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- RESUMEN

La interaccién proteina-ADN juega un papel central en la fisiologia celular. Dentro de
éstas, se identilica al reconocimiento secuencia especifico con un rol regulatorio clave, pues de
éstas interacciones depende la orquestacidn de los patrones de expresién génica de un organ-
ismo. Utilizando el dominio de unién a ADN del factor de transcripcién E2 del papilomavirus
humano, nos propusimos analizar la interaccién en condiciones en las cuales fuera posible
extraer datos fisicoquimicos precisos del proceso de unién. Confiamos en que la interpretacion
de éstos en términos termodinamicos provee un marco para relaclonar las estructuras proteicas
con su funcionalidad biolégica

Caracterizamos un mecanismo de unién E2¢c-ADN al equilibrio en el cual E2¢ presen-
ta dos modos diferentes de unién de ADN diferentes. Estos modos resultan estar
estrechamente relacionados con la ocurrencia de poblaciones conformacionales del estado ple-
gado de E2¢. Mostramos ademés que ésto no sucede en un homdlogo cercano con el que
comparte una alta identidad de secuencia y una topologia de plegamiento idéntica, sugiriendo
que ésto puede estar relacionado con los distintos roles funcionales que E2c presenta.

El camino cinético de interaccién E2c-ADN sa inicia con una colisién rdpida, limitada
por la difusién de las macromoléculas en solucién. Esto da lugar a un "complejo de encuentro”
estabilizado por interacciones electrostéticas, en el cual E2¢ tiene la posibilldad de deslizarse
sobre la doble hélice. Si el ADN contiene un sitio E2, el complejo sulre fuertes rearreglos con-
formacionales que, luego de una fase de expulsién de solvente, resultan en la formacién de un
complejo estable proteina:ADN. Este ultimo paso involucra un ocultamiento de superficie acce-
sible al solvente y es alli donde se consolidan las interacciones cercanas aminodcido-base.
Experimentos de doble-mezcla por flujo detenldo nos permitieron asignar el orden secuencial
de los rearreglos y demostrar que la unién puede también proceder por una ruta macroscépica
paralela, caracterizada como de dos estados.

Utilizando una estrategia de mutagénesis sitlo-dirigida realizamos un mapeo
energético de la interfase de unién. Pudimos asignar las contribuciones que cada residuo real-
iza , en forma aditiva, a la energla libre de asoclaclén. Las asignaciones energéticas resultaron
estar en excelente concordancia con las estructuras de alta resolucién, y correlaclonan con el
carécter altamente dindmico de la Interfase de asoclacién.

Lon conjuntos de estados de transicién del camino cinético fueron analizados con 23
mutantes sitio-dirigidas. Esto nos permitié disectar las contribuciones energéticas de los residu-
os independientes a nivel atémico e inferir los camblos conformacionales que ocurren durante
las etapas de unién y reconocimiento de secuencla. Mostramos que la plasticidad estructural
que E2c presenta estd intimamente ligada a su capacidad de reconocimiento sitio-especifico.

Por ultimo, presentamos un modelo funcional plausible de regular la actividad blolégl-
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-
specific recognition is a primary topic that underprints the expression profile of whole genomes.
Although many biological aspects of these non-covalent interactions are becoming clearer,
detailed biophysical understanding of site specific recognition is lacking. Using the human papil-
lomavirus (HPV) E2c transcription factor as a model system we aim a physicochemical dissec-
tion of its DNA binding properties. We set-up an spectroscopic binding essay, readily done in
solution, which allowed us to quantify DNA binding parameters in energetic terms, detect con-
formational changes exerted on both macromolecules upon binding and relate them to the high
resolution structures available.

We characterlzed an equilibrium DNA binding mechanism where the HPV-16 E2¢c
domain is capable of two distinct binding modes, which correspond to different conformational
ensembles of the E2¢ molecule. Despite having a strong sequence identity and an Identical 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 in which
these proteins are invoived.

The kinetic DNA-binding mechanism Is initiated by the diffusion controlled formation of
an encounter complex stabilized by electrostatic interactions, in which E2¢ has the possibility to
slide along the DNA duplex. If the target DNA contains an E2-binding site, substantial conforma-
tional rearrangements take place, and a solvent exclusion step leads to the formation of a highly
stable protein-DNA complex. This last step involves the largest burial of surface area from the
Interface and the direct readout of the DNA bases Is proposed to occur. Double-jump stopped
flow experiments allowed us to characterize the sequence of Intermediate events and demon-
strate that a fast-formed final complex can be formed through a parallel two-state macroscopic
route.

An extensive site-directed mutagenasls analysis over the entire DNA binding reglon
led us assign the energetic contributions of individual sidechains to the overall binding free ener-
gy. We show that each sidechain contribute in a small amount to the total free energy in an
additive way. These contributions are in excelent agreement with the high resolution structures
and correlate with the highly dynamic character of the interface.

The transition state ensembles of the kinetlc binding pathway were probed with 23
site-directed mutants. This led us to dissect the sidechain energetic contributions at almost
atomic resolution, and infer the conformational changes that take place In each kinetic event.
Wa show that the conformational plasticity this protein presents is intimately linked to its DNA
recognition capacity.

Finally, a plausible biological model for functional E2¢ regulation and specific DNA
recognition is presented.
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INTRODUCCION

EL MAESTRO:- ¢ Hacia qué opinién se incliné por fin la filosofia?

Sl FU:- O bien las cosas estén fuera de nosotros, por sf y aun sin nosotros, o bien las cosas
estén en nosotros, para nosotros y no sin nosotros.

EL MAESTRO:- LCuﬁl es la opinién correcta?

S| FU:- Todavia no se ha liegado a una decisién.

EL MAESTRO:- ¢ Hacia qué opinién se inclina la mayoria de nuestros filésofos?

S| FU:- Las cosas estén fuera de nosotros, por si, y aun sin nosotros.

EL MAESTRO:- ;Por qué quedd sin decidir la cuestion?

Sl FU:- El congreso que debia decldirla se reunié hace dosclentos afios en el monasterlo Mi
Sang, que se encuentra a orillas del rflo Amarillo. La cuestién era ésta: ¢ existe realmente el rfo
Amarillo o existe sélo en la cabeza de la gente? Pero mlentras se celebraba el congreso, se
produjo un deshielo en las montafias, el rio Amarillo se desbordd, Inund6 el convento de Mi
Sang y se llevé a todos los participantes del congreso. De manera que no llegé a darse la prue-
ba de que las cosas existan fuera de nosotros, por sl y aun sin nosotros.

Bertold Brecht



INTRODUCCION

J. D. Watson comienza un difundido libro de texto sentenciando: “No hay sustancla
tan importante como el ADN" '’, Posicién comprensible de parte de una de las personas que
ha inventado y vivido de la famosa molécula helicoidal por més de 50 afos. En esta sentencia
no parece quedar implicito el rol funcional e Integrador que cumplen las protefnas sobre la
expresion de la informacién genética, en gran parte codificada en el ADN. Son las proteinas las
que proveen de vilalidad al quimicamente inerte y “tan poco reactivo ADN" »*,

La asociacién entre estos grupos de macromoléculas, proteinas y ADN, se describié
medio siglo aflos antes del establecimiento del ADN como “principio transformante” de
Pneumococos en 19443, con la co-purificacién de las preparaciones proteicas de “nuclelna” con
una sustancia fosfoglicosidica, ADN. Lo que hoy conocemos por histonas 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 fundacionales que permitieron comenzar a estudiar
los mecanismos por los cuales se regula la expresion génica celular. Las primeras ideas
mecanisticas fueron presentadas por Fracois Jacob y Jaques Monod, y resumidas en lo que se
conoce como el modelo del operdn **. Segin este modelo existen “slementos reguladores” pre-
sentes en cis al ADN, que interactuan especificamente con elementos en trans, protelnas, regu-
lando la expresién de uno u otro gen. Es la interaccién entre el elementos cis (/acO, una
secuencia de bases especifica) y el elemento trans (LacR, la proteina represora) la que tlene
un rol decisivo en la regulacién de la expresién génica, ya que de esta interaccién depende la
expresion de las protelnas estructurales y regulatorlas del metabolismo celular. Este modelo
general de regulacién, que involucra el reconocimiento especifico proteina-ADN, se extiende
hasta hoy en dfa cuando conocemos con exquisito detalle miles de elementos cis y lrans, con-
stituidos en redes de regulacién que orquestan la expresién génica celular ** . Aln asi, hay
preguntas que subsisten desde los primeros afios del desarrolio de los modelos mecanicistas:
¢Coémo se da el reconocimiento entre los elementos cis y trans? ;Porqué el elemento trans X

se une a elementos cis Z y no a otro/s?
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INTERACCION PROTEINA-ADN:
LA ESPECIFICIDAD

ESPECIFICIDAD DE INTERACCION: EL
PROBLEMA BIOQUIMICO-ESTRUCTURAL

Las interacciones proteina-ADN se identifican como un proceso central de la fisi-
ologla celular. Entre las funciones asignadas a éstas, se cuentan algunas en las cuales el
reconocimiento es inespecilfico, es decir, proteinas que unen ADN de cualquler secuencla de
bases. Un ejemplo clésico lo constituye la interaccion ADN-histonas, que si bien es no-especifi-
ca, media procesos extremadamente relevantes en la regulacién de la expresién génica, como
lo evidencian los recientes avances en el campo de la epigenética®. Las interacciones
inespeciticas proteina-ADN participan también en procesos fisioldgicos como la recombinacién
genética, la segregacién cromosémica, la sintesls y “reparacién” de ADN, etc. *°.

De las proteinas que interactuan 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 interaccién. Un modelo estu-
diado en profundidad es el de la interaccién entre el LacR y /acO. Ya en la década de 1970, von
Hippel mostré que la capacidad de seleccién de sitios puede explicarse por la afinidad diferen-
cial entre la interaccién LacR:/acOy LacR:ADN no-espacifico. Si se considera que existe un
solo sitio /acO en todo el genoma de E. coll, hay también 5x10° sitios de la misma longitud que
son “no especlficos”. Sin embargo se ha visto que, en una condicién in vitro, ésta protelna pre-
senta un “indice de discriminacién” de 10°%, definido ésto como la afinidad de LacR por ADN
especifico relativa a la afinidad por cualquier ADN. Si estos Indices se conservan in vivo se
puede estimar que, si existe una sola molécula de LacR por bacteria, ésta pasaré el 20% del
tiempo unida a /acO. De forma anéloga, sélo 20 moléculas de LacR bastarfan para mantener el
sitio /acO ocupado el 99% del tiempo. !®. ; C6mo es posible que se de esta fantdstica diferen-

cia de afinidades?

La biologfa estructural es uno de los campos desde los cuales se han realizado
fuertes aportes a la comprensién del reconocimlento protelna-ADN. En los ultimos 20 adfios ha
sobrevenido un virtual estallido en la elucidacién de estructuras macromoleculares & alta resolu-
cién, entre las cuales contamos hoy con datos para 937 complejos proteina-ADN **. La conver-
gencia de modelos estructurales, bioquimicos y genéticos, permite identificar las mas diversas
*estrategias quimicas” naturales que median el reconocimiento especifico entre proteinas y
ADN.

A diferencia de la interaccién protelna-proteina, en donde los pares interactuantes
presentan diversos motivos astructurales con variadas caracterfsticas quimicas, en la Interac-
cién proteina-ADN uno de los interactuantes es, a primera vista, quimicamente uniforme. La
elegante estructura de doble hélice'*®, muestra al ADN de doble cadena como un polimero line-

al uniforme, con una alta densidad de carga negativa distribulda a los largo del esqueleto azi-
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car-fosfato, encerrando un “core” parcialmente hidrofébico formado por pares de bases apiladas
a lo largo del eje central. A pesar de esta uniformidad general, se destacan asimetrias pre-
sentes en los zurcos mayoraes y menores, donde los &tomos laterales de las bases quedan
expuestos hacia el exterior de la doble hélice, formando el piso de los zurcos mayores y
menores. Dado que cada par de bases tiene un conjunto caracteristico de grupos funcionales
expuestos, cada secuencia de ADN poses una potencial firma quimica, formada por el patrén
de exposicién de grupos funcionales en los zurcos **. Hoy en dia se acepta que, junto con las
variaciones estructurales del cldsico ADN en forma B (algunas de ellas secuencia-dependi-
entes), es ésta superficie la que es reconocida especificamente por las proteinas. Incluso antes
de la determinacién estructural del primer complejo proteina-ADN, y basados en las dimen-
siones fisicas de los elementos de estructura secundaria de las protelnas y el B-ADN, se postu-
laron mecanismos de reconocimiento que involucran la Insercién de motivos de hélices-a y
hebras B-antiparalelas en los zurcos, proveyendo un modelo estructural plausible para el
reconocimiento de patrones especificos de contacto **.

La resolucién cristalografica de complejos proteina-ADN conlirmé algunas de las
hip6tesis estructurales de interaccién. El consenso generalmente aceptado hoy en dla es que
las proteinas distinguen secuencias de bases por medio de la interaccién de superficies com-
plementarias al ADN, formando redes de contactos cercanos entre las bases y los residuos
aminoacldicos que constituyen las superficies. A éste reconocimiento directo aminodcido-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 aminoacidicos cargados positivamente y el esquele-
to de azucar-tosfatos del ADN. En principio, estos contactos son considerados como “no
especificos”, dado que el esqueleto exterior @s comun a todas las secuencias de ADN.

Influidos tal vez por la simplicidad del cédigo genético, muchos Investigadores se
empeiaron en definir reglas bédslcas de interaccién aminoacido-base que pudleran explicar la
especificidad de la interaccién proteina-ADN en general *. Hoy es claro que tal cédigo simple
de reconocimiento no existe %, en tanto que el contacto aminoécido-base esta fuertemente
influido por la topologia proteica general, las distorsiones estructurales de las macromoléculas,
los muiltiples eventos dindmicos asociados a la unién y los fuertes efectos de! microentomo
sobre las interacciones macromoleculares. Las variables necesarias para una descripcién detal-
lada basada en la complementaridad de las bases y aminoédcldos son précticamente Infinitas, y
hoy resulta claro que el problema no es reducible a minimas interacclones. Sumado a esto, se
reconoce que existen efectos sobre la Interaccién especifica que estdn mediados por bases y
aminodcidos que no se contactan directamente, mecanismo que recibe el nombre de lectura

Indirecta de secuencia.

MINTRODUCCION 5



ESTRUCTURAS DE ADN uNIDO A
PROTEINAS

ESTRUCTURAS DE LAS PROTEINAS
QUE INTERACTUAN CON ADN

La longitud efectiva de la secusncia operadora de ADN esté estrechamente relaciona-
da con el tamaiio y la conformacién de la proteina que la reconoce. En general, los sitios de
reconocimiento especlfico estan contenidos entre 6 y 18 pb. En muchos casos las secuenclas
de los sitios son palindromos, reflejando la existencia de simetrias de contacto presentes en la
proteina respectiva, en general dimérica o pseudodimérica. La repeticién suceslva de los mis-
mos contactos duplica ia energla libre de Interaccldn, y por tanto aumenta la afinidad especifica
en 6rdenes de magnitud, ya que se relacionan exponenciaimente segin: AG = -RT In Kp.

En gran parte de las estructuras cristalograficas resueltas para complejos proteina-
ADN se identifica al ADN en forma-B, con pequeiias distorsiones en parémetros-relaclonados
con los éngulos que forman los planos de las bases y, algunos casos, algun grado de curvatura
del eje mayor del ADN. En una baja proporcién, la estructura del ADN se encuentra fuertemente
deformada. El ejemplo mas drastico es el de la interacciéon de TBP (“TATA binding protein”), en
la cual el ADN presenta una curvatura de mas de 90° sobre el eje central. A pesar del alto costo
energético de esta deformacién, éste es compensado por un gran numero de contactos favor-
ables con la proteina, asociados ademds a los efectos de remocién de solvente de la Interfase
de unién, y otros efectos sobre el entomo proteico™ *. Aunque a primera vista estas distor-
siones estructurales pueden parecer irrelevantes, se ha identificado que pueden constituir
hechos funcionalmente significativos por los efectos que puede ejercer sobre la regulacién génl-

ca mediada por el contacto distante con otras proteinas **.

Las proteinas que unen ADN muestran una gran variedad topoldgica. Las primeras
tres estructuras resueltas, el represor lambda’, lambda-cro™, y CAP (“Catabolic Activator
Protein”)’®, contienen un motivo estructural comun, llamado hélice-vuelta-hélice, caracteristico
de proteinas de unién a ADN. Poco tiempo después se identificaron mds arreglos conforma-
cionales que revelaron las méas diversas adaptaciones estructurales mediando el reconocimien-
to secuencia-especifico. Las proteinas que unen ADN se clasifican hoy en més de 30 familias,
con diterentes topologias de plagamiento y una gran variedad de elementos de estructura
secundaria mediando el contacto directo ¢'. Algunas topologias resultan comunes a varlos tipos
celulares, reconocléndose en ellas motivos prototipicos como “dedos de zinc”, homedomain,
bZIP, elc., y otros menos frecuentes y restringidos a un grupo de organismos en particular,
como el barril B-dimérico *.

En general, los plegamientos tipicos poseen un dominio globular cuyas cadenas lat-
erales de superficie interactuan directamente con ADN. Sin embargo, varios motivos de unién
contienen zonas flexibles o desordenadas que se pueden identificar como estructuradas luego

de la unién con ADN. En los dltimos afios se ha Identificado que existe un acopiamiento estre-
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MODELOS GENERALES DE
RECONOCIMIENTO PROTEINA-ADN

cho entre el proceso de plegamiento proteico y la unién de ADN ! Incluso se ha propuesto
que protelnas que en un principio puede parecer estructuradas, sufren procesos de
desplegamiento y plegamiento local que contribuyen significativamente al proceso de
reconocimiento secuencia-especifico **. Este punto se discutird més adelante en relacién con

los resultados aqui presentados.

Para que una unidn sitio-especifica sea blolégicamente relevante, la proteina tiene
que unirse significativamente més fuerte a los elementos de respuesta (i.e. sitios especificos)
que a otros sitios de ADN presentes en el genoma. Las unlones a sitios inespecificos general-
mente se encuentran en el rango de 10>-10° M (AG ~ -4 a -7 kcal/mol). En el lado opuesto de la
escala, la afinidad de la unién por sitios especificos no tiene que ser excesivamente alta para
que la unién sea fisiolégicamente reversible y el sistema no resuilte “hipersensible” a pequeiias
fluctuaciones la concentracion de proteina endégena '°*. Teniendo en cuenta las concentra-
ciones intracelulares de proteinas regulatorias, sitios especificos y ADN total, se estimé que
estos procesos tendrfan sentido fisioldgico para constantes de asoclaciacién con un limite
superior de 10'* M (AG ~ -16 kcal/mol) ',

La diseccién de las contribuciones termodindmicas a la energla libre de interaccién
puede proveer informacién sobre los mecanismos moleculares que operan en la interaccion *7.
La termodinamica cladsica muestra que la energla libre (AG) tlene componentes entéipicos (AH)
y entrdpicos (AS) relacionados por: AG = AH - TAS. Es de esperar que la formacién de los con-
tactos cercanos de reconocimiento (uniones de hidrégeno, pares Iénicos, y contactos no-
polares) sean entdlpicamente favorables (AH<0). Oponiéndose a este efecto existe una entalpla
destavorable de desolvatacién de grupos, ya que a medida que forma la interfase consolidada,
las superficies polares y no-polares se acercan. La desolvatacién de las superficles polares es
una fuente de AH desfavorable. La desolvatacién de las superficies no-polares contribuye en
poca medida al AH a 298°K (sin embargo es la fuente mayoritaria de AS favorable). Otro de los
aportes al AH desfavorable es el llamado componente de tensidn (“strain”). Este ocurre cuando
atomos, grupos funcionales o hasta residuos enteros (bases y aminoécidos) adoptan posiclones
en el complejo proteina-ADN que no colnclden con el propio minimo de energla potencial de la
interaccién local. Esto puede darse como resultado de torsiones de enlaces, rotaciones locales
o energfas de no-unién (“clash” estérico, repulsion electrostética, etc). Por supuesto que el
resultado neto de las interacciones es minimizar la energfa libre del complejo como un todo y
no la energia de las interacciones locales. En cuanto a los componenetes entrépicos, el AS
favorable es contribuldo mayoritariamente por la liberacién de agua de las superficies hidrofébi-

cas y en menor medida por la desolvatacién de superficies polares y por la redistribucién de
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contraiones. En oposicién, las fuentes mayoritarias a las que se puede atribuir un AS desfavor-
able son la pérdida de grados de libertad de transiacién y rotacién de las macromoléculas, las
diversas restricciones conformacionales de los elementos unidos y las restricciones vibraciones
de las moléculas de agua atrapadas en la interfase **.

A partir de los estudios realizados sobre los pocos modelos estudiados en profundi-
dad (LacR, TBP, c-Myb), se podrfa generalizar un mecanismo simple de reconocimiento protei-
na-ADN de dos etapas ™: 1) En la 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 forman enlaces salinos entre los reslduos cargados positiva-
mente y los grupos fosfato. La unién Inespecifica terminarfa en esta etapa y estarla predomi-
nantemente guiada por un aumento entréplco favorable, mayoritariamente debido a la liberacién
de contraiones. Esta etapa esta caracterizada por una afinidad relativamente baja y constantes
de disociacion cinética altas (disociacién rdpida). En esta etapa, las proteinas sitio-especificas
interactuarfan con el ADN independientemente de su secuencla de bases. 2) Cuando la protel-
na “encuentra” un sitio especifico puede tener lugar la formacién de contactos cercanos entre
los aminodcidos y las bases. Esto darfa lugar a la formacién de un complejo de alta afinidad,
caracterizado por constantes de disociacién cinéticas bajas. Este evento estarfa gulado entalpi-
camente por la formacién de los contactos cercanos y entréplcamente por la liberaclén de sol-
vente de la interfase de unién. Ademds, durante ambas etapas pueden ocurrir cambios confor-
macionales locales o globales, tanto en la proteina como en el ADN, que pueden contribuir a
reforzar o debilitar la interaccién *'.

Resulta extremadamente dificil cuantificar desde primeros principios cada una de las
contribuciones energéticas descriptas para una Interaccién protefna-ADN. Estas Interacciones
involucran miles de dtomos participando simultdneamente en interacciones no-covalentes de
diferentes caracteristicas y variadas magnltudes, que ademés se presentan con modos vibra-
cionales locales que, presumiblemente, no son independlentes de los modos vibraclonales
globales. Con el fin de aportar a la comprension general de los mecanismos de
unién/reconocimiento proteina-ADN, por medio de la diseccién de las contribuciones energéti-
cas de interaccidn, Iniciamos el presente estudio energético-funcional utilizando como modaelo la
interaccién entre el dominio C-terminal de la proteina E2 del papilomavirus humano (cepai6) y

el sitio especifico de ADN que esta protelna reconoce.
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INTRODUCCION AL MODELO UTILIZADO: E2C DE PAPILOMAVIRUS

PAPILOMAVIRUS: GENERALIDADES Y
ASPECTOS CLINICOS

Los papilomavirus fueron identificados hace casi cien afos, cuando en 1907 Ciuffo
demostr6 la posibilidad de formacion de verrugas cuténeas inducidas por e filtrado, libre de
células, de un exhudado de verrugas comunes'®. El primer papilomavirus fue descripto por
Richard Shope en 1933, que reconocié al CRPV (Cottontail Rabbit Papilloma-virus) como el
agente etiolégico responsable de la transmisién de papilomatosis cutdnea de conejos **.
Durante el siglo XX estos virus fueron refractarios al estudio con técnicas viroldgicas estédndar,
al no encontrarse una forma propagar los papilomavirus en cultivos celulares, dificultad que per-
siste hasta el dia de la fecha. La caracterizacién bioldgica y bioquimica de estos virus retoma
fuerza recién en la década de 1970 con el advenimiento de las técnlcas de biologla molecular,
que otorgaron la posibilidad de clonar los genomas virales y, durante los 80, con el desarrollo
de ensayos de transformacién de cultivos celulares in vitro. Hoy en dia se distinguen papilo-
mavirus infectivos de una amplia gama de mamlferos y, particularmente, més de 100 cepas de
papilomavirus que infectan H. sapiens, los llamados HPV (por Human Papilloma Virus) %,
Estudios evolutivos recientes muestran que los papilomavirus comparten cerca de 100 millones
de afios de coevolucién con los mamiferos, por lo cual representan también un excelente sis-
tema de estudio de relaciones coevolutivas a nivel genético-molecular.

Los papilomavirus fueron incluidos junto con los Polyovirus y los Simian Vacuolating
Virus dentro de la familia de los Papovavirus, con los cuales comparten caracteristicas biolégi-
cas, bioquimicas y moleculares comunes. Todos estos son virus oncogénicos, relativamente
pequefios, con un genoma circular de ADN de doble cadena. Los papilomavirus infectan quer-
atinocitos de epidermis mucosas o epidermis cutdneas estratificadas. Estas infecclones puden
derivar en dolencias varias, desde la formacién de lesiones proliferativas benignas (verrugas
comunes) hasta diversos carcinomas, siendo el méas frecuente el carcinoma de cuello de utero.
A pesar de su gran prevalencia de infeccidn y la potencialidad de generar patologlas severas,
no existen aun terapias especificas desarrolladas para estos virus ®.

Dentro de los papilomavirus humanos, las distintas cepas se encuentran asocladas a
diferentes lesiones. Las proliferaclones cutdneas 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
forman papilomas o verrugas comunes en las extremidades corporales. La incidencla de éstas
en la poblacién mundial se estima entre el 7 y el 10%, siendo en general Inécuas y revierten
espontaneamente. Un segundo grupo lo componen las cepas HPV-5 y 8, asociados a epider-
modisplasia verruciformis (EV). Los pacientes EV son sensibles al desarrolllo de verrugas
cutdneas que, ante la exposicién a la luz solar, poseen alto riesgo de degenerar en transforma-
cion maligna **.

Los papilomavirus asociados a lesiones genitales (condiloma acuminata) son de una
relevancia médico-sanitaria sustancialmente mayor. En estos casos, el HPV se transmite sex-
ualmente generando a razén de un millén de nuevos casos por afio, sélo en EEUV. El HPV es

por tanto el virus de transmisién sexual mas comun, estiméndose que entre el 5 y el 20% de la

NINTRODUCCION 9



CICLO DE VIDA Y ORGANIZACION
GENICA

poblacién mundial entre 15 y 49 afios es portadora de HPV *. Las lesiones anogenitales que
estos virus desencadenan pueden desarroliar malignidades severas, siendo la mas comun de
ellas el carcinoma de cuello de Gtero. El cancer cervical es el segundo carcinoma mas fre-
cuente en la poblacién femenina y el séptimo més frecuente de la poblacién mundial, siendo
responsable de una alta tasa de mortalidad, estimada en 200.000 personas anualmente'®.

Los papilomavirus genitales son a su vez clasificados como de alto o bajo riesgo,
segun su asociacién con la posibilidad de progresién maligna. Los HPV de las cepas 6 y 11 se
encuentran en mds del 90% de las lesiones genitales benignas, que pueden revertir espon-
tdneamente o persistir por afios sin causar mayor efecto, por lo que son considerados de bajo
riesgo. Estas dos cepas son también asocladas con papilomatosis laringea, 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 unica causa de la generacién de tumores, estudios recientes muestran
que préacticamente 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 utillzadas en labora-
torios de investigacion biomédica son transformantes de HPV, caso HeLa (HPV18), SiHa
(HPV16) y CaSki (HPV16) ',

A pesar que el HPV esta asociado a un amplio espectro de la poblacién y a dolencias
extendidas desde verrugas benignas a cdnceres metastdsicos, en la actualidad no existen
tratamientos virus-especificos, como tampoco la posibilidad de vacunacién efectiva. El
tratamiento actual se desarrolla en forma no-especifica por medio de la destruccidn local o
remocién del tejido infectado. En algunos casos es posible el tratamiento con la aplicacién tépi-
ca de agentes citotoxicos: acido siélico, TFA, podofilina, colchicina, bleomicina, etc. Desde ya
que, dada la morbilidad y el alto costo econémico y social producido por los HPV, el desarrolio

de vacunas terapéuticas y profilicticas se encuentra en plena expansién *.

Los papilomavirus son altamente especificos de especie y de tejido. Como se men-
ciond, Infectan células epiteliales y la expresion génica viral esta fntimamente ligada al estado
de diferenciacién de la célula infectada. En general, se acepta que la infeccion celular se da
luego de un microtrauma en el tejido dérmlco. Aun no se identificaron receptores celulares
especificos del virus, aunque se ha reportado que la adsorcién viral esta ligada a la Integrina
alfa-6 *. Luego de la entrada y el desensamblado de la particula viral, el genoma viral se movi-
liza al nucleo celular, pudiendo permanecer como episoma libre o integrado al genoma de la
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célula huésped. En el primer caso, la cantidad de copias se mantiene constante entre 20 y 100
genomas por célula, que replican en sincronia con el ADN celular. La expresién génica de los
HPV altera drasticamente la diferenciacion celular, siendo el efecto mas comun la estimulacion

de la proliferacion celular **.

Figura 1.1: Esquema genémico de HPV-16. Se muestra un mapa extendido del genoma circular de HPV16.
Los promotores y el origen de replicacion se localizan en el URR, donde estan los elementos de respuesta
E2. En la parte superior se esquematiza la disposicién de los 8 orf en los diferentes marcos de lectura.

(adaptada de http://www.stanford.edw/group/virus/papova )

El genoma de los papilomavirus es de ADN doble cadena, circular, de un tamaro
aproximado de 8 Kpb (Fig 1.1). En él se distinguen 8 marcos de lectura (orf), ubicados todos en
la misma hebra. Estos se nombraron segtn el momento de expresién respecto a la replicacién
viral como tempranos (“early”, E) o tardios (“late”, L). La secuencia completa del genoma del
HPV-16 se publicé en 1985 *°, donde se distingue, ademas de los orf, una region de aproxi-
madamente 800pb denominada LCR (por “Long Control Region”), o URR (por “Upstream
Regulatory Region”). En esta regién se identificaron los elementos controladores de la repli-
cacion viral (ori), y la mayoria de los elementos regulatorios de la expresién génica *°.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS ORF
DE HPV

Figura 1.2: Micrografia de barrido

electrénico de particulas virales de HPV. La
particula viral esta compuesta por 72 unidades
morfologicas, formando una estructura icosahédrica

de 55nm de didmetro™.

L1 y L2: estos codifican las proteinas de la capside viral, y su expresion se detecta exclusiva-
mente en queratinocitos diferenciados **. L1 es la proteina mayoritaria de la capside, un
polipéptido de 55 KDa cuya secuencia esta altamente conservada entre las diferentes cepas.
L1 es capaz de formar VLPs ("virus-like particles”), que inhiben la adsorcion viral a células
epiteliales en cultivo. L2 es una proteina de 75 KDa, componente minoritario de la cdpside viral.
En conjuncién con L1 puede formar VLP que presentan una estequiometria L1:L2 de 30:1. La
dispocisién de las 72 unidades morfolégicas de la particula viral (capsémeros) forman un icosa-
hedro de simetria T=7. Los capsémeros de 12 vértices son pentavalentes y los restantes 60,

hexavalentes, conformando una particula viral madura de 55nm de didmetro. (Fig 1.2)

ES5: el orf de E5 codifica un polipéptido de 40 aa, sin actividad enzimética descripta. La expre-
sidn de ES se localiza asociada a membranas intracelulares y al aparato de Golgi. Se ha repor-
tado que la expresion de E5 es capaz de transformar células de ratén en cultivo, estimulando el
crecimiento celular. Como blancos celulares de interaccion se identificaron al receptor de
PDGF-B, el receptor de EFG, y la ATPasa vacuolar. Si bien su efecto oncogénico esté en dis-

cusién, se acepta que E5 coopera con E6 y E7 en la estimulacion de la proliferacién celular .

E6: junto con E7, este orf fue caracterizado como uno de los principales agentes responsables
de la transformacidn celular. Como muchas proteinas virales que intervienen en el ciclo celular,
la proteina E6 del papilomavirus puede formar complejos con p53. En células infectadas con
HPV, los niveles de p53 son bajos, y se ha propuesto un mecanismo de degradacion de p53
dependiente de ubiquitinacion mediada por E6. Se ha reportado también que E6 interactia con
otros blancos celulares como paxilina, hDLG, EBAP, IRF-3, Bak, CBP/p300, etc. **

E7: el orf E7 codifica una proteina pequefia de alrededor de 100 aminoéacidos, de localizacién
principalmente nuclear. E7 es capaz de inmortalizar lineas celulares en cultivo, tanto sola o en
cooperacion con el oncogen Ras o HPV-ES6. Se identificé que E7 utiliza como proteinas blanco
al supresor de tumores retinoblastoma (Rb) asi como otras “pocket proteins” que incluyen p107
y p130. Es ademds capaz de formar complejos con el factor de transcripcién celular E2F, y
ciclinaA, todas estas involucradas en la regulacién del ciclo celular. La funcién de E7 esta regu-
lada por multiples modificaciones post-traduccionales, incluyendo fosforilacién de varios residu-
os y regulacién redox **. Se ha reportado que numerosas propiedades bioquimicas de E7 son
relevantes para su funcionalidad in vivo. Por ejemplo, E7 tiene caracteristicas que la identifican
como una proteina “nativamente desplegada”, donde su funcionalidad esta acoplada al estado
de plegamiento del polipéptido, a su vez asociado a la interaccién con mdiltiples blancos celu-

lares .
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EA4: El producto del orf E4 se expresa como un componente tardlo, si bien antes de la expre-
sién de L1 y L2, con un rol poco claro en la infeccién viral productiva. Se ha reportado que la
expresion de E4 no es esencial para la replicacién ni la transformacion celular *. Se la
describié como asociada al citoesqueleto y se propone que estd asociada al colapso de la red
de citoqueratina, pudiendo contribuir durante la replicacion vegetativa del virus. Como dato

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

E1: es la unica proteina codificada en el genoma viral que presenta actividad enzimética, sien-
do un factor esencial para la replicacién del genoma viral. Por la cercana homologla que pre-
senta con el antigeno-T de SV40, se infirié que E1 deberla estar Involucrado en una funcién
andloga en los papilomavirus, como iniciador de la replicacion viral. Este orf se expresa en muy
bajas cantidades y la protelna derivada presenta funclones enziméticas de ATPasa, unién de
nucleétidos y helicasa ATP dependiente. Es una fosfoproteina de 68KDa, de localizaclén
nuclear, que presenta unién especifica, pero débill, al origen de replicacién. E1 es requerida
para iniciacién y la elongacién de la sintesis de ADN y se la ha descripto interactuando con
varias proteinas celulares: subunidad p180 de la DNApol a-primasa, Histona H1, SW1/SNF5,
ciclina E/Cdk2, Hsp40/Hsp70 y Ubc9 ''°. Se identiticé ademéds que la interaccién especifica de
E1 con la proteina viral E2 es fundamental para iniclar la replicaclén viral * (ver més abao).

E2: al producto del orf E2 se lo distingue Involucrado en la reguiacién de la transcripcién de
todos los genes viraies y en el inicio de ia replicacién episomal. Fue identificado por primera
vez como un activador de Ia transcripcién **, capaz de reguiar la transcripcién por medio de ele-
mentos de respuesta (E2-RE) localizados en cis al genoma viral . El orf E2 presenta alta
similitud entre ios papilomavirus y se pueden identificar en él tres dominios conservados: unos
150 aminoédcidos N-terminales, conectados por una regién flexible de aprox 100 aa, con otro
dominio C-terminal de alrededor de 100 aminodcidos (Fig 1.3). Al dominlo N-terminal se lo iden-
tificé involucrado en la transactivacién a parlir de secuencias promotoras. El dominlo C-terminal,
objeto del presente trabajo, es el responsable de mediar tanto ila homodimerizacién de E2 como
la capacidad de unién de ADN en forma secuencia especifica. La proteina E2 del papliomavirus
bovino (BPV-1) fue la utilizada como primer modelo de estudio de la proteina E2. Para ésta se
identificaron 3 especies proteicas, producto de splicing aitemativo: la traduccién del orf comple-
to (E2-TA, por transcripctional activator), que puede funcionar como activador o represor de la
transcripcion, dependiendo de la localizacion del sitio de unién respecto al promotor o a los
enhancer . Las otras dos formas, mas pequefas, llamadas E2-TR y E2-E8, fueron descriptas
como represores de la transcripcién. Estas dos ultimas carecen del dominio N-terminal y se las

supone compitiendo con E2-TA por los sitios de unién a ADN **( Fig. 1.3).
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Flgura 1.3: Esquema del orf E2. Se muestran los 3 dominlos identiicados en E2 en lorma esquemadtica, N-
terminal de trasactivacion, el dominio flexibie o “bisagra” y el C-terminal, de dimerizacién y unién a ADN

(E2c). Abajo, los MANA derivados de splicing alternalivo.

La inactivacién del orf E2 tiene efectos pleiotrépicos sobre la fisiologla viral, dis-
rumpiendo la transformacién celular, la replicacién viral, y las funciones asocladas a la regu-
lacién de ia transcripcién. Se ha demostrado que la expresién de todos Ios genes tempranos
del papilomavirus esta bajo ei control de E2, mediada por la Interaccién de ésta con sitios
especilicos iocalizados en la regién de control, URR (Fig 1.1). La secuencia consenso de los
sitios E2 es un palindrome de 12 pb: ACCGnnnnCGGT. En ei caso de BPV, se identificaron 17
sitios E2, de los cuales 12 estdn en el URR. En el caso de los HPV, se identifican 4 sitios en el
URR, cuya localizacion relativa estd consevada entre ias 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 transcripcién basal depende de los enhancers (queratinocito especlficos) locallzos
en el URR. Por otro lado, ia represién de la expresién génica mediada por E2 esta tamblén
reiacionada con la unién especifica a los sitios 35 y 50, donde podria interferir en el ensambia-
do de la maquinarla de transcripcion basal **.

En el contexto fisioiégico de una infeccién de papilomavirus, E2 es una protelna mul-
tifuncional. Puede participar como activador de la transcripcién, como represor, como iniciador
de la replicacion, con funciones en la segregacién episémica, e incluso se lo reporté como aso-
ciado al splicing aitemativo de mRNAs de HPV *!. Todas estas funciones estan mediadas por la
interaccién de E2 con otras proteinas, tanto virales como celulares. Dentro de los blancos celu-
lares de interaccidn de E2 se Identificaron varias proteinas que estdn involucradas en los proce-
sos mencionados: TATA binding proteln (TBP), TFIIB, AMF-1/Gps2, YY1, y més recientemente
identificados, TopBP1, RACK1, P27BBP, POMP, ODC, Delta-Adaptina y PME-1 *¥,
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E2 Y SU ROL EN LA PROLIFERACION
CELULAR

E2 como OBP

Hay por ios menos dos vias por las cuaies E2 puede afectar la proliferacién celular.
Por un lado infiuye indirectamente ai afectar la expresién de los oncogenes E6 y E7. Se ha
visto que células HPV positivas presentan cambios en los niveles de expresién de E2 que
pueden resultar tanto en un aumento como en una disminucién de la expresién de E6 y E7. La
expresién de E2 (de BVP1) induce un arresto del ciclo celular en iineas derivadas de carcinoma
de utero (positivas para HPV). En estas células, E2 reprime la transcripcién de E6 y E7 y esto a
su vez bioquea la transicién de G1 a S **. Por otro lado, se ha descripto que la expresién de E2
(de HPV-16, 18, 31), induce fenémenos de apoptosis, incluso en celulas que son HPV negati-
vas. Asimismo, se reportdé que la expresién de E2 (HPV16) puede Influir ia proliferacién de célu-
las infectadas con HPV, independientemente de la expresién de E6 y E7 **. El hecho de que
mutantes de E2, defectivas en la capacidad de unir ADN, pueden afectar la proliferacion y
muerte celular, apunta a que este efecto puede estar mediado por la interaccién de E2 con
otros blancos celulares, y no por su capacidad de unién a ADN. Recientemente se ha descripto
que E2 puede interactuar con p53 y con CBP **, un co-activador del proceso apoptético inde-
pendiente de p53. Por lo descripto, E2 de HPVs de alto riesgo parece actuar como un supresor
de tumores. La disrupcién del orf de E2 o la pérdida de su expresién, deviene en células que
son mds propensas a proliferar y, como consecuencia, mads propensas a la generacién de

lesiones tumoraies.

La replicacién del genoma viral in vivo requiere de la proteina E2, aunque ésta no es
necesaria para iniciar la replicacion in vitro. Las protelnas Iniciadoras de la replicacién (Origin
Binding Proteins, OBP) se unen a los origenes de replicacién (or) y orquestan el ensamblado
de la maquinaria de replicacién de ADN. Si bien las actividades de las OBPs varlan, todas com-
parien el rol de unirse y "marcar” el origen de replicacién. En este sentldo, deben ser capaces
de unir especificamente e! or, en el contexto de un gran exceso de ADN inespecifico. En el
caso de los papilomavirus, E1 fue Identificado como el factor iniclador pero, contrariamente a
ios esperado, E1 presenta baja capacidad de seleccién de sitios especificos. Es aqul donde E2
es requerida, dado que la selectividad de sltios de E1 se incrementa clentos de veces por la
interaccién con E2. Se ha descripto que estas proteinas unen sitios de ADN adyacentes y coop-
eran en la unién especifica, formando complejos macromoleculares capaces de una alta dis-
criminacién sitio-especifica. En un modelo reclente se propone que la formacién de estos com-
plejos se inicia con el ensambiado de un complejo de dos dimeros de E2 y dos dimeros de E1,
de los cuales E2 es iuego desplazada (de forma ATP dependiente) a medida que se forma la

unidad funcional hexamérica de E1 *.
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EL pomiNIO C-TERMINAL OE E2 (E2¢)

En los ultimos arios se le han asignado otras actividades a E2, por ejemplo las rela-
cionadas con el mantenimiento y segregacién del genoma viral ‘2. Se ha visto que plasmidos
que contienen el origen de replicacion de HPV son capaces de replicacién transiente en céiulas
que expresan E1 y E2, aunque éstos se pierden al cabo de pocas generaciones celulares. E!
mantenimiento del pldsmido a largo término requiere de elementos cromosémicos en cis que
consisten de muitiples copias de sitios E2 **. Junto a la observacién de que E2 se asocia a cro-
mosomas mitéticos ¢, esto sugiere que E2 podria estar involucrada en un mecanismo de
acoplamiento entre la asociacién del genoma viral a la cromatina y la replicacién dei genoma

viral. Esto serla particularmente relevante durante la fase de iatencla de la infeccién de HPV.

Todas las funciones de E2 descriptas en las secciones anteriores estan mediadas por la
capacidad de unir especificamente secuencias de ADN. A fines de la década de 1980 se demostré
que los ~80 amino4cidos C-terminales de ia protefna E2 conforman un dominlo de plegamiento
independiente **. Se describi6 ademas que éste es capaz de formar homodimeros que retienen la
capacidad de unir especificamente ADN ® ®_A [o largo del presente trabajo se referird a este
dominio como E2¢. Estudios iniciaies sobre E2¢, basados en comparaciones de secuencia primaria
y en las topologlas proteicas descriptas como de unién a ADN, hipotetizaron que E2¢ podria tener
un plegamiento cldsico: cierre de leucinas, o hélice-vuelta-hélice *. Resulté sorprendente cuando
en 1992 el grupo de Paul Sigler resolvié la primera estructura cristalogréfica de un dominlo E2¢
unido a ADN, mostrando una topologla de plegamlento completamente novedosa: el barril B-diméri-
co * (Fig 1.4). Hoy en dia se considera a E2¢c como prototipo de una nueva clase estructurai de
proteinas que unen ADN, topologia compartida con el antigeno nuclear del virus Epstein-Barr
(EBNA1), virus con ei cuai HPV carece de relacién filogenética cercana ’. La topologla secundaria
del barril B-dimérico es "B1-al-f2-loop-f3-a2-p4". Cuando la dimerizaclén, los residuos de las
hebras B2 y B4 de los “bordes’ de cada subunidad forman una red continua de uniones de
hidrégeno, que resulta en la formacién de un barril de 8 cintas B-antiparaielas (Fig 1.4). La Inter-
face det dimero es extensa y sustancialmente hidrofébica, ocultando entre 1500 y 2500 A? segtin
las estructuras de E2¢ resultas hasta la fecha **. Por fuera de! bamil-B, cada monémero expone dos
a-hélices empaquetadas sobre la parte extema del baril-B, y se identifica a la mayor de ellas
(hélice1) como involucrada en el contacto base especifico (Fig 1.4). La hélice1 es por esto también
llamada *hélice de reconocimiento”. En todas las estructuras cristalogréficas resueltas para comple-
jos E2¢c-ADN, se distinguen a las hélices de reconocimiento insertadas en sucesivos zurcos may-
ores de la doble hélice de B-ADN, contactando directamente motivos especificos de las bases
nitrogenadas * *. Se destaca ademas una deformacién del B-ADN, particulanmente 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
estd altamente conservada. Teniendo en cuenta la secuencia toda (~80aa), la conservacién
varia desde un 54% de identidad (77% similitud) entre los papilomavirus cercanos (HPV16,
HPV18), hasta 33% de identidad (51% similitud) para los més distantes (HPV16 - BPV1). Los
valores mencionados aumentan considerablemente si se evalla sélo la zona correspondiente a

la hélice de reconocimiento.

Figura 1.4: Estructura del dominio C-terminal de E2. E2c presenta una topologia de barril f-dimérico, donde cada mondmero aporta 4 cintas-p antiparalelas y dos a-hélices.

izq. Modelo derivado del co-cristal de HPV18-E2c:ADN. Se muestran los mondmeros con diferente tonalidad.
der. Superposicién de un monémero de E2¢ de HPV16 y HPV18.
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Figura 1.5: Dominios E2c de diferentes cepas de
papilomavirus. Se superpusieron las estructuras
resueltas de E2¢ de HPV16 (rojo), HPV31 (azul) y
BPV1 (gris). Las diferencias cuaternarias se eviden-
cian al superponer el monémero de la izquierda y

dejar libre la orientacién del otro monémero.

PLEGAMIENTO DE E2cC

Hoy en dia contamos con estructuras de alta resolucion para los dominios E2c de
varios papilomavirus. Cristalograficamente se han resuelto las de BPV1, HPV16 * 7, y en co-
cristales con ADN las de BPV1 y HPV18 * *. Por RMN se han resuelto las de BPV1*¢, HPV31
' y més recientemente la de HPV16 (Nadra et. al., enviado). En todos los casos se conserva
la topologia de barril B-dimérico, pudiéndose calcular una desviaciéon media (RMSD) de los Ca
entre 1y 2 A. Una comparacién mas detallada permite distinguir diferencias en la estructura
cuaternaria entre las diferentes cepas, particularmente en la orientacién relativa de los
mondmeros de E2c. Esto se evidencia al superponer las estructuras de un monémero de E2c y
evaluar la orientacion relativa del monémero no superpuesto. Como se muestra en la Fig 1.5, la
desviacion relativa de los monémeros permite separar en clases diferentes a HPV16 y HPV31
por un lado y a BPV1 por el otro. En este sentido, se hipotetizé que estas diferencias cuaternar-
ias podrian influir en la unién a ADN, en tanto que la curvatura que deberia sufrir el centro del

palindrome de ADN tendria que de ser diferente *°.

E2c es ademas modelo de estudios basicos de plegamiento proteico, en particular de
plegamiento de dimeros. Los estudios iniciales mostraron que la dimerizacion de E2c esta
acoplada al plegamiento de los monémeros, es decir, en solucién sélo pueden encontrarse
monémeros desplegados o dimeros plegados ”’. Son dos cadenas polipeptidicas que confor-
man un sélo dominio de plegamiento independiente. Se describié también que este dimero es
muy estable, con una constante de disociacion en en el orden subnanomolar, estabilizandose
aln mas a pH neutro. Dados estos antecedentes y las condiciones en las cuales trabajamos,
nos referiremos aqui siempre a E2c como al dimero E2c.

La descripcion del camino cinético de plegamiento de E2c¢ identificé la formacion de un
intermediario monomérico, de rapida formacion y desaparicion. Se identificé también que este inter-
mediario tiene caracteristicas que lo identifican como no-nativo *. El efecto de la fuerza iénica y los
ligandos revelé que el dimero E2c se estabiliza con el aumento de la fuerza idnica, y que esta esta-
bilizacién es mayor aln si se utilizan sales de fosfato *°. Tanto la union especifica de ADN como la
union inespecifica de heparina estabilizan fuertemente el dimero frente al evento de desplegamien-
to/disociacion inducido por urea **.
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ANTECEDENTES DE UNION E2c-ADN

Mas recientemente, se describié el desplegamiento de E2c frente a la desnatural-
izacién por presién hidrostatica *'. Se identifé que ios monémeros desplegados por presion pre-
sentan estructura residual, y que éste estado es méds compacto que ei estado desplegado
obtenido por desnaturalizacién con urea . Los estudios estructurales por RMN sobre el estado
desplegado en urea, muestran que éste también presenta estructura residual. Fue posibie asig-
nar que este estado es monomério y que las zonas de la hélice-1 y ia f2 presentan estructuras
no-nativas, tipo “vueita® (fum) *. Posteriormente se propuso que una vez unido a ADN, el
dimero de E2¢ puede ser desplegado por presién presién hidrostatica en monémeros que se
mantienen unidos a ADN *,

Por otro lado, estudios de resonancia magnética nuclear permitieron asignar un alto
grado de movilidad a las regiones de E2¢c involucradas en la unién a ADN. Los experimentos de
intercambios protén/deuterio realizados sobre el homdlogo de HPV31 muestran que tanto el /oop
B2-p3 como ias héiices de reconocimiento presentan altos grados de movilidad ioca! cuando e!
dimero no esta unido a ADN *. Experimentos recientes de dindmica de relajacién de protones
amidicos, realizados con el homélogo de HPV16, muestran que esta cepa también presenta alta
flexibilidad iocal en las zonas de unién a ADN, sugiriendose ademés que el efecto podria estar con-

trolado a nivei dei N-cap de la hélice de reconocimiento (Nadra et. al., enviado).

Los primeros estudios de unién E2¢c-ADN permitieron la identificacién de los “sitios especi-
ficos" de unién de E2. Como se menciond, los HPV poseen 4 sitios E2 en el genoma, conservados
tanto en secuencia como en posicién relativa. Estos conslsten en palindromos imperfectos del tipo:
ACCgnnnncGGT, (ia miniscula representa una base preferida, pero no requerida, y n cualquier
base) **. Estudios posteriores destacan que, para las cepas de HPV, la secuencia consenso deberla
modificarse a;: aACCGRNNNCGGT! ', La regién central, "nnnnn”, seré referida como “separador”, y
cada region a los lados como “hemisitio”. Las estructuras cristalogréficas muestran que los contactos
especificos entre ios aminodcidos de E2c y los motivos de las bases se dan sélo por los hemisitios
(ver cap 4). Si bien no hay un consenso en la secuencia del “separador”, las secuencias de los sitios
de HPV tienden a estar enriquecidos en A:T. En 1990 Bendrosian y Bastia mostraron que HPV16-E2
une con mayor afinidad a los sitios enriquecidos en A:T *. Por otro lado, Hines y col. proponen que
HPV16-E2 posee una clara preferencia por separadores AA[A/TIN, y que esta diferencia no esta
dada simplemente por el contenido de A:T, ya que un separador TTAA es unido con menor afinidad
que uno AATT **. En el mismo trabajo se muestra que esto es una propiedad intrfnseca a E2c de
HPV16, ya que BPV1-E2 no presenta esta capacidad de discriminacién (ver capitulo 2). En base a
estos datos y a las estructuras resueltas, se propuso que la diferencia de afinidad de ambas cepas
podria deberse a las restricciones conformacionales en la proteina y en el ADN, entendidas como
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variantes de fenémenos de /ectura indirecta de secuencia. En este sentido, se han cristalizado y
resuelto estructuras de ADN de sitios E2 solos, en donde se destaca que las secuencias separado-
ras AT pueden presentar grados de curvatura mayores que las ricas en C:G *°. Recientemente se
describié que la misma propension a curvarse que presentan los separadores A:T se da también en
solucién 12,

Las afinidades reportadas para Ia interaccién E2¢c-ADN especifico, varian entre 10°% y
10" M % ® - ¥_Ep general, estas mediciones se realizaron por ensayos de retardo de movill-
dad electroforética (EMSA o gel-shift), con diferentes condiciones de entorno, por lo que ios val-
ores no son comparables entre si. Para un mismo ensayo se ha reportado la unién diferencial a
ios 4 sitios E2 del genoma de HPV16, proponiéndose un mecanismo de regulacién de la tran-
scripcion por ocupacién diferencial de los sitios E2 *’. En el mismo trabajo se reportan algunos
estudios cinéticos de la disociacién de E2¢ de sitios especlficos, destacdndose una alta estabiil-
dad de los complejos E2¢c-ADN espacifico, varlable segun el sitio especifico del que se trate.

Como se tienen estructuras resueltas de E2¢ tanto en ausencia como en presencla
de ADN, se hipotetizé sobre de los cambios estructurales asociados a la unién E2c-ADN, tanto
para las cepas HPV18 y BPV1 *°. Se propone que durante la unién no hay cambios sustan-
ciales en la estructura del barril B-dimérico, ni en la orientacién relativa de las hélices de
reconocimiento, sino que los cambios mayoritarios se dan sobre la zona del /oop conector 2-
B3. Esta regién no presenta densidad electrénica en los cristales de E2c libre, por lo que fue
propuesta como altamente flexible, hipétesis confirmada por los experimentos de RMN men-
cionados. Para la cepa BPV1, ia estructura dei co-cristal con ADN muestra que la zona del /oop
esta ordenada e involucrada en contactos salinos con los grupos fosfato del ADN, particular-
mente contactando ia zona del "separador” de los hemisitios (Fig 1.4). Para el co-cristal de
HPV18-E2c:ADN, la zona del /oop no presenta densidad electrénica. Estos son algunos de los
puntos que serén discutidos en mayor profundidad en los capftulos subsiguientes de la pre-

sente tesis.
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MECANISMO DE UNION AL EQUILIBRIO

"Well, there are two kinds of biologists, those who are looking to see if there is one thing that can
be understood and those who keep saying it is very complicated and that nothing can be under-

stood... you must study the simpiest system you think has the properties you are interested in.”

Cyrus Levinthal



MECANISMO DE UNION AL EQUILIBRIO

En el marco biofisico planteado para disectar la asociacién protefna-ADN, se requiere
de un ensayo de medicién de la actividad de unién a ADN que pemmita extraer parémetros fisi-
coquimicos y termodindmicos precisos. Para ello, el ensayo a utilizar debe cumplir con las
premisas de los modeios a ios cuales se io va a ajustar: debe ser un método cuantitativo lleva-
do a cabo en solucién, con una minima cantidad de componentes de entomo (sales, deter-
gentes, giicerol, etc) y fundamentalmente, debe proveer las condiciones para que la unién de
los ligantes sea reversible. En lo posible la medicién debe ser no invasiva, es decir, permitir la
cuantificacién de las especies presentes (unido/libre) sin alterar ei equilibrio mismo que se
desea estudiar. Asimismo, las condiciones fisicoquimicas dei entomo deben permanecer con-
stantes durante el experimento, siendo preferibie contar con la posibilidad de variarlas para los
dilerentes ensayos. Desde ya que para realizar todas estas mediciones se debe ademds contar
con la proteina y el ADN en un aito grado de pureza, cuantificados con preclsién.

Los métodos comunmente utilizados para la medicién de la actividad de unién a ADN
requieren de la separacién fisica entre ios reactantes ibres y ios complejos protefna-ADN. Uno
de los més utilizados es el ensayo de retardo electroforético, EMSA o gel-shift. SI bien este
ensayo resulta muy Util para una estimacién cualitativa de Ia actividad de unlén, incluso en
extractos no purificados, durante la corrida electroforética las condiciones de entomo del gel no
permanecen constantes ni controlables, pudiendo introducir importantes errores en la cuantifi-
cacién de la interaccién **. Otro de los métodos desarrollados es el ensayo de retencién de
complejos proteina-ADN en fiitros de nitrocelulosa. En éste es posible cuantificar la unién en
solucién por medio de una marca radioactiva en ei ADN, pero resulta poco atractivo dada la
gran cantidad de material que se debe utilizar y la poca resolucién temporal que brinda.

El método elegido para seguir la actividad de unlén, y al que se refererird de aqui en
adelante, es un método fluorimétrico basado en el cambio de las propledades fluorescentes de
uno o mds fluoréforos. Cuando se requirié que ia marca se encuentre en el ADN, se unié una
moiécula de isotiocianato de fluorescefna (FITC) via un “brazo” de 6 carbonos al extremo 5' de
los oligonuciedtidos (ver capitulo 7). Cuando se requirid la marca en la proteina, se utilizaron
los Trp de la misma, es declir la fluorescencia Intrinseca de E2c.

La puesta a punto del ensayo de unidn permitié encontrar condiciones en las cuales
la unién es reversible, los reactantes libres y el complejo proteina-ADN son solubles, y la unién
esta asociada a un cambio fluorescente. Las minimas condiclones de entomo encontradas
requieren el uso de 25 mM BisTris pH7.0, 1mM DTT, y 200 mM NaCi, minima cantidad de
fuerza i6nica requerida para evitar la formacién de agregados Insolubles en estas condiciones.
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ESTEQUIOMETRIA DE UNION -
EVIDENCIA ESPECTROSCOPICA

Fig 2.1: Estequiometria de unién hE2c:s35. Fi-
s35 fué incubado con concentraciones crecientes

de hE2c en las condiciones estdndar a pH 7.0

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

cambios de intensidad y anisotropfa de la fluores-

cencia de la fluoresceina a pH 7.0

El estudio detallado de la interaccién requiere conocer la estequiometria de reaccion.
El oligonucledtido de referencia utilizado es el “site35" (s35): un oligonucledtido de doble cade-
na, de 18pb, conteniendo la secuencia del “sitio 35" de unién de E2, presente en el genoma de
HPV-16 (ver capitulo 7). El Fl-s35 esta derivatizado con FITC en el extremo 5' de una de las
hebras. La Fig 2.1 muestra los cambios de las propiedades fluorescentes del Fl-s35 en una titu-
lacién con hE2c a una concentracién constante de 200nM ADN. La anisotropia de la fluores-
cencia del motivo FITC aumenta a medida que se agrega hE2c, evidenciando la formacién del
complejo proteina-ADN. Este aumento es atribuible al mayor volumen hidrodindmico del com-
plejo, y por tanto del coeficiente de correlacién rotacional de la macromolécula que lleva la
marca fluorescente, el ADN. El aumento de la anisotropia llega a una concentracién de proteina
de 200nM (relacién molar 1:1) y satura a 400nM (2:1 proteina-ADN). El cambio anisotrépico
total es de 0.045 unidades, de las cuales aproximadamente la mitad cambian a la relacién
equimolar. Hay un pequefio cambio de intensidad de la fluorescencia de FITC, 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
anisotrépicos por el cambio del rendimiento cuéntico de la fluoresceina 2.

Realizando la titulacién en las mismas condiciones pero a pH 5.5, la sefial de unién
aumenta linealmente hasta 200nM, saturando con el agregado de sélo un equivalente de hE2c.

La amplitud del cambio anisotrépico es la misma que la observada para la unién de un equiva-
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Figura 2.2: Estequiometria de unién hE2c:s35.

200nM hE2c fue incubado con concentraciones cre-

cientes de ADN s35 en las codiciones de referencia
a pH 7.0. Se registré el cambio en la intensidad de
fluorescencia de los Trp de hE2¢c W339F a 330nm .

Inserto: mismos cambios para hE2c salvaje

lente a pH 7.0. Tomados en conjunto, estos datos permiten estimar que la preparacion recombi-
nante de hE2¢ tiene una actividad de unién cercana al 100% (ver capitulo 7). Por otro lado, los
datos sugieren que la estequiometria de unién es de 1 dimero de hE2c por sitio de unién cuan-
do el ensayo se realiza a pH5.5 y de dos dimeros de hE2c por sitio, si el ensayo es a pH 7.0.

La estequiometria encontrada a pH 7.0 es inesperada dados los modelos presentados
para la unién entre hE2c y ADN descriptos por otros grupos de trabajo, en particular las estructuras
cristalogréficas **. Buscando confirmar o descartar la estequiometria encontrada, realizamos una
titulacién en las mismas condiciones pero en el sentido inverso, utilizando a hE2c como ligando fijo
y agregando s35. La seiial seguida en este caso es el aumento de la intensidad de fluorescencia
de los Trp de hE2c, evento ya caracterizado como asociado a la unién de ADN **. En el inserto de
la figura 2.2 se muestran los resultados de la titulacién, donde se observa un aumento lineal de la
intensidad hasta una relacién molar 0,5:1 (s35:hE2c), y un aumento lineal, de menor pendiente,
luego de la transicion. Esto sugiere, de forma independiente, que la estequiometria de reaccion es
de 2 moléculas diméricas de hE2c¢ por sitio de 18pb, descartando la posibilidad de que la deteccién
de 2 eventos de unién se deba al motivo FITC ligado al oligonucleétido.

El dominio C-terminal de E2 de HPV16 (hE2c) tiene 3 Trp por mondmero, dos en el cen-
tro del barril-f (W345, W347) y uno en la hélice-2 (W339), expuesto al solvente, y del lado opuesto
del barril-f} respecto al sitio de unién de ADN (Fig 1.4). Para diferenciar las contribuciones de unos
u otros croméforos intrinsecos, construimos una mutacién sitio-dirigida sobre W339, reemplazando
por Phe (W339F). La proteina fue expresada y purificada y se mostrd idéntica a la salvaje en cuan-
to a estabilidad, estructura secundaria y unién a ADN (no mostrado). Esta mutante también presen-
ta un cambio de intensidad de fluorescencia de Trp al unir ADN, lo cual indica que existe algin tipo
de rearreglo en el barril-f cuando hE2c une ADN. La isoterma de unién de W339F y ADN a alta
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Fig 2.3: Estequiometria de unién hE2c:s35
seguida por desplazamiento de bis-ANS.
600nM bis-ANS fué incubado con concentraciones
crecientes de 35 en presencia (puntos negros) o
ausencia (puntos blancos) de 150nM hE2c. Se
grafica la intensidad de fluorescencia de bis-ANS

integrada entre 400 y 600 nm.
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concentracion se muestra en la Fig 2.2. Como es evidente, la estequiometria de unién es también
de 2:1 (hE2c:s35), y no se observa ningun cambio fluorescente posterior que, para la proteina sal-

vaje es atribuible al W339.

Estudios previos mostraron que hE2c une dos moléculas de bis-ANS por monémero,
una de las cuales es desplazada por la unién de ADN a hE2c **. Una forma independiente de
confirmar la estequiometria de reaccién es medir la estequiometria del desplazamiento de dicha
sonda al unirse hE2c y s35. Se realiz6 una titulacién en las mismas condiciones anteriores, en
presencia de bis-ANS a concentraciones de saturacién de los sitios en hE2c. La Fig 2.3 mues-
tra que todo el bis-ANS desplazable por ADN es expulsado a una relacién 0,5:1 de ADN:protei-
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 varia

con el agregado de s35 (Fig 2.3).
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ESTEQUIOMETRIA DE UNION -
EVIDENCIA NO ESPECTROSCOPICA

Intensidad relaliva
8 8 8 8

Relacién Molar E2¢:s35

Figura 2.4: Estequiometria de unién hE2c : FI-35
analizada por electroforesis en gel: 2 uM Fl-s35
fue incubado con concentraciones crecientes de
hE2c y las muestras se sembraron en un gel de
poliacrilamida al 6% en condiciones nativas.

A) visualizacién directa de la fluorescencia de FI-s35.
B) cuantificacién de las bandas: ADN libre (circulos
negros), primer banda de retardo (circulos blancos),

segunda banda de retardo (tridngulos negros).

La inesperada estequiometria de unién descripta para los ensayos a pH 7.0 (dos
moléculas diméricas de hE2c por sitio E2 candnico), nos llevé a buscar evidencia no-espec-
trocépica de la formacion de los diferentes complejos. Se ensayd discriminar la formacion de
las especies por filtracion molecular pero, en las condiciones de unién establecidas, la protaiha
interactua con la matriz y es retenida durante la filtracién. Para desestabilizar esa interaccién y
eluir los complejos fue necesario aumentar la fuerza iénica, pero eso mismo influye muy fuerte-
mente en la unién proteina:ADN (ver mas abajo). El método elegido para separar las especies
fue la separacién por electroforesis en geles nativos, EMSA. Fl-s35 fue incubado con concen-
traciones crecientes de hE2c y los complejos resueltos en un gel de poliacrilamida en condi-
ciones de baja fuerza idnica * (Fig 2.4A). En el primer carril se distingue la banda corresponde
al ADN libre, que pierde intensidad a medida que aumenta la concentracién de hE2c, dando
lugar a la aparicién de una primera banda de retardo. Si la concentraciéon de hE2c se aumenta
alin mas, se observa que la primer banda desaparece, dando lugar a la formacién de otra
banda de mayor retardo, que atribuimos a la formacién de un complejo 2:1 hE2c:ADN. La apari-
cién de fluorescencia 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 realizé la electroforesis.

La cuantificacién 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
ADN libre y 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 pM, permitiendo estimar una constante de disociacién (Kp)
aparente cercana a 1 pM. Dadas las mediciones posteriores de la afinidad de hE2c por el FI-35
realizadas en solucién, esto indica que las condiciones electroforéticas utilizadas son diso-
ciantes, probablemente por la falta de “aditivos” (cationes, detergentes, etc) a la mezcla de
reaccién **, Cabe mencionar que el mismo gel fue luego tefido con Ag para evidenciar la pres-
encia de proteina en los supuestos complejos. Ambas bandas de retardo fueron teiiidas, a

diferencia de la del FI-35 libre (no mostrado).
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MEDICION DE LA ENERGIA LIBRE DE Las titulaciones presentadas en la seccién anterior muestran la existencia de dos

UNIGN eventos de unién de hE2c sobre el s35. Si la titulacién se realiza a 2nM Fl-s35 constante, el

INTERACCION hE2C - ADN ESPECIFICO cambio anisotrépico total es de 0.02 unidades, cerca de la mitad del cambio total detectado a
200nM. Esto nos sugirié que, trabajando a concentraciones bajas, es posible separar los even-
tos de unién manteniendo las condiciones de solubilidad y reversibilidad antes descriptas. La
baja concentracién de la marca fluorescente impide el uso de polarizadores para las
mediciones anisotrpicas, dada la menor intensidad luminica y la excitacion diferencial de una

baja proporcién de los fluoréforos totales.
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Figura 2.5: Determinacién de la energia de interaccién entre hE2c y Fl-s35. Los experimentos de unién se llevaron a cabo agregando hE2c
a una solucién de FI-s35 en las condiciones estdndar. A) Unién de alta afinidad. 0,5 nM (cfrculos blancos), 1.0 nM (cfrculos negros )0 2.0nM Fl-
$35 (cuadrados blancos). El panel de abajo muestra la distribucién de los residuales al ajuste. Las Kp extraldas son 0.19 = 0.04;,0.17 £0.02;

0.18 + 0.02 nM respectivamente. B) Unién de “baja” afinidad: 5nM (cfrculos negros), 7nM (cuadrados blancos) o 10 "M FI-s35 (circulos blancos).

El panel de abajo muestra la distribucién de los residuales al ajuste. Las Kp extraidas son 1.6 +0.4; 1.4 £0.2] 2.1 + 0.3 nM respectivamente.
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INTERACCION hE2C - ADN INESPECIFICO

Las mediciones se realizaron entonces siguiendo el cambio asociado de la intensidad de fluo-
rescencia de FITC. Las isotermas de unién a concentraciones fijas de ADN de 0.5, 1y 2 nM
se muestran en la figura 2.5A. Los datos fueron ajustados a un modelo de unién simple, asum-
iendo una estequiometria de 1:1 (ecuacién 7.1, capltulo 7). Las Kp's extraldas de las curvas
son de 0.19 + 0.04; 0.17 + 0.02; 0.18 + 0.02 nM respectivamente. La coincidencia en el valor de
Kp de las mediciones independientes realizadas a diferentes concentraciones de ligando fijo,
junto a la distribuclén aleatoria de los residuales, validan el modelo de unién utilizado y los val-
ores de K p obtenidos (Fig 2.5).

Para la medicién de la energia libre del segundo evento de unién, la estrategia elegi-
da fue utilizar como ligando fijo un complejo 1:1 hE2c-Fis35. Las Isotermas de unién al agregar
hE2c y el posterior ajuste al mismo modelo de unién, nos permitié extraer una Kp media de 1.8
+ 0.5 nM de tres experimentos independientes (Fig 2.5B). Interpretamos que el evento fluore-
cente detectado es el asociado a la unién de un dimero de hE2¢ a un complejo 1:1 hE2¢-FIs35
preformado. En esta etapa, no es posible discemir si la unién de la molécula adicional de hE2¢c

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

La funcionalidad de las proteinas que unen ADN especificamente depende de la unién
diferencial a un sitio concreto frente a un gran exceso de potenciales sitios de unién no especlficos.
Es por esto que cualquier interpretacién de una medida de unién a un sitio especifico debe ser
tomada en términos relativos a la unién de la misma a sitios no relacionados. Medimos la afinidad
de hE2c por oligonucledtidos de doble cadena de la misma longitud que el referente s35, pero con
diferentes secuencias de bases. Las secuencias utilizadas corresponden a un sitio de unién de la
proteina EBNA1 (Epstein Barr Nuclear Antigen 1), proteina estructuraimente relacionada con hE2c,
pero sin relacién evolutiva cercana ’ (ver capitulo 1). El otro oligonucleétido utilizado, Iset35, fue
generado al azar manteniendo la misma composiclén de bases y longitud que s35. Las Interac-
ciones fueron medidas por el mismo método y en las mismas condiciones de solucién que las
descriptas para el FI-s35. Para los casos de uniones inespeclficas , la estequiometria de unién
observada es de 1:1, si bien no se puede descartar la formacién de complejos 2:1 a mayores con-
centraciones que las ensayadas. Se realizaron curvas de unién a diferentes concentraciones de lig-
ando fijo y las conslantes calculadas se presentan en la tabla 2.1. La capacidad de discriminacién
de secuencia, definida como la relacién Kp inepecifico/especifico es de 10000 para el oligonuciedti-
do EBNA y 4000 para iset35, en el orden de lo reportado para E2c por otros grupos ** y el orden

esperado para interacciones especificas proteina-ADN en general '°*.,
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COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE
UNION A ADN DE E2¢C PARA LAS
CeEpAs HPV16 ¥ BPV1

sile 35 Kp (nM) site bov Ko (nv)) ebna Kp (nM) lqdic_e do . lnd'co_do_ .

(cognato HPV-16) (cognato BPV-1) (nespaecifico) p
HPV.16 £2C * 1:02:002 1:0215 2A00: 60 150 10000
2:2:03 2:3000 = 1200
BPV-1 E2C 700270 20:23 1100 ¢ 1600 35 55

Tabla 2.1: Afinidades y Discriminacion de secuencia de la Interaccién hE2c - ADN y bE2c - ADN.
0jo, meter iset3s.

a: para HPV-16E2¢ se muestran las constanies de disociacion de los dos "modos”.
b: calculado como la constante de disociacién por oligonucledtido no-cognato / cognato.

¢: Calculado como la constante de disociacién por oligonuciedtido inespecifico / cognalo.

Gran parte de los estudios donde la protelna E2 es utilizada como modelo han sido
realizados con el homdlogo del virus del papiloma bovino 1 (bE2). Como se detalla en el capitu-
lo 1, esta proteina esta estrechamente relaclonada con hE2c en cuanto a su distribucién de
dominios y topologia general de plegamiento. Es tamblén la proteina con la cual se han realiza-
do las mayores contribuciones respecto al mecanismo de regulacién de la transcripcién de los
papilomavirus, constituyéndose en el modelo genético mds estudiado *. Es por esto que Inici-
amos un andlisis comparativo de hE2c y bE2c en cuanto a sus caracteristicas de unién a ADN
en solucién, utilizando la metodologia desarrollada.

Con este fin clonamos, expresamos y purificamos el dominio bE2¢ utilizado para
estudios cristalograficos **, como se detalla en el capitulo 7. Utilizamos como oligonucledtido
blanco el sBPV, también de 18pb, que contene un sitio de unién E2. La secuencia és la misma
que la del oligonucledtido utilizado para ios estudios cristalogréficos, difiriendo de s35 en el
"separador” de ios hemisitios del sitio candnico E2. Las condiclones de unién puestas a punto
para hE2c (pH=7.0, 0,2M NaCl), son suficientes para mantener la solubilidad de los reactantes

y productos, y da lugar a una unién reversible (no mostrado).
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Figura 2.6: Interacién de hE2c y bE2c con el
oligonucleétido sBPV. 500nM FI-sBPV fue
incubado en las condiciones estdndar con concen-
traciones crecientes de bE2c (circulos negros) o
hE2c (cfrculos blancos). Se muestra el cambio de

la anisotropia de la fluorescencia.

La titulacién de este dominio (bE2c) con su sitio cognato (sBPV) produce un cambio discreto en
la anisotropia de la fluorescencia y, a diferencia del homélogo hE2c, se detecta sélo un evento
de unién en las concentraciones ensayadas (Fig 2.6). Un comportamiento equivalente de la
proteina bE2c se observé para la interaccién con Fl-s35, indicando que la capacidad de unir
dos dimeros por sitio reside en la proteina utilizada y no en el oligonucleétido particular: bE2¢c

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

ambos sitios.
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Las Kp de la interaccién de ambos dominios (hE2c, bE2c) por sBPV se obtuvieron en
condiciones de disociacion, y los valores extraidos se muestran en la tabla 2.1. Como se men-
ciond, hE2c presenta dos eventos de unién a sBPV, siendo la relacién de las afinidades entre
ambos de 100 veces, 10 veces mayor que la relacién entre los valores andlogos para s35.
Complementando la comparacién, se muestran los valores obtenidos para la interaccién la pro-
teina bE2c con los sitios s35 y EBNA. La relacién entre las constantes obtenidas da idea de la
capacidad de discriminacion entre sitios cognatos, no-cognatos e inepecificos de la misma lon-
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 sélo 55 veces por un sitio especifico.

NMECANISMO DE UNION AL EQuiLisrio 30




b.'..'...QQQ.’QQCQQOOQ.OOQOOO.O..Q.OQQ.Q..QCO.4

CAMBIOS CONFORMACIONALES Las diferencias mas notables entre los sitios E2 de s35 y sBPV residen en la

SOBRE EL ADN INDUCIDOS POR E2C secuencia separadora de los hemisitios. Coincidiendo con lo presentado aqui, se ha descripto
que hE2c une con mas afinidad sitios con separadores ricos en A:T * ®. Dado que las bases
contactadas son las mismas (los hemisitios), se hipotetizé que las diferencias de afinidad se
podrian deber a la flexibilidad diferencial que presentarian estos sitios E2. Segun las estruc-
turas resueltas para los complejos, el ADN del sitio E2 se curva centrado con la secuencia “sep-
aradora”, no contactada por la proteina (Fig 1.4). Si, como se propuso, hE2c y bE2c presentan
diferencias en la orientacién relativa de las hélices de reconocimiento, menos energia sera
requerida para unir sitios de ADN flexibles (con secuencias A:T) como el §35. Una prediccién de
este modelo es que las estructuras del ADN unido a hE2c o bE2c, deben presentar diferencias
estructurales relacionadas con parametros de curvatura y/o apilamiento de bases.

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

en la conformacién de oligonucleétidos de ADN en solucién *°. En las mismas condiciones que
las utilizadas para la medicién de la energia de unién, pero a concentraciones muy por encima

de las Kp, la conformacién del s35 cambia al unir un equivalente de hE2c (Fig 2.7A).

Figura 2.7: cambios conformacionales sobre ADN s35 al unir hE2c. A) 1pM s35 fue incubado en las condiciones estdndar y se registré el espectro de dicrolsmo

circular. s35, linea sélida; con 1 pM hE2c; puntos negros; 2uM hE2c, puntos blancos. B) titulaciéon de 1uM s35 con hE2c siguiendo la elipticidad a 270nm (puntos

negros) o 292 nm (puntos blancos).
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Figura 2.8: cambios conformacionales induci-
dos por hE2c o bE2c sobre s35. 1uM s35 fue
incubado en las condiciones estandar con el agre-
gado de 1M hE2c (linea punteada) o 1pM bE2c

(Iinea sdlida). Se muestran los espectros diferencia.

Dada la baja sefial de elipticidad molar que presenta hE2c en esta regién, el cambio es mayori-
tariamente atribuible a rearreglos conformacionales en el ADN. El incremento de la elipticidad
entre 270 y 290nm puede ser asignado a un desenrrollamiento parcial de la doble hélice y/o a
un desapilamiento de pares de bases *°, en plena concordancia con las evidencias cristalogréfi-
cas . El agregado de otro equivalente molar de hE2c muestra que la elipticidad continda incre-
mentandose, siendo esto evidencia independiente de la existencia de un evento adicional de
unién. El seguimiento detallado de los cambios dicroicos muestra que la elipticidad a 270nm
satura a un estequiometria 1:1 hE2c:s35, mientras que a 292nm lo hace a 2:1 (Fig 2.7B). El
hecho que las bandas de dicroismo se comporten de manera diferencial al unirse 1 0 2 dimeros
de hE2c, muestra que el oligonucledtido sufre rearreglos conformacionales distintos al unir uno
o dos dominios hE2c, sugiriendo que los eventos detectados podrian tener significancia fun-
cional.

En la seccién anterior mostramos que bE2c une ADN con menor afinidad que hEZ2c,
incluso por sitios cognatos de BPV1 (tabla 2.1). Un estudio presentado por el grupo de Hegde y
col.” muestra que el dominio hE2c tiene mayor afinidad por sitios que presentan una mayor
“flexibilidad”. Particularmente, proponen ademds que hE2c es mas dependiente que bE2c a
modificaciones en la secuencia “separadora “ de los hemisitios del sitio E2. Basados en evi-
dencia cristalografica®, sugirieron que hE2c y bE2c deben deformar el ADN diferencialmente
para “acomodar” las hélices de reconocimiento en los zurcos mayores. En este sentido, y bus-
cando evidencia espectroscépica en solucién, medimos los cambios conformacionales sobre el

s35 al unirse hE2c o bE2c (Fig 2.8).
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EFECTO DE LA FUERZA IONICA EN LA
INTERACCION

Figura 2.9: Sensibilidad de la unién E2c-ADN a
la fuerza i6nica. 500 nM de complejos 1:1 FI-s35
hE2c (puntos blancos) o Fl-s35-bE2¢c (puntos
negros) fueron incubados con concetraciones
crecientes de NaCl. Se muestran los cambios de

intensidad de fluorescencia.

Los espectros de los cambios diferenciales de DC de bE2c muestran un corrimiento al rojo de
la banda de 275nm, y un disminucién de la intensidad de la banda de 292nm, respecto al com-
plejo hE2¢:s35. Se diferencia ademas una banda a 305nm que no esta presente para el com-
plejo bE2¢-s35. Teniendo en cuenta que el ADN es el mismo, los resultados muestran que
ambas proteinas distorsionan el mismo sitio de reconocimiento de forma diferente, si bien no es

posible extraer informacion estructural detallada de estos espectros.

A pesar de la cercana homologia y apariencia estructural, bE2c y hE2c presentan
sutiles diferencias estructurales. Una de ellas esta asociada al potencial electroestatico genera-
do por la exposicién superficial de cargas en la regién de unién de ADN. En las mismas condi-
ciones, hE2c esta menos (positivamente) cargada que bE2¢ 3 Dadas los tipos de interac-
ciones que se dan entre proteinas y ADN, esta generaimente aceptado que cuanto mayor es el
componente electroestatico, mas debil y menos especifica es la unién. Los resultados de unién
y discriminacién presentados, junto con la evidencia cristalografica, sugieren que la contribucion
electrostatica a la unién de bE2c seria mayor que la de hE2c. Esta hipétesis fué ensayada midi-
endo la disociacién del complejo E2¢c-ADN ante el incremento de la fuerza i6nica de la solucién

(Fig 2.9).
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Se observa que la unién de bE2c a s35 es mas dependiente de la fuerza iénica que la de hE2c,
confirmandose que la unién bE2c-ADN tiene un mayor componente electrostatico. El punto
medio de la transicién de hE2c-s35 es de 0.45 M NaCl, mientras que para bE2c, 0.2 M NaCl es

suficiente para disociar la mitad de las moléculas del complejo con ADN.

MODELO DE UNION AL EQUILIBRIO Dados los resultados descriptos, planteamos el siguiente modelo de unién 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 interaccion (Fig 2.10). Trabajos anteriores muestran que
la constante de disociacién del dimero de E2c en los monémeros componentes esta en el
orden picomolar™ ™. El dimero 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 reaccién, por tanto no es posible asignar dirécta-
mente estos valores a los que puedan ocurrir in vivo. Si la reaccién se realiza a pH 7.0, es posi-
ble distinguir un segundo evento de unién al complejo hE2c:s35. Este tiene una constante de
disociacién del orden nanomolar, demasiado afin 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 cristalograficos obtenidos para la unién con ADN de los homélogos de
hE2¢. Como ambos eventos presentan cambios en las sefales de DC de ADN, podemos

suponer en esta instancia que la unién del segundo dimero involucra contactos directos sobre

el ADN, si bien no es posible asignar univocamente el sitio de unién.

Figura 2.10: Modelo de unién hE2c:ADN a pH=7.0. Los monémeros desplegados se asocian con una constante subpicomolar, formando dimeros capaces de unir
ADN. Se muestran las constantes de unién con ADN especifico y no especifico. Las bases estructurales del reconocimiento 2:1 restan ser definidas, por lo tanto el

dibujo es puramente esquematico

MMECANISMO DE UNION AL EQuiLIBRIO 34




MECANISMO CINETICO DE UNION E2c - ADN

“Habria que sentir en velocidad™

H. M. Andrade



COUISION INICIAL CON ADN ESPECIFICO

MECANISMO CINETICO DE UNION E2c¢ - ADN

La diseccién del mecanismo cinético de interaccién entre macromoléculas provee
informacién fundamental sobre los eventos invoiucrados en el reconocimiento, asi como de una
relacién temporal entre éstos. La inciusién del dominio de tiempo da cuenta de lo intermediarios
involucrados y de las rutas de sucesién de estados, permitiendo a su vez la caracterizacién del
los “conjuntos de estados de transicién” (TSE, por transition state ensemble) por los que la
reaccion transcurre. El uso de herramientas termodindmicas permite la integracién de estos
datos mecanisticos en términos estructurales, relacionando ias estructuras proteicas con su
funcionalidad bioquimica, y proveyendo una interpretacién molecular detailada del mecanismo

de unién y reconocimiento entre macromoléculas.

Haciendo uso del ensayo de unién en soiucién desarrollado (capitulo 2), reallzamos
experimentos cinéticos de unién en condiclones de pseudo-primer orden respecto a E2c de
HPV16, a la que nos referiremos de aqul en adelante como E2c. Utilizando un aparato de flujo
detenido (stopped-flow), mezclamos FI-s35 y E2¢ registrando ei cambio de la intensidad de flu-
orescencia asociado a ia formacién del compiejo proteina:ADN. La Fig 3.1A muestra el aumento
de Ia intensidad de fluorescencia del motivo FITC en funcién del tiempo de reaccién luego del
mezclado. Los residuales dei ajuste de los datos a decaimientos exponenciales simples eviden-
cian que el proceso puede ser descripto como un decaimiento biexponencial (Fig 3.1A, inserto),
vale decir, se corresponde con dos fases clnéticas. Como muestra la figura 3.1B, ambos even-
tos fluorescentes son dependientes de ia concentracién 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 (k,p,) calculadas para ambos eventos de colisién son de
06x10°M' sy 1.4 x 10°M™" s™'. Es de destacar que la magnitud de estos vaiores es com-
parable a los calculados para el limite fisico Impuesto por la difusién de macromoléculas de
tamanos comparables a E2c y s35 * ™. El hecho de que las colislones sean tan répidas que la
veiocidad limite esté dada por la difusién, puede probarse evaluando ia varlacién de las con-
stantes cinéticas al aumentar la viscosidad de la solucién. Como se muestra en la figura 3.1C,
las velocidades disminuyen ai aumentar la viscosidad. El hecho de que la pendiente de este
grélico tenga un valor cercano a la unidad refleja que se trata de colisiones bimoleculares limi-
tadas por la difusién **. El efecto causado sobre las velocidades de colisién es el mismo, tanto
si la viscosidad se controla por el agregado de sacarosa (Fig 3.1C) o de glicerol a la soluclén

(no mostrado).
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Figura 3.1: Asociacién cinética de E2c y FI-s35.
A) curva de asociacion cinética tipica entre 5nM F1-s35
y 40nM E2c. La linea es el mejor ajuste de los datos a
decaimientos exponenciales. Los residuales a ajustes
de 1 0 2 exponenciales se muestran como inserto.

B) curva de pseudoprimer orden de las constantes .
extraidas de ambas fases a 5nM FI-s35, k1 (circulos
negros) y kon2 (circulos blancos). Por arriba de 60nM
[E2¢], los datos ajustan a 1 exponencial. C) dependen-
cia de las constantes observadas con la viscosidad,

kobs1 (puntos negros), kobs2 (puntos blancos).

El valor extrapolado para la disociacién (koff) del evento mas répido es de 6 s, lo

que permite estimar la constante de disociacién al equilibrio (Kp = kotrkon) de 5nM para el

“complejo de encuentro” formado luego de la colisién. La disociacién del evento més lento (k.9)

parece aun menor, si bien no fue posibile determinarla en estas condiciones.
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De los dos eventos de asociacion observados, la amplitud relativa del evento més
lento (kgp2) disminuye a medida que ia concentracién de E2c aumenta (Fig 3.2A). A las con-
centraciones mas altas de E2c ensayadas, los datos ajustan a un proceso exponencial simple,
indicando que sélo una de las colisiones bimolecuiares 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 concentracion, el reactivo que per-
manece fijo (ADN), se hace limitante. De esta forma, a aitas concentraclones solo tendria iugar
ol proceso mas répido. Una aitemnativa es que la macromolécula variable (E2c) cambie al
aumentar la concentracion. No hay evidenclas de que E2c forme multimeros en solucién, inclu-
so cuando se ia estudia a concentraciones milimolares en experimentos de RMN. Por otro lado,
en las condiciones en las cuales realizamos el ensayo, la constante de disociacién del dimero
de E2c esta en el orden picomolar, permitiendonos afirmar con confianza que la poblacién de
proteina es >99% dimérica ”. Teniendo en cuenta que se trata de procesos bimoleculares limi-
tados por la difusién (Fig 3.1C), estos resultados sugieren que existe aigun tipo de pre-equilibrio
conformacional en la poblacién dimérica de E2c. Este equilibrio ha de ser previo a la colisién
con ADN, es decir, E2¢c se encontraria en més de un estado conformacional. Una manera de
probar esto seria encontrar condiciones en las cuales se pueda cambiar la proporcién de las
poblaciones conformacionales y evaluar luego la competencia entre éstas en la interaccién
cinética con ADN.

Si el experimento de pseudoprimer orden se realiza a menor temperatura (9 °C),
donde estas velocidades de reaccién no se ven afectadas (ver més abajo, Fig 3.9) los dos
eventos de unién persisten en todas ias concentraciones ensayadas, a diferencia de io que
ocurre a 25°C donde una de las colisiones deja de observarse. Si estas colislones estan asocl-
adas a poblaciones de conférmeros de E2c, la competencia entre ambos es menos abrupta a
9°C que a 25°C (Fig 3.2B), sugiriendo una populacién diferencial de los estados conforma-
cionales. Este cambio esta asociado con un pequerio, pero medible, cambio de elipticidad en el
espectro de dicroismo circular de E2¢ (Fig 3.2C). Tomados en conjunto, estos datos refuerzan
la hipétesis que E2c se encuentra en un pre-equillbrio conformacional, y que éste puede ser

afectado por el cambio de temperatura.
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Figura 3.2: Poblacién diferencial de conférmeros de E2c. A) Amplitudes de las fases de
asociacion presentadas en la Fig 3.1, realizados a 25°C B) amplitudes de las mismas fases a
9°C. C) espectro de dicroismo circular en el UV lejano de 10 M E2¢ en las condiciones de
asociacioén, a 9°C (linea continua) y a 25°C (linea punteada).
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CoLisI6N coN ADN NO-COGNATO Y
NO-ESPECIFICO

En relacién con io presentado para el mecanismo de unién al equiiibrio (capitulo 2),
donde se observaron dos “modos” de unién diferentes (de relaciones molares 1:1 y 2:1 protef-
na:ADN), la existencia de conférmeros en ia poblaclén de E2c puede estar asociada con la
ocurrencia de estos “modos” diferenciales. Si se realiza un experimento de asociaciéon de pseu-
do-primer orden respecto a E2c, utilizando ahora como ligando fijo un complejo 1:1 E2c:Fis35,
se observa una sola fase de asociaclén de segundo orden (no mostrado). La k,,, caiculada
para este evento es de 1.3 x 10° M™ s™, en concordancia con el evento cinético k2 presenta-
do en la tabla 3.1. Esto indicaria que s6lo uno de los confémeros responsable de la asoclacién
a ADN libre es capaz de unir un complejo 1:1 proteina:ADN. Indicios sobre las bases estruc-
turales de este conférmero, capaz de unir tanto ADN libre como un complejo 1:1 E2c-s35, serdn

discutidos en mayor profundidad en el capitulo 6.

Como se detallé en el capitulo anterlor, E2c une con alta afinidad sitios reiacionados
a s35 pero que no son “cogratos”, como el derivado de BVP-1 (sBVP). En un experimento de
pseudoprimer orden en exceso de E2c, utiizando Fl-sBPV como ligando, se distingue una fase
mayoritaria con una ko, similar a la obtenida para el s35, y otra fase de amplitud minoritaria
pero ciaramente bimolecular. Los valores obtenldos para las constantes cinéticas de segundo
orden se muestran en la tabla 3.1.

Utilizamos como ADN inespecifico los mismos oligonucledtidos descriptos para los
experimentos al equilibrio. Para Iset35 se distinguen también dos eventos de colisién, siendo ei
mds radpido de magnitud similar a ia de ios oligonucleétidos especificos. Esto es evidencia de
que, aun para ADN inespecifico, ias colisiones estan limitadas por la difusién (tabla 3.1).

Las disociaciones de estos complejos no pudieron ser cuantificadas con precisién, no obstante
resulta evidente que k_; presenta un valor elevado, cercano a 100 s™!. Para el sitio Inespecifico
sEBNA, vuelven a distinguirse dos fases de asoclaclén, pero estas son 4 6rdenes de magnitud
més lentas que las detectadas para los sitios anteriores. Dado que E2¢ no reconoce ninguna
secuencia en este oligonucledtido y que el sitlo inespecifico Iset35 es unido a velocidades compa-
rables a los especificos, la dilerencia en la asociacién puede deberse a restricciones de orientacién
conlormacionales, algo que no ocurriria en un duplex con secuencia al azar como Iset35 **,

El hecho de que la unién de todos los oligonuciedtidos presente dos eventos cinéti-
cos de segundo orden, que ademéds compiten entre sl, es evidencla independiente de que es
E2c la que se encuentra en mas de una conformacién, y no el ADN Fi-s35. Por tanto, es plausi-
ble descartar que la unién descripta con s35 se deba a un artefacto del oligonucleétido o al
motivo fluorescente asociado.
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CINETICA DE DISOCIACION DE
LOS COMPLE)OS E2C-ADN

Tabla 3.1: Pardmetros cinélicos de los “complejos de encuentro” y de las disociaciones de “complejos finales™

de E2c y diterentes oligonucledtidos.

Oiigo Kot M7's™ Fom W'Sh ks & kn @ fn™h? bonts™’
site35 1.4x10° o6x1c® 63 ND 0.018 0.004
siteBOV 1.2x10° s.0x10 ND 007 0.037 0009
siteEBNA 36x10° 18010 0.12 0032 0.57 0027
ise135 1.5x10° 1.1 107 ND 1.73 034

a- medidos como la disociacién del complejo tinal

Para la medicién de las constantes cinéticas de disociacién realizamos experimentos
de competencla y captura entre FI-s35 y s35. Fl-s35 fue incubado con un equivalente de E2¢, lo
cual produce un aumento en la intesidad de ia fluorescencia del motivo FITC en paralelo a la
formacién del complejo proteina-ADN. Luego de incubar este complejo por 20 min para asegu-
rar que se alcanzé el estado de equilibrio, se agregé un exceso de 50 veces s35 sin marca flu-
orescente, provocando ia calda de la intensidad de fluorescencia a los niveles basales, io cual
indica la completa disociacién del complejo Fi-s35:hE2c (Fig 3.3A). Para una determinacién pre-
cisa de los pardmetros que describen la disoclacién, el mismo experimento fue realizado en un
aparato de fiujo detenido. La calda de ia intensidad de fluorescencia de F1-s35 puede ser
descripta por un decaimiento biexponenclal, adjudicando el 70% de ia amplitud a una fase de
0.004 s, y ol 30% a una fase de 0.018 s™ (Fig 3.3A, tabla 3.1). Un experimento control mues-
tra que si en el mismo ensayo se omiten la protelna 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
ADN pueden "saltar” o “transferirse” a otra molécula de ADN sin que sea necesaria la disoclacién
previa del primer compiejo '* ', El hecho de utiiizar oligonucleétidos pequefios (18pb) minimiza
tales efectos, mas no pueden ser descartados a priori. Sl estos ocurrleran, la velocidad de trans-
ferencia debe depender de la concentracién de ADN utilizado como desplazante. La figura 3.3B
muestra que las velocidades de disoclacién del complejo E2c-Fis35 son independientes de la
concentracién de ADN utilizado como competidor, descartando que alguno de éstos mecanismos
de “difusién facllitada” esten ocurriendo durante el evento de disoclacién medido, y confirmando

que las velocidades obtenidas reflejan la disociacién Intrinseca del complejo proteina:ADN.
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Figura 3.3: Cinética de disociacion de los complejos E2c:ADN. A) 50nM Fl-s35 fue mezclado con 50nM E2c y luego de 20 min se agregé un exceso de 50 veces
s35, mientras se colecté la intensidad de fiuorescencia de FITC. Inserto: curvas obtenidas por flujo-detenido para la disociacién de los complejos E2¢ y diferentes
oligonucledtidos: sBPV (circulos negros), SEBNA (circulos blancos), iset35 (linea). Todos las curvas ajustan a dos exponenciales, con los pardmetros mostrados en la
tabla 3.1. B) Los complejos 1:1 E2c:FI-s35 50nM fueron mezclados con diferentes concentraciones de s35. kqgpg 1 (cfrculos blancos), kghg 2 (clrculos negros).

Experimentos preeliminares realizados al equilibrio mostraron que el agregado de un exceso molar de 25 veces s35 resulta suficiente para observar este desplazamiento.

Ensayamos la cinética de disociacién para los complejos de E2c y diferentes oligonu-
cleétidos. Para todos los casos, la disociacion presenta un comportamiento bifésico sugiriendo
que, como en el caso de la asociacion, la disociacién del complejo E2¢:ADN ocurre por més de
una ruta (inserto Fig 3.3A, tabla 3.1). Los valores de las constantes son mayores cuando se
trata de oligonucleétidos no especificos, iset35 y EBNA, y solamente se duplican para el sitio
no-cognato sBPV (tabla 3.1). Teniendo en cuenta la similitud de los valores medidos para la
asociacion, estas mediciones apuntan a los eventos de disociacién como responsables de la
capacidad de discriminacién de 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 oligonucleétido, dado que las sefiales fluorescentes pueden no estar rela-
cionadas a la concentracion relativa.

La unién entre E2c y s35 presenta un cambio en la intensidad de fluorescencia de los
residuos Trp localizados en el centro del barril-B (Fig 2.2, capitulo 2). Buscando corresponder

los rearreglos estructurales y las sefiales espectroscépicas que podemos detectar, realizamos
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CINETICA DE ASOCIACION Y REARREGLOS
CONFORMACIONALES EN E2C
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Figura 3.4: Cinética de la asociacién E2c:s35
seguida por fluorescencia de Trp. A) pseudoprimer
orden a 25 nM E2c. Los datos ajustaron a dos expo-
nenciales: kyn1 (clrculos blancos), k 2 (circulos
negros). B) 300 nM E2c y 300 nM s35 fueron mezcla-'
do en un equipo de flujo detenido y el cambio de fluo-

rescencia de Trp colectado en dos escalas temporales.

Las lineas muestan en ajuste biexponencialde0Oa1s

(kon1,k2), y monoexponencial de 1 a 200 s (K3).

experimentos cinéticos de unién entre E2¢c y s35 , registrando el cambio de intensidad de la flu-
orescencia intrinseca de Trp. Las curvas preeliminares realizadas con la proteina salvaje pre-
sentaron decaimientos multiexponenciales que dificultan el andlisis, por lo que optamos por la
medicién de las sefales asociadas a la unién de ADN de la mutante W339F, descripta anterior-
mente (ver capitulos 2 y 7). En condiciones de pseudoprimer orden respecto a E2c, en exceso
de ADN y a una concentracion fija de 25 nM proteina, los datos ajustan a dos procesos expo-
nenciales simples. De ellos, s6lo uno depende de la concentracién de ADN (Fig 3.4A). La k,,
obtenida es de 0.6 x 10° M s™, en perfecta concordancia con la fase mas lenta (k,,1) de las
descriptas para el caso de la asociacién con Fl-s35 (Fig 3.1B). La fase de 8 s, es independi-
ente de la concetracion de s35, por lo que es asignable a algin tipo de rearreglo conforma-
cional del dimero de E2c. Este rearreglo involucra un cambio en el entorno electrénico de los
Trp, localizados en el centro del barril B-dimérico. La k4 del evento de unién es cercana a 10
s}, permitiéndonos estimar una Kp de 20 nM para este “complejo de encuentro”. A diferencia
de lo observado en exceso de proteina sobre el FI-s35, no se detectaron otros eventos de col-
isién bimolecular. Esto puede deberse a que el conférmero responsable no presente un cambio
de fluorescencia intrinseca asociado a la unién, o bien que el evento no sea detectado dada la
muy menor sensibilidad de la sonda fluorescente utilizada (Trp) frente a FITC.

La estructura cristalogréfica del complejo E2c-ADN muestra que existe una extensa
red de contactos cercanos entre las cadenas laterales y los motivos de las bases nitrogenadas
% 34 (Fig 4.1, capitulo 4), y las comparaciones con las estructuras de E2c libre sugieren que
deben existir cambios conformacionales asociados a la unién **. Es poco probable que todos
estos eventos sucedan en la escala temporal de 100 ms, el tiempo medio de la fase de 8 s,
Buscando senales fluorescentes que evidencien fases mds lentas, aumentamos la concen-
tracién de E2c con el fin de acelerar y separar temporalmente el evento de colisién inicial, y a la
vez aumentar el nivel de deteccién de las sefales fluorecentes de los Trp. A 300 nM E2c se dis-
tinguen las fases de unién y el rearreglo de 8 s™ y, en otro rango temporal, un evento posterior
(Fig 3.4B). Esta fase, cuya k,ps es de 0.04 s™ no depende de la concentracién de s35 y, a
diferencia de las fases mds rapidas, presenta una disminucién 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 concentracién de ADN. Estas estan en el mismo orden temporal que las descriptas
para la unién de s35, y las intensidades relativas de los cambios fluorescentes estan en perfec-
ta concordancia. Esto nos permite inferir que las diferencias encontradas para la unién al equi-
librio de E2c y éstos oligonucledtidos, no se deben a diferencias asignables a estas etapas

cinéticas sino a otros eventos, presumiblemente a la cinética de disociacién (Fig 3.3, tabla 3.1).
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EFECTO DE LA FUERZA 1ONICA EN El evento de asociacién detectado por fluorescencia de Trp es altamente dependiente

LAS FASES CINETICAS de la fuerza idnica (Fig 3.5A). Esto puede corresponder a dos efectos diferentes en tanto que
las cargas modifican la constante dieléctrica del entorno y ademéas pueden neutralizar las car-
gas expuestas de las macromoléculas. Para el caso de asociaciones proteina-ADN, los con-
traiones Na' que neutralizan los grupos fosfato son desplazados ante la unién 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 ién sodio, respectivamente.

<

Utilizando la relacién empirica: ™ ™

dlog k/dlog[Na'}=-0,88m

es posible calcular de la pendiente del gréfico doble logaritmico que alrededor de 6 contraiones
Na* son desplazados de la interfase de unidn del “complejo de encuentro” E2c-ADN. Este valor
debe ser tomado como aproximado, estimando un error del 50%, ya que el célculo no incluye el
posible efecto de la fuerza iénica sobre la constante dieléctrica del medio, lo que podria “apan-

tallar” las cargas en una asociacién limitada por la difusién y asistida electrostaticamente, como
es el caso de E2¢c-ADN. De todas formas, el valor esta en el orden del nimero estimado por los
puentes salinos formados al equilibrio entre E2c y ADN, segtn los estudios cristalograficos *' *.
Esto muestra ademéas que el desplazamiento de contraiones ocurre durante el primer evento de
unién. La segunda fase (ko) no depende de la fuerza iénica del entorno, sugiriendo que no hay

cargas expuestas asociadas a la ocurrencia de este rearreglo conformacional en E2c.
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Figura 3.5: Efecto de la fuerza iénica en la cinética de interaccién E2c:s35
25nM E2c fue mezclado con 70nM s35 a diferentes concentraciones de NaCl.
o A
La fluorescencia de Trp fue colectada y los datos ajustados a un decaimiento 015

biexponencial. Inserto: Grafico doble logaritmico y ajuste lineal de la dependen-

- [NaCi](M)

cia de la fuerza i6nica de las mismas fases.
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EXCLUSION DE SOLVENTE La formacién de un complejo consolidado proteina-ADN especitico requiere la forma-
DE LA INTERFASE cién de una extensa red de interacciones cercanas, conjuntamente con la remocién de solvente
de la interfase de unién. No habiendo una manera directa de observar tales eventos, hicimos
uso de la sonda fluorescente ANS. Esta sonda es particularme (til para medir cambios confor-
macionales en proteinas, dado el elevado cambio en el rendimiento cuantico asociado al cam-
bio en el microentorno del fluoréforo *2. Se ha descripto que, en términos generales, el ANS es
capaz de unirse a proteinas que unen ADN, con la particularidad de hacerlo en las zonas de
unién de ADN, ya que en su mayoria tienen densidad de carga positiva y un carécter parcial-
mente hidrofébico .

Datos previos mostraron que E2¢ une ANS o bis-ANS en al menos dos sitios, uno de

<

los cuales es desplazado por la unién de ADN ** ™. Dado el pequefio tamadio relativo del fluoré-
foro y sus caracteristicas quimicas, suponemos que el ANS podria quedar “atrapado” en la
interfase de union, conjt:mtamente con el solvente. La remocién del ANS, entonces, podria refle-
jar un evento de expulsién de solvente de la interfase de interaccién. E2¢ fue incubado con
concentraciones saturantes de ANS, dando un incremento en la Intensidad de fluorescencia de
ANS, como era esperado. Al mezclar la muestra con un equivalente de ADN s35 (tamblén en
ANS), se observd una disminucién de la intensidad de la fluorescencla, indicando el desplaza-
miento del fluoréforo del sitio de union (Fig 3.6A). Este decaimiento ajusta a un decalmiento
monoexponencial simple con kang = 0.04 s™, valor que es independiente de la concentracion
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 ei fluoré-
foro no afecta ias constantes de asociacién de E2¢:Fi-s35 (Fig 3.6B). Dado que ia velocidad de
disociacién espontanea del ANS de E2¢ es un orden més ienta (0.003 s™*, no mostrado), inter-
pretamos la fase deteclada como la expulsién del ANS de la Interfase proteina-ADN. Uno de los
rearreglos evidenciados por fluorescencia de Trp (k3, Fig 3.4) tiene una velocidad Idéntica,
sugiriendo que la expulsién de solvente ocurre concomitantemente con un cambio conforma-
cional en E2c, algo no del todo sorprendente si conslderamos las consecuencias estructurales
esperables para la desolvatacién parcial de una Interfase extensa.

Si el mismo experimento se realiza desplazando el ANS con ADN no-cognato (sBPV),
se observa una fase con kang = 0.032 s, muy cercana a la obtenida para s35. En cambio, los
oligonucledtidos inespecificos SEBNA e iset35 no fueron capaces de desplazar ANS, incluso
cuando fueron ensayados a concentraciones 10 veces superiores a las Kp's respectivas. Estos
resultados muestran que, & pesar de unirse ripidamente a E2¢ (tabla 3.1), los complejos E2c-
ADN Inespecifico no muestran rearreglos que Incluyan la expulsién de solvente de la Interfase,
en plena concordancia con otros modelos de reconocimiento proteina-ADN. Estos proponen
que la unién con ADN Inespecifico es mayoritarlamente electroestatica, no incluye contactos
cercanos, y las interfases de unién se mantendrian hidratadas * * “. En este sentido, lo pre-

sentado representa una de las primeras mediclones experimentales directas de tales eventos.
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JDENTIFICACIGN DE RUTAS DE
ASOCIACION-DISOCIACION PARALELAS

o~

Los eventos de disociacién de los complejos E2c:ADN presentan mas de una fase
fluorescente (tabla 3.1). Para determinar si estos eventos representan caminos de discociacion
paralelos o secuenciales, realizamos experimentos de doble-mezcla (double-jump). En un
aparato de flujo detenido mezclamos Fl-s35 y E2¢c en cantidades equimolares. Segun lo carac-
terizado er las secciones anteriores podemos calcular que a una concentracién de 100 nM el
t1/2 de los eventos de colisién es de 12 mseg. A tiempos de incubacién variables, de 0.01 a
100 seg, competimos la mezcla con un exceso de s35 mientras registramos el decaimiento de
la fluorescencia del motivo FITC del oligonucledtido (Fig 3.3). Este arreglo de doble-mezcla per-
mite medir los eventos de disoclacién de las poblaciones de intermediarios que se forman a los
diferentes tiempos de incubacién, 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” E2c:Fl-s35 (tabla 3.1 y Fig 3.7A).
Sorprendentemente, vimos que estas fases estén presentes incluso desde los 10 mseg de inlci-
ada la reaccién de unién (Fig 3.7A), y que éstas se observan durante todo el tiempo de
incubacién. Esto es indicativo de que pueden formarse cantidades deteclables del "complejo
final® a tiempos cortos de iniciada la reaccién de asociacion, probablemente en la velocidad
limite impuesta por la difusion.

Ademads pudimos identificar otras dos fases de disociacién, con constantes de 1s™ y
0.07 s™* (Fig 3.7A) cuyas amplitudes relativas disminuyen a medida que transcurre el tiempo de
incubacién, y desaparecen a los 2 y 20 sec respectivamente (Fig 3.7B). Esto sugiere que estas
dos fases son eventos secuenciales, siendo la primera de ellas coincidente con la disociacién
del complejo de encuentro, reportado en el experimento de pseudoprimer orden (k_4, Fig 3.1B),
y la segunda es atribuibie a la reaccion reversa del primer rearreglo conformaclonai (k. , Fig
3.4A).

Estos resultados son evidencia firme de la existencia de dos caminos paralelos de
asociacioén entre E2c y FI-s35, en concordancia con la deteccldn de dos rutas paralelas de
unién descriptas por ios experimentos de pseudoprimer orden (Fig 3.1, Fig 3.2). La estrecha
ventana temporal del andlisis, y la invariancia de las amplitudes relativas de kol y ko2, SUg-
lere ademaés que las poblaciones finales a las cuales liega el compiejo E2¢c-s35 estén en rapido
equilibrio. Por lo tanto, ambas poblaciones deben estar estrechamente relaclonadas estructural-

mente, y la barrera energética que las separa debe ser pequeiia.
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Experimentos de doble-mezcla como el presentado en la figura 3.7 fueron llevados a
cabo con los otros oligonucleétidos. Para el sBPV se identficaron 3 fases: i) un evento réapido
con kops! =2 s cuya amplitud desaparece a los 2 sec, y la asignamos a la disociacién del
complejo de encuentro, ii) una con kyps2 = 0.008 s™*, coincidente con la fase mayoritaria encon-
trada para la discociacién del complejo consolidado (tabla 3.1) que, como para el s35, esta pre-
sente desde los primeros tiempos de incubacién; iii) una con kype3 = 0.004 s, coincidente con
la otra de las encontradas para la disociacién del complejo consolidado, que tiende a desapare-
cer a los 25 sec.

Para el caso del ADN inespecifico Fl-iset35 se detectaron dos fases coincidentes con
la disociacién del complejo final (tabla 3.1), estando presentes desde los tiempos més cortos de
incubacién, con constantes de velocidad de 2,0 y 0,5 s™*. El hecho de que no se observen mas
eventos fuorescentes para esta asociaciéon concuerda con lo hipotetizado anteriormente acerca
del modo de unién a ADN inespecifico.

Los resultados presentados muestran que la asociacion entre hE2c y ADN (especifico
o no) puede darse por al menos dos rutas paralelas. Para el caso de ADN especifico, una de
las rutas incluye el pasaje a través de dos intermediarios y la otra, extremadamente répida,
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 unién E2c-ADN especifico.

o
o
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Figura 3.8: Esquema de la interaccién especifica E2c:ADN. E2c existe en dos poblaciones conformacionales, cada una de las cuales une ADN por rutas paralelas.

En la parte inferior: “ruta de dos estados”; en la parte 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 ASOCIACION: CARAC-
TERIZACION TERMODINAMICA DEL TSE
DEL EVENTO DE COLISION INICIAL

€<

La dependencia de los eventos cinéticos con la temperatura es una herramlenta fun-
damental para obtener informacién acerca de los intermediarios y de ias barreras de los esta-
dos de transicién que los separan »*.Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la reacclén
de unién, elegimos seguir los cambios de ias sefiales de Trp de E2¢c (W339F), ya que se evl-
dencia una sola ruta de unién y, simultdneamente, provee Informaclén acerca de los rearreglos
conformacionales de los intermediarios.

Realizamos experimentos de unién en pseudoprimer orden respecto a s35, a difer-
entes temperaturas, entre 9y 35 °C (Fig 3.9A). Como es evidente en ia figura y se detalla en el
inserto, el efecto de la temperatura tanto en kg, 1 0 k_; s muy pequeiio, dentro de los errores
asociados a la medicion.

El hecho que la temperatura afecte en poca medida ias reacclones de asoclacion
impidié la extraccidn de los pardmetros termodinamicos precisos, por lo que se realizé un
experimento complementario. Medimos el valor de la constante cinética observada a una con-
centracion fija de ligandos, en funcion de la temperatura (Fig 3.9B). El ajuste de los datos a la
ecuacién 7.2 (capitulo 7) muestra que la reaccién se puede describir con una barrera de acti-
vacién pequefia, esperable para un evento guido entréplcamente (tabla 3.2). Esto esta en con-
cordancia con los ensayos de fuerza iénica presentados en la Fig 3.5, donde se mostré que el
evento de colisién involucra la liberacién de contralones de la interfase, para lo cual que se
espera una contribucién mayoritariamente entréplca “ ™. Por lo tanto, los efectos de ia temper-
atura parecen estar restringidos a aquellos relacionados con el movimiento y difusién de las
macromoléculas en solucién .

Otra de las contribuciones energéticas a ia termodindmica de interaccion es el cam-
bio de capacidad calorifica a presién constante, ACp. Las contribuciones del ACp a la energia
libre de los TSE estan dadas mayoritariamente por ei darratido de ios "clusters” de solvente que

hidratan las superficies hidrofébicas #*. Si uno considera la diferencia de exposicién al solvente

como la Unica fuente de ACp * *, la linearidad del gréafico de Eyring (ACpi = 0) suglere que

hay cambios minimos an la exposicién de superficle, tanto para la reaccién partiendo desde las
macromoléculas libres como desde el complejo de encuentro, al conjunto de estados de transi-
cién que los separa. Esto implicarfa que la interfase dei “complejo de encuentro® permaneceria

con un grado de solvatacién cercano al de macromoléculas libres.

MMECANISMO CINETICO GE UNION E2¢ - ADN 50



\.-or-o:-o:&o»&c;&o 000000000000000000000000000000000000

oo
ST

e . [s3ADNIOM)

-4

In (k_, /T)

-6

L GO ) £ 1S 9% 1200 1720 AR 2208 R3S R U, SRS T SRS 20 2 IOED S R

-10 e SRR 1.'.'.":v_| N

0.0032 . opmm

Figura 3.9: Efecto de la temperatura en la colisién inicial. A) 25nM E2c fue mezclado con diferentes concentraciones de ADN a diferentes temperaturas:
10°C (circulos negros), 15°C (circulos blancos), 20°C (cuadrados negros), 25°C (cuadrados blancos). La unién se identificé por la fluorescencia de Trp, como
en la Fig 3.4. Inserto: gréfico de Eyring de la ko1 (circulos negros) y la k.4 (circulos blancos) calculadas. B) Gréfico de Eyring de la constante de asociacién

observada para el complejo de encuentro a 30nM E2¢c y 60nM s35.
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ANALISIS DE LOS ESTADOS DE
TRANSICION ASOCIADOS A LOS
REARREGLOS CONFORMACIONALES

Tabla 3.2: Parametros termodinamicos calculados para las barreras de activacion de los rear-

reglos conformacionales de la interaccién E2¢c-ADN especifico

Kont k; Ks Koz Kogs
AGy! (keal morl') 48£11 16136 192+32 196£0.1 20405
AH,? (kcal mof') 15£03 21526 18030 11013 15447
ASg' (cal Kmor) 1141 18125 -40£12 -289+13 1707
ACP? (keal mol-1K™) ND ND ND -0.26+0.1 -0.98x04

La velocidad de los eventos de rearreglo detectados por los cambios en la Intensidad
de fluorescencla de los Trp de E2c (W339F) fue medida en el rango de temperaturas experl-
mentalmente accesibles, entre 9 y 35 °C (Fig 3.10). Los gréficos de Eyring muestran que las
velocidades aumentan a medida que aumenta la temperatura, Indicando energias llbres de actl-
vacion positivas. Los ajustes a la ecuacion 7.3 (capitulo 7) permiten estimar los valores de los
pardmetros termodindmicos de los conjuntos de estados de transicién, presentados en la tabla
3.2. Los vaiores de la energla libre de los TSE (AG') son altos comparados con el valor de ref-
erencia (la energia térmica a 25°C, RT = 0,6 kcal/mol) y con la diferencla energética totai medi-
da al equilibrio (-13.5 kcal/mol, Fig 2.5), definiendo “valles” de minimos energéticos profundos
donde caen los intermediarios.

La barrera de activacién del primer rearreglo (k2), tiene contribuciones entélpicas
desfavorables y entrépicas favorables, siendo esperados valores positivos de AS' cuando
aumentan los grados de libertad rotacionales y traslaclonales internos de los reactantes (tabla
3.2). En esta instancia no es posible disectar las contribuciones de cada macromolécula, protel-
na o ADN, a las energias de activacion presentadas. Ha sido descripto (en los capitulos prece-
dentes y en ™ ®- ®) que tanto E2c como el oligonucledtido presentan algun grado de plasticidad
estructural, y que ambos reactantes inducen mutuos cambios conformacionales al interactuar.
Por lanto, el complejo proteina:ADN debe ser Interpretado como una entidad termodinémica
nueva Yy diferente, mas alla de las contribuciones independientes de las partes.

La mayor contribucién a la energfa libre de activacién del segundo rearregio (k3), es
entdlpica, cuyo origen puede asignarse a la formacidn de interacciones de van der Waals y uniones
de hidrégeno, presumiblemente en la interfase de asociacién (tabla 3.3). Para que estas uniones cer-
canas tengan lugar, las esferas de hidratacién de ias macromoléculas deben reorganizarse y, como
se mostro en la Fig 3.6, esto ocure en el mismo rango temporal que k3. Tomados en conjunto, estos
datos sugieren que la "lectura directa” de las bases del ADN se consolidaria durante este evento.
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Figura 3.10: Efecto de la lemperatﬁra a los rear-
reglos conformacionales de E2¢c-ADN. Gréfico de
Eyring de las constantes observadas para las fases
fluorescentes Trp, independientes de la concen-
tracién, a 100nM E2c y 300nM s35. k2 (circulos

negros), k3 (circulos blancos).

EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA
DISOCIACION DEL COMPLEJO E2¢:535
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Figura 3.11: Efecto de la temperatura sobre la
disociacién de E2c-ADN. Grafico de Eyring de
las constantes observadas para las disociaciones
del complejo E2c:Fis35, medidas como en la Fig
3.3. A todas las temperaturas, los decaimientos
ajustaron a dos exponenciales: ko1 (circulos

negros), ko (clrculos blancos).

Para ninguno de los rearreglos descriptos se detecté un componente ACp' impor-
tante, algo inesperado dado que un fuerte ACp negativo se midié por estudios de calorimetria
de titulacion isotérmica de la unién E2c:s35 al equilibrio *°. Esto podria indicar que la contribu-
cién 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 transicion desde los reactivos libres pasando por los intermediaros y los estados de
transicion, es posible que el componente ACp' se evidencie en la reaccién reversa, es decir, en

la disociacién del complejo final.

Con el objeto de medir el efecto de la temperatura sobre los eventos de disociacién
utilizamos el ensayo descripto para la disociacién del complejo E2c:Fl-s35 (Fig 3.3), donde se
midid la disociacién por el agregado de un exceso de ADN sin fluoresceinar. A todas las tem-
peraturas ensayadas se detectaron dos fases fluorescentes, correspondientes a las rutas de
disociacién paralelas descriptas (Fig 3.11). Ambas reacciones tienen altas energlas libres de
activacion, en el mismo rango que las reacciones en el sentido inverso (k3), evidenciando que
son los pasos limitantes de las rutas de disociacién (tabla 3.3). Las energias de activacién
tienen contribuciones entrépicas y entélpicas desfavorables, lo cual es esperado para la redis-
tribucién de la red de uniones en la interface y las entropias rotacionales y vibracionales asoci-
adas al proceso. Se detecté ademés un fuerte componente, de signo negativo, en el cambio de
capacidad calorifica (ACp', tabla 3.3). Esto puede interpretarse como un “ocultamiento” de
superficie accesible al solvente ocurriendo en esta etapa. Cabe remarcar que esto estd en con-
cordancia con el evento de exclusién de solvente de la interfase, medido por la expulsién de

ANS, postulado justamente para esta etapa cinética (Fig 3.6).
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EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA
RUTA DE ASQCIACION DE DOS ESTADQS

e

Figura 3.12: Representacion grafica de los cam-
bios termodindmicos asociados a la interaccién
E2c-ADN. Los valores corresponden a las energlas
libres de activacién estdndar a 25°C y 1M, mostrados
en la tabla 3.2. Para el “complejo de encuentro”, las 3
lineas representan los valores de la unién de E2c y
diferentes oligonucledtidos. La linea punteada mues-
tra el perfil de reaccién para la ruta de “dos estados”,

y la linea llena la de la ruta de “dos intermediarios”.
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Como fue descripto, la unién de E2c a ADN puede darse por una ruta caracterizada
como de “dos estados” (Fig 3.1, Fig 3.7). A fin de estudiar el efecto de la temperatura sobre
esta via, intentamos realizar curvas de asociacion a diferentes temperaturas utilizando el
oligonucledtido FI-s35. Los efectos observados no pudieron ser interpretados dada la super-
posicién entre la variacién de las constantes y las amplitudes con las variaciones del rendimien-
to cuéntico de la fluoresceina debidas solamente al cambio de temperatura. Sumado a esto,
tendriamos que considerar también el efecto de la temperatura sobre la fluctuacién de las
poblaciones conformacionales de E2c (Fig 3.2), por lo que la cantidad de variables asociadas
imposibilitan un andlisis detallado.

No obstante, podemos efectuar algunas observaciones indirectas. Como se describid,
la velocidad de asociacién de esta ruta esta limitada por la difusién (Fig 3.1) y, considerando
que ésta es andloga a la presentada para el camino de unién con intermediarios (Fig 3.9), la
barrera de activacién para esta unién debe ser también pequefia. En este sentido, los experi-
mentos de doble-mezcla muestran que a 25°C se puede alcanzar una poblacién de “complejo
final” en tiempos cortos, en concordancia con una barrera de activacién de baja energia libre,
en la direccion de la formacion del complejo. Por otro lado, la barrera de disociacién atribuida a
esta ruta es alta (Fig 3.11, tabla 3.2), y teniendo en cuenta que la reaccién puede ser planteada
como de “dos estados”, con una alta diferencia energética total, se corresponde con la asi-

gnacién de una pequefa barrera de activacién al proceso de asociacién (Fig 3.12).
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RELACION DE LAS MEDICIONES Teniendo en cuenta las mediciones energéticas al equilibrio, conjuntamente con los
CINETICAS CON LA MEDICIONES AL resultados presentados en este capitulo, podemos construir esquemas de reaccién para los
EQUILIBRIO caminos cinélicos de unién E2c-ADN (Flg 3.12). Para la ruta descripta como de dos estados, ia
relacion de las velocidades de asoclacion y disociacién nos permiten estimar una constante de
disociacién al equilibrio (Kp) de 1.5 x10°'° M, en estrecha concordancia con la medicién al equl-
librio, 2 x107*° M (capitulo 2). Para el camino con dos Intermediarios, la constante de diso-
ciacién calculada para los equilibrios concatenados es de 0.04 nM, que puede considerarse
muy aceptable teniendo en cuenta la complejidad del camino cinético y los errores asoclados a
las mediciones.

Segun el modelo del mecanismo cinético de unién E2¢:s25 presentado (Fig 3.8), exis-

€~

ten dos caminos de unién paralelos. Estas rutas parten de un equilibrio conformacional de E2c,
preexistente a la unién de ADN. Los “conférmeros* planteados no deben ser Interpretados como
dos estructuras proteicas rigidas y diferentes, sino como poblaciones conformacionales dinémi-
cas, como ensembles conformacionales separados por una barrera energética. De la depen-
dencia de las velocidades de colision con la concentracién de E2c, se estimaron las constantes
cinéticas de segundo orden (k,,), ulilizando para el célculo los valores de concentracién total
de E2c. Planteada la existencia de ensembles conformacionales, debemos reinterpretar los
resultados, ya que ia concentracién de E2¢ total esta dada por la suma de la concentracién de

ambas poblaciones de conférmeros:
(E2¢] = [contA] + [coniB])
A su vez, la constante de velocidad observada para cada colisién varla segun:

KopsA = koA [cONfA] + kopA
kobsB = konB [confB) + ko8

Hemos reportado que las k4 de la unién de cada conférmero son cercanas y de
magnitud despreciable Irente a las magnitudes de k. Asi, la velocidad de colisién depende de
la ko, @specifica para cada conférmero y de la concentracién de cada uno, en principio,
desconocida. Como primera aproximacion proponemos dos posibilidades por ias que se obser-
van las dilerencias de kgpg: 1) la concentracién de cada conférmero es la misma, por lo que las
kon han de ser distintas; o 2) las &, son iguales y las concentraciones relativas de los con-
férmeros son distintas.

Si la populacién relativa de las poblaciones conformacionales es Igual, los efectos
observados se deben a diferencias en las k,, intrinsecas de cada poblacién. Dado que las
macromoléculas son dimeros de la misma protelna, esto podria justificarse por un efecto difer-
encial de las cargas expuestas en cada conférmero sobre el campo electrostatico resultante, lo
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que influiria las velocidades de colisiones asistidas eiectrostdticamente. De cualquier manera,
de existir una diferencia en las velocidades, esta no serfa muy grande, dado qt:le ambos even-
tos observados corresponden a colisiones bimoleculares limitadas por la difusién (Fig 3.1).

Por ei contrario, si ambas poblaclones de conférmeros tienen la misma k,,, las difer-
encias entre las velocidades observadas se deben a la populacién diferencial de cada ensem-
ble. Si este fuera el caso, es posible estimar directamente la poblacidn relativa de cada uno, ya

que:
KopsA 1 KopsB = [confA) / (confB)

Segun esto, es posible estimar que las poblaciones relativas son 66% A, 33% B. Es
decir, el 66% de la unién procederia por el camino de “dos estados”. Para aclarar estos puntos
profundizando en el estudio del mecanismo de unién, abordamos las interacciones de ia Inter-

fase con métodos de ingenieria de proteinas, presentados en ios siguientes capitulos.
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ANALISIS DE LA INTERFASE PROTEINA-ADN POR MUTAGENESIS SITIODIRIGIDA

- Juanito, debes dibujar lo que ves.

- Yo veo lo que dibujo, maestro.

Juanito a su maestro de 2do grado, José Mar(a Firpo



ANALISIS DE LA INTERFASE PROTEINA-ADN POR MUTAGENESIS® SITIODIRIGIDA

La distribucién energética de todas las reacciones de unién entre macromoléculas es
el resultado de intrincadas redes moleculares de contacto. La remocién puntual de los grupos
interactuantes provee informacion sobre la contribuclén energética de cada uno de los contac-
tos removidos, y de cémo éstos influyen sobre los demds componentes no modificados. Para
una asignacién racional de las energias asociadas es fundamental contar con estructuras de
alta resolucién de los componentes fisicos en estudlo, asi como de una descripclén detallada
de la red de interaccién, y de los aspectos dindmicos asociados a los mismos. En las condl-
ciones actuales, es virtualmente imposible recabar todos los datos necesarios para interac-
ciones tan complejas como el caso de las interacciones proteina-ADN, donde las macromolécu-
las pueden tener mds de 2000 dtomos, la superficle de interaccién ser mayor a 1500 A?, los
contactos intermoleculares sumar decenas y los movimlentos asoclados, distribuirse por todo el
sistema en forma correlacionada.

A pesar de la evidente complejidad, y con el fin de aportar a la comprensién de los
mecanismos por los cuales las protelnas se unen especificamente a secuencias de ADN, el
modelo de interaccién de E2¢-s35 provee un marco Inicial plausible de ser analizado experl-
mentalmente utilizando los métodos de mediclén descriptos en los capitulos anteriores. Para
este modelo, contamos ademas con la poslbilidad de relacionar las mediciones energéticas con
estructuras de alta resolucion, tanto de los componentes libres como del complejo protelna-
ADN. Asi, planeamos disectar energéticamente la interaccién E2¢c-ADN por medio de un estudio

de mutagénesis racional sitio-dlrigida.
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DISENO DE LAS MUTACIONES
PUNTUALES

La estrategia general consistié en mapear energéticamente la superficie de interac-
¢cién entre E2¢ y ADN por medio de! reemplazo puntal de cada uno de los aminoécidos de E2¢
involucrados directamente en la interaccién con ADN. Dado que no contamos con una estruc-
tura de alta resolucién para el complejo (HPV-16) E2¢c-ADN, la Identifiacién de los posibles blan-
cos mutagénicos se realizé en base a las estructuras resueltas de los homélogos de E2c para
los cuales existen estructuras del complejo con ADN: BPV-1 y HPV18. Estos modelos muestran
que la interaccion se da principalmente por las hélices mayores que se extienden por fuera del
barril B-dimérico (también llamadas "hélices de reconocimiento” o hélice 1), y los zurcos may-
ores del sitio canénico E2 en una conformaclén de B-ADN (Fig 4.1A). Dada la alta similitud de
la secuencia primaria de E2¢ de los diferentes papillomavirus (que, en particular, es maxima en
la zona de la hélice 1, Fig 4.1C) y la conservacién estructural descripta para las estructuras
resueltas de las diferentes cepas (incluida la HPV16, Fig 1.5), es de esperar que las zonas de
contacto esten también altamente conservadas.

El andlisis estructural de la interacclén entre (HPV18) E2¢ y ADN especifico revela
una intincada red de interacciones no-covalentes * “ (Fig 4.1B), entre las que se destacan
uniones electroestéticas, uniones de hidrégeno, interacciones de van der Waals, y "uniones
hidrofébicas”. Se pueden agrupar dos categorfas de contactos, los “inepecificos” que ocurren
entre E2c y los grupos fosfato de la cadena principal de ADN, y los "especificos” que se dan
entre las bases nitrogenadas del sitio E2 y los residuos de los aminoacidos de ia hélice 1 de
E2c. Los “inespecificos” contabilizan 24 uniones electroestaticas entre grupos cargados positi-
vamente en E2c y los fosfatos de ia cadena desoxirribonucieotidica. Dentro de los “especificos”
se pueden contabilizar 14 uniones de hidrégeno directas, 8 uniones de hidrégeno mediadas por
agua, y 2 interacciones de dispersién (Fig 4.1B).

Dada la alta conservacién tanto del sitio E2 (ACCGnnnnCGGT), como de la topologla
de E2c, no es sorprendente encontrar que los aminoédcidos més conservados son aquellos
involucrados en los contactos directos entre E2¢ y las bases nitrogenadas del sitio E2: K297,
€298, R300, R302, sugiriendo ademds que existe una conservacién evolutiva en el mecanismo

estructural de reconocimiento y discriminacién de secuencia.
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Figura 4.1: Esquemas estructurales de la inter-
accién E?c-ADN especifico. A) modelo cristalo-
gréfico derivado del co-cristal de HPV18-E2¢:ADN.
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 inferior los
contactos con las bases. Estos se repiten simétri-
camente sobre el centro del palindrome. (w) es una
unién de hidrégeno 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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DEFINICION DE LAS REGIONES Region de la hélice 1: se mutagenizaron todos y cada uno de los aminodcidos de la hélice de

MUTAGENIZADAS reconocimiento, desde Ala293 hasta Lys305. La Fig4.2A muestra la superficie de E2c accesible
al solvente, destacandose en la zona de la hélice 1 cada uno de los residuos modificados. Las
mutaciones se realizaron de manera racional **, apuntando a la remocién de grupos funcionales
de los diferentes aminodcidos, reemplazando de manera de causar la menor perturbacién
estructural posible. Por ejemplo, el reemplazo de Tyr por Phe o Ala permite asignar directa-
mente los efectos al grupo OH (en el caso del reemplazo por Phe) o al anillo aromético (reem-
plazo por Ala). En algunos casos se buscé delecionar todos los grupos funcionales mas allé del
carbono-a, para lo cual el aminoécido fue reemplazado por Ala. En la tabla 4.1 se detallan las

J mutaciones realizadas sobre los residuos mostrados en la Fig 4.2B.

La superficie total de la hélice1 de E2c involucrada en la interaccion con ADN es de ~900

A2, Dado que mutagenizamos la totalidad de los residuos expuestos de dicha regién, podemos decir
con confianza que el mapeo energético cubre méas del 95% de la superficie total de interaccion.

Figura 4.2: mutaciones realizadas sobre la regién de la hélice 1. A) superfice de E2c accesible al solvente, segun la estructura cristalogréfica de E2c de HPV16

(**). La superficie correspondiente a la hélice 1 se muestra en azul. B) Representacion individual de los amino4cidos mutagenizados.

Los colores corresponden a convenciones internacionales: amarillo, neutro polar; en blanco, hidrofébico; en azul, basico.
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Regién del loop B2 - B3: en los primeros estudios estructurales de la interaccién BPV1-ADN,
se identificé otra region de contacto con ADN més alla de la hélice1 *. Se trata de un loop que
conecta la B2 y la B3 del barril B-dimérico, para el cual se identificaron contactos directos a fos-
fatos de la cadena nucleotidica, uniendo la zona de la secuencia “separadora” de los hemisitios
E2 del ADN (Fig 4.3). Posteriormente se encontré que este /loop no esta definido en la densidad
electrénica de ningun cristal de E2c¢ libre, y se propuso que esta regién presentaria una alta
movilidad cuando la proteina esta en estado “libre”, ordenéndose al contactar ADN. Sin embar-
go, en el complejo de HPV18-E2c:ADN, no se observé densidad electronica definida para esta
region, por lo que se argument6 que, para E2c de HPV, este loop deberia mantener la movili-
dad incluso después de unido a ADN *' ¥ “_ En base a esto, se propuso que los contactos
definidos para el /oop solo se dan en las cepas de BPV1 y no de HPV, justificando en forma ad-
hoc la diferencia de discriminacion que ambas cepas presentan cuando se ensaya la unién con
sitios E2 mutantes en la secuencia “separadora” **.

Con el fin de aclarar este punto y medir la contribucién de la regién del loop p2-83 al
mecanismo de unién a ADN de la cepa de HPV16, planeamos 5 mutaciones puntuales sobre 3
aminoécidos del loop (tabla 4.1)

Figura 4.3: loop B2-B3. A) modelo cristalografico
derivado del co-cristal de BPV1-E2c:ADN.

B) superposicion de las estructuras de E2c
derivadas de los cristales de BPV1-E2c:ADN, rojo y

hemisitio

separador hemisitio

HPV16-E2c, verde. Se muestra solo un monémero.
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CONSTRUCCION DEL CON]UNTO OE

MUTANTES

o~

La descripcién detallada de la construccién de conjunto de mutantes se presenta en
Materiales y Métodos (capitulo 7). Brevemente: se disefiaron cebadores contenlendo la
mutacién deseada vy, utilizando como molde un pldsmido de expresién contenlendo el marco de
lectura de E2c, se amplificé por PCR todo el plasmido. Secuenciando el ADN recuperado se
confirmé la introduccién de la mutacién deseada y la integridad de resto del marco de lectura
de E2c. Las protelnas fueron expresadas en forma recombinante en E. coliy la purificacién se
siguié de forma similar a la descripta para la proteina salvaje.

Salvando engorrosas dificuitades técnicas surgidas, pudimos construir el total de las
mutaciones planeadas. Exceptuando dos mutantes, la expresién recombinante fue exitosa y
obtuvimos proteina soluble en todos los casos. Para las mutaciones L296A y L299A, no se
observd banda de sobreexpresién en las condiciones estdndar del ensayo. Este resultado no es
del todo sorprendente, ya que ambas cadenas laterales mapean en la cara interna de ia
anfipatica hélice 1, donde existe un “core” hidrofébico formado con la cara extemna dei barril-f.
Es posible que este “core” esté involucrado en la estabilizacién de la hélice1, el cual puede ser
perturbado por las mutaciones Leu a Ala, desestabilizando el estado piegado de la proteina
toda. Si esto ocurriera, no es de extrarfiar la falta de expresion consistente de las mutantes
antedichas. De todas formas esto no Invalida el estudio mutagénico, ya que estos residuos son
predichos como no-contactados por ADN.

Las mutantes restantes fueron purificadas a homogeneidad, obteniéndose un
rendimiento entre 2 y 40 mg de proteina por litro de cultivo. Cabe destacar que el dltimo paso
de purificacién utilizado es una columna de filtraciéon por tamiz molecular, donde todas las pro-
teinas eluyeron en el volumen esperado para un dimero de E2¢ (~19 KDa), indicando que las
mutaciones introducidas no afectan ia dimerizacién de E2c.

A juzgar por los espectros de dicrolsmo circular (DC) en el UV lejano, todas las pro-
teinas mutantes purificadas se encuentran plegadas (Fig 4.4). En general, el estado de
plegamiento, en tanto a topologla general y contenido de elementos de estructura secundaria,
no se encuentra afectado drdsticamente por la mutacién. Sin embargo, hay dos excepciones
que destacar, situadas ambas en el N-cap de la hélice1:

La mutacion A293G presenta un espectro de DC anémalo, con una disminucion de las ban-
das caracteristicas de a-hélice, y un aumento de la intensidad negativa alrededor de 215-217 nm. En
esla zona del espectro contribuyen principalmente las laminas-f y otros motivos estructurales como
loops y hairpins, por tanto el cambio dicroico no es unlvocamente asignable a un rearreglo estructural
definido *°. Dado que se trata de una mutacién puntual, asumimos que la aparicién de safiales en la
regién de 215-217nm se da a expensas de la desaparicidn de las seflales de a-hélice. Esta hipStesis
se refuerza si consideramos que el cambio introducido se localiza sobre el N-cap de la hélice1, siendo
ademés un reemplazo por Gly, aminodcido que es considerado como “desestabiizador” de conforma-
ciones a-hélice **, Estos resultados sugieren que la mutacion introducida provoca una desestabi-
lizacion local de la hélice 1 de E2c, favoreciendo un plegamiento altemativo de la cadena polipeptidica.
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Este estado de plegamiento aftemativo del dimero de 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 E2<:nosealecta,e!espectodeDCrewpemdopresentalasmismaseamcteﬁsﬁcasqueddesaipto
paraA293G(Fsg4.4B).Connsemenciotﬁenelcapfmlotlahélioe 1 de E2¢ no es una regién con
estructura fuerterente consolidada, e incluso puede considerarse como un “foldén” o microdominio de
plegamiento pseudo-independiente del bari-B * ™ ™ (Nadra et al. enviado). Dada la evidente desestabi-
IizadénwusadaporladeteciéndemmeﬁloenelN-mpdelahélioe.podemosambuirelefecbalaunm
to de grados de libertad de los dngulos phiy psi en la posicion 293, efecto tipico atribuido a la mutacién por
Gly.

En cuanto a la mutacién en la posicién 294 (Asn-> Ala), el espectro presenta un aumento en la
elipticidad absoluta de las bandas caracteristicas de a-hélice, al mismo tiempo que un comrimiento del mini-
mo de 211 hacia 208 nm. Esto sugiere que la mutacion introducida consolida la formacién de la hélice1, a

expensas de algin elemento de estructura secundaria que contribuye en la regién de 212-218 nm.

Figura 4.4: Espectros de dicroismo circular de
las mutantes de E2c. A) Se colectaron llos espec-
tros de DC en el UV lejano de cada una de las pro-
teinas purificadas en 25mM AcNa pH=5.6, 10mM
NaCl, 10mM MgCl2, 1mM DTT a 25°C. Se desta-
can E2c salvaje (linea _llena), A293G (puntos blan-
cos) y N294A (cuadrados negros)

B) Espectro de la proteina salvaje en las mismas
condiciones a 25°C (linea llena), a 50°C (linea pun-
teada), y a 25°C luego del tratamiento térmico

(lineas largas).
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DISECCION DE LA ENERGIA

LIBRE DE UNION

7

Utilizando el ensayo de unién a ADN desarroliado (capitulo 2), y contando con reac-
tivos de alto grado de pureza, realizamos mediciones de unién entre un oligonucleétido conte-
niendo un sitio de unién especifico de E2 (s35) y cada una de las mutantes construldas.
Exceptuando la mutante A293G, todas las proteinas formaron complejos solubles y reversibles
con ADN. En general, los ensayos se realizaron a baja concentracién a fin de minimizar posi-
bles efectos de uniones con estequiometrias compisjas al site35, como lo descripto para la pro-
teina salvaje (capitulo 2). En este sentido, todas las Isotermas de unién pudieron ser bien
descriptas con ajustes a modelos simples de estequiometrfa 1:1 (ecuacién 7.1, capitulo 7).
Realizamos entre 3 y 5 Isotermas de unién para cada una de las protelnas purificadas,
incluyendo a la proteina salvaje, en las mismas condiciones de presion, temperatura y composi-
cién del tampén.

De Ios ajustes de los datos calculamos el valor de la constante de disociacién (Kp) v,
teniendo en cuenta el valor de referencia para la proteina salvaje, caiculamos el efecto de la

mutacién sobre la energla libre de Gibbs segun:

8AG = Gyt - AGwt

AAG = -RT In (Kpmut / Kpwt)

Los resultados se muestran en la tabla 4.1 y en la figura 4.5.
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Tabla 4.1: Mutaclones puntuales reallzadas sobre E2c: constantes de disoclaclén de la
unién a FI-s35 y diferencla de energla libre de Glbbs.

Pasicion| Mutacion AAG (keal.mol™)

A293 ND NA

23.1 £11 1,75 £ 0.3

K297 29.4 5 . 1.09 £ 0.12

€298 10,1+ 1 1,25 £ 0,1

0.89 + 0.08

12,4 £ 1.5 1.30 £ 0.1

1.6 £ 0.1 0.17 + 0.09

1.04 £ 0.3 -0.08 £ 0.15

1.4 £0.1 0.091 £ 0.09
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Figura 4.5: Efecto de las mutaciones pun-
tuales en la unién de ADN especifico. Se
realizaron entre 3 y 5 isotermas de unién
entre cada proteina y el oligonucleétido Fl-
s35. Se muestran los valores de la diferencia
de energia libre de Gibbs respecto a la pro-
teina salvaje, listados en la tabla 4.1. La
linea punteada corresponde al valor de la

energia térmica a 25°C (0,6 kcal/mol).
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Para el andlisis de los resultados supondremos que el reemplazo afecta sélo a la
interaccién 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 topologia de
plegamiento. Descartaremos por tanto la posibilidad de que existan cambios en la estabilidad
de otros enlaces de la red de interacciones que pudieran compensar los efectos de la mutacién;
vale decir, supondremos que los efectos de las mutaciones son independientes.

Exceptuando a la mutacioén T295A, todas las sustituciones causan una disminucién
en la afinidad de E2¢ por el oligonucleétido Fl-s35. Esto esta en perfecta relacién con lo esper-
ado, pues puede interpretarse que la mutacién por Ala causa un efecto analogable a la delecién
de los contactos especificos mediados por el residuo mas allé del carbono-c.. De esta manera,
la energia asociada al evento de unién disminuye proporcionalmente con la energia de los
enlaces delecionados, validando del abordaje utilizado.

Lo primero que se pone en evidencia es que los valores absolutos de las diferencias
energéticas medidas son pequeiios, entre 0 y 2 kcal/mol. El valor 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 unién desarrollado es lo suficiente-
mente sensible para analizar los pequenos efectos de las mutaciones sobre la energia de
unién. Los valores de AAG obtenidos para las sustituciones puntuales estan en el rango de los
medidos para otros sistemas, por otros métodos, tanto en estudios de plegamiento de proteinas

 interaccion proteina-proteina * ', e interaccién proteina-ADN ** '+ ©,
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AUSENCIA DE “HOT-SPOTS” EN LA

INTERFASE DE UNION

<~

En los uitimos afios se han acumulado gran cantidad de estudios sobre interfaces de
unién proteina-ligando, particularmente los detallados por métodos de mutagénesis extensiva
sobre interfases '*. Una carateristica general emergente de estos estudios es la ocurrencia de
residuos calientes, 0 “hot-spots” en las interfases. Estos se definen como aquellos sitios para
los cuales el reemplazo de un grupo interactuante produce una disminucién desproporcionada
de la energia de asociacion, respecto al efecto del reemplazo de otros residuos de la misma
interfase. Los valores energéticos asociados a la modificacién de un “hot-spot” son general-
mente mayores a 3 kcal/mol, siendo asi caracterizados como contactos claves en las interfases,
en tanto que existe algun tipo de cooperatividad en la interaccién pivotando alrededor de estos
residuos .

Dada la extensiva mutagénesis realizada, que cubre mas del 95% de la superficie de
interaccién de E2¢c con ADN, y la medicién de las diferencias energéticas presentadas (Fig 4.5),
podemos decir con confianza que no existen “hot-spots” en la interfase de interaccién E2¢-s35.

Estudios estadisticos de los atributos estructurales de los “hot-spots™ muestran que
éstos se encuentran preferentemente en sitios deshidratados de las interfases °. En este sentl-
do, la ausencia de hot-spots en la interacclén E2¢c-ADN puede ser asociado a una Interfase par-
cialmente hidratada, en concordancia con los estudios cristalograficos del complejo, donde se
describen densidades electrénicas correspondientes a molécuias de agua mediando Interac-
ciones (Fig 4.1C).

Una forma alternativa de interpretar ia caracterizacion energética presentada (Fig 4.5)
es que la energfla libre de unién esta delocalizada por el sistema todo, en el sentido que no
existen contactos criticos mediando la interfase. Consideraciones tedricas recientes muestran
que una delocalizacién energética de este tipo es evidencia Indirecta de la ocurrencia de un
proceso de plegamiento asociado al evento de unién 2 ™. Ei acoplamlento entre plegamiento y
unién ha sido descripto en detalle para la interacciones protelna-ADN en general ** y en partic-
ular para el sistema E2c-ADN (capitulo 3, *). Por tanto, el modelo de interaccién E2c-ADN es
tal vez el primer caso en el cual se comprobé experimentalmente una correlacién entre el

plegamiento asociado a Ia unién de ligando y la ausencla de "hot-spots”.
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LOCALIZACION ENERGETICA EN LA
ESTRUCTURA PROTEICA

o~

Figura 4.6: Localizacién estructural de las con-
tribuciones energéticas. Se muestra la superficie
accesible al solvente del dimero de E2c. La zona cor-
respondiente a las “hélices 1" fueron coloreada
segun la perturbacién energética que causan las
mutaciones puntuales sobre la unién de ADN especi-
fico. Se tomaron los valores correspondientes a las

mutaciones a Ala (0 Met), mostrados en la figura 4.5.

A fin de disectar los efectos de las mutaciones, categorizamos los residuos en tres
grupos. Estos fueron agrupados respecto al valor de AAG tomando como referencia el valor de
la energia térmica a 25°C (Fig 4.5). La representacion coloreada de las categorias sobre la

estructura cristalografica se muestra en la Fig 4.6.

El patrén de distribucion de las contribuciones energéticas de cada residuo parece no
ser aleatorio. Aquellas que contribuyen en méds de 2 RT se encuentran agrupadas en la cara
interna de la hélice de unién, respecto al eje de simetria del homodimero. Dada la estructura de
E2c unido a ADN, los residuos que se encuentran mas cercanos al centro del palindrome pre-
sentan una mayor contribucion energética que aquellos expuestos hacia los extremos. Para
interacciones proteina-proteina, los patrones de distribucion energética suelen estar correla-
cionados con parametros estructurales tales como la superficie accesible al solvente o la super-
ficie molecular * ®. Para el caso de E2¢c-ADN, no encontramos correlacién alguna entre el
patrén energético y la superficie total del residuo mutado, como tampoco con la diferencia en
superficie accesible al solvente causada por la mutacién (no mostrado). Tampoco encontramos
una correlacion entre las diferencias energéticas medidas con el nimero de contactos que cada

amino4cido sustituido realiza, como se presenta en las secciones subsiguientes.
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ADITIVIDAD DE LAS ENERGIAS ASO- Para describir el efecto causado por las mutaclones puntuales, supusimos que la
CIADAS A LOS RESIDUOS INDIVID- introduccion de la mutacién afecta solo al residuo mutado. De esta manera descartamos la
UALES eventual ocurrencia de efectos cooperativos o compensaciones energéticas distantes al sitio de
mutacién. En este sentido, la ausencia de “hot-spots” apoya indlrectamente este supuesto. Por
otro lado, si los efectos causados por las mutaciones son independientes entre si, las energlas
asociadas a cada una de las sustituciones deben ser aditivas *'. E! mapeo energético presenta-
do incluye toda la hélice de reconocimiento y 3 residuos del /oop f2-83 y si, como asumimos,
los efectos de las mutantes fueran independlentes, es de esperar que la sumatorla de las
energlas asignadas a cada residuo sea Igual a la energla total asignada a ia interacclén de la
proteina salvaje y el sitio de ADN. Esta ultima puede ser calculada a partir de la constante de

.~

disociacién del equilibrio E2¢-s35.

La sumatoria de las energlas libres asociadas a las mutaciones de delecidén total de
grupo (Ala o Met) es de 11.5 + 0.7 kcal/mol, en tanto que la energia libre total de la interaccién
E2¢c-ADN es de 11.9 + 0.1 kcal/mol, medida en las mismas condiclones de entomo. Esto indica
que las perturbaciones de las interacciones entre los grupos funcionales de ios residuos y las
bases son independientes entre si, validando ia asunclén original de no-cooperatividad.

Buscando una confirmacion directa de la independencla del efecto de las mutaciones
al mecanismo de unién de E2¢-s35 al equilibrio, utilizamos el abordaje de cicios de dobie
mutacién (capitulo 7). Para elio construimos, expresamos y purificamos tres E2¢ en ias cuales
introdujimos 2 mutaciones a Ala simultdneamente. Para cada una de ellas realizamos isotermas
de unién y calculamos la diferencia en la energia libre de unién al sitio E2, como en los casos
anteriores. Si las mutaciones fueran independientes, el efecto energético sobre la dobie
mutante ha de ser igual a la sumatoria de las energlas asociadas a cada una de las mutaciones
consideradas en forma separada. Los resuitados presentados en la tabla 4.2 Indican que las

mutaciones se comportan dentro del rango esperado, es decir, son Independientes.

Tabla 4.2: aditividad de las energias libres de unién a ADN ensayada por sustituclones dobles

C28A C298A

N294A RBOOM

prﬂefic‘io . 25402 29+03
ﬁﬁﬁo 31106 27 +04
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EFECTO DE LAS MUTACIONES SOBRE
LA UNION DE ADN INESPECIFICO

Figura 4.7: Efecto de las mutaciones puntuales

en la unién de ADN inespecifico.

Se realizaron entre 2 y 3 isotermas de unién entre
cada protelna y el oligonucledtido Fl-iset35. Se
muestran los valores de la diferencia energla libre

de Gibbs respecto a la proteina salvaje.

Para evaluar el efecto causado por las mutaciones en el reconocimiento inespecifico
de ADN utilizamos el oligonucledtido iset35, que contiene la misma composicién de bases que
el site35, pero distribuidas al azar. Los resultados obtenidos para el andlisis de un grupo de
mutantes se muestran en la Fig 4.7

Dada la baja afinidad de la interaccién E2c - ADN inespecifico, el método de medicion
utilizado presenta altos margenes de error. Sin embargo, es posible estimar que la diferencia
energética presentada por las mutantes respecto a E2c salvaje es minima o nula. Es decir, las
mutaciones introducidas no causan efectos significativos en la unién inespecifica de ADN.
Dadas las caracteristicas generales descriptas para la unién inespecifica de ADN (ver capitulo
1), es esperable que una perturbacién pequefia, como las mutaciones puntuales aqui real-
izadas, no alteren sustancialmente la interaccién inespecifica.

Si bien no es posible afirmarlo con certeza debido al error asociado, el efecto de adi-
tividad de las energias libres descripto para la unién especifica parece no cumplirse para la
unién inespecifica de ADN, en concordancia con lo encontrado en otros sistemas de interaccion

proteina-ADN ™.

f A AR, A LEAL ML

205 297 295 801 302 03
T K ¢ 'y B E
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ANALISIS DE ALGUNOS CONTACTOS
PUNTUALES, PARTICULARMENTE DE
AQUELLOS EN LOS CUALES SE LLEVO
A CABO'MAS DE UN REEPLAZO
AMINDACIDICO

-~

LisiNas 304 v 305

ARGININA 300 Y TREONINA 295

El método de mutacién y andlisis desarrollado es lo suficientemente sensible para
detectar pequenas contribuciones energéticas. Si se anaiiza més de una mutacién puntual real-
izada sobre el mismo residuo, deberia ser posible asignar contribuciones energéticas a los
diferentes grupos funcionales de los aminodcidos de E2¢. En nuestro plan de mutagénesis
racional incluimos la construccién y medicién de méas de una mutacién para 4 aminodcidos de
la hélice 1, y de 2 del loop B2-B3. Analizaremos los resultados para cada uno de esos reempia-

zos, relacionando las estructuras resueltas y la termodindmica de interaccién.

Estos residuos se situan en el extremo C-terminal de la hélice de reconocimiento de
E2c. La Lys 304 (Arg en la estructura resuelta para HPV18:ADN) ha sido descripta formando
s6lo una upién electroestédtica con los grupos tosfato de G(4), mientras que a Lys305 no se le
asignaron interacciones con ADN. Tanto la sustitucién de una u otra causan una pérdida de
afinidad entre 0,9 y 1,5 kcal/mol (Fig 4.5), valores en concordancia con lo descripto para
uniones a foslatos en el sistema reconocimiento de BamHI y ADN especifico, medidos por otros
métodos * ©.

Como la sustitucién de K305 causa una perturbacién en la unién, sugerimos que este
residuo interactia con ADN, presumiblemente con grupos fosfato vecinos. Dados los valores
energéticos y los errores asociados, es plausible asignar a K305 una unién del mismo tipo que
la que asignada a K304. El hecho que esto no se observe en la estructura cristalogréfica sug-
iere que, o bien los contactos varfan entre la cepa de HPV16 y 18 o, o que es méds probable, la
estructura cristalografica 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 Unicos aminodcidos asignados solamente a
interacciones con grupos fosfato. Cabe menclonar que para el homélogo de HPV18, en el cual
esta basada la asignacién estructural de la interaccién con ADN, hay una Ser en la posicién 295
(Fig 4.1). El reempiazo de Thr 295 por Ala resulta en una protelna més afin por s35 que la pro-
telna salvaje. Este comportamiento, en principio inesperado, puede ser adjudicado a la presencia
de interacciones “desfavorables” formadas por T295, o por cambios en las energlas de interac-
cién de otros residuos no modificados. Hasta no realizar una sustitucién doble sobre T295 y

otros residuos, no nos es posible adjudicar univocamente el efecto observado.
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La sustitucién de Arg 300 por Met causa una pérdida de alrededor de 1,3 kcal/mol de
la energia libre de Gibbs de la unidn a s35. Este-efecto puede ser directamente asigando a la
pérdida de la unién salina a los fostatos del ADN, ya que las posibles contribuciones hidrofébl-
cas de Arg y Met son comparables. Valores energéticos comparables han sido observados para

la asignacién de las uniénes fosfato de ia interaccién entre BamHI y ADN especifico * .

Segun las estructuras resueltas de los co-cristales de E2c-DNA, existe un residuo de
Tyr en la zona de contacto de la hélice 1. Este grupo estarfa Involucrado en un contacto dispersi-
vo de apilamiento (stacking) con los anillos nitrogenados de las bases T(6) del sitio E2, descartan-
dose interacciones del grupo OH de la Tyr (Fig 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 Interaccién con site35, indicando que el grupo OH
no esta involucrado en las interacciones medidas al equilibrio, en absoluta concordancia con los
resultados cristalogréficos descriptos para los homélogos de HPV18 y BPV1. Esto sugiere
ademds que el contacto asignabie a Tyr301 serfa andlogo en HPV16. La deleclén completa del
grupo fenol, resultante de la mutacién por Ala, afecta en alrededor de 1 kcal/mol la energla libre
de unién. Descartando posibles etectos compensatorios, esto suglere que la interaccion de
stacking descripta contribuye en valores cercanos a 0,5 kcal/mol por residuo, por monémero, en
concordancia con las estimaciones realizadas en otros sistemas = ©,

Varias cepas de papilomavirus poseen un residuo de Asn en ia poslicién 301, por lo
que ensayamos una sustituclén de este tipo en la cepa de reterencla, HPV16. Los resultados
muestran que, sumado al efecto de la delecién del grupo fenilo, la Introduccién del grupo amida
afecta considerablemente la energia de Interaccién. Esto sugiere que la sustitucién del anillo
aromatico por un grupo polar afecta las contribuciones hidrofébicas de la unién, y que éstas no

son reemplazadas por otras interacclones favorables.
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Figura 4.8: Contactos directos aminodcido-ADN. Se esquematizan los contactos asignados a tres de
los amino4cidos mutagenizados de la hélice 1 de E2c, segun la estructura resuelta del co-cristal de

HPV18-ADN. A) Tyr301, B) Cys298, C) Lys297
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CisTEINA 298

LISINA 297

La presencia de un residuo de Cys en contacto directo con ADN es un fenémeno
poco frecuente **. Cuando se describié la estructura del primer complejo (BPV1) E2c:ADN, se
sugirid que la Cys 298 estarfa involucrada en la formacién de 2 uniones de hidrégeno especifi-
cas con grupos de las bases G(5) y T(6) **. Para la estructura del complejo de
(HPV18)E2c:ADN, se modelaron también interacciones directas con las bases, ademds de una
unién de hidrégeno mediada por agua (Fig 4.8B).

Todas las sustituciones reaiizadas sobre el residuo 298, tanto a Ala como a Gly o Ser
muestran una disminucion en la energla de unién de alrededor de 1,2 kcal/mol. Dadas las difer-
entes caracteristicas de estos grupos, es poco probable que la igualdad en el valor medido
refleje que los mismos efectos esten teniendo lugar para cada reemplazo. Por ejemplo, se ha
mostrado que el grupo OH de la Ser es capaz de actuar como dador de unién de H y, en
algunos casos, reemplazar la Cys »*. El hecho que tanto un reeemplazo de Cys por Ser como
por Ala muestren el mismo valor de perturbacién total indica que, o bien Ser no es capaz de for-
mar ias uniones de H esperadas, tal vez por restricciones conformacionales, o que las que
lorma no son energéticamente equivalentes. Este no es un hecho del todo sorprendente, ya
que es sabido que la energla de las interacciones no covalentes depende muy fuertemente de
las caracteristicas quimicas y de las distancias interatémicas de los grupos interactuantes .
Por ejemplo, el valor energético de un enlace de hidrégeno puede variar considerablemente
(més de 2 6rdenes de magnitud) segun los dtomos dadores y aceptores, asi como de los
pardmetros geométricos asociados al enlace *. Por otro iado debemos considerar que el tomo
de azufre tiene un fuerte cardcter hidrotébico que, dado el microentomo particular de la inter-
face protelna-ADN, puede contribuir significativamente en la interaccién.

El hecho que la sustitucién de Cys tanto por Ala o Gly afecten a la energia libre de la
unién en el mismo rango, sugiere que no hay restricciones conformacionales sobre la cadena
polipeptidica principal mediadas por el residuo de la posicién 298. El reemplazo de cualquiera
de éstos por un atomo de hidrégeno, io que otorga més grados de libertad alrededor del enlace
peptidico, no afecta diferencialmente la energla de interaccién total.

La presencia de Lys en sitios de unién a ADN est4 ampllamente documentada **. Se
la encuentra involucrada tanto en unlones sallnas con grupos tostato, como en enlaces de
hidrégeno simples o muiltiples con 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 medlado por agua, ademés de un contacto medi-
ado por agua con un grupo fosfato vecino (Fig 4.8C).

La delecién del residuo mas alla del carbono-a causa la mayor pérdida de energia

libre de todos los reemplazos por Ala efectuados sobre E2c (tabla 4.1, Fig 4.5), compatible con
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las muiltiples interacciones asigandas a este residuo. El reemplazo de Ala por Arg afecta aun
maés la interaccién con ADN, mostrando que no sélo el carécter bdsico del amino4cido es
rasponsable de las interacciones en esta posicién. Mds atn, el hecho que la sustitucién resuite
desfavorable en 3,4 kcal/mol, es indicativo de que otros efectos pueden estar teniendo lugar,
como por ejempio algun tipo de impedimento estérico dado el volumen del grupo guanidino de

la Arg. Como se detalla a continuacién, no siempre es posible observar estos efectos.

Estos residuos se situan en el loop B2-B3, para el cuai no hay estructuras resueltas
para ninguna cepa de HPV. En ei caso de BVP1, se describieron contactos salinos entre
amino4cidos bésicos del loop y grupos fosfatos dei “separador” de los hemisitios E2 del ADN.

El reemplazo por Ala causa una pérdida de alrededor de 1 kcal/moi, en el rango
obtenido por la sustitucién a Ala de la Lys 305 de la hélice de unién, asignada a un contacto
salino débil. En concordancia con ia hipétesis de contribucién electrostética, la restituclén de ia
carga puntual, por el reemplazo a Arg, resulta en el reestablecimiento de la energla libre de
unién a los valores salvajes (tabla 4.1, Fig 4.5). Comparando estos datos con ios presentados
para ia Lys297 y Lys304, conjuntamente con las referencias estructurales, es posible asignar ai
loop B2-p3 como una regién de alta movilidad, involucrada en contactos débiles y por tanto
transientes con uno o més grupos fosfato del ADN. A diferencia de lo que ocurre con los con-
lactos Intimos de la hélice, esta regién es capaz de “acomodar” perturbaclones estructuraies si

la contribucién eiectroestatica del residuo se conserva.

Todos los ensayos de unién de E2c (A293G) con ADN resuitaron en la formacidn de com-
plsjos proteina:ADN insolubles. Los agregados formados hacen que la unién a ADN sea irreversible, lo
que impide una estimacion de la energla libre de unién. Esta mutante presenta un espectro de DC
andmalo (Fig 4.4), sin evidencias de elementos de hélice-a, atribuido a un plegamiento altemativo de la
cadena polipeptidica. Como se menciond, un espectro de las mismas caracteristicas puede ser recu-
perado para la protelna salvaje como resultante de un tratamlento témmico suave. En concordancla, los
ensayos de unién realizados con un muestra salvaje de estas caracteristicas resultan en la formacion
de agregados insolubles proteina:ADN (no mostrado). Esto sugiere que este plegamiento altemativo
del polipéptido E2¢ puede interactuar con ADN, pero el complejo formado posee caracteristicas estruc-
turales diferentes a los anteriormente descriptos, tal que resuitan en muiltiples interacciones que pro-
mueven agregacién macromolecular. Estudios paralelos llevados a cabo en otras iineas del laboratorio,
muestran que estos podrian corresponder a agregados ordenados, fibrilares, con caracteristicas
amiloides (J.M. Centeno, com. pers.); mas no extenderemos aqul la discusién al respecto.

MMUTANTES AL EQUILIBRIO 76



ANALISIS DEL MECANISMO DE UNION E2¢C-ADN POR MUTAGENESIS SITHODIRIGIDA:

EFECTO SOBRE EL MECANISMO CINETICO DE INTERACCION
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*Never did | think myself as panorama, or as part of a panorama, whether the panorama be
human or not. No, never. But molecular biology nowadays invades everything, and if it s meta-

morphosing into a landscape, what can we do? Paint. This Is my intimate, heuristic, molecular,

and human conclusion.”

André Lwoff
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ANALISIS DEL MECANISMO DE UNION E2c-ADN POR MUTAGENESIS SITIODIRIGIDA:

<

Figura 5.1: Diagrama de energia libre de una

asociacién entre macromoléculas. En la parte

superior se esquematiza el efecto de una mutacién

que desestabiliza tanto el estado final (unido) como
el estado de transicién (TSE). En la parte inferior, el
caso en que la mutacién desestabiliza el estado
unido pero no afecta el estado de transicién. La
linea gruesa, reaccién de la proteina salvaje; linea

fina, reaccién de una mutante puntual.

EFECTO SOBRE EL MECANISMO CINETICO DE INTERACCION

En dltima instancia, el camino de reaccion de la unién ente macromoléculas queda
completamente definido cuando todos los estados conformacionales de las rutas de interaccion,
incluyendo los elementos libres, unidos, los intermediarios, los estados de transicién y todas las
constantes de interconversion, estan identificados a nivel de cada uno de los aminoécidos o
grupos interactuantes. Para esto es necesario recabar informacién sobre muchos parametros
diferentes involucrados en la estabilidad de la unién y definirlos, en términos estructurales y
energéticos, durante todo el proceso de reaccién . El método de “ingenieria de proteinas” fue
desarrollado a principios de la década pasada para el estudio de reacciones de plegamiento
proteico *°. Este se basa en la posibilidad de estudiar los intermediarios y los conjuntos de esta-
dos de transicion (TSE) por medio de la caracterizacion del efecto causado por mutaciones
racionales puntuales sobre las constantes de reaccién cinéticas y su relacién con la constante
de equilibrio de la reaccién **. Como se esquematiza en la figura 5.1, una mutacién puntual
puede afectar sélo el estado final de la interaccién (unido), afectando el valor de la energia libre
de Gibbs en “AAGeq" (Fig 5.1 abajo). Sin embargo, la mutaciéon 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 transicién. Si la mutacién desestabiliza el TSE, la reac-
cién procede méas rapidamente ya que la barrera de activacién disminuye (AAG‘t)‘ De forma

analoga, si la mutacion estabiliza el TSE, la velocidad de reaccién procede mds lentamente.

AG

AG

coordenada de reaccién
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EFECTO DE LAS MUTACIONES PUN-
TUALES SOBRE LAS ETAPRS DE LA
REACCION

Para el caso de la reaccidn de unién entre E2c y ADN, nos propusimos evaluar el
camino cinético de interaccién a nivel de cada uno de los aminoécidos de E2¢c que compone la
superficie de interaccién con ADN. Para esto utilizamos el conjunto de mutaciones puntuaies
antes descripto (capitulo 4), y evaluamos el efecto causado por cada modificacién sobre cada

uno de los eventos cinéticos caracterizados (capitulo 3).

Sobre cada una de las mutantes de E2¢c se realizaron las siguientes mediciones:

1) Curva de unlién en pseudoprimer orden respecto a Fl-835: con el tin de evaluar los efec-
tos causados por la mutacién sobre las reacciones de colision con ADN, se ensayé ia unién a
5nM FI-s35 y cantidades crecientes de cada una de las proteinas, siguiendo el cambio de Inten-
sidad de la fiuorescencia de FITC en el tiempo, como lo realizado para la protelna salvaje (capl-
tuio 3, Fig 3.1). Se realizaron entre 6 y 8 mediciones para cada proteina. Las k, calculadas 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 interaccién entre E2c y ADN Identificamos
dos intermediarios que presentan cambios en la fluorescencia de los Trp localizados en el interl-
or del barril B-dimérico (capitulo 3, Fig 3.4). Estos resultados fueron obtenidos utilizando la
mutante W339F, que presenta cambios lluorescentes menos complejos que la proteina salvaje.
Como todas las mutaciones puntualies realizadas sobre la superficie de interaccién se con-
struyeron sobre la proteina salvaje, la comparacién la realizamos sobre los eventos fluores-
centes identificables de la proteina salvaje. A fin de minimizar las sefiales fluorescentes prove-
nientes de los eventos de colisién y ai mismo tiempo obtener una mayor amplitud en la sefal,
utilizamos una alta concetracién de proteina (100nM), que mezclamos por flujo detenido con
300nM de ADN s35. Todas las curvas fueron ajustadas a decaimlentos exponenciales y las con-

stantes cinéticas recuperadas se muestran en la tabla 5.1.

3) Expulslién de solvente de la interfase: como se propuso en el capitulio 3, la remocién de
solvente de la interfase proteina-ADN puede ser monitoreada por la expulslén concomitante del
fluoréforo ANS (Fig 3.6). Cada una de las mutantes fue pre-equilibrada en 50 yM ANS y ia
velocidad de expulsién medida por el camblo fluorescente del ANS, ante la mezcia de un equiv-

alente de $35. Las constantes de velocidad recuperadas se muestran en la tabla 5.1
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4) Cinética de disociacién: a fin de evaluar el efecto de las mutaciones sobre los caminos
cinéticos de disociacion, realizamos ensayos de disociacion cinética, como lo descripto para la

proteina salvaje (capitulo 3, Fig 3.3). Los resultados se resumen en la tabla 5.2

A Tabla 5.1: pardmetros cinéticos de cada mutante sitiodirigida para los eventos de col-

isién y rearreglos conformacionales

¢
Pseudoprimer orden Fls-35 Fluorecencia de Trp ANS
| kop 1 (nM"!57h) |kM 2 (nm'sh kW1 (s™h) | sz st | kw3 (s kANS(s™)
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Tabla 5.2: parametros cinéticos de disociacién de ADN especifico para cada mutante
sitiodirigida.

k1 (s )I err m{ k2 (s")| err kz]
1.16 0.4 032 0.05

'

5
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EFECTO DE LAS MUTACIONES SOBRE
LA COLISION INICIAL

Como se detallé en el capitulo 3, el mecanismo de unién de la proteina salvaje
comienza con una coliision inicial extremadamente rapida, limitada por la difusidn, y asistida
electrostaticamente. Asimismo, las velocldades no varfan sustanciaimente cuando la collsién se
da con oligonucledtidos de secuencia inespecifica, asignando que el complejo de encuentro for-
mado luego de la coliisién tiene una baja (o nuia) capacidad de “discriminacién de secuencia”. A
fin de evaluar ei efecto de la mutacién sobre la colisién inicial, se realizaron curvas de pseudo-
primer orden respecto a Fl-s35, para cada una de las mutantes puntuales (tabla 5.1).

E2¢ se une a ADN por dos caminos de unién paralelos (capitulo 3, Fig 3.8). Estas
rutas de asociacién parten de un equilibrio conformacional de E2c, preexistente a ia unién de
ADN. Como se planted hacia el final del capitulo 3, las diferencias en las velocidades de col-
ision pueden deberse a difererencias en las 'ko,, intrinsicas de cada confémero o a la popu-
lacidn diferencial de cada una de las poblaciones de conférmeros. E! efecto de las mutaciones

serd analizado bajo ambas hipétesis:

1) La mutacién no afecta la poblacién de cada confémero

En este caso, las velocidades de colisién dependen solamente del efecto de la
mutacion sobre la k,, de cada conférmero. En este marco es posible entonces relacionar las
constantes de reaccién cinéticas obtenidas al efecto de la mutacién sobre ia energia del estado

de transicién (AAGI) de la colisién inicial, ya que **:
88GE = AT I (K g/ & )

Las diferencias energéticas calcuiadas se muestran en ia ligura 5.2. El efecto de la
mutacién es mds dréstico sobre la energla de transicién de k.2, relacionada a la ruta de aso-
ciacién con dos intermediarios (capituio 3, Fig 3.8). Los valores absolutos se encuentran fuerte-
mente afectados, considerando que la barrera energética aslgnada a este evento esde 4 a 5
kcal/mol para la proteina salvaje (figura 3.12 y tabla 3.3, capituio 3). Segun esta interpretacién,
ia mutacién afecta menos a la ruta de asociacion de dos estados, slendo la unién del con-
fémero responsabie menos perturbado por la mutacién. Este resultado esta en concordancia
con la hipétesis estructural antes pianteada, donde la ruta de asociacién de dos estados corre-
sponde con un confémero con estructura mds flexible que, en principlo, serfa menos sensible a
la perturbacién por mutaciones puntuales.

Los efectos causados por las mutaciones no son directamente asignables a perturba-
ciones sobre residuos cargados, como podria esperarse de la delecién de cargas superficiales
de una colisién difusiva asistida eiectrostaticamente. Por el contrario, las mutaciones que més
afectan a esta etapa son ias relacionadas con cambios estructuraies detectados por DC (capl-
tulo 4, Fig 4.4).
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Figura 5.2: Efecto de las mutaciones sobre la
energia libre del TSE de la colisién inicial.

A partir de las constantes cinéticas de colisién, se
calculé la diferencia de energia libre de los estados
de transicion como AAGE = -RT In (k jyy/ K ya)-
Barras negras, AAG# calculado para konl, barras

grises, AAG# calculado para kpp2.

AAG (keal/mol)
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2) La mutacién no afecta la ky,

Si la mutacién introducida no afecta la velocidad de colisién, las diferencias encon-
tradas se deben a la populacion relativa de las poblaciones de confémeros de E2c. De la
misma manera que para la proteina salvaje, la relacién entre las velocidades observadas per-
mite estimar la poblacion diferencial de cada uno de los confémeros (tabla 5.3). Cabe men-
cionar que la asignacién de conférmero A o B es arbitraria, siendo por definicién el conférmero
A el que presenta mayor ks . Los porcentajes presentados deben ser tomados como aproxi-
mados, estimdndose un 25% de error acumulado. De todas formas, las mutaciones que més
afectan son también las relacionadas con cambios estructurales asignados por DC. Por ejemp-
lo, la mutacién A293G y N294D presentan practicamente un solo conférmero de asociacién,
indicando que existe una fuerte perturbacién en el pre-equilibrio de E2c causado por muta-
ciones en el N-cap de la hélice de reconocimiento. No hemos encontrado una correlacién direc-
ta entre los valores de elipticidad y la poblacién relativa de cada confémero, lo que sugiere que
los porcentajes de las poblaciones no son enteramente asignables por DC, o bien porque la

asignacion de las k,, a cada conférmero es arbitraria.
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Desde ya, cabe la posibilidad de que tanto la k,, como la poblacion relativa de los
confémeros se vean afectados por la mutacién. En tal caso, no nos es posible asignar los efec-
tos de la mutacién sobre los parametros cinéticos de la reaccién de colisién de E2¢c con ADN.
Solo se podria concluir que todas las mutantes medidas presentan mas de un evento de col-

ision bimolecular.

Tabla 5.3: Acumulacion relativa de las poblaciones conformacionales de E2c, segun la

mutacién puntual introducida.

%A | %B |
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EFECTO DE LAS MUTACIONES SOBRE
LAS FASES DE REARREGLO

-~

Cuando se monitorean ios cambios de la fluorescencia de Trp de E2c durante una
reaccién de asociacién con ADN especifico a alta concentracion, se distinguen 3 fases (ky 1,
kw 2, ky 3 en la tabla 5.1). Segun lo presentado en el capitulo 3, donde se utilizé la mutante
WB339F, dos de elias corresponden a variaciones de los Trp localizados en el centro del barril-_
(W317 y W319) y una de ellas al W339, sobre la héilce 2 y expuesto al solvente. Dados los
rangos temporales, el evento de expuisién de ANS asoclado, y la poca variacién que las muta-
ciones inducen sobre la fase ky, 2, asignamos a ésta como un evento fluorescente local del
W339, que ocurre en paraielo a la unién y no es un paso limitante en ias rutas de asociacion.
Es sobre las dos otras fases donde se analizard puntuaimente el efecto de cada mutacién. La
lase kyy 1 la asignamos asociada al primer rearregio conformacional presentado por ei comple-
jo E2c:ADN, analizada en el capitulo 3 (Fig 3.12). La fase kyy 3 corresponde al rearregio del
segundo intermediario que, para la protelna salvaje, ocurre en simultdneo con la expulsién de
ANS (Fig 3.8, Fig 3.12, Tabla 5.1). Cabe mencionar que las diferencias entre las velocidades
reportadas para la proteina salvaje en el capitulo 3 y en la tabla 5.1 se deben a que, para el
andlisis mutacional, se agregé 10mM de MgCi2 al tampdn de reaccidn.

La asignacién de cada una de las fases cinéticas que presentan las mutantes fue
realizada por el orden temporal en el que se suceden y no por las amplitudes reiativas de cada
una de ellas, dado que el rendimiento cudntico del Trp puede no estar relacionado con las con-
centraciones relativas de los intermediarios. En ios casos en los cualies no se detectaron even-
tos fluorescentes para una etapa cinética (tabla 5.1, nd), asumimos que la barrera de activacién
de ese evento es afectada por la mutacién. interpretamos que esto se produce por una deses-
tabilizacidn del TSE, modificAndose el camino cinético de forma que esa etapa deja de ser un
paso limitante en la unién y por tanto no es detectada.

A partir de las constantes cinéticas observadas para cada uno de los rearregios con-
formacionales, calculamos la diferencia en la energla libre de Gibbs ocasionada por ia mutacién
en cada uno de los TSE de las etapas cinéticas. Los resuitados obtenidos para los rearreglos
detectados por fluorescencia a Trp se muestran en la figura 5.3, los obtenidos para ia fase

detectada por fluorescencia de ANS, en ia figura 5.4.
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Figura 5.3: Efecto de las mutaciones sobre la energla libre de los TSE de rearreglos conformacionales de E2¢.
A partir de las constantes cinéticas kwly kw3, se calcul6 la diferencia de energla libre de los estados de tran-
sicién como AAG¥ = -RT In (Kmut! kwp). A) Efecto sobre el TSE del primer rearreglo conformacional (kw1). B)
Efecto sobre el TSE del segundo rearreglo conformacional (kw 3). La raya vertical separa las mutaciones real-

izadas en la hélice1 de las del loop B2-Ba.
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Figura 5.4: Efecto de las mutaciones sobre la
energia libre del TSE asociado a la expulsién de
solvente de la interfase. A partir de las constantes
cinéticas kang (tabla 5.1), se calcul6 la diferencia
de energfa libre de los estados de transicién como

AAGF = -RT In (Kt ! K-
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EFECTO DE LAS MUTACIONES SOBRE Como se detallé en el capitulo 3, la disociacién de E2c de ADN procede por 2 caminos

LOS EVENTOS DE DISOCIACION paralelos. Cada uno de ellos puede ser detectado por un cambio de fluorescencia del motivo
FITC unido al FI-s35, cambio que ocurren en paralelo a la disociacién 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 disociacion como en los casos anteriores. Los resultados se muestran en la figura 5.5.
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Figura 5.5: Efecto de las mutaciones sobre la o
Q
energia libre de los TSE de disociacién. g :
A partir de las constantes cinéticas de disociacién
(tabla 5.2), se calculé la diferencia de energla libre S e SRR R
2 ' e e
de los estados de transicién como AAG¥ = -RT In e e i
»t ACD A A RIA QB M F AN MO A AR A RA R

1. 'Gl
(Kmut/ k) A) Efecto sobre el TSE de la disociacién 260 284 204 205 287 $97 268 268 360 300 301901 201 302 302 303 304 305 T 328 28 27 W7
A

NN T KK GCCERYYY BRFEEKKY KKKK

tipo y numero de aminodcido

4
wt

por la ruta de dos intermediarios. B) Efecto sobre el
TSE de la disociacién por la ruta de dos estados.
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ANALISIS INDIVIDUAL DEL EFECTO
DE CADA MUTACION SOBRE EL
CAMINO CINETICO

MUTACIONES SOBRE LA “HELICE DE
RECONOCIMIENTO"

f

Ala 293: el hecho que la velocidad de reaccién de la fase k1 presentada por esta mutante
sea mas lenta que la observada para la protelna salvaje, indica que la cadena lateral removida
participa en la desestabilizacién del estado de transicién que separa el "complejo de encuentro”
del intermediario subsiguiente. Al estar ausente la cadena lateral, esta barrera energética
aumenta en 1.5 kcal/mol (Fig 5.3A). Dado que este residuo no forma interacciones directas con
ADN en el estado “final”, la interaccion que desestabiliza al TSEw1 es asignable a un requerim-
iento indirecto sobre el cambio conformacional reportado por este evento. Dado que A293 esta
localizado en el N-cap de la hélice, y la mutacién tiene efectos sobre el plegamiento local de
esta hélice (Fig 4.4, capftulo 4), es probable que TSEw1 involucre movimientos locales de
plegamiento de esta zona de unién de ADN.

La energia libre del TSEw3 no se ve afectada al remover la cadena lateral de la posi-
cién 293 (Fig 5.3B), indicando que esta no es requerida para la transicién desde el intermedi-
ario 2 al estado final. Para la proteina salvaje, esta fase fue asociada al cambio conformacional
coincidente con el evento de expulsidn de solvente de la interfase y, como se muestra en la
tabla 5.1 y la Fig 5.4, la reaccién de expulsién de solvente tampoco se ve afectada por esta
mutacién. Tomados en conjunto, estos datos sugieren que los cambios conformacionales asoci-
ados a la Ultima etapa no involucran grandes cambios conformacionales de la hélice 1, coinci-
denle con lo propuesto en el andlisis termodinamico de esta barrera de transicién (Fig 3.12,
capitulo 3)

En cuanto a los eventos de disociacion del ADN especifico, la sustitucién A293G no
presenta cambios respecto a la proteina saivaje, indicando que el metilo de ia cadena lateral no

forma interacciones en ninguno de los TSE de las rutas de disociaclon descriptas.

N294: la sustitucién de la cadena lateral por un metilo (N294A), aumenta la energfa libre del
TSEw1, indicando una estabilizacién de esta barrera de activacién (Fig 5.3A). Esto es indicativo
que la Asn forma algun contacto que desestabiliza este TSE, un contacto que Ala no puede
sustituir. Sin embargo, la mutacién por Asp (N294D) restituye esta interaccién, e incluso deses-
tabiliza aun mas el TSEw1 (Fig 5.3A). Esto sugiere que una de las Interacciones que N294
forma en esta instancia es reemplazable por el carboxilato de Asp, y que el grupo amida de Asn
forma otra interaccién (de alrededor de 0,5 kcal/mol) que desfavorece el pasaje entre el com-
plejo de encuentro y el segundo intermediario.

El efecto sobre el TSEw3 es aun mds drastico, ya que la introduccién de la carga
dada por la sustitucién Ans a Asp desestablliza fuertemente este estado de transicién (Fig
5.3B). Este efecto es menor si la sustitucion es por Ala, suglriendo que los rearreglos conforma-
cionales que se dan durante esta etapa involucran el carécter parcialmente hidrofébico de la
cadena lateral. El mismo efecto se observa en la etapa asociada, la expulsién de solvents,
donde se ve que el reemplazo por Asp acelera este evento, que ha de ocurrir por algun rearreg-

lo no reportado por la fluorecencia de ios Trp de E2c.
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Las medidas de disociacion se realizaron solo para la mutante N294D, que mostré afec-
tar la velocidad de la disociacién 1 (ky;s7, tabla 5.2, Fig 5.5), asociada al camino de unidn de dos
intermediarios. Esto esta en concordancia con lo presentado por la fase k3, adjudicada a la reac-
cién reversa de la disociacién 1, donde la mutacién N294D desestabiliza este estado de transicion.

T295: la mutacién a Ala no afecta las constantes observadas, tanto para los eventos detectados
por fluorescencia de Trp (W1 y W3) como de ANS, indicando que los TSE no se ven afectados
por la delecién de los grupos metilo e hidroxllo de la cadena lateral de Thr (Fig 5.3). Esto per-
mite inferir que los contactos con ADN, atribuidos a este grupo segun las estructuras cristalo-
grdficas (Fig 4.1C, capftulo 4), se darian en etapas tardlas del evento de unién, posterior al ulti-
mo evento conformacional detectado. En linea con esto ultimo, la mutacién a Ala afecta los
eventos de disociacion, estabilizando el TSE de la ruta de dos estados (Fig 5.5 B) y desestabi-
lizando el de la otra ruta (Fig 5.5A).

K297: 1a sustitucién por Ala estabiliza levemente TSEw1, y el reemplazo por otro grupo con la
misma carga (Arg), restituye el efecto a niveles saivajes. Esto sugiere que es la carga del motl-
vo amino de la Lys297 el responsable de la estabilidad de TSEw1, y que en esle evento no hay
una restriccion conformacional importante, ya que el reemplazo por un grupo voluminoso resul-
ta en niveles de activaciéon semejantes al salvaje.

El mismo efecto descripto para TSEw1 se aplica al andlisls de TSEw3. Es probable
entonces que, durante ambos estados de transicién, K297 establezca una Interaccion idnica,
aunque no necesariamente las mismas que las reportadas cristalogrédficamente.

Ambos reempiazos tienen efectos desestabilizadores sobre los TSE de los eventos
reportados por la expulsién de ANS de la interfase de unién. Dado que, a diferencia de la protef-
na salvaje, estos eventos tienen lugar en una escala temporal menor que la fase k3, el evento
de expulsién de solvente ha de ocurrir por una via diferente que la de la protefna salvaje.

Acorde con el efecto que estas mutaciones tienen sobre la reaccién de unién al equi-
librio (Fig 4.5, capitulo 4), los evenlos de disociaclén se encuentran fuertemente acelerados,
indicando TSEs' desestabillzados para ambos caminos de disociacién. Este efecto resulta mas
pronunciado en la sustitucidn por Arg sugiriendo que, para éstas etapas y a diferencia de las
etapas de asociacion, existen importantes restricclones conformacionales alrededor del residuo

297, inserto en los zurcos mayores del ADN.
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C298:la interaccion que la cadena lateral de Cys reallza en TSEw1 es reemplazable solo por
Ser (Fig 5.3A). Las otras sustituciones ensayadas (Ala y Gly) afectan fuertemente este estado
de lransicién, no detectdndose cambios fluorescentes asociados. Esto nos permile inferir que, a
diferencia de los observado en el equilibrio (Fig 4.5, capitulo 4) es la capacidad de la Cys de
participar en uniones de hidrégeno transiente (reeemplazable por Ser) la que estarfa involucra-
da en este rearreglo conformacional.

La energia libre de transicién de la fase k3 se afecta cuando la mutacién en la posi-
cion 298 es a Gly y méas levemente a Ser (Fig 5.3B). Por el contrario, ésta no se encuentra
afectada cuando la mutacién es a Ala. Esto apunta sobre el carédcter hidrofébico de la Cys
como caracterfstico de las Interacciones que realiza en TSEw3.

La expulsién de solvente de la interfase no se encuentra afectada cuando la mutacién
sobre C298 es a Ser (Fig 5.4). De la manera anéloga a lo descripto para el efecto sobre
TSEw1, las interacciones en las que Cys participa durante esta etapa son sélo reemplazables
por Ser.

Cabe destacar aqui que, a pesar de ocurrir en ila misma escala temporal para la pro-
teina salvaje, los eventos reportados por las fases ky 3y kang son distintos, en tanto las inter-
acciones que realiza la Cys de la hélice de unién 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 limilante para esta etapa cinética (Fig 5.3A). Proponemos entonces que Arg300 forma
una interaccién en TSEw1 que no es reemplazable por Met, probablemente una unién salina
con los grupos fosfato dei 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 transicién (Fig 5.38, Fig 5.4). Es posible que el efecto de la mutacién no sea directo
sobre ambas etapas, sino que el hecho de afectar a una de ellas (ky3) conlleve una desestabi-
lizacién de la etapa concomitante (kans)-

La delecién de la carga sobre Arg300 afecta fuertemente la ruta de disociacién de
dos intermediarios, en concordancia con la reversa, TSEw3. Por otro lado, no afecta significatl-

vamente la disociacién por la ruta de dos estados.

Y301: sdlo la sustitucion de la Tyr por Asn afecta sustancialmente el TSE del primer rearreglo
conformacional (Flg 5.3A). Esto es indicativo de que ni el OH de Tyr, nl el anillo aromatico estén
involucrados en las interacciones que este residuo realiza en esta etapa cinética. La estabi-
lizacion del TSEw1 causada por Asn puede entonces deberse a la inclusién del grupo amida,

que presumiblemente modifique a olras interacciones polares que pudieren ocurrir.
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Durante el estado de transicién del segundo rearreglo conformacional, el efecto pro-
ducido por la mutacién a Ala, en comparacién con la sustitucién por Phe, permite atribuir al anil-
lo aromético de Y301 un rol en la estabilizacién de este TSE. Este efecto también se refleja en
la tase asociada de expulsién de solvente, caracterizada por kang (Fig 5.38, Fig 5.4).

El estado de transicién de la ruta de disociacién de dos estados no se afecta por la
mutacién del residuo Tyr. Sin embargo, y en relacién a lo descripto para TSEw3 y para el efecto
al equilibrio, existe un marcado efecto desestabilizador cuando sélo cuando se remueve el anil-

lo aromético de la Tyr.

R302: las interacciones que la Arg de esta posicion contribuye al TSE del primer rearreglo con-
formacional son reemplazables por Gin, indicando que la carga de la Arg no esta involucrada
en la estabilizacién del TSEw1. Sin embargo, la sustitucién de Arg por un grupo hidrofébico
voluminoso (Met) desestabiliza a este estado de transicién (Fig 5.3A). Tomados en conjunto,
estos resultados sugieren que es el caracter parcialmente hidrotébico del residuo Arg ei involu-
crado en este rearreglo conformacional.

Ninguna de las sustiluciones realizadas sobre Arg 302 afectan el evento reportado
por la fase ks 3, indicando que la cadena lateral de la Arg no estarfa involucrada en interac-
ciones en el TSE de esta etapa (Fig 5.3B). Durante el evento de expulsién de solvente, el efec-
to de Arg es reemplazable sélo por Met, siendo posible adjudicarie interacciones de tipo
hidrofébico este residuo en esla etapa (Fig 5.4). La inclusién de un grupo polar (GIn) estabiliza
ol TSE de este evento.

En el caso del evento de disociacién por la ruta de dos intermediarios, ambas muta-
ciones afectan el TSE, presumiblemente por afectar el estado basal del complejo al equilibrio.
En cambio, la mutaclén por Gin estabiliza el TSE de la ruta de disoclacién por dos estados,
sugiriendo que este residuo reallza interacciones en este estado, presumiblemente medladas

por sus caracterfsticas polares.

F303: la mutacién de este residuo a Leu es ia tnica que mapea en la cara Intema de la hélice
de unién. El hecho de que ejerza efectos estabilizadores sobre TSEw1 y TSEw3, es indicativo
que durante eslas etapas existen rearreglos de la hélice de unién, no involucrados directamente
con el contacto de ADN (Fig 5.3). Las fluctuaciones conformaclonales que el reemplazo por Leu
afecta, serian requeridas para bajar las barreras energéticas que separan los Intermediarios de
asoclacién. En linea con esto, tamblén se ve afectada levemente la fase de expulsién de sol-
vente, kang (Fig 5.4).

Contrariamente a los efectos observados para los eventos de asociacién, la mutacién a Leu en

la cara interna de la hélice1, no afecta las rutas de disociacion.
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MUTACIONES SOBRE EL LOOP

p2-p3

K304: la mutacion a Ala de este residuo, localizado hacla el N-terminal de la hélice de unién, no
afecta ninguno de los rearreglos conformaclonales de asociacién (Fig 5.3, Fig 5.4). Esto es
indicativo de que, en los estados de transicién reportados, la Lys no participa de interacciones
que no puedan ser reemplazadas por Ala.

El efecto que la mutacién K304A tiene sobre la unidn al equilibrio se refleja en el
efecto desestabllizador de los estados de transicién de las disoclaciones. En elias se distingue
un marcado efecto sobre ambas rutas, sugiriendo que las interacciones en las que K304 particl-

pa se forman luego de los TSEs de asociacién descriptos.

K305: la mutacién a Ala del residuo mds extremo de la hélice de unidn no afecta el TSE del
primer rearreglo conformacional (Fig 5.3A). En camblo, se distingue que la Lys 305 juega un rol
desestabilizador del TSE del segundo rearreglo conformacional (TSEw3), bajando la barrera de
activacién y permitlendo que la reaccién proceda al estado *final” (Fig 5.3B).

Esta mutante permile distinguir temporalmente el evento de rearreglo ky 3y la
expulsion de solvente, ya que para tener efectos inversos en ambos TSE (Fig 5.4). En este
caso, la mutacion resulta desestabilizar el TSE de la expulsién de solvente de la interfase,
desacoplandola con el efecto estabilizador sobre TSEw3. Esto es indicativo de que el reslduo
K305 realiza alguna interaccién, no reemplazable por Ala, que enlentece la expulsién de sol-
vente de la interface.

Los efectos de la mutacién K305A sobre los eventos de disociacion son bajos en el
caso de la disociacién por la ruta de dos estados y nulos en la de dos intermediarios, Indicando

que estos estados de trasiclén tienen caracter(sticas estructurales diferentes (Flg 5.5)

V324: la mutacién de este residuo por Ala causa un efecto sutil, pero medible, estabilizando el
TSEw1, y no afecta el TSEw3 (Flg 5.3). Esto representa una evidencla directa que residuos no
cargados del /oop B2-B3 participan el rearreglos conformacionales que se dan durante la unién
de ADN, y no en etapas finales de los caminos de unién, como la reportada por kyy 3 o por
kans (Fig 5.4). Por otro lado, la mutacién a Ala afecta sélo y minimamente la ruta de diso-
ciaclén de dos estados (Fig 5.5).
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K325: ninguna de las mutaciones realizadas sobre este residuo del /oop alectan la fase ky 1
(Fig 5.3A). Esto nos permite inferir que la cadena lateral de Lys325 no esta involucrada en
interacciones del TSEw1. Sin embargo, la delecién de la carga por la mutacion a Ala desetabi-
liza el TSEw3 y a TSEans (Fig 5.3B, Fig 5.4). Dado que el efecto no se observa en la mutante
a Arg, es plausible suponer que la interaccion responsable es de caracter idnico. En concordan-
cia con lo observado al equilibrio, estos resultados nos permmiten proponer que la zona de!
loop no presenta restricciones conformacionales que requieran una geometria estricta para este
tipo de uniones.

Por otro lado, Unicamente la falta de la carga en la posicién 325 afecta la disociacién

por la ruta de dos Intermediarios. La ruta de dos estados no se encuentra afectada (Fig 5.5).

K327: a pesar de compartir caracteristicas quimicas y cercania estructural, los efectos de las
mutaciones sobre los eventos cinéticos en K327 difieren de K325. Ninguna de las mutaciones
realizadas sobre K327 afectan significativamente las energias libres de los TSE de los rearreg-
los en E2c reportados por fluorescencia de Trp (Fig 5.3). Esto es indicativo que la cadena later-
al de K327 no forma interacciones en estos estados de transicion.

Se distingue un efecto desestabilizador leve sobre el TSE del evento de expulsién de
solvente, s6lo cuando la sustituclon es a Arg (Fig 5.4). De forma anéloga, la disociacién por la
ruta de dos Intermediarios se ve afectada por esta sustitucion, y no causa efecto sobre la diso-

ciacién de dos estados (Fig 5.5).

Los eventos descriptos aqul para cada mutante serdn integrados con los de los capl-

tuios precedentes en la discusién general (capitulo 6).
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La oscuridad no me preocupa. Me preocupa la luz. La oscuridad es solamente ausencia de luz.
Pero la ausencia sl me preocupa. La preocupacién no. Me es indiferente. Sin embargo, la
indiferencia me preocupa muchlsimo. La considero una actitud vergonzosa. Aunque la verguen-
za no me preocupa. Ante sf, me preocupaba. Pero a mi 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 quita el suefio. El
sueiio, en cambio, es algo que s/ me interesa. A veces me quedo toda la noche despierto, pen-
sando en eso. No llego a ninguna conclusién, 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 acumulacién. La acumulaclén entendida como una cosa sola, no
como un cumulo de cosas. Los cumulos, yo, sl pudiere, los disgregarfa. Las cosas tienen que ir
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
ddnde sale; ahl es donde esta el misterio. Aunque los misterios, por suerte, no me Interesan.
Me interesa la suerte. Qué desgracia. Porque la suerte es siempre escasa. Y si dijera que no
me preocupa la escasez, mentirfa. 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 mentira. Pero cuando hablo con la verdad, tengo que andar con més
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 st no hay
luna, mejor. A mi me gusta la oscuridad. (Da capo).

Leo Masliah
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MECANISMO DE UNIGN E2C-ADN
AL EQUILIBRIO

DiscusiON GENERAL Y CONCLUSIONES

En el presente trabajo de tesis se estudlaron en detalle varios aspectos del mecanis-
mo de unidn y reconocimiento entre una proteina y su sitio especlfico de unién al ADN. El sis-
tema elegido fue el de la interaccién del dominio C-terminal de la protelna E2 dei papilomavirus
humano-cepa 16 (hE2c), con el “elemento de respuesta E2” (s35). La altisima complejidad de
las interacciones entre proteinas y ADN in vivo depende de parametros bloquimicos tales como
pH, concentracién de sales, estados redox, aclividad de agua, "crowding” molecular y, més rele-
vante aun, depende de las interacciones con otras protelnas, las modificaciones postraduc-
cionales, etc. Nos propusimos analizar la interaccién en condiciones en las cuales las variables
del entorno fueran mantenidas al minimo, de forma que fuera posible extraer datos fisicoquimi-
cos precisos de la interaccién. Confiamos en que la interpretacién de éstos en términos termod-
indmicos provee un marco para relacionar las estructuras proteicas con su funcionalidad biol6g-
ica. Lograr comprender los arreglos estructuraies y energéticos utilizados en la naturaleza
podria conducir al desarrollo de métodos racionales que permitan modificar o disefiar protelnas

de novo que controlen el reconocimiento especlfico y la expresién génica.

Contando con la posibilidad de obtener los eiementos de estudio con alto grado de
pureza y con un ensayo de unién en solucion, reversible y no Invasivo, caracterizamos el
mecanismo de interaccién al equilibrio entre el dominio C-terminal de E2 de HPV16 (hE2c) y
ADN. A pH 7.0 y 0.2 M NaCi, la estequiometria de reaccién encontrada fue de dos dimeros de
E2c¢ por sitio de E2 canénico, contenido en un oligonucledtido de 18pb (s35). Esto fue evidenci-
ado por métodos espectroscépicos como el cambio anisotrépico de la fluorescencia de un moti-
vo FITC unido al oligonucledtido (Fig 2.1), fluorescencia intrinsica de los Trp de hE2¢ (Fig 2.2),
desplazamlento del fluoréforo bis-ANS (Fig 2.3), y dicrolsmo circular (Fig 2.7). Por otro lado, en
ensayos de retardo de movilidad electroforética se observé una segunda especle, cuya apari-
cién es concomitante a la desaparicién de la primera banda de retardo, atribulda al complejo
1:1 hE2c-ADN (Fig 2.4). Se intentaron realizar separaciones de los complejos 1:1 y 2:1 por
columnas de filtracién molecular pero, en las condiclones de unlén utilizadas, la proteina queda
retenida en la matriz teniendo que aumentar ia fuerza iénica para eluirla, varlable que Influye
fuertemente la unién E2¢-ADN (Fig 2.9).

Disminuyendo la concentracién de los reactantes en el ensayo de unién, pudimos
separar los dos eventos y calcular las constantes de disociacién al equilibrio (Kp). Para la unién
1:1 la Kp medida es de 0.18 + 0.2 nM, en el rango de valores generalmente reportados para
interacciones especificas protelna-ADN, y estimados como fisiolégicamente relevantes ™ .
Para el segundo evento de unién obtuvimos una Kp de 1.8 + 0.4 nM, demaslado afin para ser

considerada como “no-especifica” dado que para oligonucleétidos con secuencias no rela-
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cionadss (EBNA e iset) medimos constanles tres érdenes de magnitud mas débiles (tabla 2.1).
No hay evidencias de que E2c forme tetrdmeros en solucién, y la disociacién del dimero en
estas condiciones esta en el orden subpicomolar ™ ®, por tanto proponemos que los efectos
observados se deben a dos modos diferentes de unién a ADN presentados por el dimero E2c
de HPV16 (Fig 2.10).

Por otro lado, la unién a ADN del homéiogo E2¢c de BPV-1 (bE2c¢) presenta una este-
quiometrfa de 1:1 con todos los oligonucledtidos ensayados (Fig 2.6). La unién de silios E2
especificos es 7 veces més debil que la de hE2c, ain cuando se la ensaya con oligonucledti-
dos cuya secuencia se derlva de sitios de BPV-1 (cognatos de BPV1). La discriminaclén de
secuencias cognatas es 50 veces mayor para la proteina de HPV16, que a su vez presenta un
Indice de discriminacion por sitios inespecificos 180 veces mayor que bE2c (tabla 2.1).
Entonces, a pesar su alta similitud de secuencla, particularmente en las zonas de unién a ADN
(90%), y de presentar una topologla general de plegamiento Idéntica (Fig 1.5, Fig 4.3), estas
proteinas presentan diferencias sustanciales en su capacidad de unién y reconocimlento de
ADN.

En general, se cree que la baja afinidad de una interaccién especitica podria estar
compensada con una mayor cantidad de sitios de unién en una regién particular del genoma. A
su vez, se ha visto que cuanto mayor es el componente electrostético de la Interacclén, ésta
resulta ser mas débil y menos especifica ™ ©. Hay 17 sitios E2 en el genoma de BPV-1y 4
sitios E2 en el de HPV16 y, en concordancia con esto, el complejo formado por bE2c:ADN es
mas sensible a la fuerza i6nica que el de hE2c (Fig 2.9). Una comparacién detallada de las
estructuras cristalogréficas resueltas para ambos dominios muestra que hE2c¢ tiene una menor
densidad de carga (positiva) en la superficle de interaccién con ADN que la contraparte de
BPV1. Hines et al. propusleron que esto podrfa estar relacionado con la capacldad diferencial
de ambas proteinas de curvar el sitlo E2 **, lo que a su vez est4 en relacién con las diferencias
en la estructura cuaternarias que ambos dimeros presentan (Fig 1.5). En este sentido, se ha
reportado que la sola neutralizacién 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 topologia y la flexibilidad de un B-ADN, siendo las secuencias "TpA” las que permiten may-
ores grados de curvatura *°. Teniendo en cuenta que la capacidad de discriminacion de secuen-
cia de hE2c depende de la flexibilidad del sitio, esto puede relacionarse con el enriquecimiento
en pares T:A encontrado en las secuencias separadoras de los hemisitios de HPV16; que son
las que aparecen curvadas en las estructuras cristalogréficas resueltas (Fig 1.4 y Fig 4.3). Asi,
la estructura del ADN cuando se encuentra unido a E2¢ ha de ser diferente para los compiejos
de hE2c y bE2c, algo que se corresponde con los cambios de dicrolsmo circular de ADN pre-

sentados por ambos complejos (Fig 2.8).
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Tomados en conjunto, estos datos sugleren que las diferenclas encontradas entre los
homdlogos de BPV1 y HPV16 se deben a un mecanismo adiclénal de lectura indirecta de la
secuencia de bases del sitio E2, particularmente influido por la flexibilidad del separador de los
hemisitios. Segun este modelo, estas proteinas presentan una capacidad de discriminacién
sitio-especifica que depende de las contribuciones electrostéticas de la unién. Cabe pregun-
tarse entonces si esto puede estar relacionado con uniones electrostéticas de la proteina sobre
el separador de los hemisitios. Segun la estructura cristologréfica del complejo E2¢c-ADN de
BPV1, el loop que conecta las hebras B2-B3 forma 4 contactos salinos con los grupos fosfato
del separador de los hemisitios (Fig 1.4B, Fig 4.3). Por el contrario, el co-cristal de E2c de
HPV18-ADN no presenta densidad electrénica en esta regién (Fig 1.4A, Fig 4.3). Si nos confor-
mamos con estas visiones estélicas, esto podrla sugerir que serian los contactos del /oop los
que influyen en la fiexibilidad del separador y por tanto la capacidad de discriminacién de
secuencia por lactura indirecta, ya que los contactos aminodcido-base que constituyen la lec-
tura directa estan altamente conservados entre ambas cepas.

Realizamos 5 mutaciones puntuales sitiodirlgidas sobre 3 aminoacldos del loop p2-_3
de hE2c. Todas las mutaclones retlenen la capacidad de unir ADN en forma especifca. Las
mutaciones de los residuos cargados (K325, K327) a Ala afectan la energla libre de unién en
alrededor de 0.5 kcal/mol por enlace. Sin embargo, el reemplazo de Lys por aminoécldos que
conservan la carga posiliva (Arg) restituye la afinidad de la interaccién a los niveles de la protei-
na salvaje, sugiriendo que estos aminodcidos interactian sélo 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 ADN de E2c (HPV16)
que nos permita conltraslar estos resultados. De todas formas, considerando que pueden existir
varias etapas de unién entre la “proteflna libre” y el “complejo protelna-ADN”, no es estricta-
mente requerido que se observen estos contactos en los estados “finales” de la unién, ya que
pueden ser transientes e influir sobre las etapas Intermedias, afectando la unién al equilibrio sin
que se detecten diferencias entre los estados *inicial” y “final” que son ios que se obtienen de

las resoluciones cristalograficas.
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DISECCION DE LAS CONTRIBUCIONES
A LA ENERGIA LIBRE DE UNION

o<

Con el fin de evaluar las contribuciones energéticas de la interaccién E2c-ADN, real-
1zamos mutaciones sitiodirigidas sobre todos y cada uno de los aminoédcidos de la hélice de
reconocimiento de E2c. Para la asignacién racional de las energfas involucradas se debe pro-
bar si las sustituciones afectan el estado de plegamiento de la proteina y la estabilidad global,
ya que esto alleraria el nivel energético inicial de la interaccién.

Hay dos tipos de mutaciones sobre la hélice 1 que afectan el estado de plegamiento
de E2¢. Unas son las que se localizan sobre la cara intema de la hélice, contactando el barril-_
(L296, 1L299). Las mutaciones de éstos residuos por Ala impidieron la expresién recombinante
consistente de la protelna, presumiblemente por desestabllizar el "core” hidréfobico presente en
esa zona. Las otras mutaciones que afectan el plegamiento son las que modifican el N-cap de
la hélice 1 (A293, N294). El reemplazo de A293 por Gly desestabiliza la hélice de reconocimien-
to, un efeclo frecuentemente observado sobre las estructuras helicoidales por el reemplazo de
residuos a Gly ** (Fig 4.4). La desestabilizacién causada hace que el plegamiento local conver-
ja en otro minimo estructural, uno que también es posible observar en la proteina salvaje si se
realiza un tratamiento térmico suave (Fig 4.4B). Esto esta en estrecha concordacia con la exis-
tencia de dos poblaciones de conférmeros de E2c, previos a la colisién con ADN, presentados
en el mecanismo cinético de interaccién (capitulo 3, Fig 3.8), y sugiere que tanto la mutacién
A293G como el tratamiento térmico suave, desplazan este equilibrio conformacional (capltulo 5,
tabia 5.3).

Resultados de nuestro laboratorio realizados por dindmica de relajacién magnética de
los protones amldicos de E2¢c muestran un allo grado de movllidad en las posiciones 293 y 294
respacto a los otros residuos de la misma hélice (Nadra . al., enviado). Esto es una medida
directa de las fluctuaciones conformacionales que presenta la hélice 1 de E2¢ que, junto con
los efeclos presentados por la mutacién de las cadenas laterales de éstas posiciones, Indican
que el N-cap de la hélice podria corresponder a un "blsagra” contormaclonal en E2c operando
sobre la estabilidad de la hélice de reconocimlento. Es de esperar que los cambios conforma-
cionales que involucren a la hélice 1 modifiquen fuertemente la capacidad de
unién/reconocimiento de sitios E2, por lo que afectaria las funciones biolégicas mediadas por
E2c (ver més abajo).

Para las sustituciones que no afectan el estado de plegamiento pudimos medir la
contribucién energética de cada uno de los aminodcidos. Los valores absolutos obtenidos estan
en concordancia con los medidos en otros sistemas proteina-ADN, donde se estima que una
unién de hidrégeno contribuye entre 0,5 y 1 kcal/mol **. Cabe destacar que los valores energéti-
cos de estas interacciones no-covalentes varfan érdenes de magnitud segun los pares interac-
tuantes y la geometrfa del enlace. Por célculos de mecénica cuéntica se ha estimado que los
valores tipicos pueden oscilar entre 0.1 y 10 kcal/mol . Para las interacclones salinas con los
grupos fosfato obtuvimos valores entre 0,3 y 1 kcal/mol, en concordancia con lo asignado para

aste tipo de interacciones para el sistema EcorRI-ADN *, Si consideramos que estas uniones
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son las uniicas presentes en los complejos de E2¢ con oligonucieétidos inespecilicos, la suma-
toria de las energlas de los posibles enlaces salinos de E2c y ADN es de 7.5 kcal/mol, en exce-
lente concordancia con el valor medido para la interaccién de E2¢c con un oligonuciedtido de
secuencia inespecifica (~ 7 kcal/mol, tabla 2.1).

Todos los valores energéticos asignados estan cercanos al valor de la energla térmil-
ca a 25 °C (0,6 kcal/mol). Esto sugiere que, a temperatura amblente, las uniones de la Interfase
son labiles, por lo tanto existirfa un alto componente dindmico asociado a la interfase de unién.
En concordancia con esto, experimentos preeliminares de Intercambio protén/deuterio del com-
plejo E2c-ADN, anticipan que los protones de la interfase intercambian rapidamente con el sol-
vente (Ale Nadra, com.pers.).

En varios estudios de interfases macromoleculares realizados utilizando estrategias
de mutagénesis sltiodirigida, se identificé que aminodcldos individuales pueden contribuir a la
energia libre de asociacién 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 mutagénico que realizamos sobre E2c cubre
més del 90% de la superficie de interaccién, y que ninguna delecién de cadena lateral con-
tribuye desproporcionadamente a la Interaccién, nos es posible afirmar que no hay “hot-spots”
en la interfase de unién E2c-ADN. Estudios estadi(sticos de la distribucién de *hot-spots” en
interfases muestran que estos estan preferenclalmente distribuidos en regiones deshidratadas *
y, como muestran las estructuras cristalogréficas de los complejos, no hay regiones de estas
caracteristicas en la interfase E2c-ADN. De forma anéloga, la presencia de “hot-spots” puede
ser interpretada como un efecto producido por un alto grado de cooperatividad en la Interac-
cién, en el sentido que la disrupcién de un contacto puntual afecta sustancialmente la red total
de interacciones. Dicho de otra forma, si hay “hot-spots”, las contribuclones energéticas de los
residuos no son independientes entre si. En concordancia con la ausencia de “hot-spots” en la
interfase E2c-ADN, mostramos que los efectos causados por las sustituciones individuales son
aditivos, indicando que las contribuciones energéticas de los residuos individuales son indepen-
dientes y por lo tanto no habrla una cooperatividad significativa en la unién 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 Interacclén del represor lambda y ADN especitico ™ ™.
Hasta donde sabemos, ésta es la unica otra interaccidn proteina-ADN analizada energética-
mente en solucién, por lo que es tentador especular con que el efecto aditivo sea una carac-
teristica general del reconocimiento sitio-especifico.

Por lo antedicho, nos es posible conflar en que las mediclones realizadas con las
mutantes sitiodirigidas reflejan los valores de energia libre de la delecién de un grupo funcional en
particular. Esto equivale a decir que los efectos de las mutaciones no se propagan por la interfase
de asociacién, en tanto que la energla de unién esta delocalizada por el sistema de interaccién en
conjunto. En esta instancia no nos es posible asignar cuél es el componente energético (entélpico
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0 entrépico) que cada mutacién afecta. Es de esperar que cada residuo contribuya en una baja
proporcién a cada factor, y al mismo tiempo es probable que se de una compensacién entrépico-
entélpica como las cominmente observadas para reacciones que Involucran macromoléculas 2 ¢

Para aigunos aminodcidos clave de la Interfase realizamos mas de un reemplazo de
cadena lateral, con vistas a asignar componentes energéticos a nivel de grupos funclonales.
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 el
abordaje metodoldgico utilizado (Fig 4.8). De esta manera, pudimos observar que la misma
sustilucién aminoacidica afecta diferencialmente la energia libre de unién segun la posliclén
estructural en la que se encuentre. Por ejemplo, el reemplazo de Lys por Ala o Arg ejerce efec-
tos muy diferentes seguin se realicen en ia posicién 297 o 325 de E2¢c (Fig 4.5). Interpretamos
que esto se debe a que diferentes regiones de la interfase presentan distintas restricciones
conformacionales. Asi, @s posible que un reemplazo aminoacidico que conserva una caracter(s-
tica quimica particular no afecte la energla libre de unién si se lo realiza en regiones de la pro-
teina que presentan menores restricciones conformacionales, 1.e. el /oop p2-p3.

Si se representa el efecto causado por las mutaciones sobre la energla libre de unién
en la estructura del complejo E2¢c-ADN se distinguen 2 regiones diferentes (Fig 4.6). Los residu-
os que se exponen hacla el centro del sitio de unlén presentan una mayor contribuclén a la
energia libre total de interaccién que los ubicados sobre el lado extemo del mismo. No hemos
encontrado una correlacion entre las contribuclones energéticas y el nimero de contactos que
cada residuo realiza, o cuai no es extrafio pues ya hemos visto que los valores de las energlas
no-covalentes varfan considerablemente entre si. A diferencia de lo reportado en estudios
plegamiento y de interfases protelna-protefna ** ®, no encontramos que exista una correlaclén
entre las energias libres medidas y la superficle de van der Waals de cada aminodcido, ni con
el volumen comprometido, ni con la diferencia de superficie accesible al solvente que cada
residuo oculta en la interaccion. Es posible entonces concluir que el efecto posicionai descripto
no es reducible a las contribuciones superficiales de cada residuo particular, sino que serfa un
efecto causado por el sistema conjunto de la red de interaccién. Esto podria estar relacionado
con grados de movilidad diferencial en cada zona, lo cual contribuirfa a los componentes
entrépicos de la interaccién, y por tanto a la energia libre total. Estudios de calorimetria de titu-
lacién isotérmica de la unién de ADN de cada una de las mutantes puntuales permitirdn diferen-

ciar las contribuciones energéticas y poner a prueba esta hipétesis.
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CoLISION INICIAL E2¢- ADN Y FOR- La caracterizacién del mecanismo cinético de interaccién nos permitié distinguir las

MACION DEL “COMPLEJO DE etapas por las cuales transcurre la asociacién entre E2c y ADN, y asignar las contribuciones

ENCUENTRO"” que cada residuo de E2c¢ realiza en las diferentes fases de asociacién.

La colisién inicial es extremadamente répida, limitada séio por la difusién de las

macromoléculas en solucién. Dadas las caracteristicas electrostéaticas del par interactuante
(proteina basica, ADN é&cido), es de suponer que la velocidad limite de difusién se encuentre
aumentada por una atraccién electrostatica *. Ha sido reportado que los campos electrostéti-
cos generados por ia disposicién de cargas superficiales pueden actuar a gran distancia (50-70
A) y acelerar los eventos difusivos, pudiendo ademés preorientar a las macromoléculas antes
de la colisién **. Mostramos ademéds que la unién E2¢c-ADN procede por dos rulas paralelas,

<~

tanto para la unién de oligonucieétidos con secuencia especifica como para los inespecificos
(tabla 3.1). En base a esto, sugerimos que las moléculas de E2c se encuentran en més de una
pobiacién conformacional antes de unir ADN. Estas poblaciones conformacionales pueden cor-
responderse con los modos de unién descriptos en el mecanismo de unién al equilibrio. En este
sentido, se observé que la formacién del complejo 2:1 estaria dada por la unién de una de las
poblaciones conformacionaies al complejo 1:1, lo cual podria ocurrir luego de las etapas lentas
de ia unién (ver més abajo).

El electo que las mutaciones puntuales ejercen sobre las etapas cinéticas de colision
fue analizado bajo dos hipétesis altemativas: o bien la mutacién afecta la velocidad de colisién,
o afecta el equilibrio de las poblaciones de conférmeros (cap 3 y cap 5). Como ambas reac-
ciones estdn limitadas por la difusién, ambas poblaclones conformaclonales son diméricas y los
efectos causados por las mutaciones afectan fuertemente la asoclacién cinética, nos Inclinamos
por la segunda interpretacidn. Atribulmos que las diferencias obervadas sobre las kqg de col-
isién se deben a cambios de las poblacidnes relativas de cada conférmero, lo cual indicaria que
las mutaciones afectan la constante de equilibrio entre ambas pobiaciones. Experimentos de
estabilidad conformacional y cinética de desplegamiento de cada una de las mutantes permi-
tirdn aclarar este punto.

El efecto de la temperatura sobre la colisién nos permite asignar que la barrera de
activacion de ia etapa de colisién es baja y mayoritariamente entrépica (tabla 3.3, Fig 3.12). Es
también en esta etapa donde se detecta un desplazamiento de contraiones de la interfase de
asociacion (Fig 3.5), lo cual sugiere que los “compiejos de encuentro” estarian estabilizados
entrépicamente por la liberacién de contraiones (Fig 3.12). Si esto fuera asl, el efecto energéti-
co deberfa ser el mismo para la unién de E2c con cualquier oligonuciedtido, Independiente-
mente de su secuencia de bases. Efectivamente, mostramos que la diferencia de energia libre
de los "complejos de encuentro” de E2¢ con todos los oligonuciedtidos ensayados es muy cer-
cana (Fig 3.12). Ademds, dado que ias velocldades de colisién estdn limitadas por la difusién,

las barreras de activacién de estos encuentros han de ser también similares.
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REARREGLOS CONFORMACIONALES
DEL COMPLE)JO E2C-ADN

Cabe deslacar que el modelo sugerido define al “complejo de encuentro E2c-ADN”
sobre una superticie energética isopotencial, independiente de la secuencia de bases del ADN.
Esto es equivaiente a decir que, una vez unida a ADN, es mas favorable que E2c se deslice a
lo largo de la dobie hélice a que se disocie de la misma. Esto ultimo se corresponde
estrechamente con un mecanismo de reconocimiento sitio especilico mediado por difusién facil-
itada conocido como “sliding™ *°. Se ha demostrado formaimente que la reduccién en ias
dimensiones de busqueda de 3D (colisién-disociacién) a 1D (colisién-deslizamiento) acelera en
érdenes de magnitud la probabilidad de encuentro de un sitio especifico en el contexto de un
genoma entero °. Para el modelo de interaccién LacR-ADN se ha estimado que, a temperatura
ambients, Ia proteina difunde a razén de 1000 Kpb/seg sobre uria misma molécula de ADN ™
1 Sj esta velocidad es semejante para E2c (una protelna de tamafio comparable a LacR), a
partir de las constantes cinéticas de disociaclén de ADN inespecifico podemos estimar que E2c
se deslizarfa por airededor de 600 Kpb antes de disoclarse de un duplex lineal.

Se habla propuesto con anterioridad que tanto E2¢c como el silio especifico de ADN
sulren rearreglos conformacionales al interactuar ™ ® ®, Es la distincién de cudles son y cémo
se dan estos rearreglos la que permite una interpretacién mecanistica del proceso de
reconocimiento secuencia-especifico.

Para la unién de ADN especifico, dos rearreglos conformacionales son detectabies
por cambios en la fluorescencia de los Trp de E2¢ (Fig 3.4). Ei més lento de elios coincide con
la expulsién del fluoréforo ANS de la Interfase de unién, sugirlendo que la desolvatacién parclal
de la interfase dei complejo proteina-ADN ocurre en las Ultimas etapas de consolidaclén de la
interaccién. Por el contrario, ninguno de los oligonucleétidos de secuencia Inespecifica fue
capaz de desplazar el ANS unido a E2¢ Indicando que, si bien ia formacién de complejos de
colision es igualmente rapida, estos no sufren rearregios conformacionales que incluyan la
expuisién de soivente de la interfase. Esto refuerza la visién general de que la unién proteina-
ADN inespecifico presenta un mayor grado de solvatacién que los complejos con ADN especifi-
co (capitulo 1). Segun se propuso para la interaccién EcoR!-ADN, el agua secuestrada en las
interfases puede proveer una fuente energética entrépica que serla requerida para la discrimi-
nacién especifica de secuencla ™ ©,

El andlisis termodindmico de las barreras de activacién nos permitié discriminar las
contribuciones energéticas de las cadenas laterales a las distintas etapas de unién. En princi-
pio, las barreras energéticas de ios rearreglos conformacionales son aitas (~ 20 kcal/mol)
respecto a la energia iibre medida al equilibrio (~ -12kcal/mol), y al efecto producido por las
mutaciones puntuaies sobre éstas (~ 0,5 kcal/mol). Estas observaciones apoyan ia inter-
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pretacién general de que la unién especilica de ADN es el resultado de grandes valores absolu-
tos de factores energéticos favorables y desfavorables ¢, en forma anéloga a lo que ocurre en
una reaccién de plegamiento proteico 2. Por otro lado, se ha visto que los procesos bloquiml-
cos que requieren una alta capacidad de discriminacién de sustratos similares (seleccién de
aminoacyi-tRNAs por el ribosoma, de dNTPs por polimerasas, etc), utiiizan estrategias de
reconocimiento que involucran etapas separadas con altas barreras de activacion *. Esto
provee un mecanismo de “proolreading” cinético, donde las pequefias diferencias entre los sus-
tratos son leidas recursivamente en pasos sucesivos de reaccién, io cual da lugar a la ampiifi-
cacién de las pequeiias dilerencias energéticas enlre posibies suslratos (ya que al infiuir en
varias etapas se multiplican) y permite lograr una alta capacidad de discriminacién generai *.
Este tipo de mecanismos invoiucran ajustes inducidos (“induced-fit") en las macromoiécuias
reactantes que, para el caso E2¢c-ADN, podemos asignarios a las barreras energéticas que sep-
aran los intermediarios de la unién. Tomados en conjunto, estas observaciories sugieren que ia
interaccién protelna-ADN invoiucra camblos estructurales de plegamiento local acoplados al
proceso de unién, y que ésto esta Intimamente ligado ai proceso de reconocimiento secuencla-
especifico.

El conjunto de estados de transicién (TSE) que separa el complejo de encuentro del
siguiente intermediario es entrépicamente favorable (AS > 0) y entdipicamente desfavorable (AH
> 0). Estos cambios son asignables a un evento de desplegamiento local, que produciria un
aumento entrépico, junto con la redistribucién de unlones no-covaientes. En linea con esto ulti-
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 hidrégeno de C298 sobre el estado de
transicién. Esto sugiere que no solo el N-cap esta afectando el estado de piegamiento iocal,
sino que los camblos estdn asociados a muitiples residuos a lo largo de ia hélice de
reconocimiento. Proponemos entonces que ios cambios conformacionales que ocurren en esta
etapa son mayoritarios e Involucran movimientos locales adjudicables al desplegamiento parcial
de ia héiice 1. Andiisis estructurales de este Intermediario (por DC resuelto en el tiempo, dobie-
mezcla con unién de lluoréforos, etc) permitirdn evaluar esta hipétesis.

El segundo rearreglo conformacional descripto tiene contribuciones mayoritariamente
entalpicas (tabla 3.3, Fig 3.12), que atribuimos a la formacién de los contactos cercanos en la inter-
fase de unién. Para que estos contactos cercanos puedan tener lugar, las esferas de hidratacién de
las macromoléculas deben reestructurase y es justamente en ésta etapa donde se detecta la
expulsion de ANS de Ia Interfase de unién. Los residuos que méds afectan esta transicién son F303,
R300, K305, la carga positiva de K297, el cardcter hidrofébico de C298 y el anilio aromético de
Y301. Dado que no contamos con el andlisis termodindmico detallado del efecto de cada mutacidn,
no nos es posible distinguir en esta instancia si los efectos de las mutaciones sobre la velocidad se

deben a un cambio en el estado basali del reactante (el intermediario 2) o a un efecto sobre el con-
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RUTAS DE ASOCIACION PA&ALELAS.
EFECTOS MICRO Y MACROS‘F(SPICOS. .

junto de estados de transicidn que lo separan del estado final. 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 carécter hidrofébico de 2 de elios, apoyando la proposicién de que es durante esta

etapa donde se consolidan las interacciones de ‘lectura directa” de secuencia.

Los experimentos de asociacién-disociacion por dobie mezcla nos pemmitieron confir-
mar que [os evenlos cinéticos de primer orden son subsiguientes a la colisién Inicial, asignables
a los cambios conformacionales del complejo protelna:ADN recién discutidos, y que éstos se
suceden en forma secuencial. Pudimos también medir en forma directa la disociacién del "com-
plejo de encuentro” y, quizé lo més sorprendente, observar que a los 10ms de Iniciada la reac-
ciéri de unién es posible detectar la formacidn del “complejo final”. Esto constituye evidencia
directa de la presencia de dos rutas macroscépicas de unién paraleias: una que procede por
intermediarios con rearreglos lentos y otra de dos estados que permite la formacién de un
“‘complejo final” sin pasar por intermediarios definidos. Como la intensidad de la fluorescencia
puede no estar relacionada con ia concentracién de las especies, no nos es posible asignar
aqui qué porcentaje de la reaccién procede por cada camino cinético. Sin embargo, en todos
los ensayos de disociacién de “complejos finales” se obsevaron dos eventos de disociacién,
indicando que la reacclén E2¢c-ADN procede por dos rutas paralelas en ambos sentidos. El
hecho de que la disociacién de los “compiejos finales® formados a tiempos cortos de asociacién
(10ms) muestren la mismas ampliitudes relativas a lo largo de todo el tiempo de incubacién, es
indicativo de que las poblaciones de “complejos finales” estdn en rapido equilibrio. Esto sugiere
ademas que estos compisjos E2c-ADN estén estructuraimente relacionados, y que Intercam-
biarfan en configuraclones geométricas separadas por barreras de activaclén relativamente
pequeiias.

Uno de los anélisis estructurales que pueden efectuarse sobre los estados de transi-
cién es el liamado anélisis de valores de phi (®). Este tipo de andlisis fue iniciaimente plantea-
do como una herramienta para estudiar ios TSE de reacciones de plegamiento proteico y estdn
basados en una analogia con los valores-f de Bransted, cidsicos de la fisicoquimica orgénica
. Para evaluar estructuraimente el estado de transicién de una reaccién de plegamiento de
dos estados, se considera el efecto que una mutacién puntual causa sobre el TSE, respecto al

efecto que causa la misma mutacién al equiiibrio, definiéndose para cada reemplazo,

® = AAGH /AAG,q (para un esquema energético, ver Fig 5.1)
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Figura 6.1: Valores de ® de la unién E2c-ADN
especifico por la ruta de dos estados. Para cada
mutante se calculé el valor de phi segun el efecto
que la mutacién causa sobre la energfa libre del
TSE de dos estados, y el efecto que causa a la

unién al equilibrio: ® = s0G¥ /188G eq

Segun la interpretacién original, un valor de ® = 1 indica que el residuo realiza una
interaccion nativa en el TSE, mientras que ® = 0 indica que el residuo no forma esa interaccién
en el TSE *. Cuando se detectan valores de ® entre 0 y 1 se dice que la interaccién esté pre-
sente pero debilitada.

El caso de E2¢c-ADN presenta una ruta macroscopica de dos estados, y contamos
con las diferencias energéticas causadas por las mutaciones puntuales sobre la energia libre
de unién al equilibrio y los efectos que las mismas sustituciones causan sobre el TSE. Pudimos
calcular entonces los valores de @ para este camino de unién para 15 mutaciones puntuales
(Fig 6.1). Los valores obtenidos se extienden mucho mas all4 de los valores esperados, pudien-
do ser menores que 0 y mayores que 1, lo cual no tiene sentido fisico en la interpretacion clési-
ca de ®. Lo que podria ocurrir es que el marco tedrico desde donde se plantea este tipo de
andlisis (un paradigma de plegamiento proteico de dos estados) no sea valido para una aso-
ciacién proteina-ADN. Definir a 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 mds de un camino microscéplco y sl asi
fuera, el efecto que una mutacién puede causar sobre un TSE pueds compensarse por ia modi-
ficacién de otras interacciones en ei mismo estado de transicién, sin que sea posible diferenciar
las contribuciones individuales. Es decir, la modificacién de un residuo podria afectar las inter-
acciones de los otros residuos y no modificarse la velocidad de rearreglo. Esto es equivalente a
decir que, a diferencia de o que ocurre al equilibrio, los efectos causados por las mutaciones
puntuales sobre ios TSE no son independientes. La no-aditividad de ias dilerencias energéticas
medidas para cada mutante en ios TSE apoya indirectamente esta hipdtesis.

Una interpretacion altemativa de los valores de @ fue propuesta recientemente el
grupo de Ken Dill . En este trabajo se muestra con un modelo minimalista exacto que los val-
ores de ® mayores a 1 0 menores que 0 pueden deberse a la existencia de caminos
macroscdpicos paralelos de reaccién. Segun este modelo, las mutaciones influyen en ¢ por
afectar la poblacion reiativa de cada una de los caminos macroscépicos. Hemos presentado en
esta tesis, por métodos independientes, que la asociacién E2¢c-ADN procede efectivamente por
dos rutas macroscépcias paraleias. Ademéas, describimos que ias mutaciones puntuaies pueden
afectar el equilibrio entre pobiaciones conformaclonales de E2¢. Entonces, en este marco nos
es posibie asignar que los valores de ¢ observados se corresponden con el modslo planteado
inicialmente de caminos macroscépicos de unién paraleios. Si este esquema tedrico se aplica a
E2c-ADN, ios valores @ obtenidos sugieren que, ademas de proceder por rutas paraielas,
podrian existir cruzamientos entre los caminos de unién ”®. Un anéiisis detailado de ias rutas
cinéticas de asoclacién de las proleinas con dobles-sustituciones, conjuntamente con las asi-
gnaciones termodinédmicas de los TSE de las mismas, permitiré profundizar este aspecto del

mecanismo de reconocimiento E2c-ADN.
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ESTADOS CONFORMACIONALES DE Como mencionamos, una de las rutas de asociacién entre E2c y ADN puede ser

E2c ¥y UNION A ADN descripta como de dos estados. Dada la alta complejidad de Ia interaccidn, io extenso de la
interfase y ia existericia de una ruta de unién con intermediarios separados por barreras
energélicas altas, cabe preguntarse ;cémo es posibie que ia asociacién ocurra por una ruta
rdpida paraiela?

Estudios de asociacién entre macromolécuias, particularmente entre protelinas y ADN,
proponen que el reconocimiento especifico puede ser cinética y termodindmicamente més
favorabie sl las zonas de unién a ADN estén parciaimente desplegadas (son flexibles) y sulren
procesos de piegamiento asociados a la unién *'. Cuando la proteina y el ADN se ensarnblan

pueden hacerlo graduaimente, pagando el costo entrépico a medida que se gana energla libre

<

por ia interaccién y el plegamiento, es decir hay una correlacién estrecha entre ambos compo-
nentes energéticos. Esto resulta anédlogo al paradigma propuesto para los paisajes energéticos
(andscapes”) de reacciones de plegamiento proteico ® ®, y su reclente aplicacién a procesos
de interaccién y reconocimiento especifico entre macromoléculas - '*. Un proceso cooperativo
de unién-plegamiento de este tipo puede tener energlas de activacién muy bajas, donde el sol-
venle puede éxpelerse gradualmente de la interfase, /ubricando los movimientos necesarios
para la formacién de un complejo especifico *'. Por el contrario, si la zona de unién tiene una
estruclura consolidada, existe un fuerte componente entrépico desfavorable a la unién, donde
ademas se debe expulsar soivente para el anclado ("docking") especifico. Estos dos ultimos
efectos resultan en barreras energeticas altas, coincidiendo con lo descripto para el camino de
unién E2c-ADN que se sucede por dos intermediarios.

Ya hemos menclonado que existen evidenclas independientes de que la hélice 1 de
E2c no es una zona estructuralmente consolidada, y dadas las caracteristicas de ios caminos
cinéticos y ia existencia de dos poblaclones conformaclonales de E2¢, podriamos relacionar
estas observaciones asignando a cada una de ellas clertas diferencias estructurales. Ei con-
fémero que procede por una asociaclén de muiltiples estados es asignable al barril B-dimérico
con las a-hélices consolidadas, como las presentadas por las resoluciones estructurales de la
proteina libre, tanto en cristal como en soluclén. El otro estado conformacional, que se corre-
sponde con la ruta de asociaclén de dos estados, presentaria mayores fluctuaciones conforma-
cionales que el anterior, particularmente en las zonas de unién a ADN. Los intentos de enrique-
cer la poblacién de E2c en este Uitimo estado resuitaron en la formacién de agregados Insol-
ubles, algo no del todo sorprendente sl consideramos que serfa a una poblacién sin una estruc-
tura consolidada la que estamos tratando. Sin embargo hay evidenclas indirectas que podemos
considerar:

Si, como proponemos, existe una relacién entre los modos de unién presentados por
E2c al equilibrio y las poblaciones conformacionales mencionadas, es de esperar que la unién

de dos dimeros de E2c por sitio de ADN este mediada por el confémero mds flexible. Este pre-
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sentaria menos restricciones conformacionales y podria converger en una interaccién alternati-
va con el complejo 1:1 E2¢c-ADN, formando un complejo 2:1. Como se presenté en el capitulo
3, sélo una de las poblaciones conformacionales se une a un complejo 1:1, y resulta tener la
misma velocidad de asociacidn que el conférmero de la ruta de dos estados, reforzando la -
proposicion anterior. Una prediccién de esta hipétesis es que, si fuera posible desplazar las
poblaciones de confémeros de E2c al estado que presenta menores fluctuaciones (hélice con-
solidada), deberia observarse un solo evento de unién (un inico modo de unién) al mismo
oligonucledtido. De acuerdo con esto ultimo, en las condiciones de entorno en las cuales se
resolvid la estructura consolidada en solucién (pH 5.6), se observa un solo modo de unién a
ADN (Fig 2.1). Por otro lado, experimentos recientes realizados con una preparacién de E2c
para la cual no se detectan cambios de DC ante un tratamiento térmico suave (indicando que
no se desplaza la poblacién de conférmeros), presentan también un solo modo de unién al
equilibrio.

En la figura 6.2 se esquematiza un modelo integrado del mecanismo de interaccion E2¢c-ADN.

CE Int

ll

CA2

Figura 6.2: Modelo de interaccién E2c-ADN. Arriba: unién de estequiometrfa 1:1 E2c:ADN: E2c existe en dos poblaciones conformacionales que unen ADN por

rutas macroscépicas paralelas.. Las flechas diagonales representan posibles cruzamientos entre ambas rutas. CE: complejo de encuentro, Int: intermediario 2, CA

complejo activo. Abajo: unién de estequiometria 2:1
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MECANISMOS DE UNiGN A ADN DE
E2C EN UN MARCO BIOLOGICO

Todos los estudios presentados en esta tesis fusron reaiizados in vitro, en condi-
ciones minimas de entorno, condiciones naturaimente distantes de las que podrian encontrarse
en el entomo biolégico de E2¢, un nucleo ceiular. ¢ Invalida esto ias conclusiones biolégicas
que puedan derivarse del mecanismo de reconocimiento sitio-especifico presentado? Sin inten-
ciones de responder a esta pregunta, como tampoco de polemizar sobre un punto que excede
ios objetivos del presente trabajo y aicanza aspectos filoséficos profundos de la investigacién
cienlifica actual, sélo mencionaremos que, hasta donde conocemos, los sistemas biolégicos
son extremadamente robustos. Es decir, las observaciones generales que se realizan para un
sistema en una condicién experimental particular son plausibles de aplicarse en otras condi-
ciones, e incluso de extrapolarse entre sistemas, porque las caracter(sticas fundamentales de
los mismos se conservan. Si se realizan con cauteia y rigor cientifico, son éstas extrapolaciones
las que permiten una comprensién integrada y general de un fenémeno particuiar.

Tomemos por caso la interaccion especifica protelna-sitio de ADN. Ha sido amplia-
mente descripto que ia interaccién especifica es fuertemente dependiente de factores fisico-
quimicos del entorno, como la fuerza iénica o ia temperatura. Sin embargo, estos mismos fac-
tores afectan en grados comparabies la unién con ADN inespecifico. Como la unién bioldgica-
mente relevante depende de la relacién entre la unién especifica e inespecifica, la ocupancia
del silio operador resulta ser independiente de la temperatura y de la fuerza Iénica del entorno
celular *. En algunos casos, inciuso los valores absolutos de las constantes de afinidad medi-
das in vitro resuitan estar en los rangos estimados como fisiolégicamente relevantes, io cual
implica que ia interaccién bioquimica también es robusta *’. Bas&ndonos en lo descripto a lo
largo de toda este tesis, arriesgaremos dos breves hipdtesis funcionales sobre el posible
mecanismo de interaccién E2¢c-ADN in vivo.

Hemos descripto que E2c puede presentarse en mas de una poblacién conforma-
cional, que presentan notables diferencias en cuanto a sus caracteristicas de unién de ADN.
Como para muchos otros factores de transcripcldn, empezando por el prototipico LacR, la ocur-
rencia de estados conformacionales puede corresponder a la existencla de un “switch” de regu-
lacién de la aclividad proteica. Describimos aqul que la temperatura, el pH o las mutaclones
puntuales pueden alterar el equilibrio de las poblaciones de E2¢c, pero es poco probable que
estos factores sean responsables de la regulacién de la actividad /n vivo. Resulta bioldgica-
mente mds atractivo suponer que esta fiuctuacién conformacional sea regulada por otros even-
tos, muy probablemente medlados por la Interacclén de E2¢ con otras proteinas. Se ha descrip-
to que una amplia variedad proteica interactia con E2c /n vivo y que ésto regula a su vez la
actividad biol6gica de E2¢ (capitulo 1). Algunas de éstas protelnas son candidatos naturales de
operar sobre el “switch” bioquimico de E2¢ que, proponemos, puede estar basado en el bisagra
conformacional propuesta sobre la hélice 1. Por otro lado, serfa muy interesante evaluar el
efecto fisioidgico de la virtual anulacién del “switch”, causado por las mutaciones en el N-cap de
la héiice 1, que despiazan el equilibrio de la poblacién de conférmeros hacia un estado mayorl-
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Figura 6.3: Modelo informético de discrimi-
nacién de sitios de ADN. E2c se encuentra en
dos conformaciones, una de las cuales une ADN y
forma el complejo de encuentro (CE). La formacién
del complejo activo (CA) esta mediada por dos
“checkpoints” de reconocimiento deisecuencia‘ La

disociacién de CA procede por una ruta paralela.

tario. Estas mutantes podrian presentar diferencias en las diferentes actividades biolégicas de
E2c (represién/activacién de la transcripcion, iniciacion de la replicacion, segregacion episomal,
etc), que podrian brindar indicios sobre la funcionalidad de estos cambios conformacionales in
vivo.

Finalmente, una Ultima extrapolacién del mecanismo cinético de reconocimiento sitio-
especifico. En primera instancia, vamos a suponer que el mecanismo de unién por dos rutas
macroscépicas paralelas se conserva in 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
asociacién y la otra a la disociacién de E2¢c del sitio especifico. Basados en analogias simples
con modelos de reconocimiento mediados por “proofreading” cinético, es de esperar que la ruta
de asociacién corresponda al camino macroscopico con intermediarios y la de disociacién al de
dos estados. En este caso, las altas barreras energéticas que separan los intermediarios de
unién pueden ser planteadas como “checkpoints” del proceso de reconocimiento. Esto nos per-

mite proponer un esquema informético *° del reconocimiento sitio especifico (Fig 6.3).
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La unién se inicia desde la proteina libre en la poblacién conformacional de la estructura con-
solidada. La proteina se une a ADN de manera Inespecifica y difunde en forma urnidimensional,
con una procesividad que podemos estimar en ai menos el tamafio del genoma de HPV (8
Kpb). Dependiendo de las afinidades relativas por las diferentes secuencias, E2c pasaré mas
tiempo en unas regiones que en otras, pero sélo algunos de los sitios visitados permitirdn que
se transpase la primer barrera de alla energla. Para pasar este “checkpolint®, el sitio de ADN
debe permitir un rearregio conlormacional en E2c que presumiblemente esta asociado a un
cambio conformacional de ia hélice-1. Formado el siguiente intermediario de reaccién, existe
ofra alla barrera energética a superar que Invoiucra ia expulsién de soivente de la Interfase y el
contacto directo de los motivos especificos de secuencia. Si alguna de éstas barreras no es
superada en un tiempo Ilimite (centrado en la vida media de los Intermediarios), el proceso de
unién es interrumpido por el desvio hacia la ruta de disociacién. Esta bifurcacién puede corre-
sponderse con la sugerencia, desprendida de los valores de ®, de que los caminos
macroscépicos paralelos pueden cruzarse. En cambio, sila secuencia de ADN permite superar
ambos “checkpoints”, se da lugar a la formacién de un complejo consolidado que presenta un
alta estabilidad y alta vida media: el complejo activo en el sitlo especifico. El ciclo se cierra
cuando E2c se despega dei sitio de unidn, cosa que serfa mas favorable se realice por la ruta
macroscoépica que caracterizamos como de “dos estados”. Segun los correlatos estructurales
planteados, para despegar a E2c del sitio especifico serla suficlente con flexibilizar la hélice de
reconocimiento para que se inicle la ruta de disociacién. Esto bien puede estar moduiado por el
contacto de E2¢ y otras protelnas, particularmente en la zona del N-cap de la hélice 1. En
relacién con esto Ullimo se ha reportado que E2 de HPV16 es activamente desplazada del sitlo
de unién por ia proteina E1 **, con la cual se han reportado también interacciones mediadas
por dominio C-terminal (E2c) ™. Si bien este modelo general resuita hoy altamente especulati-
vo, las predicciones que se desprenden son emplricamente contrastables y resultan ser biolégl-
camente relevantes a muchos sistemas de interaccién proteina-ADN.

Todo io discutido durante este trabajo podria converger en la Idea central de que las inter-
acciones proteina-ADN incluyen una amplia variedad de procesos bioquimicos acoplados.
Conliamos en que una interpretacién biofisica de éstos fenémenos puede contribuir significativa-
mente a la comprension de los mecanismos moleculares que subyacen el universo blolégico cotidi-
ano. Utilizando un sistema relativamente simple, pudimos empezar a responder preguntas energéti-
cas y mecanisticas bdsicas, que resuitan de dificil aproximacion en modelos més complicados.
Esperamos con esto contribuir a que en el futuro cercano contermnos con nuevas herramientas tedric-
as y experimentales que permitan abordar en profundidad los mecanismos moleculares de una reac-

cién bioldgica tan relevante como o es el reconocimiento sitio-especifico de una secuencia de ADN.
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MATERIALES Y METODOS

“Lejos de ser ios Rimbaud dei microscopio que un publico sentimental gusta imaginarse, los
investigadores en biologia molecular no son més que técnicos honrados, carentes de genio,

que leen “Le Nouvelle Observateur” y suefian con irse de vacaclones a Groenlandia”

Michelle Houllebeq



REACTIVOS GENERALES

¢

OLIGONUCLEOTIDOS SINTETICOS

MATERIALES Y METODOS

Todos los ractivos utilizados para ias mediciones espectroscépicas fueron del més
alto grado de pureza disponible. Tampén BisTris, Urea, Cloruro de Guanidina, Cloruro de Sodio,
Sales de Fosfato y DTT fueron adquiridos comercialmente de ICN (Costa Mesa, CA, EEUV).
Isotiocianalo de Fluorescelna, ANS y Bis-ANS de Molecular Probes (Eugene, OR, EEUV). Las
enzimas de restriccion, ligasa, y polinucleétido quinasa son de New England Biolabs (Beverly,
MA, EEUV), y la Pfu DNA polimerasa de Stratagene (LaJolia, CA, EEUU). Los demés reactivos
de Sigma-Aidrich (St. Louis, MO, EEUU).

Los oligonucledtidos de simple cadena fueron adquiridos comercialmente de IDT
(Coralviile, IA, EEUU). Cuando se indica FITC (o FI) un motivo de isotiocianato de fluoreceina
fue introducido durante la sintesis en el extremo 5' del oligo mediante un conector de 6 car-
bonos. Luego de Ia sintesis, los oligonucleétidos fueron purlficados por geles de poliacriiamida.

Lbs oligonucleétidos de dobie cadena utilizados fueron preparados mezclando canti-
dades equimolares de las cadenas complementarias, entre 10 y 30 pM para ios oligonucledti-
dos modilicados con FITC, 100pM para los no-modificados. La concentracién de los oligonucle-
étidos se determino espectrofotométricamente. Las reacciones de apareamiento de hebras se
realizaron en 10mM BisTris-HC! pH7.0, 20mM NaCl, incubados por 5 min a 95°C y enfriados
ientamente hasta 25°C durante 16 horas. Este procedimiento rinde oligonuciedtidos de doble
cadena sin canlidades detectables de simple cadena, a Juzgar por corridas en geles nativos de

poliacrilamida (no mostrado).
las secuencias de los oligonucieétidos utilizados son:

s35 A: 5'- GTA ACCG AAAT CGGT TGA - 3'
s35 B: 5'-TCAACCG ATTT CGGT TAC - 3'
sBPV: 5" - CCG ACCG ACGT CGGT CGG - 3'
EBNA: §' - GGG TAG CAT ATG CTACCC - ¥
iset A: 5'- ACATGG ACC TGT CAAGTA -3
iset B: 5'- TAC TTG ACAGGT CCATGT - ¥

(subrrayado, la secuencia consenso de E2)
Los demés oligonucleétidos sintéticos, utiilzados para las construcclones plasmidicas

y las mutantes sitlodirigidas, fueron adquiridos a la misma empresa. Para estos, no se encargd

purificacién alguna més allé de la estdndar.
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EXPRESION RECOMBINANTE Y
PURIFICACION DE E2¢C

HPV16-E2c (hE2c)

La expresion y purificacién de hE2c se ilevé a cabo segun el protocoio descripto por
Mok et. al. ™. No tan brevemente: bacterias Escherichla coli BL21 (DE3) portando el pldsmido
pTZ18u:E2¢ fueron inocuiadas (ai 2% con un cultivo saturado) en erlenmeyers conteniendo
600mi de medio 2TY (16 g peptona, 10g extracto de levadura, 5g NaCl fitro) a 37°C con 100
pg/ml de ampicilina. Cuando el cullivo aicanza la fase exponencial (DOggg = 0,5) se agregéd
IPTG hasta 0,4 mM y se Incubd por 16 hs a 37°C, con agitacién orbital a 300 RPM. Las bacte-
rias se cosecharon por centrifugacién a 2000g, por 30 min, y se resuspendieron en 0,1 vol de
buffer de lisis (100 mM Tris-HCI pH 6.8, 0,6M NaCl, imM EDTA, 10mM 2-mercaptoetanol). La
suspension fue sonicada dos veces a 0°C, y centrifugada a 3000g por 20 min. Al sobrenadante,
que conliene la fraccién soluble de hE2c, se le agregé sullato de amonio al 60% de saturacién
(361 gN) y se incubd a 4°C con agitacién por 16hs. El precipitado se colecté por centrifugacion
a 12000g por 15 min, y se resuspendié en buffer A (100mM Tris-HCI pH 6.8, 0,6M NaCl, 2mM
2-mercaptoetanol). La fraccién soiubie se sembré en una columna de heparina (BioSepra,
Villeneuve la Garenne, Francia) previamente equilibrada en 50mM Tris-HCi pH 8.0, 0,6M NaCl,
2mM 2-mercaptoetanoi. La columna fué lavada con al menos 5 vol dei mismo buffer y eluida
con un gradiente idnico lineal hasta 2M NaCl. Las fracciones conteniendo hE2c >85% pura
(entre 0,9 y 1,1 M NaCl) fueron juntadas y dializadas contra 2 cambios de 50 vol de buffer F
(10mM Acetato de Sodio pH 5,6, 0,2 M NaCl, imM DTT) y concentradas por ultrafiltacién en
Centriprep-3 (Amicon, Bedford, MA, EEUU). La fraccién soluble fué filtrada por un tamiz molec-
ular Superdex75 (Pharmacia Blotech, Uppsala, Suecia), donde hE2¢ eluye como un unico plco
de 18-20 KDa. E! procedimiento detaliado rinde alrededor de 40 mg de hE2¢ >97% pura por
litro de cultivo Iniclal. La proteina purificada fue guardada a -70°C luego de congelarla réplda-

mente con Ny liquido.

Comentarlo acerca de la actlvidad de unidn a ADN de hE2c

El hecho que la proteina eluya con alta fuerza i6nica de ia columna de heparina sug-
iere que la actividad de unién a ADN es aita. Asimismo, hay numerosas evidenclas de que el
procedimiento descripto rinde hE2c dimérica, plegada, con alta actividad de unién, como la uti-
lizada en ensayos cristalogréficos. De todas formas realizamos un ensayo para estimar ia
actividad de unién a ADN, en donde incubamos la preparacién de hE2c a 10ug/ml con un exce-
so 2 veces molar de un oligonucleétido doble cadena s35, modificado en 5' con blotina. Los
complejos formados fueron incubados con “bolitas® magnéticas de estreptavidina (Promega,
Madison, Wi, EEUV) y luego removidos de la solucién utilizando un imén. La concentracién de
proteina en el sobreriadante fue igual a la de un control en el cuai no se agregé hE2¢, Iindican-

do que la preparacién de proteina es >97% activa en tanto a unién de ADN especifico.
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BPV1-E2¢ (bE2c)

La expresién de bE2c se llevé a cabo en forma recombinante utilizando bacterias
Escherichia Coli JM109 portando el plasmido pTZE2kz . Las células se crecieron en medio
2TY, 100ug/ml ampiciiina, a 37°C hasta DOgqq = 0,5. Se agregé IPTG a 0,4mM y se infectaron
con el fago M13/T7 (Invitrogen, SanDiego, CA, EEUVU) a una multiplicidad de infeccién de 5. Se
incubaron por 16hs a 37°C, se colectaron por centrifugacién, se resuspendieron en buffer de
lisis y se sonicaron 2 veces a 0°C. Los cuerpos de inclusién se colectaron centrifugando a
15000g por 20 min, se lavaron con 8M urea, y se disolvieron en 500mM Tris-HCI pH6.8, 10mM
DTT y 6M GuHCI. El replegado se reaiizé dializando contra 100 vol de 50mM Tris-HCi pH=6.8,
0,15M NaCl y 2 mM 2-mercaptoetanol. La fraccién soluble se sembré en una columna de

£

Heparina y se continuo ia purificacién como se describié para hE2c, pasado la muestra por un

tamiz molecular. El procedimiento rinde alrededor de 2 mg/l de bE2¢c 98% pura.

Conjunto de mutantes sitiodirigidas de hE2¢

Todas las mutantes descriptas se expresaron en forma soluble en E. coli BL21 (DE3)
y se purilicaron siguiendo el procedimiento descripto para la proteina salvaje, con algunas
excepciones, a saber: la fuerza iénica del buffer A se redujo a 0,2M NaCl y se eluyé con un gra-
diente lineal desde 0,2 a 2M NaCl. Los rendimientos totales de proteina variaron de 1 a 40
mg/, y en todos ios casos la pureza obtenida, estimada por corridas en PAGE es mayor al

98%.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Cuando se trata de extractos o protelnas Impuras, se utiiizé el método de Bradford 2.
DE PROTEINA Para todas las protelnas purificadas utilizadas se determiné su conceritracién espec-

trofotométricamente ulilizando el coeficiente de absorcién calculado segun **:
Aggo (MM, cm™) = 5,5 #W + 1,49 #Y
donde #W y #Y son el numero de residuos de Trp y Tyr, respectivamente.

El método fue validado con la proteina hE2c salvaje midiendo la concentracién por el
método de Bradford.
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CONSTRUCCION DE LAS MUTANTES
SITIODIRIGIDAS

<~

ENSAYO DE RETARDO DE LA MOVILI-
DAD ELECTROFORETICA

Las mutaciones siliodirigidas se realizaron utilizando el método de PCR inversa *¢. El
mismo consiste en utilizar oligonucleétidos sintéticos, que incluyan la mutacién deseada, y
amplilicar todo el plasmido por PCR. Como las mutaciones disefiadas estan préximas en la
secuencia nucleotfdica, se disefiaron juegos de cebadores conteniendo las mutaciones, tal que
apareen en una misma hebra. Estos se ulilizaron en combinacién con un anico cebador salvaje,
que aparea en la complementaria del pldsmido pTZ18u:E2c¢ utilizado como molde.

Previamente a la PCR, los cebadores fueron fosforilados en 5’ utilizando polinucleéti-
do quinasa y ATP, segun los instructivos del fabricante. Para la sintesis de ADN se utilizé Pfu
polimersa, dado que esta presenta alta fidelidad y no se detecta actividad de transferasa termi-
nal, tipica de la polimerasa Taq. La PCR se realizé por 25 ciclos rindiendo, en general, un
unico producto de alrededor de 3,5 Kpb. El molde de reaccién fue degradado selectivamente
utilizando la enzima de restriccién Dpnl. Esta enzima corta solamente sitios GATC metilados,
por tanto no degrada el producto de amplificacién. La ligacién de los extremos romos del plds-
mido se realizé utilizando la ligasa del fago T4 por 16hs entre 16°C y 25°C.

Las mezclas de ligacién se utilizaron para transfomar E. coli DH5a, utilizando el méto-
do de shock témmico en cloruro de calcio *. Se repicaron entre 6 y 10 colonias al azar y se
realizaron cultivos de 2ml en medio LB. De éstos se preparé ADN plasmidico segun el protocolo
de lisis alcalina * y se secuenciaron entre 400 y 700 pb, utilizando equipos de secuenciacién
automdtica ALF (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Se tuvo especial cuidado en obtener la
secuencia de todo el marco de lectura de E2¢, y se descartaron los clones que contenian muta-
ciones més alla de las buscadas. Segun las secuencias analizadas, me permito estimar que

alrededor de 1/7 de los clones obtenidos de cada reaccién contienen sélo la mutacién diseiiada.

El ensayo de EMSA o "gel shift” se llevé a cabo en condiciones de baja fuerza Iénica
2, Las mezclas de reaccién fueron incubadas en las condiciones estdndar de unién, por 30 min
a 25°C en un volumen final de 10 pl. Las mezclas se sembraron en un gel de pollacrilamida al
6% conteniendo 2,5% de glicerol, 25mM Tris-HC! pH 8.3, 190mM Glicina, 1mM DTT. El gel se
corrid refrigerado a 4 V/cm durante 2 horas. Las bandas de fluoreceina se detectaron por tran-
siluminacidn UV. Después de la visualizacién y la documentacién, el gel fué fijado y tedido con

Ag, a fin de revelar las bandas proteicas.
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DICROISMO CIRCULAR

¢~

ENSAYOS DE UNION A ADN EN SOLUCION
EQuiLIBRIO

Los espectros de dicrofsmo circular fueron registrados en un espectropolarimetro
Jasco J-810 (Nikota, Japén). Entre cinco y diez espectros fueron promediados para cada mues-
tra. Cuando no se indica lo contrario, 1a temperatura se mantuvo constante a 25 + 0.1 °C con
un controlador peltier. Para los espectros de proteinas en la regién de UV lejano, se calculd la

elipticidad media por residuo segun:

MRW = mdeg / 10 * L * [M] * (#p)

donde mdeg es la sefial medida, L el paso de luz (en cm}), [M] la concentracidn de la muestra
(en molar), #p el nimero de enlaces peptidicos de la protefna en cuestién. Como para E2c con-
sideramos que trabajamos siempre con el dimero, todas las concentraciones se expresan de
dimeros, asl como la cantidad de enlaces peptidicos.

Los espectros de CD de ADN se registraron entre 320 y 250 nm. La contribucién de
las protelnas se sustrajo directamente a partir de espectros de la proteina sola. Es de esperar
que la contribucién de E2¢ en esta zona del espectro no camble significativamente, por lo que
asumimos que evaluamos solo los cambios dicrolcos 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 unién a ADN se realizaron con un espectrofluorimetro Aminco
Bowman Series 2, arreglado en geometria “L” (Spectronic Co. Rochester, NY, EEUU). Cuando
el fluoréforo fué FITC, se excilé a 490 nm y se colecté la emlislén a 520nm, con 4 nm ancho de
banda, a menos que se indique lo contrario. Cuando la concentracién de fluorescelna fué
menor que 20nM, se colectd la fluorescencia tota! utilizando un filtro de corte bajo 520nm
(Schott, Mainz, Alemania).

Todas las titulaciones se llevaron a cabo agregando pequedias cantidades del ligando
variable (entre 2 y 20 pl) a una cubeta contenlendo el ligando fijo. Se homogeneizé la solucién
con pipeta automatica, succionando y desplazando al menos medio volumen total, 5 veces. Se
dej6 luego equilibrar la muestra por dos minutos y se tomé la medicién correspondiente. En
ningun caso la dilucién del ligando fijo superd el 15% del volumen total. Los datos de intensidad

de fluorecencia se corrigieron linealmente segun la dilucién.
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CINETICA

o~

Las colecciones anisotrépicas se realizaron utilizando polarizadores lineales y
colectando las intensidades verticales y horizontales a las mismas longitudes de onda antes
mencionadas. Se promediaron al menos 5 mediciones a 0° y 90° y se calculé la anisotropia (r)

segun

r= (v - G*'Ivh) / (v + 2G*Ivh)

donde | es la intensidad de fluorescencia, los sufijos V y H refieren a Vertical y Horizontal,

primero excitacion y luego emision, y el factor de correccién G esta definido como:

G =lhv/lhh

Dado el pequeiio cambio de rendimiento cudntico del motivo FITC asociado a la unién de ADN,
no fue necesario realizar correcclones de intensidad sobre los valores anlsotréplcos *2,

Las condiciones estandar del ensayo fueron fijadas a: 26mM BisTris-HCI pH 7.0, 200
mM NaCl y 1mM DTT. En todos los casos la temperatura se mantuvo constante a 25 + 0.1 °C
utilizando un bafio térmico acoplado al fluorimetro.

El curso cinético de las reacciones se midlé utilizando un aparato de flujo detenido
(stopped-flow) Applied Photophysics SX18.MV (Leatherhead, Reino Unido). Para este equipo el
tiempo muerto de reacclén es de 2ms y permite la coleccidon de 1000 puntos en intervalos de
tiempo varlables entre 0-20ms hasta 0-1000 sec. Todas las concentraclones reportadas corre-
sponden a aquellas resultantes de la mezcla de volimenes Iguales de ambas Jeringas. Las
reacciones fueron monitoreadas sigulendo la fluorescencla de FITC o de Trp, excitando a 490
nm o 280 nm, respectivamente. La emislon se colecté a 90° con filtros de corte bajo de 515 0
320nm (Schott, Mainz, Alemanla). Cada mediclén reportada comresponde al promedio de entre
cinco y diez colecciones de 1000 puntos cada una. Los datos se ajustaron a las ecuaciones
exponenciales descriptas més abajo por minimizacién no-lineal de cuadrados, utilizando el soft-
ware provisto por el fabricante. En todos los casos la temperatura se mantuvo constante a 25
0.1 °C utilizando un bafio térmico, a menos que se indique lo contrario.

Los experimentos de asoclacién - disociacién por doble-mezcla se realizaron mez-
clando 0,5 y 0,5 volumenes de proteina y FI-ADN. La coleccién de datos se inici6 luego del
“tiempo de incubacién®, cuando se mezcla la muestra con un volumen més de ADN sin marca
fluorescente. El tiempo preciso transcurrido entre ambas mezclas se recupera por medicién
directa de cada disparo, a travds de sensores dispuestos en el aparato a tal fin.
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MuTANTES HE2C La medicién de la interaccién con ADN de cada una de las mutantes de E2¢ descrip-
tas se realizé siguiendo el mismo procedimiento descripto para la protelna salvaje. A fin de
homogeneizar las preparaciones y los ensayos, cada protelna fue descongelada, redializada
por una noche, clarificada por centrifugacion y re-cuantificada el dla anterior a reallzar las
mediciones de Interacclén con ADN. Se reallzaron entre 3 y 5 Isotermas a diferentes concentra-
ciones de fijas de ADN. Durante los dias en los cuales se reallzaron las mediciones, las mues-
tras fueron mantenidas a 0°C. Como control Intemo, se siguieron los mismos procedimientos

con la protefna salvaje, arrojando en todos los casos mediclones energéticas consistentes.

¢
MODELOS MATEMATICOS UTILIZA- Las isotermas de unién proteina:ADN medidas al equilibrio fueron ajustadas a un
DOS Y AJUSTES A LOS MISMOS modelo de interaccion:

EqQuiuBriO
P+D<—>PD

donde P es [proteina), y D [ADN], y la concentracién total de ambas es

Pt=P +PD

Dt=D + PD

la constante de disoclacién (Kp) se define como

Kp=(P][D]/(PD]

de lo cual se deduce que la concentraclén de complejo [PD] para cada punto serd:

[PD] = 0,5 (IDJ+{P}+KD) - [(DIHPI+KD)? - (4 [D}P])] O (ecuacion 7.1)

asi, sabiendo la concetracién total [Pt] y [Dt] en cada punto, y dado que la sefial fluorescente

medida es lineal con la concentracién de (PD), del ajuste de una isoterma a la ecuacion

descripta se obtiene en valor de Kp.
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CINETICA

En algunos casos las isotermas mostraron desviaclones lineales en la sefial fluores-
cente més alla de la sefial reportada por la unidn. En esos casos, se sumé un término lineal al

ajuste: (+) m1 * [P).

La calldad del ajuste se midié por la desviacién de las diferencias de cuadrados y por

desvio aleatorio de residuales.

Las curvas de asociacién/disociacién cinéticas se ajustaron a modelos de decaimien-

to exponenclal de la forma:
Ft) =A°exp (kt) +C
donde F(t) es la fluorescencia al tiempo t, A la amplitud total del cambio, C la fluorescencia a t =

=, y kla constante cinética de reaccién. Cuando una sola exponenclal no fué suflclente para un

buen ajuste a los datos, se sumaron términos exponenclales de la misma forma:

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 reaccion respectivas.
En ningun caso se utilizaron més de 3 exponenclales en un mismo ajuste. Para el ajuste de los
datos se utilizé un algoritmo de aproximacién por cuadrados minimos no lineales, provisto por
el fabricante del equipo.

Las curvas de pseudoprimer orden responden a la forma:

kobs = kon * [X) + Kogt

donde ks ©S la constante observada, kg, la constante de asoclacién de segundo orden, [X] la

concentracién de ligando varlable, y ko la constante de disociacién.
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PARAMETROS TERMODINAMICOS

[P

De Ia dependencia de las kyps con la temperatura se calcularon los parametros ter-
modindmicos de activacién asociados a los conjuntos de estados de transicién (TSE), segun lo
descripto por Jackson y Fersht . En todos los casos se realizaron graficos de Eyring (In kobs /
T vs. 1/T) y se ajustaron por cuadrados minimos no lineales a las siguientes ecuaciones:
en caso de dependencla lineal:

In (kope/T = In kp/h + ASER - AHER * 117 (ecuacién 7.2)

donde T es temperatura, kp la constante de Boltzmann, h la constante de Planck, R la con-

stante de los gases, AHt la entalpia de activacién y ASt la entropia de activacion. Estos dos

ultimos estan relaclonados a la energla libre de activacién segun:
aG¥ = art - st

Cuando se detectaron desviaciones de la linearidad de un gréfico de Eyring, se siguié el andli-

sis presentado por Chen y Matthews * ajustando los datos a:

In (kops/T) = A + B (Tg/T) + C In (Te/T) (ecuacldn 7.3)
A= (-aCp¥ + ASFTR - In (k)
B = (acpt - asH(TR - aGt TR T
c=-acot/R

donde T es la temperatura de referencla (298,14 °K), y ACp‘t la capacldad calorifica de acti-
vacién, definida como:

acot = aart /a1
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SOFTWARE

o~

Todos las gréficas de puntos y los ajustes a los datos se realizaron con el programa
KaleidaGraph (Albeck Software). Las representaciones estructurales de proteinas y ADN se
realizaron con el programa SwissPDBViewer *', segun las coordenadas depositadas en el
ProteinDataBank **. Para los cdlculos de superficles se utilizé el programa SurfaceRacer %2,
utilizando como sonda una esfera de 1.4 A de radlo.

Todos los programas utillzados se ejecutaron ert una computadora Apple Macintosh

G3 corriendo a 500 Mhz sobre el sistema operativo MacOSX , &.
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