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RESUMEN

La interacción proteína-ADN juega un papel central en la fisiología celular. Dentro de

estas, se identificaal reconocimiento secuencia especifico con un rol regulatorio clave, pues de

éstas interacciones depende la orquestación de los patrones de expresión génica de un organ­

ismo. Utilizando el dominio de unión a ADN del factor de transcripción E2 del papilomavirus

humano, nos propusimos analizar la interacción en condiciones en las cuales fuera posible

extraer datos fisicoquimicos precisos del proceso de unión. Contiamos en que la interpretación

de éstos en términos termodinámicos provee un marco para relacionar las estructuras proteicas

con su funcionalidad biológica

Caracterizamos un mecanismo de unión E2c-ADNal equilibrio en el cual E2c presen­

ta dos modos diferentes de unión de ADNdiferentes. Estos modos resultan estar

estrechamente relacionados con la ocurrencia de poblaciones conforrnacionales del estado ple­

gado de E2c. Mostramos ademas que ésto no sucede en un homólogo cercano con el que

comparte una alta identidad de secuencia y una topología de plegamiento idéntica, sugiriendo

que ésto puede estar relacionado con los distintos roles funcionales que E2c presenta.

El camino cínétíco de interacción E2c-ADN se inicia con una colisión rápida, limitada

por la difusión de las macromoléculas en solución. Esto da lugar a un 'complejo de encuentro"

estabilizado per interacciones electrostáticas, en el cual E2c tiene la posibilidad de deslizarse

sobre Ia doble hélice. Si el ADNcontiene un sitio E2. el complejo sufre fuertes rearreglos con­

formacionales que, luego de una fase de expulsión de solvente. resultan en la formación de un

complejo estable proteina:ADN. Este último paso involucra un ocultamiento de superficie acce­

sible al solvente y es allí donde se consolidan las interacciones cercanas aminoácido-base.

Experimentos de doble-mezcla por flujodetenido nos permitieron asignar el orden secuencial

de los rearreglos y demostrar que Ia unión puede también proceder por una ruta macroscópica

paralela. caracterizada como de dos estados.

Utilizandouna estrategia de mulagénesls sitio-dirigida realizamos un mapeo

energético de la interfase de unión. Pudimos asignar las contribuciones que cada residuo real­

iza . en forma aditiva. a la energia libre de asociación. Las asignaciones energéticas resultaron

estar en excelente concordancia con las estructuras de alta resolución, y correlacionan con el

carácter altamente dinámico de la interfase de asociación.

Lon coniuntos de estados de transición del camino cinético fueron analizados con 23

mutantes sitio-dirigidas.Esto nos permitió disectar las contribuciones energéticas de los residu­

os independientes a nivel atómico e inferirlos cambios conlon-naclonales que ocurren durante

las etapas de unión y reconocimiento de secuencia. Mostramos que la plasticidad estructural

que E2c presenta está lntimamente ligada a su capacidad de reconocimiento sltlo-especfflco.

Por último. presentamos un modelo funcional plausible de regular la actividad biológi­

ca de E2c y su capacidad de reconocimiento de secuencias de ADN.



—--ABSTRACT

Protein-DNA interactions play a central role in cellular physiology. Within these. site­

specilic recognition is a primary topic that underprints the expression prolile ol whole genomes.

Although many biological aspects of these non-oovalent interactions are becoming clearer,

detailed biophysical understanding of site specilic recognition is Iacking. Using the human papil­

Iomavirus (HPV) E2c transcription factor as a model system we aim a physloochemical dissec­

tion ol its DNAbinding properties. We set-up an spectrosoopic binding essay. readily done in

solution, which allowed us to quantify DNAbinding parameters in energetic terms. detect con­

lormational changes exerted on both macromolecules upon binding and relate them to the hlgh

resolution structures available.

We characterized an equilibrium DNAbinding mechanism where the HPV-16 E2c

domain is capable of two distinct binding modes, whlch correspond to different oonlorrnational

ensembles of the E2c molecule. Despite having a strong sequence identityand an ldentical fold­

ing topology.a close homolog does not show this behaviour under the same experimental con­

ditions. The differences observed may be related to the distinctive transcriptional roles ln which

these proteins are involved.

The kinetic DNA-binding mechanism Is initiated by the dillusion controlled formation ol

an encounter complex stabilized by electrostafic lnteraclions, in which E2c has the possibility to

slide along the DNAduplex. ll the target DNAcontains an E2-binding site, substantial confonna­

tional rearrangements take place, and a solvent exclusion step leads to the formation of a highly

stable protein-DNAcomplex. This last step involves the largest burial of surface area from the

Interface and the direct readout of the DNAbases ls proposed to occur. Double-Jumpstopped

flowexperlments allowed us to characterize the sequence of Intennedlate events and demon­

strate that a last-formed linal complex can ba formed through a parallel two-state macroscopic

route.

An extensiva site-directed mutagenesls analysis over the entire DNAbinding reglon

led us assign the energetic contributions ol indlvldualsidechalns to the overall binding free ener­

gy. We show that each sidechain contribute ln a small amount to the total free energy ln an

additive way. These contributions are in excelent agreement with the high resolution structures

and correlate with the highlydynamic character of the interface.

The transition state ensembles of the klnetlc blndlng pathway were probed with 23

site-directed mutants. Thls led us to dissect the sldechaln energetlc contributions at almost

atomic resolution. and lnfer the conlonnatlonal changes that take place ln each kinetic event.

We show that the conlon'national plasticity thls protein presents ls lntimately linked to its DNA

recognition capacity.

Finally,a plausible biological model lor functional E2c regulation and specilic DNA

reoognition is presented.
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INTRODUCCION

EL MAESTR02- ¿Hacia qué opinión se inclinó porfin la filosofía?

Sl FU:- 0 bien las cosas están fuera de nosotros, por sl y aún sin nosotros. o bien las cosas

están en nosotros. para nosotros y no sin nosotros.

EL MAESTHO:- ¿Cual es la opinión correcta?

Sl FU:- Todavía no se ha llegado a una decisión.

EL MAESTHO:- ¿Hacia qué opinión se inclina la mayoría de nuestros filósofos?

SI FU:- Las cosas están fuera de nosotros. por si. y aún sin nosotros.

EL MAESTRO:- ¿Por qué quedó sin decidir la cuestión?

Sl FU:- Elcongreso que debía decldirla se reunió hace dosclentos años en el monasterlo Mi

Sang, que se encuentra a orillas del rio Amarillo.La cuestión era ésta: ¿exlste realmente el río

Amarilloo existe sólo en la cabeza de la gente? Pero mlentras se celebraba el congreso. se

produjo un deshielo en las montañas. el rio Amarillose desbordó. inundó el convento de MI

Sang y se llevó a todos los participantes del congreso. De manera que no llegó a darse la prue­

ba de que las cosas existan fuera de nosotros. por sl y aún sln nosotros.

Ber-told Brecht



INTRODUCCION

J. D. Watson comienza un dilundldo libro de texto sentenciando: "No hay sustancia

tan importante como el ADN' “7. Posición comprensible de parte de una de las personas que

ha inventado y vividode la famosa molécula hellooldal por más de 50 años. En esta sentencia

no parece quedar implícitoel rol funcional e lntegrador que cumplen las proteinas sobre la

expresión de la información genética. en gran parte ooditicada en el ADN.Son las proteinas las

que proveen de vitalidad al químicamente inerte y "tan poco reactivo ADN"”.

La asociación entre estos grupos de macromoléculas. proteinas y ADN.se describió

medio siglo años antes del establecimiento del ADNcorno "principiotransion'nante' de

Pneumococos en 1944’, con la co-puriticacíón de las preparaciones proteicas de "nucleina" con

una sustancia tostoglicosldica. ADN.Lo que hoy conocernos por ñistonas fueron tal vez las

primeras proteinas descriptas que participan de las interacciones de las que trata la presente

tesis.

Durante la emergencia intelectual de lo que hoy conocemos como 'Biologla

Molecular“se establecieron los principios tundacionales que permitieron comenzar a estudiar

los mecanismos por los cuales se regula la expresión génica celular. Las primeras ideas

mecenlsticas tueron presentadas por Fracois Jacob y Jaques Monod.y resumidas en lo que se

conoce como el modelo del operón ". Según este modelo existen "elementos reguladores" pre­

sentes en cís al ADN.que interactúan específicamente con elementos en trans. proteinas, regu­

lando la expresión de uno u otro gen. Es la interacción entre el elementos cls (IacO. una

secuencia de bases especifica) y el elemento trans (LacH, la proteina represom) la que tiene

un rol decisivo en la regulación de la expresión génica, ya que de esta interacción depende la

expresión de las proteinas estructurales y regulatorias del metabolismo celular. Este modelo

general de regulación, que involucra el reconocimiento especifico proteina-ADN. se extiende

hasta hoy en dia cuando conocernos con exquisito detalle miles de elementos cis y trans, con­

stituidos en redes de regulación que orquestan la expresión génica celular “' ”. Aún asi, hay

preguntas que subsisten desde los primeros años del desarrollo de los modelos mecanlclstas:

¿Cómo se da el reconocimiento entre los elementos cís y trans? ¿Porque el elemento trans X

se une a elementos cis Z y no a otro/s?

))IN'Í RODUCCIÓN 3



INTERACCIÓN PROTEÍNA-ADN:

LA ESPECIFICIDAD

ESPECIFICIDAD DE INTERACCIÓN: EL

PROBLEMA BlOQUÏMlCO-ESTRUCTURAL

Las interacciones proteina-ADN se identifican como un proceso central de la fisi­

ología celular. Entre las funciones asignadas a éstas. se cuentan algunas en las cuales el

reconocimiento es inespeciiico. es decir. proteinas que unen ADNde cualquier secuencia de

bases. Un ejemplo clásico lo constituye la interacción ADN-histonas. que si bien es no-especlii­

ca, media procesos extremadamente relevantes en la regulación de la expresión génica. corno

Io evidencian los recientes avances en el campo de la epigenética". Las interacciones

inespeciiicas proteina-ADN participan también en procesos fisiológicos como la recomblnación

genética, la segregación cromosómica. Ia sintesis y "reparación" de ADN,etc. ".

De las proteinas que interactúan con ADN,algunas poseen la extraordinaria capaci­

dad de unirse selectivamente a una secuencia de bases en particular en el contexto de un

genoma que presenta un gran exceso de potenciales blancos de interacción. Un modelo estu­

diado en profundidad es el de la interacción entre el LacFl y lacO. Ya en la década de 1970, von

Hippel mostró que la capacidad de selección de sitios puede explicarse por la afinidad diferen­

cial entre la interacción LathzlacO y LathzADN no-especliico. Si se considera que existe un

solo sitio IacO en todo el genoma de E. coll, hay también 5x106 sitios de la misma longitud que

son “no especilicos'. Sin embargo se ha visto que, en una condición ¡n vitro,esta proteina pre­

senta un “índice de discriminación” de 10‘, delinido esto como la atinidad de LacFl por ADN

especílico relativa a la afinidad por cualquier ADN.Si estos indices se conservan in vivose

puede estimar que. si existe una sola molécula de LacFlpor bacteria, esta pasará el 20% del

tiempo unida a IacO. De forma análoga, sólo 20 moléculas de LacFibastarian para mantener el

sitio lacO ocupado el 99% del tiempo. ‘°’. ¿Cómo es posible que se de esta fantástica dileren­

cia de afinidades?

La biologia estructural es uno de los campos desde los cuales se han realizado

luertes aportes a Ia comprensión del reconocimiento proteina-ADN. En los últimos 20 años ha

sobrevenido un virtual estallido en la elucidaclón de estructuras macromoleculares a alta resolu­

ción. entre las cuales contarnos hoy con datos para 937 complejos proteina-ADN". La conver­

gencia de modelos estructurales, bioquímicos y genéticos, permite identificarlas más diversas

“estrategias químicas“ naturales que median el reconocimiento especitico entre proteinas y

ADN.

Adilerencia de la interacción proteina-proteina, en donde los pares interactuantes

presentan diversos motivos estructurales con variadas caracteristicas químicas. en la Interac­

ción proteína-ADN uno de los interactuantes es. a primera vista. químicamente unilonne. La

elegante estructura de doble hélice‘“. muestra ai ADNde doble cadena como un polímero line­

al uniforme. con una alta densidad de carga negativa distribuida a los largo del esqueleto azú­

>>Imuoouccrón 14



car-fosfato. encerrando un 'core” parcialmente hidrofóbicoformado por pares de bases apiladas

a lo largo del eje central. Apesar de esta uniformidad general. se destacan asimetrías pre­

sentes en los zurcos mayores y menores. donde los átomos laterales de las bases quedan

expuestos hacia el exterior de Ia doble hélice, formando el piso de los zurcos mayores y

menOres. Dado que cada par de bases tiene un conjunto característico de grupos funcionales

expuestos. cada secuencia de ADNposee una potencial firma química, formada por el patrón

de exposición de grupos funcionales en los zurcos ”. Hoy en dia se acepta que. Juntocon las

variaciones estructurales del clásico ADNen forma B (algunas de ellas secuencia-dependi­

entes). es esta superficie la que es reconocida especificamente por las proteinas. Incluso antes

de la determinación estructural del primer complejo proteína-ADN. y basados en las dimen­

siones fisícas de los elementos de estructura secundaria de las proteinas y el B-ADN.se postu­

laron mecanismos de reconocimiento que involucran la Inserción de motivos de hélices-a y

habras B-anliparalelas en los zurcos. proveyendo un modelo estructural plausible para el

reconocimientode patrones especificos de contacto “.

La resolución cristalográfica de complejos proteina-ADN confirmó algunas de las

hipótesis estructurales de interacción. El consenso generalmente aceptado hoy en dia es que

las proteínas distinguen secuencias de bases por medio de la interacción de superficies com­

plementarias al ADN.formando redes de contactos cercanos entre las bases y los residuos

aminoacfdicos que constituyen las superficies. Aeste reconocimiento directo aminoácido-base

se lo conoce como mecanismo de lectura directa de secuencia “. Sumado a los contactos inti­

mos mencionados, se ha identificado que todos los complejos proteina-ADN forman una gran

cantidad de contactos salinos entre grupos aminoacfdicos cargados positivamente y el esquele­

to de azúcar-fosfatos del ADN.En principio,estos contactos son considerados corno 'no

específicos", dado que el esqueleto exterior es común a todas las secuencias de ADN.

Influidostal vez por la simplicidad del código genético, muchos investigadores se

empeñaron en definir reglas básicas de interacción aminoácido-base que pudieran explicar la

especificidad de la interacción proteína-ADN en general ‘7. Hoy es claro que tal código simple

de reconocimiento no existe '°, en tanto que el contacto aminoácido-base esta fuertemente

influidopor la topología proteica general, las distorsiones estructurales de las macromoléculas.

los múltiples eventos dinámicos asociados a la unión y los fuertes efectos del mlcroentomo

sobre las interacciones macromoleculares. Las variables necesarias para una descripción detal­

lada basada en la complementaridad de las bases y aminoácidos son prácticamente lnfinltas.y

hoy resulta claro que al problema no es reducible a minimas interacciones. Sumado a esto. se

reconoce que existen efectos sobre la Interacción especifica que están mediados por bases y

aminoácidos que no se contacten directamente, mecanismo que recibe al nombre de lectura

Indirecfade secuencia.

min aouuccróu 5



ESTRUCTURAS DE ADN UNIDO A

PROTEÏNAS

ESTRUCTURAS DE LAS PROTEÍNAS

QUE INTERACTÚAN CON ADN

La longitud efectiva de la secuencia operadora de ADNestá estrechamente relaciona­

da con el tamaño y la conformación de la proteína que Ia reconoce. En general. los sltlos de

reconocimiento especifico estan contenidos entre 6 y 18 pb. En muchos casos las secuencias

de los sitios son palfndromos. reflejando la existencia de simetrfas de contacto presentes en la

proteína respectiva. en general dimárica o pseudodimérica. La repetición sucesiva de los mis­

mos contactos duplica Ia energia libre de lnteracclón. y por tanto aumenta la afinidad especifica

en órdenes de magnitud. ya que se relacionan exponencialmente según: AG= -RT In KD

En gran parte de las estructuras crlstalográficas resueltas para complejos proteina­

ADNse identifica al ADNen forma-B, con pequeñas distorsiones en parámetroshralaclonados

con los ángulos que fOrmanlos planos de las bases y. algunos casos. algún grado de curvatura

del eje mayor del ADN. En una baja proporción, la estructura del ADNse encuentra fuertemente

delormada. El ejemplo más drástico es eI de la interacción de TBP ("TATAbinding protein"), en

la cual el ADNpresenta una curvatura de mas de 90° sobre el eje central. A pesar del alto costo

energético de esta deformación. éste es compensado por un gran número de contactos favor­

ables con la proteina, asociados además a los electos de remoción de solvente de Ia Interfase

de unión. y otros electos sobre el entomo proteico“ ’. Aunque a primera vista estas distor­

siones estructurales pueden parecer irrelevantes, se ha identiflcadoque pueden constituir

hechos funcionalmente significativospor los efectos que puede ejercer sobre la regulación geni­

ca mediada por el contacto distante con otras proteínas ”.

Las proteinas que unen ADNmuestran una gran variedad topológica. Las primeras

tres estructuras resueltas. el represor Iambda”. Iambda-cro", y CAP ('Catabolic Activator

Protein')’°. contienen un motivo estructural común, llamado hélice-vuelta-hélice, característico

de proteínas de unión a ADN. Poco tiempo después se identificaron más arreglos confonna­

cionales que revelaron las mas diversas adaptaciones estructurales mediando el reconocimien­

to secuencia-especltico. Las proteinas que unen ADNse clasifican hoy en más de 30 familias,

con diferentes topologfas de plegamiento y una gran variedad de elementos de estructura

secundaria mediando el contacto directo “. Algunas topologfas resultan comunes a varios tipos

celulares. reconoclendose en ellas motivos prototlplcos como “dedos de zlnc". homedomaIn,

bZIP.atc.. y otros menos frecuentes y restringldos a un grupo de organismos en particular,

como el barril B-dimérico ".

En general. los plegamientos tfplcos poseen un dominio globular cuyas cadenas lat­

erales de superficie interactúan directamente con ADN.Sln embargo, varios motivos de unión

contienen zonas flexibleso desordenadas que se pueden identificarcorno estructuradas luego

de la unión con ADN. En los últimos años se ha Identificado que existe un acoplamiento estre­

>>Inrnoouccróu 6



MODELOS GENERALES DE

RECONOCIMIENTO PROTEÏNA-ADN

cho entre el proceso de plegamienio proteico y la unión de ADN""'. Incluso se ha propuesto

que proteinas que en un principiopuede parecer estructuradas, suiren procesos de

despiegamiento y plegamiento local que contribuyen significativamente ai proceso de

reconocimiento secuencia-especifico ”. Este punto se discutirá más adelante en relación con

los resultados aqui presentados.

Para que una unión sitio-especifica sea biológicamente relevante, la proteina tiene

que unirse significativamente más iuene a los elementos de respuesta (i.e. sitios especificos)

que a otros sitios de ADNpresentes en el genoma. Las uniones a sitios inespecliiccs general­

mente se encuentran en el rango de 10’-10‘ M (AG- -4 a -7 kcaI/mol). En el lado opuesto de la

escala. la aiinidad de Ia unión por sitios especliicos no tiene que ser excesivamente alta para

que la unión sea fisiológicamente reversible y el sistema no resulte 'hipersensible" a pequeñas

fluctuaciones la concentración de proteina endógena ‘°’.Teniendo en cuenta las concentra­

ciones intraceluiares de proteinas regulatOrias. sitios especificos y ADNtotal. se estimó que

estos procesos tendrian sentido iisiológicopara constantes de asociaciación con un limite

superior de 10" M (AG - -16 kcai/moi) 5’.

La disección de las contribuciones terrnodinámlcas a la energia libre de interacción

puede proveer inlOrmaciónsobre los mecanismos moleculares que operan en la interacción ‘7.

La termodinámica clásica muestra que ia energia libre (AG)tiene componentes entálpicos (AH)

y entrópicos (AS) relacionados por: AG = AH- TAS. Es de esperar que la ionnación de los con­

tactos cercanos de reconocimiento (uniones de hidrógeno, pares iónicos. y contactos no­

poiares) sean entálpicamente favorables (AH<0).Oponiéndose a este electo existe una entalpia

desiavorable de desolvatación de grupos. ya que a medida que iorma Ia interfase consolidada.

las superficies polares y no-polares se acercan. La desolvatación de las superficies polares es

una iuente de AHdesfavorable. La desolvatación de las superficies no-polares contribuye en

poca medida al AHa 298°K (sin embargo es le iuente mayOrltariade AS lavorable). Otro de los

aportes al AHdesiavorable es el llamado componente de tens/ón ('straln”). Este ocurre cuando

átomos. grupos iuncionales o hasta residuos enteros (bases y aminoácidos) adoptan posiciones

en el complejo proteina-ADN que no coinciden con el propio minimo de energia potencial de la

interacción local. Esto puede darse como resultado de torsiones de eniaws. rotaciones locales

o energias de no-unión ('clash' estérico, repuisión electrostática. etc). Por supuesto que el

resultado neto de las interacciones es minimizar la energia libre del complejo como un todo y

noia energia de las interacciones locales. En cuanto a los componenetes entrópicos, el AS

lavorable es contribuido mayoritariamente por la liberación de agua de las superficies hidrolóbi­

cas y en menor medida por la desolvatación de superficies polares y por la redistribuciónde
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contraiones. En oposición, las luentes mayoritarias a las que se puede atribuir un AS desfavor­

able son la pérdida de grados de libertad de translación y rotación de las macromoléculas. las

diversas restricciones conlormacionales de los elementos unidos y las restricciones vibraciones

de las moléculas de agua atrapadas en la intertase "’.

A partir de los estudios realizados sobre los pocos modelos estudiados en profundi­

dad (LacFl.TBP, c-Myb), se podria generalizar un mecanismo simple de reconocimiento protei­

na-ADNde dos etapas "1 1) En ia primera etapa, atracciones electroestaticas de largo alcance

acercan los componentes. Los contraiones condensados sobre las macromoléculas son libera­

dos al solvente a medida que se lonnan enlaces salinos entre los residuos cargados positiva­

mente y Ios grupos loslato. La unión Inespecllica terminaría en esta etapa y estaria predomi­

nantemente guiada por un aumento entróplco favorable. mayoritariamente debido a la liberación

de contraiones. Esta etapa esta caracterizada por una allnidad relativamente baja y constantes

de disociación cinética altas (disociación rápida). En esta etapa. las proteinas sitio-especificas

interactuarian con el ADNindependientemente de su secuencia de bases. 2) Cuando Ia protei­

na "encuentra" un sitio especifico puede tener lugar la formación de contactos cercanos entre

los aminoácidos y las bases. Esto daria lugar a la lonnación de un complejo de alta afinidad.

caracterizado por constantes de disociación cinéticas bajas. Este evento estaria guiado entálpl­

camente por la lormación de los contactos cercanos y entróplcamente por la liberación de sol­

vente de la interfase de unión. Además, durante ambas etapas pueden ocurrir cambios contor­

macionales locales o globales, tanto en la proteina como en el ADN,que pueden contribuir a

reforzar o debilitar la interacción ‘7.

Resulta extremadamente ditlcilcuantillcar desde primeros principioscada una de las

contribuciones energéticas descriptas para una Interacción proteina-ADN.Estas interacciones

involucranmiles de átomos participando simultáneamente en Interacciones no-covalentes de

dilerentes caracteristicas y variadas magnitudes. que además se presentan con modos vibra­

cionales locales que, presumiblemente. no son Independientes de los modos vlbraclonales

globales. Con el lin de aportar a la comprensión general de los mecanismos de

unión/reconocimiento proteina-ADN. por medio de la disección de las contribuciones energéti­

cas de interacción, iniciamos el presente estudio energético-funcional utilizando como modelo la

interacción entre el dominio C-terminal de la proteina E2 del papilomavirus humano (cepa16) y

el sitio especllico de ADNque esta proteina reconoce.
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INTRODUCCIÓN AL MODELO UTILIZADO: E2C DE PAP/L-OMAV/RUS

PAPILOMAVIRUS: GENERALIDADES Y

ASPECTOS CLÍNICOS

Los papilomavirus iueron identificados hace casi cien años, cuando en 1907 Ciuiio

demostró la posibilidad de formación de verrugas cutáneas inducidas por el iiltrado, libre de

células, de un exhudado de verrugas comunes“. El primer papilomavirus fue descripto por

Fiichard Shope en 1933. que reconoció al CFlPV (Cottontail Rabbit Papilloma-virus) como el

agente etiológicoresponsable de la transmisión de papilomatosls cutánea de conejos ”.

Durante el siglo XXestos virus fueron reiractarlos al estudio con técnicas vlrológicas estándar.

al no encontrarse una iorma propagar los papilomavirus en cultivos celulares. diiicultad que per­

siste hasta el dia de la iecha. La caracterización biológica y bioquímica de estos virus retorna

luerza recién en Ia década de 1970 con el advenimiento de las técnicas de biologia molecular.

que otorgaron la posibilidad de clonar los genomas virales y. durante los 80. con el desarrollo

de ensayos de transionnación de cultivos celulares ¡n vitro.Hoy en dia se distinguen papilo­

mavirus iniectivos de una amplia gama de mamiieros y, particularmente, más de 100 cepas de

papilomavirus que iniectan H. sapiens. los llamados HPV (por Human Papilloma Virus) ”.

Estudios evolutivos recientes muestran que los papilomavirus comparten cerca de 100 millones

de años de coevolución con los mamiieros, por io cual representan también un excelente sis­

tema de estudio de relaciones coevolutivas a nivel genético-molecular.

Los papilomavirus iueron incluidos Junto con los Polyovirus y los Sim/an Vacuolating

VÍIUSdentro de la iamilia de los Papovevirus. con los cuales comparten caracteristicas biológi­

cas. bioquímicas y moleculares comunes. Todos estos son virus oncogénicos, relativamente

pequeños. con un genoma circular de ADNde doble cadena. Los papilomavims iniectan quer­

atinocitos de epidermis mucosas o epidermis cutáneas estratiiicadas. Estas iniecciones puden

derivar en dolencias varias. desde Ia iormaclón de lesiones proliierativas benignas (verrugas

comunes) hasta diversos carcinomas. siendo el más frecuente el carcinoma de cuello de útero.

Apesar de su gran prevalencia de iniección y la potencialidad de generar patologías severas,

no existen aún terapias especificas desarrolladas para estos virus ".

Dentro de los papilomavirushumanos. las distintas cepas se encuentran asociadas a

dilerentes lesiones. Las proliieraciones cutáneas son causadas por las cepas de HPV-1.2, 3, 4

y 10. Estas son lesiones benignas que presentan un crecimiento autolimitado, no Invasivo.y

lorman papi/amas o verrugas comunes en las extremidades corporales. La incidencia de éstas

en la población mundial se estima entre el 7 y el 10%, siendo en general inócuas y revierten

espontáneamente. Un segundo grupo lo componen las cepas HPV-5y 8, asociados a epider­

modisplasia verrucifonnís (EV).Los pacientes EV son sensibles al desarrolllo de verrugas

cutáneas que, ante ia exposición a la luz solar. poseen alto riesgo de degenerar en transtonna­

cion maligna ”.

Los papilomavirus asociados a lesiones genitales (condiloma acuminaia) son de una

relevancia médico-sanitaria sustancialmente mayor. En estos casos. el HPV se transmite sex­

ualmente generando a razón de un millón‘de nuevos casos por año. sólo en EEUU. El HPV es

por tanto el virus de transmisión sexual más común. estimándose que entre el 5 y el 20% de la
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CICLO DE VIDA Y ORGANIZACION

GÉNICA

población mundial entre 15 y 49 años es portadora de HPV 5’. Las lesiones anogenitales que

estos virus desencadenan pueden desarrollar malignidades severas. siendo Ia más común de

ellas el carcinoma de cuello de útero. El cáncer cervical es el segundo carcinoma más lre­

cuente en la población lemenina y el séptimo más frecuente de la población mundial, siendo

responsable de una alta tasa de mortalidad.estimada en 200.000 personas anualmente".

Los papilomavirus genitales son a su vez clasilicados como de alto o bajo riesgo.

según su asociación con la posibilidad de progresión maligna. Los HPV de las cepas 6 y 11 se

encuentran en más del 90% de las lesiones genitales benignas. que pueden revertir espon­

táneamente o persistir por años sin causar mayor electo. por lo que son considerados de bajo

riesgo. Estas dos cepas son también asociadas con papilomatosis Iarlngea, un tumor benigno

del epitelio de la laringe. Las cepas de HPV 16, 18. 31. 33 y 35 son las consideradas como de

alto riesgo. Estas pueden encontrarse en displasias moderadas a severas y en carcinomas

invasivos de la mucosa genital. Si bien los papilomavirus de las cepas de alto riesgo no pueden

considerarse como la única causa de la generación de tumores, estudios recientes muestran

que practicamente todos (99,7%) los carcinomas de cervix son positivos a la presencia HPV.

De éstos, el 50% pertenecen a la cepa HPV-16.objeto del presente estudio ". Como dato

curioso. cabe mencionar que muchas de las lineas celulares comunmente utilizadas en labora­

torios de investigación biomédica son translonnantes de HPV,caso HeLa (HPV18), SiHa

(HPV16) y'CaSki (HPV16) ‘°’.

Apesar que el HPV esta asociado a un amplio espectro de la población y a dolencias

extendidas desde verrugas benignas a cánceres metastásicos, en Ia actualidad no existen

tratamientos virus-especificos. corno tampoco la posibilidad de vacunación electiva. El

tratamiento actual se desarrolla en loma no-especílica por medio de la destrumión local o

remoción del tejido inlectado. En algunos casos es posible el tratamiento con la aplicación tópi­

ca de agentes citotoxicos: acido siálico. TFA, podolilina. colchiclna. bleomicina, etc. Desde ya

que, dada la morbilidad y el alto costo económico y social producido por los HPV, el desarrollo

de vacunas terapéuticas y prolilácticasse encuentra en plena expansión “.

Los papilomavims son altamente especllicos de especie y de tejido. Como se men­

cionó, lnlectan células epiteliales y la expresion génica viral esta íntimamente ligada al estado

de dilerenciación de la célula infectada. En general, se acepta que la inlección celular se da

luego de un microtrauma en el tejido dérmico. Aún no se ldentilicaron receptores celulares

específicos del virus. aunque se ha reportado que la adsorción viral esta ligada a la lntegrina

alla-6 ”. Luego de Ia entrada y el desensamblado de la partícula viral. al genoma viral se movi­

liza al núcleo celular. pudiendo permanecer como episoma libre o integrado al genoma de la
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célula huésped. En el primer caso, Ia cantidad de copias se mantiene constante entre 20 y 100

genomas por célula, que replican en sincronia con el ADNcelular. La expresión génica de los

HPV altera drásticamente Ia diferenciación celular, siendo el efecto más común la estimulación

de la proliferación celular 59.

me

®

®

«3

Figure 1.1: Esquema genómlco de HPV-16.Se muestra un mapa extendido del genoma circular de HPV16.

Los promotores y el origen de replicación se localizan en el URR, donde están los elementos de respuesta

E2. En la parte superior se esquematiza la disposición de los 8 orf en los diferentes marcos de lectura.
LAA L A 1,.(adaptadade r ' g r" r T )

El genoma de los papi/omavirus es de ADNdoble cadena, circular, de un tamaño

aproximado de 8 Kpb (Fig 1.1). En él se distinguen 8 marcos de lectura (om, ubicados todos en

la misma hebra. Estos se nombraron según el momento de expresión respecto a la replicación

viral como tempranos (“early",E) o tardios (“Iate",L). La secuencia completa del genoma del

HPV-16 se publicó en 1985 9°,donde se distingue, además de los on‘,una región de aproxi­

madamente 800pb denominada LCR (por “Long Control Region"), o URR (por “Upstream

Regulatory Region"). En esta región se identificaron los elementos controladores de la repli­

cación viraI (on), y la mayoria de los elementos regulatorios de la expresión génica 5’.

))|NTRODUCClÓN 11



bttOO'ÜÜOOOOOOOÓOOOOOOOOOOOOOOOOOOEOt'“OÜOOGÜOl

BREVE DESCRIPClÓN DE LOS om:

DE HPV

Figura 1.2: Mlcrogratia de barrido

electrónico de particulas virales de HPV.La

partícula viral esta compuesta per 72 unidades

morfológicas, formando una estructura icosahédrica

de 55nm de diámetro".

L1 y L2: estos codifican las proteínas de la cápside viral, y su expresión se detecta exclusiva­

mente en queratínocitos diferenciados 59.L1 es la proteína mayoritaria de la cápside. un

polipéptidode 55 KDacuya secuencia esta altamente conservada entre las diferentes cepas.

L1 es capaz de formar VLPs ("virus-likeparticles"), que inhiben la adsorción viral a células

epiteliales en cultivo. L2 es una proteina de 75 KDa, componente minoritario de la cápside viral.

En conjunción con L1 puede formar VLP que presentan una estequiometrla L1:L2de 30:1. La

dispocisión de las 72 unidades morfológicas de la partícula viral (capsómeros) forman un lcosa­

hedro de simetría T=7. Los capsómeros de 12 vértices son pentavalentes y los restantes 60,

hexavalentes, conformando una partlcula viral madura de 55nm de diámetro. (Fig 1.2)

E5: el orf de E5 codifica un polipéptido de 40 aa, sin actividad enzimática descripta. La expre­

sión de E5 se localiza asociada a membranas intracelulares y al aparato de Golgi. Se ha repor­

tado que laexpresíón de E5 es capaz de transformar células de ratón en cultivo.estimulando el

crecimiento celular. Como blancos celulares de interacción se identificaron al receptor de

PDGF-B, el receptor de EFG, y la ATPasa vacuolar. Si bien su efecto oncogénico está en dis­

cusión. se acepta que E5 coopera con E6 y E7 en la estimulacion de la proliferación celular 5’.

E6: junto con E7, este orf fue caracterizado como uno de los principales agentes responsables

de la transformación celular. Como muchas proteínas virales que intervienen en el ciclo celular.

la proteina E6 del papilomavírus puede formar complejos con p53. En células infectadas con

HPV,los niveles de p53 son bajos, y se ha propuesto un mecanismo de degradación de p53

dependiente de ubiquitinaciónmediada por E6. Se ha reportado también que E6 interactúa con

otros blancas celulares como paxilina, hDLG, E6AP, IRF-3, Bak, CBP/p300, etc. 5’

E7: el orf E7 codifica una proteína pequeña de alrededor de 100 aminoácidos, de localización

principalmente nuclear. E7 es capaz de inmortalizar lineas celulares en cultivo, tanto sola o en

cooperación con el oncogen Ras o HPV-E6. Se identificóque E7 utiliza como proteinas blanco

al supresor de tumores retinoblastoma (Rb) asi como otras “pocket proteins” que incluyen p107

y p130. Es además capaz de formar complejos con el factor de transcripción celular E2F, y

ciclinaA, todas estas involucradas en la regulación del ciclo celular. La función de E7 esta regu­

lada por múltiples modificaciones post-traduccionales, incluyendo fosforilación de varios residu­

os y regulación redox 5’.Se ha reportado que numerosas propiedades bioquímicas de E7 son

relevantes para su funcionalidad ¡n vivo. Por ejemplo, E7 tiene caracteristicas que la identifican

como una proteína "nativamente desplegada". donde su funcionalidad esta acoplada al estado

de plegamiento del polipéptido, a su vez asociado a la interacción con múltiples blancos celu­

lares 1.
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E4: El producto del orf E4 se expresa como un componente tardío. sl bien antes de la expre­

sión de L1 y L2. con un rol poco claro en la infección viral productiva. Se ha reponado que la

expresión de E4 no es esencial para Ia replicación ni la transformación celular ”. Se la

describió como asociada al citoesqueleto y se propone que está asociada al colapso de la red

de citoqueratina, pudiendo contribuir durante la replicación vegetativa del virus. Como dato

curioso, nótese que el orf E4 se superpone con el de E2, en otro marco de lectura (Fig 1.1).

E1: es la única proteína codificada en el genoma viral que presenta actividad enzimática. sien­

do un lactor esencial para Ia replicación del genoma viral. Por la cercana homologla que pre­

senta con el antígeno-T de SV40. se intirióque E1 deberia estar Involucrado en una lunclón

análoga en los papilomavírus, como iniciador de la replicación viral. Este orf se expresa en muy

bajas cantidades y la proteina derivada presenta funciones enzimáticas de ATPasa. unión de

nucleótidos y helicasa ATPdependiente. Es una fosloprotelna de 68KDa, de localización

nuclear. que presenta unión especifica. pero debil, al origen de replicación. E1 es requerida

para iniciación y Ia elongaclón de la sintesis de ADNy se la ha descripto interactuando con

varias proteinas celulares: subunidad p180 de la DNApola-primasa, Histona H1, SW1/SNF5,

ciclina E/Cdkz. Hsp40/Hsp7o y ch9 “°. Se identilioóademás que la interacción especifica de

E1 con la proteina viral E2 es tundamental para iniciar la replicación viral ” (ver más abajo).

E2: al producto del orf E2 se lo distingue Involucmdo en la regulación de la transcripción de

todos los genes virales y en el iniciode la replicación episomal. Fue identificado por primera

vez como un activador de la transcripción ". capaz de regular la transcripción por medio de ele­

mentos de respuesta (E2-FlE)localizados en cis al genoma viral ”. El on‘ E2 presenta alta

similitudentre los papilomavirus y se pueden identificar en el tres dominios conservados: unos

150 aminoácidos N-terminales. conectados por una región flexible de aprox 100 aa. con otro

dominio C-terminal de alrededor de 100 aminoácidos (Flg 1.3). AIdominio N-terminal se lo Iden­

tilicó involucrado en la transactivación a partir de secuencias promotoras. El dominio C-tarmlnal.

objeto del presente trabaio. es el responsable de mediar tanto la homodlmerización de E2 como

la capacidad de unión de ADNen forma secuencia especifica. La proteina E2 del papIIomavirus

bovino (BPV-t) lue Ia utilizada como prlmer modelo de estudio de la proteina E2. Para esta se

Identiticaron3 especies proteicas, producto de spllcing alternativo: la traducción del orí comple­

to (E2-TA.por transcripctional activator). que puede funcionar como activador o represor de la

transcripcion, dependiendo de la localizacion del sitio de unión respecto al promotor o a los

enhancer“. Las otras dos formas. más pequeñas. llamadas E2-TRy E2-E8, lueron descriptas

como represores de la transcñpción. Estas dos últimas carecen del dominio N-terminaly se las

supone compitiendo con E2-TApor los sitios de unión a ADN ”( Fig. 1.3).
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Figura 1.3: Esquema del cr! E2. Se muestran los 3 dominios identificados en E2 en ¡arma esquemálica. N­

terminal de lrasactivación. el dominio ilexible o 'bisagra' y el C-terminal, de dimerizaclón y unión a ADN

(E2c). Abaio. los mFiNAderivados de splicing alternalivo.

La inactivación del orf E2 tiene electos pleiotrópicos sobre la fisiología viral. dis­

rumpiando Ia transionneción celular. la replicación viral, y las iunciones asociadas a la regu­

lación de la transcripción. Se ha demostrado que la expresión de todos los genes tempranos

del papilomavirus esta bajo el control de E2, mediada por la Interacción de ésta con sitios

especilicos localizados en la región de control, URR (Fig 1.1). La secuencia consenso de los

sitios E2 es un pellndrome de 12 pb: ACCGnnnnCGGT. En el caso de BPV,se identiiicaron 17

sitios E2, de los cuales 12 están en el UFlFl.En el caso de los HPV, se identifican 4 sitios en el

UFlFl.cuya localizacion relativa está consevada entre las diferentes cepas. Los sitios 35 y 50 se

encuentran rio arriba del promotor P97, el cual que rige la expresion de los orf tempranos “. La

actividad de transcripción basal depende de los enhancers (queratlnoclto especificos) Iocallzos

en el UFlFi.Por otro lado. la represión de la expresión génica mediada por E2 esta también

relacionada con la unión especifica a los sitios 35 y 50, donde podria interierir en el ensambla­

do de la maquinaria de transcripcion basal “.

En el contexto fisiológico de una ¡nlección de papilomavirus. E2 es una proteina mul­

tiluncional. Puede participar como activador de la transcripción, como represor, como iniciador

de Ia replicación. con iunciones en la segregación episómica, e Incluso se lo reportó como aso­

ciado al splicing alternativo de mFlNAsde HPV ". Todas estas iunciones estan mediadas por la

interacción de E2 con otras proteinas. tanto virales como celulares. Dentro de los blancos celu­

lares de interacción de E2 se identificaronvarias proteinas que están lnvolucradas en los proce­

sos mencionados: TATAbinding protein (TBP). TFIIB. AMF-1/Gp52. YY1, y más recientemente

identificados. TopBP1, RACK1, P27BBP. POMP, ODC, Delta-Adaptina y PME-i "".
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E2 v su ROL EN LA PROLIFERACIÓN

CELULAR

E2 como OBP

Hay por los menos dos vias por las cuales E2 puede alectar Ia proliferación celular.

Por un lado influye indirectamente al afectar la expresión de los oncogenes E6 y E7. Se ha

visto que células HPV positivas presenten cambios en los niveles de expresión de E2 que

pueden resultar tanto en un aumento como en una disminución de la expresión de E6 y E7. La

expresión de E2 (de BVP1) induce un arresto del ciclo celular en lineas derivadas de carcinoma

de útero (positivas para HPV). En estas células. E2 reprime la transcripción de E6 y E7 y esto a

su vez bloquea ia transición de G1 a S ". Por otro lado, se ha descripto que la expresión de E2

(de HPV-16. 18. 31). induce ienómenos de apoptosis, incluso en celulas que son HPV negati­

vas. Asimismo. se reportó que ia expresión de E2 (HPV16) puede influirla proiiieración de célu­

las iniectadas con HPV.independientemente de le expresión de E6 y E7 ". El hecho de que

mutantes de E2. detectives en ia capacidad de unirADN,pueden aiectar Ia proiiieracion y

muerte celular, apunta a que este electo puede estar mediado por Ia interacción de E2 con

otros blancos celulares. y no por su capacidad de unión a ADN.Recientemente se ha descripto

que E2 puede interactuar con p53 y con CBP “. un co-activador del proceso apoptótico Inde­

pendiente de p53. Por lo descripto. E2 de HPVs de alto riesgo parece actuar como un supresor

de tumores. La disrupción del orfde E2 o la pérdida de su expresión, deviene en células que

son más propensas a proliierery, como consecuencia, más propensas a ia generación de

lesiones tumorales.

La replicación del genoma viral ¡n vivorequiere de la proteina E2, aunque ésta no es

necesaria para iniciar la replicacion ¡n vitro. Las proteinas iniciadores de la replicación (Origin

Binding Proleins, OBP) se unen a ios origenes de replicación (on) y orquestan el ensamblado

de la maquinaria de replicación de ADN.Si bien les actividades delas OBPs varian. todas com­

parten el rol de unirse y 'marcar' el origen de replicación. En este sentido, deben ser capaces

de unir especificamente el orl. en el contexto de un gran exceso de ADNinespeciiico. En el

caso de los papilomavirus. E1 iue Identificado como el lector iniciador pero, contrariamente a

los esperado. E1 presenta baja capacidad de selección de sitios especificos. Es aqui donde E2

es requerida. dado que la selectividad de sitios de E1 se incrementa cientos de veces por la

interacción con E2. Se ha descripto que estas proteinas unen sitios de ADNadyacentes y coopo

eran en la unión especifica. formando complejos macromoleculares capaces de una alla dis­

criminación sitio-especifica. En un modelo reciente se propone que la formación de estos com­

plejos se iniciacon el ensamblado de un complejo de dos dimeros de E2 y dos dimeros de E1.

de los cuales E2 es luego desplazada (de forma ATPdependiente) a medida que se lon'na la

unidad luncional hexamérica de E1 “.
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EL DOMINIO C-TERMINAL OE E2 (E2c)

En los últimos años se le han asignado otras actividades a E2. por ejemplo las rela­

cionadas con el mantenimiento y segregación del genoma viral “. Se ha visto que piásmidos

que contienen el origen de replicacion de HPV son capaces de replicación transiente en células

que expresan E1 y E2, aunque éstos se pierden al cabo de pocas generaciones celulares. El

mantenimiento del plasmido a largo término requiere de elementos cromosómicos en cis que

consisten de múltiplescopias de sitios E2 ". Junto a la observación de que E2 se asocia a cro­

mosomas mitóticos ‘, esto sugiere que E2 podría estar involucrada en un mecanismo de

acoplamiento entre la asociación del genoma viral a Ia cromatina y ia replicación del genoma

viral. Esto sería particularmente relevante durante Ia fase de latencia de la infección de HPV.

Todas las funciones de E2 descriptas en las secciones anteriores estan mediadas por la

capacidad de unir específicamente secuencias de ADN.Atines de la década de 1980 se demostró

que los -30 aminoácidos C-terrninales de Ia proteina E2 conforman un dominio de plegamlento

independiente ". Se describió además que este es capaz de formarhomodímeros que retienen la

capacidad de unir específicamente ADN"' °. A lo largo del presente trabajo se referirá a este

dominiocomo E2c. Estudios inicialessobre E2c. basados en comparaciones de secuencia primaria

y en las topologías proteicas descriptas como de union a ADN.hlpotetlzaron que E2c podria tener

un plegamiento clásico: cierre de ieucinas, o hélice-vuelta-hélice “. Resultó sorprendente cuando

en 1992 el grupo de Paul Sigler resolvió la primera estructura cristalográfica de un dominio E2c

unido a ADN.mostrando una topología de plegamlento completamente novedosa: el barril Ddiméri­

co " (Fig 1.4). Hoy en dia se considera a E2c como prototipode una nueva clase estructural de

proteinas que unen ADN.topología compartida con el antígeno nuclear del virus Epstein-Ban

(EBNAf), virus con el cual HPV carece de relación filogenética cercana ". La topología secundaria

del barrilB-diméricoes 'Bi-al-BZ-loop-B3-a2-B4". Cuando la dlmerizaclón, los residuos de las

hebras B2y B4de los 'bordes' de cada subunldad forman una red continua de uniones de

hidrógeno. que resulta en la íorrnación de un ban-iide 8 cintas B-antiparalelas (Fig 1.4). La inter­

face del dímero es extensa y sustancialmente hldroíóbica. ocultando entre 1500 y 2500 A’ según

ias estructuras de E2c resultas hasta la fecha ”. Por fuera del barril-B,cada monómero expone dos

(¡r-hélicesempaquetadas sobre Ia parte externa del barril-B,y se identificaa la mayor de elias

(hélicei) como involucrada en el contacto base específico (Fig 1.4). La hélicef es por esto también

llamada "hélice de reconocimiento". En todas las estructuras cristalográficas resueltas para comple­

jos E2c-ADN,se distinguen a las hélices de reconocimiento insertadas en sucesivos zuroos may­

ores de Ia doble hélice de B-ADN.contactando directamente motivos específicos de las bases

nitrogenadas "' 1’.Se destaca además una deíormación dei B-ADN.particularmente una curvatura

de entre 43° y 51°, centrada en Ia zona del 'separador" de los hemisitios .
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La secuencia primaria de los dominios E2c de las diferentes cepas de papilomavirus

está altamente conservada. Teniendo en cuenta la secuencia toda (-—80aa),la conservación

varia desde un 54% de identidad (77% similitud)entre los papilomavirus cercanos (HPV16,

HPV18), hasta 33% de identidad (51% similitud) para los más distantes (HPV16 - BPV1). Los

valores mencionados aumentan considerablemente si se evalúa sólo la zona correspondiente a

la hélice de reconocimiento.

Figura 1.4: Estructura del dominio C-terminal de E2. E2c presenta una topología de barrilfi-dimérico,donde cada monómero aporta 4 cintas-Bantiparalelas y dos a-hélices.

izq. Modelo derivado del oo-cristal de HPV18-E2czADN.Se muestran los monómeros oon diferente tonalidad.

der. Superposición de un monómero de E2c de HPV16 y HPV18.

>>mrnooucaón 17
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Figura 1.5: Dominios E2c de diferentes cepas de

papilomavirus. Se superpusieron las estructuras

resueltas de E2c de HPV16 (rojo), HPV31 (azul) y

BPV1 (gris). Las diferencias cuaternarias se eviden­

cian al superponer el monómero de la izquierda y

dejar libre la orientación del otro monómero.

PLEGAMIENTO DE E2c

Hoy en dia contamos con estructuras de alta resolución para los dominios E2c de

varios papilomavirus. Cristalográficamente se han resuelto las de BPV1, HPV16 36'37,y en co­

cristales con ADN las de BPV1 y HPV18 3" ‘3. Por RMN se han resuelto las de BPV1“, HPV31

1°“y más recientemente la de HPV16 (Nadra et. aL, enviado). En todos los casos se conserva

la topología de barril B-dimérico,pudiéndose calcular una desviación media (RMSD)de los Ca

entre 1 y 2 Á. Una comparación más detallada permite distinguir diferencias en la estructura

cuaternaria entre las diferentes cepas, particularmente en la orientación relativa de los

monómeros de E2c. Esto se evidencia al superponer las estructuras de un monómero de E2c y

evaluar la orientación relativa del monómero no superpuesto. Como se muestra en la Fig 1.5, Ia

desviación relativa de los monómeros permite separar en clases diferentes a HPV16 y HPV31

por un lado y a BPV1 por el otro. En este sentido. se hipotetizó que estas diferencias cuaternar­

ias podrían influiren la unión a ADN, en tanto que la curvatura que deberia sufrir el centro del

palindrome de ADNtendria que de ser diferente 43.

E2c es además modelo de estudios básicos de plegamiento proteico, en particular de

plegamiento de dímeros. Los estudios iniciales mostraron que la dimerización de E2c esta

acoplada al plegamiento de los monómeros, es decir, en solución sólo pueden encontrarse

monómeros desplegados o dimeros plegados 73.Son dos cadenas polipeptidicas que confor­

man un sólo dominio de plegamiento independiente. Se describió también que este dímero es

muy estable, con una constante de disociación en en el orden subnanomolar, estabilizándose

aún más a pH neutro. Dados estos antecedentes y las condiciones en las cuales trabajamos.

nos referiremos aqui siempre a E2c como al dímero E20.

La descripción del camino cinética de plegamiento de E2c identificóla formación de un

intermediario monomérico, de rápida formación y desaparición. Se identificótambién que este inter­

mediario tiene características que Io identifican como no-nativo 72.El efecto de la fuerza iónica y los

Iigandos reveló que el dímero E2c se estabiliza con el aumento de la fuerza iónica, y que esta esta­

bilización es mayor aún si se utilizan sales de fosfato 55.Tanto la unión específica de ADNcomo la

unión inespecifica de heparina estabilizan fuertemente el dímero frente al evento de desplegamien­

to/disociación inducido por urea 55.
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ANTECEDENTES DE UNIÓN E2c-ADN

Más recientemente, se describió el desplegamiento de E2c lrente a la desnatural­

¡zación por presión hidrostática '7. Se identiió que los monómeros desplegados por presión pre­

sentan estructura residual, y que este estado es mas compacto que el estado desplegado

obtenido por desnaturalización con urea '7. Los estudios estructurales por RMNsobre el estado

desplegado en urea. muestran que éste también presenta estructura residual. Fue posible asig­

nar que este estado es monomério y que las zonas de la hélice-1 y la [32presentan estructuras

no-nativas. tipo 'vuelta" (turn) 7‘. Posteriormente se propuso que una vez unido a ADN. el

dímero de E2c puede ser desplegado por presión presión hidrostática en monómeros que se

mantienen unidos a ADN“.

Por otro lado, estudios de resonancia magnética nuclear permitieronasignar un alto

grado de movilidada las regiones de E2c involucradas en la unión a ADN. Los experimentos de

intercambios protón/deuterio realizados sobre el homólogo de HPV31 muestran que tanto el loop

[32-63como las hélices de reconocimiento presentan altos grados de movilidad local cuando el

dímero no esta unido a ADN". Experimentos recientes de dinámica de relajación de protones

amidicos, realizados con el homólogo de HPV16. muestran que esta cepa también presenta alta

flexibilidadlocal en las zonas de unión a ADN,sugiriendose ademas que el electo podria estar con­

trolado a nivel del N-cap dela hélice de reconocimiento (Nadra et. aL, enviado).

Los primeros estudios de unión EZc-ADNpermitieron la identificación de los 'sitios espect­

ficos" de unión de E2. Como se mencionó, los HPV poseen 4 sitios E2 en el genoma. conservados

tanto en secuencia como en posición relativa. Estos consisten en palindromos imperfectos del tipo:

ACannnncGGT, (la minúscula representa una base preferida, pero no requerida. y n cualquier

base) ”. Estudios posteriores destacan que, para las cepas de HPV,la secuencia consenso deberia

modificarse a: aACCGnnnnCGGTt ‘°°.La región central, 'nnnnn". sera relerida corno 'separador". y

cada región a los lados como 'hemisitio". Las estructuras cristalográficas muestran que los contactos

específicos entre los aminoácidos de E2c y los motivos de las bases se dan sólo por los hemisitios

(ver cap 4). Si bien no hay un consenso en la secuencia del "separador, las secuencias de los sltlos

de HPV tienden a estar enriquecidos en AZT.En 1990 Bendrosian y Bastia mostraron que HPV16-E2

une con mayor afinidad a los sitios enriquecidos en A:T ’. Por otro lado. Hlnes y col. proponen que

HPV16-E2posee una clara prelerencia por separadores ANA/UN. y que esta diferencia no esta

dada simplemente por el contenido de A:T,ya que un separador Tl'AAes unido con men0r afinidad

que uno AATT”. En el mismo trabajo se muestra que esto es una propiedad intrínseca a E2c de

HPV16.ya que BPVt-E2 no presenta esta capacidad de discriminación(ver capitulo 2). En base a

estos datos y a las estructuras resueltas, se propuso que la diferenciade afinidadde ambas cepas

podría deberse a las restricciones conton'nacionales en la proteina y en el ADN,entendidas como

>>Im'ueoucaón 19



variantes de fenómenos de lectura ¡ndireclade secuencia. En este sentido. se han cristalizado y

resuelto estructuras de ADNde sitios E2 solos. en donde se destaca que las secuencias separado­

ras AzTpueden presentar grados de curvatura mayores que las ricas en C:G ‘°. Recientemente se

describió que la misma propensión a curvarse que presentan los separadores A:Tse da también en

solución "1.

Las afinidades reponadas para la interacción E2c-ADNespecifico, varian entre 10" y

10'“ M " " “' ". En general. estas mediciones se realizaron por ensayos de retardo de movili­

dad electroforética (EMSAo gel-shift). con diferentes condiciones de entorno, por lo que los val­

ores no son comparables entre si. Para un mismo ensayo se ha reportado la unión diferencial a

los 4 sitios E2 del genoma de HPV16, proponiéndose un mecanismo de regulación de la tran­

scripción por ocupación diferencial de los sitios E2 "'. En el mismo trabajo se reponan algunos

estudios cinétioos de la disociación de E2c de sitios especificos. destacándose una alta estabili­

dad de los complejos E2c-ADNespecífico, variable según el sitio específico del que se trate.

Como se tienen estructuras resueltas de E2c tanto en ausencia como en presencia

de ADN,se hipotetizó sobre de los cambios estructurales asociados a la unión EZC-ADN,tanto

para las cepas HPV18 y BPV1 ”. Se propone que durante Ia unión no hay cambios sustan­

ciales en la estructura del barril fidimérioo, ni en la orientación relativa de las hélices de

reconocimiento, sino que los cambios mayoritarios se dan sobre la zona del loop conector B2­

pa. Esta región no presenta densidad electrónica en los cristales de E2c libre. por io que fue

propuesta como altamente flexible, hipótesis confirmada por los experimentos de FtMNmen­

cionados. Para la cepa BPV1. la estructura del co-cristal con ADN muestra que la zona del loop

esta ordenada e involucrada en contactos salinos con los grupos fosfato del ADN.particular­

mente contactando la zona del 'separador" de los hemisitios (Flg 1.4). Para el oo-cristal de

HPV18-E2czADN,la zona del loop no presenta densidad electrónica. Estos son algunos delos

puntos que serán discutidos en mayor profundidad en los capitulos subsiguientes de la pre­

sente tesis.
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MECANISMO DE UNIÓN AL EQUILIBRIO

'Well, there are two kinds of biologists, those who are looking to see it there is one thing that can

be understood and those who keep saying it is very oomplicated and that nothing can be under­

stood... you must study the simplest system you think has the properties you are lnterested in.'

Cyrus Levlnthal



MECANISMO DE UNIÓN AL- EQUILIBRIO

En el marco bioiisico planteado para disectar la asociación proteina-ADN, se requiere

de un ensayo de medición de Ia actividad de unión a ADNque permita extraer parámetros lisi­

coquimicos y termodinámicos precisos. Para ello. el ensayo a utilizardebe cumplir con las

premisas de ios modelos a los cuales se Iova a ajustar: debe ser un método cuantitativo lleva­

do a cabo en solución, con una minima cantidad de componentes de entorno (sales. deter­

gentes, glicerol,etc) y fundamentalmente. debe proveer las condiciones para que la unión de

los ligantes sea reversible. En lo posible la medición debe ser no invasiva, es decir, permitir la

cuantificación de las especies presentes (unido/libre) sin alterar el equilibriomismo que se

desea estudiar. Asimismo. las condiciones iisicoquimicas del entorno deben permanecer con­

stantes durante el experimento. siendo preferible contar con la posibilidad de variarlas para los

dilerantes ensayos. Desde ya que para realizar todas estas mediciones se debe además contar

con la proteina y el ADNen un alto grado de pureza. cuantiticados con precisión.

Los métodos comunmente utilizados para la medición dela actividad de unión a ADN

requieren de la separación tisica entre los reactantes libres y los complejos proteina-ADN. Uno

de los más utilizados es el ensayo de retardo electroforético, EMSAo gel-shift. Si bien este

ensayo resulta muy útilpara una estimación cualitativa de la actividad de unión, incluso en

extractos no puriticados, durante la corrida electrolorética las condiciones de entorno del gel no

permanecen constantes ni controlabies. pudiendo introducir importantes errores en la cuantili­

cación de la interacción ". Otro de los métodos desarrollados es el ensayo de retención de

complejos proteina-ADN en tiltros de nitrocelulosa. En éste es posible cuantificar la unión en

solución por medio de una marca radioactiva en el ADN. pero resulte poco atractivo dada la

gran cantidad de material que se debe utilizary Ia poca resolución temporal que brinda.

EImétodo elegido para seguir la actividad de unión. y al que se relererirá de aqui en

adelante, es un método iluorimétricobasado en el cambio de las propiedades fluorescentes de

uno o más lluoróloros. Cuando se requirió que la marca se encuentre en el ADN,se unió una

molécula de isotiocianato de lluorescelna (FITC)via un "brazo" de 6 carbonos al extremo 5' de

los oligonucleótidos (ver capitulo 7). Cuando se requirió la marca en la proteina. se utilizaron

los Trp de la misma. es decir la fluorescencia intrínseca de E2c.

La puesta a punto del ensayo de unión permitió encontrar condiciones en las cuales

la unión es reversible, los reactantes libres y el complejo proteina-ADN son solubles, y la unión

esta asociada a un cambio fluorescente. Las minimas condiciones de entorno encontradas

requieren el uso de 25 mM BisTris pH7.0, 1mM DTT.y 200 mM NaCI, minima cantidad de

iuerza iónica requerida para evitar la formación de agregados insoiubles en estas condiciones.
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ESTEQUIOMETRÏA DE UN‘iÓN ­
EVlDENCiA ESPECTROSCÓPICA

Fig 2.1: Estequiometrla de unión hE2cszS. Fl­

s35 fue incubado con concentraciones crecientes

de hE2c en las condiciones estándar a pH 7.0

(puntos negros) o pH 5.5 (puntos blancos). lnserto:

cambios de intensidad y anisotropia de la fluores­

cencia de la iluorescelna a pH 7.0

El estudio detallado de la interacción requiere conocer la estequiometría de reacción.

El oligonucleótido de referencia utilizado es el "site35" (535): un oligonucleótido de doble cade­

na, de 18pb, conteniendo Ia secuencia del “sitio35”Vdeunión de E2, presente en el genoma de

HPV-1G(ver capitulo 7). El FI-s35 esta derivatizado con FlTC en el extremo 5' de una de las

hebras. La Fig 2.1 muestra los cambios de las propiedades fluorescentes del FI-s35 en una titu­

lación con hE20 a una concentración constante de 200nM ADN. La anisotropia de la fluores­

cencia del motivo FITC aumenta a medida que se agrega hE2c, evidenciando Ia formación del

complejo proteina-ADN. Este aumento es atribuible al mayor volumen hidrodinámíco del com­

plejo. y por tanto del coeficiente de correlación rotacional de Ia macromolécula que lleva la

marca fluorescente, el ADN.El aumento de la anisotropia llega a una concentración de proteína

de 200nM (relación molar 1:1) y satura a 400nM (2:1 proteina-ADN). El cambio anisotróplco

total es de 0.045 unidades, de las cuales aproximadamente la mitad cambian a la relación

equimolar. Hay un pequeño cambio de intensidad de la fluorescencia de FlTC, que va en para­

lelo con el cambio en la anisotropia de la fluorescencia (Fig 2.1 inserto). Dado que el cambio de

intensidad es menor al 15% de la intensidad original, no fue necesario corregir los valores

anisotrópicos por el cambio del rendimiento cuántico de la fluoresceina 5’.

Realizando la titulación en las mismas condiciones pero a pH 5.5, la señal de unión

aumenta linealmente hasta 200nM, saturando con el agregado de sólo un equivalente de hE2c.

La amplitud del cambio anisotrópico es la misma que la observada para la unión de un equiva­
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Figura 2.2: Estoqulomotria de unión hE2c:335.

200nM hE2c fue incubado con concentraciones cre­

cientes de ADNs35 en las codiciones de referencia

a pH 7.0, Se registró el cambio en la intensidad de

iluorescencia de los Trp de hE2c W339F a 330nm .‘

Inserte: mismos cambios para hE2c salvaje

‘¡nrenéídáti‘de‘Fluqré'scsncra'

lente a pH 7.0. Tomados en conjunto, estos datos permiten estimar que la preparación recombi­

nante de hE2c tiene una actividad de unión cercana al 100% (ver capítulo 7). Por otro lado, los

datos sugieren que la estequíometria de unión es de 1 dímero de hEZCpor sitio de unión cuan­

do el ensayo se realiza a pH5.5y de dos dímeros de hE2c por sitio,si el ensayo es a pH

La estequíometria encontrada a pH 7.0 es inesperada dados los modelos presentados

para la unión entre hE2c y ADNdescriptos por otros grupos de trabajo, en particular las estructuras

cristalográficas 35.Buscando confirmar o descartar la estequíometria encontrada. realizamos una

titulación en las mismas condiciones pero en el sentido inverso, utilizando a hE2c como Iigando fijo

y agregando s35. La señal seguida en este caso es el aumento de la intensidad de fluorescencia

de los Trp de hE2c, evento ya caracterizado como asociado a la unión de ADN 55.En el inserto de

la figura 2.2 se muestran los resultados de la titulación,donde se observa un aumento lineal de la

intensidad hasta una relación molar 0.521 (s352hE20).y un aumento lineal, de menor pendiente,

luego de Ia transición. Esto sugiere, de forma independiente, que la estequíometria de reacción es

de 2 moléculas dime'ricas de hE2c por sitio de 18pb, descartando la posibilidad de que Ia detección

de 2 eventos de unión se deba al motivo FITC ligado al oligonucleótido.

El dominio C-terminal de E2 de HPV16 (hE2c) tiene 3 Trp por monómero, dos en el cen­

tro del barril-B(W345. W347) y uno en la hélice-2 (W339), expuesto al solvente. y del lado opuesto

del barril-Brespecto al sitio de unión de ADN (Fig 1.4). Para diferenciar las contribuciones de unos

u otros cromóforos intrínsecos, construimos una mutación sitio-dirigidasobre W339, reemplazando

por Phe (W339F). La proteina fue expresada y purificada y se mostró idéntica a la salvaje en cuan­

to a estabilidad, estructura secundaria y unión a ADN (no mostrado). Esta mutante también presen­

ta un cambio de intensidad de iluorescencia de Trp al unirADN, lo cual indica que existe algún tipo

de rearreglo en el barril-Bcuando hE2c une ADN. La isotenna de unión de W339F y ADNa alta
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Fig 2.3: Estequlometría de unlón hE2c:535

seguida por desplazamiento de bls-ANS.

GOOnMbis-ANS tué incubado con concentraciones

crecientes de s35 en presencia (puntos negros) o

ausencia (puntos blancos) de tSOnMhE2c. Se

grafica la intensidad de fluorescencia de bís-ANS

integrada entre 400 y 600 nm.

1.l.ni'éh8idádlfievÏFlúo‘réáceñcia

concentración se muestra en Ia Fig 2.2. Como es evidente, la estequiometría de unión es también

de 2:1 (hE2czs35),y no se observa ningún cambio fluorescente posterior que, para ia proteina sal­

vaje es atribuible al W339.

Estudios previos mostraron que hE20 une dos moléculas de bis-ANS por monómero.

una de las cuales es desplazada por la unión de ADN.a hE2c 55.Una forma independiente de

confirmar la estequiometria de reacción es medir la estequiometrla del desplazamiento de dicha

sonda al unirse hEZCy s35. Se realizó una titulación en las mismas condiciones anteriores, en

presencia de bís-ANS a concentraciones de saturación de los sitios en hE2c. La Fig 2.3 mues­

tra que todo el bis-ANSdesplazable por ADNes expulsado a una relación 0.5:1 de ADszroteí­

na, confirmando la estequiometria encontrada anteriormente. con una sonda fluorescente difer­

ente. Un experimento control muestra que la intensidad de fluorescencia del bis-ANS no varía

con el agregado de 535 (Fig 2.3).
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ESTEQUIOMETRÍA DE UNlÓN - La inesperada estequiometría de unión descripta para los ensayos a pH 7.0 (dos

EVlDENClA NO ESPECTROSCÓPICA moléculas diméricas de hE2c por sitio E2 canónico), nos llevó a buscar evidencia no-espec­

trocópica de la formación de los diferentes complejos. Se ensayó discriminar la formación de

las especies por filtraciónmolecular pero, en las condiciones de unión establecidas, la proteina

interactúa con la matriz y es retenida durante Ia filtración. Para desestabilizar esa interacción y

eluir los complejos fue necesario aumentar la fuerza iónica, pero eso mismo influye muy fuerte­

mente en la unión proteinazADN(ver mas abajo). El método elegido para separar las especies

fue la separación por electroforesis en geles nativos, EMSA. FI-sas fue incubado con concen­

traciones crecientes de hE2c y los complejos resueltos en un gel de poliacrílamidaen condi­

ciones de baja fuerza iónica 2(Fig 2.4A). En el primer carril se distingue la banda corresponde

al ADNlibre, que pierde intensidad a medida que aumenta Ia concentración de hE2c, dando

lugar a la aparición de una primera banda de retardo. Si la concentración de hE2c se aumenta

aún más, se observa que la primer banda desaparece, dando lugar a la formación de otra

banda de mayor retardo, que atribuimos a la formación de un complejo 2:1 hE2c1ADN.La apari­

ción de tluorescencia difusa entre ambas bandas es evidencia de que la estabilidad del comple­

jo 2:1 es menor que la del 1:1 en las condiciones en las cuales se realizó la electroforesis.

La cuantificación de las bandas observadas muestra la existencia de un equilibrio

entre las poblaciones sugeridas: el complejo 1:1 se incrementa a medida que desaparece el

ADNlibrey este desaparece a medida que se acumula la especie 2:1. sugiriendo que la segun­

da especie se forma a expensas de la primera (Fig 2.4B). La banda correspondiente al comple­

jo 1:1 satura alrededor de 2,5 uM, permitiendo estimar una constante de disociación (KD)

aparente cercana a 1 pM. Dadas las mediciones posteriores de la afinidad de hE20 por el FI-35

realizadas en solución, esto indica que las condiciones electroforéticas utilizadas son diso­

ciantes, probablemente por la falta de "aditivos"(cationes. detergentes, etc) a la mezcla de
._Inlensldadrlallvaj reacción 3°.Cabe mencionar que el mismo gel fue luego teñido con Ag para evidenciar la pres­

encia de proteina en los supuestos complejos. Ambas bandas de retardo fueron teñidas, a

diferencia de la del FI-35 libre (no mostrado).

Flgura 2.4: Estequlometria de unlón hE2c : Fl-35

analizada por electroforesis en gel: 2 pM FI-535

fue incubado con concentraciones crecientes de

hE2c y las muestras se sembraron en un gel de

poliacrílamida al 6% en condiciones nativas.

A) visualización directa de la tluorescencia de Fl-535.

B) cuantificación de las bandas: ADN libre (circulos

negros), primer banda de retardo (circulos blancos),

segunda banda de retardo (triángulos negros).
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MEDICIÓN DE LA ENERGÍA LIBRE DE

UNIÓN

lNTERACClÓN hE2c - ADN ESPECÏFlCO

Las titulaciones presentadas en la sección anterior muestran la existencia de dos

eventos de unión de hEzc sobre el s35. Si la titulación se realiza a 2nM FI-sas constante, el

cambio anisotrópico total es de 0.02 unidades. cerca de la mitad del cambio total detectado a

200nM. Esto nos sugirió que, trabajando a concentraciones bajas. es posible separar los even­

tos de unión manteniendo las condiciones de solubilidad y reversibilidad antes descriptas. La

baja concentración de la marca fluorescente impide el uso de polarizadores para las

mediciones anisotrópicas, dada la menor intensidad Iumínica y la excitación diferencial de una

baja proporción de los fluoróforos totales.

Flgura 2.5: Determinación de la energia de lnteracclón entre hE2c y FI-s35. Los experimentos de unión se llevarona cabo agregando hE2c

a una solución de Fl-535 en las condiciones estándar. A) Unión de alta afinidad. 0,5 nM (circulos blancos). 1.0 nM (circulos negros ) o 2.0 nM FI­

535 (cuadrados blancos). El panel de abajo muestra Ia distribución de los residuales al ajuste. Las KDextraídas son 0.19 2:0.04; 0.17 :t 0.02;

0.18 x 0.02 nM respectivamente. B) Unión de "baja" afinidad: 5nM (círculos negros), 7nM (cuadrados blancos) o 10 nM FI-sas (circulos blancos).

El panel de abajo muestra la distribuciónde los residuales al ajuste. Las KDextraídas son 1.6 t 0.4; 1.4 z:0.2; 2.1 1 0.3 nM respectivamente.
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INTERACCIÓNhE2c - ADN INESPECÏFICO

Las mediciones se realizaron entonces siguiendo el cambio asociado de la intensidad de fluo­

rescencia de FlTC. Las isotermas de unión a concentraciones fijas de ADNde 0.5 , 1 y 2 nM

se muestran en la figura 2.5A. Los datos fueron ajustados a un modelo de unión simple, asum­

iendo una estequiometrfa de 1:1 (ecuación 7.1, capitulo 7). Las KD'sextraídas de las curvas

son de 0.19 t 0.04; 0.17 1 0.02; 0.18 :t:0.02 nM respectivamente. La coincidencia en el valor de

KDde las mediciones independientes realizadas a diferentes concentraciones de llgando fijo,

junto a la distribución aleatoria de los residuales, validan el modelo de unión utilizado y los val­

ores de K Dobtenidos (Fig 2.5).

Para la medición de la energía libre del segundo evento de unión. la estrategia elegi­

da fue utilizar como Iigando fijo un complejo 1:1 hE2c-Fls35. Las lsotermas de unlón al agregar

hE2c y el posterior ajuste al mismo modelo de unión. nos permitió extraer una KDmedia de 1.8

t 0.5 nM de tres experimentos independientes (Fig 2.58). Interpretamos que el evento fluore­

cente detectado es el asociado a la unión de un dfmero de hE2c a un complejo 1:1 hE2c-FI535

preformado. En esta etapa. no es posible discernir si la unión de la molécula adicional de hE2c

se da sobre el ADN,la protefna unida o ambos.

La funcionalidadde las proteínas que unen ADNespecíficamente depende de la unión

diferencial a un sitio concreto frente a un gran exceso de potenciales sltios de unión no especlficos.

Es por esto que cualquier interpretación de una medida de unión a un sitio especifico debe ser

tomada en términos relativos a la unión de la misma a sitios no relacionados. Medimos la afinidad

de hE2c por oligonucleótidos de doble cadena de la misma longitud que el referente 535. pero con

diferentes secuencias de bases. Las secuencias utillzadas corresponden a un sitiode unión de la

protefna EBNA1(Epstein Barr Nuclear Antlgen 1), protefna estructuralmente relacionada con hE2c.

pero sin relación evolutiva cercana 7 (ver capítulo 1). El otro ollgonucleótido utillzado, lset35, fue

generado al azar manteniendo la misma composiclón de bases y longitudque 335. Las Interac­

ciones fueron medidas por el mlsmo método y en las mismas condiciones de solución que las

descriptas para el FI-sas. Para los casos de uniones inespecfflcas . la estequlometrfa de unión

observada es de 1:1. si bien no se puede descartar Ia fonnación de complejos 2:1 a mayores con­

centraciones que las ensayadas. Se realizaron curvas de unlón a diferentes concentraciones de Iig­

ando fïioy las constantes calculadas se presentan en la tabla 2.1. La capacidad de discriminación

de secuencia. definida como la relación KDlnepecffico/especffico es de 10000 para el ollgonucleóti­

do EBNAy 4000 para iset35, en el orden de lo reportado para E2c por otros grupos ” y el orden

esperado para interacciones específicas protefna-ADNen general ‘°’.
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COMPARACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE

UNIÓN A ADN DE E2c PARA LAS

CEPAS HPV16 Y BPV1

site 35 Ko (nM) ¡te bw Ko (IM) ón. Ko (nM) índice de lndto de
(cognlo HPV-lS) (cuando SPV-1) onnpeclfico) diseminación ' elpcificidad '

“wasac' l: 0.220.02 ¡:33215 21130263 153 ¡um
2:2 20.3 13130 : ¡zoo

SFV-l EC 7m 370 ID 223 HDCD31630 3.5 55

Tabla 2.1: Alinidades y Discriminación de secuencia de la Interacción hE2c - ADN y bE2c - ADN.

oio. meter ¡setas

a: para HPV-l6E2c se muestran las constantes de disociación de los dos 'modos'.

b: calculado como la constante de disociación por oligonucleótido no-cognato l cognato.

c: Calculado como la constante de disociación por oligonucleótido inespecilioo / oognato.

Gran parte de los estudios donde la proteina E2 es utilizada como modelo han sido

realizados con el homólogo del virus del papiloma bovino 1 (bE2). Como se detalle en el capitu­

lo 1, esta proteína esta estrechamente relacionada con hE2c en cuanto a su distrlbuclónde

dominios y topología general de plegamlento. Es también la proteína con la cual se han realiza­

do las mayores contribuciones respecto al mecanismo de regulaclón de la transcripción de los

papilomavirus, constituyéndose en al modelo genético más estudiado “. Es por esto que lnicl­

amos un análisis comparativo de hE2c y bE2c en cuanto a sus caracteristicas de unión a ADN

en solución, utilizando la metodologia desarrollada.

Con este lin clonamos, expresamos y purificamos el domlnlo bE20 utlllzado para

estudios cristalográlicos ". como se detalla en el capitulo 7. Utilizamos como ollgonucleótldo

blanco el sBPV. también de 18pb, que oontene un sltlo de unlón E2. La secuencia es la mlsma

que la del oligonucleótido utilizado para los estudios crlstalográllcos. dliirlendo de 535 en el

“separador de los hemisitios del sltlo canónioo E2. Las condiciones de unlón puestas a punto

para hE2c (pH=7.0,0,2M NaCI).son suficientes para mantenerla solubilidadde los reactantes

y productos, y de lugar a una unión reversible (no mostrado).
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La titulación de este dominio (bE2c) con su sitio cognato (sBPV) produce un cambio discreto en

la anisotropla de la fluorescencia y, a diferencia del homólogo hE2c, se detecta sólo un evento

de unión en las concentraciones ensayadas (Fig 2.6). Un comportamiento equivalente de la

proteína bE2c se observó para la interacción con FI-535, indicando que la capacidad de unir

dos dlmeros por sitio reside en la proteina utilizada y no en el oligonucleótido particular: bE2c

se une al sitio E2 con una estequiometría 1:1 y hE2c puede unirse con estequiometrla 2:1 a

ambos sitios.

Figura 2.6: Interaclón de hE2c y bE2c con el

ollgonucleótldo sBPV. SOOnMFI-sBPV lue

incubado en las condiciones estándar con concen—

traciones crecientes de bE2c (circulos negros) o

hE2c (circulos blancos). Se muestra el cambio de

la anisotropla de la fluorescencia.

Las KDde la interacción de ambos dominios (hE20, bE2c) por sBPV se obtuvieron en

condiciones de disociación, y los valores extraídos se muestran en la tabla 2.1. Como se men­

cionó, hE2c presenta dos eventos de unión a sBPV; siendo la relación de las afinidades entre

ambos de 100 veces. 10 veces mayor que la relación entre los valores análogos para s35.

Complementando la comparación. se muestran los valores obtenidos para la interacción la pro­

teina bE2c con los sitios 535 y EBNA.La relación entre las constantes obtenidas da idea de la

capacidad de discriminación entre sitios cognatos, no-cognatos e inepeclflcos de la misma Ion­

gitud. Considerando el evento de mayor afinidad. hE2c discrimina 150 veces por sitios cog­

natos, y 10000 veces por sitios especificos. Por otro lado, bE2c presenta una preferencia 3.5

veces mayor por el sitio cognato y sólo 55 veces por un sitio especifico.
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CAMBIOS CONFORMACIONALES

SOBRE EL ADN lNDUClDOS POR E2c

Las diferencias más notables entre los sitios E2 de s35 y sBPV residen en la

secuencia separadora de los hemisitios. Coincidiendo con Io presentado aquí, se ha descripto

que hE2c une con más afinidad sitios con separadores ricos en A:T 5'3’.Dado que las bases

contactadas son las mismas (los hemisitios), se hipotetizó que las diferencias de afinidad se

podrían deber a la flexibilidaddiferencial que presentarían estos sitios E2. Según las estruc­

turas resueltas para los complejos. el ADNdel sitio E2 se curva centrado con la secuencia "sep­

aradora", no contactada por Ia proteína (Fig 1.4). Si. como se propuso, hE2c y bE20 presentan

diferencias en la orientación relativa de las hélices de reconocimiento, menos energia será

requerida para unir sitios de ADNflexibles (con secuencias AzT)como el 535. Una predicción de

este modelo es que las estructuras del ADNunido a hE2c o bE2c, deben presentar diferencias

estructurales relacionadas con parámetros de curvatura y/o apilamiento de bases.

El dicroismo circular en el UV-cercano es una herramienta útil para analizar cambios

en la conformación de oligonucleótidos de ADN en solución 3°. En las mismas condiciones que

las utilizadas para la medición de la energia de unión, pero a concentraciones muy por encima

de las KD,la conformación del s35 cambia al unir un equivalente de hE20 (Fig 2.7A).

Figura 2.7: cambios conformaclonales sobre ADNs35 al unir hE2c. A) luM 535 fue incubado en las condiciones estándar y se registró el espectro de dicroísmo

circular. 335, linea sólida; con 1 uM hE2c; puntos negros; 2uM hE2c, puntos blancos. B) titulación de 1uM s35 con hE2c siguiendo la elipticldad a 270nm (puntos

negros) o 292 nm (puntos blancos).
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Flgura 2.8: cambios contormacloneles Inducl­

dos por hE2c o bE2c sobre 535. 1uMs35 fue

incubado en las condiciones estándar con el agre­

gado de 1pM hE2c (linea punteada) o 1uM bE2c

(línea sólida). Se muestran los espectros diierencia.

Dada la baja señal de elipticidad molar que presenta hE2c en esta región, el cambio es mayori­

tariamente atribuible a rearreglos contormacionales en el ADN. El incremento dela elipticidad

entre 270 y 290nm puede ser asignado a un desenrrollamiento parcial dela doble hélice ylo a

un desapilamiento de pares de bases 3°,en plena concordancia con las evidencias cristalográfi­

cas 3’. El agregado de otro equivalente molar de hE2c muestra que la elipticidad continúa incre­

mentándose, siendo esto evidencia independiente de la existencia de un evento adicional de

unión. El seguimiento detallado de los cambios dicroicos muestra que la elipticidad a 270nm

satura a un estequiometria 1:1 hE2c1535, mientras que a 292nm lo hace a 2:1 (Fig 2.7B). El

hecho que las bandas de dicroismo se comportan de manera diferencial al unirse 1 o 2 dímeros

de hE2c, muestra que el oligonucleótido sulre rearreglos conlormacionales distintos al unir uno

o dos dominios hE2c, sugiriendo que Ios_eventos detectados podrian tener significancia fun­

cional.

En la sección anterior mostramos que bE2c une ADNcon menor afinidad que hE2c.

incluso por sitios cognatos de BPVt (tabla 2.1). Un estudio presentado por el grupo de Hegde y

col.’9muestra que el dominio hE20 tiene mayor afinidad por sitios que presentan una mayor

"flexibilidad".Particularmente, proponen además que hE20 es más dependiente que bE2c a

modificaciones en la secuencia "separadora “ de los hemisitios del sitio E2. Basados en evi­

dencia cristalográiica“, sugirieron que hE2c y bE2c deben deformar el ADNditerenciaimente

para "acomodar" las hélices de reconocimiento en los zurcos mayores. En este sentido, y bus­

cando evidencia espectroscópica en solución, medimos los cambios contormacionales sobre el

535 al unirse hE2c o bE2c (Fig 2.8).
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Los espectros de los cambios diferenciales de DC de bE20 muestran un corrimiento al rojo de

la banda de 275nm, y un disminución de la intensidad de la banda de 292nm, respecto al com­

plejo hE2czs35. Se diferencia además una banda a 305nm que no esta presente para el com­

plejo bE20-s35. Teniendo en cuenta que el ADNes el mismo. los resultados muestran que

ambas proteinas distorsionan el mismo sitio de reconocimiento de forma diferente, si bien no es

posible extraer informaciónestructural detallada de estos espectros.

EFECTO DE LA FUERZA lÓNiCA EN LA

iNTERACClÓN

A pesar de la cercana homología y apariencia estructural, bE2c y hE2c presentan

sutiles diferencias estructurales. Una de elias esta asociada al potencial electroestático genera­

do por la exposición superficial de cargas en la región de unión de ADN. En las mismas condi­

ciones, hE2c esta menos (positivamente) cargada que bE2c 3‘. Dadas ios tipos de interac­

ciones que se dan entre proteinas y ADN,esta generalmente aceptado que cuanto mayor es el

componente electroestático, más debil y menos eSpecifica es la unión. Los resultados de unión

y discriminación presentados. junto con la evidencia cristaiográiica, sugieren que la contribución

electrostática a la unión de bEZc sería mayor que la de hE20. Esta hipótesis fué ensayada midi­

endo la disociación del complejo Eac-ADN ante el incremento de la fuerza lónica de la solución

(Fig 2.9).

Figura 2.9: Sensibilidad de la unión E2c-ADNa
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la fuerza iónica. 500 nM de complejos 1:1 FI-535

hE2c (puntos blancos) o Fi-s35-bE2C (puntos

negros) iueron incubados con concetraciones

crecientes de NaCl. Se muestran los cambios de

intensidad de fluorescencia.
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MODELO DE UNIÓN AL EQUlLIBRlO

no-especifico\\

Se observa que Ia unión de bE20 a s35 es más dependiente de Ia fuerza íónica que la de hE2c,

confirmándose que la unión bE2c-ADNtiene un mayor componente electrostático. El punto

medio de la transición de hE2c-s35 es de 0.45 M NaCI, mientras que para bE2c, 0.2 M NaCl es

suficiente para disociar la mitad de las moléculas del complejo con ADN.

Dados los resultados descriptos, planteamos el siguiente modelo de unión al equilib­

rio entre hE2c y ADN,en las minimas condiciones de entorno que permiten la solubilidad de los

componentes y la reversibilidad de la interacción (Fig 2.10). Trabajos anteriores muestran que

la constante de disociación del dimero de E2c en los monómeros componentes esta en el

orden picomolar’z' 7’.EIdimero se une inespecificamente a ADN con una constante del orden

micromolar,y especificamente con constantes del orden subnamomolar; pudiendo estimarse un

factor de especificidad de 1x10‘. Es posible que tanto las constantes como el indice de especi­

ficidad cambien al cambiar las condiciones de reacción, por tanto no es posible asignar directa­

mente estos valores a los que puedan ocurrir ¡n vivo.Si la reacción se realiza a pH 7.0, es posi­

ble distinguir un segundo evento de unión al complejo hE2czs35. Este tiene una constante de

disociación del orden nanomolar, demasiado afín como para ser considerada como no especifi­

ca. Durante ambos eventos se detectaron cambios en la estructura terciaria del ADN.compati­

bles con los resultados cristalográticos obtenidos para la unión con ADNde los homólogos de

hE20. Como ambos eventos presentan cambios en ias señales de DC de ADN,podemos

suponer en esta instancia que la unión del segundo dimero involucra contactos directos sobre

el ADN, si bien no es posible asignar univocamente el sitio de unión.

específico

+1111“

Figura 2.10: Modelo de unión hE2c:ADN a pH=7.0. Los monómeros desplegados se asocian con una constante subpicomolar, formando dimeros capaces de unir

ADN.Se muestran las constantes de unión con ADNespecifico y no especifico. Las bases estructurales del reconocimiento 2:1 restan ser definidas, por lo tanto el

dibujoes puramente esquemático
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“Habría que sentir en velocidad"

H. M.Andrade



COLISIóN INICIAL CON ADN ESPECÍFICO

MECANISMO CINÉTICO DE UNIÓN E2c - ADN

La disección del mecanismo cinético de interacción entre macromoléculas provee

iniormación fundamental sobre los eventos involucrados en el reconocimiento. asi como de una

relación temporal entre éstos. La inclusión del dominio de tiempo da cuenta de lo intermediarios

involucrados y de las rutas de sucesión de estados. permitiendo a su vez la caracterización del

los "conjuntos de estados de transición" (TSE. por transitíon state ensamble) por ios que la

reacción transcurre. El uso de herramientas termodinámicas permite la integración de estos

datos mecanísticos en términos estructurales. relacionando las estructuras proteicas con su

funcionalidad bioquímica. y proveyendo una interpretación molecular detallada del mecanismo

de unión y reconocimiento entre macromolecuias.

Haciendo uso del ensayo de unión en solución desarrollado (capitulo 2), realizamos

experimentos cinéticos de unión en condiciones de pseudo-primer orden respecto a E2c de

HPV16, a la que nos releriremos de aqui en adelante como E2c. Utilizandoun aparato de flujo

detenido (slopped-llow). mezclamos Fi-sSS y E2c registrando el cambio de la intensidad de ilu­

orescencia asociado a la lormación del complejo proteinazADN.La Fig 3.1A muestra el aumento

de Ia intensidad de lluorescencia dei motivo FlTC en lunción del tiempo de reacción luego del

mezclado. Los residuales del ajuste de ios datos a decaimientos exponenciales simples eviden­

cian que el proceso puede ser descripto como un decaimiento biexponencial (Flg 3.1A. inserto),

vale decir, se corresponde con dos fases clnétlcas. Como muestra la iigura 3.13. ambos even­

tos iiuorescentes son dependientes de le concentración de E2c, indicando que en ambos casos

se trata de procesos cinéticos de segundo Orden.asociados a reacciones bimoleculares. Las

constantes cinéticas de segundo Orden(kon) calculadas para ambos eventos de colisión son de

0.6 x 10’ M'l s" y 1.4 x 10’ M'l s". Es de destacar que la magnitud de estos valores es com­

parable a los calculados para el limite fisico impuesto por la diiusión de macromoléculas de

tamaños comparables a E2c y 535 " “‘. El hecho de que las colisiones sean tan rapidas que la

velocidad limite este dada por la dilusión, puede probarse evaluando la variación de las con­

stantes cinéticas al aumentar la viscosidad de la solución. Como se muestra en ia ilgura 3.1C,

ias velocidades disminuyen al aumentar ia viscosidad. El hecho de que la pendiente de este

gráfico tenga un valor cercano a la unidad refleje que se trata de colisiones bimoleculares limi­

tadas por la difusión ". El electo causado sobre las velocidades de colisión es el mismo. tanto

sl la viscosidad se controla por el agregado de sacarosa (Flg 3.10) o de glicerol a la solución

(no mostrado).
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Figura 3.1: Asociación cinética de E2c y FI-335.

A) curva de asociación cinética tipica entre 5nM Fi-s35

y 40nM E20. La línea es el mejor ajuste de los datos a

decaimientos exponenciales. Los residuales a ajustes

de 1 " , ' “- ¡"m-t

B) curva de pseudoprimer orden de las constantes

extraidas de ambas fases a 5nM FI-s35, Ignt (circulos

negros) y Iñnz (circulos blancos). Por arriba de 60nM

[E20].los datos ajustan a 1 exponencial. C) dependen­

cia de las constantes observadas con Ia viscosidad,

kobs1 (puntos negros), ¡10sz (puntos blancos).

El valor extrapolado para la disociación (kon) del evento más rápido es de 6 s", lo

que permite estimar la constante de disociación al equilibrio (KD= kof/kon) de 5nM para el

“complejo de encuentro" formado luego de la coiislón. La disociación del evento más lento (k4)

parece aún menor, si bien no fue posibile determinarla en estas condiciones.
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De los dos eventos de asociación observados. la amplitud relativa del evento más

lento (km2) disminuye a medida que la concentración de E2c aumenta (Fig 3.2A). A las con­

centraciones más altas de E2c ensayadas, los datos ajustan a un proceso exponencial simple,

indicando que sólo una de las colisiones bimoleculares ocurre a altas concentraciones relativas.

Una forma de explicar este comportamiento es plantear que esta ocurriendo una competencia

entre los reactantes, de modo que a medida que aumenta la concentración, el reactivo que per­

manece fijo(ADN).se hace limitante. De esta forma. a altas concentraciones solo tendria lugar

el proceso más rápido. Una alternativa es que la macromolécula variable (E2c) cambie al

aumentar la concentraclón. No hay evidenclas de que E2c forme multimeros en solución. Inclu­

so cuando se la estudia a concentraciones milimolares en experimentos de FlMN.Por otro lado.

en las condiciones en las cuales realizamos el ensayo. la constante de disociación del dimero

de E2c esta en el orden picomolar, permitiendonos afirmar con conllanza que la poblaclón de

proteina es >99% dimérica 7’.Teniendo en cuenta que se trata de procesos bimoleculares limi­

tados por la dilusión (Fig 3.10), estos resultados sugieren que existe algún tipo de pre-equilibrio

conlormacional en la población dimérica de E2c. Este equilibrio ha de ser previo a la colisión

con ADN,es decir. E2c se encontrarla en más de un estado conlormacional. Una manera de

probar esto seria encontrar condiciones en las cuales se pueda camblar la proporción de las

poblaciones conlormacionales y evaluar luego la competencia entre éstas en Ia interacción

cinética con ADN.

Si el experimento de pseudoprimer orden se realiza a menor temperatura (9 °C),

donde estas velocidades de reacción no se ven afectadas (ver mas abajo, Fig 3.9) los dos

eventos de unión persisten en todas las concentraciones ensayadas, a diferencia de Ioque

ocurre a 25°C donde una de las colisiones deja de observarse. SI estas colisiones estan asocl­

adas a poblaciones de conlórmeros de E2c. la competencia entre ambos es menos abrupta a

9°C que a 25°C (Fig 3.28). sugiriendo una populación diferencial de los estados conlorma­

cionales. Este cambio esta asociado con un pequeño. pero medible. cambio de elipticidad en el

espectro de dicrolsmo circular de E2c (Fig 3.20). Tomados en conjunto. estos datos refuerzan

la hipótesis que E2c se encuentra en un pre-equillbrioconiormacional, y que éste puede ser

afectado por el cambio de temperatura.
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Figura 3.2: Población diferencial de confórmeros de E2c. A)Amplitudesde las fases de

asociación presentadas en la Fíg 3.1, realizados a 25°C B) amplítudes de las mismas fases a

9°C. C) espectro de dicroísmo circular en el UVlejano de 10 uM E20 en las condiciones de

asociación, a 9°C (línea contínua) y a 25°C (línea punteada).
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COLISIÓN CON ADN NO-COGNATO v

NO-ESPECÍFICO

En relación con lo presentado para el mecanismo de unión al equilibrio (capitulo 2).

donde se observaron dos 'modos" de unión diferentes (de relaciones molares 1:1 y 2:1 protei­

na:ADN), la existencia de coniórmeros en la población de E2c puede estar asociada con la

ocurrencia de estos 'modos" diferenciales. Si se realiza un experimento de asociación de pseu­

do-primer Orden respecto a E2c. utilizando ahora corno Iigando fijo un complejo 1:1 E2c:Fl535,

se observa una sola iase de asociación de segundo orden (no mostrado). La koncalculada

para este evento es de 1.3 x 10" M" s", en concordancia con el evento cinético km2 presenta­

do en la tabla 3.1. Esto indicaria que sólo uno de los confómeros responsable de la asociación

a ADN libre es capaz de unir un complejo 1:1 proteinazADN. Indicios sobre las bases estruc­

turales de este confórmero. capaz de unir tanto ADNlibre como un complejo 1:1 E2c-s35, seran

discutidos en mayor profundidad en el capitulo 6.

Como se detalló en el capitqu anterior. E2c une con alta afinidad sitios relacionados

a s35 pero que no son “cognatos', como el derivado de BVP-1 (sBVP). En un experimento de

pseudoprimer orden en exceso de E2c. utilzando Fi-sBPVcomo ligando. se distingue una fase

mayoritaria con una kon similar a la obtenida para el s35, y otra fase de amplitud minoritaria

pero claramente bimolecular.Los valores obtenidos para las constantes cinéticas de segundo

orden se muestran en la tabla 3.1.

Utilizamos como ADN inespecífioo los mismos oligonucleótidos descriptos para los

experimentos al equilibrio.Para lset35 se distinguen también dos eventos de colisión. siendo el

más rapido de magnitud similar a la de los oligonucleótidos especificos. Esto es evidencia de

que. aun para ADNinespecifico, las colisiones estan limitadas por la difusión (tabla 3.1).

Las disociaciones de estos complejos no pudieron ser cuantificadas con precisión, no obstante

resulta evidente que k_, presenta un valor elevado. cercano a 100 s". Para el sitio lnespecifico

sEBNA.vuelven a distinguirse dos fases de asociación. pero estas son 4 órdenes de magnitud

más lentas que las detectadas para los sitios anteriores. Dado que E2c no reconoce ninguna

secuencia en este oligonucieótidoy que el sitio inespeciilco lset35 es unido a velocidades compa­

rables a los específicos, la diferencia en la asociación puede deberse a restricciones de Orientación

confonnacionafes. algo que no ocurriría en un duplex con secuencia al azar como lsel35 ".

El hecho de que la unión de todos los ollgonucieótidos presente dos eventos cinéti­

oos de segundo orden. que ademas compiten entre sl, es evidencia independiente de que es

E2c la que se encuentra en más de una conformación, y no el ADN FI-s35. Por tanto, es plausi­

ble descartar que la unión descripta con 535 se deba a un artefacto del oligonucleótldoo al

motivo fluorescente asociado.
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CINÉTICA DE DISOCIACIÓN DE

Los COMPLEJOS E2c-ADN

Tabla 3.1: Parámetros cinéticos de los 'compiejos de encuentro' y de las disociaciones de 'compieios iinaies'

de E2c y diierenles oligonucleótidos.

Oiga M0148") le" Ms") k4 e") Im (s") isn(s'5' Ms"?

sile35 1.4¡10‘ asnu’ 6.3 ND 0.013 0.004

siieBOV 1.2110" como“ ND ¡107 0.037 ame

siteEBNA asno“ 1.ax10‘ 0.12 0.032 0.57 0.027

isel35 1.5¡10’ una" 107 ND 1.73 0.34

a- medidos como la disociación del compleio linal

Para la medición de las constantes clnéticas de disociación realizamos experimentos

de competencia y captura entre Fl-sas y s35. Fl-s35 iue incubado con un equivalente de E2c. lo

cual produce un aumento en la intesidad de la iluorescencia del motivo FITC en paralelo a la

formación del complejo proteina-ADN. Luego de Incubar este complejo por 20 min para asegu­

rar que se alcanzó el estado de equilibrio.se agregó un exceso de 50 veces 535 sin marca ilu­

orescente. provocando la caida de la intensidad de ilu0rescencia a los niveles basales, lo cual

indica la completa disociación del complejo FI-535:hE2c (Fig 3.3A). Para una determinación pre­

cisa de los parámetros que describen la disociación, el mismo experimento tue realizado en un

aparato de flujodetenido. La caida de la Intensidad de tiuorescencla de Fl-s35 puede ser

descripta por un decaimiento biexponenclal, adjudicando el 70% de la amplitud a una iase de

0.004 s" , y el 30% a una iase de 0.018 s" (Flg 3.3A, tabla 3.1). Un experimento control mues­

tra que si en el mismo ensayo se omiten la proteina o el ADN competidor, la intensidad de fluo­

rescencia permanece constante (no mostrado).

Han sido descriptos mecanismos por los cuales proteinas unidas a una molécula de

ADNpueden 'saltar” o "transierirse” a otra molécula de ADNsin que sea necesaria la disociación

previa del primer complejo ‘°" m. El hecho de utilizar oligonucleótidos pequeños (18pb) minimiza

tales efectos. mas no pueden ser descartados a priori.Sl estos ocurrieren. la velocidad de trans­

ierencia debe depender de la concentración de ADNutilizadocomo desplazante. La flgura 3.38

muestra que las velocidades de disociación del complejo E2c-Fl335son independientes de la

concentración de ADNutilizadocomo competidor. descartando que alguno de éstos mecanismos

de 'diiusión facilitada"esten ocurriendo durante el evento de disociación medido. y continuando

que las velocidades obtenidas reflejan la disociación intrínseca del complejo proteina2ADN.
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Figura 3.3: Clnétlca de disociación de los complejos E2c:ADN.A) 50nM FI-s35 fue mezclado con 50nM E20 y luego de 20 min se agregó un exceso de 50 veces

535. mientras se colectó la intensidad de fluorescencia de FITC. inserto: curvas obtenidas por flujo-detenido para la disociación de los complejos E2c y diferentes

oligonucleótidos: sBPV (circulos negros), sEBNA (circulos blancos), iset35 (linea), Todos las curvas ajustan a dos exponenciales, con los parámetros mostrados en la

tabla 3.1. B) Los complejos 1:1 E2czFI-53550nM fueron mezclados con diferentes concentraciones de s35. kobs 1 (circulos blancos), kobs 2 (circulos negros).

Experimentos preeliminares realizados al equilibriomostraron que el agregado de un exceso molar de 25 veces 835 resulta suficiente para observar este desplazamiento.

Ensayamos Ia cinética de disociación para los complejos de E2c y diferentes oligonu­

cleótidos. Pare todos los casos, la disociación presenta un comportamiento bifásico sugiriendo

que, como en el caso de la asociación, la disociación del complejo E2c:ADNocurre por más de

una ruta (inserto Fig 3.3A, tabla 3.1). Los valores de las constantes son mayores cuando se

trata de oligonucleótidos no especificos, iset35 y EBNA.y solamente se duplican para el sitio

no-cognato sBPV (tabla 3.1). Teniendo en cuenta la similitudde los valores medidos para la

asociación. estas mediciones apuntan a los eventos de disociación como responsables de la

capacidad de discriminaciónde secuencia que presenta E2c. En estos casos, es de tener en

cuenta que no es posible comparar directamente las velocidades y amplitudes relativas para las

fases de cada oligonucleótidoIdado que las señales fluorescentes pueden no estar rela­

cionadas a la concentración relativa.

La unión entre E2c y 535 presenta un cambio en la intensidad de fluorescencia de los

residuos Trp localizados en el centro del barril-B(Fig 2.2, capítulo 2). Buscando corresponder

los rearreglos estructurales y las señales espectroscópicas que podemos detectar, realizamos
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ClNÉTiCA DE ASOCiAClÓN Y REARREGLOS

CONFORMACIONALES EN EZC
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Figura 3.4:.Cinética de la asociación E2c2335

seguida por fluorescencla de Trp. A)pseudopñmer

orden a 25 nM E2c Los datos ajustaron a dos expo­

nenciales: kon‘l (circulos blancos), k2 (circulos

negros). B) 300 nM E2c y 300 nM 535 fueron mezcla;

do en un equipo de flujodetenido y el cambio de fluo­

resoencia de Trp colectado en dos escalas temporales.

Las líneas muestan en ajuste biexponencial de 0 a 1 s

(km1 ,IQ),y monoexponencial de 1 a 200 s (k3).

experimentos cinéticos de unión entre E2c y s35 , registrando el cambio de intensidad de la flu­

orescencia intrínseca de Trp. Las curvas preeliminares realizadas con la proteina salvaje pre­

sentaron decaimientos multiexponenciales que dificultan el análisis, por lo que optamos por la

medición de las señales asociadas a la unión de ADNde la mutante W339F, descripta anterior­

mente (ver capitulos 2 y 7). En condiciones de pseudoprimer orden respecto a E2c, en exceso

de ADNy a una concentración fija de 25 nM proteina, los datos ajustan a dos procesos expo­

nenciales simples. De ellos, sólo uno depende de la concentración de ADN (Fig 3.4A). La kon

obtenida es de 0.6 x 10’ M'1s", en perfecta concordancia con la fase más lenta (kon1)de las

descriptas para el caso de la asociación con FI-s35 (Fig 3.1B). La fase de 8 s", es independi­

ente de la concetración de S35, por lo que es asignable a algún tipo de rearreglo conforma­

cional del dimero de E20. Este rearreglo involucra un cambio en el entorno electrónico de los

Trp, localizados en el centro del barril B-dimérico. La ko” del evento de unión es cercana a 10

s“, permitiéndonos estimar una KDde 20 nM para este “complejo de encuentro". A diferencia

de Io observado en exceso de proteina sobre el FI-s35, no se detectaron otros eventos de col­

isión bimolecular. Esto puede deberse a que el confórmero responsable no presente un cambio

de fluorescencia intrínseca asociado a la unión, o bien que el evento no sea detectado dada la

muy menor sensibilidad de la sonda fluorescente utilizada (Trp) frente a FITC.

La estructura cristalográfica del complejo E2c-ADNmuestra que existe una extensa

red de contactos cercanos entre las cadenas laterales y los motivos de las bases nitrogenadas

” " (Fig 4.1, capítulo 4). y las comparaciones con las estructuras de E2c libre sugieren que

deben existir cambios conformacionales asociados a la unión 3’. Es poco probable que todos

estos eventos sucedan en la escala temporal de 100 ms, el tiempo medio de la fase de 8 s'l.

Buscando señales fluorescentes que evidencian fases más lentas, aumentamos Ia concen­

tración de E2c con el fin de acelerar y separar temporalmente el evento de colisión inicial, y a la

vez aumentar el nivel de detección de las señales fluorecentes de los Trp. A 300 nM E2c se dis­

tinguen las fases de unión y el rearreglo de 8 s" y, en otro rango temporal. un evento posterior

(Fig 3.48). Esta fase, cuya kobses de 0.04 s" no depende de la concentración de s35 y, a

diferencia de las fases más rápidas, presenta una disminución de la intensidad de fluorerscen­

cia (Fig ‘3.4B).El tiempo medio asociado a este evento es de 17 sec.

Se registraron también los cambios fluorescentes de los Trp cuando E2c une el sitio

especifico (pero no-cognato) sBPV.Al igual que para s35, se registran dos fases independi­

entes de la concentración de ADN.Estas están en el mismo orden temporal que las descriptas

para la unión de s35, y las intensidades relativas de los cambios fluorescentes estan en perfec­

ta concordancia. Esto nos permite inferirque las diferencias encontradas para la unión al equi­

libriode E2c y éstos oligonucleótidos, no se deben a diferencias asignables a estas etapas

cinéticas sino a otros eventos, presumiblemente a la cinética de disociación (Fig 3.3, tabla 3.1).
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EFECTO DE LA FUERZA iÓNlCA EN

LAS FASES ClNÉTfCAS

Figura 3.5: Efecto de la fuerza lónlca en la cinética de Interacción E20:835

25nM E2c fue mezclado con 70nM 535 a diferentes concentraciones de NaCl.

La fiuorescencia de Trp fue colectada y los datos ajustados a un decaimiento

biexponencial. Inserto: Gráfico doble Iogarltmico y ajuste lineal de la dependen­

cia de la fuerza iónica de las mismas fases.

El evento de asociación detectado por tluorescencia de Trp es altamente dependiente

de Ia fuerza iónica (Fig 3.5A). Esto puede corresponder a dos efectos diferentes en tanto que

las cargas modifican la constante dieléctrica del entorno y además pueden neutralizar las car­

gas expuestas de las macromoléculas. Para el caso de asociaciones proteína-ADN,los con­

traiones Na’ que neutralizan los grupos fosfato son desplazados ante la unión de la proteina,

actuando entonces como reactantes ya que:

[ADN:mNa+] + [P] <—> [ADN:P] + m [Na‘]

siendo [P], [ADN]y [Na+] las concentraciones de proteina, ADN e ¡ón sodio. respectivamente.

Utilizando Ia relación empírica: ‘7'75

d log k/ d log [Na’] = - 0,88 rn

es posible calcular de la pendiente del gráfico doble Iogarítmicoque alrededor de 6 contraiones

Na‘ son desplazados de la interfase de unión del "complejo de encuentro" E20-ADN.Este valor

debe ser tomado como aproximado, estimando un error del 50%, ya que el cálcqu no incluye el

posible efecto de la fuerza iónica sobre la constante dieléctrica del medio, lo que podria “apen­

tallar“las cargas en una asociación limitada por la difusión y asistida electrostáticamente, como

es el caso de Ezc-ADN. De todas formas, el valor esta en el orden del número estimado por los

puentes salinos formados al equilibrio entre E2c y ADN, según los estudios cristalográficos 3" 3‘.

Esto muestra además que el desplazamiento de contraiones ocurre durante el primer evento de

unión. La segunda fase (k2) no depende de la fuerza iónica del entorno, sugiriendo que no hay

cargas expuestas asociadas a la ocurrencia de este rearreglo conformacionalen E2c.
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EXCLUSIÓN DE SOLVENTE

DE LA iNTERFASE
La formación de un complejo consolidado proteína-ADN especifico requiere la forma­

ción de una extensa red de interacciones cercanas. conjuntamente con la remoción de solvente

de Ia interfase de unión. No habiendo una manera directa de observar tales eventos, hicimos

uso de Ia sonda fluorescente ANS. Esta sonda es particularme útil para medir cambios confor­

macionaies en proteínas, dado el elevado cambio en el rendimiento cuántico asociado al cam­

bio en el microentomo del fluoróioro 5'. Se ha descripto que. en términos generales. el ANS es

capaz de unirse a proteínas que unen ADN,con ia particularidad de hacerlo en las zonas de

unión de ADN,ya que en su mayoria tienen densidad de carga positiva y un caracter parcial­

mente hidrofóbico “.

Datos previos mostraron que E2c une ANS o bis-ANS en al menos dos sitios. uno de

los cuales es desplazado por ia unión de ADN5' 7’.Dado el pequeño tamaño relativo del fiuoró­

foro y sus caracteristicas químicas. suponemos que el ANS podria quedar "atrapado" en la

interfase de unión. conjuntamente con el solvente. La remoción del ANS. entonces. podria refle­

jar un evento de expulsión de solvente de la interfase de interacción. E2c fue incubado con

concentraciones saturantes de ANS, dando un incremento en la Intensidad de fluorescencia de

ANS, como era esperado. AImezclar Ia muestra con un equivalente de ADNs35 (también en

ANS). se observó una disminución de Ia intensidad de la fluorescencla. indicando el desplaza­

miento del fluoróforodel sitio de unión (Fig 3.6A). Este decaimiento ajusta a un decaimiento

monoexponencial simple con kANs = 0.04 s", valor que es independiente de la concentración

de reactantes utilizados (Fig 3.6A inserto). Experimentos de pseudoprimer orden respecto a E2c

llevados a cabo en presencia de las mismas concentraciones de ANS, muestan que el fluoró­

loro no afecta las constantes de asociación de E2ch|-s35 (Fig 3.68). Dado que la velocidad de

disociación espontánea del ANS de E2c es un orden más lenta (0.003 s". no mostrado), inter­

pretamos la fase detectada como Ia expulsión del ANS de Ia Interfase proteina-ADN. Uno de los

rearregios evidenciados por fluorescencia de Trp (k3. Fig 3.4) tiene una velocidad idéntica,

sugiriendo que la expulsión de solvente ocurre concomitantemente con un cambio conforma­

cional en E2c. algo no del todo sorprendente si consideramos las consecuencias estructurales

esperabies para la desoivatación parcial de una Interfase extensa.

Si el mismo experimento se realiza desplazando el ANS con ADNno-cognato (sBPV).

se observa una fase con kANs = 0.032 s". muy cercana a ia obtenida para s35. En cambio, los

oiigonucieótidos inespecificos sEBNAe iset35 no fueron capaces de desplazar ANS. incluso

cuando fueron ensayados a concentraciones 10 veces superiores a las KD's respectivas. Estos

resultados muestran que. a pesar de unirse rápidamente a E2c (tabla 3.1), ios complejos E2c­

ADN Inespecifico no muestran rearreglos que incluyan la expulsión de solvente de la interfase,

en plena concordancia con otros modelos de reconocimiento proteina-ADN. Estos proponen

que la unión con ADNInespecifico es mayoritariamente electroestática. no incluye contactos

cercanos. y las interfases de unión se mantendrian hidratadas "- ‘*". En este sentido, lo pre­

sentado representa una de las primeras mediciones experimentales directas de tales eventos.
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Flg 3.6: Desplazamiento do ANS do la Int-naco do unión. A) IuM E2c fue pre- ¡ncubado con 50 uM

FITC,y se grafican las constantes obtenidas del ajuste biexponencial.
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IDENTIFICACIÓN DE RUTAS DE

ASOCIACIÓN-DISOCIACIÓN PARALELAS

Los eventos de disociación de los complejos E2c:ADNpresentan más de una fase

fluorescente (tabla 3.1). Para determinar si estos eventos representan caminos de discociación

paralelos o secuenciales. realizamos experimentos de doble-mezcla (double-jump). En un

aparato de flujodetenido mezclamos Fl-sas y E2c en cantidades equimolares. Según lo carac­

terizado en las secciones anteriores podemos calcular que a una concentración de 100 nM el

(1/2 de los eventos de colisión es de 12 mseg. A tiempos de incubación variables, de 0.01 a

100 seg, competimos la mezcla con un exceso de 535 mientras registramos el decaimiento de

la lluorescencia del motivo FiTC del oligonucleótido (Flg 3.3). Este arreglo de doble-mezcla per­

mite medir los eventos de disociación de las poblaciones de intermediarios que se forman a los

diferentes tiempos de incubación. variables. Encontramos que el 70% de la amplitud del cambio

fluorescente corresponde a 2 fases lentas, de 0.0037 s" y 0.0011 s", coincidentes con las

fases encontradas al disociar el "complejo consolidado' E2czFI-535(tabla 3.1 y Fig 3.7A).

Sorprendentemante, vimos que estas fases están presentes incluso desde los 10 mseg de inlci­

ada la reacción de unión (Fig 3.7A), y que éstas se observan durante todo el tiempo de

incubación. Esto es indicativode que pueden formarse cantidades detectables del 'complejo

final"a tiempos cortos de iniciada la reacción de asociación. probablemente en la velocidad

limite impuesta por la difusión.

Además pudimos identificarotras dos lases de disociación. con constantes de 1 s" y

0.07 s" (Fig 3.7A) cuyas amplitudes relativas disminuyen a medida que transcurre el tiempo de

incubación, y desaparecen a los 2 y 20 sec respectivamente (Fig 3.78). Esto sugiere que estas

dos lases son eventos secuenciales. siendo la primera de ellas coincidente con la disociación

del complejo de encuentro, reportado en el experimento de pseudoprimer orden (K1, Fig 3.18),

y la segunda es atribuible a la reacción reversa del primer rearreglo conformaclonal (K2 , Fig

3.4A).

Estos resultados son evidencia firme de la existencia de dos caminos paralelos de

asociación entre E2c y Fl-s35. en concordancia con la detección de dos rutas paralelas de

unión descriptas por los experimentos de pseudoprimer orden (Flg 3.1. Flg 3.2). La estrecha

ventana temporal del análisis. y la invariancla de las amplitudes relativas de km1 y koffi. sug­

Iere además que las poblaciones finales a las cuales llega el complejo E2c-s35 están en rápido

equilibrio.Por lo tanto. ambas poblaciones deben estar estrechamente relacionadas estructural­

mente. y la barrera energética que las separa debe ser pequeña.

))MCCANISMO cmfinco DE UNIÓN Dc - ADN 147



v­

vkw!WWO‘OOJOv-O-‘O<-%Oa0e0=0“‘

Figura 3.7: Experimentos de asociación-diso­

claclón por doble-mezcla. 100 nM EZc fue mez­

clado oon 100nM FI-s35 y luego de un “tiempo de

incubación" variable, la mezcla fue competída con

2.5uM s35. Los perfiles de fluorescencia de FITC

luego dela segunda mezcla fueron ajustados a

decaimientos exponenciales y se muestran:

En la parte superior. un esquema del arreglo exper­

imental para la doble-mezcla.

A) las constantes obtenidas: kobs 1 (círculos blan­

cos), 2 (círculos negros). 3 (triángulos blancos). 4

(triángulos negros).

B) se muestran las amplitudes correspondientes a

las fases 1 y 2 indicadas en A. Las amplitudes de

las fases 3 y 4 permanecen constantes.
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Experimentos de doble-mezcla corno el presentado en la figura 3.7 fueron llevados a

cabo con los otros oligonucleótidos. Para el sBPV se identficaron 3 fases: i) un evento rápido

con kobsï = 2 s‘1 cuya amplitud desaparece a los 2 sec, y la asignamos a la disociación del

complejo de encuentro. ii)una con kobs2 = 0.008 s". coincidente con la fase mayoritaria encon­

trada para la díscociacíón del complejo consolidado (tabla 3.1) que, como para el 535, esta pre­

sente desde los primeros tiempos de incubación; iii)una con kobsa = 0.004 s", coincidente con

la otra de las encontradas para la disociación del complejo consolidado, que tiende a desapare­

cer a los 25 sec.

Para el caso del ADNinespecifico FI-iset35 se detectaron dos fases coincidentes con

la disociación del complejo final (tabla 3.1), estando presentes desde los tiempos más cortos de

incubación, con constantes de velocidad de 2,0 y 0,5 s". El hecho de que no se observen más

eventos fuorescentes para esta asociación concuerda con Io hipotetizado anteriormente acerca

del modode unión a ADN inespecifico.

Los resultados presentados muestran que la asociación entre hE2c y ADN(específico

o no) puede darse por al menos dos rutas paralelas. Para el caso de ADNespecífico, una de

las rutas incluye el pasaje a través de dos intermediarios y la otra, extremadamente rápida,

puede ser representada como de "dos estados”. En la figura 3.8 se presenta un esquema del

modelo que proponemos para las reacciones cinéticas de unión E2c-ADNespecífico.

kon1 k 2+ _¿
+ k —1 k -2

I rpidos

kon2

Ó + x ‘
koff 2

Figura 3.8: Esquema de la lnteracclón especifica E2czADN.E2c existe en dos poblaciones contormacionales, cada una de las cuales une ADNpor rutas paralelas.

En la parte interior: "ruta de dos estados"; en la pane superior "ruta de intermediarios". Los valores de las constantes cinéticas se muestran en la tabla 3.1.
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EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE

LOS EVENTOS DE ASOCIACIÓN: CARAC­

TERIZACIÓN TERMODINÁMICA DEL TSE

DEL EVENTO DE COLISIÓN INICIAL

La dependencia de los eventos cinétlcos con la temperatura es una herramienta lun­

damental para obtener inlorrnaciónacerca de los intermediarios y de las barreras delos esta­

dos de transición que los separan ".Para evaluar el electo de la temperatura sobre la reacción

de unión, elegimos seguir los cambios de las señales de Trp de E2c (W339F). ya que se evl­

dencia una sola ruta de unión y, simultáneamente, provee Inlonnaclón acerca de los rearreglos

conlonnacionales de los intermediarios.

Realizamos experimentos de unión en pseudoprimer orden respecto a 535, a diler­

entes temperaturas, entre 9 y 35 °C (Fig 3.9A). Como es evidente en la ligura y se detalla en el

inserto. el electo de la temperatura tanto en km1 o k_, es muy pequeño, dentro delos errores

asociados a la medición.

El hecho que la temperatura afecte en poca medida las reacciones de asociación

impidióla extracción de los parámetros termodinámicos precisos. por Io que se realizó un

experimento complementario. Medimos el valor de Ia constante cinética observada a una con­

centración lija de Iigandos. en lunción de la temperatura (Fig 3.93). El ajuste de los datos a la

ecuación 7.2 (capitqu 7) muestra que la reacción se puede describir con una barrera de acti­

vación pequeña. esperable para un evento guido entróplcamente (tabla 3.2). Esto esta en con­

cordancia con los ensayos de luerza iónica presentados en la Fig 3.5. donde se mostró que el

evento de colisión involucra la liberación de contralones de la interfase, para lo cual que se

espera una contribución mayoritariamente entróplca ‘7'7‘.Por lo tanto. los electos dela temper­

atura parecen estar restringidos a aquellos relacionados con el movimientoy dlluslón de las

macromoléculas en solución .

Otra delas contribuciones energéticas a la termodinámica de interacción es el cam­

bio de capacidad caloritica a presión constante. ACp. Las contribuciones del ACp a la energia

librede los TSE estan dadas mayoritariamente por el derretida de los 'clusters" de solvente que

hldratan las superficies hidrolóblcas ¡5. Sl uno considera la dilerencla de exposición al solvente

como la única luente de ACp 5“”, la Iinearidad del gráfico de Eyrlng (ACP: = 0) sugiere que

hay cambios minimos en la exposición de superficie. tanto para la reacción partiendo desde las

macromoleculas libres corno desde el complejo de encuentro, al conjunto de estados de transi­

ción que los separa. Esto implicaríaque la interfase del “complejode encuentro' perrnanecerla

con un grado de solvatación cercano al de macromoléculas libres.
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Figura 3.9: Efecto de la temperátura en la collslón Inicial. A) 25nM E2c fue mezclado con diferentes concentraciones de ADNa diferentes temperaturas:
¡woGaceta-chow-«tao

pg9' 10°C (círculos negros), 15°C (círculos blancos), 20°C (cuadrados negros), 25°C (cuadrados blancos). La unión se identificó por la fluorescencia de Trp. como

en la Fig 3.4. Inserte: gráfico de Eyring de la k°n1 (círculos negros) y la k_1(círculos blancos) calculadas. B) Gráfico de Eyring de la constante de asociación

observada para el complejo de encuentro a 30nM E2c y 60nM 535.

>)MECANISMÜ ClNÉTICO ers umóN Ezc —ADN 51



rre;

ANÁLISIS DE LOS ESTADOS DE

TRANSICIÓN ASOCIADOS A LOS

REARREGLOS CONFORMACIONALES

Tabla 3.2: Parámetros tennodinámicos calculados para las barreras de activación de los rear­

regios conlormacionales de la interacción E2c-ADNespecifico

kon! k2 K3 kon ko"

4.8:}:1.1 16.1 :t3.6 19.2 ¿3.2 19.6 i0.1 20A:l:0.5

1.5103 21.5¿2.6 18.0:t3.0 11.0:t1.3 15.4:k7

-11.1:k1 18.1125 4.0i1.2 -28.9:l:1.3 -17.0-.t:7

N) ND ND -0.26:t0.1 -0.98:tO.4

AGOt(kcal mor')

AHO‘ (kcatmor‘)

A8.,t(caleor‘)

ACp' (kcai mol-1K")

La velocidad de los eventos de rearregio detectados por los cambios en la Intensidad

de lluorescencia de los Trp de E2c (W339F) lue medida en el rango de temperaturas experi­

mentalmente accesibles, entre 9 y 35 °C (Fig 3.10). Los graficos de Eyring muestran que las

velocidades aumentan a medida que aumenta la temperatura, Indicando energias libres de acti­

vación positivas. Los ajustes a ia ecuacion 7.3 (capitulo 7) permiten estimar los valores de los

parámetros tennodinámicos de los conjuntos de estados de transición, presentados en la tabla

3.2. Los valores de Ia energia libre de los TSE (AG') son altos comparados con el valor de rel­

erencia (la energia térmica a 25°C, HT= 0.6 kcanoI) y con la dilerencla energética total medi­

da al equilibrio (-13.5 kcaI/mol, Fig 2.5), definiendo 'valles' de minimos energéticos profundos

donde caen los intermediarios.

La barrera de activación del primer rearreglo (kz, tiene contribuciones entálpicas

deslavorables y entrópicas favorables, siendo esperados valores positivos de AS‘cuando

aumentan los grados de libertad rotacionales y traslaclonaies internos de los reactantes (tabla

3.2). En esta instancia no es posible disectar las contribuciones de cada macromolécula. protei­

na o ADN.a las energias de activación presentadas. Ha sido descripto (en los capítulos prece­

dentes y en ”' " 5) que tanto E2c como el oilgonucieótldopresentan algún grado de plasticidad

estructural. y que ambos reactantes inducen mutuos cambios conlormacionales al interactuar.

Por tanto, el complejo proteínazADNdebe ser Interpretado como una entidad termodinámica

nueva y diferente. más allá de las contribuciones independientes de las partes.

Lamayorconubudónalaenerglalbredeacfivaclónddsegundoreaneglo(lq. es

entálpica. cuyo origen puede asignarse a la formadón de interacciones de van der Waals y uniones

de hidrógeno, presumiblemente en la intertase de asociación (tabla 3.3). Para que estas uniones cer­

canas tengan lugar. las esleras de hidratación de las rnacromolécuias deben reorganizarse y, como

se rnostro en la Fig 3.6, esto ocurre en el mismo rango temporal que k3. Tomados en conlunto, estos

datos sugieren que la 'Iectura directa“de las bases del ADNse consolidada durante este evento.
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Figura 3.10: Efecto de la temperatÏJra a los rear­

reglos contormaclonales de E2c-ADt‘l.Gráficode

Eyringde las constantes observadas para las fases

fluorescentes Trp, independientes de la concen­

tración, a 100nM E20 y 300nM 535. k2 (circulos

negros), k3 (círculos blancos).

EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA

DlSOCiAClÓN DEL COMPLEJO E2c:535

Figura 3.11: Efecto de la temperatura sobre la

disociación de Ezc-ADN. Gráfico de Eyring de

las constantes observadas para las disociaciones

del complejo E201Fl535. medidas como en la Fig

3.3. Atodas las temperaturas, los decaimientos

ajustaron a dos exponenciales: ko,f1 (circulos

negros), koflz (circulos blancos).

Para ninguno de los rearreglos descriptos se detectó un componente ACp’ impor­

tante, algo inesperado dado que un fuerte ACp negativo se midió por estudios de calorimetria

de titulación isotérmica de la unión E202335al equilibrio ’°. Esto podria indicar que la contribu­

ción al ACp‘esta presente en rearreglos conformacionales subsiguientes, no detectados por

cambios en la intensidad de fluorescencia de Trp. Otra posibilidad es que, dado que estamos

midiendo la transición desde los reactivos libres pasando por los íntermediaros y los estados de

transición, es posible que el componente ACp‘ se evidencie en la reacción reversa, es decir, en

la disociación del complejo final.

Con el objeto de medir el efecto de la temperatura sobre los eventos de disociación

utilizamos el ensayo descripto para la disociación del complejo E2c:Fl-s35 (Fig 3.3), donde se

midió Ia disociación por el agregado de un exceso de ADN sin fluoresceinar. Atodas las tem­

peraturas ensayadas se detectaron dos fases fluorescentes, correspondientes a las rutas de

disociación paralelas descriptas (Fig 3.11). Ambas reacciones tienen altas energias libres de

activación, en el mismo rango que las reacciones en el sentido inverso (¡(3).evidenciando que

son los pasos limitantes de las rutas de disociación (tabla 3.3). Las energías de activación

tienen contribuciones entrópicas y entálpicas desfavorables, lo cual es esperado para la redis­

tribución de la red de uniones en la interface y las entropías rotacionales y vibracionales asoci­

adas al proceso. Se detectó además un fuerte componente, de signo negativo, en el cambio de

capacidad calorífica (ACp‘,tabla 3.3). Esto puede interpretarse como un "ocultamiento"de

superficie accesible al solvente ocurriendo en esta etapa. Cabe remarcar que esto está en con­

cordancia‘con el evento de exclusión de solvente de la interfase, medido por la expulsión de

ANS, postulado justamente para esta etapa cinética (Fig 3.6).
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EFECTO DE LA TEMPERATURASOBRE LA Como fue descripto, la unión de E2c a ADN puede darse por una ruta caracterizada

RUTA DE ASGCtAClÓN DE DOS ESTADOS como de “dos estados" (Fig 3.1, Fig 3.7). Afin de estudiar el efecto de la temperatura sobre

esta vía, intentamos realizar curvas de asociación a diferentes temperaturas utilizando el

oligonucleótido FI-535.Los efectos observados no pudieron ser interpretados dada la super­

posición entre la variación de las constantes y las amplitudes con las variaciones del rendimien­

to cuántico de la fluoresceína debidas solamente al cambio de temperatura. Sumado a esto,

tendriamos que considerar también el efecto de la temperatura sobre la fluotuaciónde las

poblaciones conformacionales de E2c (Fig 3.2), por Io que la cantidad de variables asociadas

imposibilitan un análisis detallado. ‘

No obstante, podemos efectuar algunas observaciones indirectas. Como se describió,

la velocidad de asociación de esta ruta está limitada por la difusión (Fig 3.1) y. considerando

que ésta es análoga a la presentada para el camino de unión con intermediarios (Fig 3.9), la

barrera de activación para esta unión debe ser también pequeña. En este sentido, los experi­

mentos de doble-mezcla muestran que a 25°C se puede alcanzar una población de “complejo

final"en tiempos cortos, en concordancia con una barrera de activación de baja energia libre,

en la dirección de la formación del complejo. Por otro lado, la barrera de disociación atribuida a

esta ruta es alta (Fig 3.11, tabla 3.2), y teniendo en cuenta que la reacción puede ser planteada

como de “dos estados", con una alta diferencia energética total, se corresponde con la asi­

gnación de una pequeña barrera de activación al proceso de asociación (Fig 3.12).

Figura 3.12: Representación gráfica de los cam­

bios terrnodlnámicos asociados a la Interacción

E2c-ADN. Los valores corresponden a las energias

libres de activación estándar a 25°C y 1M, mostrados

en la tabla 3.2. Para el “complejo de encuentro", las 3

lineas representan los valores de la unión de E2c y

diferentes oligonucleótidos. La linea punteada mues­

tra el perfilde reacción para la mta de “dos estados”,

y la linea llena la de la ruta de “dos intermediarios".
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RELACIÓN DE LAS MEDICIONES

CINÉTICAS CON LA MEDICIONES AL

EQUILIBRIO

Teniendo en cuenta las mediciones energéticas al equilibrio,coniuntamente con los

resultados presentados en este capítulo. podemos construir esquemas de reacción para los

caminos cinéticos de unión E2c-ADN(Flg 3.12). Para la ruta descripta como de dos estados. la

relación de las velocidades de asoclación y disociación nos permiten estimar una constante de

disociación al equilibrio (KD)de 1.5 x10"° M. en estrecha concordancia con la medición al equl­

Iibrio.2 x10"° M (capítulo 2). Para el camino con dos Intermediarios. la constante de dlso­

ciación calculada para los equilibriosconcatenados es de 0.04 nM. que puede considerarse

muy aceptable teniendo en cuenta la complejidad del camino cinética y los errores asociados a

las mediciones.

Según el modelo del mecanismo clnético de unión E2c2s25 presentado (Fig 3.8). exls­

ten dos caminos de unión paralelos. Estas rutas parten de un equilibrioconformacional de E2c.

preexistente a la unión de ADN.Los 'confórmeros' planteados no deben ser lnterpretados como

dos estructuras proteicas rigidas y diferentes, sino como poblaciones confonnacionales dináml­

cas. como ensembles conformacionales separados por una barrera energética. De la depen­

dencia de las velocidades de colisión con la concentración de E2c. se estimaron las constantes

cinéticas de segundo orden (kon).utilizando para el cálcqu los valores de concentraclón total

de E2c. Planteada la existencia de ensembles confonnaclonales. debemos reinterpretar los

resultados. ya que la concentración de E20 total esta dada por la suma de Ia concentración de

arnbas poblaciones de confónneros:

[E2c] = [coan] + [confB]

Asu vez. la constante de velocidad observada para cada colislón varía según:

kobsA = konA [coan] + kMA

kobsB = km3 [confB] + kofiB

Hemos reponado que las ko” de la unlón de cada conlórrnero son cercanas y de

magnitud despreciable frente a las magnitudes de kon.Asi. la velocidad de colislón depende de

Ia kon especifica para cada confórmero y de la concentración de cada uno, en principio,

desconocida. Como primera aproximaclón proponemos dos posibilidades por las que se obser­

van las diferencias de ka“; 1) la concentración de cada conlórrnero es la mlsma, por lo que las

kon han de ser dlstlntas; o 2) las konson lguales y las concentraciones relativas de los con­

fórmeros son distintas.

Si la populación relativa de las poblaclones confonnacionales es Igual, los electos

observados se deben a diferencias en las kon intrínsecas de cada población. Dado que las

macromoléculas son dfmeros de la misma proteína, esto podria justificarse por un efecto difer­

encial de las cargas expuestas en cada confórmero sobre el campo alectrostatico resultante. lo
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que inlluirialas velocidades de colisiones asistidas electrostáticamente. De cualquier manera,

de existir una diferencia en las velocidades. esta no seria muy grande. dado qee ambos even­

tos observados corresponden a colisiones bimoleculares limitadas por la difusión (Fig 3.1).

Por el contrario. sl ambas poblaciones de oontórmeros tlenen la misma kon. las dller­

encias entre las velocidades observadas se deben a la populación diferencialde cada ensam­

ble. Si este fuera el caso. es posible estimar directamente Ia poblaclón relativa de cada uno. ya

que:

kobsA / kobsB = [con/A] / [conIB]

Según esto. es posible estimar que las poblaciones relativas son 66% A, 33% B. Es

decir. el 66% de la unión procederla por el camino de 'dos estados". Para aclarar estos puntos

profundizando en el estudio del mecanismo de unión. abordamos las interacciones de la lnter­

lase con métodos de ingenieria de proteínas. presentados en los siguientes capítulos.
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ANÁLISIS DE LA INTERFASE PROTEÍNA-ADN POR MUTAGÉNESIS 'S'ITIODIRIGIDA

- Juanito. debes dibujar lo que ves.

- Yoveo lo que dibujo, maestro.

Juanito a su maestro de 2do grado, José MaríaFlrpo
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ANÁLISIS DE LA iNTERFASE PROTEÍNA-ADN POR MUTAGÉNESIS‘SITIODIRIGIDA

La distribuciónenergética de todas las reacciones de unión entre macromoléculas es

el resultado de intríncadas redes moleculares de contacto. La remoción puntual de los grupos

interactuantes provee inlormación sobre la contribución energética de cada uno de los contac­

tos removidos. y de cómo éstos influyensobre los demás componentes no modificados. Para

una asignación racional de las energias asociadas es fundamental contar con estructuras de

alta resolución de los componentes fisicos en estudio, asi como de una descripción detallada

de la red de interacción. y de los aspectos dinámicos asociados a los mismos. En las condi­

ciones actuales. es virtualmente imposible recabar todos los datos necesarios para interaco

ciones tan complejas como el caso de las interacciones proteina-ADN,donde las macromolécu­

las pueden tener más de 2000 átomos. la superllcle de interacción ser mayor a 1500 A‘. los

contactos intermoleculares sumar decenas y los movimientos asociados. distribuirse por todo ei

sistema en lorma correlacionada.

Apesar de la evidente complejidad, y con el lin de aportar a la comprensión delos

mecanismos por los cuales las proteinas se unen especificamente a secuencias de ADN,el

modelo de interacción de E2c-s35 provee un marco Inicialplausible de ser analizado experi­

mentalmente utilizando los métodos de medición descriptos en los capitulos anteriores. Para

este modelo, contamos además con la posibilidadde relacionar las mediciones energéticas con

estructuras de alta resolución. tanto de los componentes libres como del complejo proteina­

ADN.Asi, planeamos disectar energéticamente la interacción E2c-ADNpor medio de un estudio

de mutagánesis racional sitio-dirigida.
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DISEÑO DE LAS MUTACIONES

PUNTUALES
La estrategia general consistió en mapear energeticamente Ia superficie de interac­

ción entre E2c y ADNpor medio del reemplazo puntal de cada uno de los aminoácidos de E2c

involucrados directamente en la interacción con ADN. Dado que no contamos con una estruc­

tura de alta resolución para el complejo (HPV-16) E2c-ADN, la identiliación de los posibles blan­

cos mutagénicos se realizó en base a las estructuras resueltas de los homólogos de E2c para

los cuales existen estructuras del complejo con ADN: BPV-l y HPV18. Estos modelos muestran

que la interacción se da principalmente por las hélices mayores que se extienden por iuera del

barril B-dimérico(también llamadas 'heiices de reconocimiento" o hélice 1). y los zurcos may­

ores del sitio canónico E2 en una conlormaclón de B-ADN(Flg 4.1A). Dada la alta similitud de

la secuencia primaria de E2c de los dilerentes papi/Iomavlrus (que, en particular. es máxima en

la zona de Ia hélice 1. Fig 4.10) y la conservación estructural descripta para las estructuras

resueltas de las dilerentes cepas (incluida la HPV16, Fig 1.5). es de esperar que las zonas de

contacto esten también altamente conservadas.

Ei análisis estructural de la interacción entre (HPV18) E20 y ADNespecífico revela

una intincada red de interacciones no-covaientes "' “ (Fig 4.1B). entre las que se destacan

uniones electroestáticas. uniones de hidrógeno, Interacciones de van der Waals. y 'uniones

hidroióbicas".Se pueden agrupar dos categorias de contactos, los 'inepeciticos' que ocurren

entre E2c y los grupos loslato de la cadena principalde ADN,y los 'especiiicos' que se dan

entre las bases nitrogenadas del sitio E2 y los residuos de los aminoácidos de Ia hélice 1 de

E2c. Los 'inespecllicos" contabilizan 24 uniones electroestaticas entre grupos cargados positi­

vamente en E20 y los iosiatos de la cadena desoxlrribonucleotidica. Dentro de los 'especiiicos'

se pueden contabilizar 14 uniones de hidrógeno directas. 8 uniones de hidrógeno mediadas por

agua, y 2 interacciones de dispersión (Fig 4.18).

Dada la alla conservación tanto del sitio E2 (ACCGnnnnCGGT). como de la tcpoiogla

de E2c. no es sorprendente encontrar que los aminoácidos más conservados son aquellos

involucrados en los contactos directos entre E2c y las bases nitrogenadas del sitio E2: K297.

0298, R300. R302. sugiriendo además que existe una conservación evolutiva en el mecanismo

estructural de reconocimiento y discriminación de secuencia.
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Figura 4.1: Esquemas estructurales de la inter­

acclón E2c-ADNespecifico. A) modelo erístalo­

gráfico derivado del co-cristal de HPV18-E2czADN.

B) Mapa de los contactos entre E2c y ADN deriva­

do de la estructura presentada en A. Para mayor

claridad, en la parte superior se esquematizan los

contactos con los grupos fosfato y en la interior los

contactos con las bases. Estos se repiten simétri­

camente sobre el centro del pallndrome. (w) es una

unión de hidrógeno mediada por una molécula de

agua. C) alineamiento de las secuencia primaria de

la hélice de reconocimiento de E2c de HPV16 y
HPV18.
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DEFINICIÓN DE LAS REGIONES

MUTAGENIZADAS

Reglón de la héllce 1: se mutagenizaron todos y cada uno de los aminoácidos de la hélice de

reconocimiento, desde Ala293 hasta Lys305. La Fig4.2Amuestra la superficie de E20 accesible

al solvente, destacándose en la zona de la hélice 1 cada uno de los residuos modificados. Las

mutaciones se realizaron de manera racional 25,apuntando a la remoción de grupos funcionales

de los diferentes aminoácidos, reemplazando de manera de causar la menor perturbación

estructural posible. Por ejemplo, el reemplazo de Tyr por Phe o Ala permite asignar directa­

mente Ios efectos al grupo OH (en el caso del reemplazo por Phe) o al anillo aromático (reem­

plazo por Ala). En algunos casos se buscó delecionar todos los grupos funcionales más allá del

carbono-ot. para lo cual el aminoácido fue reemplazado por Ala. En Ia tabla 4.1 se detallan las

¿l mutaciones realizadas sobre los residuos mostrados en la Fig 4.28.

La superficie total de Ia hélicet de E20 involucrada en la interacción con ADNes de e900

A2.Dado que mutagenizamos la totalidad de los residuos expuestos de dicha región. podemos decir

con confianza que el mapeo energético cubre más del 95% de Ia superficie total de interacción.

T 295 N 294
A 293

K 297

Figura 4.2: mutaciones realizadas sobre la región de la hélice 1. A) superfice de E2c accesible al solvente, según la estructura cristalográficade E2c de HPV16

(3°).La superficie correspondiente a Ia hélice 1 se muestra en azul. B) Representación individual de los aminoácidos mutagenizados. l

Los colores corresponden a convenciones internacionales; amarillo, neutro polar; en blanco, hidrofóbico; en azul, básico.
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Región del loop B2- B3: en los primeros estudios estructurales de la interacción BPV1-ADN,

se identificóotra región de contacto oon ADN más allá de la hélice1 3‘. Se trata de un loop que

conecta la B2 y la [33del barril B-dimérico, para el cual se identificaron contactos directos a fos­

fatos de la cadena nucleotídica, uniendo la zona de la secuencia “separadora” de los hemisitios

E2 del ADN(Fig 4.3). Posteriormente se encontró que este loop no esta definido en la densidad

electrónica de ningún cristal de E2c libre, y se propuso que esta región presentaría una alta

movilidadcuando Ia proteína esta en estado “libre”, ordenándose al contactar ADN.Sin embar­

go, en el complejo de HPV18-E2czADN,no se observó densidad electrónica definida para esta

región, por lo que se argumentó que, para E2c de HPV,este loop debería mantener la movili­

dad incluso después de unido a ADN 36'3" ‘8.En base a esto, se propuso que los contactos

definidos para el loop solo se dan en las cepas de BPV1 y no de HPV,justificando en forma ad­

hoc Ia diferencia de discriminaciónque ambas cepas presentan cuando se ensaya la unión con

sitios E2 mutantes en la secuencia “separadora” 39.

Con el fin de aclarar este punto y medir Ia contribución de la región del loop 62-63 al

mecanismo de unión a ADNde la cepa de HPV16, planeamos 5 mutaciones puntuales sobre 3

aminoácidos del loop (tabla 4.1)

Figura 4.3: loop 82-63. A) modelo cristalográfico

derivado del co-cristal de BPV1-E2czADN.

B) superposición de las estructuras de E2c

derivadas de los cristales de BPV1-E20:ADN,rojo y

hemisitio separador hemisitio HPV16-E2c, verde. Se muestra solo un monómero.
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CONSTRUCCIÓN DEL CONiUNTO DE

MUTANTES

La descripción detallada de la construcción de conjunto de mutantes se presenta en

Materiales y Métodos (capitulo 7). Brevemente: se diseñaron cebadores conteniendo la

mutación deseada y, utilizando como molde un plásmido de expresión conteniendo el marco de

lectura de E20, se ampliiicó por PCFi todo el plásmido. Secuenciando el ADNrecuperado se

confirmó la introducción de la mutación deseada y la Integridad de resto del marco de lectura

de E2c. Las proteinas lueron expresadas en iorma recombinante en E. coliy la purificación se

siguió de lorma similar a la descripta para la proteina salvaje.

Salvando engorrosas diiicultades técnicas surgidas, pudimos construir el total de las

mutaciones planeadas. Exceptuando dos mutantes. la expresión recombinante iue exitosa y

obtuvimos proteína soluble en todos los casos. Para las mutaciones L296Ay L299A,no se

observó banda de sobreexpresión en las condiciones estándar del ensayo. Este resultado no es

del todo sorprendente. ya que ambas cadenas laterales mapean en Ia cara interna de la

aniipática hélice 1. donde existe un "core”hldroióblco formado con la cara externa del barril-B.

Es posible que este 'core" esté involucrado en la estabilización de la helice1. el cual puede ser

perturbado por las mutaciones Leu a Ala. desestabilizando el estado plegado de la proteina

toda. Si esto ocurriera, no es de extrañar la falta de expresión consistente de las mutantes

antedichas. De todas tormas esto no Invalidael estudio mutagénlco. ya que estos residuos son

predichos como no-contactados por ADN.

Las mutantes restantes fueron puriiicadas a homogeneidad. obteniéndose un

rendimiento entre 2 y 40 mg de proteina por litrode cultivo. Cabe destacar que el último paso

de puriiicación utilizado es una columna de filtración por tamiz molecular. donde todas las pro­

teínas eiuyeron en el volumen esperado para un dimero de E2c (-19 KDa). indicando que las

mutaciones introducidas no aiectan la dimerización de E2c.

Ajuzgar por los espectros de dicroismo circular (DC) en el UVlejano. todas las pro­

teinas mutantes puriilcadas se encuentran plegadas (Fig 4.4). En general, al estado de

plegamiento, en tanto a topología general y contenido de elementos de estructura secundaria.

no se encuentra afectado drásticamente por la mutación. Sin embargo. hay dos excepciones

que destacar, situadas ambas en el N-cap de la hélice1:

La mutación A296G presenta un espectro de DC anómalo. con una disminuciónde las ban­

das caracterLsticasde a-hóiice. y un aumento de la htensidad negativa alrededor de 215-217 nm. En

esta zona del espectro contribuyen principalmente las láminas-B y otros motivos estructurales como

Ioopsy haírpins, por tanto el cambio dicroicono es univocamente asignable a un reanegio estructural

dehbo’DadoqmsefiahdeumnmdmunuBLaanimsqnhaparüóndesahbsmh
regiónde 215-217nm se da a expensas de la desaparición de las señales de a-hólioe. Esta h'pótesis

se refuerza si consideramos que ei cambio introducidose localiza sobre el N-cap dela helice1. siendo

además un reemplazo por Gly.aminoácido que es considerado como "desestabiizadof' de conforma­

ciones a-hólice ”. Estos resultados sugieren que la mutación introducidaprovoca una desestabi­

lización local de la hélice 1 de E2c. favoreciendo un piegamiento alternativo de la mdena polipeptidica.
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Este estado de plegamlento alternativodel dímenode E2c puede también evidenciarse en la

proteina salvaje: si E2c es calentada a 50°C por 15 min. temperatura para la cual el plegamiento general

de E2c no se afecta, el espectro de DC recuperado presenta las mismas características que el descripto

paraA293G (Frg4.4B).Como se mencionóen el mpítulo1.la hélice 1de E20no es una región>

estructura fuertemente consolidada, e incluso puede considerarse como un “foldón”o microdominlode

plegamiento pseudo-independiente del barril-[35"n' 7’(Nadra et al. enviado). Dada la evidente desestabi­

lizacióncausada por la deleción de un metiloen el N-cap dela hélice. podemos atribuirel efecto al aumen­

to de grados de libertadde los ángulos phi y psi en la posición 293, efecto típico atribuido a la mutación por

Gly. '

En cuanto a la mutación en la posición 294 (Asn->Ala).el espectro presenta un aumento en la

elipticidadabsoluta de las tu .d... ' " "s a hélice, al mismo tiempo que un corr'rnientodel míni­

mo de 211 hacia 208 nm. Esto sugiere que la mutación introducidaconsolida la fomtación de la hélice1. a

expensas de algún elementode estructurasecundaria que contribuye en la región de 212-218 nm.

Figura 4.4: Espectros de dlcroísmo circular de

las mutantes de E2c. A)Se colectaron llos espec­

tros de DC en el UVlejano de cada una de las pro­

teinas purilicadas en 25mM AcNa pH=5.6, 10mM

NaCl, 10mM MgCl2, 1mM DÏT a 25°C. Se desta—

can E2c salvaie (línealllena), A2936 (puntos blan­

cos) y N294A(cuadrados negros)

B) Espectro de la protelna salvaje en las mismas

condiciones a 25°C (linea llena), a 50°C (Ilnea pun­

teada). y a 25°C luego del tratamiento térmico

(lineas largas).
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DISECCIÓN DE LA ENERGIA

LIBRE DE UNIÓN

Utilizando el ensayo de unión a ADNdesarrollado (capítulo 2). y contando con reac­

tivos de alto grado de pureza. realizamos mediciones de unión entre un oligonucleótido conte­

niendo un sitio de unión especílico de E2 (s35) y cada una de las mutantes construldas.

Exceptuando la mutante A2936. todas las proteínas formaron complejos solubles y reversibles

con ADN. En general, los ensayos se realizaron a baja concentración a lln de mlnimlzar posl­

bles electos de uniones con estequlometrlas complejas al slteas. como lo descripto para la pro­

teína salvaje (capitulo 2). En este sentido, todas las Isotermas de unión pudieron ser blen

descriptas con ajustes a modelos simples de estequiometrla 1:1 (ecuación 7.1. capítqu 7).

Realizamos entre 3 y 5 Isotermas de unión para cada una de las proteinas purilicadas.

incluyendo a la proteina salvaje, en las mismas condiciones de presión. temperatura y composi­

ción del tampón.

De los ajustes de los datos calculamos el valor de la constante de disociación (KD)y.

teniendo en cuenta el valor de relerencia para la proteína salvaje. calculamos el electo de la

mutación sobre la energía libre de Gibbs según:

MG = AGmut ' AGM

MG = 'RT ln (Kmu‘l KDwt)

Los resultados se muestran en la tabla 4.1 y en la ligura 4.5.
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Tabla4.1: Mutaclonespuntuales realizadas sobre 52:: constantes de dlsoclaclón dela

unlón a FI-sas y dlferencla de energía llbre de Glbbs.

Posición Mutación AAG (kcal.rno|")

1.04 :t 0.3 -0.0B :t 0.15

1.4 :t 0.1 0.091 :l: 0.09
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Figura 4.5: Efecto de las mutaciones pun­

tuales en ia unión de ADNespecífico. Se

realizaron entre 3 y 5 isotermas de unión

entre cada proteina y el oligonucleótido FI­

s35. Se muestran los valores de la diferencia

de energia libre de Gibbs respecto a la pro­

teina salvaje, listados en Ia tabla 4.1. La

línea punteada corresponde al valor de Ia

energía térmica a 25°C (0,6 kcaI/mol).
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Para el análisis de los resultados supondremos que el reemplazo afecta sólo a Ia

interacción entre el residuo mutado y el ligando. Consideramos que las perturbaciones real­

izadas son minimas y, como indican los espectros de DC, no afectan la topología de

plegamiento. Descartaremos por tanto Ia posibilidad de que existan cambios en la estabilidad

de otros enlaces de Ia red de interacciones que pudieran compensar los efectos de la mutación;

vale decir.supondremos que los efectos de las mutaciones son independientes.

Exceptuando a la mutación T295A. todas las sustituciones causan una disminución

en la afinidad de E20 por el oligonucleótido FI-535. Esto esta en perfecta relación con lo esper­

ado, pues puede interpretarse que la mutación por Ala causa un efecto analogable a la deleción

de los contactos específicos mediados por el residuo más allá del carbono-a. De esta manera,

la energia asociada al evento de unión disminuye proporcionalmente con Ia energia de los

enlaces delecionados, validando del abordaie utilizado.

Lo primero que se pone en evidencia es que los valores absolutos de las diferencias

energéticas medidas son pequeños, entre 0 y 2 kcal/mol. EIvalor de referencia usual es el de

la energia térmica a 25°C (RT = 0,6 kcal/mol). De todas maneras, el error acumulado en las

mediciones es cercano al 10%, indicando que el ensayo de unión desarrollado es lo suficiente­

mente sensible para analizar los pequeños efectos de las mutaciones sobre ia energía de

unión. Los valores de AAGobtenidos para las sustituciones puntuales estan en el rango de los

medidos para otros sistemas, por otros métodos, tanto en estudios de plegamiento de proteínas

’5. interacción proteina-proteina 5' 1°”,e interacción proteina-ADN “' "' “’.
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AUSENCIA DE "HOT-SPOTS" EN LA

INTERFASE DE UNIÓN

En los últimosaños se han acumulado gran cantidad de estudios sobre intenaces de

unión proteina-ligando, particularmente los detallados por métodos de mutagénesis extensiva

sobre interlases ". Una carateristica general emergente de estos estudios es la ocurrencia de

residuos calientes, o “hot-spots" en las intertases. Estos se definen como aquellos sitios para

los cuales el reemplazo de un grupo interactuante produce una disminución desproporcionada

de la energía de asociación, respecto al efecto del reemplazo de otros residuos de la misma

interfase. Los valores energéticos asociados a la modiiicaclónde un 'hot-spot' son general­

mente mayores a 3 kcal/mol.siendo asi caracterizados corno contactos claves en las Interíases.

en tanto que existe algún tipo de cooperatividad en la Interacción pivotando alrededor de estos

residuos ".

Dada la extensiva mutagénesis realizada. que cubre más del 95% de la superficie de

interacción de E2c con ADN,y la medición de las dilerencias energéticas presentadas (Fig 4.5).

podemos decir con confianza que no existen 'hot-spots' en la interfase de interacción E20-535.

Estudios estadísticos de los atributos estructurales de los 'hot-spots" muestran que

éstos se encuentran preferentemente en sitios deshidratados de las intenases '. En este senti­

do, la ausencia de hot-spots en la interacción E2c-ADNpuede ser asociado a una lntertase par­

cialmente hldratada. en concordancia con los estudios crlstalográlicos del complejo, donde se

describen densidades electrónicas correspondientes a moleculas de agua mediando Interac­

ciones (Fig 4.1C).

Una iorma alternativa de interpretar la caracterizacion energética presentada (Fig 4.5)

es que la energía libre de unión esta delocalizada por ei sistema todo. en el sentido que no

existen contactos críticos mediando la interfase. Consideraciones teóricas recientes muestran

que una delocalización energética de este tipo es evidencia indirecta de la ocurrencia de un

proceso de plegamiento asociado al evento de unión ’J' ". El acoplamiento entre plegamiento y

unión ha sido descripto en detalle para la interacciones proteina-ADN en general " y en partic­

ular para el sistema E2c-ADN(capitqu 3,“ 5‘).Por tanto, el modelo de interacción E2c-ADNes

tal vez el primer caso en el cual se comprobó experimentalmente una correlación entre el

plegamiento asociado a la unión de ligando y la ausencia de 'hot-spots'.

))MUTANTI.'5 AL EQUILIBRiO 68



IO".O0.00000000000000000000000ÓOOOOOOOOOOOOOOO

LOCALIZACIÓN ENERGÉTICA EN LA

ESTRUCTURA PROTEICA

Figura 4.6: Localización estructural de las con­

tribuciones energéticas. Se muestra la superficie

accesible al solvente del dlmero de E2c. La zona cor­

respondiente a las “hélices 1”fueron coloreada

según la perturbación energética que causan las

mutaciones puntuales sobre Ia unión de ADNespeci­

tico. Se tomaron los valores correspondientes a las

mutaciones a Ala (o Met), mostrados en la figura 4.5.

Afin de disectar los efectos de las mutaciones, categorizamos los residuos en tres

grupos. Estos fueron agrupados respecto al valor de AAGtomando como referencia el valor de

la energía térmica a 25°C (Fig 4.5). La representación coloreada de las categorías sobre la

estructura cristalográfica se muestra en la Fig 4.6.

El patrón de distribuciónde las contribuciones energéticas de cada residuo parece no

ser aleatorio. Aquellas que contribuyen en más de 2 RT se encuentran agrupadas en la cara

interna de la hélice de unión, respecto al eje de simetría del homodr'mero. Dada la estructura de

E2c unido a ADN,los residuos que se encuentran más cercanos al centro del palíndrome pre­

sentan una mayor contribuciónenergética que aquellos expuestos hacia los extremos. Para

interacciones proteina-proteína, los patrones de distribuciónenergética suelen estar correla­

cionados con parámetros estructurales tales como la superficie accesible al solvente o la super­

ficie molecular 5'25.Para el caso de E2c-ADN, no encontramos correlación alguna entre el

patrón energético y la superficie total del residuo mutado, como tampoco con la diferencia en

superficie accesible al solvente causada por la mutación (no mostrado). Tampoco encontramos

una correlación entre las diferencias energéticas medidas con el número de contactos que cada

aminoácido sustituido realiza. como se presenta en las secciones subsiguientes.
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ADITIVIDAD DE LAS ENERGÏAS ASO­

CIADAS A LOS RESIDUOS INDIVID­

UALES

Para describir el electo causado por las mutaciones puntuales, supusimos que la

introducción de la mutación afecta solo al residuo mutado. De esta manera descartamos la

eventual ocurrencia de electos cooperativos o compensaciones energéticas distantes al sitiode

mutación. En este sentido, la ausencia de “hot-spots" apoya indirectamente este supuesto. Por

otro lado. si los efectos causados por las mutaciones son independientes entre si. las energias

asociadas a cada una de las sustituciones deben ser aditivas “. El mapeo energético presenta­

do incluye toda la hélice de reconocimiento y 3 residuos del loop 62-63 y sl, como asumimos.

los efectos de las mutantes fueran independientes. es de esperar que la sumatoria de las

energias asignadas a cada residuo sea Iguala la energia total asignada a la interacción de la

proteina salvaje y el sitio de ADN. Esta última puede ser calculada a partir de la constante de

disociación del equilibrio E2c-535.

La sumatoria de las energias libres asociadas a las mutaciones de deleclón total de

grupo (Ala o Met) es de 11.5 :t:0.7 kcai/mol. en tanto que la energia libre total de la Interacción

E2c-ADNes de 11.9 :t 0.1 kcal/mol, medida en las mismas condiciones de entorno. Esto Indica

que las perturbaciones de las interacciones entre los grupos funcionales de los residuos y las

bases son independientes entre si. validando la asunción original de no-cooperatividad.

Buscando una coniinnación directa dela independencia del efecto de las mutaciones

al mecanismo de unión de E20-835 al equilibrio, utilizamos el abordaje de ciclos de doble

mutación (capitulo 7). Para ello construimos, expresamos y purificamos tres E2c en las cuales

introdujimos2 mutaciones a Ala simultaneamente. Para cada una de ellas realizamos isotennas

de unión y calculamos la diferencia en la energia libre de unión al sitio E2. como en los casos

anteriores. Si las mutaciones fueran independientes. el efecto energético sobre la doble

mutante ha de ser lgual a la sumatoria de las energias asociadas a cada una de las mutaciones

consideradas en forma separada. Los resultados presentados en la tabla 4.2 Indlcanque las

mutaciones se comportan dentro del rango esperado, es decir. son Independientes.

Tabla 4.2: aditividadde las energias libres de unión a ADNensayada por sustituciones dobles

C298A C298A
N294A RaooM

“¿eficth 2,5:02 2,910,3

giga 3,1+o,s 2720.4
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EFECTO DE LAS MUTACIONES SOBRE

LA UNIÓN DE ADN lNESPECÏFICO

Figura 4.7: Efecto de las mutaciones puntuales

en la unión de ADNlnespecifico.

Se realizaron entre 2 y 3 ¡solermas de unión entre

cada proteina y el oligonucleótido Fl-isetas. Se

muestran los valores de la diferencia energia libre

de Gibbs respecto a la proteina salvaje.

Para evaluar el efecto causado por las mutaciones en el reconocimiento inespecífico

de ADNutilizamos el oligonucleótido ¡set35. que contiene la misma composición de bases que

el site35, pero distribuidas al azar. Los resultados obtenidos para el análisis de un grupo de

mutantes se muestran en la Fig 4.7

Dada la baja afinidad de la interacción E2c - ADN inespecifico, el método de medición

utilizado presenta altos márgenes de error. Sin embargo, es posible estimar que la diferencia

energética presentada por las mutantes respecto a E2c salvaje es mínima o nula. Es decir, ias

mutaciones introducidas no causan efectos significativos en la unión inespecífica de ADN.

Dadas las características generales descriptas para la unión inespecífica de ADN(ver capítqu

1), es esperable que una perturbación pequeña, como las mutaciones puntuales aquí real­

izadas. no alteren sustancialmente la interacción inespecífica.

Si bien no es posible afirmarlo con certeza debido al error asociado, el efecto de adi­

tividad de las energias libres descripto para la unión especifica parece no cumplirse para la

unión inespecífica de ADN.en concordancia con Io encontrado en otros sistemas de interacción

proteina-ADN 75.
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ANÁLISIS DE ALGUNOS CONTACTOS

PUNTUALES, PARTICULARMENTE DE

AQUELLOS EN LOS CUALES SE LLEvó

A CABO'MÁS DE UN REEPLAZO

AMINoAcíDrco

LISINAS 304 Y 305

ARGININA 300 Y TREONINA 295

El método de mutación y análisis desarrollado es lo suficientemente sensible para

detectar pequeñas c0ntribuciones energéticas. Sl se analiza más de una mutación puntual real­

izada sobre el mismo residuo, deberia ser posible asignar contribuciones energéticas a los

diferentes grupos funcionales de los aminoácidos de E2c. En nuestro plan de mutagónesis

racional incluimos la construcción y medición de más de una mutación para 4 aminoácidos de

la hélice 1, y de 2 del loop [32-133.Analizaremoslos resultados para cada uno de esos reempla­

zos. relacionando las estructuras resueltas y la termodinámica de interacción.

Estos residuos se sitúan en el extremo C-tenninal de Ia hélice de reconocimiento de

E2c. La Lys 304 (Arg en la estructura resuelta para HPV18:ADN)ha sido descripta formando

sólo una unión electroestática con los grupos fosfato de G(4). mientras que a Ly5305no se le

asignaron interacciones con ADN.Tanto la sustitución de una u otra causan una pérdida de

afinidad entre 0.9 y 1.5 kcanoI (Fig 4.5). valores en concordancia con lo descripto para

uniones a fosfatos en el sistema reconocimiento de BamHl y ADNespecifico, medidos por otros

métodos "' 0.

Como la sustitución de K305 causa una perturbación en la unión. sugerimos que este

residuo interactúa con ADN.presumiblemente con grupos fosfato vecinos. Dados los valores

energéticos y los errores asociados. es plausible asignar a K305 una unión del mismo tipo que

la que asignada a K304. El hecho que esto no se observe en la estructura cristalográfica sug­

iere que. o bien los contactos varian entre la cepa de HPV16 y 18 o. lo que es más probable. la

estructura cristalográfica obtenida no permite resolver interacciones de estas caracteristicas.

dado que solamente se miden distancias medias de las disposiciones espaciales de los compo­

nentes en la red cristalina.

Conjuntamente con Lys 304. éstos son los únicos aminoácidos asignados solamente a

interacciones con grupos fosfato. Cabe mencionar que para el homólogo de HPV18. en el cual

esta basada ia asignación estructural de la interacción con ADN.hay una Ser en la posición 295

(Fig 4.1). El reemplazo de Thr 295 por Ala resulta en una proteina más afin por s35 que la pro­

teina salvaje. Este comportamiento, en principioinesperado. puede ser adjudicado a la presencia

de interacciones "desfavorables" formadas por T295, o por cambios en las energias de interac­

ción de otros residuos no modificados. Hasta no realizar una sustitución doble sobre T295 y

otros residuos. no nos es posible adjudicar unfvocamente el efecto observado.
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TIROSINA 301

La sustitución de Arg 300 por Met causa una pérdida de alrededor de 1,3 kcal/mol de

la energia libre de Gibbs de la unión a 535. Este-electo puede ser directamente asigando a la

pérdida de la unión salina a los tostatos del ADN, ya que las posibles contribuciones hidrolóbl­

cas de Arg y Met son comparables. Valores energéticos comparables han sido observados para

la asignación de las uniónes loslato de la interacción entre BamHl y ADNespecífico " ‘7.

Según ias estructuras resueltas de los oo-crlstaies de E2c-DNA.existe un residuo de

Tyr en la zona de contacto de Ia hélice 1. Este grupo estaria Invoiucrado en un contacto dispersi­

vo de apilamiento (stacking) con los anillos nitrogenados de las bases T(6) del sitio E2, descartan­

dose interacciones dei grupo OH de ia Tyr (Flg 4.8A). Los resultados obtenidos para las diferentes

sustituciones realizadas sobre dicho residuo se muestran en la tabla 4.1 y la Fig 4.5.

El reemplazo por Phe no afecta la Interacción con siteas, indicando que el grupo OH

no esta involucrado en las interacciones medidas al equilibrio. en absoluta concordancia con ios

resultados cristalográlicos descriptos para los homólogos de HPV18 y BPV1. Esto sugiere

además que al contacto asignable a Tyr301 seria análogo en HPV16. La deleclón completa del

grupo lenol, resultante de la mutación por Ala. afecta en alrededor de 1 kcal/mol la energia libre

de unión. Descartando posibles electos compensatorlos, esto sugiere que la interacción de

slacking descripta contribuyeen valores cercanos a 0.5 kcanoi por residuo. por monómero, en

concordancia con las estimaciones realizadas en otros sistemas °' °.

Varias cepas de papilomaw'rus poseen un residuo de Asn en Ia posición 301, por lo

que ensayamos una sustitución de este tipo en la cepa de referencia, HPV16. Los resultados

muestran que. sumado al electo de ia deleclón del grupo lenllo, la introducción del grupo amlda

electa considerablemente la energia de interacción. Esto sugiere que Ia sustitución del anlilo

aromático por un grupo polar alecta las contribuciones hidrolóblcas dela unión, y que éstas no

son reemplazadas por otras interacciones lavorabies.
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Figura 4.8: Contactos directos aminoácido-ADN. Se esquematizan los contactos asignados a tres de

ios aminoácidos mutagenizados de la hélice 1 de E20. según la estructura resuelta del oo-cristal de

HPV18-ADN. A) Tyr301, B) Cy5298, C) Lys297
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CISTEÍNA 298

LlSlNA 297

La presencia de un residuo de Cys en contacto directo con ADNes un lenómeno

poco lrecuente ". Cuando se describió la estructura del primer complejo (BPV1) E2c:ADN,se

sugirió que la Cys 298 estaria involucrada en Ia lorrnación de 2 uniones de hidrógeno especifi­

cas con grupos de las bases G(S) y T(6) ". Para la estructura del complejo de

(HPV18)E2c:ADN,se modelaron también interacciones directas con las bases, además de una

unión de hidrógeno mediada por agua (Fig 4.88).

Todas las sustituciones realizadas sobre el residuo 298. tanto a Ala como a Gly o Ser

muestran una disminución en la energia de unión de alrededor de 1.2 kcal/mol. Dadas las diler­

entes características de estos grupos, es poco probable que la igualdad en el valor medido

reileje que los mismos electos esten teniendo lugar para cada reemplazo. Por ejemplo, se ha

mostrado que el grupo OH de la Ser es capaz de actuar corno dador de unión de H y. en

algunos casos. reemplazar Ia Cys ”. El hecho que tanto un reeemplazo de Cys por Ser como

por Ala muestren el mismo valor de perturbación total indica que, o bien Ser no es capaz de lor­

mar las uniones de H esperadas. tal vez por restricciones coniormacionales. o que las que

iorma no son energéticamente equivalentes. Este no es un hecho del todo sorprendente, ya

que es sabido que la energia de las interacciones no covalentes depende muy fuertemente de

las caracteristicas químicas y de las distancias interatómicas de los grupos interactuantes “.

Por ejemplo, el valor energético de un enlace de hidrógeno puede variar considerablemente

(más de 2 órdenes de magnitud) según los átomos dadores y aceptores. asi como de los

parámetros geométricos asociados al enlace “. Por otro lado debemos considerar que el átomo

de azulre tiene un luerte carácter hidrolóbico que. dado el mlcroentomo particular de la inter­

lace proteina-ADN. puede contribuir signilicatlvamente en la interacción.

El hecho que la sustitución de Cys tanto por Ala o Gly afecten a la energia libre dela

unión en el mismo rango, sugiere que no hay restricciones oonlonnacionales sobre la cadena

polipeptidica principal mediadas por el residuo de la posición 298. EI reemplazo de cualquiera

de éstos por un átomo de hidrógeno. Ioque otorga más grados de libertad alrededor del enlace

peptidico, no afecta dilerencialmente la energia de interacción total.

La presencia de Lys en sitios de unión a ADNestá ampliamente documentada “. Se

la encuentra involucrada tanto en uniones salinas con grupos fosfato. como en enlaces de

hidrógeno simples o múltiplescon las bases nitrogenadas, participando en contactos especifi­

cos e inespecilicos. Para el caso de la Lys297 de E2c, se propone que participa en 3 contactos

con las baSes G(4) y G(5), dos directos y uno mediado por agua, además de un contacto medi­

ado per agua con un grupo loslato vecino (Fig 4.80).

La deleción del residuo más alla del carbono-a causa la mayor pérdida de energia

libre de todos los reemplazos por Ala electuados sobre E2c (tabla 4.1. Fig 4.5), compatible con
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LISINAS 325 Y 327

ALANINA 293

las múltiples interacciones asigandas a este residuo. El reemplazo de Ala por Arg afecta aún

más la interacción con ADN,mostrando que no sólo el caracter básico del aminoácido as

responsable de las interacciones en esta posición. Más aún. el hecho que la sustitución resulte

desfavorable en 3,4 kcal/moi, es indicativode que otros efectos pueden estar teniendo lugar,

como por ejemplo algún tipo de impedimento estérico dado el volumen del grupo guanidino de

Ia Arg. Como se detalla a continuación. no siempre es posible observar estos efectos.

Estos residuos se sitúan en el loop 62-33, para el cual no hay estructuras resueltas

para ninguna cepa de HPV.En el caso de BVP1, se describieron contactos salinos entre

aminoácidos básicos del loop y grupos fosfatos del "separador" de los hemisitios E2 del ADN.

El reemplazo por Ala causa una pérdida de alrededor de 1 keel/mol. en el rango

obtenido por la sustitución a Ala de la Lys 305 de la hélice de unión, asignada a un contacto

salino débil. En concordancia con Ia hipótesis de contribución electrostática. la restitución de la

carga puntual, por el reemplazo a Arg. resulta en el reestablecimlento da la energia libra de

unión a los valores salvajes (tabla 4.1, Fig 4.5). Comparando estos datos con los presentados

para la Lys297 y Lys304, conjuntamente con las referencias estmcturales, es posible asignar al

loop 82-63 como una región de alta movilidad, involucrada en contactos débiles y por tanto

translentes con uno o más grupos fosfato del ADN.A diferencia de Io que ocurre con los con­

tactos intimos de la hélice. esta región es capaz de 'acomodar" perturbaciones estructurales sl

Ia contribución electroestática del residuo se conserva.

Todos los ensayos da unión da E20 (A2936) con ADN resultaron en la fonnación de com­

plejos proteinazADNinsolubles. Los agregados tomados hacen que la mión e ADNsea irreversible,lo

que impideuna estimación de la energia librade unión. Esta mutante presenta tn espectro de DC

anómalo (Fig4.4), sin evidencias de elementos de hélice-a, atribuido a un plegamlento alternativo de la

cadena poiipeptfdioa.Como se mencionó, un espectro de las mismas caracteristicas puede ser recu­

parado para la proteina salvaje como resultante de un tratamiento termico suave. En concordancia, los

ensayos de unión realizados con un muestra salvaje de estas caracteristicas resultan en la formación

de agregados ‘nsoiublesproteinazADN(no n'Iostrado).Esb sugiere que esta piegamienb alternativo

del polipéptidoE2c puede 'nteractuar con ADN.pero el complejo formado posee caracteristicas estruc­

turales diferentes a los anteriormente descriptos. tal que resultan en múltiples ’nteracciones que pro­

mueven agregación macromolecular. Estudios paralelos llevados a cabo en otras lineas del laboratorio,

muestran que estos podrian corresponder a agregados ordenados. fibriaras, con caracteristicas

amiloides (J.M. Centeno. com. pers.); mas no extenderemos aqui la discusión al respecto.
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ANÁLISIS DEL MECANISMO DE UNIÓN E2C-ADN POR MUTAGÉNESIS SlTlODlRIGIDA:

EFECTO SOBRE EL MECANISMO ClNÉTlCO DE INTERACCIÓN

'Never dld l thlnkmyself as panorama, or as pen ol a panorama, whether the panorama be

human or not. No. never. But molecular biology nowadays invades everything. and it it ls meta­

morphosíng into a Iandscape, what can we do? Paint. Thls Is my intimate, heuristic. molecular,

and human conclusion.‘

André Lwotí
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ANÁLISIS DEL MECANISMO? DE UNlÓN E2c-ADN POR MUTAGÉNESIS SlTIODIRlGlDA:

Flgura 5.1: Diagrama de energia libre de una

asociación entre macromoléculas. En la parte

superior se esquematiza el efecto de una mutación

que desestabiliza tanto el estado final (unido) como

el estado de transición (TSE). En la parte inferior, el

caso en que la mutación desestabiliza el estado

unido pero no afecta el estado de transición. La

linea gruesa, reacción de la proteina salvaje; linea

fina, reacción de una mutante puntual.

EFECTO SOBRE EL MECANlSMO CINETICO DE INTERACCIÓN

En última instancia, el camino de reacción de la unión ente macromoléculas queda

completamente definido cuando todos los estados conformacionales de las rutas de interacción,

incluyendo los elementos libres, unidos, los intermediarios, los estados de transición y todas las

constantes de interconversión, estan identificados a nivel de cada uno de los aminoácidos o

grupos interactuantes. Para esto es necesario recabar informaciónsobre muchos parámetros

diferentes involucrados en ia estabilidad de la unión y definirlos, en términos estructurales y

energéticos, durante todo el proceso de reacción ‘3. EI método de "ingenieria de proteínas" fue

desarrollado a principiosde la década pasada para el estudio de reacciones de plegamlento

proteico ’5. Este se basa en la posibilidad de estudiar los intermediarios y los conjuntos de esta­

dos de transición (TSE) por medio de la caracterización del efecto causado por mutaciones

racionales puntuales sobre las constantes de reacción cinéticas y su relación con la constante

de equilibrio de la reacción ¡5. Como se esquematiza en la figura 5.1, una mutación puntual

puede afectar sólo el estado final de la interacción (unido), afectando el valor de la energia libre

de Gibbs en “AAGeq"(Fig5.1 abajo). Sin embargo, la mutación puede también afectar el TSE

que separa ambos estados (Fig 5.1, arriba), lo cual indica que el residuo sustituido esta involu­

crado en interacciones en el estado de transición. Si la mutación desestabiliza el TSE, la reac­

ción procede más rápidamente ya que la barrera de activación disminuye (AAGi). De forma

análoga, si la mutación estabiliza el TSE, la velocidad de reacción procede más lentamente.
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EFECTO DE LAS MUTACIONES PUN­

TUALES SOBRE LAS ETAP

REACCIÓN

SDE LA

Para el caso de la reacción de unión entre E2c y ADN. nos propusimos evaluar el

camino cinético de interacción a nivel de cada uno de los aminoácidos de E2c que compone la

superficie de interacción con ADN. Para esto utilizamos el conjunto de mutaciones puntuales

antes descripto (capitulo 4). y evaluamos el electo causado por cada modificaciónsobre cada

uno de los eventos cinéticos caracterizados (capitulo 3).

Sobre cada una de las mutantes de E20 se realizaron las siguientes mediciones:

1) Curva de unión en pseudoprlmer orden respecto a Fl-s35: con el lin de evaluar los elec­

tos causados por la mutación sobre las reacciones de colisión con ADN.se ensayó la unión a

5nM FI-sas y cantidades crecientes de ceda una de las proteinas. siguiendo el cambio de inten­

sidad de la iluorescencia de FITCen el tiempo, como lo realizado para la proteina salvaje (capi­

tulo 3, Fig 3.1). Se realizaron entre 6 y 8 mediciones para cada proteina. Las koncalculadas se

muestran en la Tabla 5.1.(tablas 5.1 y 5.2, seguidas a pag completa)

2) Fluorescencia de Trp: en el camino cinético de interacción entre E20 y ADNidentificamos

dos intermediarios que presentan cambios en la lluorescencia de los Trp localizados en el Interl­

or del barril B-dimérico (capitulo 3. Fig 3.4). Estos resultados lueron obtenidos utilizando la

mutante W339F,que presenta cambios llu0rescentes menos complejos que la proteina salvaje.

Como todas las mutaciones puntuales realizadas sobre ia superficie de interacción se con­

struyeron sobre la proteina salvaje. la comparación la realizamos sobre los eventos fluores­

centes ldentilicables de la proteina salvaje. A finde minimizar las señales fluorescentes prove­

nientes de los eventos de colisión y al mismo tiempo obtener una mayor amplitud en la señal,

utilizamos una alta concetración de proteina (100nM), que mezclamos por flujo detenido con

300nM de ADNs35. Todas las curvas lueron ajustadas a decaimientos exponenciales y las con­

stantes cinéticas recuperadas se muestran en la tabla 5.1.

3) Expulsión de solvente de la interfase: como se propuso en el capitqu 3, la remociónde

solvente de la intertase proteina-ADN puede ser monitoreada por la expulsión concomitante del

fluorótoro ANS (Fig 3.6). Cada una de las mutantes fue pre-equilibrada en 50 uM ANS y la

velocidad de expulsión medida por el cambio fluorescente del ANS. ante ia mezcla de un equiv­

alente de s35. Las constantes de velocidad recuperadas se muestran en la tabla 5.1
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4) Cinétlca de disociación: a fin de evaluar el efecto de las mutaciones sobre los caminos

cinéticos de disociación. realizamos ensayos de disociación cinética. como lo descripto para Ia

proteína salvaje (capítulo 3, Fig 3.3). Los resultados se resumen en la tabla 5.2

‘ Tabla 5.1: parámetros clnéticos de cada mutante sltlodirlglda para los eventos de col­

lslón y rearreglos confórmaclonales

Pseud rimer orden FIs-35 Fluorecencia de Trp ANS

kn 1 nM'ls'i) ko,,2 (nn/1'15") kW1(s'1) I kw2 (5") I kw3(s'1) kAN s'1

m
0.061 t 0.00 ­
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Tabla 5.2: parámetros clnéticos de dlsoclaclón de ADNespecífico para cada mutante

sltiodirlglda.

k1 (3")I err mi
Ü 4

k2 (54)] err k
wt 1 18 032 005
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Erecro DE LAS MUTACIONES SOBRE

LA COLISIÓN INICIAL

Como se detalló en el capitqu 3, el mecanismo de unión de la proteina salvaje

comienza con una colisión inicial extremadamente rápida. limitada por la difusión. y asistida

electrostáticamente. Asimismo. las velocidades no varfan sustancialmente cuando la collslón se

da con oligonucleótidos de secuencia inespeclfica, asignando que el complejo de encuentro for­

mado luego de la colisión tiene una baja (o nula) capacidad de 'discriminación de secuencia". A

fin de evaluar el efecto de la mutación sobre la colisión inicial. se realizaron curvas de pseudo­

primer orden respecto a FI-s35, para cada una de las mutantes puntuales (tabla 5.1).

E2c se une a ADNpor dos caminos de unión paralelos (capítulo 3. Fig 3.8). Estas

rutas de asociación parten de un equilibrioconlormacional de E2c. preexistente a la unión de

ADN.Como se planteó hacia el final del capitulo 3, las diferencias en las velocidades de col­

isión pueden deberse a ditererencias en las ¡konintrinsicas de cada confómero o a la popu­

lación diferencial de cada una de las poblaciones de confón'neros. El efecto de las mutaciones

será analizado bajo ambas hipótesis:

1) La mutación no afecta la población de cada conlómero

En este caso. las velocidades de colisión dependen solamente dal efecto de la

mutación sobre la konde cada confórmero. En este marco es posible entonces relacionar las

constantes de reacción cinéticas obtenidas al efecto de la mutación sobre la energía del estado

de transición (AAGÍ) de la colisión inicial. ya que "2

Ami: -RTIn (k mm/ k w,)

Las diferencias energéticas calculadas se muestran en la figura 5.2. El efecto de la

mutación es más drástico sobre la energia de transición de kon2. relacionada a la ruta de aso­

ciación con dos lnterrnediarlos (capítulo 3, Fig 3.8). Los valores absolutos se encuentran fuerte­

mente afectados, considerando que la barrera energética aslgnada a este evento es de 4 a 5

kcanol para la proteina salvaie (figura3.12 y tabla 3.3, capitqu 3). Según esta interpretación,

la mutación afecta menos a la ruta de asociaclon de dos estados, siendo la unión del con­

lómero responsable menos perturbado por la mutaclón. Este resultado esta en concordancia

con la hipótesis estructural antes planteada. donde la ruta de asoclaclón de dos estados corre­

sponde con un confómero con estructura más flexibleque. en prlnciplo,serfa menos sensible a

la perturbación por mutaciones puntuales.

Los electos causados por las mutaciones no son directamente asignablas a perturba­

ciones sobre residuos cargados, como podria esperarse de la deleción de cargas superficiales

de una colisión dilusiva asistida electrostáticamente. Por el contrario, las mutaciones que más

afectan a esta etapa son las relacionadas con camblos estructurales detectados por DC (capi­

tulo 4. Fig 4.4).
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Figura 5.2: Efecto de las mutaciones sobre ia

energia libre del TSE de la colisión Inicial.

Apartir de las constantes cinéticas de colisión, se

calculó la diierencia de energia libre de los estados

de transición como AAGt = -FiTin (k mm/ k M).

Barras negras. AAGJ:calculado para kon1. barras

grises. AAGt calculado para kon2.

2) La mutación no afecta la kon

Si la mutación introducida no afecta la velocidad de colisión, las diferencias encon­

tradas se deben a la popuiación relativa de las poblaciones de confómeros de E2c. De la

misma manera que para la proteina salvaje, la relación entre las velocidades observadas per­

mite estimar la población diferencial de cada uno de los confómeros (tabla 5.3). Cabe men­

cionar que la asignación de confórmero A o B es arbitraria. siendo por definición el confórmero

Ael que presenta mayor kobs . Los porcentajes presentados deben ser tomados como aproxi­

mados, estimándose un 25% de error acumulado. De todas formas, ias mutaciones que más

afectan son también las relacionadas con cambios estructurales asignados por DC. Por ejemp­

lo. Ia mutación A293G y N294D presentan prácticamente un solo confórmero de asociación,

indicando que existe una fuerte perturbación en el pre-equilibrio de E2c causado por muta­

ciones en el N-cap dela hélice de reconocimiento. No hemos encontrado una correlación direc­

ta entre ios valores de ellpticidad y la población relativa de cada confómero. Io que sugiere que

los porcentajes de las poblaciones no son enteramente asignables por DC, o bien porque la

asignación de las kona cada confórmero es arbitraria.
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Desde ya, cabe la posibilidad de que tanto la koncomo la población relativa de los

confómeros se vean afectados por la mutación. En tal caso, no nos es posible asignar los efec­

tos de la mutación sobre los parámetros cinéticos de la reacción de colisión de E2c con ADN.

Solo se podria concluirque todas las mutantes medidas presentan más de un evento de col­

isión bimolecular.

Tabla 5.3: Acumulación relativa de las poblaciones conformacionales de E2c, según la

mutación puntual introducida.

%A %B
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EFECTO DE LAS MUTACIONES SOBRE

LAS FASES DE REARREGLO

Cuando se monitorean los cambios de la fluorescencia de Trp de E20 durante una

reacción de asociación con ADNespecltico a alta concentración, se distinguen 3 lases (kw 1.

kw 2. kw 3 en la tabla 5.1). Según lo presentado en el capitqu 3, donde se utilizóla mutante

W339F. dos de ellas corresponden a variaciones de los Trp localizados en el centro del barriI-_

(w317 y W319) y una de ellas al W339, sobre la hélice 2 y expuesto ai solvente. Dados los

rangos temporales. el evento de expulsión de ANS asociado. y la poca variación que las muta­

ciones inducen sobre la tasa kw 2. asignamos a esta como un evento fluorescente local del

W339. que ocurre en paralelo a la unión y no es un paso limitante en las rutas de asociación.

Es sobre las dos otras tases donde se analizará puntualmente el electo de cada mutación. La

lase kw 1 la asignamos asociada aI primer rearreglo oonlorrnacional presentado por el comple­

jo E2c:ADN.analizada en el capitulo 3 (Fig 3.12). La lase kw 3 corresponde al rearreglo del

segundo intermediario que. para la proteina salvaje, ocurre en simultáneo con la expulsión de

ANS (Fig 3.8, Fig 3.12, Tabla 5.1). Cabe mencionar que las dilerencias entre las velocidades

reponadas para la proteina salvaje en el capitulo 3 y en la tabla 5.1 se deben a que, para el

analisis mutacional. se agregó 10mM de MgCI2al tampón de reacción.

La asignación de cada una de las tasas cinéticas que presentan las mutantes lue

realizada por el orden temporal en el que se suceden y no por las amplitudes relativas de cada

una de ellas. dado que el rendimiento cuántico del Trp puede no estar relacionado con las con­

centraciones relativas de los intermediarios. En los casos en los cuales no se detectaron even­

tos liu0rescentes para una etapa cinética (tabla 5.1. nd), asumimos que Ia barrera de activación

de ese evento es afectada por Ia mutación. Interpretamos que esto se produce por una deses­

tabilizacióndel TSE. modilicándose el camino cinético de forma que esa etapa deja de ser un

paso limitante en la unión y por tanto no es detectada.

A partirde las constantes cinéticas observadas para cada uno de los rearreglos con­

lormacionales, calculamos la diterencia en la energia libre de Gibbs ocasionada por la mutación

en cada uno de los TSE de las etapas cinéticas. Los resultados obtenidos para los rearreglos

detectados por fluorescencia a Trp se muestran en Ia figura 5.3, los obtenidos para la lase

detectada por fluorescencia de ANS, en la ligura 5.4.
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Figura 5.3: Efecto de las mutaciones sobre la energía ¡ibmde los TGF-' -' ‘ ' d: E2...

A partir de las constantes cinéticas kW1 y kw 3, se calculó la diferencia de energia libre de los estados de tran­

sición como AAGi = -FiTIn (kmufl km). A) Efecto sobre el TSE del primer rearreglo coniormacionai (kwi). B)

Efecto sabré el TSE del segundo rearreglo conformacional (kw 3). La raya vertical separa las mutaciones real­
izadas en la hélicei delas del loop [32-63.
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Figura 5.4: Efecto de las mutaciones sobre la

energía libre del TSE asociado a la expulsión de

solvente de la Interfase. Apartir de las constantes

cinéticas kANs (tabla 5.1), se calculó la diferencia

de energía libre de los estados de transición como

(me;t = -FlTln (kmml km).

rfi
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EFECTO DE LAS MUTACIONES SOBRE

LOS EVENTOS DE DlSOClAClÓN

Como se detalló en el capítqu 3, la disociación de E2c de ADNprocede por 2 caminos

paralelos. Cada uno de ellos puede ser detectado por un cambio de fluorescencia del motivo

FlTC unido al FI-335, cambio que ocurren en paralelo a la disociación de E2c del ADN.A partir

de las mediciones presentadas en la tabla 5.2, calculamos la diferencia de energia libre de los

TSE de disociación como en los casos anteriores. Los resultados se muestran en la figura 5.5.

¡fi

Figura 5.5: Efecto de las mutaciones sobre la

energía libre de los TSE de disociación.

Apartir de las constantes cinéticas de disociación

(tabla 5.2), se calculó la diferencia de energía libre

de los estados de transición como AAG't= -FtTln

(kmml km). A) Efecto sobre el TSE de la disociación

parla ruta de dos intermediarios. B) Efecto sobre el

TSE de la disociación por la ruta de dos estados.
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ANÁLISIS INDIVIDUAL DEL EFECTO

DE CADA MUTACIÓN SOBRE EL

CAMINO CINÉTICO

MUTACIONES SOBRE LA “HÉLICE DE

RECONOCIMIENTO"

«¡a

Ala 293: el hecho que ia velocidad de reacción de la iase kwl presentada por esta mutante

sea más lenta que la observada para Ia proteina salvaje, indica que la cadena lateral removida

participa en ia desestabilización del estado de transición que separa el 'compiejo de encuentro"

del intermediario subsiguiente. Alestar ausente la cadena lateral, esta barrera energetica

aumenta en 1.5 kcai/mol (Fig 5.3A). Dado que este residuo no forma interacciones directas con

ADNen el estado 'linal”, la interacción que desestabiliza al TSEw1 es asignable a un requerim­

iento indirecto sobre el cambio conlormacional reportado por este evento. Dado que A293 esta

localizado en el N-cap de ia hélice. y la mutación tiene electos sobre el plegamiento local de

esta hélice (Fig 4.4, capitqu 4). es probable que TSEw1 involucre movimientos locales de

piegamiento de esta zona de unión de ADN.

La energía libre del TSEw3 no se ve afectada al remover ia cadena lateral de la posi­

ción 293 (Fig 5.38), indicando que esta no es requerida para la transición desde ei intermedi­

ario 2 al estado iinal. Para la proteina salvaje. esta fase fue asociada al cambio coniormacional

coincidente con el evento de expulsión de solvente de ia interlase y. como se muestra en la

tabla 5.1 y la Fig 5.4. la reacción de expulsión de solvente tampoco se ve alectada por esta

mutación. Tomados en conjunto, estos datos sugieren que los cambios conlonnacionales asoci­

ados a la última etapa no involucran grandes cambios conlonnacionales de ia hélice 1, coinci­

dente con Io propuesto en el análisis termodinámica de esta barrera de transición (Fig 3.12,

capitulo 3)

En cuanto a los eventos de disociación del ADNespecifico, la sustitución A2936 no

presenta cambios respecto a Ia proteina salvaje. indicando que el metilo de la cadena lateral no

iorrna interacciones en ninguno de los TSE de las rutas de disociación desoriptas,

N294: la sustitución de ia cadena lateral por un metilo (N294A), aumenta la energia libre del

TSEw1. indicando una estabilización de esta barrera de activación (Fig 5.3A). Esto es indicativo

que la Asn ionna algún contacto que desestabiliza este TSE. un contacto que Ala no puede

sustituir. Sin embargo. la mutación por Asp (N294D) restituye esta interacción, e incluso deses­

tabiliza aún mas el TSEw1 (Fig 5.3A). Esto sugiere que una de las interacciones que N294

iorma en esta instancia es reemplazable por el carboxüato de Asp, y que el grupo amida de Asn

iorma otra interacción (de alrededOr de 0.5 kcai/moi) que desfavorece el pasaje entre el com­

plejo de encuentro y el segundo intermediario.

Ei electo sobre el TSEw3 es aún más drástico. ya que la introducción de la carga

dada por la sustitución Ans a Asp desestabiliza fuertemente este estado de transición (Fig

5.38). Este electo es menor si Ia sustitución es por Ala. sugiriendo que los rearregios conionna­

cionales que se dan durante esta etapa involucran el carácter parcialmente hidrolóbicode Ia

cadena lateral. El mismo electo se observa en la etapa asociada. ia expulsión de solvente,

donde se ve que ei reemplazo por Asp acelera este evento, que ha de ocurrir por algun rearreg­

lo no reportado por la liu0recencia de ios Trp de E2c.
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Las medidas de disociación se realizaron solo para la mutante N2940, que mostró elec­

tar la velocidad de la disociación 1 (kd¡s1. tabla 5.2. Flg 5.5). asociada al camino de unión de dos

intermediarios. Esto esta en concordancia con lo presentado por la lase kW3,adjudicada a la reac­

ción reversa de Ia disociación 1. donde la mutación N2940 desestabiliza este estado de transición.

T295: Ia mutación a Ala no electa las constantes observadas, tanto para los eventos detectados

por lluorescencia de Trp (W1 y W3) como de ANS, indicando que los TSE no se ven alectados

por la deleción de los grupos metilo e hidroxliode Ia cadena lateral de Thr (Fig 5.3). Esto per­

mite inlerirque los contactos con ADN,atribuidos a este grupo según las estructuras cristalo­

grálicas (Fig 4.1C. capitqu 4), se darían en etapas tardías del evento de unión, posterior al últi­

mo evento conlormacional detectado. En linea con esto último. la mutación a Ala electa ios

eventos de disociación, estabilizando el TSE de la ruta de dos estados (Fig 5.5 B) y desestabi­

Iizando el de ia otra ruta (Fig 5.5A).

K297: la sustitución por Ala estabiliza levemente TSEw1, y el reemplazo por otro grupo con la

misma carga (Arg), restituye el electo a niveles salvajes. Esto sugiere que es la carga del moti­

vo amino de la Lys297 el responsable de Ia estabilidad de TSEw1, y que en este evento no hay

una restricción conlormacional importante, ya que el reemplazo por un grupo voluminoso resul­

ta en niveles de activación semejantes al salvaje.

El mismo electo descripto para TSEw1 se aplica ai análisis de TSEw3. Es probable

entonces que. durante ambos estados de transición. K297 establezca una interacción iónlca.

aunque no necesariamente las mismas que las reportadas cristaiográlicamente.

Ambos reemplazos tienen electos desestabilizadores sobre los TSE de los eventos

reportados por la expulsión de ANS de la interlase de unión. Dado que, a dilerencia de la protei­

na salvaje, estos eventos tienen lugar en una escala temporal menor que la lase kw3. el evento

de expulsión de solvente ha de ocurrir por una via dilerente que la de Ia proteina salvaje.

Accrde con el electo que estas mutaciones tienen sobre Ia reacción de unión al equi­

librio(Fig 4.5. capítqu 4), los eventos de disociación se encuentran fuertemente acelerados.

indicando TSEs' desestabilizados para ambos caminos de disociación. Este electo resulta más

pronunciado en la sustitución por Arg sugiriendo que. para éstas etapas y a dilerencia de las

etapas de asociación, existen imponantes restricciones conlormacionales alrededor del residuo

297. inserto en los zurcos mayores del ADN.
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C298:la interacción que la cadena lateral de Cys realiza en TSwa es reemplazable solo por

Ser (Fig 5.3A). Las otras sustituciones ensayadas (Alay Gly) afectan fuertemente este estado

de transición. no detectándose cambios fluorescentes asociados. Esto nos permite lnferirque. a

diferencia de los observado en el equilibrio (Fig 4.5, capítulo 4) es la capacidad de la Cys de

participar en uniones de hidrógeno transiente (reeemplazable por Ser) la que estaria involucra­

da en este rearreglo contormacional.

La energia libre de transición de la fase kwa se afecta cuando la mutación en la posi­

ción 298 es a Gly y mas levemente a Ser (Fig 5.38). Por el contrario. ésta no se encuentra

afectada cuando la mutación es a Ala. Esto apunta sobre el carácter hidrotóbicode la Cys

como característico de las Interacciones que realiza en TSEwa.

La expulsión de solvente de la interfase no se encuentra afectada cuando la mutación

sobre 0298 es a Ser (Fig 5.4). De la manera análoga a lo descripto para el efecto sobre

TSEwi. las interacciones en las que Cys participa durante esta etapa son sólo reemplazables

por Ser.

Cabe destacar aqui que. a pesar de ocurrir en la misma escala temporal para la pro­

teína salvaje. los eventos reportados por las fases kw 3y kANs son distintos. en tanto las inter­

acciones que realiza la Cys de Ia hélice de unión son marcadamente diferentes en ambas eta­

pas.

R300: El reemplazo de este grupo por Met desestabiliza el TSEw1, haciendo que deje de ser

un paso limitante para esta etapa cinética (Fig 5.3A). Proponemos entonces que Argaoo forma

una interacción en TSEwt que no es reemplazable por Met, probablemente una unión salina

con los grupos fosfato del ADN.

Por otro lado. el reemplazo por Met desestabiliza tanto del TSEw3 como al TSE

reportado por kANs, Indicando que este grupo realiza Interacciones que estabilizan ambos

estados de transición (Fig 5.38, Fig 5.4). Es posible que el efecto de la mutación no sea directo

sobre ambas etapas, sino que el hecho de alectar a una de ellas (kwa) conlleve una desestabi­

lización de la etapa concomitante (kANS).

La deleción de la carga sobre ArgSOOafecta fuertemente la ruta de disociación de

dos intermediarios. en concordancia con la reversa. TSEwa. P0r otro lado, no afecta significati­

vamente la disociación por la ruta de dos estados.

Yaoi: sólo la sustituclon de la Tyr por Asn afecta sustancialmente el TSE del primer rearreglo

conforrnaclonal (Fig 5.3A). Esto es indicativo de que nl el OH de Tyr, nl el anillo aromático están

involucrados en las interacciones que este residuo realiza en esta etapa cinética. La estabi­

lización del TSEw1 causada por Asn puede entonces deberse a la inclusión del grupo amida.

que presumiblemente modifiquea otras interacciones polares que pudieren ocurrir.
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Durante el estado de transición del segundo rearreglo conformacional, el efecto pro­

ducido por la mutación a Ala. en comparación con la sustitución por Phe, permite atribuir al anil­

lo aromático de Y301 un rol en la estabilización de este TSE. Este efecto también se refleja en

la fase asociada de expulsión de solvente, caracterizada por kANS (Fig 5.3B, Fig 5.4).

El estado de transición de la ruta de disociación de dos estados no se afecta por la

mutación del residuo Tyr. Sin embargo. y en relación a Io descripto para TSEw3 y para el efecto

al equilibrio.existe un marcado efecto desestabilizador cuando sólo cuando se remueve el anil­

lo aromático de la Tyr.

R302: las interacciones que la Arg de esta posición contribuye al TSE del primer rearreglo con­

formacional son reemplazables por Gin, indicando que la carga de la Arg no esta involucrada

en la estabilización del TSwa. Sin embargo. la sustitución de Arg por un grupo hidroióbico

voluminoso (Met) desestabiliza a este estado de transición (Fig 5.3A). Tomados en conjunto.

estos resultados sugieren que es el carácter parcialmente hidrofóbicodel residuo Arg el involu­

crado en este rearreglo oonf0rmacionai.

Ninguna de las sustituciones realizadas sobre Arg 302 afectan el evento reportado

por la fase kw 3. indicando que la cadena lateral de la Arg no estaria involucmda en interac­

ciones en el TSE de esta etapa (Fig 5.38). Durante el evento de expulsión de solvente. el efec­

to de Arg es reemplazable sólo por Met. siendo posible adjudicarle interacciones de tipo

hidrofóbico este residuo en esta etapa (Fig 5.4). La inclusión de un grupo polar (Gin) estabiliza

el TSE de este evento.

En el caso del evento de disociación por la ruta de dos intermediarios, ambas muta­

ciones afectan el TSE, presumiblemente por afectar el estado basal del complejo al equilibrio.

En cambio, Ia mutación por GIn estabiliza el TSE de la ruta de disociación por dos estados,

sugiriendo que este residuo realiza interacciones en este estado. presumiblemente mediadas

por sus caracteristicas polares.

F303: la mutación de este residuo a Leu es la única que mapea en la cara Interna de la hélice

de unión. El hecho de que ejerza efectos estabilizadores sobre TSwa y TSEw3, es indicativo

que durante estas etapas existen rearreglos de la hélice de unión, no involucrados directamente

con el contacto de ADN(Fig 5.3). Las fluctuaciones conformacionales que el reemplazo por Leu

afecta. serian requeridas para bajar las barreras energéticas que separan los intermediariosde

asociación. En linea con esto. también se ve afectada levemente la fase de expulsión de sol­

vente, kANS (Fig 5.4).

Contrariamente a los efectos observados para los eventos de asociación, la mutación a Leu en

Ia cara interna de la hélicef, no afecta las rutas de disociación.
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MUTACIONES SOBRE EL LOOP

[32-63

K304: la mutación a Ala de este residuo. localizado hacia el N-tenninal de la hélice de unión, no

electa ninguno de los rearreglos coniormeclonales de asociación (Fig 5.3, Flg 5.4). Esto es

indicativode que. en los estados de transición reportados. la Lys no participa de interacciones

que no puedan ser reemplazadas por Ala.

El electo que Ia mutación K304A tiene sobre la unión al equilibrio se relleja en el

electo desestabilizador de los estados de transición de las dlsoclaciones. En ellas se distingue

un marcado electo sobre ambas rutas, sugiriendo que las interacciones en las que K304 partici­

pa se lonnan luego de los TSEs de asociación descriptos.

K305: la mutación a_A‘Ia_del residuo más extremo de la hélice de unión no afecta el TSE del

primer rearreglo coniorrnacíonal (Fig 5.3A). En cambio, se distingue que la Lys 305 Juega un rol

desestabilizador del TSE del segundo rearregio conlorrnacional (TSEw3). bajando la barrera de

activación y permitiendo que la reacción proceda al estado 'linal' (Fig 5.38).

Esta mutante permite distinguir temporalmente el evento de rearreglo kw 3 y la

expulsión de solvente, ya que para tener electos lnversos en ambos TSE (Fig 5.4). En este

caso, la mutación resulta desestabilizar el TSE de la expulsión de solvente de la interfase.

desacoplandola con el electo estabilizador sobre TSEwa. Esto es indicativode que el residuo

K305 realize alguna interacción. no reemplazable por Ala, que enlentece la expulsión de sol­

vente de Ia interíace.

Los electos de le mutación K305Asobre los eventos de disociación son bajos en el

caso de la disociación por la ruta de dos estados y nulos en le de dos intermediarios. indicando

que estos estados de traslclón tienen caracteristicas estructurales dilerentes (Fig 5.5)

V324: la mutación de este residuo por Ala causa un electo sutil. pero medible, estabilizando el

TSEw1, y no electa el TSEwa (Fig 5.3). Esto representa una evidencia directa que residuos no

cargados del loop 62-53 participan el rearreglos conlonnaclonales que se dan durante Ia unión

de ADN.y no en etapas linales de los caminos de unión. como la reportada por kw 3 o por

kANs (Fig 5.4). Por otro lado, la mutación a Ala electa sólo y minlmamente la ruta de diso­

ciación de dos estados (Fig 5.5).
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K325: ninguna de las mutaciones realizadas sobre este residuo del loop aiectan la iase kw 1

(Fig 5.3A). Esto nos permite inierirque la cadena lateral de Lys325 no esta involucrada en

interacciones del TSEw1. Sin embargo, la deleción de la carga por la mutación a Ala desetabi­

liza el TSEw3 y a TSEans (Fig 5.38. Fig 5.4). Dado que el electo no se observa en la mutante

a Arg. es plausible suponer que la interacción responsable es de carácter lónloo. En concordan­

cia con Io observado al equilibrio.estos resultados nos perrnmiten proponer que ia zona del

loop no presenta restricciones oonionnacionales que requieran una geometria estricta para este

tipo de uniones.

Por otro lado. únicamente Ia falta de la carga en la posición 325 aiecta la disociación

p0r la ruta de dos Intermediarios. La ruta de dos estados no se encuentra aiectada (Fig 5.5).

K327: a pesar de compartir caracteristicas químicas y cercanía estructural. los electos de las

mutaciones sobre los eventos cinéticos en K327 difieren de K325. Ninguna de las mutaciones

realizadas sobre K327 aiectan significativamente las energias libres de los TSE de los rearreg­

los en E2c reportados por iluorescencia de Trp (Fig 5.3). Esto es indicativoque la cadena later­

al de K327 no ionna interacciones en estos estados de transición.

Se distingue un electo desestabilizador leve sobre el TSE del evento de expulsión de

solvente, sólo cuando la sustitución es a Arg (Fig 5.4). De iorma análoga. la disociación por la

ruta de dos Intermediariosse ve aiectada por esta sustitución, y no causa electo sobre ia diso­

ciación de dos estados (Fig 5.5).

Los eventos descriptos aqui para cada mutante serán integrados con los de los cepi­

tuios precedentes en ia discusión general (capitqu 6).
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DISCUSIÓN GENERAL Y CONCLUSIONES

La oscuridad no me preocupa. Me preocupa la luz. La oscuridad es solamente ausencia de luz.

Pero la ausencla sl me preocupa. La preocupación no. Me es lndilerente. Sin embargo. la

indiferencia me preocupa muchisimo. La considero una actitud vergonzosa. Aunque la vergüen­

za no me preocupa. Ante sí, me preocupaba. Pero a ml me da lo mismo el antes y el después;

mi vida no es un desarrollo tendlente a la nada. Por eso la nada no me quila el sueño. El

sueño. en cambio, es algo que sl me interesa. Aveces me quedo toda la noche despierto, pen­

sando en eso. No llego a ninguna conclusión. pero las conclusiones me exasperan. Prefiero los

puntos de partida. No por la partida; por los puntos. Siempre trato de acumular puntos. No por

lo puntos en si; es por la acumulación. La acumulación entendida como una cosa sola. no

como un cúmulo de cosas. Los cúmulos. yo, sl pudiera, los disgregaría. Las cosas tlenen que lr

separadas; no juntas. Juntas forman otras cosas. y eso trae complicaciones. Aunque yo a las

complicaciones no les tengo miedo. Lo que me asusta es lo simple. Lo simple no se sabe de

dónde sale; ahi es donde está el misterio. Aunque los misterios, por suene. no me interesan.

Me interesa la suerte. Que desgracia. Porque la suene es siempre escasa. Y sl dijera que no

me preocupa la escasez, mentirla. Pero mentir no me preocupa. A ml me preocupa la verdad.

Cuando miento no tengo problema; puedo decir cualquier cosa. Aunque sea verdad, no Impor­

ta. porque la digo de menlira. Pero cuando hablo con la verdad, tengo que andar con más

cuidado. Por las dudas. en esos casos digo lo menos posible. Y después me desdigo, asl cubro

dos posibilidades. Pero no es que me quiera cubrir. Yo hago todo a la intemperie. Y sl no hay

luna, mejor. A ml me gusla la oscuridad. (Da capo).

Leo Masllah



MECANISMO DE UNIÓN E2c-ADN

AL EQUILIBRIO

DISCUSIÓN GENERAL Y CONCLUSIONES

En el presente trabaio de tesis se estudiaron en detalle varios aspectos del mecanis­

mo de unión y reconocimiento entre una proteina y su sitio especifico de unión al ADN. El sis­

tema elegido iue el de la interacción del dominio C-tenninal de la proteina E2 del papilomavirus

humano-cepa 16 (hE2c), con el "elemento de respuesta E2" (s35). La altísima complejidad de

ias interacciones entre proteinas y ADN¡n vivodepende de parámetros bioquímicos tales como

pH, concentración de sales, estados redox. actividad de agua, "crowding' molecular y, más rele­

vante aún. depende de ias interacciones con otras proteinas. las modificaciones postraduc­

cionales, etc. Nos propusimos analizar la interacción en condiciones en las cuales las variables

dei entorno iueran mantenidas al minimo, de iorma que iuera posible extraer datos tisicoquimi­

cos precisos de la interacción. Coniiamos en que la interpretación de éstos en términos tennod­

inámicos provee un marco para relacionar las estructuras proteicas con su funcionalidad biológ­

ica. Lograr comprender los arreglos estructurales y energéticos utilizados en Ia naturaleza

podria conducir al desarrollo de métodos racionales que permitan modificaro diseñar proteinas

de novo que controlen el reconocimiento especifico y la expresión génica.

Contando con la posibilidad de obtener los elementos de estudio con alto grado de

pureza y con un ensayo de unión en solución. reversible y no invasivo, caracterizamos el

mecanismo de interacción al equilibrio entre el dominio C-terminal de E2 de HPV16 (hE2c) y

ADN.A pH 7.0 y 0.2 M NaCi, ia estequiometrla de reacción encontrada iue de dos dimeros de

E20 por sitio de E2 canónico. contenido en un ollgonucieótido de 18pb (535). Esto iue evidenci­

ado por metodos espectroscópicos como el cambio anlsotrópico de Ia fluorescencia de un moti­

vo FITC unido al ollgonucieótido (Fig 2.1), fluorescencia lntrinslca de los Trp de hE2c (Fig 2.2),

desplazamiento del iiuoróioro bis-ANS (Fig 2.3), y dicrolsmo circular (Fig 2.7). Por otro lado, en

ensayos de retardo de movilidadelectroforétlca se observó una segunda especie, cuya apari­

ción es concomitante a la desaparición de la primera banda de retardo, atribuida al complejo

1:1 hE2c-ADN (Fig 2.4). Se intentaron realizar separaciones de los complejos 1:1 y 2:1 por

columnas de iiltraciónmolecular pero, en las condiciones de unión utilizadas. la proteina queda

retenida en la matriz teniendo que aumentar la iuerza iónica para eluiria, variable que Influye

fuertemente la unión E2c-ADN (Fig 2.9).

Disminuyendo la concentración de los reactantes en ei ensayo de unión, pudimos

separar los dos eventos y calcular las constantes de disociación al equilibrio (KD).Para la unión

1:1 la KDmedida es de 0.18 t 0.2 nM. en el rango de valores generalmente reportados para

interacciones especiiicas proteina-ADN.y estimados como iisioiógicamente relevantes “' ”.

Para el segundo evento de unión obtuvimos una KDde 1.8 1 0.4 nM. demasiado aiÍn para ser

considerada como "no-especifica" dado que para oligonucieótidos con secuencias no rela­
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cionadss (EBNAe iset) medimos constantes tres órdenes de magnitud más débiles (tabla 2.1).

No hay evidencias da que E2c forme tetrámeros en solución. y la disociación del dlmero en

estas condiciones esta en el orden subpicomolar "' 7’,por tanto proponemos que los efectos

observados se deben a dos modos diferentes de unión a ADNpresentados por el dimero E2c

de HPV16 (Fig 2.10).

Por otro lado. la unión a ADNdel homólogo E2c de BPV-1 (bE2c) presenta una este­

quiometria de 1:1 con todos los oligonucleótidos ensayados (Fig 2.6). La unión de sitios E2

especificos es 7 veces más debil que la de hE2c. aún cuando se la ensaya con oligonucleóti­

dos cuya secuencia se deriva de sitios de BPV-t (cognatos de BPV1). La discriminación de

secuencias cognatas es 50 veces mayor para la proteina de HPV16.que a su vez presenta un

indice de discriminación por sitios inespecificos 130 veces mayor que bE2c (tabla 2.1).

Entonces. a pesar su alta similitudde secuencia. particularmente en las zonas de unión a ADN

(90%). y de presentar una topología general de plegamlento Idéntica (Fig 1.5. Fig 4.3), estas

proteínas presentan diferencias sustanciales en su capacidad de unión y reconocimientode

ADN.

En general. se cree que la baja afinidad de una interacción especifica podria estar

compensada con una mayor cantidad de sitios de unión en una región particular del genoma. A

su vez. se ha visto qua cuanto mayor es el componente electrostatico de la interacción. ésta

resulta ser más débil y menos específica "' ". Hay 17 sitios E2 en el genoma de BPV-1y 4

sitios E2 en el de HPV16 y, en concordancia con esto, el complejo fonnado por bE2czADNes

más sensible e la fuerza iónica que el de hE2c (Fig 2.9). Una comparación detallada de las

estructuras cristalograficas resueltas para ambos dominios muestra que hE20 tiene una menor

densidad de carga (positiva) en la superficie de interacción con ADNque la contraparte de

BPV1. Hinas ef al. propusieron que esto podria estar relacionado con ia capacidad diferencial

de ambas proteinas de curvar al sitio E2 ”. lo que a su vez está en relación con las diferencias

en la estructura cuaternarias que ambos dlmeros presentan (Fig 1.5). En este sentido. se ha

reportado que la sola neutralización asimétrica de cargas de los grupos fosfato puede inducir

una curvatura del eje central de la doble hélice ". Por otro lado, la secuencia de bases influye

la topología y la flexibilidadde un B-ADN.siendo las secuencias 'TpA” las que permiten may­

ores grados de curvatura ‘°. Teniendo en cuenta que la capacidad de discriminaciónde secuen­

cia de hE2c depende de la flexibilidaddel sitio. esto puede relacionarse con el enriquecimiento

en pares T:Aencontrado en las secuencias separadores de los hemlsitios de HPV16;que son

las que aparecen curvadas en las estructuras cristalográficas resueltas (Fig 1.4 y Flg 4.3). Asi,

la estructura del ADNcuando se encuentra unido a E2c ha de ser diferente para los complejos

de hE2c y bE2c, algo que se corresponde con los cambios de dicroismo circular de ADNpre­

sentados por ambos complejos (Fig 2.8).
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Tomados en conjunto. estos datos sugieren que las dilerenclas encontradas entre los

homólogos de BPV1 y HPV16 se deben a un mecanismo adiciónal de leclura indirecta de la

secuencia de bases del sitio E2. particularmente inlluldopor la flexibilidaddel separador de los

hemisitios. Según este modelo, estas proteínas presentan una capacidad de discriminación

sitio-especifica que depende de las contribuciones electrostatlcas de la unión. Cabe pregun­

tarse entonces si esto puede estar relacionado con uniones alectrostaticas de la proteina sobre

el separador de los hemisitios. Según la estructura cristoiográlica del complejo E2c-ADNde

BPV1. el loop que conecta las hebras [32-63lonna 4 contactos salinos con los grupos loslato

del separador de los hemisitios (Fig 1.4B. Fig 4.3). Por el contrario, el co-cristal de E2c de

HPV18-ADNno presenta densidad electrónica en esta región (Fig 1.4A, Fig 4.3). Sl nos contor­

mam05 con estas visiones estáticas, esto podria sugerir que serían los contactos del loop los

que influyen en la flexibilidaddel separadOr y por tanto la capacidad de discriminación de

secuencia por lectura indirecla, ya que los contactos aminoácido-base que constituyen la lec­

tura direcla están altamente conservados entre ambas cepas.

Realizamos 5 mutaciones puntuales sltiodirlgidas sobre 3 aminoácidos del loop [32-_3

de hE2c. Todas las mutaciones retienen la capacidad de unlr ADNen lorma especllca. Las

mutaciones de los residuos cargados (K325, K327) a Ala afectan la energia libre de unión en

alrededOrde 0.5 kcanol por enlace. Sin embargo. el reemplazo de Lyspor aminoácidos que

conservan la carga positiva (Arg) restituye la alinidad de la interacción a los niveles de la proteí­

na salvaje, sugiriendo que estos aminoácidos interactúan sólo electrostaticamente con ADN,

muy probablemente contactando la zona del 'separador' de los hemisitios (tabla 4.1). En la

actualidad no contamos con una estructura resuelta para el complejo con ADNde E20 (HPV16)

que nos permita contrastar estos resultados. De todas formas, considerando que pueden existir

varias etapas de unión entre la 'protelna libre"y el 'complejo proteina-ADN".no es estricta­

mente requerido que se observen estos contactos en los estados 'finales" de la unión. ya que

pueden ser transientes e lnllulrsobre las etapas intermedias. alectando la unión al equilibriosin

que se detecten dilerenclas entre los estados 'lnlclal"y ‘flnal"que son los que se obtienen de

las resoluciones crlstalográllcas.
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DISECClÓNDE LAS conrmaucrones

A LA ENERGÍA LIBRE DE UNIÓN

Con el lin de evaluar las contribuciones energéticas de la interacción E2c-ADN,real­

izamos mutaciones sitiodirlgidassobre todos y cada uno de los aminoácidos de la hélice de

reconocimiento de E2c. Para la asignación racional de las energías involucradas se debe pro­

bar si las sustituciones alectan el estado de plegamiento de la proteína y la estabilidad global,

ya que esto alterarla el nivel energético inicial de la interacción.

Hay dos tipos de mutaciones sobre la hélice 1 que alectan el estado de plegamiento

de E2c. Unas son las que se localizan sobre la cara Interna de la hélice, contactando el barril-_

(L296. L299). Las mutaciones de éstos residuos por Ala impidieron la expresión recombinante

consistente de la proteína, presumiblemente por desestabilizar el "core" hidrólobicopresente en

esa zona. Las otras mutaciones que alectan el plegamiento son las que modilican el N-cap de

la hélice 1 (A293. N294). El reemplazo de A293 por Gly desestabiliza la hélice de reconocimien­

to, un electo lrecuentemente observado sobre las estructuras heliooidales por el reemplazo de

residuos a Gly ” (Fig 4.4). La desestabilización causada hace que el plegamiento local conver­

¡a en otro mínimo estructural, uno que también es posible observar en la proteina salvaje sl se

realiza un tratamiento térmico suave (Fig 4.48). Esto esta en estrecha conoordacia con la exis­

tencia de dos poblaciones de con/ónneros de E2c. previos a la colisión con ADN,presentados

en el mecanismo cinético de interacción (capítqu 3. Fig 3.8), y sugiere que tanto la mutación

A2936 como el tratamiento térmico suave. desplazan este equilibrioconlormacional (capitqu 5.

tabla 5.3).

Resultados de nuestro laboratorio realizados por dinámica de relajación magnética de

los protones amldicos de E2c muestran un alto grado de movilidaden las posiciones 293 y 294

respecto a los otros residuos de la misma hélice (Nadra et. al., enviado). Esto es una medida

directa de las lluctuaciones conlonnacionales que presenta la hélice 1 de E2c que, Juntocon

los electos presentados por la mutación de las cadenas laterales de éstas posiciones, Indican

que el N-cap de la hélice podrla corresponder a un 'blsagra' conlorrnaclonal en E2c operando

sobre la estabilidad de la hélice de reconocimiento. Es de esperar que los cambios conforma­

cionales que involucren a la hélice 1 modifiquen luenemente la capacidad de

unión/reconocimiento de sitios E2, por Io que afectaría las lunclones biológicas medladas por

E2c (ver mas abajo).

Para las sustituciones que no alectan el estado de plegamiento pudimos medlr la

contribución energética de cada uno de los aminoácidos. Los valores absolutos obtenldos estan

en concordancia con los medidos en otros sistemas proteina-ADN.donde se estima que una

unión de hidrógeno contribuyeentre 0,5 y 1 kcanol ". Cabe destacar que los valores energéti­

cos de estas interacciones no-covalentes varian órdenes de magnitud según los pares Interac­

tuantes y la geometria del enlace. Por cálculos de mecánica cuántica se ha estimado que los

valores tipicos pueden oscilar entre 0.1 y 10 kcal/mol “. Para las interacciones salinas con los

grupos loslato obtuvimos valores entre 0,3 y 1 kcanol, en concordancia con lo asignado para

este tipo de interacciones para el sistema EcorFll-ADN“. Si consideramos que estas uniones
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son las únicas presentes en los complejos de E20 con oligonucleótidos lnespecfficos, la suma­

toria de las energias de los posibles enlaces sallnos de E2c y ADNes de 7.5 kcanol. en exce­

lente concordancia con el valor medido para la interacción de E2c con un oligonucleótido de

secuencia inespecffica (- 7 kcaI/mol. tabla 2.1).

Todos los valores energéticos asignados estan cercanos al valor de la energia térmi­

ca a 25 °C (0,6 kcanol). Esto sugiere que, a temperatura ambiente. las uniones de la Interfase

son Iábiles. por lo tanto existiría un alto componente dinamico asociado a la interfase de unión.

En concordancia con esto. experimentos preelimlnares de Intercambio prolón/deuterio del com­

plejo E2c-ADN.anticipan que los protones de la interfase Intercambian rápidamente con el sol­

vente (Ale Nadra, com.pers.).

En varios estudios de interfases macromoleculares realizados utilizandoestrategias

de mutagénesis sltiodirigida.se identificóque aminoácidos individuales pueden contribuir a la

energia libre de asociación desproporcionadamente al resto de las sustituciones ‘°’.A estos

residuos se los denomina “hot-spots"y los contactos que establecen son caracterizados como

claves de las interfases ". Dado que el estudio mutagénlco que realizamos sobre E20 cubre

más del 90% de la superficie de interacción. y que ninguna deleción de cadena lateral con­

tribuye desproporcionadamente a la Interacción. nos es posible afinner que no hay "hot-spots"

en la intedase de unión E2c-ADN. Estudios estadísticos de Ia distribución de “hot-spots" en

interfases muestran que estos estan preferencialmente distribuidos en regiones deshidratadas ‘

y, como muestran las estructuras cristalográficas de los complejos, no hay regiones de estas

caracteristicas en Ia interfase E2c-ADN.De forma análoga. la presencia de “hot-spots" puede

ser interpretada como un efecto producido por un alto grado de cooperatividad en la Interac­

ción, en el sentido que la disrupción de un contacto puntual afecta sustancialmente la red total

de interacciones. Dicho de otra forma. sl hay "hot-spots", las contribuciones energéticas de los

residuos no son independientes entre si. En conc0rdancia con la ausencia de 'hot-spots' en la

interfase E2c-ADN.mostramos que los electos causados por las sustituciones individuales son

aditivos. indicando que las contribuciones energéticas de los residuos individuales son indepen­

dientes y por Io tanto no habria una cooperatividad significativa en la unión cuando se la anal­

iza al equilibrio (Fig 4.5. tabla 4.2). Un efecto aditivo de las diferencias energéticas de sustitu­

ciones puntuales fue observado en la Interacción del represor Iambda y ADNespecifico 77'”.

Hasta donde sabemos. esta es Ia única otra interacción proteina-ADNanalizada energética­

mente en solución, por lo que es tentador especular con que el efecto aditivosea una carac­

teristica general del reconocimiento sitio-especifico.

Por lo entedicho. nos es posible conflar en que las mediciones realizadas con las

mutantes sitiodirigidas reflejan los valores de energia libre de Ia deleción de un grupo funcional en

particular. Esto equivale a decir que los efectos de las mutaciones no se propagan por Ia interfase

de asociación. en tanto que la energia de unión esta delocalizada por el sistema de interacción en

conjunto. En esta instancia no nos es posible asignar cuál es el componente energético (entalpioo
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o entrópico) que cada mutación afecta. Es de esperar que cada residuo contribuya en una baja

proporción a cada factor, y ai mismo tiempo es probable que se de una compensación entrópico­

entálpica como las comúnmente observadas para reacciones que Involucranmacromoleculas a' ‘7.

Para algunos aminoácidos clave de Ia Interfase realizamos más de un reemplazo de

cadena lateral. con vistas a asignar componentes energéticos a nivel de grupos funcionales.

Las diferencias energéticas observadas para este tipo de reemplazos estan en estrecha con­

cordancia con los datos estructurales de la interfase E2c-ADN.validando indirectamente ef

abordaje metodológico utilizado (Fig 4.8). De esta manera, pudimos observar que la misma

sustitución aminoacldica afecta diferencialmente ia energia libre de unión según Ia posición

estructural en la que se encuentre. Por ejemplo. el reemplazo de Lys por Ala o Arg ejerce efec­

tos muy diferentes según se realicen en ia posición 297 o 325 de E2c (Fig 4.5). lnterpretamos

que esto se debe a que diferentes regiones de la interfase presentan distintas restricciones

conformacionaies. Asi, es posible que un reemplazo aminoacldico que conserva una caracteris­

tica química particular no afecte ia energia libre de unión si se lo realiza en regiones de la pro­

teína que presentan menores restricciones confOrmacionaIes. i.e. el loop 62-63.

Si se representa el efecto causado por las mutaciones sobre la energia libre de unión

en la estructura del complejo E2c-ADNse distinguen 2 regiones diferentes (Fig 4.6). Los residu­

os que se exponen hacia el centro del sitio de unión presentan una mayor contribución a la

energia libre total de interacción que los ubicados sobre el lado externo del mismo. No hemos

encontrado una correlacion entre las contribuciones energéticas y el número de contactos que

cada residuo realiza, lo cuai no es extraño pues ya hemos visto que los valores de las energias

no-covalentes varian considerablemente entre sf. Adiferencia de lo reportado en estudios

plegamiento y de interfases proteina-proteina “' a. no encontrarnos que exista una correlación

entre las energias libres medidas y la superficie de van der Waals de cada aminoácido. ni con

el volúmen comprometido. ni con Ia diferencia de superficie accesible al solvente que cada

residuo oculta en la interacción. Es posible entonces concluir que ei efecto posicionai descripto

no es reducible a las contribuciones superficiales de cada residuo particular. sino que seria un

electo causado por el sistema cenjunto de ia red de interacción. Esto podria estar relacionado

con grados de movilidaddiferencial en cada zona. Io cual contribuirfa a los componentes

entrópicos de la interacción, y por tanto a la energia libre total. Estudios de calórimetrfa de titu­

lación isotérmica de la unión de ADNde cada una de las mutantes puntuales permitirán diferen­

ciar las contribuciones energéticas y poner a prueba esta hipótesis.
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COLISIÓN INlClAL E20 ADN Y FOR- La caracterización del mecanismo cinético de interacción nos permitió distinguir las

MACIÓN DEL “COMPLEJO DE etapas por las cuales transcurre la asociación entre E2c y ADN.y asignar las contribuciones

ENCUENTRO" que cada residuo de E2c realiza en las dilerentes iases de asociación.

La colisión inicial es extremadamente rápida. limitada sólo por la dilusión de las

macromoiéculas en solución. Dadas las caracteristicas electrostáticas del par interactuante

(proteína basica. ADNácido). es de suponer que la velocidad Ilmltede diluslón se encuentre

aumentada por una atracción electrostática ". Ha sido reportado que los campos electrostáti­

cos generados por la disposición de cargas superficiales pueden actuar a gran distancia (50-70

Á) y acelerar los eventos dilusivos. pudiendo ademas preorientar a las macromoléculas antes

de la colisión °’. Mostramos además que la unión E2c-ADNprocede por dos rutas paralelas,
rrw.

tanto para Ia unión de oiigonucleótidos con secuencia especltlca como para los inespecllicos

(tabla 3.1). En base a esto, sugerimos que las moléculas de E2c se encuentran en mas de una

población contormacional antes de unirADN. Estas poblaciones contorrnacionales pueden cor­

responderse con los modos de unión desoriptos en el mecanismo de unión al equilibrio.En este

sentido. se observó que la formación del complejo 2:1 estaria dada por la unión de una de las

poblaciones conlormacionales al complejo 1:1. lo cual podria ocurrir luego de las etapas lentas

de la unión (ver más abajo).

El electo que las mutaciones puntuales ejercen sobre las etapas cinéticas de colisión

iue analizado bajo dos hipótesis alternativas: o bien la mutación electa la velocidad de colisión.

o aiecta el equilibriode las poblaciones de contórrneros (cap 3 y cap 5). Como ambas reac­

ciones estan limitadas por la difusión, ambas poblaciones contormacionales son diméricas y los

electos causados por las mutaciones afectan fuertemente la asociación cinética. nos lncllnamos

por la segunda interpretación. Atribulmosque las dllerenclas obervadas sobre las kobsde col­

isión se deben a cambios de las poblaciónes relativas de cada conlórmero, lo cual Indicaria que

las mutaciones alectan la constante de equilibrioentre ambas poblaciones. Experimentos de

estabilidad contormacional y cinética de desplegamlento de cada una de las mutantes permi­

tirán aclarar este punto.

El electo de la temperatura sobre la colisión nos permite asignar que la barrera de

activación de la etapa de colisión es baja y mayoritariamente entrópica (tabla 3.3, Flg 3.12). Es

también en esta etapa donde se detecta un desplazamiento de contraiones de la interfase de

asociación (Fig 3.5), lo cual sugiere que los 'complejos de encuentro" estarian establllzados

entrópicamente por la liberación de contraiones (Flg 3.12). Si esto iuera asi. el efecto energeti­

co deberia ser el mismo para la unión de E2c con cualquier oilgonucieótldo. independiente­

mente de su secuencia de bases. Efectivamente, mostrarnos que la diferencia de energia libre

de los 'complejos de encuentro" de E2c con todos los oiigonucleótidos ensayados es muy cer­

cana (Fig 3.12). Además, dado que las velocidades de colisión están limitadas por la diluslón,

las barreras de activación de estos encuentros han de ser también similares.
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REARREGLOS CONFORMACIONALES

DEL COMPLEJO E2c-ADN

Cabe destacar que el modelo sugerido define al 'complejo de encuentro E2c-ADN"

sobre una superficie energética isopotencial. independiente de la secuencia de bases del ADN.

Esto es equivalente a decir que, una vez unida a ADN,es más favorable que E2c se des/ice a

lo largo de la doble hélice a que se disocie de la misma. Esto últimose corresponde

estrechamente con un mecanismo de reconocimiento sitio especifico mediado por difusión facil­

itada conocido como 'sliding" ‘°‘. Se ha demostrado formalmente que la reducción en las

dimensiones de búsqueda de SD (colisión-disociación) a 1D (collsión-deslizamlento) acelera en

órdenes de magnitud la probabilidad de encuentro de un sitio especifico en el contexto de un

genoma entero ‘. Para el modelo de Interacción LacFi-ADNse ha estimado que. a temperatura

ambiente. la proteina difunde a razón de 1000 Kpb/seg sobre una misma molécula de ADN"'

"‘. Si esta velocidad es semejante para E2c (una proteina de tamaño comparable a LacR). a

partir de las constantes cinéticas de disociación de ADNlnespecffico podemos estimar que E2c

se deslizaria por alrededor de 600 Kpb antes de dlsoclarse de un duplex lineal.

Se habia propuesto con anterioridad que tanto E2c como el sitio especifico de ADN

sufren rearreglos conformacionales al interactuar "' 9' ’5.Es la distinción de cuáles son y cómo

se dan estos rearreglos la que permite una Interpretación mecanlstlca del proceso de

reconocimiento secuencia-especifico.

Para la unlón de ADNespecifico, dos rearreglos oonfonnaclonales son detectables

por cambios en la fluorescencia de los Trp de E2c (Flg 3.4). El más lento de ellos coincide con

la expulsión del fluoróforoANS de la Interfase de unión, sugiriendo que la desolvataclón parcial

de la interfase del complejo proteina-ADNocurre en las últimas etapas de consolidación de la

interacción. Por el contrario, ninguno de los oligonucleótidos de secuencia Inespeclflca fue

capaz de desplazar el ANS unido a E2c lndicando que. sl blen la formación de complejos de

colisión es igualmente rápida, estos no sufren rearreglos oonfonnaclonales que lncluyan la

expulsión de solvente de la interfase. Esto refuerza la visión general de que la unlón proteina.

ADNinespecliico presenta un mayor grado de solvatación que los complejos con ADNespecifi­

co (capitulo 1). Según se propuso para la interacción EcoFll-ADN.el agua secuestrada en las

interfases puede proveer una fuente energética entrópica que seria requerida para la discrlml.

nación especifica de secuencia ‘7'°.

El análisis terrnodlnámico de las barreras de activación nos permitió discriminar las

contribuciones energéticas de las cadenas laterales a las distintas etapas de unión. En princi­

pio, las barreras energéticas de los rearreglos oonfonnaclonales son altas (- 20 kcaI/mol)

respecto a la energia libre medida al equilibrio (- -12kcaI/mol), y al electo producido por las

mutaciones puntuales sobre éstas (- 0.5 kcanoi). Estas observaciones apoyan la Inter­
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pretación general de que la unión especifica de ADNes el resultado de grandes valores absolu­

tos de factores energéticos favorables y desfavorables “. en forma análoga a lo que ocurre en

una reacción de plegamiento proteico ”. Por otro lado. se ha visto que los procesos bloqufml­

cos que requieren una alta capacidad de discriminaciónde sustratos similares (selección de

aminoacyl-tFtNAspor el ribosoma. de dNTPs por polimerasas. etc), utilizan estrategias de

reconocimientoque involucranetapas separadas con altas barreras de activación ". Esto

provee un mecanismo de "proolreading"clnético, donde ias pequeñas dilarencias entre los sus­

tratos son leidas recursivamente en pasos sucesivos de reacción, lo cual da lugar a la amplifi­

cación de ias pequeñas diferencias energéticas entre posibles sustratos (ya que al influiren

varias etapas se multiplican)y permite lograr una alta capacidad de discriminación general “.

Este tipo de mecanismos involucran ajustes inducidos (“induced-fit")en las macromoléculas

reactantes que. para el caso E2c-ADN.podemos asignados a las barreras energéticas que sep­

aran los intermediarios de la unión. Tomados en conjunto, estas observaciones sugieren que ia

interacción proteina-ADN involucra cambios estructurales de plegamiento local acoplados al

proceso de unión. y que esto esta lnlimamente ligado al proceso de reconocimiento secuencia­

especifico.

El conjunto de estados de transición (TSE) que separa el complejo de encuentro del

siguiente intermediario es entrópicamente favorable (AS > 0) y entálplcamente desfavorable (AH

> 0). Estos cambios son asignables a un evento de desplegamlento local, que produciría un

aumento entrópico, junto con la redistribución de uniones no-covalentes. En Ifnea con esto últi­

mo, son las mutaciones sobre residuos que afectan la estabilidad de la hélice (A293, N294,

F303) las que estabilizan el TSE de esta etapa cinética. Se distingue también un efecto de

R300. R302 y de la capacidad de formar uniones de hidrógeno de C298 sobre el estado de

transición. Esto sugiere que no solo el N-cap esta afectando el estado de plegamiento local,

sino que los cambios están asociados a múltiples residuos a lo largo de la hélice de

reconocimiento. Proponemos entonces que los cambios conformacionales que ocurren en esta

etapa son mayoritarios e Invoiucran movimientos locales adjudicables al desplegamlento parcial

de la hélice 1. Análisis estructurales de este lntermedlarlo (por DC resuelto en el tiempo. doble­

mezcla con unión de lluoróforos, etc) permitirán evaluar esta hipótesis.

El segundo rearreglo confonnaclonal descdpto tiene contribuciones mayoritariamente

entálpicas (tabla 3.3, Fig 3.12). que atribuimos a la formación de los contactos cercanos en la inter­

fase de unión. Para que estos contactos cercanos puedan tener lugar, las esferas de hidrataciónde

las macromolecuias deben reestructurase y es Justamente en esta etapa donde se detecta la

expulsión de ANS de la Interfase de unión. Los residuos que más afectan esta transición son F303,

R300. K305. la carga positiva de K297, el carácter hidrolóbico de C298 y el anillo aromático de

Y301. Dado que no contarnos con el análisis tennodinámico detallado del electo de cada mutación,

no nos es posible distinguiren esta instancia si los efectos de las mutaciones sobre la velocidad se

deben a un cambio en el estado basal del reactante (el intermediario 2) o a un efecto sobre el con­
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RUTAS DE ASOCIACIÓN PAiiALELAS.

EFECTOS MICRO Y MACROS‘FÓPICOS. ­

junto de estados de transición que lo separan del estado iinal. De todas formas, podemos concluir

que los efectos son asignables al menos a 7 de los 10 residuos expuestos de la hélice1, y particu­

larmente al carácter hidrolóbicode 2 de ellos. apoyando la proposición de que es durante esta

etapa donde se consolidan las interacciones de 'iectura directa" de secuencia.

Los experimentos de asociación-disociación por doble mezcla nos permitieron coniir­

mar que los eventos cinéticos de primer orden son subsiguientes a la colisión inicial.asignabies

a los cambios coniormacionales del complejo proteinazADNrecién discutidos. y que estos se

suceden en iorrna secuencial. Pudimos también medir en forma directa la disociación del 'com­

plejo de encuentro' y. quizá lo más sorprendente, observar que a los 10ms de iniciada la reac­

ción de unión es posible detectar la ionnación del 'complejo iinai'. Esto constituye evidencia

directa de la presencia de dos rutas macroscóplcas de unión paralelas: una que procede por

intermediarios con rearreglos lentos y otra de dos estados que permite la formación de un

"complejo iinal" sin pasar por intermediarios definidos. Como la Intensidad de la fluorescencia

puede no estar relacionada con la concentración de las especies, no nos es posible asignar

aquí qué porcentaje de la reacción procede por cada camino cinética. Sin embargo. en todos

los ensayos de disociación de "complejos finales" se obsevaron dos eventos de disociación,

indicando que Ia reacción E2c-ADNprocede por dos rutas paralelas en ambos sentidos. El

hecho de que la disociación de los 'complejos finales' formados a tiempos cortos de asociación

(10ms) muestren la mismas amplitudes relativas a lo largo de todo el tiempo de Incubaclón. es

indicativode que las poblaciones de 'complelos iinales' están en rápido equilibrio.Esto sugiere

además que estos complejos E2c-ADNestán estructuralmente relacionados. y que intercam­

biarian en coniiguraclones geométricas separadas por barreras de activación relativamente

pequeñas.

Uno de los análisis estructurales que pueden eiectuarse sobre los estados de transi­

ción es el llamado análisis de valores de phI (0). Este tipo de análisis fue inicialmente plantea­

do como una herramienta para estudiar los TSE de reacciones de plegamlento proteico y están

basados en una analogía con los valores-Bde Bransted, clásicos dela fisicoquimlcaorgánica

". Para evaluar estructuralmente el estado de transición de una reacción de plegamlento de

dos estados. se considera el electo que una mutación puntual causa sobre el TSE. respecto al

efecto que causa la misma mutación al equilibrio.definiendose para cada reemplazo.

d) = AAG*IAAGeq (para un esquema energético, ver Flg 5.1)
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Figura 6.1: Valores de (Dde la unión E2c-ADN

especifico por la ruta de dos estados. Para cada

mutante se calculó el valor de phi según el electo

que la mutación causa sobre la energia libre del

TSE de dos estados, y el electo que causa a la

unión al equilibrio: (D = AAGt / AAG eq

Según la interpretación original, un valor de d) = 1 indica que el residuo realiza una

interacción nativa en el TSE, mientras que cb= 0 indica que el residuo no forma esa interacción

en el TSE ’5. Cuando se detectan valores de (Dentre 0 y 1 se dice que la interacción está pre­

sente pero debilitada. i l

El caso de E2c-ADNpresenta una ruta macroscópica de dos estados, y contamos

con las diferencias energéticas causadas por las mutaciones puntuales sobre la energia libre

de unión al equilibrioy los efectos que las mismas sustituciones causan sobre el TSE. Pudimos

calcular entonces los valores de (Dpara este camino de unión para 15 mutaciones puntuales

(Fig 6,1). Los valores obtenidos se extienden mucho más allá de los valores esperados, pudien­

do ser menores que 0 y mayores que 1, lo cual no tiene sentido fisico en la interpretación clási­

ca de d). Lo que podria ocurrir es que el marco teórico desde donde se plantea este tipo de

análisis (un paradigma de plegamiento proteico de dos estados) no sea válido para una aso­

ciación proteinaADN. Definira las interacciones en los TSE como "nativas" o “no-nativas"

puede no ser aplicable en todos los casos.
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Es muy probable que el rearreglo del TSE proceda por más de un camino microscópico y si asl

luera. el electo que una mutación puede causar sobre un TSE puede compensarse por ia modi­

ticación de otras interacciones en el mismo estado de transición, sin que sea posible dilerenciar

las contribuciones individuales. Es decir, la modificación de un residuo podria alectar las inter­

acciones de los otros residuos y no modificarse la velocidad de rearregio. Esto es equivalente a

decir que, a dilerencia de Ioque ocurre al equilibrio,los electos causados por las mutaciones

puntuales sobre los TSE no son independientes. La no-aditividad de las dilerencias energéticas

medidas para cada mutante en los TSE apoya Indirectamente esta hipótesis.

Una Interpretación alternativa de los valores de d>lue propuesta recientemente el

grupo de Ken DiII"'. En este trabajo se muestra con un modelo minimalista exacto que los val­

ores de o mayores a 1 o menores que 0 pueden deberse a la existencia de caminos

macroscópicos paralelos de reacción. Según este modelo, las mutaciones iniluyenen 0 por

aiectar la población relativa de cada una de los caminos macroscópicos. Hemos presentado en

esta tesis, por métodos independientes. que la asociación E2c-ADNprocede etectivamente por

dos rutas macroscópcias paralelas. Además, desoribimos que las mutaciones puntuales pueden

alectar el equilibrioentre poblaciones conlonnacionales de E2c. Entonces, en este marco nos

es posible asignar que los valores de CDobservados se corresponden con el modelo planteado

inicialmentede caminos macroscópicos de unión paralelos. Si este esquema teórico se aplica a

E2c-ADN,los valores 0 obtenidos sugieren que, además de proceder por rutas paralelas.

podrian existir cruzamientos entre los caminos de unión 7'. Un analisis detallado de las rutas

cinéticas de asociación de las proteinas con dobles-sustituciones, conjuntamente con las asi­

gnaciones termodinámicas de los TSE de las mismas. permitirá profundizar este aspecto del

mecanismo de reconocimiento E2c-ADN.
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ESTADOS CONFORMACIONALES DE

E2c Y UNIÓN A ADN

Como mencionamos, una de las rutas de asociación entre E20 y ADNpuede ser

descripta como de dos estados. Dada Ia alta complejidad de la interacción, Io extenso de la

intertase y la existencia de una ruta de unión con intermediarios separados por barreras

energéticas altas, cabe preguntarse ¿cómo es posible que la asociación ocurra por une ruta

rápida paralela?

Estudios de asociación entre macromoieculas, particularmente entre proteinas y ADN,

proponen que ei reconocimiento especifico puede ser cinética y termodinámicamente más

favorable si las zonas de unión a ADNestán parcialmente desplegadas (son flexibles)y sulren

procesos de piegamiento asociados a la unión ". Cuando la proteina y el ADNse ensamblan

pueden hacerlo gradualmente, pagando ei costo entrópico a medida que se gana energia libre

por la interacción y el plegamiento. es decir hay una correlación estrecha entre ambos compo­

nentes energéticos. Esto resulta análogo al paradigma propuesto para los paisajes energéticos

('iandscapes") de reacciones de plegamiento proteico " 1’,y su reciente aplicación e procesos

de interacción y reconocimiento especifico entre macromolóculas '°' ‘°‘.Un proceso cooperativo

de unión-plegamiento de este tipo puede tener energias de activación muy bajas. donde el soi­

vente puede expelerse gradualmente de la interfase. fabricando los movimientos necesarios

para la formación de un complejo especifico ". Per el contrario, si la zona de unión tiene una

estructura consolidada, existe un fuerte componente entrópico desfavorable a la unión, donde

además se debe expulsar solvente para el anclado ('docking") especifico. Estos dos últimos

electos resultan en barreras energeticas altas. coincidiendo con lo descripto para el camino de

unión E2c-ADNque se sucede por dos intermediarios.

Ya hemos mencionado que existen evidencias independientes de que la hélice 1 de

E2c no es una zona estructuralmente consolidada, y dadas las caracteristicas de los caminos

cinéticos y la existencia de dos poblaciones conforrnacionales de E2c. podriamos relacionar

estas observaciones asignando a cada una de ellas ciertas diferencias estructurales. Ei con­

fómero que procede por una asociación de múltiples estados es asignabie al barril B-dlmérico

con las a-hélices consolidadas. como las presentadas por las resoluciones estructurales de la

proteina libre, tanto en cristal como en solución. Ei otro estado conformacionai, que se corre­

sponde con la ruta de asociación dedos estados. presentarla mayores fluctuaciones conforma­

cionales que el anterior, particularmente en las zonas de unión a ADN.Los intentos de enrique­

cer Ia población de E2c en este últimoestado resultaron en la formación de agregados insol­

ubies. algo no del todo sorprendente si consideramos que seria a una población sin una estruc­

tura consolidada la que estamos tratando. Sin embargo hay evidencias indirectas que podemos

considerar:

Si, como proponemos. existe una relación entre los modos de unión presentados por

E2c al equilibrioy las poblaciones confonnacionales mencionadas. es de esperar que la unión

de dos dimeros de E2c por sitio de ADNeste mediada por el confómero más flexible. Este pre­
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sentaria menos restricciones conformacionales y podría converger en una interacción alternati­

va con el complejo 1:1 E2c-ADN,formando un complejo 2:1. Como se presentó en el capítulo

3, sólo una de las poblaciones conformacionales se une a un complejo 1:1, y resulta tener la

misma velocidad de asociación que el confórmero de la ruta de dos estados, reforzando la A

proposición anterior. Una predicción de esta hipótesis es que, si fuera posible desplazar las

poblaciones de confómeros de E2c al estado que presenta menores fluctuaciones (hélice con­

solidada), deberia observarse un solo evento de unión (un único modo de unión) al mismo

oligonucleótido. De acuerdo con esto último, en las condiciones de entorno en las cuales se

resolvió la estructura consolidada en solución (pH 5.6), se observa un solo modo de unión a

ADN(Fig 2.1). Por otro lado, experimentos recientes realizados con una preparación de E20

para la cual no se detectan cambios de DC ante un tratamiento térmico suave (indicando que

no se desplaza la población de confórmeros), presentan también un solo modo de unión al

equilibrio.

En la figura 6.2 se esquematiza un modelo integrado del mecanismo de interacción E2c-ADN.

CE lnt

Figura 6:2: Modelo de lnteracclón E2c-ADN. Arriba: unión de estequiometrla 1:1 E2c2ADN:E2c existe en dos poblaciones conformacionales que unen ADNpor

rutas macroscópicas paralelas. Las flechas diagonales representan posibles cruzamientos entre ambas rutas. CE: complejo de encuentro. Int; intermediario 2. CA

complejo activo. Abaio: unión de estequiometrla 2:1
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MECANISMOS DE UNIÓN A ADN DE

E2c EN UN MARCO BIOLÓGICO

Todos los estudios presentados en esta tesis fueron realizados in vitro.en condi­

ciones mlnimas de entorno. condiciones naturalmente distantes de las que podrian encontrarse

en el entorno biológico de E2c. un núcleo celular. ¿Invalida esto las conclusiones biológicas

que puedan derivarse del mecanismo de reconocimiento sitio-especifico presentado? Sln inten­

ciones de responder a esta pregunta. como tampoco de polemizar sobre un punto que excede

los objetivos del presente trabajo y alcanza aspectos filosóficos profundos de la investigación

cientllica actual, sólo mencionaremos que. hasta donde conocemos, los sistemas biológicos

son extremadamente robustos. Es decir. las observaciones generales que se realizan para un

sistema en una condición experimental particular son plausibles de aplicarse en otras condi­

ciones. e incluso de extrapolarse entre sistemas, pOrquelas características lundamentales de

los mismos se conservan. Si se realizan con cautela y rigorcientifico. son éstas extrapolaciones

las que permiten una comprensión Integrada y general de un lenómeno particular.

Tomemos por caso la interacción especifica proteina-sitio de ADN. Ha sido amplia­

mente descripto que la interacción específica es fuertemente dependiente de lectores fisico­

quimicos del entorno, corno la luerza iónica o la temperatura. Sln embargo. estos mismos lac­

tores afectan en grados cOmparabIes la unión con ADN inespecllico. Como la unión biológica­

mente relevante depende de la relación entre la unión especifica e inespeciiica, la ocupancia

del sitio operador resulta ser independiente de la temperatura y de la fuerza Iónicadel entorno

celular ’7. En algunos casos, incluso los valores absolutos de las constantes de alinidad medi­

das ¡n vitroresultan estar en los rangos estimados como fisiológicamente relevantes, Io cual

implicaque la interacción bioquímica también es robusta "'. Basándonos en lo descripto a Io

largo de toda este tesis. arriesgaremos dos breves hIpótesIs funcionales sobre el posible

mecanismo de interacción E2c-ADN ¡n vivo.

Hemos deseripto que E2c puede presentarse en mas de una población conlOrma­

cional, que presentan notables diferencias en cuanto a sus características de unión de ADN.

Como para muchos otros factores de transcripción, empezando por el prototlpico LacFi. la ocur­

rencia de estados conlormacionales puede cerresponder a la existencia de un "switch"de regu­

lación de la actividad proteica. Describimos aqul que la temperatura, el pH o las mutaciones

puntuales pueden alterar el equilibrlode las poblaciones de E2c, pero es poco probable que

estos lactOres sean responsables de la regulaclón de la actividad In vivo.Resulta biológica­

mente más atractivo suponer que esta iluctuación conlormacional sea regulada por otros even­

tos. muy probablemente medlados por la Interacción de E20 con otras proteinas. Se ha descrip­

to que una amplla variedad proteica lnteractúa con E20 In vivoy que ésto regula a su vez la

actividad biológlcade E20 (capitulo 1). Algunas de éstas proteinas son candldatos naturales de

operar sobre el 'switch' bioquímicode E2c que. proponemos. puede estar basado en el bisagra

conlormacional propuesta sobre la hélice 1. Por otro lado, seria muy interesante evaluar el

electo fisiológicode la virtual anulación del 'switch', causado por las mutaciones en el N-cap de

la hélice 1. que desplazan el equilibriode la poblaclón de conlórmeros hacia un estado mayorl­
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Flgura 6.3: Modelo informático de dlscrlml­

naclón de sitios de ADN.E2c se encuentra en

dos coniormaciones. una de las cuales une ADNy

forma el complejo de encuentro (CE). La formación

del complejo activo (CA)esta mediada por dos

"checkpoinls"de reconocimiento de secuencia, La

disociación de CAprocede por una ruta paralela.

tario. Estas mutantes podrían presentar diferencias en las diferentes actividades biológicas de

E2c (represión/activación de la transcripción, iniciación de la replicación, segregación episomal,

etc), que podrían brindar indicios sobre la funcionalidad de estos cambios conformacionales in

vivo.

Finalmente, una última extrapolación del mecanismo cinético de reconocimiento sitio­

especiiico. En primera instancia, vamos a suponer que el mecanismo de unión por dos rutas

macroscópicas paralelas se conserva ¡n vivo,pero que los valores de las constantes cinéticas

pueden no hacerlo. Si esto asi fuera, es posible plantear que una de las rutas corresponde a la

asociación y la otra a la disociación de E2c del sitio especifico. Basados en analogías simples

con modelos de reconocimiento mediados por “proefreading”cinético, es de esperar que Ia ruta

de asociación corresponda al camino macroscópico con intermediarios y la de disociación al de

dos estados. En este caso, las altas barreras energéticas que separan los intermediariosde

unión pueden ser planteadas como “checkpoints”del proceso de reconocimiento. Esto nos per­

mite proponer un esquema informático 1°del reconocimiento sitio específico (Fig 6.3).
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La unión se inicia desde la proteina libre en la población conformacional de la estructura con­

solidada. La proteina se une a ADNde manera lnespecfflca y difunde en forma unidimensional,

con una procesividad que podemos estimar en al menos el tamaño del genoma de HPV (8

Kpb). Dependiendo de las afinidades relativas por las diferentes secuencias. E2c pasará más

tiempo en unas regiones que en otras. pero sólo algunos de los sitios visitados permitirán que

se transpase la primer barrera de alta energfa. Para pasar este “checkpoint'. el sitio de ADN

debe permitirun rearreglo conformacional en E2c que presumiblemente esta asociado a un

cambio conformacional de la hélice-1. Formado el siguiente intermediario de reacción, existe

otra alta barrera energética a superar que involucra Ia expulsión de solvente de la Interfase y el

contacto directo de los motivos especificos de secuencia. Si alguna de éstas barreras no es

superada en un tiempo Ifmite(centrado en la vida medie de los intermediarios). el proceso de

unión es interrumpido por el desvío hacia Ia ruta de disociación. Esta bifurcación puede carre­

sponderse con la sugerencia, desprendida de los valeres de CD,de que los caminos

macroscópicos paralelos pueden cruzarse. En cambio. si la secuencia de ADNpermite superar

ambos 'checkpoints", se da lugar a la formación de un complejo consolidado que presenta un

alta estabilidad y alta vida media: el complejo activo en el sitio especifico. El ciclo se cierra

cuando E2c se despega del sitio de unión. cosa que seria más favorable se realice por la ruta

macroscópica que caracterizamos como de "dos estados". Según los correlatos estructurales

planteados. para despegar a E2c del sitio especifico serle suficiente con flexibilizarlahélice de

reconocimiento para que se inicie Ia ruta de disociación. Esto bien puede estar modulado por el

contacto de E2c y otras proteínas, particularmente en la zona del N-cap de la hélice 1. En

relación con esto últimose ha reportado que 52 de HPV16 es activamente desplazada del sitio

de unión por la proteina E1 ", con Ia cual se han reportado también interacciones mediadas

por dominio C-terminai (E2c) 7‘. Si bien este modelo general resulta hoy altamente especulati­

vo, las predicciones que se desprenden son empfricamente contrastables y resultan ser biológi­

camente relevantes a muchos sistemas de Interacción proteina-ADN.

Todo Iodiscutido durante este trabajo podria converger en la idea central de que las inter­

acciones proteina-ADNincluyen una amplia variedad de procesos bioquímicos acoplados.

Confiarnos en que una interpretación biollsica de estos fenómenos puede contribuirsignificativa­

mente a la comprensión de los mecanismos moleculares que subyacen el universo biológicocotidi­

ano. Utilizandoun sistema relativamente simple, pudimos empezar a responder preguntas energéti­

cas y mecanfsticas básicas. que resultan de dificilaproximación en modelos mas complicados.

Espemmsmnesbmnubúraquemdmcemmmntemosmnnwvashenmümhsteab
as y experimentales que permitan abordar en profundidad los mecanismos moleCUIaresde una reac­

ción biológica tan relevante como io es el reconocimiento sitio-especifico de una secuencia de ADN.
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MATERIALES Y-MÉTODOS

'Lejos de ser los Fllmbauddel microscopio que un públlco senllmental gusta imaglnarse. los

investigadores en biología molecular no son más que técnlcos honrados. carentes de genio.

que leen 'Le Nouvelle Observaleur" y sueñan con lrse de vacaclones a Groenlandia"

Mlchelle Houllebeq



REACTIVOS GENERALES

OLIGONUCLEÓTIDOS SINTÉTlCOS

MATERIALES -Y MÉTODOS

Todos los ractivos utilizados para las mediciones espectroscópicas lueron del más

alto grado de pureza disponible. Tampón BisTris. Urea. Cloruro de Guanidina, Cloruro de Sodio,

Sales de Foslato y DTI' lueron adquiridos comercialmente de ICN (Costa Mesa. CA, EEUU).

Isoliocianato de Fluorescelna. ANS y Bis-ANS de Molecular Probes (Eugene, OR, EEUU). Las

enzimas de restricción. Iigasa, y polinucleótido quinesa son de New England Biolabs (Beverly.

MA. EEUU), y la Plu DNApolimerasa de Stratagene (LaJolIa. CA, EEUU). Los demás reactivos

de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO. EEUU).

Los oligonucleótidos de simple cadena lueron adquiridos comercialmente de IDT

(Coralville. IA, EEUU). Cuando se Indica FITC (o Fl) un motivo de isotiocianato de lluorecelna

lue introducidodurante la síntesis en el extremo 5' del ollgo mediante un conector de 6 car­

bonos. Luego de la sintesis, los oligonucleótidos lueron purllicedos por geles de poliaCriIemlda.

Los oligonucleótidos de doble cadena utilizados lueron preparados mezclando canti­

dades equimolares de las cadenas complementarlas. entre 10 y 30 uM para los oligonucleótl­

dos modilicados con FITC. 100pM para los no-modilicados. La concentración de los ollgonucle­

ótidos se determino espectrolotométrlcamente. Las reacciones de apareamlento de hebres se

realizaron en 10mM BisTris-HCIpH7.0. 20mM NaCI. incubados por 5 min a 95°C y enlriados

lentamente hasta 25°C durante 16 horas. Este procedimiento rinde oligonucleótidos de doble

cadena sin cantidades detectables de simple cadena, a Juzgar por corridas en geles nativos de

poliacrilamida (no mostrado).

las secuencias de los oligonucleótidos utilizados son:

535A: 5'-GTAAQ_Q_QAAATQ_GQITGA-3'

535 B: 5' - TCA AQQG ATTTQfifil TAC - 3'

sBPV: 5' - CCG AQQQ ACGT (¿GEI CGG - 3'

EBNA: 5' - GGG TAG CAT ATG CTA CCC - 3'

lset A: 5' - ACA TGG ACC TGT CAA GTA - 3'

¡set B: 5' - TAC TTG ACA GGT CCA TGT - 3'

(subrreyado. la secuencia consenso de E2)

Los demás oligonucleótidos sintéticos, utilizados para las construcciones plasmldicas

y las mutantes sltlodlrlgldas,lueron adqulrldos a la misma empresa. Para estos, no se encargó

purificación alguna más allá de le estándar.
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EXPRESIÓN RECOMBINANTE v

PURIFICAClÓN DE E2c

HPV16-E2c (hE2c)

La expresión y purificación de hE2c se llevó a cabo según el protocolo descripto por

Mok el. al. ”. No tan brevemente: bacterias Escherichla coli BL21 (DES) portando el plásmido

p1218qu2c lueron inoculadas (al 2% con un cultivosaturado) en erlenmeyers conteniendo

600ml de medio 2TY (16 g peptona. 10g extracto de levadura, 5g NaCl /litro) a 37°C con 100

pg/rnl de ampicilina. Cuando el cultivo alcanza la lase exponencial (DOGOO- 0.5) se agregó

IPTG hasta 0.4 mM y se Incubó por 16 hs a 37°C. con agitación orbital a 300 FlPM.Las bacte­

rias se cosecharon por centrilugación a 20009, por 30 min, y se resuspendieron en 0.1 vol de

butler de lisis (100 mM Tris-HCI pH 6.8, 0,6M NaCI, 1mM EDTA, 10mM 2-mercaptoetanol). La

suspensión lue sonicada dos veces a 0°C, y centrllugada a 30009 por 20 min.Alsobrenadante.

que contiene la lracción soluble de hE2c. se le agregó sullato de amonio al 60% de saturación

(361 g/I) y se incubó a 4°C con agitación por 16hs. El precipitado se colectó por centriiugación

a 120009 por 15 min. y se resuspendió en bulterA (100mM Trls-HCIpH 6.8, 0,6M NaCI, 2mM

2-mercaptoetanol). La tracción soluble se sembró en una columna de heparina (BioSepra.

Villeneuve la Garenne. Francia) previamente equilibrada en SOmMTris-HCI pH 8.0. 0.6M NaCl,

2mM 2-mercaptoelanol. La columna lué lavada con al menos 5 vol del mismo bulter y elulda

con un gradiente iónico lineal hasta 2M NaCI. Las fracciones conteniendo hE2c >85% pura

(entre 0.9 y 1.1 M NaCl) tueron juntadas y dializadas contra 2 cambios de 50 vol de buffer F

(10mM Acetato de Sodio pH 5.6. 0.2 M NaCl. 1mM D'I'l') y concentradas por ultrafiltación en

Centriprep-3 (Amicon. Bedlord. MA. EEUU). La tracción soluble fué tiltrada por un tamiz molec­

ular Superdex75 (Pharrnacía Biotech, Uppsala. Suecia). donde hE2c eluye como un únlco plco

de 18-20 KDa. El procedimiento detallado rinde alrededor de 40 mg de hE2c >97% pura por

litrode culllvo lnlclal. La proteina purlllcada lue guardada a -70°C luego de congelada rapida­

mente con N2 liquido.

Comentario acerca de la actlvldad de unión a ADNde hE2c

El hecho que la proteina eluya con alta luerza lónica de la columna de heparina sug­

iere que la actividad de unión a ADNes alta. Asimismo. hay numerosas evidencias de que el

procedimiento descripto rinde hE2c dimérica. plagada. con alta actividad de unión, como la uti­

lizada en ensayos cristalogralicos. De todas lormas realizamos un ensayo para estimar la

actividad de unión a ADN,en donde incubamos la preparación de hE2c a 10pglml con un exce­

so 2 veces molar de un oligonucleótido doble cadena s35. modificado en 5' con blotlna. Los

complejos tomados fueron incubados con 'bolltas' magnéticas de estreptavidina (Promega.

Madison. Wl, EEUU) y luego removidos de la solución utilizando un iman. La concentración de

proteina en el sobrenadante fue lgual a la de un control en el cual no se agregó hE2c. lndican­

do que la preparación de proteina es >97°/oactiva en tanto a unión de ADNespecifico.
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BPV1-E2c (bE2c)

La expresión de bE2c se llevó a cabo en lorrna recombinante utilizando bacterias

Escherichia Cali JM109 portando el plásmido pTZE2kz ". Las células se crecieron en medio

2TY. 100pg/ml ampicilina. a 37°C hasta DOGOO- 0.5. Se agregó IPTG a 0,4mM y se Inlectaron

con el lago M13/17 (Invitrogen, SanDiego. CA, EEUU) a una multiplicidad de lnleoción de 5. Se

incubaron por 16hs a 37°C. se colectaron por centrilugación, se resuspendieron en buller de

lisis y se sonicaron 2 veces a 0°C. Los cuerpos de inclusión se colectaron centrilugando a

150009 por 20 min, se Iavaron oon 8M urea. y se disolvieron en 500mM Tris-HCi pH6.8, 10mM

DTT y 6M GuHCI. El replegado se realizó diallzando contra 100 vol de 50mM Tris-HÓIpH=6.8,

0,15M NaCI y 2 mM 2-mercaptoetanol. La tracción soluble se sembró en una columna de

Heparina y se continuo la purilicación como se describió para hE20. pasado la muestra por un

tamiz molecular. El procedimiento rinde alrededor de 2 mg/l de bE2c 98% pura.

Conlunto de mutantes sltlodlrlgldas de hE2c

Todas las mutantes descriptas se expresaron en tórma soluble en E. coli BL21 (DES)

y se purilicaron siguiendo el procedimiento descripto para la proteina salvaie. con algunas

excepciones, a saber: la fuerza ióníca del buller A se redujo a 0,2M NaCI y se eluyó con un gra­

diente lineal desde 0.2 a 2M NaCl. Los rendimientos totales de proteina variaron de 1 a 40

mg/l, y en todos los casos Ia pureza obtenida. estimada por corridas en PAGEes mayor al

98%.

DETERMINACIÓNDE LA CONCENTRAClÓN Cuando se trata de extractos o proteinas impuras, se utilizó el método de Bradford '.

DE PROTEÍNA Para todas las proteinas purilicadas utilizadas se determinó su concentración espec­

trolotometricamente utilizando el coeliciente de absorción calculado según "z

A230 (mM", cm") = 5.5 aw + 1,49 llY

donde llW y llYson al número de residuos de Trp y Tyr. respectivamente.

El método fue validado con la proteina hE2c salvaje midiendo la concentración por el

método de Bradlord.
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CONSTRUCCIÓN DE LAS MUTANTES

SITIODIRIGIDAS

ENSAYO DE RETARDO DE LA MOVILI­

DAD ELECTROFORÉTICA

Las mutaciones sitiodirigidas se realizaron utilizando el método de PCR inversa “. El

mismo consiste en utilizaroligonucleótidos sintéticos. que incluyan Ia mutación deseada, y

ampliticar todo el plásmido por PCR. Como las mutaciones diseñadas estan próximas en la

secuencia nucleotldica, se diseñaron juegos de cebadores conteniendo las mutaciones. tal que

apareen en una misma hebra. Estos se utilizaron en combinación con un único cebador salvaje.

que aparea en la complementaria del plásmido pTZ1Bu2E2cutilizado como molde.

Previamente a la PCR. los cebadores lueron loslorilados en 5' utilizando polinucleóti­

do quinasa y ATP.según los instructivos del labricante. Para la síntesis de ADN se utilizó Pfu

polimersa. dado que esta presenta alta fidelidad y no se detecta actividad de translerasa termi­

nal, tipica de la polimerasa Taq. La PCR se realizó por 25 ciclos rindiendo, en general. un

único producto de alrededor da 3,5 Kpb. El molde de reacción lue degradado selectivamente

utilizando la enzima de restricción Dpnl. Esta enzlma corta solamente sitios GATCmetilados,

per tanto no degrada el producto de amplificación. La Iigación de los extremos romos del plás­

mido se realizó utilizando la ligasa del lago T4 por 16hs entre 16°C y 25°C.

Las mezclas de Iigación se utilizaron para translomar E. coli DHSa, utilizando el méto­

do de shock térmico en cloruro de calcio ’. Se replcaron entre 6 y 10 colonias al azar y se

realizaron cultivos de 2ml en medio LB. De éstos se preparó ADNplasmidico según el protocolo

de lisis alcalina ’ y se secuenciaron entre 400 y 700 pb, utilizando equipos de secuenciación

automática ALF (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Se tuvo especial cuidado en obtener la

secuencia de todo el marco de lectura de E2c. y se descartaron los clones que contenían mula­

ciones más allá de las buscadas. Según las secuencias analizadas. me permito estimar que

alrededor de 1/7 de los clones obtenidos de cada reacclón contienen sólo la mutación diseñada.

EIensayo de EMSAo 'gel shift"se llevó a cabo en condiciones de baja fuerza lónica

'. Las mezclas de reacción fueron incubadas en las condiciones estándar de unlón, por 30 min

a 25°C en un'volumen final de 10 pl. Las mezclas se sembraron en un gel de pollacrilamlda al

6% conteniendo 2.5% de glicerol. 25mM Tris-HCl pH 8.3. 190mM Gllclna. 1mM DTT. El gel se

corrió relrigerado a 4 V/cm durante 2 horas. Las bandas de fluorecelna se detectaron por tran­

siluminación UV.Después de Ia visualización y la documentación, el gel fue fijado y teñido con

Ag. a tin de revelar las bandas proteicas.
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DICROÏSMO CIRCULAR

ENSAYOS DE UNIÓN A ADN EN SOLUCIÓN

EQUILIBRIO

Los espectros de dicroismo circular fueron registrados en un espectropolarimetro

Jasco J-810 (Nikota,Japón). Entre cinco y diez espectros fueron promediados para cada mues­

tra. Cuando no se indica lo contrario. la temperatura se mantuvo constante a 25 :t:0.1 °C con

un controlador peltier. Para los espectros de proteinas en la región de UVlejano. se calculó la

elipticidad media por residuo según:

MRW=mdegl10 ' L' [M]- (#p)

donde mdeg es la señal medida, L el paso de luz (en cm). [M]la concentración de la muestra

(en molar), tip el número de enlaces peptidicos de la proteina en cuestión. Como para E2c con­

sideramos que trabajamos siempre con el dimero. todas las concentraciones se expresan de

dímeros, asi como la cantidad de enlaces peptidloos.

Los espectros de CD de ADNse registraron entre 320 y 250 nm. La contribución de

las proteinas se sustrajo directamente a partir de espectros de la proteina sola. Es de esperar

que la contribución de E2c en esta zona del espectro no cambie significativamente, por lo que

asumimos que evaluamos solo los cambios dlcroloos del ADN’°. Los espectros diferenciales

fueron obtenidos restando al espectro del complejo el de la proteina libre y el del ADN libre.

Todos los ensayos de unión a ADNse realizaron con un espectrofluorimetro Amlnco

Bowman Series 2. arreglado en geometria 'L" (Spectronlc Co. Rochester, NY,EEUU). Cuando

el lluoróioro tué FITC. se excitó a 490 nm y se colectó la emisión a 520nm, con 4 nm ancho de

banda, a menos que se indique lo contrario. Cuando la concentración de fluoresceina fué

menor que 20nM. se colectó la fluorescencia total utilizando un filtrode corte bajo 520nm

(Schott, Mainz, Alemania).

Todas las titulaciones se llevaron a cabo agregando pequeñas cantidades del Iigando

variable (entre 2 y 20 ul) a una cubeta conteniendo el iigando fijo. Se homogeneizó la solución

con pipeta automática. succionando y desplazando al menos medio volumen total. 5 veces. Se

dejó luego equilibrar la muestra por dos minutos y se tomó la medición correspondiente. En

ningún caso la dilución del Iigando lijo superó el 15% del volumen total. Los datos de intensidad

de fluorecencia se corrigieron linealmente según la dilución.
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CINÉTICA

rpg

Las colecciones anisotrópicas se realizaron utilizando polarizadOres lineales y

colectando las intensidades verticales y horizontales a las mismas longitudes de onda antes

mencionadas. Se promedlaron al menos 5 mediciones a 0° y 90° y se calculó la anisotropla (r)

según sz:

r = (iw - G‘lvh) / (Iw + 2G'ivh)

donde I es la intensidad de lluorescencia. los suiijos V y H reiieren a Vertical y Horizontal,

primero excitación y luego emisión. y el lector de corrección G esta deilnido como:

G = Ihv/ lhh

Dado el pequeño cambio de rendimiento cuántico del motivo FITC asociado a la unión de ADN,

no iue necesario realizar correcciones de intensidad sobre los valores enlsotrópicos ”.

Las condiciones estandar del ensayo fueron fijadas a: 25mM BlsTris-HCIpH 7.0. 200

mM NaCI y 1mM D'lT. En todos los casos la temperatura se mantuvo constante a 25 t 0.1 "C

utilizando un baño térmico acoplado al fluorímetro.

El curso cinético de las reacciones se midió utilizando un aparato de llujo detenido

(slopped-ilow) Applied Photophysics SX1B.MV(Leatherhead. Fteino Unido). Para este equipo el

tiempo muerto de reacción es de 2ms y permite la colección de 1000 puntos en intervalos de

tiempo variables entre 0-20ms hasta 0-1000 sec. Todas las concentraciones reportadas corre­

sponden a aquellas resultantes de la mezcla de volúmenes iguales de ambas Jeringas. Las

reacciones iueron monitoreadas siguiendo la lluorescencla de FlTC o de Trp. excitando a 490

nm o 280 nm. respectivamente. La emisión se colectó a 90° con filtros de corte bajo de 515 o

320nm (Schott. Malnz,Alemania). Cada medición reportada corresponde al promedio de entre

cinco y diez colecciones de 1000 puntos cada una. Los datos se ajustaron a las ecuaciones

exponenciales descriptas más abajo por minimizaciónno-Iineal de cuadrados, utilizando el soit­

ware provisto por el iabricante. En todos los casos la temperatura se mantuvo constante a 25 :l:

0.1 °C utiizando un baño termico. a menos que se hdique lo contrario.

Los experimentos de asociación - disociación por doble-mezcla se realizaron mez­

clando 0,5 y 0,5 volúmenes de proteína y Fl-ADN.La colección de datos se inició luego del

“tiempo de incubación', cuando se mezcla la muestra con un volumen mas de ADNsin marca

fluorescente. El tiempo preciso transcurrido entre ambas mezclas se recupera por medición

directa de cada disparo, a través de sensores dispuestos en el aparato a tal lin.
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MUTANTES HE2c

(fi

MODELOS MATEMÁTICOS UTILIZA­

DOS Y AJUSTES A LOS MISMOS

EQUILIBRiO

La medición de la interacción con ADNde cada una de las mutantes de E2c descrip­

tas se realizó siguiendo el mismo procedimiento descripto para la proteina salvaje. A iin de

homogeneizar las preparaciones y los ensayos. cada proteina iue descongelada. redializada

por una noche. clariiicada por centriiugación y re-cuantilicada el dle anterior a realizar las

mediciones de Interacción con ADN.Se realizaron entre 3 y 5 Isotennas a dilerentes concentra­

ciones de fijas de ADN.Durante los dias en los cuales se realizaron las mediciones. las mues­

tras lueron mantenidas a 0°C. Como control Interno. se siguieron los mismos procedimientos

con la proteina salvaje. arrojando en todos los casos mediciones energéticas consistentes.

Las isotermas de unión proteínazADNmedidas al equilibrio fueron ajustadas a un

modelo de interacción:

P + D <—> PD

donde P es [proteina], y D [ADN].y la concentración total de ambas es

Pt = P + PD

Dt: D + PD

la constante de disociación (Ko) se define como

Ko = [P] [D] / [PD]

de lo cual se deduce que la concentración de complejo [PD]para cada punto será:

[PD] = 0,5 ([D]+[P]+KD) - [([D]+[P]+KD)2 - (4 [D]:+[P])]0.5 (ecuación 7.1)

asi, sabiendo la ooncetración total [Pt] y [Dt]en cada punto, y dado que la señal fluorescente

medida es lineal con la concentración de [PD], del ajuste de una lsoterma a la ecuación

descripta se obtiene en valor de KD
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CINÉTICA

En algunos casos las isotermas mostraron desviaciones lineales en la señal fluores­

cente más allá de la señal reportada por la unión. En esos casos, se sumó un termino lineal al

ajuste: (t) m1 ' [P].

La calidad del aJuste se midió por la desviación de las dilerencias de cuadrados y por

desvio aleatorio de residuales.

Las curvas de asociación/disociación cinéticas se ajustaron a modelos de decaimien­

to exponencial de la forma:

F(t) = A ' exp (k.t) + C

donde F(t) es la tiuorescencia al tiempo t, A la amplitud total del cambio, C la fluorescencia a t =

en,y k la constante cinética de reacción. Cuando una sola exponencial no iué suilclente para un

buen aluste a los datos, se sumaron términos exponenciales de la misma iorrna:

F(t) =A1 ' exp (k1.t) +A2 ' exp (k2.t) + C

donde A1 y A2 son las amplitudes de las fases. k1 y k2 las constantes de reacción respectivas.

En ningún caso se utilizaronmás de 3 exponenclaies en un mismo ajuste. Para el ajuste de los

datos se utilizóun algoritmo de aproximación por cuadrados minimos no lineales. provisto por

el fabricante del equipo.

Las curvas de pseudoprimer orden responden a la iorrna:

kobs = kon ' [x] + kof!

donde kobses la constante observada, konla constante de asociación de segundo orden. [X]la

concentración de ligando variable, y kofila constante de disociación.
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PARÁMETROS TERMODINÁMICOS De la dependencia de las kobscon Ia temperatura se calcularon los parámetros ter­

modinámicos de activación asociados a los conjuntos de estados de transición (TSE). según Io

descripto por Jackson y Fersht “. En todos los casos se realizaron gráficos de Eyring(Inkobs/

T vs. 1 /T) y se ajustaron por cuadrados mínimos no lineales a las siguientes ecuaciones:

en caso de dependencia lineal:

ln (km/n = Inkb/h + ¿si/R - AHÍ/n ' 1/T (ecuación 7.2)

donde T es temperatura. kb la constante de Boltzmann, h la constante de Planck, Ftla con­

stante de los gases, AHt Ia entalpla de activación y ASt Ia entropía de activación. Estos dos

últimos estan relacionados a la energía libre de activación según:

AG‘t = AHÍ - TASÏ

Cuando se detectaron desviaciones de la linearldad de un gráfico de Eyring, se siguió el análi­

sis presentado por Chen y Matthews " ajustando los datos a:

ln (km/1') = A + e (To/T) + c ln (To/T) (ecuación 7.3)

A = (-ACp't + ASÍUOnIR - ln (h/kb)

B = (ACp‘t- AS'tfloanl - AG‘tUon/R T0

C=-ACp't/R

donde To es la temperatura de referencia (298,14 °K). y ACp‘t la capacidad caloriflca de acti­

vación. definida como:

¿opi = aan-r1/ ar
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SOFTWARE

(pr.

Todos las gráficas de puntos y los ajustes a los datos se realizaron con e! programa

KaleidaGraph (AlbeckSoftware). Las representaciones estructurales de proteínas y ADNse

realizaron con el programa SwissPDBViewer". según las coordenadas depositadas en el

ProteinDetaBank ”. Para los cálculos de super‘ticlesse utilizóel programa SudaceRacer m.

utilizando como sonda una esfera de 1.4 A de radlo.

Todos los programas utillzados se ejecutaron en una computadora Apple Macintosh

Ga corriendo a 500 Mhz sobre el sistema operativo MacOSX , ú.
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