Caracterizacion molecular de un
retrotransposon sin-LTR. Organizacién
gendmica y modelo de integracion

Molecular Characterization of a non-LTR retrotransposon. Genomic
organization and model for integration

OLIVARES, M., MARTIN, F., MARANON, C., LOPEZ, A. y LOPEZ, M. C.
Departamento de Biologia Molecular. Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lépez
Neyra”. CSIC. Calle Ventanilla n°11. 18001. Granada. Espafia.

RESUMEN

L1Tc es un retrotransposén no-LTR, disperso en el genoma de Trypanosoma cruzi,
que se transcribe activamente a ARN poliadenilado. Este elemento presenta en su
extremo 3 un fragmento de la secuencia altamente repetida E12 y en su extremo 5'una
secuencia tipo RIME (elemento ribosomal mévil).

Se ha caracterizado una regién gendémica de la cepa Cl de T. cruzi en la que se
encuentran 3 copias de L1Tc organizadas en tandem. Secuencias repetidas como E13 y
DGF-1 se encontraron corriente arriba de la regiéon genémica que contiene las tres
copias de L1Tc. En la cepa Maracay ha sido descrita una region del genoma de igual
organizacion y secuencias pero que carece de L1Tc.

La secuencia de aminoacidos del ORF1 de L1Tc presenta una homologia significativa
con secuencias de la familia de endonucleasas AP. El analisis de la actividad enzimatica
de la proteina recombinante, llamada NL1Tc, obtenida de la expresién del ORF1 de
L1Tc en un sistema de expresion, reveld que la secuencia codifica para una proteina con
actividad endonucleasa. Ensayos de complementacion en la cepa de E. coli BW286, que
tiene una deleccion en el gen de la exonucleasa III, muestran que la expresioén in vivo
de la proteina NL1Tc confiere viabilidad a la bacteria mutante. Nosotros proponemos
que NLI1Tc genera sitios 3'OH libres en el ADN cromosOmico necesarios para la
retrotransposiciéon de L1Tc.

Palabras clave: Retrotransposones. Endonucleasas AP. Mecanismo de integracién.
Trypanosoma cruzi.

ABSTRACT
L1Tec is a non-LTR retrotransposon, dispersed throughout the genome of Trypanosoma
cruzi, actively transcribed into poly (A)+ RNA. This element has at its 3" end a
fragment of a highly repetitive sequence E12 and at its 5'end a ribosomal mobile
element-like sequence.
A genomic region of T. cruzi CL strain containing 3 copies of L1Tc, tandemly
organized, has been characterized. Upstream of the genomic region containing the three
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copies we found repeated sequences as E13 and DGF-1. A genomic region with the
same organization and sequences, but lacking L1Tc¢, was found in the Maracay strain.
The deduced aminoacid sequence of ORF1 of L1Tc exhibits a significant homology
with sequences of the AP endonuclease protein family. The analysis of the activity of
the 40Kd recombinant protein, named NLITc, obtained from the expression of the
L1Tc ORF1 in a E. coli in vitro expression system, revealed that the sequence codes for
a protein with endonuclease activity. Date are also presented showing that in vivo
expression of NL1Tc protein conferred viability by complementation to E. coli exonuclease
III deletion mutants (BW286 strain). We propose that NL1Tc generates free 3'OH sites
in the chromosomal DNA necessary for L1Tc retrotransposition.
Key words: Retrotransposons. AP endonuclease. Integration mechanism. Trypanosoma
cruzi.
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INTRODUCCION

Las secuencias repetidas representan mas del 30% del genoma de
tripanosomatidos, lo cual es una elevada proporcién teniendo en cuenta el
reducido tamafio de su genoma. En T rypanosoma cruzi ha sido descrito una
secuencia repetida del tipo retrotransposén no-LTR, perteneciente al grupo de
los LINE. A este elemento se le llamé L1Tc (1).

Los elementos de esta familia son capaces de transposicion via ARNm,
carecen de largas repeticiones terminales (LTR) ,las cuales en retrovirus y
retrotransposones LTR juegan un papel crucial en sus mecanismos de control
y transposicién. Contienen marcos de lectura abiertos (ORF) semejantes a los
genes gag y pol de retrovirus y las copias de ADN integradas mantienen la
cola de poli A del transcrito. Frecuentemente aparecen copias 5 truncadas
debido a su mecanismo de transposicién y a menudo generan sitios de dupli-
cacion en los lugares de insercidn.

Los retrotransposones no-LTR han sido descritos en gran variedad de
organismos como LINE-1 de humanos (2), I de Drosophila (3), Ingi de
T.brucei (4), cin 4 de Zea mays (5), etc. Los mecanismos de control e integra-
cién de estos elementos no se conocen bien, habiéndose descrito que pueden
jugar un papel importante en la regulacion de la expresién de genes (6,7,8).
Un dato evidente de la existencia de transposicion activa de estos elementos
son las enfermedades originadas en humanos por la insercion del elemento
LINE-1 en un gen determinado creando una mutacién ausente en los proge-
nitores (9). También es importante sefialar que la expresion de estos elemen-
tos parece estar favorecida en células tumorales de origen germinal y epitelial (10).
Asi, la expresion de estos elementos puede contribuir al origen y progresion
Ars Pharmaceutica, 38:2-3; 209-220, 1997
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Las secuencias repetidas representan mas del 30% del genoma de
tripanosomatidos, lo cual es una elevada proporcién teniendo en cuenta el
reducido tamafio de su genoma. En Trypanosoma cruzi ha sido descrito una
secuencia repetida del tipo retrotransposén no-LTR, perteneciente al grupo de
los LINE. A este elemento se le llamé L1Tc (1).

Los elementos de esta familia son capaces de transposicion via ARNm,
carecen de largas repeticiones terminales (LTR) ,las cuales en retrovirus y
retrotransposones LTR juegan un papel crucial en sus mecanismos de control
y transposicién. Contienen marcos de lectura abiertos (ORF) semejantes a los
genes gag y pol de retrovirus y las copias de ADN integradas mantienen la
cola de poli A del transcrito. Frecuentemente aparecen copias 5’ truncadas
debido a su mecanismo de transposicién y a menudo generan sitios de dupli-
cacion en los lugares de insercidn.

Los retrotransposones no-LTR han sido descritos en gran variedad de
organismos como LINE-1 de humanos (2), I de Drosophila (3), Ingi de
T.brucei (4), cin 4 de Zea mays (5), etc. Los mecanismos de control e integra-
cién de estos elementos no se conocen bien, habiéndose descrito que pueden
jugar un papel importante en la regulacién de la expresion de genes (6,7,8).
Un dato evidente de la existencia de transposicién activa de estos elementos
son las enfermedades originadas en humanos por la insercion del elemento
LINE-1 en un gen determinado creando una mutacién ausente en los proge-
nitores (9). También es importante sefialar que la expresion de estos elemen-
tos parece estar favorecida en células tumorales de origen germinal y epitelial (10).
Asi, la expresion de estos elementos puede contribuir al origen y progresién
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de algunos tumores malignos como es el caso del cancer de mama. Queda por
tanto evidente la importancia que el estudio de este tipo de secuencias tiene
para el entendimiento de procesos bioldgicos cuyos mecanismos de regula-
cion no son bien conocidos.

Organizacion gendmica de L1Tc

En T.cruzi se caracteriz6 por Martin y colaboradores un cADN que
correspondia a un retrotransposén no-LTR al que se llamé L1Tc (1). La
secuencia, constituida por S5kb, presentaba en su extremo 5" homologia con la
secuencia RIME, elemento descrito en Trypanosoma brucei, capaz de activar
la expresion de ciertos genes (11). La presencia de esta secuencia nos hizo
pensar que pudiera estar actuando como promotor en L1Tc. En el extremo 3’
se encontraba el fragmento E12A perteneciente a la secuencia repetida E12
descrita en T.cruzi (12), que parece marcar la sefial de poliadenilacién de
ciertos genes.

Estudios por northern, usando como sonda el L1Tc, mostraron que exitian
transcritos de diferentes tamafios, siendo el transcrito mayor de unas Skb.
Solo se detecta expresion en los estadios replicativos del parasito (epimastigote
y amastigote) no detectindose en tripomastigotes. Estudios de electroforesis
en campo pulsante (PFG) nos permitieron conocer que el elemento L1Tc se
encuentra localizado en practicamente todos los cromosomas pero fundamen-
talmente en los de 0,9; 1,6; 1,9 Mb y cromosomas gigantes. L1Tc aparece
ampliamente distribuido a lo largo del genoma y del patrén de bandas que
aparece tras analisis de southern se puede deducir la existencia de copias
ordenadas en tandem, ademaés de elementos aislados. El nimero de copias de
L1Tc en el genoma de T. cruzi se estimé en unas 2300 que contenian el
extremo 5 y 2800 que contenian el extremo 3°, postulandose que esta dife-
rencia es consecuencia de la existencia de copias truncadas (1).

Con el fin de aislar copias de L1Tc genomicas se hizo una bisqueda en
una genoteca de T.cruzi cepa CL en el plasmido pBac. Usando como sonda
L1Tc se obtuvieron 77 positivos. Se eligié el clon pBac62 ya que en estudios
por southern blot parecia contener mas de una copia de L1Tc ordenadas en
tandem. Se subclonaron diversos fragmentos y se secuencié la regién donde
se encontraba el L1Tc. Encontramos 3 copias del elemento ordenadas en
tandem y flanqueadas por una secuencia de 9 nucledtidos (TGCAGACAT)
que corresponderia a la secuencia de duplicacion generada como consecuen-
cia de la integracion del elemento en el genoma. Las 3 copias son truncadas
en 5" respecto al CADN comenzando en el nucledtido 111 (fig 1). A unas
1,5kb corriente arriba del extremo 5" de la primera copia se encuentra el
elemento E13 (13), una secuencia repetida unas 10° veces en el genoma de
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T. cruzi la cual no se transcribe. Corriente arriba del extremo 5°del elemento
E13 y separado por una secuencia de 45 nucledtidos se encuentra la ’secuen‘cia
DGF-1 que parece codificar una proteina de membrana y que estd repetida
unas 220 veces en el genoma del parésito (14). Por otra parte se ha secuenciado
una regiéon de ADN de 7. cruzi cepa Maracay (fago 1) que conti‘ene las
secuencias E13 y DGF-1 asociadas (Requena y col. , datos no publicados).

Estudios de homologias o ardenadaer entrs 1 sseusasia 4k Gk (RBc62)
la de Maracay (fago 1) mostraron que ambas regiones mantienen una homo-
logia del 80% aproximadamente. La homologia se mantiene hasta la secuen-
cia de 9 nucledtidos que en CL correspondia a la secuencia de duplicacién,
en este punto mientras que en CL comienza el tandem de L1Tc, en la cepa
Maracay continua la secuencia que en CL estaba detras de la ultima copia del
tandem (fig 1). En resumen tenemos una misma regién en dos cepas y en una
de ellas ,CL, se encuentra interrumpida por el elemento retrotransposén L1Tc.
Para saber si estadbamos ante un mismo locus que en CL habia sufrido una
nueva integracion y estudiar qué sucedia en otras cepas se disefié un estudio
por PCR utilizando como iniciadores oligonucledtidos que flanqueaban la
region de insercion. Se sintetizaron los oligos R1, R3, AIM y OC2 (fig 1). La
amplificaciéon con los oligos R1-R3 de un fragmento de 420bp implica la
ausencia de L1Tc interrumpiendo la region . La amplificacion con los oligos
R1-AIM y R3-OC2 de un fragmento de 224 y 437 respectivamente implica
la existencia de L1Tc interrumpiendo la regién. Los resultados del estudio
muestran que en las cepas CL, Maracay, Tulahuen y Y se encuentra la misma
region con y sin L1Tc integrado. Para descartar que estuviésemos observando
la sumatoria de las organizaciones de varios clones, se procedié al clonaje de
la cepa Y y se analizaron 40 de estos clones, el resultado mostré que en un
mismo clon existen los dos casos de integracion y no integraciéon de L1Tc .
Estudios por southern blot muestran que la secuencia que se encuentra inte-
rrumpida en CL por L1Tc es también una secuencia repetida. Con el fin de
poder analizar la asociacién entre todas estas secuencias repetidas, se han
obtenido las sondas DGF-1 , E13, sonda 1, sonda 2, sonda 3 y L1Tc (figura 1),
ademaés actualmente nos encontramos aislando nuevos fragmentos genémicos
que contengan copias de L1Tc.

UN NUEVO MODELO DE INTEGRACION

Los elementos retrotransposones codifican las proteinas involucradas en
el proceso de su propia retrotransposicion. La mayoria de estos elementos
contienen dos marcos de lectura abiertos. El primero tiene homologia con
proteinas de unioén a 4cidos nucleicos y el segundo presenta homologia con
los genes pol de retrovirus. L1Tc presenta una estructura algo diferente pues
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contiene 3 marcos de lectura abiertos y ordenados de forma distinta. De
hecho, los dominios de unién a acidos nucleicos se encuentran en el extremo
carboxiterminal, se trata de los dominios C2H2 de los Zn-finger de factores
de transcripcion. En la figura 2 mostramos un esquema de la organizacion
interna de estos elementos comparada con la organizacion existente en retrovirus
y otros retrotransposones. El primer marco de lectura presenta una homologia
del 20% con enzimas de la familia de endonucleasa de tipo AP (figura 3).

Para estudiar si esta homologia del ORF1 de L1Tc con la familia AP era
especifica de L1Tc o se extendia a otros retrotransposones se hicieron estu-
dios de homologias por ordenador de las secuencias de elementos retrotransposones
disponibles en las bases de datos . Estos estudios mostraron que la homologia
se mantenia en todas las secuencias descritas como retrotransposones no-LTR
sitio no especificos (20). En la figura 4 se muestra el alineamiento de las
secuencias de 6 representantes de la familia AP y 21 retrotransposones no-
LTR descritos. Se observé que al menos el 60% de los aminoacidos que
forman el consenso descrito por Seki para la familia AP (21) se mantienen
conservados en posiciones similares en retrotransposones, existiendo 9 domi-
nios altamente conservados sefialados en la figura 4 con niimeros romanos.

En 1995 Mol y colaboradores (28) resolvieron la estructura cristalina de
la exonucleasa III, principal enzima AP de E. coli. Se determinaron los sitios

Retrovirus " gag env
-———
pol
LTR LTR
LTR (AR
Retrotransposones gag-like

ORF1
ORF2 pol-1like

RN RN RNy
SIN-LTR gag-like
Retrotransposones ORF1 EE————
ORF2 pol-1like

pol-like
L1Te orr: MW —— 204
ORF2 OrF) | E——

Fig. 2.—Esquema de la estructura de L1Tc y otros elementos retro-transposones ( retrovirus
y retrotransposones LTR y no-LTR).
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Fig. 3.—Comparacién del producto de traduccién del ORF1 de L1Tc con cuatro proteinas
pertenecientes a la familia AP. El alineamiento de las proteinas se realizé con el programa
PILEUP (15). Los bloques de identidad de aminoacidos se representan en cajas. AP-1 (16),
Rrp1(17), ExoA (18), Exo3 (19).

activos de esta proteina y se propuso un mecanismo de reacciéon para la
ruptura hidrolitica de la unién O3-P. Los residuos descritos como implicados
en la actividad Exo III se encuentran presentes en los retrotransposones (20).
Interesantemente observamos que existia una elevada homologia entre estos
elementos retrotransposones y la DNasa I (29) concentrada a los epitopos
activos. Asi 8 de los 12 aminoacidos descritos como componentes del domi-
nio de interacciéon con el ADN en la DNasa I, y los residuos implicados en
la catalisis acido-base de la referida proteina, se mantienen en todos los
retrotransposones (20). Sin embargo, la homologia global de los retrotransposones
no-LTR con la DNasa I no es superior al 25-30%.

La presencia de todos estos residuos activos de la familia de endonucleasas
AP y DNasa I en similares regiones en retrotransposones no- LTR es un fuerte
argumento en favor de la existencia de potencial actividad endonucleasa en
estos elementos. Las enzimas endonucleasas de tipo AP intervienen en el
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Fig. 4.—Se hicieron buisquedas en las bases de datos SWISS-PROT y GenBank/EMBL con los
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paquete GCG se usaron para comparar los miembros de la familia AP con cada uno de los
retrotransposones analizados. La homologia con la DNasa I se obtuvo usando los programas
PROFILE y PROFILEMAKE (24, 25). Se llev6 a cabo un alineamiento entre familia AP,
retrotransposones no-LTR y DNasa I usando el programa PILEUP y ajustamiento manual
cuando fue necesario. Se hicieron bloques de homologias de secuencias, se indicaron sé6lo
cuando los aminoacidos estaban conservados en al menos 3 proteinas AP y 14 retrotransposones
no-LTR. Se consideraron aminoacidos conservados cuando tenian una puntuacion positiva en
la tabla de Dayhoff (26). Para mayor claridad de la figura s6lo se presentan los dominios de
alta homologia. Los nimeros entre paréntesis representan el namero de residuos entre los
bloques conservados. Sobre el alineamiento se muestra la secuencia consenso para las protei-
nas AP descrito por Seki y debajo se indican los residuos involucrados en la actividad de la
DNasa I (27). - y * representan los residuos de los sitios activos en la exonucleasa III (18).

proceso de reparacion del ADN que, por accion de radiacion ionizante, espe-
cies de oxigeno activo, actividades ADN glicosilasas etc, han perdido una
base dejando un sitio apurinico o apirimidinico, sitios AP, que son perjudi-
ciales para la célula. Estas endonucleasas tras reconocer los sitios AP cortan
hidroliticamente y forman extremos 3"OH libres que permiten a otras enzimas
reparadoras terminar el proceso de reparacién dei ADN.

Para determinar si la proteina codificada por el ORF1 de L1Tc tiene
realmente actividad endonucleasa AP, se clon6 el ORF en los sitios Aval y
Kpnl del vector de expresion pTrcHisA. Este vector permite la sobre- expre-
sion de la proteina recombinante mediante induccién por IPTG y afiade una
cola de histidinas que permite la purificacion de la proteina pasandola por una
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columna de afinidad. Al plasmido resultante se le llamé pHisNLI1Tc. Se
indujo la expresion de la proteina recombinante en la cepa BW286. Esta cepa
es deficiente en la principal enzima AP de E.coli , Exo III , lo que evitari
interferencias a la hora de detectar la actividad enzimatica de la proteina
recombinante NL1Tc. Por tinciéon con azul de coomasie se observo que se
inducia una proteina de aproximadamente 40Kd que posteriormente fue puri-
ficada.

La actividad endonucleasa AP de la proteina purificada fue medida por la
formacion de formas relajadas en plasmidos superenrollados que contienen
sitios AP. Este substrato se obtuvo por calentamiento de ADN del plasmido
pUC8 superenrollado a pH 3.5 (30). Se incubd el plasmido parcialmente
depurinado con las distintas fracciones eluidas de la columna de Niquel con
un gradiente de imidazol, observando que las fracciones que eluian a una
concentracion de 0.25-0.35M de imidazol eran capaces de hidrolizar el plasmido
depurinado . La especificidad de la actividad por sitios AP se probé incuban-
do la proteina con plasmido sin depurinar. Como control del ensayo se
comprobé que una fraccion purificada de un extracto de bacteria BW286
transformada con el vector pTrcHisA no tenia actividad (31).

La potencial actividad biolégica de NL1Tc se probé mediante ensayos de
complementacion en la cepa doble mutante BW286, genotipo Axth y dut-1.
La mutacién Axth es una deleccion en el gen que codifica para Exonucleasa
III y la mutacién dut-1 es una mutacién dependiente de la temperatura que
inactiva la expresion de la deoxiuridintrifosfatasa (dUTPasa). La dUTPasa
cataliza el paso de dUTP a dUMP, la ausencia de esta actividad origina una
elevada incorporacion de uracilos en el ADN que, por la actividad de la
uracil-ADN-glicosilasa, son eliminados de la cadena de ADN dejando sitios
apirimidinicos que en esta cepa no pueden ser reparados por la ausencia de
Exonucleasa III. Cuando se crece esta cepa a 37°C tiene <1% de viabilidad.
La transformacion de BW286 con un gen codificante para una endonucleasa
de tipo AP deberia de conferirle viabilidad. El ensayo se llevd a cabo segin
describe Taylor y Weiss (32), se basa en comparar la viabilidad de la cepa
BW286 transformada con pHisNL1Tc con la transformada con el vector
pTrcHisA. Los resultados del ensayo de complementacién, mostraron que
unicamente la transformacioén con el plasmido pHisNL1Tc, que posibilita la
expresion en la célula de la proteina NL1Tc, confiere viabilidad de la cepa
BW286 crecida a 37°C (31).

Con estos resultados concluimos que la proteina recombinante NL1TC,
codificada por el ORF1 del retrotransposon L1Tc de Trypanosoma cruzi,
expresada en un sistema de expresion, tiene actividad endonucleasa de tipo
AP. Nosotros postulamos que esta actividad juega un papel relevante en el
mecanismo de integracion del retrotransposén no-LTR en el genoma.
Eickbush (35) postula que los elementos no-LTR utilizan para su transposi-
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cién extremos 3'OH libres de rupturas preexistentes en el ADN cromosémico.
Nosotros pensamos que la actividad endonucleasa AP puede estar generando
los extremos 3'OH libres necesarios para el proceso de integracion, tras el
reconocimiento de sitios AP y/o regiones de especificas conformaciones de
forma similar al reconocimiento de la DNasa I. Asi recientemente se ha
descrito que la proteina recombinante obtenida a partir de la regién del
elemento LINE-1 de humanos, descrita por nuestro grupo con homologia a las
proteinas AP (20), tiene actividad endonucleasa no restringida a sitios AP (34).
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