIV-1 RT w komérkach bakteryjnych

HIV-1 RT (heterodimer p66/p51) produkowana byta w komorkach bakteryjnych
BL21(DE3)LysS, transformowanych wektorem ekspresyjnym pDAR1, otrzymanym
dzigki uprzejmosci dr St. Hughes’a z National Cancer Institute - Frederick Cancer and
Development Center, Frederick, USA. W wektorze tym znajduja si¢ dwie niezalezne
otwarte ramki odczytu. Pierwsza, koduje podjednostke p66, zaopatrzong w His-Tag na
koncu C, druga natomiast proteaz¢ HIV-1. Pomigdzy cDNA kodujace wirusowe biatka
wprowadzona zostata 148-nt sekwencja, zawierajaca miejsce do klonowania, intron,
oraz cz¢s¢ genu gag HIV-1. Obydwa cDNA znajduja si¢ pod kontrolg tego samego
promotora polimerazy RNA T7. W komodrkach bakteryjnych powstaje zatem jeden
dicistronowy mRNA, z ktérego syntetyzowane jest biatko p66 oraz niewielka ilo$¢
wirusowej proteazy. Poziom ekspresji proteazy zostal dobrany w taki sposob, iz tylko
okoto 50% podjednostek p66 byto pozbawionych domeny RNazowej. W rezultacie,
w komoérkach bakteryjnych powstawaly obydwie podjednostki HIV-1 RT: p66 oraz p51
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(pozbawiona His-Tagu i domeny RNazowej). Komorki bakteryjne uzyte do produkcji
heterodimeru p66/p51 to: E. coli, szczep BL21(DE3)pLysS. Szczep ten posiada
zintegrowany z genomem gen | bakteriofaga T7, kodujgcy polimeraze¢ RNA T7. Gen
polimerazy umieszczony jest pod kontrolag promotora lac UVS5, ktory zostaje
uaktywniony po dodaniu B-D-izopropylo-tiogalaktopiranozydu (IPTG). Dodatkowo,
uzyty szczep bakteryjny posiada plazmid pLysS, w ktorym obecny jest gen lizozymu
bakteriofaga T7. Ilos¢ lizozymu, powstajagca w nieindukowanych komorkach
bakteryjnych, jest wystarczajaca, aby zapobiec transkrypcji z promotora polimerazy
RNA T7 (lizozym jest naturalnym inhibitorem bakteriofagowej polimerazy), jest ona
jednak zbyt mata, zeby mie¢ znaczacy wptyw na transkrypcje po indukcji IPTG. Jednak
podstawowg funkcja lizozymu, ktory znajduje si¢ pod kontrolg indukowanego niskimi
temperaturami promotora genow kodujacych biatka szoku termicznego, jest liza $cian
komorkowych  bakterii. Komoérki BL21(DE3)pLysS transformowano wektorem
ekspresyjnym pDARI metoda elektroporacji (Materialty i Metody 3.2.7.1a).
Transformowane komorki namnazano w ptynnej pozywce LB i wysiewano na pozywke
stala z ampicyling w celu uzyskania pojedynczych kolonii. Komorki bakteryjne
posiadajace plazmid pDAR1 byly oporne na antybiotyk, przezywaty wiec na pozywce
selekcyjnej (w obrgbie plazmidu zakodowana zostata sekwencja B-laktamazy, enzymu
hydrolizujacego ampicyling). Pojedyncza kolonig bakteryjng zaszczepiono plynng
pozywke LB. Hodowle prowadzono do momentu osiggniecia przez zawiesing
bakteryjng gestosci optycznej Aeoo=0,6-0,8. Woéwczas hodowla osigga fazg wzrostu
logarytmicznego i najlepiej nadaje si¢ do ekspresji biatka. Zanim jednak gen polimerazy
RNA T7 zostal indukowany, pobrano niewielka ilos¢ hodowli w celu przygotowania
10% glicerolowych zawiesin bakterii. W takiej postaci bakterie moga by¢
przechowywane przez dluzszy czas w temp. —70°C. Nastepnie do hodowli dodawano
IPTG, aktywujacy gen polimerazy RNA T7. Powstajaca polimeraza rozpoznaje
promotor, obecny w plazmidzie pDAR1 i rozpoczyna transkrypcje znajdujacych si¢ pod
nim genéw. W tym przypadku produktem transkrypcji byt dicistronowy mRNA,
posiadajacy dwie otwarte ramki odczytu: biatka p66 oraz wirusowej proteazy. Przebieg
ekspresji monitorowano analizujac ekstrakty biatkowe, uzyskane z bakterii pobieranych
przed i po dodaniu czynnika indukujacego (po 1, 2 oraz 3h). Dodatkowo sprawdzono,
w ktorej frakcji biatek - rozpuszczalnych, czy nierozpuszczalnych - znajduje sig
heterodimer p66/p51 (Materialty i Metody 3.2.1.3). Ekstrakty biatek poddano analizie

metoda elektroforezy w 15% denaturujacym zelu poliakryloamidowym (Materiaty
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I Metody 3.2.18). Powstajaca w bakteriach HIV-1 RT wystepowala jednak
w stosunkowo niskim st¢zeniu, stad trudno bylo jednoznacznie okresli¢, ktore

Z obserwowanych na zelu prazkéw odpowiadaja tworzacym jg biatkom (Rys.4.1).

135



WYNIKI I DYSKUSJA

e b 2
wxed s ¥

Rysunek 4.1 Analiza biafek
wyizolowanych z E. coli
BL21(DE3)LysS, transformowanych
wektorem pDAR]. Biatka poddano
analizie metodq eleR¢roforezy w 15% Zelu
poliakrylamidowym w warunRach
denaturujacych. MW - wzorzec mas Mid-
Range, biatka wyizolowane z baRterii: 1 -
przed indukcjg IPIG, 2-4- po induRcfi
I®IG (2 - po 1k, 3 - po 2k, 4 -po 3h
inkubacji w 37°C), 5 - frakgja biatek,
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rogpuszczalnych, 6 - frakgja biateR,
nierogpuszczalnych.

4.1.2 Oczyszczanie HIV-1 RT

W celu oczyszczenia HIV-1 RT zastosowano metod¢ chromatografii
powinowactwa oraz chromatografii jonowymiennej. Uzyte procedury pozwolity na
otrzymanie homogennego preparatu biatkowego (powyzej 95% homogennosci),
[Kurzynska-Kokorniak i wsp., 2003].

a) Oczyszczanie na kolumnie powinowactwa (Ni-NTA Agaroza)

Wyizolowany z bakterii ekstrakt biatlkowy natozono na kolumng, w ktorej
znajdowat si¢ noénik HiseBind Resin z unieruchomionymi jonami niklu (Ni?*).
Ekstrakt zawieral podjednostke p66 (posiadajaca His-Tag na koncu C) oraz
podjednostke p51 (nieposiadajaca domeny RNazowej oraz His-Tagu). Z kolumnag
wigzato si¢ jedynie biatko p66. Poniewaz posiada ono zdolnos¢ specyficznego
wigzania podjednostki p51, stad na kolumnie zatrzymywana byla rowniez
podjednostka p51. Istota zastosowanej metody oczyszczania HIV-1 RT bylo wigc
podwojne powinowactwo: (i) reszt histydynowych, obecnych na koncu C
podjednostki p66, do jonéw niklu oraz (ii) podjednostki p5S1 do podjednostki p66
(Rys. 4.2). Nadmiar biatka p51 oraz wigkszo$¢ pozostalych sktadnikow ekstraktu nie
wigzata si¢ z kolumna. Jako czynnik wypierajacy HIV-1 RT z kolumny zastosowano
imidazol, ktory zrywa wigzania powstale pomigdzy jonami niklu a pierScieniem
imidazolowym histydyny. Frakcja zawierajaca heterodimer p66/p51 wymywana byla
przy 10 1 100mM stezeniu imidazolu (Rys. 4.3). Uzyskany preparat, po wymianie
buforu na 50mM Tris pH 8.0 i zaggszczeniu (Materiaty i Metody 3.2.1.3d), poddano
dalszemu oczyszczaniu na kolumnie jonowymiennej.
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Rysunek 4.2 Schemat oczyszczania HIV-1 RT metoda chromatografii powinowactwa.
W zastosowanej metodzie wykorzystano powinowactwo reszt histydynowych - His-Tagu, obecnych
na koncu C podjednostki p66, do jonéow niklu, obecnych w ztozu kolumny. Podjednostka p51,
powstajaca z podjednostki p66 w wyniku odcigcia domeny RNazowej przez wirusowg proteaze, nie
posiada His-Tagu na koncu C, dlatego nie moze zwigza¢ si¢ bezposrednio z podtozem kolumny.
Jednakze zostaje ona zatrzymana na kolumnie dzigki tworzeniu specyficznych oddzialywan
z podjednostka p66 (tworzenie heterodimeru p66/p51). Pozostate biatka, nie posiadajace His-Tagu, sa
wymywane z kolumny.

b) Oczyszczanie na kolumnie jonowymiennej-anionicie, Hi-TrapQ

Aby uzyska¢ homogenny preparat HIV-1 RT, zastosowano kolejny etap
oczyszczania - na kolumnie jonowymiennej. Jony trimetyloamoniowe,
unieruchomione na nos$niku wypetniajacym kolumne (Q-Sefarozg), odwracalnie
wigzaly obdarzony ladunkiem kompleks p66/p51. Przemywajac kolumne buforami
0 malejacym pH, zaczynajac od zasadowego do coraz bardziej kwasnego,
wyizolowano preparat zawierajacy ponad 95% heterodimeru. Wyniki kolejnych
etapow oczyszczania HIV-1 RT przedstawione zostaty na Rys. 4.3. Wydajnos¢
ekspresji heterodimeru p66/pS1 w komoérkach bakteryjnych wynosita okoto 4mg
HIV-1 RT, z jednego litra hodowli wyjsciowej. Oczyszczony preparat zageszczono
zgodnie z procedura opisang w Materialach 1 Metodach 3.2.1.3d. Otrzymane biatko
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poddano analizie metoda elektroforezy w 15%  denaturujacym  zelu
poliakryloamidowym (Rys. 4.3). HIV-1 RT przechowywano w buforze X, w temp.-
20°C. Koncowe stezenie tak przygotowanego preparatu wynosito 6pg/ul.

97.4
66.2
55.0

42.7
40.0

Rysunek 4.3 Analiza preparatéw bialkowych, otrzymanych w poszczegolnych etapach izolacji
i oczyszczania HIV-1 RT. Biatka poddano analizie metoda -elektroforezy w 15% zelu
poliakrylamidowym, w warunkach denaturujacych. MW - wzorzec mas Mid-Range Protein Molecular
Weight Marker, 1 - frakcja biatek nierozpuszczalnych, 2 - frakcja bialek rozpuszczalnych poddana
dalszemu oczyszczaniu: 3 - 5 - na kolumnie powinowactwa — niklowej (3 — frakcja po przemyciu
buforem 11, 4 - frakcja po przemyciu buforem Il z 10mM imidazolem, 5 - frakcja po przemyciu
buforem 1l ze 100mM imidazolem), 6-7 - na kolumnie jonowymiennej (frakcje po przemyciu
buforem Tris pH 8,0 / Hepes pH 7,0 w proporcjach 4:1 - linia nr 6 oraz 3:2 — linia nr 7), 8 - produkt po
zageszczeniu na filtrach molekularnych 30 kDa.

4.1.3 Otrzymywanie podjednostki p51

4.1.3.1 Konstrukcja wektora ekspresyjnego p51pET z wklonowang
sekwencjg kodujaca podjednostke p51

cDNA kodujacy podjednostke p51 zawarty jest w sekwencji kodujacej
podjednostke p66. Strategia uzyskania podjednostki p51 polegata wigc na
przeniesieniu kodujacego ja DNA z wektora pDAR1 do innego wektora
ekspresyjnego. W tym celu powielono cDNA kodujacy podjednostke¢ pS1 metoda
PCR, wykorzystujac pDARI1 jako matryce. Startery uzyte w reakcji: pS1-3cor oraz
p66-5 wprowadzaty miejsca restrykcyjne BamH | i Xba I oraz sekwencj¢ kodujacg 6
reszt histydynowych (Materialy 1 Metody 3.2.3, Reakcja PCR nr 1). Uzyskany w ten
sposob produkt trawiono enzymami restrykcyjnymi BamH | i Xba I (Materiaty i
Metody 3.2.8) i1 wligowano do wektora pETlla przecigtego enzymami
restrykcyjnymi Nhe | i BamH I (Materiaty i Metody 3.2.10). Enzymy Nhe | i Xba |
generuja tzw. kompatybilne konce, dzieki czemu mozliwa byla wydajna ligacja.
Uzyskang mieszaning ligacyjna transformowano komorki bakteryjne szczepu DH5a..
Transformacje¢ przeprowadzono metoda heat-shock (Materialty i Metody 3.2.7.1).
W celu scharakteryzowania produktow ligacji namnozono pojedyncze kolonie
bakteryjne i wyizolowano z nich plazmidy (Materialy i Metody 3.2.7.2b). Aby
potwierdzi¢ obecnos¢ wligowywanego insertu, otrzymane plazmidy trawiono
enzymem EcoR V. Plazmidy zawierajace insert wyzwalaty fragmenty o dlugosci:
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4230, 1669 oraz 1057 pz. Wybrany plazmid (p51pET) poddano sekwencjonowaniu
(Materiaty i Metody 3.2.11.1) — w ten sposob potwierdzono, iz sekwencja kodujaca
p51 oraz His-Tag zostalta wprowadzona pomigdzy miejsca restrykcyjne Nhe | i
BamH 1.

4.1.3.2 Ekspresja biatka p51

Plazmid ekspresyjny pSI1pET zostal otrzymany w duzej skali zgodnie
Z przepisem zamieszczonym w rozdziale Materiaty i Metody 3.2.7.2a. Nastepnie
uzyto go do transformacji E. coli BL21(DE3)LysS metodg elektroporacji (Materiaty i
Metody 3.2.7.1a). Ekspresje biatka prowadzono wedtug schematu opracowanego dla
heterodimeru p66/p51 (Rozdziat 4.1.1), zgodnie z procedura opisang W rozdziale
Materialy 1 Metody 3.2.1.1. Rownolegle przygotowano 10% stok glicerolowy
bakterii BL21(DE3)LysS transformowanych plazmidem p51pET. Przebieg ekspresji
monitorowano analizujagc powstajace w bakteriach biatka metoda elektroforezy w
15% zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych (Materiaty i Metody
3.2.18).

4.1.3.3 Oczyszczanie biatka p51

W celu oczyszczenia podjednostki p51 przyjeto analogiczng strategi¢ jak
w przypadku heterodimeru p66/p51. Wyizolowany z bakterii ekstrakt biatkowy
natozono na kolumne¢ powinowactwa - niklowa. Podjednostka p51 obdarzona zostata
sekwencja His-Tag, dlatego mogta zwigza¢ si¢ z podtozem kolumny, zawierajacym
jony Ni?*. Podobnie jak w przypadku HIV-1 RT, biatko p51 wymyte zostato
buforami zawierajacymi 10mM i 100mM imidazol (Materialy 1 Metody 3.2.1.3a).
W przypadku p51 oczyszczanie na kolumnie jonowymiennej Hi-TrapQ okazato si¢
nieskuteczne, czysto$¢ otrzymanego preparatu byla stosunkowo niska. Biatko
doczyszczono zatem metoda wysokorozdzielczej chromatografii cieczowej FPLC
(Materiaty i Metody 3.2.1.3c). Z jednego litra hodowli otrzymano ok. 4mg biatka o
homogennosci powyze] 95%. Oczyszczony preparat zageszczono zgodnie z
procedurg opisang w rozdziale Materiaty i Metody 3.2.1.3d i przechowywano w
buforze X, w temp. —20°C. Koncowe stgzenie tak przygotowanego biatka wynosito
oug/ul. Czystos¢ uzyskanego biatka okreslono analizujagc preparat metoda
elektroforezy w 15% denaturujacym zelu poliakryloamidowym (Rys. 4.4).

4.1.4 Otrzymywanie podjednostki p66

W celu otrzymania podjednostki p66 zastosowano podobng procedure
postepowania jak w przypadku podjednostki p51. Obecna w wektorze pDARI
sekwencj¢ kodujaca podjednostke p66 1 His-Tag powielono metoda PCR przy uzyciu
starterow oskrzydlajacych ten obszar. Otrzymany fragment wligowano do wektora
ekspresyjnego pET11a. Wektorem ekspresyjnym transformowano komorki E. coli
DH5a. Wyizolowane z pojedynczych kolonii plazmidy poddano analizie
restrykcyjnej oraz sekwencjonowaniu, w celu potwierdzenia obecno$ci sekwencji
kodujacej biatko p66. Uzyskanym wektorem p66pET transformowano komorki
bakteryjne BL21(DE3)LysS, a nastepnie indukowano ekspresje biatka p66. Przebieg
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ekspresji monitorowano analizujgc uzyskane z bakterii ekstrakty biatkowe. Niestety,
w zadnej z analizowanych préb nie stwierdzono obecno$ci oczekiwanego bialka.
Zastosowano zatem inng strategi¢ postepowania, polegajaca na usuni¢ciu z wektora
pDARI1 kodonu START, wystepujacego w sekwencji kodujacej proteaz¢ HIV-1. Pod
nieobecnos¢ wirusowej proteazy, produkowane w bakteriach biatko p66 nie powinno
ulega¢ czgsciowej proteolizie do p51. Ukierunkowana mutageneza prowadzita do
wymiany kodonu AUG na kodon UUG — leucynowy.

4.1.4.1 Konstrukcja wektora ekspresyjnego mutpDAR1

Poniewaz w poblizu kodonu START proteazy nie znajdowalo si¢ zadne
unikalne miejsce restrykcyjne, zmutowany fragment pDAR1 uzyskano dwuetapowo
(Materiaty i Metody 3.2.3.1b). Zaprojektowano trzy startery: Amutp-5, Bmutp-3 oraz
Cmutp-3. Starter Bmutp-3 zawieral mutacje A—U, podczas gdy dwa pozostate:
Amutp-5 i Cmutp-3 oskrzydlaly sekwencj¢ proteazy i zawieraly unikalne miejsca
restrykcyjne EcoR | i Hind III. Wektor pDARI cigto enzymami restrykcyjnymi
EcoR | oraz Hind Il i oczyszczono zgodnie z procedurg opisang w rozdziale
Materialy i Metody 3.2.6.1. Pomigdzy miejsca restrykcyjne EcoR | i Hind Il
wstawiono zmodyfikowang sekwencje wirusowej proteazy. Zmutowany insert
otrzymano w dwuetapowej reakcji PCR. Podczas pierwszego etapu, przy pomocy
starterOw Amutp-5 i Bmutp-3 oraz fragmentu wektora pDAR1 jako matrycy
(fragment wyzwalany podczas cigcia pDAR1 enzymami EcoR | oraz Hind IllI),
zsyntetyzowano produkt o dtugosci 156 pz, posiadajagcy mutacje A—U w obrebie
kodonu start proteazy (Materiaty i Metody 3.2.3, reakcja PCR nr 2). Otrzymany
produkt postuzyt jako jeden ze starterow podczas drugiego etapu mutagenezy. Jako
drugi starter, do otrzymania zmutowanej proteazy, uzyto Cmutp-3, ponadto
wykorzystano takg samg matryce jak w reakcji PCR nr 2 (Materiaty i Metody 3.2.3,
reakcja PCR nr 3). Uzyskane produkty PCR rozdzielono w zelu agarozowym
(Materiaty i Metody 3.2.16) 1 wyizolowano prazek o dtugosci 361 pz, zawierajacy
zmutowang sekwencje (Materiaty 1 Metody 3.2.6.1, zgodnie z procedurg opisang
w QIAquick Gel Extraction Kit Protocol). Poniewaz wydajnos$¢ reakcji PCR byta
stosunkowo mata, obdarzony mutacjag DNA powielono metodg PCR przy pomocy
starterOw Amutp-5 oraz Cmutp-3 (Materiaty 1 Metody 3.2.3, reakcja PCR nr 4).
Produkt reakcji PCR nr 4 trawiono enzymami EcoR | oraz Hind Il i wligowano
do wektora ekspresyjnego pDARI pomiedzy analogiczne miejsca restrykcyjne
(Materiaty 1 Metody 3.2.8 1 3.2.10). Uzyskang mieszaning ligacyjng transformowano
komorki E. coli DH5a. Transformacje przeprowadzono metoda heat-shock
(Materiaty i Metody 3.2.7.1). W celu scharakteryzowania produktow ligacji
namnozono pojedyncze kolonie bakteryjne i1 wyizolowano z nich plazmidy
(Materiaty i Metody 3.2.7.2b). Aby potwierdzi¢ obecno$¢ wligowywanego insertu,
otrzymane plazmidy poddano sekwencjonowaniu. Plazmid pDARI, posiadajacy
zmutowany kodon START (AUG—UUG) w obrgbie sekwencji kodujacej wirusowa
proteaze nazwano wektorem mutpDARI.

4.1.4.2 Ekspresja biatka p66

Plazmid ekspresyjny mutpDARI1 zostal otrzymany w duzej skali zgodnie
Z przepisem zamieszczonym w Materiatach i Metodach 3.2.7.2a. Komorki bakteryjne
E.coli BL21(DE3)LysS transformowano wektorem mutpDARI  metoda
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elektroporacji (Materiaty i Metody 3.2.7.1a). Ekspresj¢ biatka prowadzono wediug
schematu opracowanego dla heterodimeru p66/p51 (Rozdzial 4.1.1), zgodnie z
procedurg opisang w rozdziale Materialy 1 Metody 3.2.1.1. Roéwnolegle
przygotowano 10% stok glicerolowy bakterii BL21(DE3)LysS transformowanych
plazmidem mutpDARI1. Przebieg ekspresji monitorowano analizujac powstajace w
bakteriach biatka metodg elektroforezy w 15% zelu poliakryloamidowym w
warunkach denaturujacych.

4.1.3.3 Oczyszczanie biatka p66

W celu oczyszczenia podjednostki p66 przyjeto analogiczng strategie jak
w przypadku heterodimeru p66/p51. Wyizolowany z bakterii ekstrakt biatkowy
nalozono na kolumne powinowactwa - niklowg. Podjednostka p66 posiada His-Tag
na koncu karboksylowym, dlatego mogla zwigza¢ si¢ z podtozem kolumny,
zawierajacym jony Ni?*. Podobnie jak w przypadku HIV-1 RT oraz p51, biatko p66
wymyte zostalo buforami zawierajacymi 10mM i 100mM imidazol (Materiaty
I Metody 3.2.1.3a). Po zastosowaniu opisanej procedury preparat wykazywat 95%
homogennos$¢ inie wymagal dalszego doczyszczania. Podobnie jak w przypadku
HIV-1 RT oraz p51, z jednego litra hodowli otrzymano ok. 4mg biatka. Oczyszczony
preparat zageszczono zgodnie z procedurg opisang w rozdziale Materiaty i Metody
3.2.1.3d i przechowywano w buforze X, w temp. —20°C. Koncowe st¢zenie tak
przygotowanego biatka wynosito 6pug/ul, jego czystos¢ okreslono analizujac preparat
metoda elektroforezy w 15% denaturujacym Zelu poliakryloamidowym [Kurzynska-
Kokorniak i wsp., 2003] (Rys. 4.4).
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Rysunek 4.4 Analiza otrzymanych preparatow HIV-1 RT (heterodimeru p66/p51), p66 i p51
metody elektroforezy w 15% denaturujacym zelu poliakryloamidowym. HIV-1 RT (linia nr 1),
p66 (linia nr 2), p51 (linia nr 3), MW - wzorzec mas Mid-Range Protein Molecular Weight Marker.

Podsumowanie. W rezultacie przeprowadzonych eksperymentow otrzymano trzy
preparaty: heterodimer p66/p51 oraz homodimery: p66 i p51. Z informacji
przedstawionych we Wstepie wynika, ze HIV-1 RT posiada co najmniej trzy
aktywno$ci: polimerazowa, rekombinacyjna 1 nukleazowa. Dalsze badania
koncentrowaly si¢ na dwoch pierwszych aktywnos$ciach, poniewaz to wlasnie one
odpowiedzialne sg za niezwykty polimorfizm genetyczny wirusa HIV. Nieprecyzyjna
synteza prowirusowego DNA jest gldéwnym zrédtem mutacji punktowych, podczas gdy
rekombinacja prowadzi¢ moze do bardziej skomplikowanych modyfikacji genomu

wirusowego.

4.2 Badanie aktywnosci polimerazowej HIV-1 RT oraz homodimerow
p66ip51

4.2.1 Otrzymywanie matryc DNA i RNA

HIV-1 RT jest polimeraza DNA zalezng od DNA i od RNA. W celu
przetestowania aktywnosci polimerazowej uzyskanych bialek, otrzymano wigc obydwa
typy matryc. Ich sekwencja nie zostata wybrana w sposéb przypadkowy, odpowiadata
ona 69-nt fragmentowi hiperzmiennego rejonu (HVR, ang. hyper variable region)
genomowej czasteczki wirusa zapalenia watroby typu C (HCV, ang. hepatitis C virus).
Jednoniciowa matryca DNA (HVR-5-DNA) otrzymana zostala na drodze syntezy
chemicznej (Materialy 1 Metody 3.2.4.1). Nastepnie w oparciu o HVR-5-DNA
uzyskano matryce RNA (HVR-5-RNA). Pierwszym etapem bylo otrzymanie
dwuniciowego DNA (dsDNA) w reakcji PCR z wykorzystaniem starteréw RCT7-5 oraz
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RC-3 (Materialy i Metody 3.2.4.2, reakcja PCR nr 7). Starter RCT7-5 zawierat
sekwencj¢ promotora polimerazy RNA T7, natomiast starter RC-3 wprowadzat
sekwencje rozpoznawang przez enzym Pst |. Otrzymany produkt poddano reakcji
tepienia koncow, wykorzystujac fragment Klenowa polimerazy DNA [ (Materiaty
I Metody 3.2.9). Tak przygotowany dsDNA poddano trawieniu enzymem
restrykcyjnym Pst I, anastepnie wligowano do wektora pUCI18 pomiedzy konce
powstate w wyniku ciecia enzymami Sma | i Pst I (Materialty i Metody 3.2.8 oraz
3.2.10). Uzyskang mieszaning ligacyjng transformowano komorki bakteryjne szczepu
DH5a. Transformacj¢ przeprowadzono metoda heat-shock (Materialy i Metody
3.2.7.1).

pUCI18 nalezy do grupy plazmidow, u ktéorych mozliwe jest zastosowanie
metody selekcyjnej opartej na insercyjnej inaktywacji genu (tzw. blue-white
screening). Wykorzystany w tej metodzie gen B-galaktozydazy (lacZ) znajduje sig¢
pod kontrolg promotora lac. Podanie induktora — IPTG - aktywuje ekspresje
obecnego w plazmidzie genu lacZ. Powstajacy w komodrkach bakteryjnych enzym
rozktada syntetyczny substrat: 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-p-galaktopiranozyd (X-
gal), co prowadzi do powstawania charakterystycznych niebieskich kolonii.
W momencie wprowadzenia obcej sekwencji w obszar genu lacZ, nie dochodzi do
ekspresji B-galaktozydazy, X-gal nie jest rozktadany i na szalkach powstaja biate
kolonie bakteryjne.

Po namnozeniu transformowanych bakterii DHS5a, wysiano je na pozywke
stala z ampicyling, dodatkowo na szalki podano 30ul X-gal (0,5mg/ml) oraz 15ul
0,IM IPTG. Nast¢pnego dnia otrzymano mieszaning biatych i niebieskich kolonii.
Izolacj¢ plazmidow przeprowadzono z pojedynczych, biatych kolonii (Materiaty
I Metody 3.2.7.2b). Aby potwierdzi¢ obecnos¢ wligowywanego insertu, otrzymane
plazmidy trawiono enzymami EcoR | oraz Pst I, a nast¢pnie sekwencjonowano
(Materiaty i Metody 3.2.8 13.2.11.1). Plazmid pUC18 z wligowanym pomig¢dzy
miejsca restrykcyjne Sma | i Pst | fragmentem HVR, nazwano pUC18-HVR5.

Plazmid pUC18-HVRS5 otrzymano w duzej skali (Materialy i Metody 3.2.7.2a)
I wykorzystano jako matryce w reakcji transkrypcji in vitro. W tym celu plazmid zostat
zliniowany za pomoca enzymu restrykcyjnego Pst I (Materiaty i Metody 3.2.8). Reakcje
transkrypcji prowadzono przy uzyciu zestawu AMBION T7-MEGAshortscript™
(Materiaty 1 Metody 3.2.12). Powstajacy RNA (HVR-5-RNA) byt dtuzszy od HVR-5-
DNA 0 6 nt — 5 pochodzacych z fragmentu promotora polimerazy RNA T7, ktory ulega
transkrypcji oraz dodatkowy nukleotyd, pozostajacy na koficu 5’ nici matrycowej po

zliniowaniu plazmidu pUC18-HVR-5 enzymem Pst I.

4.2.2 Wstepne badania aktywnosci polimerazowej
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Aktywno$¢ polimerazowa HIV-1 RT, homodimeru p66 (HD-p66) oraz
homodimeru p51 (HD-p51) testowano w reakcji wydluzania startera RC-3,
wyznakowanego %°P na koncu 5° (Materiaty iMetody 3.2.14). Jako matryce
wykorzystano jednoniciowe czgsteczki HVR-5-DNA oraz HVR-5-RNA. Reakcje
prowadzono w standardowym buforze do RT, zgodnie ze schematem opisanym
W rozdziale Materiaty 1 Metody 3.2.15.1. Dla pordwnania przeprowadzono analogiczne
reakcje z uzyciem komercyjnie dostepnej odwrotnej transkryptazy Mu-MLV (Mu-MLV
RT). Produkty reakcji oczyszczono metodg fenol-chloroform, rozdzielono w 12%
denaturujacym zelu poliakryloamidowym, a nastgpnie analizowano za pomocg skanera
materialdw znakowanych radioizotopowo. Wydajno$¢ syntezy produktéw pelnej
dlugosci, powstajacych w wyniku skopiowania catej czasteczki matrycowej,

przedstawiono na Rys 4.5, [Kurzynska-Kokorniak i wsp., 2003].
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Rysunek 4.5 Wydajnos¢ syntezy petnej
dtugosci produRtu DNA w reakcji
wydtuzania startera Ratalizowanej przez
HIV-1 RT 1 jej podjednostRi: p66 i p5S1.
Poréwnanie wydajnosci syntezy DNA
przez: HIV-1 RT, HD-p66 i H'D-p51 oraz
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Romercyjnie dostepng Mu-MLYV R.
Whdajnosc syntezy DNA byta badana w
reakgji wydtuZania startera, w temp.
37°C, na matrycach ssDNA oraz RNA.
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Przeprowadzona analiza wykazata, ze synteza DNA zachodzi zdecydowanie
mniej efektywnie na matrycy RNA, niz na matrycy DNA. Otrzymana HIV-1 RT
wykazywata podobng aktywnos$¢ polimerazowa jak Mu-MLV RT, zaré6wno na matrycy
DNA jak i RNA. Synteza DNA na matrycach DNA oraz RNA, katalizowana przez HD-
p66, zachodzita z prawie dwukrotnie nizszg wydajno$cig w poréwnaniu z HIV-1 RT.
HD-p51 nie wykazywal aktywnosci polimerazowej. Uzyskane wyniki byly zgodne
z wynikami innych grup badawczych [Katz i wsp., 1994].

Z uwagi na brak wykrywalnej aktywnosci polimerazowej podjednostki p51, do
dalszych badan uzyto HIV-1 RT, HD-p66 oraz Mu-MLV jako kontrolg. Kolejnym
etapem byla optymalizacja warunkow reakcji syntezy DNA.

4.2.3 Optymalizacja warunkéw syntezy DNA

W celu okreslenia optymalnych warunkéw syntezy DNA przez HIV-1 RT oraz
HD-p66, reakcje wydtuzania startera prowadzone byly w roznych temperaturach: 37°C,
45°C oraz 55°C. Produkty reakcji analizowano metoda -elektroforezy w 12%
denaturujagcym zelu poliakryloamidowym. Przyktadowe wyniki zamieszczono na Rys.
4.6, a analiz¢ iloSciowg powstalych produktow na Rys. 4.7. Synteza DNA
przeprowadzana byla rowniez w $rodowisku, gdzie jony Mg?* zastapiono jonami Mn?*
(Rys. 4.8 1 Rys. 4.9), (Materialy 1 Metody 3.2.15.1). Jako kontrole, wykorzystano Mu-
MLV RT. W celu okre§lenia dlugosci powstajacych produktow, rownolegle
przeprowadzono reakcje sekwencjonowania matrycy HVR-5-DNA (Materiaty i Metody
3.2.11.2), [Kurzynska-Kokorniak i wsp., 2003].
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Rysunek 4.6 Analiza elektroforetyczna produktéow reakcji wydluzania startera, prowadzonych
W réznych warunkach temperaturowych. Reakcje wydtuzania startera prowadzone byty w temp. 37°C,
45°C oraz 55°C, na matrycach ssDNA (HVR-5-DNA) oraz RNA (HVR-5-RNA), z udziatem enzymow:
HIV-1 RT (linie 1, 4, 7, 10, 13, 16), HD-p66 (linie 2, 5, 8, 11, 14, 17) oraz komercyjnie dostepnej Mu-
MLV RT (linie 3, 6, 9, 12, 15 18). W celu okreslenia dtugosci produktéw, rownolegle przeprowadzono
reakcje sekwencjonowania matrycy (nie przedstawione na rysunku). Symbolem F(D) oznaczono produkty
petnej dhugosci, powstajace w wyniku powielenia calej matrycy ssDNA (69 nt), natomiast F(R) -
produkty pelnej dlugosci, powstajace w wyniku powielenia catej matrycy RNA (74 nt). Litera P
oznaczono starter RC3 (wyznakowany 32P na konfcu 5°), ktory nie zostal wykorzystany w reakcji.

45

Matryce:
D DNA

z
=g
] D RNA
H
[1] HIV-1RT
£ [2] p66

[3] Mu-MLV RT

o] s [20 Jaa [+ [+ [ 2 [ar [ ow [ [6 [ 3 [a oo [7 [2]3]+1]

I 37°C | 45°C I 55°C I

Rysunek 4.7 Aktywno$¢ polimerazowa HIV-1 RT, HD-p66 oraz Mu-MLV RT w réznych
warunkach temperaturowych. Porownanie wydajnosci syntezy produktéw petnej dtugosci przez HIV-1
RT, HD-p66 oraz komercyjnie dostepng Mu-MLV RT. Wydajno$¢ syntezy DNA byla badana w reakcji
wydtuzania startera, w temp.: 37°C, 45°C, 55°C, na matrycach ssSDNA oraz RNA.
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Rysunek 4.8 Analiza elektroforetyczna produktéow reakcji wydluzania startera, prowadzonych

w obecno$ci dwuwarto$ciowych jonéw Mn?*. Reakcje wydtuzania startera prowadzone byty w buforze
do RT, zawierajagcym jony Mn?*, na matrycach DNA (HVR-5-DNA) oraz RNA (HVR-5-RNA),
z udziatem enzyméw: HIV-1 RT (linie 1 i 4), HD-p66 (linie 2 i 5) oraz komercyjnie dostgpnej Mu-MLV
RT (linie 3 i 6). W celu okreslenia dlugo$ci produktéw, rownolegle przeprowadzono reakcje
sekwencjonowania matrycy (linie A, C, G, T). Symbolem F(D) oznaczono produkty peinej dtugosci,
powstajace w wyniku powielenia calej matrycy ssDNA (69 nt). Produkty pelnej dlugosci, powstajace

w wyniku powielenia catej matrycy RNA sa niewidoczne na rysunku. Litera P oznaczono starter RC3

(wyznakowany %P na koncu 5°), ktory nie zostal wykorzystany w reakcji.
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Rysunek 4.9 Aktywno$¢ polimerazowa HIV-1 RT, HD-p66 oraz Mu-MLV RT w obecnosci

kationéw: Mg?* lub Mn?*. Poréwnanie wydajnosci syntezy produktow petnej dtugosci przez HIV-1 RT,
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HD-p66 oraz komercyjnie dostepng Mu-MLV RT. Wydajno$¢ syntezy DNA byla badana w reakcji

wydtuzania startera, w temp. 37°C, w obecnosci jondéw Mg?* lub Mn?*, na matrycach ssDNA oraz RNA.
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W wyniku reakcji wydtuzania startera otrzymano szereg produktow (Rys. 4.6 1 Rys.

4.8), ktore mozna bylto podzieli¢ na trzy podstawowe grupy:

- produkty powstate podczas etapu inicjacji (PI),
- produkty powstate podczas etapu elongacji (PE),
- produkty terminacji (PT).

Dodatkowo produkty powstate podczas etapu inicjacji (PI) mozna bylo podzieli¢ na dwie

podgrupy:

- produkty wstepnej fazy inicjacji syntezy DNA (PIS), dtuzsze o 1,2 lub 3 nukleotydy od
startera. Ze wzgledu na brak mozliwos$ci odréznienia sygnatu pochodzacego od PIS i
znakowanego startera wydajno$s¢ tworzenia PIS powigkszona zostala o ilo$é
niewykorzystanego w reakcji startera,

- produkty koncowej fazy inicjacji (PIK), zaraz przed przejsciem do etapu elongacji -

produkty dtuzsze od startera o 4,5,6,7 lub 8 nukleotydow.

Chcac scharakteryzowa¢ badany proces w sposob iloSciowy wykorzystano program
komputerowy Image Quantification pozwalajacy dokladnie okresli¢ wydajnos¢, z jaka
powstawaty poszczegodlne produkty reakcji. W przypadku reakcji wydluzania startera
wyznakowanego 2P na koncu 5°, wydajnoéé syntezy DNA przez okreslony enzym
mierzona byla w nastgpujacy sposob: warto§¢ impulsu pochodzacego od calej, rozdzielone;j
w zelu poliakryloamidowym mieszaniny reakcyjnej przyjmowana byla jako 100%.
W zalezno$ci od analizowanych parametrow, warto$¢ t¢ dzielono na poszczegédlne
produkty. Wyniki analizy ilo$ciowej przedstawiono na Rys. 4.7 1 Rys. 4.9 (wydajnos¢
syntezy produktow pelnej dlugos$ci) oraz na Rys.: 4.10, 4.11 4,12, 4.13 (wydajno$¢ syntezy
PIS, PIK, PE i PT). Przedstawione na wykresach wyniki sa warto$ciami $rednimi,

wyznaczonymi w oparciu o trzy niezalezne eksperymenty.
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Rysunek 4.10 Porownanie wydajnosci z jaka tworzyly si¢ produkty poszczegolnych etapow syntezy
DNA na matrycach DNA lub RNA, w temperaturze 37°C, z wykorzystaniem enzyméw HIV-1 RT, HD-
p66 oraz Mu-MLV RT. Oznaczenia: PIS — produkty powstate podczas wczesnego etapu inicjacji syntezy

DNA, PIK - produkty powstate w koncowej fazie inicjacji syntezy DNA, PE — produkty powstate podczas

etapu elongacji, PT — produkty terminacji.
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Rysunek 4.11 Poréwnanie wydajnosci z jaka tworzyly sie produkty poszczegélnych etapéw syntezy

DNA na matrycach DNA lub RNA, w temperaturze 45°C, z wykorzystaniem enzymow HIV-1 RT, HD-
p66 oraz Mu-MLV RT. Oznaczenia: PIS — produkty powstate podczas wczesnego etapu inicjacji syntezy

DNA, PIK - produkty powstate w koncowej fazie inicjacji syntezy DNA, PE — produkty powstate podczas
etapu elongacji, PT — produkty terminacji.
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Rysunek 4.12 Poréwnanie wydajnos$ci z jaka tworzyly si¢ produkty poszczegélnych etapow syntezy
DNA na matrycach DNA lub RNA, w temperaturze 55°C, z wykorzystaniem enzymow HIV-1 RT, HD-
p66 oraz Mu-MLV RT. Oznaczenia: PIS — produkty powstate podczas wczesnego etapu inicjacji syntezy
DNA, PIK - produkty powstate w koncowej fazie inicjacji syntezy DNA, PE — produkty powstale podczas
etapu elongacji, PT — produkty terminacji.
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Rysunek 4.13 Porownanie wydajnosci z jaka tworzyly si¢ produkty poszczegolnych etapow syntezy

DNA na matrycach DNA lub RNA, w obecnos$ci jonéw Mn?*, z wykorzystaniem enzyméw HIV-1 RT,
HD-p66 oraz Mu-MLV RT. Oznaczenia: PIS — produkty powstate podczas wczesnego etapu inicjacji
syntezy DNA, PIK - produkty powstate w koncowej fazie inicjacji syntezy DNA, PE — produkty powstate
podczas etapu elongacji, PT — produkty terminacji.
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Szczegbtowa analiza iloSciowa produktow powstajacych podczas reakcji
wydtuzania startera: PIS, PIK, PE oraz PT pokazata, ze w badanym zakresie temperatur:
37°C, 45°C 1 55°C, HIV-1 RT efektywnie katalizuje proces syntezy DNA, wykazujac
najwyzsza aktywnos¢ w temp. 45°C. Odmienne wyniki uzyskano dla enzymu kontrolnego
- Mu-MLV RT, ktérej optymalne warunki syntezy mieszcza si¢ w przedziale 37-45°C,
natomiast w temp. 55°C wydajno$¢ syntezy peinej dhugosci DNA przez Mu-MLV
drastycznie spada. Poréwnujac HIV-1 RT z HD-p66, mozna stwierdzi¢, ze heterodimer
wykazuje wyzsza aktywno$¢ polimerazowa. Etap elongacji przebiegal bez wigkszych
przeszkod we wszystkich badanych przypadkach. Ponadto, we wszystkich analizowanych
probach, efektywnos$¢ syntezy petnej dtugosci DNA na matrycy RNA byta stosunkowo
niewielka. Zaobserwowano, ze podczas syntezy DNA na matrycy RNA szczegdlnie czgsto
dochodzito do przedwczesnej terminacji syntezy na etapie inicjacji (PIS+PIK). Przejscie
od fazy inicjacji do fazy eclongacji okazalo si¢ zreszta dla wszystkich testowanych
enzymow gléwnym punktem limitujagcym wydajnos¢ syntezy produktow peinej dtugosci.
Wplyw przedwczesnej terminacji na wydajno$¢ procesu syntezy DNA jest najlepiej
widoczny na przyktadzie reakcji przeprowadzonych w obecnosci jonow Mn?*, podczas
ktoérych powstaje niewiele produktow petnej dlugosci. Uzyskane dane $wiadcza, ze
najtrudniejszag do pokonania barierg jest synteza pierwszych trzech wigzan
miedzynukleotydowych. Inaczej przedstawiata si¢ sytuacja, kiedy reakcje prowadzono w
obecnosci jonow Mn?*, wowczas do zatrzymania syntezy najczesciej dochodzito podczas
wlaczenia 4, 5,...8 nukleotydu (etap PIK). Zuwagi na interesujace wyniki uzyskane
podczas analizy wstepnego etapu reakcji syntezy DNA, etap ten zostat przesledzony
szczegodtowo (Rys. 4.14 1 Rys. 4.15). Nastgpnie poréwnano jak etap inicjacji przebiegat we
wszystkich przeprowadzonych reakcjach (Rys. 4.16). Przedstawione na wykresach wyniki

sg warto$ciami $rednimi, wyznaczonymi w oparciu o trzy niezalezne eksperymenty.
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Inicjacja syntezy DNA na matrycy DNA Inicjacja syntezy DNA na matrycy RNA
HIV-1RT HIV-1RT
% ® % :
I.-s«.- BVBV; | aAw ?Ta | 523 | a.Gsw | |2TI:B | [a% :f;r:‘a | 8;8 | ?.qu 93& B.Gua znTﬁ |
Inicjacja syntezy DNA na matrycy DNA Inicjacja syntezy DNA na matrycy RNA
p66 p66

Inicjacja syntezy DNA na matrycy DNA Inicjacja syntezy DNA na matrycy RNA
Mu-MLV RT Mu-MLV RT

% = % ® A
o 0
10 10
0+ 0
WF| A T [+ G T WFI A T [ G T
[a% 5369 | 1453 | 105 | 762 | 5,19 | 848 [a% 5537 | 854 | 704 | 343 | 737 1E3 |

Rysunek 4.14 Przebieg procesu inicjacji syntezy DNA na matrycach DNA lub RNA, w temperaturze
37°C i obecnosci jonow Mg?*, z wykorzystaniem enzyméw HIV-1 RT, HD-p66 oraz Mu-MLV RT.
Oznaczenia: WFI (Wczesna Faza Inicjacji) — efektywnos$¢ terminacji procesu syntezy DNA podczas
wlaczania pierwszych trzech nukleotydow, dalsze pozycje na wykresie oznaczone: A, T, C, G, T,
odzwierciedlaja efektywnos$¢ terminacji syntezy na kolejnych pozycjach nukleotydowych. Suma impulsow,

pochodzacych od WFI, AT, C, G oraz T, zostata przyjeta jako 100%.
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Inicjacja syntezy DNA na matrycy DNA
HIV-1RT

Inicjacja syntezy DNA na matrycy DNA

Inicjacja syntezy DNA na matrycy RNA
HIV-1RT

Inicjacja syntezy DNA na matrycy RNA

p66 p66

Inicjacja syntezy DNA na matrycy DNA
Mu-MLV RT

Inicjacja syntezy DNA na matrycy RNA
Mu-MLV RT

[m% 2354 | 11,78 17 58 18,38 | 11,78 1658

Rysunek 4.15 Przebieg procesu inicjacji syntezy DNA na matrycach DNA lub RNA, w temperaturze
37°C i obecnos$ci jonéw Mn?*, z wykorzystaniem enzyméw HIV-1 RT, HD-p66 oraz Mu-MLV RT.
Oznaczenia: WFI (Wczesna Faza Inicjacji) — efektywno$¢ terminacji procesu syntezy DNA podczas
wlaczania pierwszych trzech nukleotydow, dalsze pozycje na wykresie oznaczone: A, T, C, G, T,
odzwierciedlaja efektywnos¢ terminacji syntezy na kolejnych pozycjach nukleotydowych. Suma impulsow,

pochodzacych od WFI, A ,T, C, G oraz T, zostata przyjeta jako 100%.
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Przedwczesna terminacja podczas procesu inicjacji syntezy DNA
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[2] p66
S
[3] Mu-MLV RT
Rysunek 4.16 Wplyw warunkow reakcji na przebieg procesu inicjacji syntezy DNA. Na wykresie
przedstawiono wydajno$¢ tworzenia produktow przedwczesnej terminacji podczas etapu inicjacji syntezy
DNA. Poroéwnanie zostalo przeprowadzone dla reakcji wydtuzania startera prowadzonych na matrycach

ssDNA lub RNA, w temp. 37°C, 45°C i 55°C oraz w buforze do RT, gdzie jony Mg?* zastapiono jonami
Mn?*,

Przeprowadzone badania wskazuja na istotna role jonéw Mg?" podczas
przechodzenia kompleksu polimerazowego z fazy inicjacji do fazy elongacji.
Zaobserwowano znaczace roéznice pomigdzy procesem inicjacji zachodzacym w obecnosci
jonow Mg?* i Mn?" (Rys. 4.14 i Rys. 4.15). W przypadku jonéw Mg?*, do terminacji
syntezy DNA najwydajniej dochodzito podczas przytaczania do startera pierwszych trzech
nukleotydéw (WFI, Rys. 4.14). Przylaczanie 4-, 5-, 6- oraz 7-go nukleotydu zachodzito

bez wigkszych zaktocen. Silny sygnal terminacji pojawiat si¢ dopiero po wiaczeniu
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6smego nukleotydu. Obecno$é jonéw Mn?* powodowala wyrazne podwyzszenie czestosci
terminacji syntezy na wszystkich o$miu analizowanych pozycjach nukleotydowych (Rys.
4.15). Ponadto, HIV-1 RT okazata si¢ by¢ enzymem najmniej wrazliwym na zamiang
jonow (przebieg fazy inicjacji w obecnosci jonéw Mg?* i Mn?* przedstawiat sie podobnie).
Terminacja syntezy DNA podczas etapu inicjacji zachodzita natomiast najwydajniej w

obecnosci HD-p66 (na matrycy DNA) oraz Mu-MLV RT (na matrycy RNA), (Rys. 4.16).

Podsumowanie. Szczegotowa analiza produktow reakcji wydtuzania startera wskazuje, iz
badany proces mozna podzieli¢ na trzy etapy: inicjacji, elongacji oraz terminacji.
Dodatkowo w obrebie etapu inicjacji mozna wyroznic trzy podetapy. Podczas pierwszego,
enzym wigze si¢ z matryca i zhybrydyzowanym z nig starterem. W drugim, rozpoczeta
zostaje synteza DNA, czyli tworzenie pierwszych wigzan mi¢dzynukleotydowych. W
trzecim, dochodzi do przeksztatcenia kompleksu inicjacyjnego w elongacyjny. Doktadna
analiza procesu inicjacji pokazata, ze synteza DNA bardzo cze¢sto zostaje zakonczona po
dodaniu zaledwie kilku pierwszych nukleotydow. Na zelu zaobserwowano powstawanie
produktow dhuzszych od startera o 1,2...8 nukleotydéw (PI=PIS+PIK). Ustalono, ze proces
przedwczesnej terminacji zachodzi szczegoélnie czesto po przylaczeniu do startera
pierwszego, drugiego oraz trzeciego nukleotydu — najintensywniejszy pik, oznaczony WFI
(Rys.4.14). Wydawac¢ by si¢ moglo, ze po przylaczeniu pierwszych trzech nukleotydow
synteza DNA zachodzi¢ bedzie bez wigkszych przeszkoéd — stabe impulsy pochodzace od
startera z przytaczonymi: 4, 5, 6 oraz 7 nukleotydami (Rys.4.14). Jednakze po wlaczeniu
8 nukleotydu do nowosyntetyzowanej nici, ilo§¢ produktéw przedwczesnej terminacji
ponownie wzrasta (Rys. 4.14). Nagly wzrost czgstosci przedwczesnej terminacji syntezy
DNA mozna wigza¢ ze zmianami strukturalnymi, zachodzacymi w kompleksie kwas
nukleinowy-biatko, czyli z pokonywaniem bariery energetycznej, dzielacej etap inicjacji
od etapu elongacji. Po przejsciu do fazy elongacji, synteza DNA przebiega bez wigkszych
przeszkod. Zaobserwowano powstawanie niewielkiej ilosci produktow niepetnej dtugosci
(PE). Ostatecznie enzym osigga koniec 5’ czgsteczki i dochodzi do etapu terminacji,

podczas ktérego wytworzonych zostaje kilka produktow (PT).

Podsumowujac uzyskane wyniki mozna powiedzie¢, ze synteza DNA przez HIV-1
RT przebiega najefektywniej, gdy czasteczka matrycowa jest ssDNA, w temperaturze
45°C, w standardowym buforze do RT (Rys. 4.7). Takie warunki ograniczajg proces

przedwczesnej terminacji syntezy DNA (Rys. 4.16), zostaty wigc zastosowane podczas
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kolejnych reakcji. Ponadto interesujace wyniki uzyskano dla reakcji prowadzonych
w buforze do RT, zawierajacym dwuwarto$ciowe jony Mn?* (Rys. 4.8). W obecnosci tych
jondw, przejscie z etapu inicjacji do etapu elongacji bylo szczegolnie trudne (Rys. 4.16),
stad tez najprawdopodobniej wynikata niska wydajno$¢ tworzenia produktow pelnej

dhugosci.

4.3 Wstepne badania wptywu struktury matrycy na wiernosc jej kopiowania

Aby stwierdzi¢, w jakim stopniu doktadno$¢ kopiowania czgsteczek genomowych
zalezy od specyficznych wiasciwosci polimerazy, a w jakim zakresie jest ona
uwarunkowana strukturg matrycy, testowano precyzje, z jaka HIV-1 RT powiela
szczegblnie zmienng sekwencj¢, pochodzacg z genomu wirusowego. W badaniach
wykorzystano modelowg sekwencj¢, obecng w genomowej czasteczce HCV — fragment
tzw. regionu hiperzmiennego (HVR).

W doswiadczeniu uzyto matryce HVR-5-DNA oraz HVR-5-RNA, opisane
w rozdziale Wyniki i Dyskusja 4.2.1 Przeprowadzono standardowe reakcje syntezy DNA
(w buforze do RT z Mg?*, w 45°C), z wykorzystaniem startera RC-3, wyznakowanego >2P.
Produkty syntezy rozdzielono w denaturujacym zelu poliakryloamidowym, a nastgpnie
wyizolowano ssDNA odpowiadajace produktom pelnej dlugosci (Materialty i Metody
3.2.13). Oczyszczone preparaty poddano amplifikacji metoda PCR, stosujac polimeraze
DNA Pfu, ktora zgodnie z informacja dostarczong przez producenta, posiada zdolnos$¢
szczegllnie wiernego kopiowania czasteczek DNA (dzieki obecnosci aktywno$ci
egzonukleazowej 3°—5’). Jako kontrole, przeprowadzono reakcj¢ PCR w obecnosci
matrycy HVR-5-DNA, z uzyciem polimerazy DNA Pfu. Produkty PCR byly klonowane 1
sekwencjonowane (Materiaty i Metody 3.2.5). Przyktadowe sekwencje przedstawiono na
Rys. 4.17.

HVR-5 wt 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACAGGGGGGACGATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3"
K PCR [1] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACAGGGGGGACGATGGC AAAAACACCCTCGGGATTACG-3'
K PCR [4] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGARA A GGGGGACAATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3'
K PCR [5] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACAGGAGGGACGATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3’
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K PCR [6] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACA GGGGGACGATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3'
D PCR [3] 5’ -AATCTAGACGTTGAC_GGGGAACATATGTGACAGGGGGAACGATGGCCAAAAACA CCTCGGGATTACG-3'
D PCR [4] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACAGGGAGGAC ATGACCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3'
D PCR [11] 5’ -AATCTAGACGTTGAC_GGGGAACCTATGTGACAGGGGAGACGATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3'
D PCR [14] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACA GGGGAACAATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3'
D PCR [17] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACAGGGGAGACGATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3’
R PCR [3] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACAGGGGGGACGATGG_CAAAAACACCCTCGGGATTACG-3'
R PCR [8] 5’ -AATCTAGACGTTGAC_GGGGAACCTATGTGACAGGGGGGACGATGGCCAAAAACACCCTCGGG_TTACG-3’
R PCR [9] 5’ -AATCTAGACGTTGAC_GGGGAACCTATGTTACAGGGGGAACGATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3'
R PCR [11] 5’ -AATCTAGACGTTGAC_GGGGAACCTATGTGACAGGGGGGACGATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3'
R PCR [17] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACAAGGAGGACGATGG_CAAAAACACCCTCGGGATTACG-3'
K [3] 5’ -AATCTAGACGTTG_CGGGGGAACCTATGTGACAGGAAGAACGATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3'
K [5] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACAGGGAGGAAGATAGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3’
K [7] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACAGGGGGGAAGATGACCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3’
K [8] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACAGGGGGGACGATGAACAAAAACACCCTC GGATTACG-3'
K [14] 5’ -AATCTAGACGTTGAC_GGGGAACCTATGTGACAGGGGGGACAATGG_CAAAAACACCCTCGGGATTACG-3'
K [21] 5’ -AATCTAGACGTTGAC*GGGGGAACCTATGGGACAGGGGGGACGATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3
K [24] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATCTTAAAGGGGGGACGATGACCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3
D [10] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGAAAACTATGTGACA'GGGGGGACAATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3
D [15] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACAGGGGGGAC ATGGACAAAAACACCCTCGGGATTACG-3'
D [16] 5’ -AATATAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACAGGGGAGACGATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3’
D [24] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACAGGCGGGACGATGAACAAAAACACCCTCGGGATTACG-3’
D [29] 5’ -AATCTAGACGTTAACGAGGGAACCTATGTGACAGGAGGGACGATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3’
D [31] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGGAACCTATGTGACAGGGGGGACGATGGCCAAAAACACCCTAGGGATTACG-3’
D [39] 5’-TA__TAGACGTTAACGGGGAAACCTATGTGACAGGGGGGAAGATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3'
D [41] 5’ -AATCTAGACGTTGACGGGGAAACCTATGTGA AGGGGGGACGATGGCCAAAAACACCCTCGGGATTACG-3

Rysunek 4.17 Przyktadowe sekwencje czasteczek potomnych, otrzymanych w wyniku
powielania fragmentu rejonu hiperzmiennego HCV przez HIV-1 RT oraz polimerazg
DNA Pfu. Sekwencja matrycy wyjSciowej (typu dzikiego) zostala zaznaczona jako
HVR-5-DNA wt, pozostale oznaczenia: K — kontrolna reakcja syntezy DNA,
prowadzona na matrycy HVR-5-DNA przez polimeraze DNA Pfu, D — reakcja
syntezy DNA, prowadzona na matrycy HVR-5-DNA przez HIV-1 RT, R - reakcja
odwrotnej transkrypcji, prowadzona na matrycy HVR-5-RNA przez HIV-1 RT,
skrot PCR w nazwie klonu oznacza, ze produkt reakcji zostal poddany
amplifikacji metoda PCR, z wykorzystaniem polimerazy DNA Pfu. Liczby
umieszczone w nawiasach kwadratowych oznaczaja numery poszczegolnych
klonéw. Substytucje nukleotydowe zostaly zaznaczone kolorem czerwonym,
delecje - kreska pozioma, natomiast insercje — krzyzykiem. Odnotowano dwie

insercje nukleotydu G, w klonie K [21] oraz D [10].
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Analiza sekRwencji otrzymanych
Rlonéw data zaskaRujace wyniki. ORazato
sig, Ze podczas reakcfi Rontrolnych i reakgfi

z udziatem HIV-1 RT (zaréwno na
matrycy sSDNA jak,i RNA),
wprowadzana byfta podobna ilos¢ mutacyi
punktowych, co wskazywato na to, iZ
rodzaj uZytej do reakcji polimerazy nie
miaf wigkszego znaczenia. Cate
doswiadczenie powtdrzono dwuRrotnie.
Aby pomingé etap amplifikacyi, podczas
Rtdrego polimeraza mogta wprowadzic
liczne mutacje do nici potomnych,
przeprowadzono reakgje syntezy DNA na
matrycy DNA. W rezultacie uzyskano
dwuniciowy DNA, Ktorego jedna ni¢
otrzymana byfa na drodze syntezy
chemicznej, a druga przy udziale HIV-1
RT. Jako Rontrole przeprowadzono
analogiczng reakgje 2 uZyciem polimerazy
DNA Pfu. Otrzymane produkty
rozdzielono w natywnym Zelu
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poliakryloamidowym, wyizolowano pefnej
dtugosci dsDNA, Rtory nastgpnie zostat
poddany procedurze wypefniania Roricéw
przy pomocy Fragmentu Kfenowa
polimerazy DNA I (Materiaty i Metody
3.2.9). Tak przygotowane inserty byfy
Rlonowane i seRwencjonowane (Materiaty
i Metody 3.2.5). SeRwencje wybranych
Rlonow przedstawiono na Rys. 4.17,
szczegofowa analiza wprowadzonych
mutacfi punktowych zostata
przedstawiona w Tabeli 4.1.

Uzyskane wyniki byty zgodne z wczesniejszymi spostrzezeniami, iz rodzaj uzytej
polimerazy nie wptywa na wierno$¢, z jaka kopiowany jest hiperzmienny fragment
genomu HCV (jego odpowiednik DNA). Aby ustali¢ w jakim stopniu struktura
matrycy decydowa¢ moze o precyzji replikacji genomow wirusowych,
do$wiadczenie zostato powtorzone, z t3 roznica, ze jako matryce uzyto 69-nt
sekwencj¢ pochodzaca ze stosunkowo zachowawczego fragmentu genomu HCV
(HCV-E1). Jednoniciowa czgsteczka DNA zostata otrzymana na drodze syntezy
chemicznej. W reakcji uzyto starter HCV-E1-p. Po przeanalizowaniu sekwencji
dwudziestu otrzymanych klonow, okazato si¢, ze podczas kopiowania matrycy HCV-
E1 zaré6wno HIV-1 RT jak i polimeraza DNA Pfu nie wprowadzaly mutacji

punktowych, niezaleznie od tego czy sekwencjonowaniu poddawane byty produkty
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reakcji wydhuzania startera bezposrednio po jej zakonczeniu czy amplifikowane w

reakcji PCR.
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Tabela 4.1 Zidentyfikowane mutacje punktowe, wprowadzone do nici potomnej
podczas powielania 69-nt matrycy HVR-5-DNA lub HVR-5-RNA przez HIV-1 RT
lub polimeraz¢ DNA Pfu

Nazwa mutacji punktowych Tlos¢ mutacji
TRANZYCJE 6—A 32
SUBSTYTUCJE A-T :
NUKLEOTYDOWE oA 1
TRANSWERSJE

6—-C 2

6T 2

T-A 1

T-6 1
DELECJE 23
INSERCJE (6) 2
tACZNIE: 75

Podsumowanie. Na podstawie uzyskanych
wynikRéw, stwierdzono, Ze dokfadnos¢
Ropiowania matrycy jest uzalezniona nie
tylko od rodzaju enzymu lecz takze od
sekwencji powielanego fragmentu. W
przypadRu Ropiowania fragmentu rejonu
HVR, charakteryzujacego sig duzym
polimorfizmem genetycznym, obydwie
polimerazy wprowadzaty poréwnywalng
ilos¢ mutaci, przy czym zaobserwowano
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wyraZne preferencje dotyczqce zarowno
rodzaju jak i miejsca wprowadzanych
mutacyi. Najczesciej byfy one uloRowane
w obszarze bogatym w powtorzenia
guanozynowe, gdzie odnotowano liczne
delecje oraz tranzycje G— A. Z doniesieri
literaturowych wiadomo, iz na genomy
wirusow takich jak HIV czy HCV dziata
presja seleRcyjna, zorientowana w
Rierunku akumulowania czqsteczeR
bogatych w reszty adenozynowe [Berkhout
i wsp., 1994]. Reszty adenozynowe
wystepujq licznie w Rodonach asparaginy
czy tyrozyny, czyli w aminokwasach,
Rtére mogq ulegaé glikozylacyi.
Najprawdopodobniej zwigRszenie ilosci
miejsc glikozylacyi biateR otoczki
wirusowej (sekRwencja HVR Roduje biatka
otoczRi HCV) daje wirusowi potencjalng
szanse stworzenia nowych wariantéw
opornych na leRi czy przeciwciata obecne
w organizmie zainfeRowanej 0soby.
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Podsumowujqc, mozna stwierdzic, Ze
w przypadRu fragmentu seRwencyi HVR,
cechujgcego sie duzym polimorfizmem
genetycznym, wlasciwosci polimerazy (np.
obecnos¢ aktywnosci naprawczej) nie
wywieraty wigkszego wpbywu na
wiernosé, z jakg byt on powielany.
Podczas Ropiowania matrycy HVR-5-
DNA, zarowno HIV-1 RT jak i
polimeraza DNA Pfu wprowadzaly
podobng ilos¢ mutacji. Na podstawie
uzyskanych wynikgw obliczono Srednig
czestoS¢ wprowadzania mutacyi
punktowych podczas Ropiowania matrycy
HVR-5-DNA bgdZ HVR-5-RNA —
3,7x10%, co oznacza, Ze do
nowosyntetyzowanej nici Srednio
wprowadzanych byfo 3,7 mutacji na Razde
100 przytaczanych nukleotydow. Ponadto,
pokazano, Ze inny fragment seRwencyi
Rodujqcej biatka otoczRi HCV, Riory z
Rolei cechowaf sie wzgledng
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zachowawczoscig, byt Ropiowany przez
uZyte w doswiadczeniu polimerazy
praktycznie bezblednie. Moina zatem
przypuszczac, iZ struktura Rwasu
nukleinowego odgrywa bardzo wazng role
w wiernym powielaniu genomow
wirusowych.

4.4 Badanie aktywnosci rekombinacyjnej HIV-1 RT oraz homodimeru p66

4.4.1 Rekombinacja homologiczna

Rekombinacja homologiczna moZe
odgrywaé dwojakg role w cyRlu Zyciowym
wirusa HIV. Z jednej strony jest ona
niezbedna do przepisania genomowej
czqsteczRi RNA na dsDNA, Rtory ulega
integracji z genomem gospodarza. Z
drugiej strony umozliwia wymiang
informacyi genetycznej pomigdzy réZnymi
wariantami HIV.

W celu lepszego poznania
struRturalnych uwarunkowari
rekombinacji homologicznej postanowiono
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stwierdzic, jakie elementy zawarte w
struRturze tzw. sekRwencji liderowej
genomu HIV-1 odpowiedzialne sq za
naturalnie zachodzqce przeskoRi
reRombinacyjne HIV-1 RI. Wezesniejsze
doniesienia literaturowe sugerowaty, iz
najistotniejszym czynnikiem
umozliwiajgcym przeniesienie HIV-1 RT
z Rotica 5’ czqsteczRi genomowej na jej
Roniec 3', nie jest 97-nt seRwencja
homologiczna (rejon R), obecna na obydwu
Roricach genomu HIV-1, lecz struktura
drugorzedowa catej seRwencji liderowej
[Berkhout i wsp., 2001; Huthoff i wsp.,
2003]. Aby zweryfikowac ten poglad
testowano aktywnosc reRombinacyjng
HIV-1 RT oraz HD-p66 wobec seRwencyi
liderowej HIV-1 oraz wobec samych tylRo
rejonow R, Dodatkowo, chciano ustalic
czy homologiczne seRwencje R wyRazujq
jakgs szczegolng zdolnos¢ do wspierania
przeskokow HIV-1 RI. Dlatego tez
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porownano jak zmienia sig aktywnos¢
reRombinacyjna HIV-1 R, gdy rejon R,
zastqpi sig seRwencjq, Rtora efeRtywnie
wspiera reRombinacje homologiczng
u catRowicie innego wirusa.

W eRsperymentach tych wykorzystano
dobrze scharakteryzowang seRwencje R-
BMYV, pochodzgcq z modelowego (+)RNA
wirusa roslinnego — BMYV.

4.4.1.1 Wptyw struktury RNA rejonu liderowego HIV-1 na wydajnos¢
procesu rekombinacji

Doswiadczenia przeprowadzone w
pracowni Berkhout'a wskazywaty, Ze
efeRtywnosc¢ rekombinacyi zalezy od tego,
Rtorq z dwoch alternatywnych
Ronformacyi przyjmie rejon liderowy HIV-
1 — stabilniejszq termodynamicznie
Ronformacje LDI czy mniej stabilng,
BMH. Powstanie struktury BMH moze
zostacé wymuszone obecnoscig biatka
nukleokapsydu, NC lub poprzez
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wprowadzenie specyficznych mutacyi
(mutA) do spinki poli(4), (Rys. 4.18)
[Berkhout i wsp., 2001; Huthoff i wsp.,
2003]. Z doniesieri literaturowych
wiadomo, Ze proces odwrotnej
transkrypcyi, podczas Rtorego tworzone sq
rekombinanty, wspierany jest obecnoscig
struktury BMH. Nie uzyskano jednak,
jednoznacznej odpowiedzi, czy struktura
BMH powstaje wskuteR przyfgczenia
startera tRNA°S, czy jest obecna jeszcze
przed jego hybrydyzacjq do miejsca PBS,
np. dzigki oddziatywaniom z biatkiem NC
[Berkhout i wsp., 2002].
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Rysunek 4.18 Organizacja rejonu liderowego (5°-UTR) HIV-1 [Abbink i wsp., 2003]. a) Organizacja
5’-UTR. Sekwencje regulatorowe zaznaczone sg w postaci kolorowych prostokatow. b) Model struktury
drugorzgdowej rejonu 5°-UTR HIV-1. W rejonie liderowym moze powstaé sze$¢ struktur spinkowych:
TAR, poli(A), PBS, DIS, SD oraz ¥. Sekwencje regulatorowe, obecne w poszczegélnych spinkach,
zaznaczone s3 kolorami, ktére odpowiadajg oznaczeniom na Rys. 4.18a. ¢) 5’-UTR moze tworzy¢ dwie
alternatywne struktury: wydluzong (LDI) oraz rozgatezionga (BMH), sprzyjajaca dimeryzacji
genomowych czasteczek HIV. d) sekwencja spinki poli(A), z wprowadzonymi mutacjami: substytucja
U100—C oraz delecjami w pozycjach: 91 oraz 96 (mutant mutA), stabilizujagcymi struktur¢ spinkows,

a tym samym konformacj¢ BMH.

W przeprowadzonych
doswiadczeniach jako matryce donorowq
wyRorzystano fragment genomu HIV-1,

zawarty migdzy nukleotydami 1 i 290
(matryca donorowa typu dzikiego,
przyjmujgca strukture LDI — wt-d) oraz
analogiczny odcinek, niosqcy mutacje
mutA (U100— C, A91, A96), stabilizujgce
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struRture spinki poli(4), (matryca
donorowa mutA-d, przyjmujaca stabilng
struRture BMH). CzasteczRg akceptorowq
byt fragment genomu HIV-1, obejmujacy
nukleotydy 9507/9632 (126-nt sekwencja
obecna na Roricu 3° HIV-1 RNA), matryca
wt-a (Rys. 4.19). Matryce RNA zostaty
otrzymane metodq transkrypcyi in virto, w
oparciu o plazmidy otrzymane dzigki
uprzejmosci B. BerRhout 'a (Department of
Human Retrovirology, Academic Medical
Center, University of Amsterdam,
Amsterdam, Holandia). Obydwie matryce
posiadaty sekRwencje homologiczng - rejon
R, Rtory obejmuje pozycje od 1 do 97 nt w
genomowej czqsteczce HIV-1.
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GENOMOWA CZASTECZKA RNA HIV-1

1 290 9507 9632
2 ’

ST R i =R 3

donor akceptor

wt-a
akceptor

R 3

5

=
T71-Rec

rekombinant Lys21-Rec

5' [INRI roe—1
donor
wt-d/mutA-d

Rysunek 4.19 Schemat genomowej czqsteczki RNA HIV-1 oraz matryce RNA, wykorzystane do testowania naturalnej
aktywnosci reRombinacyjnej HIV-1 RT oraz HD-p66.

ARtywnos¢ rekRombinacyjng HIV-1 RT
oraz HD-p66 badano w reakcfi
wydtuZania startera na matrycy
donorowej (wt-d lub mutA-d), w obecnosci
matrycy akceptorowej (wt-a). Czas
trwania reakcfi wynosit: 30-, 45- oraz
60min. Jako kRontrole, prowadzono reakcje
wylqcznie na matrycy donorowej (wit-d [ub
mutA-d) lub akceptorowej (Materiaty
i Metody 3.2.15.3). W reaRcji
wyRorzystano starter Lys21,
Romplementarny do rejonu PBS (182/202)
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czqsteczRi donorowej. Reakeja
wydtuzania startera byfa wigc inicjowana
w pozycfi 182 (wt-d [ub mutA-d), stqd
dtugosc produktu, powstajacego w wyniku
powielenia czqsteczRi donora, wynosita
202 nt (produkt petnej dfugosci). Produkty
reakgji odwrotnej transkrypcji
analizowano w 8% denaturujgcym Zelu
poliakryloamidowym, przykfadowe wyniki
zamieszczono na Rys. 4.20c - reakcje
prowadzone w obecnosci matrycy
donorowej wit-d, przyjmujqcej strukture
LDI oraz na Rys. 4.21c - reakgje
prowadzone w obecnosci matrycy
donorowej mutA-d, przyjmujqcej stabilng
struRture BMH. W celu oszacowania
dtugosci powstajgcych produktow,
otrzymano wyznakowane *® wzorcowe
czqsteczkRi DNA: 202 pz (wzorzec
odpowiadajacy produRtom petnej
dtugosci), 219 pz (wzorzec odpowiadajgcy

139



WYNIKI I DYSKUSJA

potencjalnym reRombinantom) oraz 256
p2.

W reakgjach wydtuzania startera, w
REorych uczestniczyta zaréwno matryca
donorowa (wit-d, tworzqca struRtug LDI i
mutA-d, tworzqca stabilng strukture
BMH) jak i akceptorowa, 0boR produktow
petnej dbugosci (praZRi oznaczone literq
F), otrzymano dtuzsze czqsteczRj,
oznaczone literq 1T. Byfy one nieobecne
w reakcjach Rontrolnych,
przeprowadzanych na samej matrycy
donorowej badZ akceptorowej. Podczas
reaRgji prowadzonej w obecnosci matryc
typu dzikiego, obserwowano pojawianie
sie dodatkRowych produRtéw, opisanych
literg S (Rys. 4.20c). W celu
zidentyfikowania powstajgcych
produRtow, fragmenty odpowiadajqce
prazkom T (Rys. 4.20c oraz 4.21c) oraz §
(Rys. 4.20c) zostaty wyizolowane z Zelu
(Materiaty i Metody 3.2.13), a nastepnie
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namnoZone przy pomocy specyficznych
starteréw (Lys21-Rec oraz T71-Rec, Rys.

4.19) oraz samego startera Lys21-Rec,
(Materiafy i Metody 3.2.5, Reakgja PCR.
nr 8). Produkty reakgcji amplifiRacyi zostaty
wRlonowane do wektora pUC19
i przesekRwencjonowane. ORazato sig, Ze
produkty S, namnoZone za pomocq jednego
tylko startera Lys21-Rec,
Romplementarnego do matrycy donorowe;,
tworzone byty w rezultacie
,samoprimowania” (ang. self-primed
synthesis). Ich powstawanie byfo moZliwe
dzigRi oddziatywaniom
wewngqtrzczqsteczRowym, zachodzqcym
w obrebie matrycy donorowej. Powodujg
one, Ze czqsteczka stuzy zarowno jako
matryca jak i jako starter (praZRi
oznaczone na Rys. 4.20c literq S).
Whdajnos¢ tworzenia produktéw S byta
porownywalna dla reakefi wydtuzania
startera prowadzonych przez: 30, 45 oraz
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60min. Produkty I, namnoZone za pomocq
starteréw Lys21-Rec oraz I71-Rec,
oRazaty sig reRombinantami (praZki
oznaczone na Rys. 4.20c oraz Rys. 4.21c
literq T). Ich koniec 5’ zsyntetyzowany
zostat na matrycy wt-d/mutA-d, a Roniec
3’ na matrycy wt-a. Do reRombinacyi
dochodzifo w obrebie homologicznych
rejonéw R, stqd nie mozna byto
precyzyjnie oRreslic miejsca przeskoRu.
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Rysunek 4.20 Badania aktywnos$ci rekombinacyjnej HIV-1 RT oraz HD-p66 wobec
sekwencji liderowej HIV-1, tworzacej struktur¢ LDI. a) Drugorzedowa struktura
rejonu liderowego HIV-1 (konformacja LDI) wraz z sekwencja spinki poli(A), typu
dzikiego. b) Organizacja oraz motywy strukturalne obecne w rejonie liderowym
HIV-1. 8%
poliakryloamidowym. Matryce uzyte w reakcji: wt-d (donor przyjmujacy
strukture LDI) oraz wt-a (akceptor). Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono

¢) Analiza produktéow reakcji wydluzania startera w zelu

W mieszaninie reakcyjnej, gdzie obecne byly: starter Lys21, donor, akceptor oraz
HIV-1 RT, czas inkubacji: 30min. (linia nr 1) i 45min. (linia nr 2); starter Lys21,
akceptor, HIV-1 RT, czas inkubacji: 60min (linia nr 3); starter Lys21, donor,
akceptor oraz HIV-1 RT, czas inkubacji: 60min (linia nr 4); starter Lys21, donor
oraz HIV-1 RT, czas inkubacji: 60min (linia nr 5); starter Lys21, donor, akceptor
oraz HD-p66, czas inkubacji: 60min (linia nr 6); starter Lys21, donor oraz HD-
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p66, czas inkubacji: 60min (linia nr 7). Litera F oznaczono produkt pelnej
dlugosci, powstajacy w wyniku powielenia calej matrycy donorowej, litera T —
produkty rekombinacji, natomiast litera S — produkty ,samoprimowania”
(szczegoly w tekscie). Dlugosé¢ wzorcow (MW), odpowiada przypisanym im
wartosciom liczbowym. d) Wydajnos¢ procesu rekombinacji. Produkty pelnej
dlugosci (suma sygnaléow pochodzacych od prazkow F i S na Rys. 4.20c¢) oznaczono
kolorem granatowym, natomiast rekombinanty (prazki T) — kolorem zielonym. 1,
2, 4 — reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzone przez HIV-1 RT w obecnosci
matryc  wt-d oraz wt-a, odpowiednio: 30, 45 oraz 60min,;
6 - reakcja odwrotnej transkrypcji prowadzona przez HD-p66, w obecnos$ci matryc
wt-d oraz wt-a, przez 60min.
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Rysunek 4.21 Badanie aktywnosci rekombinacyjnej HIV-1 RT wobec sekwencji
liderowej HIV-1, tworzacej stabilng strukture BMH. a) Drugorzedowa struktura
rejonu liderowego HIV-1 (konformacja BMH) wraz z sekwencjg spinki poli(A), do
ktorej wprowadzono trzy mutacje stabilizujace struktur¢ BMH: 2 delecje: pozycja
91 i 96 oraz substytucje U—C w pozycji 100 [Berkhout i wsp., 2000].
b) Organizacja oraz motywy strukturalne obecne w rejonie liderowym HIV-1. c)
Analiza produktow reakcji wydluzania startera w 8% zelu poliakryloamidowym.
Matryce uzyte w reakcji: mutA-d (donor przyjmujacy stabilng strukture BMH)
oraz wt-a (akceptor). Reakcje z HIV-1 RT prowadzono w mieszaninie reakcyjnej,
gdzie obecne byly: starter Lys21 i akceptor (linia nr 1); starter Lys21, donor
I akceptor (linia nr 2) oraz starter Lys21 i donor (linia nr 3). Porownywalne wyniki
otrzymano w reakcjach z uzyciem HD-p66 (nie przedstawiono na rysunku). Litera
F oznaczono produkt pelnej dlugosci, powstajacy w wyniku powielenia calej
matrycy donorowej, natomiast literg T — produkty rekombinacji. Dlugo$¢ wzorcow

(MW), odpowiada przypisanym im wartosciom liczbowym.

145

uUs
TAR polid PBS DIS SD ¥

AUG
*

IJEk
AUG



WYNIKI I DYSKUSJA

4.4.1.2 Badania aktywnosci rekombinacyjnej HIV-1 RT oraz homodimeru
p66 wobec homologicznych rejonéw R (HIV-R)

Kolejnym etapem prowadzonych badari
byfa proba odpowiedzi na pytanie, czy
same rejony homologiczne — seRwencje R,
HIV-1, niezdolne do utworzenia dwich
Ronformerow: LDI oraz BMH, sq w
stanie induRowac przeskoRi
rekombinacyjne HIV-1 RT oraz HD-p66.
W doswiadczeniu wykorzystano dwie
matryce RNA: donorowq (137 nt, HIV-R-
D), obejmujgcq rejon 1/137 genomu HIV-1
oraz akceptorowq (116 nt, HIV-R-A)
obejmujgcq rejon 9520/9635 (Rys. 4.22)
Obydwie matryce zsyntetyzowane zostaty
metodg transkRrypcyi in virto, w oparciu o
plazmidy, odpowiednio pHIVRSd
i pHIVRSa, otrzymane wczesnief
w Zespole Wirusologii MoleRularnej,
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu. Obydwie matryce posiadaty
rejon R, znajdujqcy sig na Roticu 5° i 3’
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genomu HIV-1. ReaRgje odwrotnej
transkrypcyi prowadzone byfy zgodnie z
procedurg opisang w rozdziale Materiafy i
Metody 3.2.15.2, gdy w mieszaninie
reakcyjnej obecna byfa sama matryca
donorowa, sama matryca akceptorowa
oraz matryca donorowa i aRceptorowa
w proporcjacﬁ: 1:0,25; 1:0,5; 1:1; 1:2; 1:5
(molowy stosunek donora do akceptora). W
Razdej mieszaninie reakcyjnej obecny byt
starter HIV<D3, komplementarny do
Rorica 3’ matrycy donorowej HIV-R-D.
Produkty reakcji wydtuzania startera
analizowano w 8% denaturujgcym Zelu
poliakryloamidowym. Przykfadowy wynik,
analizy przedstawiono na Rys. 4.22.
W celu oszacowania dtugosci
powstajgcych produktow),
przeprowadzono reakgje
seRwencjonowania matrycy donorowej
(Materiafy i Metody 3.2.11.2).
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Podczas odwrotnej transkrypcyi donora
HIV-R-D, w obecnosci czgsteczki
akceptorowej HIV-R-A, oprocz produktu
petnej dtugosci, bedqgcego wynikiem
powielenia catej czqsteczRi donorowej
(rraZki oznaczone na Rys. 4.22 literq F)
otrzymano dtuzszy produkt, oznaczony
literqg T (Rys. 4.22). Produkt ten byt
nieobecny w reaRgjach Rontrolnych,
przeprowadzanych na samej matrycy
donorowej oraz gdy mieszanina reakcyjna
zawierata tylko starter HIV<D3 i
akgeptor. Ilos¢ produRtu T zwigkszata sie
wraz ze wzrostem steZenia akceptora. Aby
stwierdzié, czy w mieszaninach
reakcyjnych doszfo do powstania
reRombinantéw, produkt odpowiadajacy
prazkom I, zostat wyizolowany z Zelu
(Materiaty i Metody 3.2.13), a nastepnie
namnoZony metodg PCR przy
zastosowaniu specyficznych starteréw
(HIV3-REC oraz HIV5-REC, Rys. 4.22)
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(Materiaty i Metody 3.2.5, Reakcja PCR,
nr 8).

GENOMOWA CZASTECZKA RNA HIV-1

a) a 137 9520 9635
5" R » L. L r—*R l 3!
donor akceptor
HIV-R-A
akceptor
Y - ’
5 HIV-R |3
HIV3-REC 3'\:
rekombinant I
5[ HIV-R 3
donor
HIV-R-D
b)

HIV-1RT HD-p66
1 234567 891011121314AC G

Cpasess sherit

starter

Rysunek 4.22 Analiza elekiroforetyczna produktow reakcji wydtuzamia startera, z udziatem matryc zawierajgcych
sekwencje HIV-R, a) Schemat genomowej czqsteczRi RNA HIV-1 oraz matryce RNA, wykorzystywane do testowania
aktywnosci reRgmbinacyjnej HIV-1 RT oraz HD-p66 wobec sekwencfi homologicznych, obecrtych na obydwu Roticach
genomu HIV-1 (sekwencje R). 6) Proces rekpmbinacyi badany byt w reakefi wydtuzania startera HIV-D3
(wyznakowanego *2®), Ratalizowanej przez HIV-1 RT (linte 1-7) oraz HD-p66 (linie 8-14), gdy w mieszaninie
reakcyjnej obecny byf sam akceptor (linie: 11 8), sam donor (linie 2 i 9) oraz donor i akceptor w molowych proporcjach
(D:A): 1:0,25 (linie 31 10); 1:0,5 (hinie 41 11); 1:1 (linie 51 12); 1:2 (linie 6 1 13) oraz 1:5 (linie 7 i 14). Literq F
oznaczono produkt pefnej dtugosci, powstajqcy w wyniky powielenia catej matrycy donorowej, literq T oznaczono
reRombinanty. W celu otrzymania wzorca dfugosci przeprowadzono reakcje sekwencjonowania matrycy donorowej (linie
A, C, G). ProduRty reakcfi rozdzielono w 8% denaturujacym zelu poliakryloamidowym.
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ProduRty reakcfi amplifiRacyi zostaty
wRlonowane do wektora pUC19
i przeseRwencjonowane (20 Rlonéw).
Stwierdzono, Ze wszystRie Rlony byly
identyczne. Ich Roniec 5’ zsyntetyzowany
zostat na matrycy donorowej, a Roniec 3’ —
na matrycy akceptorowej. Centralna czes¢
produktu T byta Romplementarna do
seRwencji HIV-R, Do rekombinacyi
dochodzito w rejonie homologii pomiedzy
donorem i akceptorem, stqd nie moZna byto
precyzyjnie ustalic miejsc przesRoRow.
W ten sposéb jednoznacznie potwierdzono
powstawanie reRombinantéw w obecnosci

matryc HIV-R-D oraz HIV-R-A.

4.4.1.3 Badania aktywnosci rekombinacyjnej HIV-1 RT oraz homodimeru
p66 wobec sekwencji homologicznych pochodzacych z innego wirusa

Wydajnos¢ procesu rekombinacji, z udzialem HIV-1 RT oraz HD-p66,
W obecnosci sekwencji liderowej HIV-1 oraz samych rejondéw R, nie réznita si¢
W sposéb znaczacy (Rys. 4.24). Postanowiono zatem sprawdzi¢ jak zmieni si¢
aktywno$¢ rekombinacyjna HIV-1 RT oraz HD-p66, gdy rejon R =zastgpi si¢
sekwencja, ktora efektywnie wspiera rekombinacje homologiczng u modelowego
(+)RNA wirusa roslinnego — BMV. W do$wiadczeniu wykorzystano dwie matryce
RNA: donorowg (225 nt, BMV-R-D), obejmujaca rejon 2640/2865 czasteczki RNA2
BMV oraz akceptorowa (216 nt, BMV-R-A), obejmujacg rejon 1763/1961 czasteczki
RNA3 BMV, powigkszony o 16 nukleotydow, dodanych w trakcie reakcji PCR.
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Obydwie czasteczki zostaly zsyntetyzowane metoda transkrypcji in virto, w oparciu
0 plazmidy, odpowiednio pPBMVRd i pPBMVRa, otrzymane wczesniej w Zespole
Wirusologii Molekularnej, Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (Rys.
4.23). Matryca donorowa posiadata 60-nt rejon homologiczny (BMV-R) pochodzacy
Z czasteczki RNA2 BMV (fragment 2647/2706), natomiast matryca akceptorowa —
analogiczny region BMV-R, pochodzacy z czasteczki RNA3 BMV (fragment
1900/1960). Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono na matrycy donorowej,
W obecno$ci matrycy akceptorowej i startera BMV3-REC, komplementarnego do
konca 3’ donora. Stosunek molowy donora do akceptora wynosit 1:5 (Materiaty
i Metody 3.2.15.3). Wcze$niejsze badania pozwolity ustali¢, iz taki stosunek molowy
donora i akceptora zapewnia wysoka wydajnos$¢ rekombinacji (Rys. 4.22).

Produkty reakgji analizowano w 8%
denaturujgcym Zelu poliakryloamidowym.
Przykfadowy wynik analizy
przedstawiono na Rys. 4.23. W celu
oszacowania dtugosci powstajgcych
produktow, wyRorzystano wzorcowe
DNA (znakowane **®), otrzymane metodq
PCR; 225 nt (odpowiadajacy produktom
petnej dtugosci) oraz 364 nt
(odpowiadajacy potencjalnym
rekombinantom,)

a)
b)
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MW MW 1 2 3 4
BMV-R-A 364 T—_— . T
akceptor
5 _ BMVR —3
BMV3-REC 3
rekombinant BMVSREC
G5’
5— BWR | 3 225 ; apdes aa |
donor

BMV-R-D

Rysunek 4.23 Analiza produktow reakgji wydtuzania startera, z udziatem matryc zawierajgcych homologiczne rejony
BMV-R, a) Matryce RNA, wyRorzystane do testowania aktywnosci reRombinacyjnej HIV-1 RT oraz HD-p66 wobec
sekwencyi homologicznych BMV-R, 6) Analiza eleRtroforetyczna produktow reakgji wydtuzania startera, z udziatem
HIV-1 RT (linie 1, 2) oraz HD-p66 (linie 3, 4), gdy w mieszaninie reakcyjnej obecry byt sam donor (linie: 1 i 3) oraz
donor i akgeptor w molowych proporcjach (D:A) 1:5 (linie 2 i 4). Literq F oznaczono produkt peénej dtugosci,
powstajacy w wyniku powielenia catej matrycy donorowej, literq T oznaczono reRombinanty. MW — wzorce dtugosci:
225-nt oraz 364-nt. Produkty reakcji rozdzielono w 8% denaturujgcym Zelu poliakryloamidowym.

W reakgjach prowadzonych w
obecnosci samej czqsteczRi donorowej
powstawat gfownie jeden produkt
(oznaczony literq F), bedgcy wynikiem
powielenia catej czqsteczRi donorowej.
Dtuzsze produkty (prazek T)
obserwowane byty jedynie wowczas, gdy
mieszanina reakcyjna zawierata zaréwno
czqsteczRy donorowe jak i akceptorowe. W
celu potwierdzenia obecnosci
reRombinantow, produkty odpowiadajgce
prazkom T zostaty wyizolowane z Zely,
a nastepnie namnozone przy pomocy
specyficznych starteréw (BMV3-REC
oraz BMVS-REC) w reakgji PCR,
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(Materiafy i Metody 3.2.5, reakcja PCR nr
8). Produkty reakeyi amplifikacyi zostaty
wRlonowane do wektora pUC19
i przeseRwencjonowane. Analiza 20
Rlonéw poRazata, Ze produkt T zostat
zsyntetyzowany w oparciu o dwie
matryce: BMV-R-D i BMV-R-A, tym
samym potwierdzita jednoznacznie, Ze byt
on reRombinantem.
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Poréwnanie aktywnosci reRombinacyjnej
HIV-1 RT oraz homodimeru p66 wobec
roZnych seRwencyi homologicznych

Aktywnos$¢ rekombinacyjna HIV-1 RT oraz HD-p66 testowana byla wobec
trzech réoznych par czasteczek donorowych i akceptorowych, tj. (i) wobec 290-nt
sekwencji liderowej genomu HIV-1, zdolnej do tworzenia struktur LDI lub BMH
(donor) oraz 126-nt sekwencji z konca 3’ genomu HIV-1 (akceptor); (ii) wobec
samych sekwencji homologicznych HIV-R, wystepujacych na obydwu koncach
genomu HIV-1 oraz (iii) wobec sekwencji homologicznej BMV-R, efektywnie
wspierajacej przeskoki rekombinacyjne u wirusa BMV. Proces rekombinacji
badano w reakcji wydluzania startera. Nastepnie uzyskane produkty analizowano
metoda elektroforezy w Zzelach poliakryloamidowych. Wydajnos¢ badanego
procesu wyznaczano za pomocg skanera materialow znakowanych radioizotopowo
(Phosphorimager, Typhoon 8600), w nastepujacy sposob: wartos¢ impulsu,
pochodzacego od produktu pelnej dlugosci oraz dluzszych czasteczek traktowano
jako 100%. Nastepnie obliczano jaka czes$¢ stanowi produkt pelnej dlugosci, a jaka
rekombinanty. W sytuacji, gdy obok produktu F powstawal produkt
»samoprimowania” (S), sumowano je i rozwazano lgcznie jako produkt pelnej

dhugosci. Przedstawione na wykresie (Rys. 4.24) wyniki sg wartosciami Srednimi,

Lo BriH HI%-F Bt -F

B Rekombinarty 205 16,5 10 31,25
W Produkty peinej diugosci 9.2 83,2 a0 6375

wyznaczonymi w oparciu o trzy niezalezne eksperymenty.

Rysunek 4.24 Wydajnos¢ procesu rekombinacji homologicznej, z udziatem HIV-1 RT.
Wydajnos¢ syntezy produktow pelnej dlugosci (suma sygnaléow pochodzacych od
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produktow F i S lub tylko od produktu F - slupek granatowy) oraz
rekombinantéw (sygnal pochodzacy do produktu T — shupek zielony) w reakcjach
katalizowanych przez HIV-1 RT. LDI — reakcja odwrotnej transkrypcji
prowadzona w obecnosci matryc wt-d (tworzacej strukture LDI) i wt-a; BMH -
reakcja w obecnosci matryc mutA-d (tworzacej stabilna struktur¢ BMH) i wt-a;
HIV-R - reakcja w obecnosci matryc HIV-R-D oraz HIV-R-A, zawierajacych rejon
identycznych powtorzen — R, pochodzacy z HIV-1; BMV-R - reakcja w obecnosci
matryc BMV-R-D oraz BMV-R-A, zawierajacych rejon homologiczny BMV-R,
obecny w genomie wirusa BMYV. Podobne wydajnosci procesu rekombinacji
uzyskano dla HD-p66.

Szczegélowa analiza wydajnoSci procesu rekombinacji, nie potwierdzila
wczesniejszych wynikow, otrzymanych w laboratorium Berkhout’a [Berkhout i
wsp., 2001]. Wykazano, ze obecno$¢ mutacji stabilizujacych konformacje BMH
sekwencji liderowej, nie wplywa w istotny sposob na efektywno$¢ tworzenia
rekombinantéw. Zaréwno w obecnosci matrycy donorowej wt-d, wystepujacej w
konformacji LDI, jak i mutA-d, wystepujacej w konformacji BMH, wydajnosé
procesu rekombinacji byla podobna (Rys. 4.24). Ponadto, skrdocenie sekwencji
liderowej w taki sposob, aby nie moglo dochodzi¢ do utworzenia struktur LDI lub
BMH i pozostawienie samego rejonu R, nie zahamowalo rekombinacji, chociaz
wplynelo na obnizenie wydajnosci badanego procesu. Co ciekawe, rekombinacja
homologiczna z udzialem HIV-1 RT zachodzila najwydajniej w obecnosci

sekwencji homlogicznej, pochodzacej z innego wirusa - BMV.

Podsumowanie. Zmiany Ronformacyjne,
zachodzqce wewngqtrz rejonu liderowego
HIV-1, odgrywajq znaczqcq rolg w
regulacyi cyRlu Zyciowego wirusa
[Berkhout i wsp., 2002]. Badania,
prowadzone w laboratorium Berkhout a,
sugerowaty, Ze struktura rejonu
liderowego moze wywieral istotny wpbyw
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na efeRtywnosc pierwszego przeskoRu
rekombinacyjnego, niezbednego do
wytworzenia prowirusowego dsDNA
[Berkhout i wsp., 2001]. Zdaniem
Berkhout'a mutacje stabilizujgce spinke
poli(A) wymuszaja przyjecie Ronformacyi
BMH, przez co utatwiajq przytqczenie
startera, a tym samym inicjacje procesu
odwrotnej transkrypcyi. DodatRowo,
utworzenie struktury BMH przez rejon
liderowy HIV-1 RT wspiera dimeryzacje
genomowych czqsteczeR wirusa,
umozliwiajqc zajscie pierwszego
przeskRoku rekRombinacyjnego HIV-1 RT
[Berkhout i wsp., 2002]. Przedstawiona
hipoteza stara sig réwnieZ tfumaczyc, w
jaki sposob dochodzi do powstawania
produktu S (Rys. 4.20) w obecnosci matryc
typu dzikiego oraz co powoduje jego brak,
w obecnosci matrycy posiadajgcej mutacje
stabilizujqce struRture spinki poli(A).
Zakfada ona, Ze oddziatywania wewngqtrz
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stabilnej strukgury spinkowej sq na tyle
silne, Ze nie wystepujq dodatkowe
oddziatywania wewngqtrzczqsteczRowe,
wspierajqce proces ,samoprimowania’”.
Uzyskane przez nas wyniki nie sq jednagk,
zgodne z obserwacjami Berkhout a.
Okazuje sig, Ze efeRtywnos¢ tworzenia
reRombinantéw, w obecnosci matryc typu
dzikiego oraz matryc posiadajgcych
mutacje stabilizujgce spinke poli(A) jest
porownywalna (Rys. 4.20 oraz Rys. 4.21).
Byc moze udziat specyficznych,
drugorzedowych struktur RNA nie jest tak,
wazny dla zajscia badanego procesu jak,
pierwotnie zakfadano? OdpowiedZ na to
pytanie przyniost eksperyment, w Rtérym
testowano aktywnosc reRombinacyjng
samego rejonu R, niezdolnego do
tworzenia dwoch Ronformerow LDI oraz
BMH Pokazaf on, Ze proces reRombinacyi
genetycznej zachodzi z podobng
wydajnosciq zardwno w obecnosci matryc
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zawierajgcych 97-nt rejony R, jak i matryc
obejmugjqcych caty rejon liderowy HIV-1.
W Rolejnym etapie badan starano sie
ustalic w jakim stopniu struRtura
pierwszo- lub drugorzedowa rejonu R, a w
jakim sama tylko homologia,
odpowiedzialne sq za obserwowane
przeskoRi reRombinacyjne. W tym celu
porownano aktywnos¢ reRombinacyjng
rejonu R pochodzqgcego z genomu HIV
oraz rejonu R, pochodzgcego z
genomowych RNA BMV. Okazato sig, Ze
60-nt sekwencje homologiczne, pochodzqce
z wirusa BMYV, zdecydowanie efektywniej
wspierajq przeskoRi rekRombinacyjne HIV-
1 RT oraz HD-p66.
Podsumowujqc, moZna stwierdzic, Ze
seRwencje rejonu liderowego HIV-1,
warunkujgce pierwszy przeskoR,
reRombinacyjny HIV-1 RT in vivo,
zachowujg swojg aktywnosé
reRombinacyjng réwniez w warunkach in
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vitro. Pozwala to sqdzic, Ze do zajscia
procesu reRombinacyi nie sq wymagane
dodatRowe czqsteczRi pochodzenia
wirusowego czy Romorkowego. Ponadto,
uzyskane wyniki sugerujq, iZ podczas
reRombinacyi homologicznej, drugorzedowa
struRtura czqsteczeR biorgcych udziaf
w reakcfi odgrywa mniej istotng role niz
pierwotnie zakfadano [Berkhout i wsp.,
2001]. Wydaje sig, Ze Rluczowym
elementem jest homologia pomigdzy
reRombinujgcymi czqsteczRami, stqad
reRombinacje mogq wspieraé réwniez
seRwencje pochodzqce z innych wirusow.
Mozna zatem przypuszczaé, i2 istniejq
uniwersalne motywy strukturalne,
induRujqce reRombinacje u wielu réZnych
WITUSOw.

4.4.2 Rekombinacja niehomologiczna
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Wezesniejsze badania, prowadzone w
Zespole Wirusologii Molekularnej IChB
PAN w Poznaniu, pozwolify
zidentyfikowac dwa typy
niehomologicznej rekRombinacji RNA, tzw.
reRombinacje wspierang przez dupleks (jej
produkty nazwano reRombinantami h-m,
ang. heteroduplex-mediated) oraz
reRombinacje miejscowo-specyficzng
(produkty nazwano reRombinantami s-s,
anyg. site-specific) [Figlerowicz, 2000]. Oba
rodzaje przeskoRgw reRombinacyjnych
obserwowane byfy in vivo podczas infeRcji
wywolanej przez wirusa BMYV, oba
wymagaty teZ lokalnej hybrydyzacji
pomiedzy genomowymi czqsteczRami RINA
BMYV (tworzenie lokalnego dupleksu
RNA/RNA, Rys. 4.25). Do reRombinacyi
miejscowo-specyficznej dochodzifo, gdy
dupleksowi towarzyszyty RrotRie
seRwencje homologiczne, specyficznie
usytuowane w czqsteczce donora i
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akceptora — na samym poczqtku dupleksu
w matrycy donorowej i tuz przed
dupleksem w matrycy akceptorowej. W jej
rezultacie zawsze generowane byty tylko
dwa prawie identyczne reRombinanty
(Rys. 4.256) [Figlerowicz, 2000].
Rekombinacja wspierana przez dupleks
wymagata jedynie stworzenia odpowiednio
dtugiej struktury dwuniciowej
i generowata wiele réZnych rodzajéw
reRombinantow (Rys. 4.25¢c) W przypadku
reRombinantow h-m, miejsca przesRoRgw
uloRowane byty blisko siebie (zwykle
oddalone o 2-3 nuRleotydy) w obrebie
pierwszych 20 pz tworzqcych dupleks
[Figlerowicz, 2000].
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Rysunek 4.25 Dwa typy rekombinacji niehomologicznej obserwowanej podczas infekcji BMV.
a) Przyktad struktury dupleksowej, tworzonej przez genomowe czgsteczki RNA wirusa BMV: RNAI
oraz RNA3 (zielonymi prostokatami oznaczono rejony homologiczne), wspierajacej obydwa typy
rekombinacji nichomologicznej: rekombinacj¢ wspierang przez dupleks oraz rekombinacj¢ miejscowo-
specyficzng. Czarnymi strzatkami oznaczono miejsca przeskokow, obserwowane dla rekombinantow typu
h-m (rekombinanty: C-G, J, K), natomiast czerwonymi strzalkami oznaczono migjsca przeskokow
rekombinantéw typu s-S (rekombinanty: A i B). b) Rekombinacja niehomologiczna wspierana przez
dupleks obserwowana byta, gdy genomowe czasteczki RNA1 oraz RNA3 wirusa BMV tworzyly
odpowiednio dtugi dupleks (40-140 pz). c¢) Miejscowo-specyficzna rekombinacja niehomologiczna

zachodzita, gdy dupleksowi towarzyszyty krotkie sekwencje homologiczne, specyficznie usytuowane

W czasteczce donora i akceptora.
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Aby stwierdzi¢ czy poczynione obserwacje maja charakter uniwersalny, czy

dotycza wylacznie BMV, badano aktywno$¢ rekombinacyjng HIV-1 RT wobec
sekwencji, pochodzacych z BMV. W tym celu stworzono system umozliwiajacy

badanie rekombinacji in vitro (Rys. 4.26).

3 RNA1
} 5

petnej diugosci dupleks
140 pz

Rysunek 4.26 Konstrukgja ukfadu do badania reRombinacji niehomologicznej HIV-1 R in vitro. W oparciu o genomowe
czqsteczki RNA1 oraz RNA3 wirusa BMYV, dla Ridrych obserwowano obydwa typy reRombinacyi niehomologicznej, tj.
reRombinacje wspierang przez dupleks oraz reRombinacje miejscowo-specyficzng, stworzone zostaty dwie czqsteczki:
donorowa (pochodzaca z RNA1) oraz akceptorowa (pochodzqca z RNA3). Matryce zostaty sRonstruowane tak, aby
powstajqce reRombinanty byfy dtuzsze od matrycy donorowej i akceptorowej, co powinno utatwic ich odréznienie
podczas analizy w Zelu poliakryloamidowym. Testowane czqsteczki zawierafy wszystRie elementy, potrzebne do zajscia
obydwu typéw reRombinacfi: tworzyky odpowiednio dfugq strukture dwuniciowq oraz posiadafy rejony homologiczne
(biate prostokqty), specyficznie usytuowane w czqsteczce donora i akceptora. Dzigki temu, dupleRs utworzony przez
reRombinujqce czqsteczki mogf wystepowad w dwich rézmych Ronformacjach: jako tzw. pefnej dtugosci dupleks oraz

JaRo Ryotszy dupleks, Rtoremu towarzyszyla struktura spinkj, ulokowana na czqsteczce aRgeptorowe.

Przeprowadzone in vitro badania
pokazaty, iz HIV-1 RT moZe generowaé

reRombinanty typu s-s, lecz nie typu h-m.
Zaproponowany mechanizm miejscowo-

specyficznej reRombinacyi
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niehomologicznej, przedstawiony zostaf na
Rys. 4.27, [Figlerowicz i wsp., 2000 4]
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Rysunek 4.27 Model rekombinacji miejscowo-specyficznej [Figlerowicz i wsp., 2000]. Szary owal
symbolizuje odwrotng transkryptaze, natomiast niebieskimi polami oznaczono rejony homologiczne
obecne w sekwencjach donora i akceptora. Strzatki wskazujg miejsca przeskokéw rekombinacyjnych.
ETAP I: RT rozpoczyna synteze¢ DNA na koncu 3° matrycy donorowej. ETAP II: Napotykajac rejon
dupleksu, RT rozplata kilka pierwszych par zasad, indukujac tym samym utworzenie spinki na nici
akceptora. ETAP I1I: Powstawanie spinki ulatwia przemieszczanie si¢ enzymu w kierunku 5’ donora.
W momencie zakonczenia procesu tworzenia spinki, dochodzi do terminacji reakcji odwrotnej
transkrypcji. RT zatrzymuje si¢ na koncu rejonu homologicznego. Wydtuzajace si¢ rami¢ spinki
powoduje przestrzenne zblizenie miejsc przeskoku, ktore znajduja si¢ na koncach 5’ krotkich rejonow
homologicznych. ETAP IV: Zatrzymanie RT prowadzi do jej oddysocjowania od matrycy lub cofniecia
w kierunku 3’ donora. Umozliwia to rekonstrukcje dupleksu z réwnoczesnym rozpleceniem spinki.
ETAP V: RT nie mogac przylaczy¢ si¢ do sekwencji homologicznej, obecnej w czasteczce donora,
hybrydyzuje z analogiczng sekwencja wystepujaca w czasteczce akceptorowej i wznawia syntezg¢ nici

potomnej.
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Niestety, przeprowadzone badania nie
pozwolify ustalic dlaczego HIV-1 RT nie
jest w stanie tworzyc reRombinantéw typu
h-m. Pewnym wytfumaczeniem tego faktu
moze by¢ zafoZenie, Ze czynnikiem
induRujqcym reRombinacje wspierang
przez dupleks, jest zjawisko
potranskrypcyjnego wyciszania genéw
(ang. posttranscriptional gene silencing,
PIGS). W warunRach in vivo prowadzi
ono do degradacji loRalnej struRtury
dwuniciowej [Ratcliff i wsp., 1997; Covey
i wsp., 1997; Voinnet, 2001].
Niezdegradowane fragmenty czqsteczeR,
RNA mogq stuzyc jake substraty do
reRombinacyi. Degradacja dupleksu
sprawia, Ze nie moze dojs¢ do loRalnej
hybrydyzacji pomiedzy rekombinujgcyms
czqsteczRami RNA. W takiej sytuacyi
reRombinanty mogq powstaé na skutek,
przeniesienia Rompleksu polimerazowego z
Rorica 5’ jednej czqsteczRi (donora), na
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Roniec 3’ drugiej czqsteczRi (akceptora)
tzw. aktywnos¢ end-to-end template
switching (aRtywnos¢ EtoE). Niedawno,
Kim i Kao wykazali, iz polimeraza BMV
jest zdolna do wyRonywania tego typu
przeskokow [Kim i wsp., 2001].

Chcac lepiej poznaé mechanizm
miejscowo-specyficznej reRombinacyi
niehomologicznej RNA, postanowiono
ustalic, Rtore ze zidentyfikowanych
wczesniej czynnikRgw: (1) obecnosc lokalnej
struktury dwuniciowej, (1i) RrotKie
sekRwencje homologiczne czy (1ii) dynamizm
Ronformacyjny catego ukfadu
reRombinacyjnego odgrywajg Rluczowq
role w badanym procesie [Figlerowicz i
wsp., 2000 A]. Dodatkowo, podjeto probe
wyjasnienia, dlaczego HIV-1 RT nie jest
w stanie tworzyC¢ reRombinantow typu h-
m.
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4.4.2.1 Lokalna struktura dwuniciowa jako czynnik wymuszajacy
zatrzymywanie HIV-1 RT na matrycy donorowej

Z przedstawionego na wstepie
ogolnego schematu rekRombinacji RNA
(WSTE®, Rys. 1.13), wynikg, iz w
pierwszym etapie badanego procesu,
dochodzi do zatrzymania wirusowej
polimerazy na matrycy donorowey.
Postanowiono zatem ustalic, w jaki sposob
hybrydyzacja pomiedzy reRombinujgcymsi
czqsteczRami RNA wpfywa na czestosé
zatrzymywania sig HIV-1 RT na matrycy
donorowej, szczegdlnie w rejonie,

w Rtérym uloRowane byfy miejsca
przeskRoRow reRombinacyjnych.

W doswiadczeniu wyRorzystano
fragmenty czqsteczeR genomowych RNA1
oraz RNA3 BMYV (odpowiednio RNA1-D

i RNA3-A). Potrzebny do ich syntezy
dSDNA otrzymano w reakcji PCR,
z wyRorzystaniem plazmidéw pRNA1-
NH oraz pMarl-RNA3 [Figlerowicz
i wsp., 2000 A] oraz specyficznych
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starteréw wprowadzajqcych seRwencje
promotora polimerazy RNA 17 (Materiaty
i Metody 3.2.4.2, Reakcja PCR.nr 7).
Otrzymane cDNA zostaty wyRorzystane
jaRo matryce w reakcji transkrypcji in vitro
(Materiaty i Metody 3.2.12), w wyniku
Rtorej otrzymano odpowiednio, 190-nt
matryce donorowg — RNA1-D oraz 188-nt
matryce akceptorowg — RNA3-A (Rys.
4.28). W celu oRreslenia pozycji
nuRleotydowych, przy Rtérych dochodzi do
zatrzymania HIV-1 RT lub HD-p66 na
matrycy donorowej, przeprowadzono
szereq reakcji wydtuZania startera w
obecnosci samej matrycy donorowej oraz w
obecnosci zhybrydyzowanych matryc:
donorowej i akceptorowej (Rys. 4.28),
(Materiafy i Metody 3.2.15.2). Ponadto,
aby ustali¢ z dokfadnoscig co do jednego
nukleotydu miejsca stopowania RompleRsu
polimerazowego na donorze, zostat on
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poddany reakcji seRwencjonowania
(Materiaty i Metody 3.2.11.2)

Jak wspomniano wczesniej, analizie
poddano tg czeS¢ czqsteczki donorowe;,
w Rtorej uloRowane byty miejsca
przeskRoRow reRombinacyjnych (1.
fragment pomigdzy 60 i 100 nt)
Niezaleznie czy mieszanina reakcyjna
zawierata wyfgcznie czqsteczki donorowe,
czy zardwno donorowe jaR i akceptorowe,
obserwowano powstawanie trzech
gtownych produRtow przedwczesnej
terminacfi. Ich dfugos¢ zostata oceniona
na podstawie analizowanych rownolegle
produktéw reakcji sekRwencjonowania
donora. Ustalono, ze produkt STOP I
(Rys. 4.28) powstaje w wyniku
przedwczesnej terminacji Rompleksu
polimerazowego po nukleotydzie C
(rozycja 90 w matrycy donorowej RNA1-
D, nukleotyd ten nie jest zaangaZowany
w tworzenie dupleRsu). Kolejne miejsca
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zatrzymywania sig HIV-1 RT oraz HD-
P66 na matrycy donorowej (odpowiadajgce
prazkom STOP I1 i I11, Rys. 4.28)
odnotowano po nukleotydach: U (STOP I1
- po U78 oraz STOP III - po U73;
obydwa nukleotydy sq zaangaZowane w
tworzenie dupleksu). Intensywnos¢
sygnatu, odpowiadajgcego produktowi
STO® I, zmniejsza sig wraz ze wzrostem
steZenia aRceptora. Natomiast
intensywnos¢ sygnatéw, odpowiadajqcych
drugiemu i trzeciemu produRtowi
zatrzymania enzymu na matrycy
donorowej — STOP II i II1, wzrasta wraz
ze wzrostem steZenia aRceptora (Rys.
4.28)
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a) HIV-1 RT HD p66
123456 ACGT 78 91011 12

n— -

STOP

b)

RNA3-A h

vvvvvvvvvvvvvvvvv UCGAGCAGAGGUCUCACACAGAGACAAGCGCAUCACUU37—3'
~

- GGGCAAGGAUGGACCUUGUCE:CGKE«K@Q’A@QQ‘F@G_UQ}JFCAGAGUGUGUCUCUGUUCGCGUAGUGAA .
RNA1-D | STOP | Il STOP 11l STOP G@
90 78 73 S

Rysunek 4.28 Analiza produktéw przedwczesnej terminacji odwrotnej transkrypcji na matrycy donorowej,
zhybrydyzowanej z matrycq akceptorowq. Produkty analizowano metody eleRtroforezy w 8% denaturujgcym zelu
poliakyyloamidowym. Analizie poddano rejon, w Rtérym dochodzito do przeskoRgw reRombinacyjnych - pomiedzy 60 a
100 nt. a) Reakgje wydtuzania startera, wyznaRowanego 3, prowadzone byty z udziatem HIV-1 RT (linie 1-6) oraz
HD-p66 (linie 7-12), gdy w mieszaninie reakcyjnej obecry byt donor (linie: 11 7), akceptor (linie 2 i 8) oraz donor
i akceptor w molowych proporcjach (D:A): 1:0,5 (linie 31 9); 1:1 (linde 41 10); 1:2 (linie 5i 11) oraz 1:5 (linie 6 1 12).
Cyframi rzymsKimi oznaczono pozycje nukleotyddw, przy Ktdrych dochodzifo do zatrzymywania si¢ Rompleksu
polimerazowego na matrycy donorowej (STOP I, 11, I1I). W celu otrzymania wzorca dtugosci przeprowadzono reakcje
seRyencjonowania matrycy donorowej (linie A, C, G, T 6) Matryce RNA1-D oraz RNA3-A, otrzymane w oparciu o
genomowe czqsteczKi odpowiednio, RNA1 oraz RNA3 BMYV. Strzatkami oraz cyframi rzymskimi oznaczono
poszczegdlne pozycje nukleotydowe, przy Rtorych dochodzifo do zatrzymywania sig HIV-1 RT fub HD-p66 na matrycy
donorowej. Zielonyms prostoRgtami oznaczono sekwencje homologiczne, wspierajgce migjscowo-specyficzne
niehomologiczne przeskoki rekRombinacyfne.
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4.4.2.2 Badanie wptywu krotkich rejonow homologicznych na zdolnos¢
HIV-1 RT oraz homodimeru p66 do wykonywania niehomologicznych
przeskokow rekombinacyjnych

Aby ustalic czy obecnos¢ Ryotkich
seRwencji homologicznych jest w stanie
samodzielnie indukowac proces
reRombinacji niehomologicznej,
zaprojeRtowano ukfad ztoZony z jednej
czqsteczki donorowej oraz trzech
czqsteczek akceptorowych. Matryca
donorowa (RNA-EtoEd;) byta
fragmentem czqsteczkRi RNA1-D (77/109)
natomiast matryce akceptorowe zostaty
zaprojeRtowane w taki sposéb, aby na
Roricu 3’ miafy: 10, 5 [ub 3 nukleotydy
homologiczne do Rotica 5° matrycy
donorowej (odpowiednio RNA-EtoE-al0,
RNA-EtoE-a5, RNA-EtoE-a3) (Rys.
4.29). W celu fatwego i szybRiego
zidentyfikRowania produktow
reRombinacyi, ukfad zostat skonstruowany

tak, by powstajace reRombinanty byfy
dtuzsze od produRtu Ropiowania matrycy
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donorowej. Badania przeprowadzone
zostaty na matrycach RNA i ich
odpowiednikach - ssSDNA (nazwy matryc
DNA powstaty w oparciu o nazwy matryc
RNA, odpowiednio: EtoE-a10, EtoE-as,
EtoE-a3, Rys. 4.29a) Matryce ssDNA
zostaty otrzymane na drodze syntezy
chemicznej, natomiast matryce RNA —
w wyniku transkrypcyi in vitro (Materiaty
i Metody 3.2.12). Do reakgfi transkrypcji
in vitro uZyto syntetycznych czqsteczek,
SSDNA, posiadajgcych seRwencje
promotora polimerazy RNA 17: EtoEd1-
M, EtoE-a10-M, EtoE-a5-M [ub EtoE-
a3-M, Rtére zostaty zhybrydyzowane z
Rrotszq, Romplementarna do promotora,
czqsteczRg sSSDNA EtoE-T7-RNA,
dokfadny opis otrzymywania matryc
zamieszczono w rozdziale Materiaty
i Metody 3.2.4.26.
Badania zdolmosci HIV-1 RT oraz
HD-p66 do wykonywania przeskoRgw
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reRombinacyjnych pomiedzy
jednoniciowymi matrycami DNA lub
RNA, posiadajgcymi seRwencje
homologiczne o réZnej dtugosci, testowano
w reakcji wydtuZania startera. Reakgje
prowadzone byfy zgodnie z procedurg
opisang w rozdziale Materiaty i Metody
3.2.15.3. W mieszaninie reakcyjnej obecna
byfa sama matryca donorowa, sama
matryca akceptorowa oraz matryca
donorowa i akceptorowa w proporcjach:
1:0,5; 1:1; 1:2; 1:5 (molowy stosuneR,
donora do akceptora) W kRazdym z
doswiadczen uzyto pary matryc ssDNA
lub RNA oraz startera EtoEp,
Romplementarnego do Rotica 3’ czqsteczki
donorowej. Produkty reakcji analizowano
w 12% denaturujgcym Zelu
poliakryloamidowym (Materiafy i Metody
3.2.17). Wynik obydwu typow reakgji, tj.
prowadzonych z udziatem czqsteczek,
SSDNA jaR i RNA byt identyczny.
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Przykfadowy rezultat analizy produktow
reaRgji metodg eleRtroforezy
w denaturujgcym Zelu
poliakryloamidowym przedstawiono na

a)

RNA3-A

5'-80 UUVAUAGGUAGUGCCCCUGCUCGGCAGCACUAGU
UCGA_GCAGAGGUCUCACACAGAGACAAGCGCAUCACUU37-3‘
381 GGGCAAGGAUGGACCUUGUCSZCGAGAGG AG,C‘U’CG,UCU’CCAGAGUGUGUCUCUGUUCGCGUAGUGAA I

RNA1D | STOP IISTOP |l STOP CGG
=08

3' GGGCAAGGATIGGACCTIGTCCCGAGAGGAGCIC &  EtoE-d, (33 nt) / (RNA-EtoE-d,)
5 CCCGTICCTACCTGG ->

EtoE-p 10 nt homologii

3' AGAGGAGCICAGGAGGCICGT 5
EtoE-a10 (21 nt) / (RNA-EtoE-a10)

3 GGGCAAGGATGGACCTTGTCCCGAGAGGAGCTC 5’ EtoE d, (33 nt) / (RNA-EtoE-d,)
5" CCCGTTCCTACCTGG ->

EtoE-p § nt homologii

3' AGCTCTGATCAGGAGGCTCGT &'
EtoE-a5 (21 nt) / (RNA-EtoE-a5)

3 GGGCAAGGAIGGACCTIGTCCCGAGAGGAGCIC &'  EtoE d, (33 nt) / (RNA-EtoE-d,)
&' CCCGITCCTACCTGG ->

EtoE-p 3 nt homologii
3’ CICCTIGAICAGGAGGCICGT &
EtoE-a3 (21 nt) / (RNA-EtoE-a3)
b)
10-nt homologia 5-nt homologia 3-nt homologia

1 2 3 45 6364351 78 9101112 36 43 51 1314151617 18

R rEem W URERT S seay-F

Rys. 4.29.

Rysunek 4.29 Analiza aktywnosci reRombinacyjnej HIV-1 RT, w obecnosci matryc ssDNA (donorowej oraz
akceptorowej), posiadajacych rejony homologiczne o roznej dtugosci. a) Trzy zestawy matryc (ssDNA), uytych w
eksperymencie. W Razdej reakgfi stosowano tg samq czqsteczkg donorowq EtoEd;. Odpowiadata ona fragmentowi matrycy
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RNAL-D (77/109), Rtory zostaf zaznaczony jasnozielornym Rolorem. Czqsteczki akceptorowe zostafy zaprojeRtowane w taki
spos6b, by posiadafy: 10-, 5- oraz 3-nt sekwencje homologiczng do donora. Na rysunku przedstawiono seRwencje
poszczegblnych matryc ssDNA. DoSwiadczenie zostafo przeprowadzone réwnies na analogicznych matrycack RNA (ich
nazwy umiesgczono w nawiasach, 0bok nazw matryc ssDNA). Litera d w nazwie czqsteczek oznacza donor, litera a —
akeeptor, natomiast litera p — starter. b) Przykfadowa analiza produkiéw reakcfi wydtuiania startera przez HIV-1 R, na
matrycach ssDNA, w 12% zelu poliakryloamidowym. Matryce uzyte w reakcfi posiadaty: 10-nt seRwencje homologiczne (line
1-6), 5-nt sekwencje homologiczne (binie 7-12) oraz 3-nt sekwencje homologiczne (linie 13-18), dokfadny opis matryc
zamieszczono na Rys. 4.29a. Reakgje syntezy DNA prowadzono w obecnosci HIV-1 R, startera EtoEp oraz: donora (linie 1,
7, 13} akgeptora (linie: 2, 8, 14); donora i akceptora w molowych proporcjach (D:A): 1:0,5 (linse 3, 9, 15); 1:1 (inie 4, 10, 16);
1:2 (linde 5, 11, 17) orazg 1:5 (linie 6, 12, 18). Literq F oznaczono produky pefnej dtugosci, powstajacy w wyniky powielenia
catej matrycy donorowej. Wzorce dfugosci zostaly otrzymane poprzez wyznakowanie 2P na Roticu 5’ syntetycznych ssDNA
o dtugosciach: 36, 44 oraz 51 nt. Oczekfwana dtugosé produktéw reRombinacyi, w przypadky matryc zawierajgcych 10-nt
rejon. homologiczny, wynosifa: 44 nt, w przypadRy matryc zawierajgcych 5-nt rejon fomologiczny: 49 nt, natomiast
w preypadRyu matryc zawierajacych 3-nt rejon homologiczny: 51 nt.
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Podczas analizy produktéw reakcji
syntezy DNA, prowadzonej w obecnosci
matryc (sSDNA badZ RNA), Riore
posiadaty 10-, 5- oraz 3-nt seRwencje
homologiczne, zaobserwowano prgZRi
odpowiadajgce produktom petnej dtugosci
(F), powstatym w rezultacie powielania
catej czqsteczRi donorowej. Ponadto,
stwierdzono obecnos¢ licznych produktow
przedwczesnej terminacji syntezy DNA
przez HIV-1 RT lub HD-p66 (praiki
pofoZone ponizej prazka F, Rys. 4.290)
Niestety, w Zadnym z badanych ukfadow
nie odnotowano pojawienia sig produRtéw
reRombinacj.

4.4.2.3 Badanie wptywu degradacji lokalnej struktury dwuniciowej na
zdolnos¢ HIV-1 RT oraz homodimeru p66 do wykonywania przeskokow
rekombinacyjnych

Wezesniejsze badania, prowadzone
w Zespole Wirusologii MoleRularnej
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu, wykazaty, Ze obecnos¢

178



WYNIKI I DYSKUSJA

struRtury dwuniciowej, o dtugosci od 40
do 140 pz., efeRtywnie wspiera proces
reRombinacyi in vivo u BMYV, nie jest
jednak w stanie indukowacé przeskoRgw
reRombinacyjnych HIV-1 RT in vitro
[Figlerowicz, 2000]. Wyniki uzyskane w
ostatnich latach wskazujq, iZ czynnikiem
induRujgcym in vivo proces tzw.
niehomologicznej reRombinacyi, wspieranej
przez dupleks, moZe byc specyficzna
degradacja dwuniciowych rejonow RNA
[Alejska i wsp., 2004]. Dotychczasowe
eRsperymenty, prowadzone in vitro, pod
nieobecnos¢ czynnikRgw RomorkRowych i
wirusowych, nie pozwalaty na zbadanie
omawianego procesu.

Aby odtworzyé warunki, jakie mogq
zaistnie¢ in vivo na skutek dziatania
mechanizmu PIGS, zaprojeRtowano

modelowe matryce, Rtore imitujg produkty
powstajgce w wyniku degradacyi dupleksu

(Rys. 4.30a i b). W ukfadzie tym
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rekombinanty mogtyby powstac poprzez
przeniesienie RompleRsu replikRazowego
HIV-1 RT z Rotica 5° matrycy donorowej
na Roniec 3’ matrycy akceptorowej (ang.
end-to-end template switching) [Kim
i wsp., 2001]. W doswiadczeniu ponownie
wyRorzystano matryce donorowgq RNA-
EtoEd; (RNA) i jej odpowiednik EtoEd;
(sSDINA) oraz nowq matryce akceptorowq
RNA-EtoE-a (fragment 98/118 RNA3-A)
i jej odpowiednik EtoE-a (SSDNA), (Rys.
4.30). Matryce zostaty otrzymane wedtug
schematu przedstawionego w pRt.
4.2.3.2.2. W celu uzyskania czqsteczRy
RNA-EtoE-a, do reakcji transkrypcji in
vitro uZyto otrzymanej na drodze syntezy
chemicznej czqsteczRi EtoE-a-M,
zhybrydyzowanej z czqsteczkg EtoE-17-
RNA (Materiaty i Metody 3.2.4.26).
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Badania zdolmosci HIV-1 RT oraz
HD-p66 do przeskakiwania z Rotica 5’
jednej matrycy na Roniec 3’ innej,
testowano wobec czqsteczeR imitujgcych
produkty powstate w wyniku degradacji
dupleksu (Rys. 4.30). Doswiadczenie
przeprowadzono zgodnie z procedurg
opisang w rozdziale Materiaty i Metody
3.2.15.3. W mieszaninie reakcyjnej obecna
byfa sama matryca donorowa, sama
matryca akceptorowa oraz matryca
donorowa i akceptorowa w proporcjach:
1:0,5; 1:1; 1:2; 1:5 (molowy stosuneR,
donora do akceptora). Doswiadczenie
przeprowadzone zostato pomiedzy dwiema
matrycami sSDNA lub RNA z uzyciem
startera EtoEp, komplementarnego do
Rorica 3’ matrycy donorowej. Reakcje
wydtuZania startera analizowano w 12%
denaturujgcym Zelu poliakryloamidowym.
Z uwagi na identyczny wynik rozdziatu
eleRtroforetycznego produktow reakcji
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prowadzonych na zestawie matryc ssDNA
i RNA, z udziatem HIV-1 RT bgds HD-
P66, przykfadowo zaprezentowano jedynie
analize aktywnosci reRombinacyjnej HIV-
1 R, w obecnosci matryc ssDNA (Rys.
4.30c). W badanym ukfadzie nie mozna
byfo jednoznacznie oRreslic dtugosci
oczeRiwanych reRombinantéw. URfad
zostaf jednak zaprojeRtowany w taky
sposob, aby powstajgce reRombinanty byty
dtuzsze od produktu Ropiowania matrycy
donorowej, co utatwiatoby ich
identyfikacje podczas analizy prowadzonej
metodq eleRtroforezy w Zelu

poliakryloamidowym,
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a)
9 5
5 /rc%,«o 5 C@pfo,
lhj,ml 3" degradacja dupleksu 5
LITTTTTTTTTd —_— .
Th!mT N g 5
e Z
37 3 75
b)

RNA3-A

5'-80 UUUAUAGGUAGUGCCCCUGCUCGGAGGACUAGU

UCGAGCAGAGGUCUCACACAGAGACAAGCGCAUCACUU37-3'

3,'8]GGGCAAGGAUGGACCUUGUC’CCGAG_AGG_’AGCUgGU"C‘UFCAGAGUGUGUCUCUGUUCGCGUAGUGAA o
RNA1-D | STOP I1STOP 1l STOP @QG
N5
degradacja dupleksu o)
EtoE-a , 36 43 54 1 2 3 4 5 6
RNA-EtoE-a © TG
GTTCGAG 3
AGCTC &'
Cthe
QGP‘GP\ h -
6 7.
IeeT© -
EtoE-p _‘GC(P:\GGp\G e -
ANt - -
otva -
5 C°
EtoE-d,

(RNA-EtoE-d,)

Rysunek 4.30 Analiza aktywnosci EtoE HIV-1 RT w obecno$ci matryc ssDNA
imitujacych produkty powstajace w wyniku degradacji dupleksu. a) Rejon
dwuniciowy, utworzony przez matryce wykorzystywane do badania rekombinacji
nichomologicznej (po stronie lewej) zostal silnie skrocony (po stronie prawej), tak,
ze dalsza hybrydyzacja obydwu matryc nie byla mozliwa; oznaczenia: h-m -
rekombinacyjnych typu h-m. b) Matryca donorowa
odpowiadala zaznaczonemu jasnozielonym kolorem fragmentowi RNA1-D
(77/109), akceptorowa natomiast — zaznaczonemu fragmentowi RNA3-A (98/119).
ssDNA,
w doswiadczeniu. Litera d w nazwie czasteczki oznacza donor, litera a - akceptor,
natomiast p starter. Doswiadczenie zostalo przeprowadzone takze na
analogicznych matrycach RNA (ich nazwy umieszczono w nawiasach, obok nazw
matryc ssDNA). c¢) Analiza elektroforetyczna produktéw reakcji wydluzania
startera przez HIV-1 RT, wobecnosci matryc ssDNA EtoEd: oraz EtoEa.

miejsca przeskokow

Ponizej przedstawiono matryce ktore zostaly wykorzystane
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Produkty rozdzielono w 12% denaturujacym zelu poliakryloamidowym. Reakcje
prowadzono w mieszaninie reakcyjnej, gdzie obecny byl sam donor (linia nr 1),
sam akceptor (linia nr 2) oraz donor i akceptor w molowych proporcjach (D:A):
1:0,5 (linia nr 3); 1:1 (linia nr 4); 1:2 (linia nr S) oraz 1:5 (linia nr 6). Literg F
oznaczono produkt pelnej dlugosci, powstajacy w wyniku powielenia calej matrycy
donorowej. Liczbami oznaczono wzorce dlugosci, ktore zostaly otrzymane poprzez
wyznakowanie 3?P czasteczek ssDNA odpowiednio: 36-, 43- i 54-nt.
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Analiza produktdéw reakcji ujawnita jedynie obecnos$¢ czasteczek powstatych
w wyniku powielenia calej czasteczki donorowej (produkt F, Rys. 4.30b). Niestety,

w badanym uktadzie nie odnotowano pojawienia si¢ rekombinantow.

Doswiadczenie zostalo powtdrzone, tym razem jednak matryce donorowg
EtoEd: zastapiono jej pochodna, w ktérej 5 nukleotydow z konca 5°, zastapiono
sekwencja AAACG. Wczesniejsze badania prowadzone przez Kao i wsp. pozwolity
ustali¢, ze wydajno$¢ przenoszenia polimerazy BMV z konca 5’ donora na koniec 3’
akceptora zalezy od struktury pierwszorzedowej rekombinujacych czasteczek [Kim
I wsp., 2001]. Kao zaobserwowat, iz obecno$¢ sekwencji AAACG na koncu 5° matrycy
donorowej, najefektywniej wspiera aktywnos$¢ EtoE polimerazy BMV. Niestety, HIV-1
RT w obecnosci tak przygotowanych matryc, rowniez nie wykazywata aktywnosci

rekombinacyjnej (wynik analizy nie zostal przedstawiony).

Poniewas wszystkie dotychczasowe
préby otrzymania reRombinantéw poprzez
przeniesienie HIV-1 RT 2z Rotica 5° donora

na Roniec 3’ akceptora okazaty sig
nieskuteczne, postanowiono wykorzystat
identyczne matryce jak Kao. Zgodnie
z uzyskanymi przez niego wynikami,
rekombinacja zachodzita najwydajniej dla
czqsteczRi o seRwencyi: 5'-
CAUAGUCUCGCAAA-3’ [Kao i wsp.,
2001]. Kao badaf aktywnos¢
reRombinacyjng polimeraz RNA,
zaleznych od RNA, Ktore posiadajq
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zdolno$¢ syntezy nici potomnej de novo.
HIV-1 RT jest polimerazq DNA i takiej
aktywnosci nie posiada, dlatego Roniec 3’
matrycy donorowej zostat wydtuZony
o0 sekwencje Romplementarng do startera
EtoEp (Rys. 4.31a). Doswiadczenie
zostato przeprowadzone analogicznie do
dwéch poprzednich. Matryce: donorowq
CopyKd oraz akceptorowg CopyKa
otrzymano na drodze syntezy chemicznej.
Produkty reakcfi analizowano w 12%
denaturujgcym Zelu poliakryloamidowym.
Z uwagi na identyczny wynik uzyskamny
dla HIV-1 RT i H'D-p66, zaprezentowano
tylko analize aRtywnosci reRombinacyjnej
HIV-1 RT (Rys. 4.316). OczeRiwana
dtugosc produktéw powstajgcych w
wyniku przeniesienia RompleRsu
polimerazowego z Rorica 5’ czqsteczki
CopyKd, na Roniec 3’ takiej samej
czqsteczki wynosi: 58 nt, natomiast
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z Rotica 5’ czqsteczRi CopyKd, na Roniec
3’ czqsteczki CopyKa — 43 nt.
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a
‘ 3’ GGGCAAGGATGGACCCATAGTCTCGCAAA 5’ copyKd (29 nt) donor
6 CCCGTTCCTACCTGG->
EtoE-p
3’ CATAGTCTCGCAAA ¥’ CopyKa (14 nt) akceptor
b)

36 43 51 123 456

Rysunek 4.31 Analiza zdolnosci HIV-1 RT do wykonywania przeskokoéw
rekombinacyjnych pomigdzy koncem 5° czasteczki donorowej, a koncem 3’ czasteczki
akceptorowej. a) Matryce, ktore zostaly wykorzystane w badaniu zdolnos$ci HIV-1
RT do wykonywania przeskokéw rekombinacyjnych pomiedzy koncem 5’
czasteczki donorowej, a koncem 3’ czasteczki akceptorowej. Kolorem niebieskim
zaznaczono sekwencje oraz nukleotydy wspierajace badany proces. Litera d w
nazwie czasteczki oznacza donor, litera a — akceptor, natomiast p — starter.
b) Analiza produktéw reakcji wydluzania startera na matrycach CopyKd oraz
CopyKa w 12% denaturujacym zelu poliakryloamidowym. Proces rekombinacji
badany byl w reakcji wydluzania startera, z udzialem HIV-1 RT, oraz matryc
ssDNA posiadajacych piecionukleotydowe sekwencje wspierajace przenoszenie
kompleksow polimerazowych z konca 5’ matrycy donorowej na koniec 3’matrycy
akceptorowej. Reakcje prowadzono w mieszaninie reakcyjnej, gdzie obecny byl
sam donor (linia nr 1), sam akceptor (linia nr 2) oraz donor i akceptor w
molowych proporcjach (D:A): 1:0,5 (linia nr 3); 1:1 (linia nr 4); 1:2 (linia nr 5)
oraz 1:5 (linia nr 6). Litera F oznaczono produkt pelnej dlugosci, powstajacy
W wyniku powielenia calej matrycy donorowej. Liczbami oznaczono wzorce
dlugosci, ktore zostaly otrzymane poprzez wyznakowanie *°P czasteczek ssDNA
odpowiednio: 36-, 43- i 51-nt.
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Analizujgc produkty reakcji
prowadzonej przez HIV-1 RT ub HD-
P66 w obecnosci matryc CopyKd oraz
CopyKa, zaobserwowano jedynie
tworzenie produRtow pefnej dtugosci (F)
Rtore byty efeRtem powielenia catej
czqsteczki donorowej. (Rys. 4.31).
RownieZ w tym ukfadzie nie odnotowano
pojawienia sig produRtéw rekombinacyi.

Podsumowanie. Zgodnie z zatoZeniami
hipotezy wybidrczego Ropiowania,
zatrzymywanie sig RompleRsu
polimerazowego na matrycy donorowej jest
waznym etapem poprzedzajacym przeskok,
reRombinacyjny [Figlerowicz i wsp., 2000
AJ. Na podstawie przeprowadzonych
badati mozna przypuszczal, Ze miejsca
zatrzymywania RompleRsu
polimerazowego sq zakodowane
w strukturze pierwszorzgdowej czqsteczki

164



WYNIKI I DYSKUSJA

donorowej (obserwowano trzy produkty
STO®, niezaleznie od tego czy reakgja
prowadzona byta w obecnosci samej
matrycy donorowej, czy matrycy donorowej
zhybrydyzowanej z matrycq akceptorowq),
Hybrydyzacja matryc wpfywa jednak,
w istotny sposob na wydajnosé
przedwczesnej terminacji. Tworzenie
dupleksu powodowato wzrost akumulacji
produktéw STOP 11 oraz STOP 111
(miejsca zatrzymania uloRowane w obrebie
struRtury dwuniciowej), Rosztem produRtu
STO® I (miejsce zatrzymania
niezaangaZowane w tworzenie dupleksu).
Najintensywniejszy sygnat pochodzqcy od
produktu STOP I obserwowany byf gdy
w mieszaninie reakcyjnej obecna byfa tylRo
matryca donorowa RNA1-D. Akumulacja
produRtu STOP I zmniejszata sig wraz ze
wzrostem steZenia akgeptora.
Z doniesieri literaturowych wiadomo
rownieZ, Ze do przesRoRow
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reRombinacyjnych dochodzi szczegolnie
czesto w obrebie seRwencyi bogatych w
reszty adenozynowe bgdZ urydynowe,
czyli w miefscach wystepowania
nukleotydow tworzqcych stabsze
wigzania typu Watsona-Cricka
[Figlerowicz i wsp., 2000 A]. Sposréd
trzech zidentyfikowanych miejsc
terminacfi, dwa miafy miejsce po
nukleotydach U (STO® I1 i II1). Jezeli
jednak w mieszaninie reakcyjnej obecrny
byt sam donor, wéwczas wydajnosc, z jakg
tworzyty sig produkty STOP I1 i STOP
IIT byta stosunkowo niska. Dopiero przy
stopniowym wzroscie steZenia akceptora,
ilos¢ obydwu produktéow wzrastata,
osiggajac wartos¢ maksymaling
w przypadRu, gdy proporcja molowa
donora i akceptora wynosita 1:5. Produkt
STO® II i STOP III zlokalizowany byt
w obrebie heterodupleksu utworzonego
przez matryce donorowq oraz
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akceptorowq. Zgodnie z zaproponowang
hipotezq, polimeraza wchodzgc w obszar
hetetrodupleksu rozplata RilRa pierwszych
par zasad, a nastgpnie zatrzymuje sig na
matrycy donorowej. Aby doszto do
przeskoRu reRombinacyjnego, RompleRs
polimerazowy musi zostac uwolniony z
nici donorowej [Figlerowicz i wsp., 2000
AJ. W przypadku odwrotnych
transkryptaz proces ten ufatwia
aktywnosc¢ nukleazowa, powodujgca
usuwanie RNA w nowopowstajgcym
hybrydzie DNA/RNA. RNaza H trawi
jednak wigzania fosfodiestrowe pofoZone
18 nukleotydow ponizej miejsca
aktywnego polimerazy. Zatem tus przed
przeskoRiem reRombinacyjnym, RompleRs
polimerazowy jest najprawdopodobniej
zhybrydyzowany z nicig potomng
i niezdegradowanym fragmentem matrycy
donorowej. Obecnos¢ stabszej pary zasad

(A-T bgdZ U-A) na Roticu hybrydu
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RNA/DNA przypuszczalnie utatwia
od¥qczenie sig nici potomnej od matrycy
donorowej i przeniesienie Rompleksu
polimerazowego wraz z niciq potomng
(razem badZ osobno) na czqsteczke
akceptorowq. Zlokalizowanie miejsc
zatrzymywania RompleRsu
polimerazowego w obrebie heterodupleksu
po resztach urydynowych przemawia na
Rorzys¢ zaproponowanej hipotezy
[Figlerowicz i wsp., 2000 _A4].

Przeprowadzone badania, wykazaty
rowniez, Ze Zaden z analizowanych
czynnikow, tj.: obecnos¢ RrotRich
sekRwencji homologicznych,
Romplementarnos¢ pomigdzy donorem i
akceptorem [Figlerowicz i wsp., 2000 4]
czy degradacja dupleksu, nie jest w stanie
samodzielnie induRowac przeskRoRgw
reRombinacyjnych HIV-1 RT oraz HD-
p66. Dopiero jednoczesne wystepowanie
wszystRich elementéw umoZliwiafo zajscie
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procesu reRombinacji niehomologicznej
[Figlerowicz i wsp., 2000 A].
Najprawdopodobniej Rluczowym
czynnikiem induRujacym przesRoRi typu s-
s jest dynamizm Ronformacyjny
rekombinujqcych czqsteczek, W ukfadzie
tym, aktywnos¢ rekRombinacyjng
wyRazywaty zardwno polimeraza BMV
jaRk i HIV-1 RT [Figlerowicz i wsp., 2000
AJ, tak wigc mozna przypuszczac, iz
miejscowo-specyficzna niefiomologiczna
reRombinacja RNA jest zjawiskiem
powszechnie wyRorzystywanym przez
wirusy RNA oraz retrowirusy do
tworzenia polimorficznych populacyi.
Dodatkowo stwierdzono, Ze w
przeciwieristwie do nieRtorych wirusowych
polimeraz RNA, zaleznych od RNA, HIV-
1 RT nie wykazuje zdolnosci do
wyRonywania przesRoRgw z Rotica 5’
matrycy donorowej na Roniec 3’ matrycy
akceptorowej. Wydage sig, Ze brak tej
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aktywnosci u HIV-1 RT powoduge, Ze
enzym nie jest w stanie generowac
reRombinantow typu h-m.
Z przeprowadzonych badari wynika, Ze
reRombinacja wspierana przez dupleks
wystepuje wylacznie u wiruséw RNA
[Figlerowicz 2000]. Byé moZe obecnos¢
tego typu reRombinacyi, pozwala wirusom
RNA na odtwarzanie infekcyjnych
czqsteczek, Ktore wczesniej ulegty
degradacyi na sRutek dziatania
mechanizmow obronnych gospodarza (np.
wskutek dziatania PIGS)

Na podstawie przeprowadzonych
badari mozna wyciggnagc jeszcze jeden
wniosek, W genomach wiruséw, Rtérych
materiatem genetycznym jest RNA,
wystepujq dwa rodzaje motywéw
struRturalnych, induRujacych proces
reRombinacji: seRwencje uniwersalne oraz
wirusowo-specyficzne. Przykfadem
motywow uniwersalnych mogq byc¢
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elementy wspierajqce homologiczne i
miejscowo-specyficzne niefomologiczne
przeskoRi reRombinacyjne zarowno HIV-1
RT jak i polimerazy BMV. Przykfadem
motywow wirusowo-specyficznych moze
by¢ struktura dupleRsu, ak¢ywna
reRombinacyjnie tylko dla BMYV, in vivo
[Figlerowicz 2000, Figlerowicz i wsp.,
2000 A].

4.4.3 Rekombinacja niehomologiczna wspierana przez czgsteczke pomocniczg —
HELPER

4.4.3.1 Konstrukcja uktadu do badania rekombinacji wspomaganej
Na podstawie przeprowadzonych
badati mozna byfo sqdzic, Ze czynnikiem
induRujgcym miejscowo-specyficzne
przeskoki, oprocz odpowiednief loRalizacji
rejonéw homologicznych i
Romplementarnych, jest dynamizm
Ronformacyjny reRombinujgcych
czqsteczek, Aby potwierdzi¢ stusznosé
przyjetej hipotezy, stworzono catRiem
nowy system reRombinacyjny, Rtory
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nazwano ukfadem reRombinacyi
wspomaganej (ukfadem helperowym) Miat
on umoZliwic precyzyjne przenoszenie
HIV-1 RT pomiedzy czqsteczRami
posiadajgcymi Rrotkie seRwencje
homologiczne (ok, 10 nt). System zostat
wyposazony w dodatRowq czqsteczRe, nie
uczestniczqca bezposrednio w procesie
syntezy DNA. Czqsteczka ta zostata
nazwana DNA/RNA wspomagajacym
(HELPEREM), poniewaz zgodnie z
zatoZeniami powinna stanowic platforme
Ratalizujacq proces miejscowo-specyficznej
niehomologicznej rekRombinacyi
DNA/RNA. HELPER miaf byé
odpowiedzialny za precyzyjne odnalezienie
donora i akceptora. DodatRowo powinien
spetniac analogiczng funkcje jak dupleks,
czyli zwigkszaé wydajnosc przedwczesnej
terminacfi na matrycy donorowej.
Srodkowa czesé sekwencii HELPERA
byta Romplementarna do RyotRich rejonow
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homologicznych, obecnych w donorze
i akceptorze, podczas gdy Rotice 3’1 5’
specyficznie wiqzaty sig odpowiednio z
donorem i akceptorem (Rys. 4.32).
HELPER zostaf zaprojeRtowany w taky
sposob, by wymuszaf przyjecie wasciwej
struRtury przez reRombinujqce czqsteczkj,
a réwnoczesnie zapewniat odpowiedni
dynamizm Ronformacyjny cafego ukfadu.
Dlatego tworzenie dupleRsu pomigdzy
homologicznymi rejonami donora
i akceptora oraz seRwencjq
Romplementarng HELPERA mogfo
odbywac sig na wiele réZnych sposobéw:
caty fragment homologiczny,
przytaczajacy sie do czqsteczki
wspomagajgcej, mogt pochodzi¢ z donora
badZ akceptora, mozliwe jednak byty
sytuacje posrednie — czes¢
zhybrydyzowanych 2 HELPEREM
nukleotydow mogta pochodzic z seRwencyi
homologicznej donora, cze¢$¢, z akceptora
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(Rys. 4.326). Potencjalne reRombinanty
powinny zostac utworzone w wyniky
przeniesienia Rompleksu polimerazowego z
czqsteczRi donorowej na akceptorowq, w
obrebie rejonow homologicznych obydwu
matryc. Podobnie jak to miato miejsce
wczesnie], ukfad zaprojeRtowano w takg
sposob, aby tworzqce sig reRombinanty
byfy dtuzsze od nici potomnych,
powstatych w wyniku Ropiowania
matrycy donorowej i mogty byc w fatwy
sposob identyfikowane metodg

eleRtroforezy w Zelach
poliakryloamidowych.

b)

[T [T <

3
HELPER
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Rysunek 4.32 Schemat uktadu do badania miejscowo specyficznej, nichomologicznej
rekombinacji DNA/RNA wspieranej przez czasteczk¢ HELPERA. a) ssDNA uzyte w
badaniach miejscowo-specyficznej rekombinacji wspieranej przez czasteczke
HELPERA. Zaprojektowany uklad sklada si¢ ztrzech czasteczek: donora
(HELPER-D, zaznaczony kolorem czerwonym), akceptora (HELPER-A,
zaznaczony kolorem zielonym) i czasteczki wspierajacej rekombinacje¢ (HELPER,
zaznaczony kolorem niebieskim). Czasteczka HELPERA jest komplementarna do
donora (jego konca 5’), akceptora (jego konca 3’) oraz do krotkiego rejonu
homologii pomiedzy donorem i akceptorem (sekwencje homologiczne zostaly
zaznaczone prostokatami ilitera h). Testowanie aktywnosci rekombinacyjnych
HIV-1 RT i HD-p66 przeprowadzono w reakcji wydluzania startera EtoEp (na
Rys. b zaznaczony czarng strzalka), w ukladzie, gdzie wszystkie czasteczki byly
ssDNA lub RNA, badz w ukladach mieszanych. b) Przykladowe konformacje
czgsteczek bioragcych udzial w miejscowo-specyficznej, niehomologicznej
rekombinacji, wspieranej przez czasteczk¢ HELPERA. Przypuszczalnie sekwencje
homologiczne, obecne w czasteczce donorowej i akceptorowej wspolzawodnicza o
wiazanie si¢ z sekwencja komplementarng, obecna w czasteczce HELPERA.
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4.4.3.2 Badanie aktywnosci rekombinacyjnej HIV-1 RT oraz homodimeru
p66 w uktadzie rekombinacji wspomaganej

W celu zbadania zdolnosci HIV-1 RT
oraz HD-p66 do wykonywania
przesRoRow rekombinacyjnych w
nowoutworzonym systemie, otrzymano
zestawy matryc sSDNA: HELPER-D,
HELPER-A, HELPER oraz analogiczne
matryce RNA: RNA-HELPER-D, RNA-
HELPER-A, RNA-HELPER, Podobnie
jak we wczesniejszych doswiadczeniach,
matryce sSDNA zostaty otrzymane na
drodze syntezy chemicznej, natomiast
matryce RNA — w wyniky transkrypcji in
vitro (Materiaty i Metody 3.2.12). Do
reakgji transkrypcfi in vitro ugyto
czqsteczeR sSDNA (otrzymanych na
drodze syntezy chemicznej), posiadajgcych
seRwencje promotora polimerazy RNA 17:
HEL-D-M, HEL-A-M oraz HEL-M,
Rtore zostaty zhybrydyzowane z
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czqsteczkRg sSSDNA EtoE-T7-RNA
(Materiaty i Metody 3.2.4.26).
Zdolnos¢ HIV-1 RT oraz HD-p66 do
wyRonywania przeskoRgw
reRombinacyjnych badano
przeprowadzajqc reakcje wydtuzania
startera zgodnie z procedurg opisang w
rozdziale Materiaty i Metody 3.2.15.4. W
mieszaninie reakcyjnej, oprocz enzymu
orazg startera EtoEp, Romplementarnego
do Rorica 3’ matrycy donorowej, obecny byt
donor, akceptor i HELPER, Dodatkowo
przeprowadzono reakcje Rontrolne,

w Rtorych obok enzymu i startera obecna
byta sama czqsteczka donorowa, sama
czqsteczRa akceptorowa, sam HELPER,
oraz: donor z HELPEREM, akceptor
z HELPEREM, donor z akceptorem.
Pierwsza seria doSwiadczeri
przeprowadzona zostata na czqsteczRach
SSDNA. Uzyskane mieszaniny reakcyjne
analizowano w 12% denaturujgcym Zelu
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poliakryloamidowym (Materiafy i Metody
3.2.17). Wybrane rezultaty przedstawiono
na Rys. 4.33a. Dtugosé oczekiwanych
reRombinantow wynosi: 65 nt.
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a) b)
43 55 63 12 3456 7 43 55 63 1 2 3 4 5 6

T e X ' -
L d " ' '4_': - L

Rysunek 4.33 Analiza aktywnosci rekombinacyjnej HIV-1 RT w uktadzie do badania
miejscowo-specyficznej niechomologicznej rekombinacji, wspieranej przez czasteczke
HELPERA. a) Analiza elektroforetyczna produktéow reakcji wydluzania startera
z udzialem HIV-1 RT oraz matryc ssDNA. Reakcje prowadzono w mieszaninie
reakcyjnej, gdzie obecne byly: donor, akceptor, HELPER oraz starter EtoEp (linia
nr 1), donor oraz starter EtoEp (linia nr 2), akceptor oraz starter EtoEp (linia nr
3); HELPER oraz starter EtoEp (linia nr 4); donor, HELPER oraz starter EtoEp
(linia nr 5), akceptor, HELPER oraz starter EtoEp (linia nr 6) i donor, akceptor
oraz starter EtoEp. b) Analiza elektroforetyczna produktow reakcji wydluzania
startera z udzialem HIV-1 RT oraz matryc ssDNA/RNA. Reakcje prowadzono
W mieszaninie reakcyjnej, gdzie obecne byly: donor, akceptor, HELPER (matryce
ssSDNA) oraz starter EtoEp (linia nr 1), donor, akceptor, HELPER (matryce RNA)
oraz starter EtoEp (linia nr 2), donor, HELPER (matryce RNA) oraz starter
EtoEp (linia nr 3); donor (ssDNA), akceptor (RNA), HELPER (RNA) oraz starter
EtoEp (linia nr 4); donor (RNA), akceptor (sSDNA), HELPER (RNA) oraz starter
EtoEp (linia nr 5); donor (RNA), akceptor (RNA), HELPER (ssDNA) oraz starter
EtoEp (linia nr 6). Litera F oznaczono produkt pelnej dlugosci, powstajacy
w wyniku powielenia calej matrycy donorowej, natomiast litera T — produkty
rekombinacji. Liczbami oznaczono wzorce dlugosci ssDNA. Wzorce dlugosci
zostaly otrzymane poprzez wyznakowanie *’P na koncu 5’ syntetycznych ssDNA
0 dlugosciach odpowiednio: 43, 55 oraz 63 nt. Produkty rozdzielono w 12%

denaturujacym zelu poliakryloamidowym.

Analizujgc produRty powstate w
reakcji prowadzonej z udziatem trzech
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czqsteczek sSDNA (donor, akceptor oraz
HELPER) zauwazono, Ze produkty
petnej dtugosci (prazki oznaczone literg F
na Rys. 4.33a), tworzq sig zawsze, gdy
w mieszaninie reakcyjnej obecna jest
matryca donorowa, starter EtoEp oraz
enzym: HIV-1 RT lub HD-p66.
Zaobserwowano réwnieZ obecnos¢
dodatRowych produktow, o dtugosci
podobnej, ale nie identycznej
z przewidywang dla rekRombinantéw
(vraZki oznaczone literq T oraz X na Rys.
4.33a). Produkt T powstawat, gdy
w mieszaninie reakcyjnej, oprocz enzymu i
startera EtoEp, obecne byfy wszystRie
czqsteczki systemu helperowego (ssDNA):
donor, akceptor, HELPER (Rys. 4.33a,
linia nr 1). Do utworzenia produktu T nie
dochodzifo, gdy w reakcfi, oprocz enzymu
i startera, uczestniczyfy: sam donor, sam
akeeptor, sam HELPER oraz donor i

180



WYNIKI I DYSKUSJA

HELPER, akceptor i HELPER [ub donor
i akgeptor (Rys. 4.33a).

Produkt T zostat wyizolowany z Zelu
(Materiaty i Metody 3.2.13), a nastepnie
poddany amplifikacfi metodqg PCR,

z wyRorzystaniem starterow Eco-hel -
Romplementarny do Rotica 3’ donora - oraz
Pst-hel - homologiczny z Roricem 5°
akceptora - (Materiafy i Metody 3.2.5,
Reakcja PCR nr 8). Oczyszczone produkty
reakcji PCR poddano cigciu restryRcyjnemu
enzymami EcoR_I ora Pst I (Materiafy
i Metody 3.2.8) i wligowano do weRtora
pUC19 (Materiaty i Metody 3.2.10).
Otrzymanymi RonstruRtamsi
transformowano baKterie E. coli
(Materiafy i Metody 3.2.7.16). W celu
ustalenia seRwencji powielonych
fragmentow, wybrane plazmidy poddane
zostaty seRwncjonowaniu (Materiaty i
Metody 3.2.5). WszystKie otrzymane Rlony
posiadaty identyczng 65-nt sekwencje,
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pochodzqcg zaréwno z matrycy donorowej
jaR i akceptorowej (Rys.4.34), co
Swiadczyto, Ze wyizolowane ze ScieZKg
nr 1 (Rys. 4.33a) czqsteczki sq
reRombinantami.

Podczas analizy produktow reakcfi
syntezy DNA w niepefnym ukfadzie
helperowym (akceptor, HELPER oraz
starter), zaobserwowano réwniezZ
pojawianie sig produktu o dtugosci
zblizonej do reRombinantéw (produkt X,
SciezRa nr 6, Rys. 4.33a). W analizowanej
mieszaninie reakcyjnej nieobecny byt
donor, w zwigzRu z czym nie powstawat
tzw. produkt petnej dfugosci (F). Produkt
X zostat wyizolowany i poddany
standardowej procedurze amplifikacyi
metodg PCR, w obecnosci starterow Eco-
hel oraz Pst-hel. Wynik reakcfi PCR_ byt
negatywny - izolowany produkt nie ulegat
powielaniu. Przeprowadzone analizy nie
pozwolity ustali¢ pochodzenia produktu
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obecnego w Sciezce nr 6 (Rys. 4.33a)
Przyjeto hipoteze, Ze w mieszaninie
reakcyjnej, gdzie brak jest czqsteczki
donorowej, HELPER niespecyficznie
hybrydyzuje z akceptorem i stuzy jako
starter dla HIV-1 RT czy HD-p66. W celu
potwierdzenia powyZszego zafoZenia
przygotowano dwie mieszaniny reakcyjne:
w pierwszej obecny byt akceptor,
HELPER oraz starter, w drugiej
natomiast — akceptor i HELPER, bez
startera. Reakgje przeprowadzono wedtug
standardowej procedury. ORazafo sig, Ze
w obydwu przypadRach wytworzony
zostaf ten sam produkt nie bedgcy
reRombinantem, przy czym tworzyf sig on
wydajniej w mieszaninie reakcyjnej
pozbawionej startera. Na podstawie
uzyskanych wynikow mozna
przypuszczad, Ze brak donora w
mieszaninie reakcyjnej ubatwia
hybrydyzacje HELPERA i akceptora. W
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rezultacie Roniec 3° HELPERA zostaje
wyRorzystany jako starter do powielenia
pozostate], niezaangaZowanej w
tworzente dupleRsu, seRwencji akceptora.
Materiaf genetyczny wirusa HIV
skfada sig z dwich czqsteczeR (+)JRNA.
Z doniesieri literaturowych wiadomo, Ze
do przeskoRow reRombinacyjnych HIV-1
RT dochodzi najczescief podczas syntezy
nici (-(YDNA, czyhi podczas procesu
odwrotnej transkrypcyi [Zhang i wsp.,
2000]. Postanowiono zatem stworzyc
ukfad helperowy, w Rtorym czqsteczRi
SSDNA zostaty zastqpione przez RNA.
Doswiadczenie przeprowadzono wedtug
takiego samego schematu, jak w
przypadRu systemu helperowego,
zhozonego z czqsteczeR sSDNA. Dfugosé
oczeRiwanych reRombinantéw wynosita
66 nt. Powstawanie produRtow
reRombinacji dtuzszych o jeden nukleotyd,
wynikafo z obecnosci dodatRowej reszty
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guanozynowej na Roticu 5° czqsteczeR,
RNA, pochodzqcej z transkrybowanego
fragmentu promotora polimerazy RNA 17.
Wyniki przeprowadzonego
eksperymentu byfy zaskaRujace. W zadnej
z reaRgji nie dochodzito do tworzenia
produktéow T, nawet wtedy, gdy w
mieszaninie reakcyjnej obecne byfy
wszystRie trzy czqsteczki: donor, akceptor
oraz HELPER (Rys. 4.336, linia nr 2),
Jedyny obserwowany produkt powstawaf
w wyniku powielenia catej matrycy
donorowej (F)

Poniewas system reRombinacyi
wspomaganej, ztoZony z samych
czqsteczeR ssSDNA, efeRtywnie wspierat
przeskoRi rekRombinacyjne HIV-1 RT oraz
HD-p66, podjeto proby wyjasnienia,
dlaczego produktéw reRombinacyi nie
obserwowano w analogicznym systemie
RNA. Aby ustalic, Rtory z jego elementow

uniemoZliwia zajscie procesu reRombinacyi,
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zaprojektowano ukfady mieszane. W
Razdym z nich, oprocz startera EtoEp,
obecne byty trzy czqsteczki: donor,
akceptor oraz HELPER, jedna z nich byfa
SSDNA, podczas gdy dwie pozostate byty
RNA. W taki sposob otrzymano trzy
ukfady mieszane, zfoZone z: (i) donora
SSDNA, akceptora RNA i HELPERA
RNA; (15) donora RNA, akeeptora ssDNA
i HELPERA RNA oraz (iti) donora RNA,
akceptora RNA i HELPERA ssDNA.
Reakcje wydtuzania startera przez HIV-1
RT oraz HD-p66, przeprowadzono w
analogiczny sposob jak w dwdch
poprzednich doswiadczeniach. ProduRty
reakcji rozdzielono w 12% denaturujgcym
Zelu poliakryloamidowym, przykfadowy
wynik analizy przedstawiono na Rys.
4.3306 (linie 4-6).

Analiza produRtow reakcji
wydtuzania startera EtoEp, pokazata, Ze
produkty T tworzone byfy w obecnosci:
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donora RNA, akceptora ssDNA
i HELPERA RNA (Rys. 4.33b, linia nr 5)
oraz donora RNA, akceptora RNA i
HELPERA ssDNA (Rys. 4.336, linia nr
6). Produkt T nie powstawat, gdy w
mieszaninie reakcyjnej byt donor ssDNA,
akceptor RNA i HELPER RNA (Rys.
4.336, linia nr 4)
Produkty, odpowiadajgce prqzkom T
zostaty wyizolowane z Zelu (Materiafy
i Metody 3.2.13), a nastgpnie poddane
standardowej procedurze amplifikacji
metodq PCR, z wyRorzystaniem starterow
Eco-hel i Pst-hel (Materiaty i Metody
3.2.5, Reakcja PCR nr 8). Produkty reakgji
PCR trawiono EcoR I i Pst I (Materiafy i
Metody 3.2.8), a nastepnie poddano ligacyi
z odpowiednio przygotowanym plazmidem
pUC19 (Materiaty i Metody 3.2.10).
Otrzymanymi Ronstruktami
transformowano bakterie E. coli
(Materiafy i Metody 3.2.7.16). W celu
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ustalenia seRwencji powielonych
fragmentéw, wybrane plazmidy poddane
zostaty seRwncjonowaniu (Materiaty i
Metody 3.2.5). WszystRie wyizolowane i
powielone produkty T, posiadaty
identyczne seRwencje nukleotydowe,

o dtugosci 65 nt oraz 66 nt (w przypadku
reakcji przeprowadzonych w obecnosci
akceptora RNA), pochodzqce zarowno 2
matrycy donorowej jak i aRceptorowej
(Rys. 4.34).

5/ -CCCGTTCCTACCTGGTGTAAATAATCGAGCAGAGGTTGGTACATGAACCTGCAACTGTGTAATTG(C) -3

Rysunek 4.34 Sekwencja nukfleotydowa reRombinantow, powstajqcych w ukfadzie helperowym. Kolorem czerwonym
zaznaczono sekwencje pochodzqcq z nici donorowej, Rolorem zielonym — z nici akceptorowej. Wytfuszczonym drukiem
zaznaczona jest 12-nt sekwencja homologiczna, obecna zardwno w donorze jak i w akceptorze. Przeskoki
reRombinacyjne Razdorazowo zachodzify w obrebie sekyencyi homologicznych. Nukleotyd C, umieszczony w nawiaste,
obecny byt w seRyvencyi reRombinantdw, Rtére powstawafty w oparciu o akceptor RNA (w przeciwieristwie do akceptora
DNA, posiadaft on na Roticu 5’ dodatRowaq reszte guanozyny, Rtéra w rekombinancie odpowiadata 3'-Roricowej reszcie
cytydynowej)

Aby okreslié wydajnos, z jakg
powstawaly rekRombinanty, rozdzielone w
zelu poliakryloamidowym produRty
poszczegblnych reakgji analizowano za
pomocq skanera materiatow znakowanych
radioizotopowo (Phosphorimager, Typhoon
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8600). Przedstawione na wyRresie wyniky
sq wartosciami Srednimi, wyznaczonymi w
oparciu o trzy niezaleZne eRsperymenty
(Rys. 4. 35).
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Yo =
4 = E
1
16—
T Hv RT pB6 Hiv-1 RT pB6 Hiv-1 RT pB6
® Rekombinanty 351 8,78 31,78 48 47 4,78 12,31
m Produkty pefnej dugosci 95 49 91,22 B3,22 5153 95 22 87 59
matryce : sSDNA akceptor ssDNA HELPER ssDNA

wszystkie donor i HELPER RNA donor i akceptor RNA

Rysunek 4.35 Pordwnanie wydajnosci tworzenia reRombinantow przez HIV-1 RT oraz HD-p66, w ukfadzie miejscowo-
specyficznej reRombinaci, wspieranej przez czqsteczRe HELPERA. ARtywnos¢ reRombinacyjna badana byfa w reakgji
wydtuzania startera. Wydajnos¢ tworzenia produRtéw petnej dtugosci (prazki F na Rys. 4.33), powstajacych w wyniku
skopiowania catej matrycy donorowej, oznaczono Rolorem granatowym. Wydajnos¢ tworzenia reRombinantéw (prazki T
na Rys. 4.33) oznaczono Rolorem zielonym. Produkty rekombinacyi obserwowano tylRo w przypadky, gdy w mieszaninie
reaRcyjnej obecne byby: (i) same czqsteczRi ssDNA (pozycja pierwsza i druga na wykresie), (i) donor i HELPER - RNA,
a akgeptor — ssDNA (pozycja trzecia i czwarta na wykresie) (i) donor i akgeptor — RNA, HELPER — ssDNA (pozycja
piqta i szésta na wykreste).

Na podstawie przeprowadzonych
obliczeri stwierdzono, ze HIV-1 RT oraz
HD-p66 wykazujg najwysszq aktywnosé
rekombinacyjng w obecnosci donora i
HELPERA RNA oraz akceptora ssDNA.
Whdajnos¢ procesu rekombinacyi byta
najnizsza w ukfadzie trzech czqsteczek,
SSDNA.
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Podsumowanie. Przeprowadzone badania
dowiod¥y, i dzigRi zastosowaniu
czqsteczki HELPEROWET mosna
precyzyjnie i efeRtywnie przenosi¢ HIV-1
RT z jednej matrycy na drugq, o ile
posiadajq one Ry6tRie seRwencje
homologiczne (0k, 10 nt). Szczegofowa
analiza produRtéw reakcji, pozwolita
ustalic, Ze reRombinacja zachodzi
najwydajniej, gdy donor i HELPER sq
czgsteczkami RNA, natomiast aRceptor —
SSDNA. Przeskoki reRombinacyjne
zachodzq rownieZ w obecnosci donora 1
akceptora RNA oraz HELPERA DNA.
Najstabsza aktywnos¢ rekRombinacyjna
HIV-1 RT oraz HD-p66 zanotowana
zostata w ukfadzie skfadajacym sig 2
samych czgsteczeR ssDNA. Rekombinanty,
oznaczone jako produkt I,
charakteryzowaty sig jednak mniejszq, niz
oczeRiwana, dfugoscig: 65 i 66 nt. Analiza
ich seRwencyi pozwala przypuszczai, Ze
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skrocenie produktéw reRombinacyi jest
wynikiem przedwczesnej terminacyi
syntezy DNA na matrycy akceptorowej.
Podsumowujgc uzyskane wyniki,
mozna stwierdzic, Ze niehomologiczne
miejscowo-specyficzne przeskRoki HIV-1
RT oraz HD-p66 zachodzq wydajniej,
jezeli czqsteczRg donorowq jest RNA.
Podobne wyniki uzyskaty takze inne
grupy badawcze [Anderson i wsp., 1998;
Yu i wsp., 1998]. Podczas testowania
reRombinacyjnych ukfadéw
homologicznych in vivo, zauwazono, Ze
najwigcej reRombinantow powstaje
podczas syntezy nici (-\DNA. Moina
zatem przypuszczac, Ze u retrowirusow
obydwa rodzaje rekombinacji genetycznej:
homologiczna i niehomologiczna, zachodzq
najwydajniej podczas pierwszego etapu
odwrotnej transRrypcji — przepisywania
genomowego RNA na (-}YDNA.
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4.5 Wptyw oddziatywan HIV-1 RT z niciq potomnq na przebieg procesu
homologicznej i niehomologicznej rekombinacji

Z przeprowadzonych we Wstepie rozwazan wynika, ze w procesie rekombinacji
szczegblnie istotng role odgrywaja oddzialywania polimerazy z nicig potomng. Ich
wysokie powinowactwo umozliwia oddysocjowywanie kompleksu polimeraza-ni¢
potomna od czasteczki matrycowej i ponowng reasocjacje z inng lub ta sama matryca
(jesli opisywane zjawisko ma miejsce podczas odwrotnej transkrypcji, wowczas
dodatkowo dochodzi do degradacji matrycy dzieki aktywnosci RNazowej RT).

Aby potwierdzi¢ stuszno$¢ powyzszych zatozen postanowiono ustalic w jaki
sposob ostabienie wigzan pomigedzy HIV-1 RT a nowosyntetyzowana nicia DNA
wpltywa na przebieg rekombinacji homologicznej i1 niehomologicznej. Bazujac na
danych krystalograficznych, opisujacych struktur¢ kompleksu HIV-1 RT z dupleksem
RNA-DNA [Sarafianos i wsp., 2001; kod PDB: 1HYS, Rys. 4.36] ustalono, ktore
Z reszt aminokwasowych tworza najsilniejsze, niespecyficzne wigzania ze szkieletem
cukrowo-fosforanowym nici  potomnej. Analiza oddziatywan = DNA-biatko
przeprowadzona zostala z wykorzystaniem programu komputerowego InsightIl.
W rezultacie zidentyfikowano pig¢ reszt aminokwasowych: M230, N255, Q258, K263,
H361 (Rys. 4.36). Kazda z nich zaangazowana byla w silne oddzialywania wodorowe —
odlegtos¢ pomiedzy atomami, tworzacymi wigzanie wodorowe wynosita mniej niz
4,5 A. Kolejnym etapem badan bylo przeprowadzenie ukierunkowanej mutagenezy
poszczegodlnych reszt aminokwasowych. Aby ustali¢ jaka funkcje pehnig ich tancuchy
boczne, kazdy z aminokwaséw zostal wymieniony na alaning. Nast¢pnie testowano,

W jaki sposob wprowadzone zmiany wptywaja na wydajnos¢ procesu rekombinacji.
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Rysunek 4.36 Struktura Rrystalograficzna RompleRsu heterodimeru p66/p51 z frybrydem RNA:DNA. Kolorem
niebieskim zaznaczono podjednostkeg p66, Rolorem zielonym — podjednostkg p51. Matrycowq czqsteczRe RNA
zaznaczono na Z6fto, natomiast potomnq czqsteczkg DNA — na czerwono. WyseleRgjonowane reszty aminokwasowe,
biorgce udziaf w oddziafywaniach z nicig potomng, zostaty uwidocznione w postaci niebieskich Rul, oznaczajgcych
poszczegblne atomy aminokwassw: M230, N255, Q258, K263 oraz H361. Rysunek zostat wyRonany za pomocq
programu DSViewerPro [http://www.accelrys.com/viewer/], w oparciu o dane Rrystalograficzne z BDB, Rod: 1H5.

4.5.1 Mutageneza HIV-1 RT

4.5.1.1 Konstrukcja zmutowanych wektoréw ekspresyjnych

W celu otrzymania zmodyfikowanych
form HIV-1 RT przeprowadzono
ukierunkowang mutageneze wektora
eRspresyjnego mutpDAR], zgodnie 2
procedurg opisang szczegétowo w
rozdziale Materiaty i Metody 3.2.3.3.
Obecnos¢ mutacyi, w poszczegolnych
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wektorach mutpDAR], potwierdzono
poprzez ich sekRwencjonowanie (Materiaty
i Metody 3.2.11.1, wyRorzystano starter
mut-seq). W rezultacie otrzymano pigé
nowych weRtorow eRspresyjnych:
mutpDAR]I-A230, mutpDARI-A255,
mutpDAR]I-A258, mutpDARI-A263,
mutpDAR]I-A361. Pefna charakterystyka
uzyskanych mutantéw przedstawiona

zostata w Tabeli 4.2.

Tabela 4.2 Charakterystyka mutantow

HIV-1 RT
mutant zmodyfikowany wprowadzona . .. wektor
HIV-1RT kodon mutacja miejsce mutaci do ekspresji mutanta

A230 AT6—GC6 | Met(M)230—Ala | Ppoddomena dioni mutpDARI-A230
A255 AAT-GCT Asn(N)255—Ala | poddomena kciuka mutpDARI-A255
A258 CAG—GC6 6In(Q)258—Ala | poddomena kciuka mutpDARI-A258
A263 AAA—GCA Lys(K)263—Ala | poddomena kciuka mutpDARI-A263
A361 CAC—-GCC His(H)361—Ala | poddomena fqcznika mutpDARI-A361

4.5.1.2 Otrzymywanie mutantéw podjednostki p66 HIV-1 RT
Uzyskanymi wektorami eRspresyjnymsi
transformowano Romorki baRteryjne E.coli
BL21(DE3)CysS (Materiaky i Metody
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3.2.7.1a). Ekspresje biatek prowadzono
wedtug schematu opracowanego dla HIV-
1 RT (Whyniki i Dyskusja 4.1.1), zgodnie
z procedurg opisang w rozdziale
Materiafy i Metody 3.2.1.1). Réwnolegle
przygotowano 10% stoki glicerolowe
baRterii BL21(DE3)LysS
transformowanych wektorami:
mutpDARI-A230, mutpDARI-A255,
mutpDAR]I-A258, mutpDARI-A263,
mutpDAR]I-A361. Przebieg eRspresji
monitorowano analizujgc izolowane
z bakterii biafRa metodg eleRtroforezy w
15% denaturujacym Zelu
poliakryloamidowym (Materiafy i Metody
3.2.14). W celu oczyszczenia
zmutowanych biateR, przyjeto analogiczng
strategie jak w przypadRu HD-p66.
Whizolowane z baKterii eRstrakty
biatkowe nafozono na Rolumne
powinowactwa - niklowq. Mutanty,
podobnie jak podjednostka p66, posiadaty
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His-Tag na Roticu Rarboksylowym, dlatego
mogty wiqzac sie z podfozem Rolumny,
zawierajgcym jony Ni*. Nastepnie
wymywane byty buforami zawierajgcymi
10mM i 100mM imidazol (Materiafy i
Metody 3.2.1.3a). Po zastosowaniu
opisanej procedury, podobnie jak to miato
miejsce w przypadRu podjednostki p66
typu dzikiego, preparaty wykazywaty ok,
95% homogennosc i nie wymagaty dalszego
oczyszczania. Z jednego litra hodowli
otrzymywano ok, 4mg biatka, Rtoére
zageszczano zgodnie z procedurg opisang
w rozdziale Materiaty i Metody 3.2.1.3d i
przechowywano w buforze X, w temp. —
20°C. Koticowe stezenie tak,
przygotowanych biatek wynosifo 6pug/ul.
Uzyskane preparaty poddano analizie
eleRtroforetycznej w 15% denaturujgcym
Zelu poliakryloamidowym (Rys. 4.37).
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p66 MW A230  A255 A258 A263 A361
— T 06.2 —

—— 550

42.7
S——40.0

= 310

_— 21.5

e 144

Rysunek 4.37 Analiza otrzymanych mutantéw podjednostki p66 HIV-1 RT metoda elektroforezy
W 15% denaturujacym Zelu poliakryloamidowym. Powyzej $ciezek umieszczono nazwy mutantéw (na
prawo od wzorca mas). Dla poréwnania, analizowano réwniez preparat zawierajacy typ dziki biatka p66

(na lewo od wzorca mas). MW — wzorzec mas Mid-Range Protein Molecular Weight Marker.

Aby otrzymac zmodyfikowane formy
HIV-1 RT przeprowadzono reRonstytucje
enzymu, WyRorzystujgc mutanty
podjednostRi p66 oraz podjednostke p51
typu dzikiego. Mutanty p66: 4230, 4255,
A258, A263 oraz A361, hybrydyzowano
20min. w temp. 37°C z biatRiem p51 typu
dzikiego, w identycznych proporcjach
molowych. JaRo reakcje Rontrolng
przeprowadzono hybrydyzacje obydwu
podjednosteR typu dzikiego: p66 oraz p51.
Nastepnie analizowano aktywnost
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biologiczng tak przygotowanych
preparatéw. Stwierdzono, Ze
zreRonstytuowany heterodimer p66,/p51
typu dzikiego, zachowywaf
porownywalng aktywnos¢ biologiczng jaR,
HIV-1 RT otrzymywana w Romorkach
baRteryjnych transformowanych wektorem

eRspresyjnym pDAR].

4.5.2 Testowanie aktywnosci biologicznej mutantéw HIV-1 RT

4.5.2.1 Aktywnos¢ polimerazowa
Aktywnos¢ polimerazowa mutantow HIV-1 RT testowano w reakcji wydtuzania

startera (starter RC-3, znakowany 3?P). Reakcje prowadzono w obecno$ci matrycy
ssSDNA HVR-5-DNA, w standardowych warunkach, zgodnie ze schematem opisanym
w rozdziale Materiaty 1 Metody 3.2.15.1. Dla poréwnania, przeprowadzono analogiczne
reakcje z uzyciem HIV-1 RT typu dzikiego oraz HD-p66, rowniez typu dzikiego.
Produkty reakcji oczyszczano metodg fenol-chloroform i rozdzielano w 12%
denaturujacym zelu poliakryloamidowym, zdjecie przyktadowego Zelu zamieszczono
na Rys. 4.38. Produkty reakcji analizowano za pomoca skanera materiatow

znakowanych radioizotopowo.
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6930 1 2 3 4 5 6 7

il

Rysunek 4.38 Analiza produktéw reakcji wydtuzania startera przez mutanty HIV-1 RT.

Reakcje prowadzone byly w temp. 45°C, ma matrycy HVR-5- DNA, z udzialem
enzymow: HIV-1 RT (linia nr 1), HD-p66 (linia nr 2), mutanta A230 (linia nr 3),
mutanta A255 (linia nr 4), mutanta A258 (linia nr 5), mutanta A263 (linia nr 6)
oraz mutanta A361 (linia nr 7). Litera F oznaczono produkty pelnej dlugosci,
powstajace w wyniku powielenia calej czgsteczki matrycowej. Liczbami 69 i 30

0znaczono wzorce dlugosci, tj. 69- i 30-nt sSDNA.

Analiza produktéw reakcji wydluzania startera wykazala, ze wszystkie
mutanty HIV-1 RT zachowaly aktywnos$¢ polimerazowa, stad w kazdej $ciezce
widoczne sgq prazki oznaczone litera F. Odpowiadaja one produktom pelnej
dlugosci, powstajacym w wyniku skopiowania calej czasteczki matrycowej.
Podobnie jak w przypadku reakcji katalizowanych przez HIV-1 RT oraz HD-p66,
powstawaly trzy podstawowe grupy produktow: produkty inicjacji (PI), produkty
elongacji (PE) oraz produkty terminacji (PT) (Wyniki i Dyskusja 4.2.3).
Wydajnos¢ ich syntezy okreslona zostala za pomoca programu komputerowego
Image Quantification (Rys. 4.39). Dodatkowo, wydajnos¢, z jaka w poszczegolnych
reakcjach syntetyzowany byl produkt pelnej dlugosci, porownano na Rys. 4.40.
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Wydajnos¢ syntezy DNA Wydajnos$é syntezy DNA
HIV-1RT p66

30,48

1 10,35

Pl

[#anr! 103 | [Serie an4s 17,01 5251

Wydajno$é syntezy DNA Wydajnos¢ syntezy DNA
A230 A255

% 6347

Pl

% 6347 % 3093 157 5337

Wydajno$¢ syntezy DNA Wydajnos$é syntezy DNA
A258 A263

28,94 20

10 10 16,78

Pl PE FT Bl FE BT

% B84 1533 5513 % 1678 | 1443 6a79

Wydajno$¢ syntezy DNA
A361

. - PI

% 40
- - PE

10 11,63 PT

B 1163 [ 133 7534

Rysunek 4.39 Poréwnanie wydajnosci, z jaka tworzyly si¢ produkty poszczegélnych etapéw syntezy DNA w reakcjach
katalizowanych przez otrzymane mutanty: A230, A255, A258, A263, A361 oraz przez HIV-1 RT i HD-p66 (reakcje
kontrolne). Oznaczenia: Pl — produkty powstate w fazie inicjacji syntezy DNA (zaznaczone kolorem zéttym), PE — produkty
powstate podczas etapu elongacji (zaznaczone kolorem czerwonym), PT — produkty terminacji (zaznaczone kolorem niebieskim).
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Rysunek 4.40 Porownanie wydajnoSci syntezy produktow pelnej dlugosci przez mutanty HIV-1 RT
oraz enzymy typu dzikiego: HIV-1 RT i HD-p66. Wydajno$¢ syntezy DNA byta badana w reakcji
wydluzania startera, w warunkach standardowych, na matrycy HVR-5-DNA. Wydajnos¢ syntezy
produktow petnej dtugosci przez HIV-1 RT zostata przyjeta jako 100%.

Analiza ilo$ciowa produktéw powstajacych podczas syntezy DNA, na matrycy
HVR-5-DNA, z wykorzystaniem mutantow HIV-1 RT oraz heterodimeru p66/p51
I HD-p66 jako kontroli, pokazata, Zze wszystkie otrzymane mutanty zachowatly
aktywno$¢ polimerazowa. Wydajno$¢, z jaka mutanty syntetyzowaly poszczegolne
rodzaje produktow, byla podobna do uzyskanej dla enzymow typu dzikiego. Jedyny
wyjatek stanowil mutant A230 (Rys. 4.39). W jego przypadku, wydajnos¢ syntezy
produktow petnej dlugosci byla znaczaco nizsza (Rys. 4.40). Pik, odpowiadajacy
wydajnosci, z jaka powstawaly produkty inicjacji syntezy DNA, byl za to zdecydowanie
najintensywniejszy (Rys 4.39).
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4.5.2.2 Aktywnos¢é rekombinacyjna

Przeprowadzone wczesniej doswiadczenia pozwolity okreslic aktywnos¢
rekombinacyjng szeregu sekwencji pochodzacych z genomowych czasteczek HIV-1
oraz BMV. Aby stwierdzi¢ czy mutacje wprowadzone do HIV-1 RT wptywaja na
przebieg rekombinacji, zastosowali§my dwa uktady matryc, dla ktérych badane

zjawisko zachodzito najefektywniej, tj.:

- matryce BMV-R-D oraz BMV-R-A (opisane w rozdziale Wyniki i Dyskusja
4.4.1.3), do testowania wptywu mutacji na wydajnos¢ rekombinacji homologiczne;,
- system rekombinacji wspomaganej (opisany w rozdziale 4.4.3), do testowania

wplywu mutacji na wydajno$¢ rekombinacji nichomologiczne;.

a) Wptyw mutacji HIV-1 RT na przebieg rekombinacji homologicznej

W celu okreslenia zdolnosci mutantow HIV-1 RT do wykonywania przeskokow
rekombinacyjnych pomiedzy czasteczkami zawierajacymi rejony homologiczne,
wykorzystano matryce RNA posiadajace sekwencje pochodzace z genomu BMV -
BMV-R. Aktywno$¢ rekombinacyjng mutantow testowano w reakcji wydtuzania
startera w obecnosci matryc donorowej (BMV-R-D) i akceptorowej (BMV-R-A),
Ktorych stosunek molowy wynosit 1:5 (doktadny opis doswiadczenia znajduje sig¢
w rozdziale Wyniki 1 Dyskusja 4.4.1.3 oraz Materiaty i Metody 3.2.15.3). Kontrolne
reakcje wydluzania startera przeprowadzono w obecno$ci samej matrycy donorowej,
ponadto, dla poréwnania, przeprowadzono reakcje z wykorzystaniem enzymow typu
dzikiego: heterodimeru p66/p51 oraz HD-p66. Produkty reakcji analizowano w 8%
denaturujagcym zelu poliakryloamidowym (Materiaty i Metody 3.2.17), przyktadowy
rezultat zamieszczono na Rys. 4.41. W celu oszacowania dlugos$ci powstajacych
produktow, wykorzystano wyznakowane 2P produkty reakcji PCR, o dtugosciach: 225
pz — wzorzec odpowiadajacy produktowi pelnej dlugosci, oraz 364 pz — wzorzec

odpowiadajacy potencjalnym rekombinantom.
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Rysunek 4.41 Analiza aktywnosci
reRombinacyjnej mutantéw HIV-1 RT
wobec matryc zawierajgcych homologiczne
rejony BMV-R, Produkty reakgji
rozdzielone zostaty metodq eleRtroforezy
w 8% denaturujgcym Zelu
poliakryloamidowym. Produkty powstate
przy udziale HIV-1 RT (linie 1, 2), HD-
p66 (linie 3, 4) oraz mutantéow HIV-1 RT:
A230 (linie 5, 6), A255 (linie 7, 8) 4258
(linie 9, 10), 4263 (linie 11, 12) A361
(linie 13, 14), gdy w mieszaninie reakcyjnej
obecny byt sam donor (linie: 1, 3, 5, 7, 9,
111 13) oraz donor i akceptor w molowych
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proporcjach (D:A4) 1:5 (linie 2, 4, 6, 8, 10,
121 14). Literq F oznaczono produkty
pefnej dtugosci, powstajgce w wyniku

powielenia catej matrycy donorowej, literg

T oznaczono rekombinanty. Wzorce
dtugosci: 225-nt oraz 364-nt.

W reakgjach, w Rtorych obecne byty obydwie matryce, tj. donorowa i akceptorowa,
obserwowano tworzenie dwdch produktow. Pierwszy powstawat w wyniku powielania catej
matrycy donorowej (prqzKi oznaczone na Rys. 4.41 literq F). Drugi, byt najprawdopodobniej
reRombinantem (praZki oznaczone literq T). Produkt rekombinacyi byt nieobecny w reakcjach

Rontrolnych, przeprowadzanych na samej matrycy donorowej. Produkty odpowiadajgce prazkom T
zostaty wyizolowane z Zelu zgodnie z procedurq opisang w rozdziale Materiaty i Metody 3.2.13, a
nastgpnie namnozone metodq PCR przy pomocy specyficznych starterow (BMV3-REC —
Romplementarny do Rotica 3’ matrycy donorowej, oraz BMVS-REC — homologiczny do Rorica 5’
matrycy akceptorowej), (Materiaty i Metody 3.2.5, reakcja PCR nr 8). Produkty reakcji amplifikacyi
zostaty wRlonowane do wektora pUC19 i przesekwencjonowane. W ten sposéb jednoznacznie
potwierdzono, Ze czqsteczki DNA, migrujqce podobnie jak wzorzec 364, sq reRombinantami.

Wydajno$¢ tworzenia rekombinantow analizowano przy pomocy skanera
materialéw znakowanych radioizotopowo (Phosphorimager, Typhoon 8600).
Przedstawione na wykresie (Rys. 4.42) wyniki sa warto$ciami §rednimi, wyznaczonymi

W oparciu o trzy niezalezne eksperymenty.
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Rysunek 4.42 Poréwnanie wydajnoS$ci tworzenia homologicznych rekombinantéw przez HIV-1 RT,
HD-p66 oraz mutanty HIV-1 RT, na matrycach zawierajacych sekwencje BMV-R. Aktywnos¢
rekombinacyjna badana byta w reakcji wydluzania startera. Wydajno$¢é tworzenia produktéw peinej
dlugoséci (prazki F na Rys. 4.41), powstajacych w wyniku skopiowania calej matrycy donorowej,
oznaczono kolorem granatowym. Wydajno$¢ tworzenia rekombinantow (prazki T na Rys. 4.41)

oznaczono kolorem zielonym.

Na podstawie analizy ilosciowej produktow powstajacych w wyniku reakcji
wydtuzania startera na matrycach zawierajacych homologiczne rejony BMV-R, mozna
powiedzie¢, ze najwyzsza aktywnos$¢ rekombinacyjng wykazywal mutant A230 (46% -
wydajno$¢ tworzenia rekombinantéw). Pozostale mutanty posiadaty aktywno$¢
rekombinacyjng zblizong lub nieco wyzsza od enzyméw typu dzikiego. Wydajnosc,

Z jaka powstawaty rekombinanty wynosita od 11 do 18%.
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b) Wptyw mutacji HIV-1 RT na przebieg rekombinacji niehomologicznej

W celu zbadania zdolnosci mutantow HIV-1 RT do wykonywania
nichomologicznych przeskokow rekombinacyjnych, zastosowano system helperowy,
wspierajacy rekombinacj¢ miejscowo-specyficzng. Jako matryce wykorzystano ssDNA:
HELPER-D, HELPER-A oraz HELPER (Wyniki i Dyskusja 4.4.3). Aktywnos$¢
rekombinacyjng mutantoéw badano w reakcji wydtuzania startera (Materiaty i Metody
3.2.15.4). Kontrolne reakcje przeprowadzono w obecno$ci samej matrycy donorowe;j,
ponadto, dla poréwnania, przeprowadzono reakcje z wykorzystaniem enzymow typu
dzikiego: heterodimeru p66/p51 oraz HD-p66. Produkty reakcji analizowano w 8%
denaturujacym zelu poliakryloamidowym, przykladowy rezultat przedstawiono na
Rys. 4.43. Wzorce dlugosci zostaly otrzymane poprzez wyznakowanie na koncu 5’

syntetycznych ssDNA o dlugosciach: 43, 55 oraz 63 nt (Materiaty i Metody 3.2.14).

63 S5 43 1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Y Y e T % Aii

Rysunek 4.43 Analiza aRtywnosci
reRombinacyjnej mutantéw HIV-1 RT w
ukfadzie do badania miejscowo-
specyficznej niehomologicznej
reRombinacyi, wspieranej przez czqsteczke
HELPERA. Produkty reakgji rozdzielone

207



WYNIKI I DYSKUSJA

zostaty metodq eleRtroforezy w 8%
denaturujgcym zelu poliaRyyloamidowym.
Produkty powstate przy udziale HIV-1
RT (linie 1, 2), HD-p66 (linie 3, 4) oraz
mutantow HIV-1 RT: A230 (linie 5, 6)
A255 (linie 7, 8), A258 (linie 9, 10), A263
(linie 11, 12), A361 (linie 13, 14), gdy w
mieszaninie reakcyjnej obectty byt sam
donor (linte: 1, 3, 5,7, 9, 111 13) oraz
donor, akceptor i HELPER (linie 2, 4, 6,
8, 10, 121 14). Literq F oznaczono
produkty petnej dtugosci, powstajqgce
w wyniku powielenia catej matrycy
donorowej, literq T oznaczono
rekombinanty. Liczbami oznaczono
wzorce dtugosci sSSDNA. Dtugosc
wzorcow odpowiada przypisanym im
wartosciom liczbowym.
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W reakgjach przeprowadzonych w obecnosci czqsteczeR ssDNA: HELPER:D, HELPER:
A oraz HELPER, otrzymano produkt pefnej dtugosci (prazek oznaczony na Rys. 4.43 literq F)
bedqcy wynikiem powielenia catej matrycy donorowej. Ponadto, powyzej obserwowano dodatkowy
prazek (oznaczony literq T), nieobecny w reakcjach Rontrolnych, przeprowadzanych na samej
matrycy donorowej. ‘W celu potwierdzenia obecnosci reRombinantow, produkty odpowiadajqce
prazkom T zostaty wyizolowane z Zelu, zgodnie z procedurq opisang w rozdziale Materiaty
i Metody 3.2.13), a nastgpnie namnoZone metodq PCR, przy pomocy specyficznych starterow (Eco-
hel - Romplementarny do Rorica 3’ matrycy donorowej, oraz Pst-hel — homologiczny do Korica 5’
matrycy akceptorowej) (Materiaty i Metody 3.2.5, reak¢ja PCR nr 8). Produkty reakcji amplifikacyi
zostaty wRlonowane do wektora pUC19 i przesekwencjonowane. W ten sposéb jednoznacznie
potwierdzono, Ze produkty T byty rekombinantami.

Wydajno$¢ tworzenia rekombinantdow analizowano przy pomocy skanera
materialdw  znakowanych radioizotopowo (Phosphorimager, Typhoon 8600).
Przedstawione na wykresie (Rys. 4.44) wyniki sg warto$ciami $rednimi, wyznaczonymi

W oparciu o trzy niezalezne eksperymenty.
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RysuneR 4.44 Poréwnanie wydajnosci
tworzenia reRombinantow przez HIV-1
RT, HD-p66 oraz mutanty HIV-1 RT, w
uktadzie do badania miejscowo-
specyficznej niehomologicznej
reRombinacyi, wspieranej przez czqsteczke
HELPERA. ARtywnos¢ reRombinacyjna
badana byfa w reaRgji wydtuzania
startera. Wydajnos¢ tworzenia produRtow
petnej dtugosci (prazki F na Rys. 4.43)
powstajgcych w wyniku skopiowania catej
matrycy donorowej, oznaczono Rolorem
granatowym. Wydajnos¢ tworzenia
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rekombinantow (prazki T na Rys. 4.43)
oznaczono Rolorem zielonym.

Na podstawie analizy iloSciowej produktéw powstajacych w wyniku reakcji
wydtuzania startera na matrycach ssDNA: HELPER-D, HELPER-A oraz HELPER,
przez mutanty HIV-1 RT (A230, A255, A258, A263 oraz A361) oraz enzymy typu
dzikiego: HIV-1 RT oraz HD-p66, mozna powiedzie¢, ze najwyzsza aktywno$¢
rekombinacyjng wykazywal enzym typu dzikiego: heterodimer p66/p51 (31%
wydajno$¢ tworzenia rekombinantéw). Pozostate enzymy: mutanty HIV-1 RT oraz HD-

p66, wykazywaty nizszg aktywno$¢ rekombinacyjna. Zmieniata si¢ ona w zakresie od 8

do 29%.
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Podsumowanie. Wprowadzenie mutacji destabilizujacych oddziatywania HIV-1 RT
Znicig potomng, nie wplyngto w znaczacy sposdéb na aktywno$¢ polimerazowq
wiekszosci mutantow. Jedynie mutant A230 wykazywal zdecydowanie obnizong
zdolno$¢ syntezy DNA pelnej dlugosci (15% aktywnosci enzymu typu dzikiego, Rys.
4.40). Ponadto, wszystkie otrzymane mutanty zachowaly roéwniez aktywno$¢
rekombinacyjng w obecnosci wybranych matryc, wspierajagcych rekombinacje
homologiczng jak 1 niehomologiczng. W ukladzie do badania rekombinacji
homologicznej, wspieranej przez rejony BMV-R, wigkszo$¢ otrzymanych mutantow
wykazywata nieco wyzsza aktywno$¢ rekombinacyjng niz heterodimer p66/p51 typu
dzikiego. Jedynie mutant A230, posiadajacy ostabiong aktywno$¢ polimerazowa,
charakteryzowat si¢ kilkukrotnie zwigkszong aktywnos$cia rekombinacyjng (Rys. 4.40).
By¢ moze czgste zatrzymywanie si¢ zmutowanego kompleksu polimerazowego,
skutkujace stabsza wydajnoscia syntezy produktow peinej dlugosci (Rys. 4.39),
prowadzi do czgstszych przeskokow rekombinacyjnych. W uktadzie do badania
miejscowo-specyficznej rekombinacji niechomologicznej, wspieranej przez czasteczke
HELPERA, mutanty HIV-1 RT wykazywaly nizszg aktywno$¢ rekombinacyjng
od HIV-1 RT typu dzikiego. Roézny wplyw wprowadzonych mutacji na czgstos$é
rekombinacji homologicznej oraz niehomologicznej wskazuje na to, iz mechanizmy
odpowiedzialne za przebieg obydwu procesow sa inne. Uzyskane wyniki zgodne sa
z wezesniejszymi obserwacjami, dotyczacymi polimerazy BMV [Figlerowicz i wsp.,
1997 A; Figlerowicz 1 wsp., 1998]. Ponadto $wiadczg one, ze modyfikujac HIV-1 RT,
mozna modulowaé¢ zarowno aktywno$¢ polimerazowg jak i rekombinacyjng enzymu.
Uzyskany wynik dowodzi, ze HIV-1 RT, oprocz aktywno$ci polimerazowe;j
i RNazowej, posiada dodatkowg aktywno$¢ - zdolnos¢ do wykonywania przeskokow

rekombinacyjnych.

Szczegblowa analiza uzyskanych wynikow wskazuje, ze stabilnos¢ kompleksu
HIV-1 RT-ni¢ potomna nie jest konieczna dla efektywnego przebiegu rekombinacji
homologicznej, jest ona jednak istotna podczas przeskokow zachodzacych pomiedzy
niechomologicznymi matrycami. Wydaje si¢, ze w trakcie rekombinacji homologicznej
moze dochodzi¢ do rozpadu kompleksu RT-ni¢ potomna. Dzigki obecnosci sekwencji
homologicznych w donorze i akceptorze, koniec 3’ nowosyntetyzowanej nici,
uwolniony od czasteczki donorowej, jest w stanie hybrydyzowac z taka sama lub bardzo

podobng sekwencja, obecng w akceptorze. Kluczowa role w badanym mechanizmie
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odgrywa zatem homologia sekwencji. Do utworzonego dupleksu moze ponownie
przylaczy¢ si¢ RT, by kontynuowaé syntez¢ nici potomnej na akceptorze.
W konsekwencji powstaje rekombinant. Potwierdzeniem przyjetych zatozen sa wyniki
uzyskane dla mutanta A230. Ostabienie oddziatywan pomiedzy HIV-1 RT i nicig
potomng najprawdopodobniej zdestabilizowato kompleks replikazowy, tym samym
niezwigzana z enzymem ni¢ potomna mogta tatwiej przytaczy¢ si¢ do odpowiedniego
miejsca w akceptorze. RT rozpoznaje ja jako starter i kontynuuje synteze DNA.
Stabilno$¢ kompleksu replikazowego wydaje si¢ odgrywac istotng role w przypadku
rekombinacji niehomologicznej — wszystkie mutanty generowaly rekombinanty
Zz mniejszg wydajnoscig niz HIV-1 RT typu dzikiego. Uzyskane wyniki sa zgodne
z proponowanym mechanizmem miejscowo-specyficznej rekombinacji (Rys. 4.27).
Zaklada on, Ze przeniesienie kompleksu RT-ni¢ potomna z czasteczki donorowej na
akceptorowa zachodzi w sposéb ciagly i wymaga wspotdziatania kilku czynnikow.
Obecnos¢ samych tylko krotkich sekwencji homologicznych, czy samych sekwencji
komplementarnych nie indukuje przeskokow rekombinacyjnych.  Stabilno$é
oddziatywan pomigdzy poszczegdlnymi czasteczkami uczestniczacymi w rekombinacji

moze by¢ konieczna dla wlasciwego przebiegu badanego procesu.
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5. WINIOSKI

. W wyniku przeprowadzonych badan opracowano efektywne metody otrzymywania
homogennych preparatow HIV-1 RT (heterodimer p66/p51) oraz tworzacych ja
biatek: p66 1 p5S1. Potwierdzono wczesniejsze obserwacje, ze aktywnosc
polimerazowa wykazuje heterodimer p66/p51 1 homodimer p66, podczas gdy
homodimer p51 jest nieaktywny.

Stwierdzono, ze zar6wno HIV-1 RT jak i homodimer p66 wydajniej syntetyzuja
DNA na matrycy DNA, niz na matrycy RNA. Obydwa enzymy s3a wigc
efektywniejszymi replikazami niz odwrotnymi transkryptazami. Ustalono, ze HIV-1
RT najwydajniej syntetyzuje ni¢ potomng w temperaturze 45°C.

. Pokazano, ze nie tylko wtasciwosci polimerazy, ale i struktura RNA, wptywa¢ moga
w istotny sposob na doktadno$é, z jaka powielane sg genomy wirusowe.

Whbrew wczesniejszym doniesieniom, nie stwierdzono, by struktura drugorzgedowa
RNA odgrywata kluczowa rolg podczas pierwszego przeskoku rekombinacyjnego
HIV-1 RT pomiedzy konicem 5’ a koncem 3’ czasteczki genomowe;j.

Pokazano, ze miejscowo-specyficzna niehomologiczna rekombinacja RNA zachodzi
wowczas, gdy lokalnej strukturze dwuniciowej towarzysza krotkie sekwencje
homologiczne. Jednakze zaden ze zidentyfikowanych elementow strukturalnych
(sekwencje komplementarne, krotkie sekwencje homologiczne, spinka, powstajaca
w czasteczce akceptorowej) nie jest w stanie samodzielnie indukowaé przeskokow
rekombinacyjnych HIV-1 RT. Dopiero dzigki wspotdziataniu wszystkich motywow
polimeraza moze zosta¢ przeniesiona z matrycy donorowej na akceptorowa.

Badania pierwszego etapu miejscowo-specyficznej rekombinacji (zatrzymanie
kompleksu polimerazowego na czasteczce donorowej) pokazaly, ze sygnaly
indukujace zahamowanie syntezy DNA zakodowane sa zardbwno w pierwszo- jak
i drugorzgdowej strukturze czgsteczki matrycowej. Obecno$¢ dodatkowych
sygnatow (np. oddziatywania z innymi czgsteczkami — struktura czwartorzedowa),

moze zwigksza¢ efektywno$¢ terminacji syntezy DNA.
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10.

Stwierdzono, ze w przeciwienstwie do polimeraz RNA zaleznych od RNA, HIV-1
RT nie posiada zdolnosci do wykonywania przeskokéw rekombinacyjnych
W obrebie lokalnej struktury dwuniciowej. Rekombinantow nie obserwowano takze
W obecnosci matryc mogacych powstawa¢ w wyniku degradacji dupleksu RNA.
Okazato si¢ bowiem, ze odwrotna transkryptaza pozbawiona jest aktywnosci EtoE
(zdolnosci do przeskakiwania z konca 5° czasteczki donorowej na koniec 3’
czasteczki akceptorowej). Aktywno$¢ taka obserwowana jest u niektorych
polimeraz RNA zaleznych od RNA.

Uzyskane wyniki pozwalaja sadzi¢, ze w genomach wirusowych wystepuja dwa
rodzaje rekombinacyjnie aktywnych sekwencji:

- uniwersalne — wykazujace zdolno$§¢ do indukowania przeskokow
rekombinacyjnych polimeraz pochodzacych z réznych typoéw czy rodzin
wirusowych,

- wirusowo-specyficzne — aktywne wobec polimeraz kodowanych przez pokrewne
wirusy (np. sekwencje promotoro-podobne czy dupleks).

Szczegotowa analiza motywow  strukturalnych, wspierajacych miejscowo-
specyficzne przeskoki HIV-1 RT, data podstawy do stworzenia catkowicie nowego
systemu rekombinacyjnego, nazwanego systemem helperowym. Zastosowano
W nim wspomagajacg czasteczke RNA/DNA, stanowiacg platforme, dzigki ktorej
moze doj$¢ do precyzyjnego przeniesienia polimerazy z czasteczki donorowej na
akceptorowga. Opracowany system pozwala taczy¢ jednoniciowe czgsteczki DNA
I RNA na drodze rekombinacji zachodzgcej zgodnie z modelem wybidrczego
kopiowania.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze modyfikujac strukturg¢ RT,
mozna wplywa¢ na czgsto$¢ przeskokdw rekombinacyjnych. Poniewaz niektore
z wprowadzonych mutacji inaczej wpltywaly na rekombinacje homologiczng
I niechomologiczna, nalezy przypuszczaé, ze inny jest mechanizm molekularny
obydwu procesow. Wydaje sig¢, ze stabilno§¢ kompleksu replikacyjnego, szczeg6lnie
oddziatywan RT-ni¢ potomna, nie odgrywa kluczowej roli podczas rekombinacji
homologicznej, jest natomiast bardzo istotna w trakcie rekombinacji

niehomologicznej.
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