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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de selectie a unor
compusi chimici solubili, inhibitori ai reactiei de proce-
sare 3 catalizatd de integraza HIV, cu potential terape-
uticin tratarea infectiilor HIV. Procedeul, conform inven-
tiei, foloseste drept substrat o oligonucleotida (27 bp)
ADN dublu catenar de sinteza cu secventa virala U5'
LTR dublu marcat terminal 5 si 3 la capatul supus cata-
lizei, enzima IN exprimata recombinant si o pereche de
fluorofori pentru transferul rezonant de energie prin
fluorescenta (FRET), astfel ca, incubarea enzimei cu

substratul dublu catenar in urma procesérii 3 ADN prin
indepartarea dinuclectidei 3 terminale si a unuia dintre
fluorofori reduce sau chiar suprima procesul de FRET.
Puterea inhibitorie a unui compus chimic solubil asupra
procesarii 3 a IN este cuantificabild prin gradul persis-
tentei fenomenului de FRET asociat substratului ADN
intact.
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PROCEDEU FOLOSIND FLUORESCENTA PENTRU SELECTIA DE
COMPUSI CHIMICI SOLUBILI INHIBITORI Al REACTIEI DE 3’
PROCESARE CATALIZATA DE INTEGRAZA HIV

DESCRIEREA INVENTIEI
Inventia se referd la un procedeu pentru seclectia de compusi chimici solubili ininhibitori
ai reactiei de 3° procesare catalizatd de integraza HIV folosind fluorescenta, destinat selectiei
rapide a unui numir mare de compusi chimici diversi, high-throughput screening HTS, solubili
cu potential terapeutic in tratarea infectiilor HIV.

Este deja cunoscut un procedeu ce ar fi putut fi folosit selectiei de compusi chimici solubili
ininhibitori ai reactiei de 3’ procesare catalizatid de IN folosind fluorescenta. Acest procedeu este
prezentat de in doua lucrari de [1] Lee S. P. ,Censullo,M. L., Kim H. G., Knutson J. R., Han M.
K. Characterization of endonucleolytic activity of HIV-1 integrase using a fluorogenic substrate,
1995, Analytical Biochemistry, 227, 295-301 si [2] Lee S. P., Kim, H. G. , Censullo,M. L.and
Han M. K., Characterization of Mg2+-Dependent 3'-Processing Activity for Human
Immunodeficiency Virus Type 1 Integrase in Vitro: Real-Time Kinetic Studies Using
Fluorescence Resonance Energy Transfer, 1995, Biochemistry, 34, 10205-10214 si foloseste
drept substrat un ADN oligonucleotidic si fenomenul de transfer resonant de de energie prin
fluorescenta FRET pentru detectie. El nu a fost folosit in selectia de medicamente din cauza unor
dezavantaje de design. Dezavantajul major al acestui procedeu este ca ADN-ul folosit este diferit
de cel natural folosit de virus, fiind modificat la capétul 5’ cu un analog sintetic de bazi azotata
5-amino-(12)-2’ deoxiuridina, unde este atagat fluoroforul iar la capatul 3’ pe langa acest analog
mai prezintd o prelungire de 16 deoxinucleotide extensie monocatenari in formd de Y
nenaturald. Din aceste motive in acest procedeu HIV-IN catalizeazi in mod artificial si
endonucleolitic reactia cu substratul ADN hibrid dublu si monocatenar, in locul celei naturale de
3’ procesare propriu-zisd care necesitd substrat ADN viral dublu catenar cu catene complet
complementare, cum este cazul procedeului nostru. Mentiondm ca acest procedeu mai vechi nu
este selectiv pentru HIV-IN, ci se aplica mai multor endonuclease, are eficientd de detectie pe
substrat ADN complet dublu catenar natural si preferd cation divalent Mn?* in locul Mg?* cel

fiziologic folosit de HIV-IN.
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Spre deosebire, procedeu pentru seclectia de compusi chimici solubili ininhibitori ai
reactiei de 3’ procesare catalizatd de integraza HIV folosind fluorescenta propus de noi prezintad
urmatoarele avantaje: foloseste eficient ca substrat ADN dublu catenar ca cel natural viral,
reactia pe care o monitorizeaza este cea naturala de 3’ procesare, foloseste Mg?* drept cofactor
HIV-IN, este selectiv pe HIV-IN, si se preteaza urmaririi inhibitiei medicamentoase a IN, INi.

Se da in continuare un exemplu de realizare a inventiei, in legdtura cu procedeul
propus si cu figurile Fig.1 -Fig.6, incluse la paginile 12-14 care reprezinta:

-Fig.1, mecanismul enzimatic al reactiei IN

-Fig.2, principiu molecular procedeu pentru seclectia de compusi chimici solubili

ininhibitori ai reactiei de 3’ procesare catalizata de integraza HIV folosind fluorescenta;

-Fig. 3 Aplicarea procedeului pe selectia de compusi medicamentosi,

-Fig.4, Detectia spectrala a variatiei FRET asociate HIV-IN 3’procesarii ADNului

-Fig.5, Procedeul propus este cel mai sensibil la prezenta Mg?* fata de alti cationi

-Fig.6, Procedeul propus este aplicabil detectiei INi indusa medicamentos de raltegravir.

Unul dintre cele mai eficiente si mai noi tratamente ale infectiilor HIV este cel cu
inhibitori ai integrazei HIV, INi. Acesti compusi tintesc enzima HIV integraza IN, care insereaza
genomul viral in cromozomii celulelor gazda. Odata insa acesta integrat in genomul gazda se
creazd un rezervor de productie virald. Terapiile ulterioare nu pot decdt sd reducd ritmul
amplificarii, ceea ce subliniazd avantajul terapiei cu INi. Necesitatea dezvoltarii unui numar cét
mai mare de compusi medicamentosi INi derivd si din faptul ca multiplicarea virala este
susceptibild unui grad sporit de mutageneza generand si selectdnd in urma tratamentului virioni
cu IN modificata ce conferd rezistentd la tratamentul urmat. Rezistenta la raltegravir, cel mai
folosit INi in tratamentul antiretroviral ART clinic, a fost raportatad la unele cazuri survenind
chiar si la 3 luni de la inceputul tratamentului cum este descries in [3].Di Santo, R., Inhibiting the
HIV Integration Process: Past, Present, and the Future. Journal of Medicinal Chemistry, 2014,
57, (3), 539-566.

in vederea descoperirii de noi compusi chimici cu proprietati INi, apare necesitatea
dezvoltarii unor procedee de selectie/screening biochimica a acestor agenti actionand direct pe
activitatea enzimei IN virala. Selectia lor se face dintr-o colectie extinsa de compusi, noi de

sintezd, sute sau chiar mii denumiti generic librarie, caracterizati doar chimic structural dar
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neinvestigati anterior asupra potentialului lor de actiune INi. Procedeul biochimic enzimatic
descris in prezenta cerere este destinat selectiei rapide a unui numér mare de compusi chimici
diversi HTS solubili, cu grad sporit de confidentd pentru activitatea INi. Cerintele unui astfel de
procedeu de selectie biochimic sunt:

-selectivitatea procedeului pe activitatea enzimaticid HIV IN,

- detectia sensibilad discriminativa chiar si a unei modificari reduse a activitatii HIV-IN

induse doar de prezenta compusilor activi,

-versatilitatea de executie a procedeului iterativ la scara largd HTS pentru multi

compusi supusi simultan selectiei.

Mecanismul enzimatic al reactiei IN decurge in trei etape avand drept substrat ADNul
viral liniar copiat cDNAv dublu catenar déscris in [4] Hare, S.; Maertens, G.N.; Cherepanov, P.,
3'-processing and strand transfer catalysed by retroviral integrase in crystallo. The EMBO
journal, 2012, 31, (13), 3020-3028. intdi, IN se leaga la cele doud capete ale cDNAv
recunoscand specific secventele lungi terminale repetitive LTR. In a doua etapa si cea mai
importantd pentru propunerea noastrd la ambele capete 3' ale cDNAv IN genereazd un atac
nucleofil ce taie legitura fosfodiestericd cu indepartarea dinucleotidei GT terminale. Aceasta
etapd de catalizd monocatenara poartd denumirea de procesarea 3’ si lasd cite o grupare 3'OH
libera gi cate un capédt dinucleotidic AC 5' monocatenar la nivelul fiecarui element LTR ce
flancheazi genomul viral linear Fig.1 imaginea din stinga si cea centrala. In cadrul celei de-a
treia etape, cea a transferului catenar, IN tine cele doud LTR 3’ procesate in proximitatea ADN-
ului tintd de integrare, fiecare LTR 3'OH initiind un atac nucleofil ce insereaza cele doud capete
scurtate ale ADN-ului viral in fiecare din catenele cromozomului gazda {intd. Aceasta etapd a
transferului catenar Fig.1 dreapta, nu face obiectul procedurii noastre.

Procesul descris de noi in prezenta cerere reconstituie in vitro, in solutie, cu reactivi de
sintezi ADN si exprimati recombinant IN reactia de procesare 3’, schematic reprezentatd in
Fig.2 si are drept scop testarea sub aspect inhibitor IN a oricérei librarii diverse de compusi
solubili de investigat. Detectia procesdrii 3’ se va face prin fluorescentd de emisie. O prima
incubare de 12 ore cu HIV-IN la temperatura 4°C pe placa ce adsoarbe polipeptide este urmati
de o spilare a enzimei nelegate. Substratul dublu catenar sub forma de oligonucleotide ADN de

sintezd cu 27 perechi de baze bp conform cu secventa 5’UTR LTR a virusului HIV-1 prezinti la
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extremitatea terminala netranslatatd 5°UTR-5" untranslated, ambele catene marcate cu fluorofori
atit la capitul 5° Alexad488 donor D céit si 3’ Alexa 594 acceptor A. Proximitatea celor doi
fluorofori A si D in ADN-ul LTR intact , localizati diametral opus pe ADN-ul dublu elicoidal =
20A, permite fenomenul de FRET evidentiat printr-un semnal de emisie de fluorescenta puternic
al A , hem = 622nm cand A este Alexa 594 portiunea de spectru gri pe Fig.2 atunci cand excitarea
luminoasi se face la A caracteristica D, Aex =490nm cénd D este Alexa 488. Aceasta se datoreazi
FRET intre D si A, Fig.2 imaginea centrala. O prima incubare scurtd de 1 ora ADN cu HIV-IN la
temperatura camerei este urmatd de o spilare, si o prima citire de fluorescentd la citire Fig.2
centrala care ne indicid formarea complexului IN-LTR. Incubarea de 24ore a acestui substrat
LTR-ADN cu IN la +37° C in prezenta unei solutii tampon continind Mg?* , cofactor IN pentru
catalizi duce la indepédrtarea A clivat odatd cu dinucleotida 3°’GT numai atunci cand IN
desfdsoard optim cataliza procesdrii 3’. Dupéd incubare se produce o spilare scurtd pentru
indepértarea A liber in timp ce substratul ADNv LTR 3’procesat ce contine doar D ramane atasat
enzimei, cu semnal D portiune inchisa spectru Fig.2. Acest proces catalitic este insotit de o
disparitie sau scadere semnificativéd a semnalului fluorescent FRET A la 622nm si reamplificarea
celui datorat donorului D la 520nm, ultimul spectru din dreapta jos Fig.2. Efectul oricarui
compus IN inhibitor lasd fie nemodificat ori foarte putin schimbat semnalul A fatd de cel al
referintei LTR intact.

in absenta recrutarii ADN-ului de catre IN din cauza faptului ca fluoroforii sunt atasati de
el, ei sunt indepartati la prima spélare, ducind la absenta totald a fluorescentei in primul set de
citiri. Daca legarea ADN-IN se produce, ADN-ul va fi sechestrat in godeu, iar fluorescenta va
prezenta maximele caracteristice fluoroforilor D si A in primul set de inregistréri. ADN-ul intact
legat la IN genereazd maxime de fluorescentd moderatd D si A. Deci, in absenta compusilor
inhibitori, cu sursa tintitd spre excitatia donorului D Aex Alexa488=490nm D in momentul legarii
ADN-ului detectam fluorescenta de emisie a donorului D Amax Alexa488=520nm inspre albastru,
si fluorescenta de emisie A spre rogu Amax Alexa594=622nm rezultati prin FRET. Odati ce IN
produce tiierea ADN-ului viral legat, capitul 3” functional cu A va fi indepértat impreuni cu
dinucleotida GT prin spalarea urmind etapei de incubare proteind-ADN. Astfel, in godeurile
unde IN cliveazid substratul, FRET dispare in cel de-al doilea set de citiri, D1 recapitandu-si

intraga sa fluorescents, crescénd astfel maximul D, in acelasi timp emisia A ar trebui si fie
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absentd. Fig. 3 prezinti cele trei scenarii posibile pentru compusii testati prin aceastd metoda, in
primul si al doilea set de citiri, unde +/- reflectd un rezultat pozitiv, respectiv negativ de selectie.
Daci compusii nu competifioneazi cu situsurile de legare IN-ADN, ADN-ul marcat va fi
sechestrat de catre IN dupa prima spalare. In godeurile cu compusi negativi care nu blocheazi
legarea ADN-ul viral de IN, vor fi emisii moderate atdt a donorului cét si a acceptorului
compusii schematizati cerc ori triunghi gri, in godeurile A12 si H11 in Fig. 3 stanga. Orice
compus blocind legarea ADN-ului viral de IN aboleste recrutarea acestuia in godeu, ceea ce
rezultd in absenta semnalului in godeurile corespunzitoare , in Fig. 3 dreapta compusul unghi gri
din godeul H1. Compusii care permit legarea ADN-ului, desi negativi pentru legare pot fi
pozitivi dacd blocheazi activitatea catalitici de tdiere a ADN-ului, ceea ce ar corespunde unei
emisii nemodificate de fluorescentd la cel de-al doilea set de inregistrari, dupd 24 ore de incubare
, in Fig. 3 dreapta cercul gri din godeul A12. Compusii care permit IN si taie capétul 3’ al ADN-
ului viral sunt negativi atat pentru legare cit si pentru clivaj, aritadnd la cel de-al doilea set de
inregistrari maxima unic# intensa D fird emisia A , in Fig. 3, triunghiul gri din H11.

In urmatoarea sectiune descriem evidentierea experimentala a catalizei monocatenare a
IN pe ADNv 5° LTR prin FRET. Pentru testarea procedeului de tdiere 3' monocatenard ADN
folosim o metodd HTS de scanare a emisiei de fluorescentd pe un cititor de fluorescentd pentru
placi de 96 de godeuri in care au loc reactiile. Noi am folosit spectrofluorometrul FluoroMax 4
Plus Horiba cu monocromator Czerny-Turner cu retele gravate plane cu 1200 santuri gravate/mm
centrat la max 330 nm atéit la excitare cét si la emisie pentru controlul lungimii de unda, dotat cu
doi detectori pentru emisie cu fotomultiplicatoare pe domeniul PPD 650 la 230-700 nm, cuplat
prin fibra optici la cititorul de placi MicroMax 384. Procedeul poate fi adaptat oricarei mérci de
spectrofluorometru cu monocromator si control cu retea gravata si capabilitate de detectie emisie
fluorescentd pe domeniu apropiat cu cel folosit de noi. Oligonucleotidele ADN de 27 nucleotide
cu secventa catenei sens LTR 5> TTGGTAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGT 3’ marcate 5’ cu
Alexa488 D si antisens marcate 3’ cu Alexad492 A din procedeul de sinteza sunt achizitionate
comercial de la Integrated DNA Technologies IDT-DNA. Pentru mobilitate fluoroforii sunt
atasafi la bazele corespunzitoare printr-o punte alifatica de 6 atomi de carbon (-CH2-)s. Pentru
puritate oligonucleotidele sunt desalinizate si purificate de producitor prin HPLC(high pressure

liquid chromatography). Oligonucleotidele monocatenare sunt hibridizate prin incalzirea unui

Q)
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amestec echimolar contindnd 100uM sens si antisens LTRS’ in solutia tampon de reactic MB
fara Ditiotreitol; contine 20mM(Acid 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineetanesulfonic) HEPES
pH= 7,5, 150mM clorura Sodiu (NaCl), 7,5mM Clorura de Magneziu (MgCl,), 10% Dimetil
sulfoxid (DMSO0), 5% polietilenglicol (PEG)4000), intr-un tub Eppendorf tip 1,5ml la 95°C timp
de 5 minute intr-un bloc de incélzire termosatat dupa care blocul continand probele de ADN sunt
scoase impreuna cu blocul cu godeuri din incalzitor gi lasat sd se rdceasca treptat la temperatura
camerei lent in decurs de o ora. La final concentratia ADN dublu catenar este citita
spectrofotometric cu absorbanta la Aabs=260 nm.

HIV1-IN folositd in procedeul nostru conform inventiei cuprinde in intregime
polipeptidul viral de 288 aminoacizi fuzionat la capatul sdu C terminal cu un polipeptid de 184aa
E2C proteina tip zinc finger iar la cel N terminal de 6 histidine. HIV-IN folosita este exprimata
recombinant in E. coli si purificatd urmand in totalitate procedeul descris de [5]. Tan, W., Tan,
W. Zhu, K. Segal, D. J. Barbas, C. F., 3 Chow, S. A. (2004). "Fusion proteins consisting of
HIV type 1 integrase and the designed polydactyl zinc finger protein E2C direct integration of
viral DNA into specific sites." Journal of Virology, 78(3): 1301-1313.

Fractiile rezultate din ultima purificare de cromatografie cumulate si contindnd > 95%
puritate HIV-IN sunt stocate in solutia tampon finala PB, 20 mM tris(hydroxymetil)aminometan
(Tris) pH 7.5, 20% glycerol, 10 mM ditiothreitol(DTT), 500 mM NaCl, 50 uM Clorura de Zinc
ZnCl; la congelator -80°C in probe mici de 100puls ce sunt dezghetate lent pe gheata cu 5 minute
inaintea inceperii procedurii.

Procedeul conform inventiei a fost testat in placi negre pentru fluorescenta format 96
godeuri de tip “high binding” disponibile comercial absorbante pentru proteind, cu incubare de
100ul volum final pe godeu. Concentratia optimd de ADN dublu catenar 200nM LTR marcat cu
5’Alexa488, 3’ Alexa594 sau cu ambii fluorofori este incubata in solufia tampon completa MBC
20mM HEPES pH 7,5, 150mM NaCl, 7,5mM MgCl,, 5mM DTT, 10% DMSO, 5% PEG 4000,
in prezenta sau absenta a 400 nM HIV-IN pura. Placa este incubati 24 ore la 37° C intr-o baie
termostataté cu agitare orizontald dupé care spectre de emisie de fluorescentd se inregistreaza cu
excitare constantd A excitareD = 490nm pe domeniul 510 - 680 nm cu intervale de 1nm si timp
de integrare 1sec. la fiecare pas. Se inregistreazi si spectre de fond corespunzind unor godeuri

ce confin doar solutia tampon MBC, sau aceasta doar cu IN la concentratia indicatd. Dupa

6

3y



a 2019 00356 12/06/2019

scaderea fondului caracteristic fiecarei reactii, integrarea spectrelor, eficienta de FRET este
calculati sub aspect de crestere a intensitétii de emisie a acceptorului ,sensibilizérii acceptorului,
metoda de calcul fiind documentatd la procedura de calcul FRET pg.8. Activitatea IN este
expresia diferentei dintre valorile de eficientd de FRET (AE) determinate intre reactiile similare
in absenta enzimei si cele in prezenta ei. Testarea am efectuat-o prin reactiile a céror spectre de
emisie sunt prezentate in Fig. 4. Fenomenul de FRET este evidentiat pe spectrele de emisie
fluorescentd Aex = 490nm specifica donorului, atét prin scdderea emisiei donorului D pe Fig.4,
comparam spectrul D negru punctat subtire fati de D_A cel negru solid la 520nm, cét si prin
cresterea fluorescentei acceptorului, aceleasi spectre in jurul regiunii 620nm. Adaugarea enzimei
HIV-IN la ADN-ul marcat unic cu donor duce la sciderea prin ecranare nespecificd a
fluorescentei donorului D de pe AND. In Fig.4, compardm intensitatea spectrului D negru
punctat fatd de cel D+IN gri inchis punctat catre 520nm. Remarcabil insa este efectul produs de
prezenta enzimei HIV-IN la amestecul de reactie ce contine LTR ADN dublu marcat cu ambii
fluorofori pe Fig.4, compardm spectrul continuu negru D_A cu cel trasat continuu in gri
D_A+IN, efect compatibil cu diminuarea substantiald a fenomenului de FRET ca urmare a
indepartarii acceptorului A de la capétul 3’ terminal al catenei inferioare, consecinta desfasurarii
catalizei. Acest clivaj este observabil si cuantificabil prin ambele efecte atit cel de recuperare
partiald a fluorescentei donorului zona 520 nm cét si cea de scddere a emisiei induse FRET a
acceptorului, zona 620 nm. Folosind teoria dezvoltatd de Férster am cuantificat prin procedeul de
senzitizarea acceptorului , pg.8 procentul diferentd de FRET inainte si dupa cataliza enzimatica a
HIV-IN , AE=14-18%. Am investigat daci variatia detectabild de FRET se datoreazi specific
reactiei catalitice IN. Precum toate enzimele din clasa sa si HIV-IN necesitd pentru cataliza la
nivelul sit-ului activ DDE prezenta unui cofactor cation divalent, dar doar Mg?* este considerat
fiziologic activ in nucleele limfocitelor, spre deosebire de Ca?* sau Mn?*. In Fig.5 histogramele
aratd fird echivoc faptul ca AE>0 cu cataliza IN detectabild in reactie este strict dependenta de
prezenta unui cation divalent iar absenta lui creste FRET probabil prin modificarea quantum
yield al fluoroforilor polar incarcati-,histograma cea mai din stdnga cu AE < 0, cét si faptul ca
ionul de Mg?* este preferential folosit de IN histograma neagra MgCl2 corespunzitoare incubrii
cu Mg?* conduce la variatia maximalad AE testati. Aceastd ultimi observatie este o confirmare a

semnificatiei biologice a testérilor in vitro cu IN recombinata folosita de noi.
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Procedeul nostru de FRET pe 3’procesare monocatenard IN, conform inventiei, a fost
testat pe raltegravir ,Isentress Merk, actual cel mai folosit compus medicamentos INi in ART
clinic. Pe Fig.6 sunt ilustrate prin histograme efectele a 2 concentratii de raltegravir 0.5 si
respectiv 1uM, sau Ef 2% vs 10%DMSO, Ef. + PEG pentru solubilizarea compusului. Efectul de
inhibitie al reactiei de 3’Procesare LTR ,scaderea AE FRET de la valori 18-22% in absenta
raltegravir AE-RAL la AE 12-16% in prezenta sa AE+RAL este evidenta la ambele concentratii
de agent chimic si pare indiferent de concentratia de DMSO, dar un pic afectatd de prezenta PEG
,necesitatea prezentei sale la compusii PEG-ilati cu absorptie prelungitd de lunga activitate.

Descriem procedura de calcul a diferentei de eficienta a FRET intre starea pre si post
clivaj monocatenar catalitic HIV-IN pentru deducerea eficientei inhibitorii de interferenta a
compusilor supusi testarii. Eficienta transferului de energie Errer intre D si A fluoroforii atasati
substratului ADN LTR se obtine din spectrele de emisie inregistrate in cazul fiecarei reactii. Din
spectrele inregistrate se scad spectrele de fond ale solutiilor tampon corespunzatoare incubarii +
HIV-IN pentru obtinerea spectrelor corectate. Acestea se integreaza numeric si calculul eficientei
se face prin metoda de sensibilizare acceptor Alexa 594 pentru Errer conform[6],

E = [ /ps (Aago A) — } 4 (Aago A) = 15 (Aag , A)]

(42 Gao)l ., 4 4v— 1 (4 2
[A:(/l”o)] ,A( 490 » ) ,D( 490 » )

Unde E este expresia eficientei Errer, f (4490, A) reprezinta integrala numerica a spectrului de

emisie excitat la 490nm (D Alexa 488 Amaxex = 490 nm) monitorizand emisia ca functie de
A intre 565 and 660nm semnatura A Alexa594,. Subscriptele denota , A- LTR cu Alexa 594
+HIV-IN, D- LTR cu Alexa 488 +HIV-IN, DA- LTR cu 5’Alexa 488 si 3’Alexa594 +HIV-IN.
Majuscula 4 ( A ) este absorbanta speciei fluorescente precizate din proba desemnata de subscript
la Amaxex = 490 nm descrisa de [6] Fairclough, R.H., Cantor, C.R. (1978) The use of singlet-
singlet energy transfer to study macromolecular assemblies. Methods Enzymology, 48, 347-379.
Valoarea AE se calculeaza din diferenta Errer inainte de clivaj fata de cea calculata dupa
cataliza AE = Errer (pre-clivaj)-Errer (postclivaj) iar Valoarea inhibitorie a HIV-IN in reactia 3’

procesare exprimata procentual Inh%=(AEnoninhibitor-AEinhibitor)x100/AEnoninhibitor.

AEnoinhibitor- AErret in absenta inhibitorului, AEinhibitor- AErrer in prezenta inhibitorului,
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REVENDICARI
1.Procedeu pentru seclectia de compusi chimici solubil ininhibitori ai reactiei de 3’

procesare catalizati de integraza hiv folosind fluorescenta, caracterizat prin aceea cid, se
prepara solutiile MB fara DTT si MBC conform retetelor documentate la descrierea procedeului,
se filtreaza sub presiune pe un filtru de 2um pentru indepartarea particulelor si sterilizare,
solutiile fiind tinute la rece pe tot parcursul procedeului, apoi se hibridizeaza oligonucleotidele
monocatenare marcate fluorescent prin incalzirea unui amestec echimolar confinand 100uM sens
si antisens , LTRS5’, in solutia tampon de reactie MB fara DTT, intr-un tub Eppendorf tip 1,5ml
la +95°C timp de 5 minute intr-un bloc de incalzire termosatat, dupa care blocul continand
probele de ADN sunt scoase impreuna cu blocul cu godeuri din incalzitor si lasat sa se riceasca
treptat la temperatura camerei lent in decursul de o ora. La final concentratia ADN dublu catenar
este citita spectrofotometric cu absorbanta la Aabs=260nm. Apoi se face planificarea cu
exactitate a pozitiei fiecarei reactii pe placa de 96 godeuri de culoare neagra pentru fluorescenta
de tip tip “high binding” absorbante pentru proteind, dupd care se adauga un prim volum de
100ul + 400nM HIV-IN in solufia tampon, MBC, in toate godeurile placii, se incubeaza 12 ore la
temperatura +4°C, dupa care se spala placa de doua ori cu 400ul cu MBC cu scuturarea placii
pentru indepartarea enzimei nelegate si in final se adauga 100ul ADN dublu catenar 200nM,
U5’ LTR marcat cu 5’Alexa488, 3’ Alexa594 in MBC sau cu ambii fluorofori in MBC, respectiv
MBC simplu pentru godeurile cu desemnate detectiei fluorescentei de fond. Se incubeaza, timp
de o ora la temperature camerei, in final spaldndu-se ca anterior si apoi se inregistreaza la fiecare
godeu un prim spectru de emisie de fluorescentd cu excitare constantd (A excitare = 490nm) pe
domeniul 510 and 680 nm cu intervale de 1nm si timp de integrare 1sec., apoi se face incubarea
24 ore a placii cu amestecuri de reactie la +37° C pe platforma orizontala cu agitare rotativa 60
rpm dupa care se spala ca anterior pentru indepartarea dinuclotidei libere. Imediat dupa spalari se
adauga 100ul MBC in fiecare godeu si se inregistreaza la fiecare al II lea spectru de emisie
fluorescenta asa cum a fost descris anterior.

2.Retetele chimice procedeului, conform revendicirii 1, caracterizat prin aceea ca,
utilizeaza retetele de solutii alese pentru optimizarea procedeului, solutia tampon de reactie MBC
folositd pentru incubdri si (20mM(Acid 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineetanesulfonic), HEPES
pH= 7,5, 150mM clorura de sodiu, NaCl, 7,5mM clorura de Magneziu, MgCl,, 10 mM

9
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ditiothreitol, DTT, 10% dimetil sulfoxide, DMSO, 5% polietilenglicol 4000, PEG, raportul molar
1:2 intre cantitatea de substrat ADN LTR dublu marcat si cea de enzimda 400nM HIV-IN,

introdusa la incubarea reactiei de cataliza.
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