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Resumen

“E2, regulador de transcripcién y replicacion del papilomavirus humano: interaccion

con ADN, dinamica conformacional y divergencia evolutiva”

Més de 50 tipos de papilomavirus humano® V) infectan epitelio mucoso causando una variediad
lesiones benignas y malignas. El dominide@ninal de la proteina E2 de HPV (E2C) discrimémé&re cuatro sitios
de ADN altamente similares regulando el ciclo d#auilel virus via la activacion de deplicacién y la activacién
ylo represion de la transcripcion. Con el fin dddr de entender la naturaleza de la interaccitne &2C y ADN,
realizamos un andlisis detallado del complejoastiido herramientas bioinforméticas y el conteniglinfbrmacion
en las secuencias proteicas y nucleotidicas y os#échicas biofisicas, proteinas E2C recombinaptegtios
sintéticos de ADN especificos y +4especificos. Antes de estudiar el rol de la intéec E2GADN, nos
focalizamos en el proceso de polii@acion nefuncional de E2C dado que su desarrollo es repdnudr la
presencia de ADN especifico. Inducida por tempesatla polimerizacion de E2C se desencadena mediant
formacion de un nucleo estructurado y finaliza enpaisaje morfoldgico de igbmeros solubles con propiedades
amiloideas. El estudio computacional de la inteac&€2ADN de todos los tipos de HPV mucosos indica gse la
proteinas E2 de distintos tipos poseen propieddéediscriminacion de ADN similares. Las diferences la
interaccion E2ADN se encuentran principalmente en la secuencialdé especifico, en acuerdo con el analisis de
la uniébn de E2C a diferentes sitios mediante tifiolaes isotérmicas de calorimetria. Basado solament la
secuencia de ADN, logramos predeatiiierencias en la energia de unién las cualegdenaron en seis grupos de
afinidades discretas. Ciertas jerarquias de afileslacomo también distancias entre sitios y preaeeisitios de
metilacion se encontraron estadisticamente ascgiedo tipe de HPV propensos a ser malignos. Estudiamos la
estabilidad y la propiedad de discriminacion deusacia de cinco proteinas E2C homdlogas de idehtitta
secuencia proteica en el rango 44% al 77%. La dest@acion al equilibrio y la cinética de despado en cloruro
de guanidinio mostr6 que todos los dominios sonddimeros estables que se desnaturalizan via umisetade
dos estados. Medimos la unién a distintos sitioAD& y confirmamos que el mecanismo de unién pada$ los
complejos es el ismo en base a una genuina compensacion entrepiédpica. Nuestros resultados muestran que
la inusual estructura de barbeta de E2C puede acomodarse a numerosas mutacienésniendo las propiedades
cruciales de conformacion y funcion. Pero la un@moperativa a sitios adyacentes de ADN mostro lgee
componentes entalpicantrépicos de la reaccion como la deformacion deNApuede divergir entre distintas
homélogas en acuerdo con un fuerte acoplamiente émtdinamica global de la proteina yretonocimiento del
ADN.

Palabras clave: papilomavirus humano, Proteinaeg@lador maestro, Interacciones protedizN, Biofisica.



Resumen en inglés

“E2, transcription and replication regulator of human papillomavirus: protein-DNA

interaction, conformational dynamics and evolutionary divergence”

More than 50 Human papillomavirus (HPV) types imfewicosal epithelia causing a variety of benign and
malign lesionsThe Gterminal domain oHPV E2 protein (E2C) discriminates between four higsilpilar cogate
DNA sites in order to regulatthe virus life cycle by activatingeplication and repressing and/or activating
transcription.In order to try to understand the nature of therettion between E2C and DNA, we performed a
detailed analysis of the come using bioinformatics tools and the informatioontent on DNA sequences and
using biophysical techniques and recombinant emgétand homologous E2C proteins and synthesizedifi&p
and nonspecific DNA sites. Before studying the mfléghe E2CDNA interaction, we focused on the nonfunctional
polymerization process of E2C as its developmen¢jigsessed by the presence of DNA binding sitegigéred by
heat, the polymerization of E2C starts by formatafna stable and structured nucleus and endsnirorganized
morphology landscape of soluble amyldike oligomers. The computational study of the [BRA interaction of all
mucosal HPV types, indicates that E2 proteins Isdwdlar DNA discrimination properties. DifferencesE2-DNA
interaction amondiPV types lie mostly in the target DNA sequeniceagreement with the analysis of binding of
E2C to different sites using isothermal titratioalarimetry. Based on DNA sequences only, we could predict
differences in binding energies which clustered inix discrete affinity hierarchies. Finally, certadlistances
between sites, affinity hierarchies and their euahthanges upon methylation, are statisticallyoeissed with
high-risk types. We studied the stability and DNA disgriation properties ofive homologous E2C proteins with
sequence identities ranging from 45% to 77%. Bouilim denaturation and unfolding kinetics in guamigm
chloride showed that all five domains are very lgtdlomodimers that unfold via a tvapate mechanism. We used
isothermal titration calorimetry to follow bindingf ahe five proteins to three different DNA siteserine
enthalpyentropy compensation confirms that the binding rae@m is the same for all complexes. The five
domains have nearly identical capacities DNA sequence discrimination despite the higlyrde of sequence
divergence. Our results show that the unusual E2@Harrel can accommodate many mutations while retgiits
crucial conformational and functional propertiesit Booperative bindingottandem DNA E2 site showed that the
enthalpieentropic components of the reaction and DNA defdionacan diverge in agreement with a strong

coupling between global dynamics and DNA recognitio

Keywords: Human papillomavirus, E2 master RegulBtmtein,ProteirDNA Interactions, Biophysics.






Agradecimientos

A Gonzalo por la confianza y la fuerza que me dio a lo largo de estos afios de tesis doctoral en su
laboratorio. Por haber sido un ejemplo de empuje y positivismo, por su inagotable creatividad y

grandeza.

Al financiamiento del CONICET y de la Universidad de Buenos Aires. A la casa de estudios
Fundacion Instituto Leloir. A las entidades que costearon cursos y congresos, AMSUD-Pasteur,

SBBq y SAB. A la comunidad cientifica en general que fomenta el acceso gratuito de la informacion.

A Nacho, mi gurt cientifico y amigo personal, por compartir lucidez, pasion y criterio, por hacer

mas divertidos los dias en el laboratorio.

A los pipeteros (carajo) del laboratorio, por estar cerca en el aliento de todos los dias y mostrarme las
multiples caras de este oficio. A Marce, Kari, Santi, Clarita, Leo, Nacho, Mari-sol-kena-angeles,
Maria-Laura-Marta-Gaby, Angel, Gabi, Fer, Esteban, Cris, Lucfa, Sebas, Pauli, Dieg, Juan, Eleo, Dia,
Ale, Ricky y a las secretarias Lili y Agus.

A mantenimiento, administrativos, limpieza, droguero, técnicos, becarios, investigadores de la FIL.
A todos los que compartieron conmigo sonrisas, miradas, emociones, ideas, rumores y enigmas en
los pasillos, mesadas, ascensores, subsuelo, bafos, droguero, cursos, veredas, biblioteca, terraza y

parque, me incitaron a regresar cotidianamente al trabajo y con ganas.

A los que leyeron, corrigieron, sugirieron muy amablemente este manuscrito, Angel, Lucia, Nacho,

Leo y a mi amor Marian.

A la muchachada de desagradecidos, por hacerme sentir comodo y con muchos hermanos.
A mi familia, los Dellarole, hermosa Nena y profe Ale y a los Hughes, tios y primos.

A mis hermanos de sangre Maxi, Kity y Nico, por su respaldo incondicional.

En memoria de Male, por mostrarme de donde vengo.

A mi vida Marian, por definir el sentido y el punto final de esta tesis, un futuro juntos.






Dedicatoria.

A mis viejos, por ensefiarme lo fundamental
No temer a las tormentas

Por todo su amor






Indice

Abreviaturas. 13
Produccion cientifica. 14
Primera Seccion: Introduccion. 16
- Prefacio. 17
- Papilomavirus humano 19

- Estructura del genoma y descripcion del ciclo infeccioso de papilomavirua3

- E2 una proteia multifuncional 25
- El dominio Gterminal de la proteina E2, topologia y plegamiento 28
-Reconocimiento cooperativo de ADN 31
Segunda Seccién: Materiales y Métodos. 35

1) Materiales

- Drogas y equipamiento l6gico 36
- Proteinas ecombinantes 36
- Oligonucledtidos sintéticos 39
2) Métodos
- Estudios de agregacion 40
- Analisis morfol6gico 43
- Bioinforméatica 44
- Calorimetria y espectroscopia para complejos binarios 48
- Estudios de estabilidha 50
- Calorimetria y espectroscopia para complejos ternarios 52
Tercera Seccion: Resultados 55

Capitulo I. “Mecanismo de formacién de protofibras amiloides en E2C”
- Estados de agregacion del dominio de union a ADN E2C. 57
- sScE2C comderramienta para el estudio de amiloidosis 59
- El tratamiento térmico induce en scE2C un estado de tipo amiloideo 60

1C



- Diametro hidrodinamico de los agregados amiloides de scE2C 63

- Caracterizacion morfolégica de los agregados amiloides deGcE2 66
- Mecanismo de polimerizaciéon de sceE2C 69
- La nucleacion y la elongacion estan acopladas. 74
- Caracterizacion morfolégica por microscopia electronica. 76

Capitulo II. “Analisis estadistico de la discriminacién de secuencias

especificas de ADN por la proteina E2”
- Conservacion de E2 en la hélice de unién a ADN 80
- Conservacion y asimetria de los cuatros sitios de unién 81
- Posible sitio de metilacion conservado dentro del sitio de union de E2 84
- Prediccién computacionaledla afinidad de los dominios de union de E2 86
- Seis jerarquias de afinidad prototipicas en alfa papilomavirus 88
- Asociacién entre propiedades moleculares y epidemioldgicas 90

Capitulo III. “Origen termodinamico de la discriminacién de secuencias

especificas de ADN por la proteina E2”

- Dependencia de la concentracion de fosfato en la unionr ER2CBS2 94
- Bases termodinamicas de la discriminacién de secuencia de ADN 99
- Lectura indirecta del lado de la proteina, dependencia del pH 104

Capitulo IV. “Plegamiento, estabilidad conformacional y reconocimiento de
ADN de 5 dominios de E2C correspondientes a los tipos de papilomavirus
humano de mayor relevancia”

- Contexto evolutivo y estructura primaria de 5 dominios E2C recombinantel)
- Andlisis espectroscopico de la estructura secundaria, terciaria y mwaata. 115
- Desnaturalizacién al equilibrio, estabilidad conformacional de los dominit48

- Cinéticas de desnaturalizacion 122
- Interaccion entre E2C y BS2, cambios confarimaales en el ADN 125
- Interaccion entre E2C y ADN, termodinamica de unién 127

11



Capitulo V. “Bases termodinamicas del reconocimiento cooperativo del origen

de replicacion y transcripcion de papilomavirus”

- Abordaje experimental y modelo de unién 134
- Calorimetria dditulacion isotérmica para complejos ternarios 138
- Termodinamica del reconocimierntooperativo 140

- Cambios conformacionales en la interaccion entre E2C y DBS al equilibrdd6

- Cambios estructurales del DBS en fidgmcdel tiempo 149
Cuarta Seccion: Discusion. 151
- Plasticidad conformacional de E2C 152

- Discriminacién de secuencias especificas de ADN por la proteina E2 157

- Estudiogermodinamicos, estabilidad y reconocimiento de ADN 163
- Bases termodindmicas para el reconocimiento cooperativo de. ADN 169
- Epiloga 175
Quinta Seccion: Referencias. 177
Fin. 200

Nota: en el texto, las Figuras que se mencionan con el nimero romano perogwetapitulo.

12



Abreviauras.

ATyC,G
ADN
AFM
ANS
Bis-Tris
BS
CD
CM
DBS
DLS
DLS
DTT
e.g.
EDTA
EMSA
Fl
FITC
GdmcCl
genus
HPV
IPTG
ITC
Kb
LCR
LEM
m
MALDI-TOF
OBP
ORF
ori
PAGE
pl
PCR
PDB
RMN
rpm
SC
SDS
U.A.
ua
uv
AG
AH
AS

€ 280 nm

bases nitrogenadas adenina, timina y citosina y guanina
acido desoxirribonucleico

microscopia de fuerza atbmica
8-Anilino-1-naftaleno &cido sulfénico
bis(2-Hidroxietil)imino-tris(hidroximetil) metano
sitios especificos de ADN de unién de E2
dicroismo circular

centro de masa

sitios BS1 y BS2 dispuestos en tandem
difusién dindmica de la luz

dispersion dinamica de la luz

di-tiotreitol

por ejemplo

acido tetraacético etilendiamina

ensayo de cambio en la movilidad electroforética
Fuerza iénica

tiocianato de fluoresceina

cloruro de guanidinio

del latin, género

papilomavirus humano
isopropylp-D-1-thiogalactopyranoside
calorimetria de Titulacién Isotérmica
constante de disociacion

regidn génica larga de control en papilomavirus
método de extrapolacién lineal

cooperatividad del proceso de desnaturalizaciéon
desorcién/ionizacién laser asistida por matriz.
proteina de unién ari

marco abierto de lectura

origen de replicacion

electroforesis en gel de poliacrilamida

punto isoeléctrico

reaccion en cadena depolimerasa

base de datos de estructuras de proteinas
resonancia magnética nuclear

revoluciones por minuto

cadena simple

dodecil sulfato de sodio

unidades de Absorbancia

unidades arbitrarias

ultra violeta

cambio de energia libre de Gibbs

cambio de Entalpia

cambio de Entropia

coeficiente de extincion molar.

13



Produccién cientifica

La presente tesis generd los siguientes articulos publicados:
2010: "Thermodynamics of cperative DNA recognition at a replication origin @ntranscription
regulatory site" Biochemistry, 49:10277%86. Dellarole M, Sanchez IE, de Prat Gay G.
2009:"Indirect DNA readout on the protein side: couplingtween histidine protonation, global struclr
cooperativity, dynamics and DNA binding of the harpapillomavirus type 16 E2C domdirournal of
Molecular Biology, 388327-44. Eliseo T*, Sanchez IE*, Nadra AD, Dellarole M,dPM, de Prat Gay G,
Cicero DO.
2008: "Comprehensive comparison of theeraction of the E2 master regulator with its cotmaarget
DNA sites in 73 human papillomavirus types by segesstatistics Nucleic Acids Research, 3656-69.
Sanchez IE*, Dellarole ¥ Gaston K, de Prat Gay G.

La presente tesis genero los siguiettalsajos para su publicacion:
“Longrange structural perturbation in a transcriptionakgulator is proportional to DNA sequence
discriminatior Con la participacién ddladra AD, Paci M, Eliseo T, Sdnchez [Bgllarole M,Buslje CM,
Cicero DO y de Prat Gag.
"Hierarchical morphology of solublemyloidlike oligomers induced by hedenaturation at physiological
conditions of an engineered monomeric proteidellarole M y de Prat Gay G con la participaciéa d
Sanchez IE y Bebeacua C.
"Strict conservation fostability and DNA sequence discrimination in spif extensive sequence divergence
in five homologous viral ori binding domaihsDellarole M yde Prat Gay G, con la participacion de

Accialini P ySanchez IE.

Los siguientes articulos publicados se lielaan directamente con la presente tesis y fueron
realizados previo y/o durante el desarrollo de la presente laetesi®laboracion con otros
proyectos del laboratorio:

2010: "Experimental snapshots of a protddNA binding landscapé Proceedings of theNational

Academy of Sciences of the USA, 107751-6. Sanchez IE*, Ferreiro DU*, Dellarole M, de PratyGG.

2007:"Increased stability and DNA site discrimination'single chain" variants of the dimeric betearrel

DNA binding domain of the human pagpitiavirus E2 transcriptional regulatdrBiochemistry, 4612441

50. Dellarole M*, Sanchez IE*, Freire E, de P&dy G.

2006: "Structural and thermodynamic basis for the enhantashscriptional control by the human

papillomavirus strainl6é E2 proteid' Biochemistry, 45:6551-60. Cicero DO, Nadra AD, Eliseo T,
Dellarole M, Paci M, de Prabgay G.

2005:"Free energy contributions to direct readout of a®bkquenceé Journal of Biological Chemistry,
280:324804. Ferreiro DU, Dellarole M, Nadra AD, de R@aay G

*Contribucion igualitaria.

14



15



Primera Seccion

Introduccién

Information is not knowledge
Knowledge is not wisdom
Wisdom: is not truth

Truth is not beanty

Beanty is not love

Love is not music

Music is the best

Frank Zappa
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Prefacio.

/q principios de la década de 1970,

el investigador Paul Berg desarrolla un método eficiente con elogralinsertar genes del fago
lambda, incluyendo el operdn galactosa, al genoma del virus @ddksonret al. 1972) Nae
entoncesla primera construccién genética artificial dando comienzo @réa del ADN
recombinante. La manipulacién genética de Paul Berg hubiese sido blapsisi el previo
descubrimiento fortuito de las enzimas de restriccion por Werneer AArber 1965) Los
hallazgos de Berg dieraa su vean salto clave gracias al trabajo posterior de Stanley Cohen y
Herbert Boyer, quienes insertaron ADN de rana eplasmido bacteriano y lo introdujeron en
la bacterigEscherichia col(Morrow et al. 1974) Estos organismos se duplican cada 20 minutos
y con ellos el ADN foraneo, permitiendo un eficiente clonado del ABldmbirante. En base a
estos descubrimientos, Herbert Boyer cre6 en 1976 la em@@sentech fundadora de la
industria biotecnoldgica.

La importancia de los avances cientificos acumulados en la déehda0 dieron
comienzo a la era de la biologia molecular,didgma central diagramado por Francis Crick
(Crick 1958; Crick 197Q)y gestaon grandes expectativas para un futuro cer¢@mek 1970)

A su vez, los flamantes desarrollos generaban importantedodesaiiiterrogantes, los cuales
fueron plasmados principalmente en la conferencia de Asilomar ll@evadbo en el afio 1975,
en California(Berg et al. 1975) La conferencia, convocada por Paul Berg, se origind para
evaluar los potenciales riesgos de la manipulacion genética, siéngion@pal temor la
posibilidad de crear una bactenarulenta para el hombre al insertarle ADN de virus
cancerigeno. En la conferencia se décitbntinuar con las investigaciones de manipulacién
genética dentro de ciertas reglas de seguridad, consolidandosélindisgtie consiste en aislar,
copiar y tansferir genes de un organismo a derg et al. 1975) En 1977, con el fin del
tratamiento de la diabetes, g@mienza a producinsulina en forma recombinangglirich et al.
1977) convirtiéndosestaen la primer droga terapéutica genéticamente manipuladailjriu
Genentech1978). Frente al potencial uso para el bienestar de la humanidadnipulacion

genética deja de ser controvergiaérg et al. 1995) Hoy en dia, luego dmas treinta afios del
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comienzo de la disciplina, los beneficios y avances cientificos aposera partir del ADN
recombinante se asientan en una lista extremadamente dificingslar dada su cantidad y
variedad, desde métodos de diagnéstico y preverecibatamientos de enfermedades humanas
mediante vacunas, hormonas y diversos agentes terapéBecget al.2010)

Una de las multiples aristas de esta explosion de conocimientosficiosrteaidos por la
técnica de ADN recombinante se refleja claramente en@iriento exponencial del nimero de
estucturas de proteinas resueltas por afio. De 13 estructuras pnasietas en el afio 1986
pas6a 7400 estructuras resueltas en el afio 2010, acumulando un total de edrumtlras
proteicas resueltas en 34 afios y de las cuales mas de 1500 cderspoastructuras de
complejos proteirdDN. Dichas estructuras fueron provistas por difraccion de ray@v %),
resonancia magnética (12%) y microscopia electrénica (1%) (R@By.pdb.org). Las tres
técnicas de resolucion atbmica requieren de la prodlucts proteinas con alto grado de pureza
y en abundancia, dos aspectos logrados gracias al desarrollo de la tecra#bghddN
recombinante. Gracias a ello, los estudios de funcién proteiciemalizan en conjunto con
informacion de estructura tridimsinnal. Otro aspecto contundente facilitado a partir del uso de
enzimas de restriccion, de ADN recombinante y de clonado de AD& sscuenciado del
mismo. Hoy en dia contamos con el acceso a la secuencia de t2amdegienomas completos,
mas de 78 mitines de genes y mas de 37 millones de proteinas (M@BV,ncbi.nim.nih.goy.

En forma sinérgica con la resolucion de estructuras a nivel atomli@;ceso a semejante
cantidad de secuencias provenientes deguaa variedad de organismos permite profundizar la
comprension de estudios de funcion proteica a un nivel evolutivo, extrayendoaafomna
partir de la variabilidad de secuencia.

Las técnicas de biologia molecular desarrolladas en los afios 7ibugenstos pilares
directos e indirectos de la presente tesis doctoral. Ughzas bases de datos de secuencias
genOmicas para extraer informacion biolégica y con ella trataroderender la interaccion
entre una proteina viral y su ADN blanco. Emplearesstsicturas de ADN, de proteinas y de
complejos proteina ADN resueltas por cristalografia, resonan@gnética nuclear y
microscopia electronica para profundizar nuestros resultados.ic&erifios en forma
recombinante en la bacterigscherichia coli proteinas de un virus cancerigeno con el fin de
comprender como la interaccion de estas proteinas con el ADN, soicinégonformacional y
su divergencia evolutiva modula el desarrollo del ciclo infeccioso ste patogeno, el
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papilomavirus humano.

Papilomavrus humana

Los papilomavirus, PV, son patdgenos que infectan el tejido epitajizd se encuentran
sorprendentemente dispersos en la poblacién huivaneoz et al. 2003; Bosclet al. 2006) En
tal medida que talas las poblaciones humanas han sido infectadas con papilomavirus,
concediendo el uso de las variantes genéticas del virus para esasdimigraciones y la
dindmica poblacional del homb(€hanet al. 1992) Ademas de encontrarse dispsrem el
hombre, los PV infectan una gran proporcion del reino animal, extendiendmlsgi@ en
todos los amniotas, es decir mamiferos, §Vashezyet al. 2002)y reptiles(Herbstet al. 2009)
Se aislaron 189 variantes genéticas o tipos distintos de PV, les sgagrupan, de acuerdo a
grado de identidad en secuencia nucleotidica, en 29ageogeneradefinidos(Bernardet al.
2010) La gran mayoria de tipos fueron aislados en tejidos humanos, losnmeagius humanos
(HPV), con 120 tipos distintos que representan el 70% del conjuntaéog@nomaaislados del
virus. De los 2@enera los HPVs se encuentran en solo cinco mientras que la totalidad de
mamiferos se agrupan en @énera(Bernardet al. 2010) En laFigura 1, tomamos d¢éBernard
et al. 2010)el arbol de filiaciobn genética de todos los PV secuenciatiofeaha de finalizacion
de escritura de la presentsite Podemos apreciar que de los cigeoneraque presentan tipos de
HPV, la mayoria se encuentra repartidos en tregeralsalfa y elgenusbeta y elgenusgamma
(Figura 1). En la presente tesis noscalizaremos al estudio PV dgkénuscon mayor cantidad
de tipos y de mayor relevancia medgamnitaria para el hombre, ggnusalfa. Al final de la tesis
discutiremos la relevancia dgénusbeta, el segundo en nimero de tipos aislados y de creciente
relevancia epidemiolégica.

Todos los tipos de HPV aislados de epitelio mucoso pertenegenwsalfa junto a doce
tipos de HPV aislados de epitelio cutaneo y dos papilomavirus de $aridslliers et al. 2004;
Bravo et al. 2007; Bernarcet al. 2010) Los tipos de HPV mucosos son los agentes etioldgicos
de cancer vaginal, anal, peneano y-fmehgeal(Boschet al. 2006) Los tipos de HPV difieren
ampliamente en su potencial oncogérdecacuerdo a evidencias epidemioldgi@danoz et al.
2003)y se sepran en dos grupos principales. 19 tipos pertenecen al grupo clasifieats>
riesgo” para el desarrollo de cancer: los tipos HPV16, 18, 26, 3835339, 45, 51, 52, 53, 56,
58, 59, 66, 68a, 73, 82 y 82subtipo, 13 tipos pertenecen al grupo altisifle “bajeriesgo”
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para el desarrollo de cancer: los tipos HPV6, 6a, 6b, 11, 40, 424434, 61, 70, 72 y 81

(Figura 1).
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Figura 1. Arbol filogenético de papilomavirus Se representan 2§eneraque abarcan 189 tipos virales de los
cuales el 70% fuen aislados en humanos (HPV), el 29% restante fuaislados en otros mamiferos y el resto

minoritario en reptiles y pajaros. En gris se demtalosgeneracon mayor presencia de tipos humanogjesius
alfa, elgenusbeta y elgenusgamma, también pres&n tipos de HPVs glenusnu y elgenusmu. Adaptado sin

permisos déBernardet al.2010)
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El virion de PV posee una Unica copia de ADBdble cadena circular de ~8000 pares de
bases contenidos en una capside icosahédrica proteica sin en(éiguna 2, arriba). La
capside, de ~50 nm de didmetro, presenta 72 capsémeros compuestos pooteioss
estructurales: L1 y L2Chenet al. 2000; Modiset al. 2002) (Figura 2, arriba). La transmision
del virus en humanos ocurre por contacto directo y contacto s&xgatg 2, abajo) y durante
el nacimiento mediante contacto con el canal de parto. Ladaxdigexual es el mayor factor de
riesgo de contagi¢WHO 2007) La infeccion mediada por el virus produce una variedad de
enfermedades, que pueden derivar de verrugas benignas a cancemitrd@lel cancer de
cuello de utero, con ~medio millén de nuevos casos por afio y ~un cuanibétlede muertes
por afio(WHO 2007) es la segunda causa de muerte por cancer en mujeres, y & agent
etiolégico es exclusivamente, en un 99% de los casos, la infecciéipesrlé HPV debenus
alfa de la categoria de ‘alto riesga@aur Hausen 1996 En algunos paises pobres, el cancer el
cuello de utero lidera como causa de muerte por cancer, por ejemfadrelia con ~70000
muertes por aR@ARC 2007) La capside de P\F{gura 2, arriba), es el principal exponente
del virus durante la infeccion y es petlo que las vacunas profilacticas utilizan como
componente inmunogénico a L1, la principal proteina expuesta en la sepieficirion.

Las vacunas profilacticas, Gard&silMerck) contra los tipos HPV6, 11, 16 y 18
CervariX’ (GlaxoSmithKline)contralos tipos HPV16 y 18 fueron desarrolladas a principios de
los afios 1990McNeil 2006)y se encuentran desde 2007 en el meraadato costo de >100 US$
la doss. Las vacunas protegen contra el ~70% de céncer cervical. Reaaddjte en los paises
mas pobres (con salarios de 1 a 4US$/dia) donde acontecen ~80% dertes pauecancer de
cuello de atero del mundo, el tratamiento resulta economicamentesitie (Cohen 2005)En
Argentina,~5000 mujeres son diagnosticadas cada afio con cancer cervA&H)§y mueen cada
afo de este flagel0VHO 2007) Al momento de finalizacion de la escritura del presente
manuscrito, el tratamiento contra HPV ha sido decladaetro del plan de vacunacién nacional,
siendo gratuita la vacunacion para mujeres de 11 afios de [Esi@d medida pionera en
Latinoamérica favorece principalmente a las regiones mas pobusssgptibles a la enfermedad,
como es el Noroeste argentino. Sin embargo, las vacunas existen@®tegen contra
infecciones de otros tipos de alto o bajo riesgoguran a las millones de personagyactadas,
para las cuales no hay tratamiento, y el nimero de variantespiga®tirece afio a afBernard
et al. 2010) Por esta raz6raln en pacientes inmunizagddss virélogos expertos del campo
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recomiendan realizar chequeos frecuentes medlanpeueba de PapanicolagBapanicolaou
1942) Por b tanto, a costas de la existencia de vacunas profilactigaerarain la necesidad de
comprender el modo de accién y la oncogenicidad de los papilomavirusfoodesdesarrollar
tanto estrategias profilacticas mas eficientes y economicas drogasrivirales.

Capsomero
pentamérico

ADN viral

HPV ———>

Superficie cutanea  Superficie mucosa

(piel)
Replicacion local
HPV '
Verruga
HPY —{> / \
Genitales
0 cervix Transformacion
Arresto celular
HPV ——(>

Figura 2. Estructura del virién y epidemiologia deHPV. Arriba: particulas de HPV provenientes de muestras de
verrugas cutineas reveladas por microscopia etécdrdimagen obtenida modificada sin autorizacién(@rth
1999). (Chenet al. 2000; Modiset al. 2002)En azul: los capsémeros hexavalentes, constityidodas proteinas
virales L1 y L2.Abajo: esquema del mecanismo de infeccién papilomawmusumanos. Imagenbtenida y

modificada sin permisos dElint et al.2008)
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Estructura del genoma y descrifgm del ciclo infeccioso de papilomavirus

El pequefio genoma de papilomavirus, esquematizadoFeguea 3, derechg presenta
cuatro genes extensos, E1, E2, L1y L2, cuatro ra@edectura abiertos pequefios, E4, E5, E6 y
E7 y una region no codificanteCR, donde se encuentran multiples sitios de unién de proteinas
involucradas en la regulacién de la replicacion y expresion de lasnaotéialesEl nombre de
las proteinas de PV se corresponde con la fase tengmiralclo infeccioso del virusE por
Early o proteinas expresion temprana y L hate o proteinas de sintesis tardia. El ciclo
infeccioso del virus, es decir la finalizacion de un ciclo de cagion desde la entrada a la
sintesis de nuevas particulas, presenta un patron de expresidéoteieapr de virales que
depende del estadio de diferenciacion epitdfigiuta 3, izquierda).

El desarrollo del ciclo infeccioso del PV puede ser descriptoralgsaasgos de acuerdo
a la funcion de las proteinas del virus. En una primera instamtiaicddlo se expresan
mayoritariamente las proteinas E6 y HB¥igira 3). Ambas son consideradas proteinas
promiscuasya quepresentan la capacidad de interactuar con mdultiples proteinhsiéfged.
Esta particularidad es conferida por aspectos estructuratesiaaes, estudiados ampliamente
en nuestro laboratori@®lonsoet al.2006; GarcidAlai et al.2007; Heeet al.2011) El principal
blanco de E6 y de E7 consiste en proteinas involucradas directamesiltecieb celular del
huéspedHowley 2001) En células infectadas con HPV, los niveles de p53 se mantieren baj
gracias a la interaccion con Hé cual junto con la ubiquitina ligasa celular-&EB degradan a
p53 (Howley 2001) Se ha reportado también que E6 interactiracomo serpaxilina, hDLG,
IRF-3, Bak, CBP/p30@Howley 2001) A su vez, la proteina Biiteractla con varias proteinas
involucradas en la regulacidel ciclo celularentre otrosl supresode tumores retinoblastoma,
p107,p13Q el factor de transcripcion celular E2F, la ciclingAowley 2001) Esta delicada red
de interaccion le confiere a E6 junto con E7 la propiedad de ser oncogé@nigresion
desmesurada de ellas las convierte en agentes responsablesets papcinogénico de PV. E7
es capaz de inmortalizar lineas celudaga cultivo, tanto sola como en cooperacion con E6 y/o
el oncogen Ras. Se ha reportado también que la expresion de E5 edecmpagformar células
de ratén en cultivo, estimulando el crecimiento celular. Si bleefecto oncogénico de E5
actualmentees encuentra en discusion, se acepta que coopera con E6 y E7 andaesin de
la proliferacion celula(Howley 2001)
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Figura 3. Genama prototipico y ciclo infeccioso de papilomaviruhiumano. Derecha genoma prototipo de HPV
de 8000 pares de base de ADN circular. Se indigeo$icion y extension de lasarcos de lectura abierto de las
principales proteinas que codifica: las proteieagpranas (coloradas en tonos de rosa) E1, E2, E£& E7 y las
proteinas tardias L1 y L2 (coloreadas en naraSja)detalla arriba la regién larga reguladora (L@/®)cando la
posicion de los cuatro sitios de unién de la prateiiral E2: E2BS, laposicion del sitio de unién de la proteina
viral E1: EXBS, algunos de los sitios de union de factoresafeseripcion celulares SP1, TATA box, y AP1ly el
promotor de expresién de proteintsnpranas Pol Illzquierda: esquema del ciclo infeccioso de HRv el
epitelio. Se muestra el patrén de expresion deptageinas virales y de sintesis de ADN viral en ddfsrentes
estratos de diferenciacion epidérmica. En rojoxaresion de laproteinas E6 y E7, en verde la expresion de las
proteinas E1 y E2 valreplicaciondel genoma viral y en naranja la expresion deptaseinas tardias L1 y L2,
unidades formadoras de la capside viral. Imdgedaptadas sin permiso d&henget al. 2006) y de (Doorbar
2006)

En segunda instancia se sintetizan las proteinas virales E1Riga2a(3), se reprime la
expresion de E6 y E7 y se inicia la replicaciéhrdaterial genético de PV. La proteina E1 es la
Unica proteina codificada en el genoma viral que presenta activideagoa de ATPasa y
helicasa ATP dependientsiendo un factor esencial para la replicacion del genomaWiiksion
et al. 2002) E1 presenta unién especifica, pero débil, a ADN en el origeapiieacion del
virus (Figura 3, izquierda, E1-BS), donde es requerida para la iniciacion y la elongacion de la
sintesis de ADN viralLa unién de E1 a su sitio blanco es facilitada por la protein®BBr et
al. 1990) la cual une fuertementa los cuatro sitios de ADNFigura 3, izquierda, E2BS). La
replicacion del genoma virah vivo requiere de la proteina EMowley 2001) Ademas de

facilitar la sintesis de ADN viral, la proteina E2 editdaca proteina viral responsable de la
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regulacion de la expresién los genes virales, en particular derésin de los oncogenes E6 y
E7. Es por ello que E2 de HPVs dio riesgoparece actuar como supresor de tumores. La
disrupcién del gen dE2 o la pérdida de su expresideviene en células que son mas propensas
a proliferar y, como consecuencia, mas propensas a la generataéiodes tumorales.

El ciclo infecciosdfinaliza conel ensamblado del virion y la sintesis de las proteinas que
lo componenLly L2 (Figuras 2y 3) que encierran al ADN nuevo, conformando una particula
de PV capaz de infectar nuevos huéspedes. Aparentemente, el genpapélateavirus es de
origen modular.La divergencia de los 8 marcos de lectura abiertos mencionadostanese
distinta historia evolutivgGarciaVallve et al. 2005) El protopapilomavirus o virus primitivo
estaria compuesto Unicamente por logto marcos de lectura extensos y de menor divergencia:
E1l, E2, L1 y L2 Figura 3), mientras que los genes E5, E6 y E7 habrian sido adquiridos
posteriormente en el genoma de (@arciaVallve et al.2005) El tipo de PV aviar carece de los
genes E5, E6 y E(Tachezyet al. 2002) Estos hallazgos en conjunto con estudios de secuencia,
nos ubican en la edad dpaaicion de los PV en la tierras probable que la aparicidie los
genes de E6 y E7 acompafien a los mamiferos desde su nacimientd,3tanellones de afios,
mientras que el gen E5 habria siadquirido mas recientemente, hace ~65 millones de afios
(GarciaVallve et al 2005) Asi como el estudio de la divergencia de las secuencias gendmicas
de HPV nos pueden iluminar sobre la historia del virus, el estudi@sdsecuencias de ADN
puedeserclave para entender el funcionamiento del virus. Hasta el momest m esidiado
la divergencia en los sitios de union de ADN de ¥dada la relevancia de estas secuencias en
el ciclo infeccioso del virus, en la presente tesis abordarsmestudio.

El evento, de apagado de la expresion de las proteinas tempranag E@gmeomitante
encendido de la expresion de las proteinas tardias, ubica al eventoidacdupdel material
genético en un ‘interruptor’, el cual es accionado por la proteineBdrabjeto de estudio de la
presente tesis. Este tipo de cambio en la expraginica ¢enetic switch(Ptashne 2004,) es
usual que ocurra en general en la replicacién de virus de ADN doble¢ktet et al.2008)

E2 una proteina multifuncional

La proteina E2 se une a cuatro sitios conservados (BS), ubicadosegivh reguladora
del genoma de alpapilomairus (Kalantariet al. 2006) numeradosie acuerdo a su distancia
con el promotor temprand-igura 3, izquierda). La funcién de cada sitio en los tipos alfa HPV
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6, 11, 16, 18 y 31 ha sido estudiada por mutaciones en el sitio y por famédoeplicacion y
ensayos de transcripcién genética.urmmon de E2 a BS1, BS2 y BS3 recluta la prateid al
origen de replicacionjendo la union al sitio BS2 la mas importante para esta fun@gnjdo
por la unién a BS1 y BS@hianget al. 1992; Remnmet al. 1992;Lu et al. 1993; Demereet al.
1995; Sverdrupet al. 1995; Stubenraucét al. 1998; Newhouset al. 2001) La union de E2 al
sitio BS4 induce la transcripcion del promotor de proteinas temp{iaoag et al. 1994;Rappet
al. 1997, Stegeet al. 1997) incluyéndose E2 misma y las proteinas oncogénicas E6 y E7. La
transcripcion desregulada del promotor temprano conlleva a la acumutii@xcesivas
cantidades de E6 y E7 y esta asociada con cancer. La union d@H2 BS2 y BS3 reprime la
transcripcion del promotor temprano via el desplazamiento de Spl y T&R ddios de unién
(Figura 3, izquierda), manteniendo los niveles de E6 y E7 bajo control. El sitio de uniéreBS
el mas importante para esta union segule BS2 y BS8Thierry et al. 1991; Donget al. 1994;
Demeretet al. 1997; Rappet al. 1997; Steger y Corbach 1997; Stubenraethal. 1998;
Newhouse y Silverstein 2001; Soestaal. 2006)

Varios grupos de invagacion estudiaron la union al ADN del dominio E2C de tipos de
alfaHPV 6, 11, 16, 18, 33 y 5Sanderset al. 1994; Alexandeet al. 1996; Thainet al. 1996;
Muller et al. 1997; Thainet al. 1997; Hineset al. 1998; Ferreircet al. 2000; Kimet al. 2000;
Newhouse y Silverstein 2001; Hegde 2002; @¢lbl. 2003; Ferreircet al. 2003; Nadreet al.
2004; Zhanget al.2004; Ferreireet al. 2005; Blakajet al. 2006; Cicercet al. 2006; Hooleyet al
2006; Falconi et al. 2007) Todos estos dominios se unen a una secuencia diana
pseudopalindrémica con la secuencia consenso aACCgE&G)It, donde las letras en
mayuscula indican las bases fuertemente requeridas, lasletngglscula las bases déhbénte
requeridas y (A/T)un espaciador de cuatro bases compuesto por AHedde 2002)Las bases
en el espaciador no realizan contactos directos con la protetnegméribuyen a la energia libre
de union, un fendmeno llamado como “lectura indire¢B&drosianet al. 1990; Hegdeet al.
1998; Hineset al. 1998; Rozenbergt al. 1998; Kimet al.2000; Hizveret al.2001; Hegde 2002;
Dell et al.2003; Zimmermaret al. 2003; Byunet al. 2004; Zhanget al. 2004; Rohst al. 2005;
Blakg et al. 2006)(Figura 4). La interacciéon EZADN es un importante sistema modelo para el
estudio de este tipo de efectos de lectura indirecta en complefe$npADN (Bedrosian y
Bastia 1990; Hegde y Androphy 19%8ineset al. 1998; Rozenbergt al. 1998; Kimet al. 2000;
Hizver et al. 2001; Hegde 2002; Dedit al. 2003; Zimmerman y Maher 2003; Byun y Beveridge
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2004; Zhanget al.2004; Roht al.2005; Blakajet al.2006)(Figura 4).

Por otro lado, la interacaid E2ZADN puede ser regulada por la metilacion de los
dinucleétidos CG ubicados en dentro del BS. Esta modificacién covaent®nocida por
reducir la afinidad de la union de E2 a sus sitios de unién (idna@n et al. 1996)y la actividad
transcripcional de la proteirf&im et al. 2003) La metilacionin vivo puede también modificar
la accesibilidad del genoma de HPV mediante remodelacion de latarafiRosl et al. 1993)
Los sitios de union de E2 de los tipos de HPV 16 y 18 son alcanzados magulénaria de
metilacion en forma regulada de acuerdo al estado de diferenciacianadlelad, la integracion
del genoma viral y la progresion del can{®adal et al. 2003; Kim et al. 2003; Badalet al.
2004; Kalantariet al. 2004; Wiley et al. 2005; Bhattacharjeet al. 2006) No se sabe si la
metilacion representain mecanismo de defensa del huésped, una parte integrallaelecidda
del virus o un evento relacionado con la enferméBadalet al. 2003; Kimet al.2003; Badakt
al. 2004; Kalantaret al.2004; Wileyet al.2005; Bhattacharjee y Sengupta 2006)

BS4: Sitio de uniéon natural de E2

R

AATT

BSR: sitio de union de E2 recto

W

ACGT

Figura 4. Modelo molecular de la curvatura del sitb de union de E2 para distintos espaciadore&l sitio de
union de E2posicionado en el medio de 52 pares de base de iABDNsicamente recto ifeverde), esta coloreado
de amarillo la secuencia de los hemisitios y de tajsecuencia del espaciador, para dos espectaddréel sitio
natural BS4 y del sitio artificial BSR. Este fendwede precurvatura del ADN especifico influye ereteergia de
union de E2 y es llamado “lectura indirecta”. Imagelaptada d&Zimmerman y Maher 2003)

La unién jerarquica de E2 a sus cuatro sitios dianaoesideradacrucial parala
regulacion de la transcripcion y replicacion del viikexander y Phelps 1996; Dedt al. 2003;
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Kalantari y Bernard 2006Dado que los factores celularpse compiten con E2 en la unién al
ADN viral poseen ua afinidad relativa muy baja@an et al. 1994) la jerarquia de union puede
en principio ser descripta utilizanddl® las afinidades de E2 para los BS de uniéjerarquia
de unién no se encuentra conservada entre tipos deestm y bajeriesgq por lo tanto pdria
estar relacionada con el desarrollo de caf&lexander y Phelps 1996; Dadt al.2003)

Muchos estudios han comparado proteinas de tipos virales prototipicds-degal y
bajoriesgo con el objetivo de deteinar qu& propiedades bioquimicas estan asociadas con la
progresion de la enfermedad. En el cad® E2, estas propiedades incluyen sefiales de
localizacion nuclea(Klucevseket al. 2007) mecanismo de union a AD{¥erreiro y Prat Gay
2003; Hooleyet al. 2006) jerarquia de union a los sitiGalexander y Phelps 1996; Deidt al.
2003)y mayor afinidad por el ADNHou et al. 2002)y p53(Paiish et al. 2006) Todo el trabajo
en la interaccion de E2 con su ADN diana ha sido enfopach un acotado numero de tipos de
HPV. Mientras que es elemental elucidaimo los tipos mas prevalentes y oncogénicos
funcionan, la comprension inteligible deslpapilomavirus y su rol en la enfermedad deberia
incluir todos los tipos conocidos e integrar un rango completo de daasmépidgicos y

bioguimicogGarciaVallve et al.2006)

El dominio Gterminal de la proteina E2topologia y plegamiento

La proteina E2 es un polipéptido multifunctional que juega un rol crerii@ replicacion
de HPV(Hegde 2002)la regulacién de la transcripci@degde 2002; Kalantari y Bernard 2006)
y la segregacion genomigi&legde 2002) Es una proteina mutiominio formada por dos
dominios globulares unidos por una regién flexittlegde 2002)ElI dominio Gterminal de E2
(E2C) de 80 amimacidos, funciona como dominio de dimerizacién y de union a ABdBride
et al. 1991; Hegde 2002)Figura 5). La proteina E2C une al ADN como homodimero, con una
hélice de cada mondmero (hélie&) contactando dosurcos mayores consecutivos de su sitio
diana(Kim et al.2000; Hegde 2002)Figura 5, izquierda). Las cadenas laterales contribuyen a
la unién en forma aditiva a la energia libre de ur{léerreiroet al. 2005) La posibilidad de
contar con diversas estructuras de alta resolucién de(B8@de 2002; Nadrat al. 2004)
permite relacionar parametros fisicoquimicos de unién a ADN, ytapuna vision integrada
del mecanismo molecular de reconocimiento. En este sentido, lanpr@2 constituye un

modelo general de reconocimiento protefaN.
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El dominio E2C forma un homodimero que presenta una topologia de plegamientc
novedosa: el bair g-dimérico (Hegde et al. 1992) (Figura 5). Esta topologia se encuentra
conservada en los dominios de union a ADN de distintos tipos del&yde 2002y consiste en
un barril formado por och@minas beta de las cuales cada monémeroapastro y dos hélices
alfa ubicadas hacia el lado externo del barril Hedatopologia secundaria del baftddimérico
se encuentra descripta enHiggura 5, derecha Esta topologia confromando un dimero ha sido
descripta Unicamente para E2 y para dionile union a ADN del antigeno nuclear EBNAL del
virus EpsteinBarr (Bochkarevet al. 1996) Al igual que E2, EBNA es también una proteina
iniciadora de la replicacién (OBP, de sus siglas en ingléskerS8bargo E2 y EBNA no poseen
homologia de secuencia ni comparten especificidad por los sitios de ukiiv. a

Hoy en dia contamos con estructutdasalta resolucion para los dominios E2C de varios
papilomavirus. Cristalograficamente se han resuelto los dominias ¢ipds virales HPV@Dell
et al. 2003) HPV16 (Hegde y Androphy 1998; Nadet al. 2004) HPV18(Kim et al. 2000)y
HPV31 (Liang et al. 1996; Bussiereet al. 1998) En cocristales con ADN los dominios
homologos de HPV§Hooley et al. 2006)y HPV18 (Kim et al. 2000) En todos los casos se
conserva la topologia de barfitdimérico, siendo la desviacion media de los carbonos alfa
(RMSD) de todas las estructuras de E2C de entre 1 y 2 A. Es glezila estructura
tridimensional de E2C se mantiene casi intacta entreliismtas tiposlnclusive comparando
con estructuras de E2C de tipos virales evolutivamente lejanos canue lpapilomavirus
bovinoBPV1 (Hegdeet al. 1992; Hegdeet al. 1998; Veeraraghavaet al. 1999)

E2C es @emas modelo de estudios basicos de plegamiento proteico, en padeular
plegamiento de dimerot.os estudios iniciales mostraron que la dimerizacionEd€ esté
acoplada al plegamiento de los mondémeros, es decir, en solucidon sélo pnedeirarse
mondmeros desplegados o dimeros plegafdek 1996) Los mondmeros constituyen dos
cadenas polipeptidicas que conforman un so6lo dominio de plegamiento indeperiente.
describioé también que este dimero es muy estable, con nsiame de disociacion en el orden
subnanomolar, estabilizandose aun mas a pH neutro. La descripciormiled cinético de
plegamiento deE2C identifico la formacion de un intermediario monomérico, de rapida
formacion y desapariciofMok et al. 1996) Se identific6 también que este intermediario
presenta caracteristicas que lo identifican commativo (Mok et al. 1996; Prat Gayet al.
2005) El efeco de la fuerza idnica reveld que el dim&2C se estabiliza con el aumento de
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ésta, y que dicha estabilizacion resulta mayor aun si se ntdadas de fosfato. Tanto la unién
especifica de ADN como la unién inespecifica de heparina éztabfuertemete el dimero
frente al evento de desplegamiento/disociacién inducido pollirea et al. 1997)

Figura 5. Estructura tridimensional y topologia del dominio C-terminal de E2 libre y unido a ADN.
Izquierda: representacion tridimensional deE#bre (arriba, PDB: 1r8p de E2%5 resulto por RMN(Nadraet al.
2004) y unido a ADN especificoapajo, PDB: 1jj4, de E2@8 resuelto por cristalografigim et al. 2000),
ilustrando la estructura secundarimagenes generadas en Pymol (Delab®recha Topologia del dominio €
terminal de unién al ADN. (PDB: 1zzf, de EA®, generada efLaskowski 2009) Coloreadas en rojo las hélices
alfa, en magenta las laminas beta y en azul loebuwmnectores, y para el sitio de ADN de ande E2C, en
amarillo se colored la secuencia de los hemisit®&CCG y CGGTT) y en rojo la secuencia del espamiad
(AATT).

E2C también se utiliz6 como modelo de desnaturalizacion sin el ugeies quimicos,
como es el caso de la alta presion hidrica (Foguel et al. 1998) Se identific6 que los
monomeros desplegados por presidn presentan estructura residual, yeqastatkt es mas
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compacto que el estado desplegado obtenido por desnaturalizacion con urestudass
estructurales por RMN sob el estado desplegado en uneaestran que éste también presenta
estructura residual. Fue posible asignar que este estado es moooyn@ue las zonas de la
hélice al y la laminap2 presentan estructuras -nativas, tipo “giro” (Mok et al. 2000)
Posteriormente se propuso que una vez unido a ADN, el dimé&@Cipuede ser desplegado
por presion hidrostatica en monémeros que se mantienen unidos dlADalet al. 2000) Por
otro lado, estudios de resonancia magnética nuclear permitisignmaia un alto grado de
movilidad a las regiones de2C involucradas en la union a ADN. Los experimentos de
intercambios protén/deuterio realizados sobre el homélogo d8HPuestran que tanto el
bucle (Figura 5), como las hélices de reconocimiento de ADN presentan altossgdelo
movilidad local cuando el dimero no se encuentra unido a ADBNng et al. 1996)
Experimentos recientes de dinamica de relajacion de protones amidalzados con el
homdogo de HPV16 por nuestro grupoesentan alta flexibilidad local en las zonas de unién a
ADN, sugiriéndose ademas que el efecto podria estarolado a nivel del extremo-fdrminal

de la hélicenl (Ciceroet al.2006)

Reconocimento cooperativo de ADN

La unidon cooperativa de multiples proteinas a sitios de ADN adyacestesite
regulaciones precisas y econdmicas de cambios genéticos y d@meehto de la maquinaria
transcripcional y de replicaciofPtashne 2004)Tres escenarios son posibles: cooperatividad
positiva, es decir, la unién de la primera proteina promueve la unida siegunda; unién
aditiva, es decir la unién de la primera proteina es invisbla union @ la segunda; y
cooperatividad negativa, es decir la union de la primera proteindvessa a la union de la
segundgdWymanet al. 1990) La termodinamica y los cambios estructurales que acompafian la
union cooperativa de proteinas a ADN son claves a la hora de compréndecamismo
molecular de reconocimiento y la torsién y apertura del ADN mediadprpt&inas. A pesar de
su importancia, dichos mecanismos moleculares aun se hallan ampéamexplorados.

La replicacion semiconservativa del ADN en eucariotas emp@zalcreconocimiento
de secuencias definidas llamadas origam) (por proteinas de uniénai (OBPs, acrémo de
sus siglas en inglés). Estas secuencias definidas son a mepaticiones en tandem de un sitio
especifico. Una vez unidas, las OBPs reclutan helicasas hécasng otras proteinas que
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conforman la maquinaria de sintesis de oligonucleotidosaactiv asi la replicacion del ADN.
La iniciacion de la replicacién usualmente reprime la transéng@radoet al. 2005)de forma
tal de evitar la colisiébn de dos maquinafiaisi et al. 1995)

Los virus son las entidades auwaplicantes mas pequefas, deben replicar sus genomas
para generar nueva progenie. Este evento siempre requieseldamenos una proteina viral, en
algunos casomuchas proteinas, pero no hay ninguan virus que puede hacer todarpsms.
Dado que la transcripcidn y replicacion viral se desamalEando maquinaria del huésped, el
estudio de genética molecular Vidgo muchos avances para la comprension de la trascripcion y
replicacion de genomas eucario{@int et al. 2008; Flintet al. 2008) Una cuestion muy
interesante en cuanto a la replicaciéon ensyigucuestion invariablemente cierta para virus de
ADN doble cadena, es que la activacion de la replicacion del AD#cuentra vinculada con la
regulacion de la transcripcion genética. Es decir que el ititdociosonormal de un virus de
ADN doble cadea esta dictado por la funcién de ciertos genes ‘encendideguales dan lugar
a la replicaciony que durante la replicacion se ‘apaga®€ro se ‘encienden’ otros gergse
van a encapsidar el material genético sintetizadsi contaminar otras céhs (Flint et al. 2008;
Flint et al. 2008) Este proceso es llamado en ingles coswit¢ch’ genético y se lo encentra
presente en multiples sistemas bioldgicos ademas de(Ritaghne 2004 Entones, en virus de
ADN doble cadenda replicacién representa el momento en el cual cambia elapnagde
transcripcion, de sintetizar proteinas llamadas tempranasedasridas como maquinaria de
replicacién, OBPs virales, entre otras funciones, a sintetizar pastédrdias, las requeridas para
formar los elementos estructurales de la capside o los elenpeateEos que forman parte del
virion.

El reconocimiento de los sitiake ADN especificos par@BPs dadentidad al origen de
replicacion,ori, y desencadena la construccién de nuevas progenies virales. Esta denOBR
es cumplida por ejemplo en el virus SV40 por la protearge T antigen(Kelly 1988) en el
herpesvirus asociado a sarcoma de Kaposi por la proteina LAKGdatsuet al. 2004) en el
virus EpsteirBarr por la proteina EBNA{Polvino-Bodnaret al. 1992)y en papillomavirus por
las proteinas E1 y EZhianget al. 1992) En la mayoria de los casos se descubrié que la union
de las OBPs virales mencionadas a su secuencia especifi€Ndesta ademas involucrada en
la regulacion de la transcripcion vi@ox et al. 1988; PolvineBodnar y Schaffer 1992; Lirat
al. 2000; Thierry 2009y en la segregaciéon cromosémigawlinset al. 1985; Komatsiet al.
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2004; Abbateet al. 2006; Feenewt al. 2009) En el origen de replicacion, la mayoria de los
virus tumorales poseen multiples copias de secuencias de ADNpdien®BPgRawlinset al.
1985; Titoloet al. 2003; Titoloet al.2003; Wonget al.2005; Sanchea al. 2008)

La unidn cooperativ@Vyman y Gill 1990)de proteinas reguladoras a dichas secuencias
diana multiples es esdaat para una regulacion precisa y econdémica del reclutamiento de la
magquinaria de transcripcion y/o replicaciffftashne 2004)Experimentosn vitro tales como
ensayos de cambio en la movilidad eleftirética (EMSA, acrénimo de sus siglas en inglés)
muestran que en los casos ensayados de las OBPs virales menci@nadas a mdultiples
sitios de ADN diana ubicados en origenes de replicacion se desaredliante cooperatividad
positiva (Spalholzet al. 1988; Tanet al. 1994; Summer®t al. 1996; Weissharet al. 1999;
Garberet al. 2002; Titoloet al. 2003) En el caso de la proteina E2 de HPV, la unién cooperativa
a dos sitios en tandem puede ser interpeetadno la garantia deWitch genético vinculado a la
replicacion dado que se sabe que la unién a los sitios dispuestos en tandem arofipenativa
reprime la expresién de las proteinas tempranas E6 yyEaGtiva la replicacion y la
transcripcion de qpteinas tardias via la formacion de un bucle nucleotidico e@Rldntre los
sitios BS1, BS2 y BS4lLa termodinamica y cambios estructurales que acompafian la unién
cooperativa de proteinas a ADN son claves para el reconocimierttwsilan y apertura de
ADN doble cadena durante su transcripcion y replicacion, pesomtodaviaentendidos con
claridad.

Con el objetivo de entender la naturaleza de la interaccion entrg BRGI, realizamos
un andlisis detallado del complejo utilizando herramientas fbionéticas y el contenido de
informacién en las secuencias proteicas y nucleotidicas y usandeagebivfisicas, proteinas
E2C recombinantes y sitios sintéticos de ADN especificosgspecificos.

Antes de estudiar el rol de la interaccion ERION, nosfocalizamos en el proceso de
polimerizacién nefuncional de E2C dado que su desarrollo es reprimido por la presencia de
ADN especifico. Inducida por temperatura, la polimerizacion de #20esencadena mediante
la formacién de un ndcleo estructurado yafira en un paisaje morfolégico de oligdmeros
solubles con propiedades amiloideas.

El estudio computacional de la interaccionA2N de todos los tipos de HPV mucosos
indica que las proteinas E2 de distintos tipos poseen propiedades duirthsidn de ADN
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similares. Las diferencias en la interaccion-A2N se encuentran principalmente en la
secuencia de ADN especifico, en acuerdo con el analisis de ladenBAC a diferentes sitios
mediante titulaciones isotérmicas de calorimetria. Basa@dmsate end secuencia de ADN,
profundizamos la descripcion de la especificidad de unién de E2Cndilizagos de secuencia
(Schneideret al. 1990) y revelamos una fuerte seleccion para un sitio de metilaciondobica
dentro de un sitio de union &2. Mostramos que la afinidad de E2C a sus sitios diana puede ser
predicha en forma adecuada a partir de un alineamiento de sitioalesgtyr utilizamos el
resultado para recalcular la jerarquia de los sitios para losldpos. Fuimos también capaces

de identificar caracteristicas moleculares de la intevaague son significactivamente sobye
subrepresentadas en tipos de-abbajoriesgo y tipos de HPV cutaneos.

Ademas, presentamos un estudio en solucion de la interaccion de EPOI yd&\ 5
dominios de E2C de los tipos de HPV 11, 16, 31 y 45 en las mismas condictimiégifias.Es
por ello que en la presente tesis los resultados expuestas analizados en forma relativa
entre las distintas proteinas homaélogas y no en forma puntual pareocettaiccioncomo se
ha descripto para el dominio hasta el momento. Planeamos mediresntanestabilidad al
equilibrio y cinética de cinco dominios E2C homologos y por otro lado laidagaitincional de
discriminacion de secuencias de ADN y de reconiesnto cooperativoLa desnaturalizacion al
equilibrio y la cinética de desplegado en cloruro de guanidinio mostré quelésddsminios
son homodimeros estables que se desnaturalizan via un mecanismo daddss Medimos la
unién a distintos sitiosed ADN y confirmamos que el mecanismo de uniéon para todos los
complejos es el mismo en base a una genuina compensacion ertrggpipca.

Nuestros resultados muestran que la inusual estructura deblesaride E2C puede
acomodarse a humerosas mutaciamesteniendo las propiedades cruciales de conformacién y
funcién. Pero la unién cooperativa a sitios adyacentes de ADN mostrlbsggemponentes
entalpicosentrépicos de la reaccion como la deformacion del ADN puede diverggrdistintas
homoélogas enaierdo con un fuerte acoplamiento entre la dinamica global de lanprotel
reconocimiento del ADN.
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Segunda Seccion

Materiales y métodos

- Alors?... dit le directenr.

- Eb bien, voilal... dit Colin.

- Que savez-vous faire? demanda le directenr.

- J'ai appris des rudiments..., dit Colin.

- Je veuc dire, dit le directeur, a quoi passez-vous votre temps?

- Le plus clair de mon temps, dit Colin, je le passe a l'obscurcir.

Boris Vian, I” Ecume des jours
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1) Reactivos.

- Drogas y equipan@nto logico

Drogas Los medios de cultivo utilizados en la expresdm proteinas se prepararon en el
laboratorio con extracto de levaduras y tripteina bacteriolégica (&fbms Britania), con
glucosa (Merck S.A.l.C.), y NaCl (Anedra SA). Los tampomgsmicos utilizados para
purificacion de proteinas y ensayos biofisicos (espectroscopia des¢eiace, de absorbancia y
dicroismo circular, ITC, AFM, DLS) fueron preparados en el lafooio utilizando drogas de
alta pureza provenientes de USB Inc., Aswo Inc., Merck S.A.l.C. e ICN Inc., Sigma Aldrich,
Fisher Scientific y Promega Inc. Los tampones fueron llevados dépehdo, titulando con HCI
y NaOH (Ciccarelli S.A) en un potenciometro modelo 420A (Oriwtrumentalia). Las drogas
fueron pesadas dmalanzas digitales, mezcladas y homogeneizadas en agitadocesSiivier,
VELP, Scientifica). Todas las dialisis se realizaron @as$r (Spectrum Spectra/Por, Thomas
Scientific USA) con Corte de Peso Molecular (MWCO) de 5.5 kDaly volimenes de 0.388

ml/cm.

Equipamiento logicoLas tablas de datos fueron procesadas en Microsoft ExeelFit (v 6.0,
QuantumsSoft, Suiza). Los ajustes de estabilidad y las estadi$tieron calculadaen ProFit.
Los gréficos de los datos fueron representados @FitPLos datos de ITC fueron analizados en
SEDPHAT (Houtmanet al. 2007) y MicroCal Origin. Las secuencias fueron visualizadas y
analizadas en programas gratuifdgppmann 2004)BioEdit (Bioedit), Clustal X(Larkin et al.
2007) Protparan{Gasteigeeet al.2003) LogoBar(PerezBercoff et al. 2006) weblogo(Crooks

et al. 2004) Two Sample LogqVacic et al. 2006) DNA Strider (Douglas 1995) Jalview
(Clamp et al. 2004) Las estructuras cristalograficas y de RMN en PyMOL (Delantgs
mediciones de AFM en WsxlHorcaset al. 2007) La presente tesis fue escrita en el procesador
de textos Microsoft Word, fuente Times New Roman, tamafio 12, en am@utadora
Macintosh iBook PowerPC G4 1.07 GHz, disco rigido de 30 giga octetosy(G®moria de
acceso aatorio (RAM) de 1.25 GB bajo el sistema operativo Mac OS Xbred$.4.11, la tesis

fue sistematicamente almacenada en Dropbox.

- Proteinas recombinantes

Disefio y clonado Las secuencias de ADN codificando los dominios homélogos de E2C
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utilizados en epresente trabajo fueron obtenidas a partir de sus correspondientes gdnmsna
genomas de HP¥, 11, 18 y 45 fueron enviados a nuestro laboratorio generosamente por la Dr:
EthelMichelle de Villiers (HPV6, 11, 18, 16 y 45) y por la Dra Alisorcivide (HP\81). Se
diseflaron cebadores para cada dominio con el fin de amplificar por |[#GRcuencia
correspondiente a la region codificante de E2C. El producto de Idiaagiiin fue clonado en el
plasmido de expresidon ptzU18u. Para ello, los cebadores fuendstpsade secuencias de sitios
de corte para las enzimas de restriccion Ndel y BamH1, ambesteesn el vector de interés.
Finalmente, todas las construcciones fueron confirmadas por seci@namucleotidica y
guardadas en la base de cepas del ladmiwaa -80 C. El disefio y clonado de la viérs
monomérica de E2@6, scE2Cse efectud en trabajos anteriores a esta tesis y se @acuent
detallado er{Dellarole 2005; Dellarolet al. 2007)

Expresion y purificacion La expresion y purificacion de los dominios B2C y de scE2C se
llevé a cabo en tres pas(Mok et al. 1996)

Expresion: los plasmidos ptzU18u clonados con el inserto correspondiente se
transformaron en bacterias de expreskstherichia coliBL21(DE3)Plys, siendo la
presién de seleccion los antibiéticos cloranfenicol y ampicilinén@milé una colonia de
bacterias en 1énl de medio 2TY con 3Qg/ml de cloranfenicol, 100g/ml ampicilina y

1% m/V de glucosa y se incdikl6 horas en agitacion a 37°C. Luego, se irall
precultivo de 10 ml en 1 | de medio 2TY (16 g peptona, 10 g extracevdduray 5 g
NaCl) con 30ug/ml de cloranfenicol y 10Qug/ml ampicilina y se incub3-4 horas en
agitaciéon a 37°C o hasta obtener una densidad 6ptica @e60(BQsoonm. Se indip el
cultivo con 0.4 mM de IPTG y se inadilld6 horas en agitacion a 37°C. Todos los
dominios fueron expreslos de esta formexceptoE2G31 y E2C6 para los cuales se

redujode 16 a 4 horaal tiempo post induccién con IPTG.

Purificacion inicial: se precipid el cultivo bacteriano por centrifugacion a 6000 rpm
durante 15 minutos y se resuspéneh 50 ml de t@pon quimico de lisis (100 mM Tris

HCI pH 6.8, 0.6M NaCl, 1 mM EDTA y 10 mM-Riercaptoetanol). La suspension se
congeb a-20°Cenun Falcon de 50 ml contenido en un vaso de precipitado de 500 ml
con hielo ganizado y etanol. Se descongeld la suspensiéa gometida sonicacion
manteniendo la temperatura en 4°C. La sonicacion cingst dos ciclos de tres
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sonicados de 10 segundos de duracién, potencia 8, con desdar® segundos entre
cada sonicado. Luego se séphr fraccion soluble de la insolubteediante 30 minutos
de centrifugacion a 12000 rpm. Se recagarfraccion soluble y se precigiton sulfato

de amonio al 80% de saturacién (512 g/l) durante 2 horas en agitacion&e43@cipid

la muestra sometida al tratamiento salino (centrifdégaai 12000 rpm, 30 minutos) y se
resuspenih en una solucién amortiguadora (100 mM JFHiGI pH 6.8, 1 mM EDTA, 0.3

a 0.6 M NaCl y 2 mM 2Znercaptoetanol). Se diafiza resuspensiéen tripas de Corte de
Peso Molecular de-8 kDa (8.0 ml/cm)contra 2 peridos de llitro del mismo tampdn
durante 12 horas a 4°Este paso de purificaciée realizé de igual manera en todas las
proteinas E2C.

Purificacion final : la muestra dializada se inye@® ml/min en una columna de 8 ml de
heparina Hyper D (BioSepra, Maneuve la Garenne, Francia) equilibrada en el mismo
tampon quimico a pH 8. En estas condiciones E2C queda retenida en laacplumsu
afinidad inespecifica a la heparina, caracteristica usuabcterés de transcripcion.
Monitoreando por absorbanci®80 nm, se eluyen las proteinas adheridas a la columna
aumentando progresivamente la fuerza ionica hasta 2.0 M NaCl enn8@sn Se
recolectaon fracciones de 5 mly aquellas conteniendo E2C con un grado de pureza
superior a 85% de acuerdo a gel SBSGE 15% de poliacrilamida, fueron juntadas y
dializadasen tripas de Corte de Peso Molecular (MWCE306 kDa (8.0 ml/cm)en
solucién amortiguadora (10 mM Acetato de Sodio pH 5.6, 0.2 M NaQ¥yy DWT). El
resultado de la dialisis se concéndr46 ml pa ultrafiltracion en Centripref3 (Amicon,
Bedford, MA, EEUU). EI extracto concentrado se ingeeh una columna de tamiz
molecular, Superdex75 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia), eaplalien el mismo
tampon quimico. Monitoreando por absorbancia a R8QE2C eluye como un dnico
pico (ver Discusion correspondiente a 13 kDa cuyo grado de pureza es superior a
95%, de acuerdo a gel SDS PAGE 15% de poliacrilamida. Finalmanteyestra se
concenté a 46 ml por ultrafiltracion en Centripred.

El pasopor la columna de heparina presenté diferencias entre las E2C. Linbhepa
utiliza para purificar factores de transcripcion dada sudaltsidad en cargas negativas y por lo
tantosusemejanza con el ADN o ARNDe este modda interaccidn inespecificde E2C con la
heparina es electrostatica y entonces sensible a la fuerza gitiernada exclusivamente por la

38



concentracion de NaCl. La heparina se equilibré en diferentes tamgoimgisos variando la
concentracion de NaCl de acuerdo a la eficieneiantéraccion de los dominios E2C: 0.6 M de
NaCl para E2€16 y E2C18, 0.5 M de NaCl para E2Cl, y E2G45, 0.4 M de NaCl E2® y
0.3 M de NaCl para E231.

Almacenamiento y control de calidade centrifugeon las proteinas 3 minutos a 12000 rpm y
se midé su concentracién espectrofotométricamente (absorbancia a 280 nagndtliel

coeficiente de extincion molae (sonm correspondient¢Paceet al. 1995) Como control de

calidad de las muestrase midié directamente el peso molecular de los monémeroslaon
técnica de ionizacion suavBIALDI-TOF (Microflex Bruker) Ademas, se corrobob la
naturaleza dimérica de cada dominio evaluando el peso molecular gfetkisas en solucion.
Para ellp se compab con proteinas estandar la elusién del tamiz molegulse midié el
didmetro hidrodindmico por dispersion de la luz (DLS) (ver Capitulp Rihalmente,se
analizaon los dominios purificados en cuanto a su estado de plegamiento monitoreai@i® por
la presencia de estructura secundaria y por fluorescentiptdéanos la presencia de estructura
terciaria en condiciones nativas (N), desnaturalizantes ()lggedlas (R). SCE2Q6 y E2C16
fueron sometidas a los mismos controles anteriornfdfak et al. 1996; Dellarolest al.2007)

Oligonucledtidos sintéticas

Procedencia de las secuencias nucleotididaas secuencias de los oligonucleétidos utilizados
en la presente tesis consisten por un lado en sitios naturatesddicE2 de HPV tipo 16, los
sitios aislados BSBS2, BS3 y BS4, en tandem, DBS y la version mutada de BS3 por dmserci
de una timidina, BS3{Tabla 1). Por otro lado, se utilizaron los sitios disefiados recto e
inespecifico y un sitio diana de E2 papilomavirus bovino tipo 1,-BPVabla 1). Paramayor
claridad, en laTabla 1 se mustran Unicamente las secuencias en la direcci®®’.5L0s
oligonucledtidos de simple cadena fueron adquiridos comercialm@gntegrated DNA
Technologies, IncCoralville, 1A, EEUU) dénde luego de la sintesis fueron purifisagor
desalado estandar o por HPLC y enviados por correo en estado sdlido.
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Tabla 1. Secuencias y coeficiente de extincion molar de logyolucledétidos.

Oligonucleétidos Secuencias €260 nm
(mM™*.cm?)

E2-BS1 AACCGAAACCGGTT 369.3
E2-BS2 AACCGAAAT CGGTT 352.4
E2-DBS AACCGAAAT CGGTTGAACCGAAACCGGTT 715.1
E2-DBS-FITC AACCGAAAT CGGTTGAACCGAAACCGGTT 736.1
E2-BS3 AACCCAAAACGGTT 347.4
E2-BS3* AACCCAAAATCGGT 352

E2-BS4 AACCGAATTCGGTT 345

Sitio bovino GACCGACGTCGGTC 332

Sitio recto AACCGACGTCGGTT 347.2
Sitio inespecifico ATGGACCTGTCAAG 353.8

Se muestran solamente los nucledtidos involucratok union de E2 y que por lo tanto afectan lastaote de
disociacién, todas las secuencias poseen dos tiddeddicionales en sus extremos. En negrita satam los
nucledtidos que contactan directamente a E2. Sefianstodas las secuencias en la direccion dirétta §'). La

secuencia de E2-BS3 y de E2-BS3* correspondensadaencia reversa-complementaria.Ekkonm cOnsidera las

secuencias complementarias. La sigla FITC correpanla modificacion coisotiocianato de fluoresceina en el
extremo 5’ mediante un conector de 6 carbonos.

Apareamiento de oligonucleétidosos oligonucleétidos de simple cadena se resuspendieron en
agua y se cuantificaron espectrofotométricamente en base a sutivespeeficiente de
extincion molar.£ 260nm €n una solucion de entre 0.2 y 0.5 N de NaOH. Luego se mezclaron las
hebras complementarias en cantidades equimolares a una concentracitre 80 y 20QM en

el tampén quimico 10 mM BisTris-HCI pH 7.0, 20 mM NacCl. La neeae incubd por 5 min a
95°C y se dejo enfriar progresivamente durante 16 horas hasta alcanzaS@%@hfirmo el
correcto apareamiento de las hebras complementarias mediantenatigetie poliacrilamida al

20% (no mostrado). Los oligonucleétidos doble cadena se cuantificaron por absorba

acuerdo a su correspondie@tgonm(Tabla 1) y se almacenaron a -20°C.

2) Métodos.

- Estudios de agregacian

Caracterizacion amiloidogénicaMuestras de scE2C en una concentracion d@MOueron
sometidas a 70°C durante 4 minutos en el tampdn quimico 10 mM Hepe4,[39 mM NacCl,
1 mM MgCh, 1 mM DTT. Luego, muestras con y sin tratamiento fueron monitoreadas
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2520.1°C en los siguientes ensayos:

Dicroismo Circular. Fueron medidos espectros de CD (Jasco Inc. moe&l&)en una
cubeta de 0.1 cm de paso 6pticas sefales de elipticidad del CD fueron transformadas
a elipticidad molar por residuo, calculada segun:

mdeg
10x | x[7] x (#ep)

[6] MRW = [1]

dénde mdg (miligrados) es la sefial observabla] ancho de la cubeta de medicién (en
cm), [t] la concentracion proteica (en molar) gptel nUmero de enlaces peptidicos del

dominio analizado.

Tioflavina T. Se equilibraron las muestras 10 minutos a 25°C conN0de 4(3,6-
dimetil-1,3-bensotiaseB-ium-2-il) -N,N-dimetilanilina cloridrico (Tioflavina T) y se
midieron espectros de fluorescencia (Aminco Bowman Series 2 (Ag#ctronic Co.
Rochester, NY, EEUU) excitando a 442 nm y colectando la sefial ideera 482nm

con un ancho de banda para la excitacion y la emision de 4 nm.

Rojo Congo Se equilibraron las muestras 10 minutos a 25°C carM5de &cido
bencidina diaz#is-1-naftilamina4-sulfénico (Rojo Congo) y se midieron espectros de
absorbancia (Jasco Inc. dedo V-550).

ANS. Se equilibraron las muestras por 10 minutos a 25°C conuliD@e Z-anilino-8-
naftaleno sulfonato (ANS) y se midieron espectros de fluorescercitarglo las
muestras a 370 nm y colectando la emision a 490 nm con un ancho de banda de 4 r
para la excitacion y la emision.

Al menos tres espectros fueron promediados para todos los casos.

Cinéticas isotérmicasLas cinéticasfueron registradas en un espectropolarimetro Jasco Inc.
modelo 3815 (NikoCota, Japorgiguiendo la sefal de scE2C a 2226 en funcién del tiempo.

La temperatura de la muestra se mantuvo constante mediante unaciomtReltier conectado al
soporte de la celda del CD con una fidelidad de = 0.EfCtodos los casos, el tampdon quimico
de medicion consisti6 eh0 mM Hepes pH7.4, 50 mM NaCl, 1 mM MgG) 1 mM DTT.
Primero,sellevd a temperatura el tampdn quimico en la celda del CD durante Somihuiego,

con una jeringa de 250 (Hamilton)seinyec en la cubeta la muestra proteica homogenizando
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mediante dos reflujos cda misma jeringa. Con el fin de minimizar variaciones de teatpex
al momento de la inyeccion, el volumen inyectagmntal queresultaa al menos 30 veces menor
que el volumen total contenido en la cub&htiempo muerto de medicion resulté ser como

maximo de 15 segundos.

Calculo de PardmetrasLas cinéticas isotérmicas fueron analizadas en base a cuatro
pardmetros:;ss, tso y VE (Figura 1.7). Siendo sy s los valores promedio de la sefial de
CD atiempo inicial y final respectivamentg,dl tienpo al 50% de cambio en la sefial de
CD y VE la velocidad de elongacion o mayor pendiente en el cambio de sefial HesCD
parametros;sy § fueron calculados ajustando el conjunto de datos iniciales o finales a
una constantey = s. El pametro 4o fue calculado a partir del valor de la sefial de CD al
50% del cambio total de sefal. El paramateofue calculado ajustando el conjunto de
valores de la sefial de CD al 33% del cambio total de sefalraaiaa = ax + b, siendo

la pendiente “a”, I&/E (Figura 1.7).

Se registraron cinéticas en las siguientes condiciones:

Presencia de ADN especific®e incubd 30 minutos scE2C con BS2 en una relacion
molar 1:1, a una concentracion deild y temperatura de 25°Ge egisto la sefialde

CD a 225 nm en funcién del tiempo a una temperatura de 65°C.

Dependencia con la concentraciose egistio la sefial espectroscépica de scE2C en un
rango de concentraciones de 1 a|@8 a una temperatura fija de 65°C o 70°C. Las
condiciones de 4, 8, 1a5 y 25uM fueron medidas en cubetas de cuarzo de 0.1 cm de
camino 6ptico. Las muestras de 1 yM fueron medidas en cubetas de cuarzo de 0.5y 1
cm de camino Optico con el fin de optimizar la sefi@o. Todas las condiciones fueron
repetidas hasta tregces. Luego de explorar diferentes modos de interpretacion como de
analisis de las curvase optd por el modelo yconjunto deparametros mas robusto de
Powers y Power@Powerset al. 2006) descrnpto en el Caftulo .

Dependencia con la temperatur&e egistid la sefial de scE2C a una concentracion de
10 uM en nueve condiciones térmicas comprendidas en el rango de 60 a 72.&3€. To
las condiciones fueron medidas en cubetas de cuarzo de 0.1 cm de pasy fygtion
repetidas hasta tres vecésos parametrodsp y VE extraidos de las cinéticas fueron

analizados mediante la ecuacion de Arrhenius, llamada asi pdeselbridor del
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conocido efecto invernadero, Svante Arrhenius:
E ——RTIn(E) [2]
a A !

siendo k(t) la constante cinética, A el factor-prponencial, Ela energia de activacion,
R la constante universal de los gases y T la temperatura ab@6lutdaraser usada
como modelo de regresién lineal en graficos de pseudo Arrhenius, entrari@bles

medidas y T, esta ecuacién puede segscrita como,

IN(VE) = In(A) - FE?I' o bienlIn(t,,) = In(A) - gf‘l_

En todos los casos, la sefial espectrosedfiie registrada hasta al menos tres veces el

[3]

tiempotsp y normalizada calculando el correspondiente MR®acion [1]

- Analisis Morfoldgica

Dispersion dinamica de la luzEl diametro hidrodindmico de scE2C fue medaoun
equipo dedispersién dinami de la luz (DLS), Malvern Instruments. Por un lado, se
realizaron mediciones cada 3°C en el intervalo de 25°C a 85°C y calerstanda
velocidad de 3°C/minuto. El calentamiento se realiz6 mediante ltirPscoplado al
soporte provisto por el DLS. Potro lado, se registraron por lo menos diez medicianes
25°C de muestras de scE2C sin tratar o calentadas a 85°C. dasomes fueron
promediadas mediante el operador légico provisto por el edbippersion Technology
Software (DTS) version 4.2 Malverdnstruments y cuantificadas considerando una
distribucion normal de los datos y ajustando a la funcién gaussiana encadiadeco se
describe por,
—(X = X.)?

Aex;{%) [4]
dondeA es la amplitudy, la media aritmética w el desvio estandabe bmd 2o como el
error de medicion, intervalo de confianza 95%. Los experimentosvaedh a cabo a una
concentracion de scE2C de 164 en el tampdn quimict0 mM Hepes pH 7.4, 50 mM
NaCl, 1 mM MgC}, 1 mM DTT.

Microscopio de fuerza atomicd.as muesas de scE2C fueron tratadas a 70°C durante 4
minutos en el tampdén quimicbt0 mM Hepes pH 7.4, 50 mM NaCl, 1 mM MgCl
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previamente purificado con filtros de 0.22n. La solucion amortiguadora con o sin
scE2C y sometida o no al tratamiento térmico fue deulzsy fijada en discos de mica.
Muestras fijadas de 2, 10 y 20 ng de scE2C fueron medidas en eloseéevinicroscopia
de fuerza atébmica a cargo de Silvio Luduefia y coordinado por la Dia Rigtrasanta
del Centro de Microscopias Avanzadas (CMA) ablix en el Pabellon 1 de la Ciudad
Universitaria, FCEN, UBA. Las imagenes fueron corregidas erprétadas en el
laboratorio mediante el operador l6gico gratuito WsxM v.(Blércaset al. 2007) Las
morfologias identificadas se analizaron en base a tres pavamedl ancho,
correspondiente al 50% del maximo de intensidad (ancho total maximo nieédibiil),

la dtura, correspondiente al méximo valor en el gjg @n el caso de fibras tipo gusano
se midié ademas la longitud de contorno, correspondiente al largordesines.

Los parametrs de las morfologias tipo bdiaeron analizadas estadisticamente mediante
el operador légico proFit, considerando una distribucién normal de los dgtostgneo

a la funcion gaussiand]|

Microscopia electrénicatincién negativa y criomicroscopia Las muestras de sce2C
fueron tratadas a 70°C durante 4 minutos en el tampémapl0 mM Hepes pH 7.4, 50
mM NaCl, previamente purificado con filtros de 0.2fh y enviadas al laboratorio de
Estructura Molecular y Funcion, Departamento de Ciencias Biolodgicdsgio Imperial
de Londres|nglaterra, cedirigido por el Profesor Palreemont y el Profesotiaodong
Zhang La tincion negativa se llevd acabo incubando las muestras 1 minutcyara
absorcién en una grilla Formvar (formal polivinilo) recubierta ddarary tefiido en
acetato de uranilo 2% pH 4.5, a una concentracion dgaps solubles de scE2C de
0.05 mg/ml y la criomicroscopia se llevé a una concentracion de agseg@aldbles de
SCE2C de 0.5 mg/mIEOL 2200FS electron microscopE) procesamiento de imagenes,
seleccién de patrones y reconstruccion tridimensional &r g 16000 particulas
digitalizadas Kikon Coolscan 9000 ED)fue llevado a cabo en éaboratorio de
Estructura Molecular y Funcigmor la amable colaboracion con la OZacilia Bebeacua
mediante el programa analititdAGIC (van Heelet al. 1996)y el andlisis estastico de
variables multiplegvan Heel 1984)

- Bioinforméatica.
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Base de datos de los sitios de union de E&dos los genomas dgénusalfa fueron olgnidos

del Cominte Internacional Taxondmico de Base de datos Viral (I@&Mnimo de sus siglas en
inglés) (BichenOsmond 2003)siendo la identificacion taxondmica (ID): 151340, detallado en
la tabla suplementaria 8anchezt al. 2008) Los genomas presentes con mas de una entrada
fueron examinados con el fin de verificar si son o no redundantes metfiaafdicacion
disponible en interndBLAST 2 sequencé$atusovaet al 1999) En la mayoria de los casos, el
punto de partida de la secuencia genomica cae dentro de la region regldagar(LCR,
acronimo de sus siglas en inglés), partiendo el LCR en dos porcioned,aamaienzo y otra al
final de la secuenci&e dineaontodos los genomas utilizando Clusta{@hennaet al. 2003)y
seextrapronlas dos secuencias parciales del LCR tomando el comienzo debgeal final del

gen L1 como referenci&e unierorlas dos porciones para obtener el LCR completo, el cual fue
despojado de inserciones y vuelto a alinear. Finalmente,itlos de unién de E2 fueron
extraidos y alineados manualmente. Para la manipulacion de lencasse utilizaron los
editores de alineamiento BioEdit v7.0.8 (Tom Hall, Ibis Bios@shg Jalview v2.2.{Clampet

al. 2004)

Logos de secuencialLos logos de secuencia fueron generados con Web[Sdmneider y
Stephens 1990; Croolet al. 2004)y con las secuencias de ADN o proteinas alineadas. La altura
de las letras apiladas en una posicifireicalculada segun:

Recaencall) = 109(8) + Zf (bii) log, (f (b.1)) - - |rs1;21) n 15

dondes es el numero de simbolos (4 para el ADN y 20 para peseir(b,i) son las fracciones
de cada base o amino &cido en la posicion i. El tercer térmimoaesorreccion para muestras
pequefias, dondees el nimero de secuencias en el alineamiento. El valor m&@dRecuencia
es 2 para ADN y 4,32 para protesnaiendo el minimo cero para ambos casos. La altura de cada
letra dentro de cada apilamiento es proporcional a su abundancia:

Altura(b,i) = f (5,i) " Rgqenseli) [6]
El logo de dos muestraswo Sample Log¢Vacic et al. 2006) fue utilizado para comparar el
logo medidoin vivo contra el logo medidan vitro. La aplicacion toma como entrada un
alineamiento de referencia y un alineamiento de contraste eficker#s posiciones que se
encuentran enrigecidas o empobrecidas en una determinada base. El alineamierttosda si
vitro fue generado utilizando la frecuencia de bases reportad@degrhouse y Silverstein
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2001) y fue utilizado como alineamiento de contraSk utilizéel alineamiento de sitios vivo
como muestraSe utilizé el test binomial y un valor p de 0.05 de corte para identificar las

diferencias entre los alineamientos.

Prediccién computacional para las energias libres de uni&e utilizola teoria de Berg y von
Hippel (Berg et al. 1987; Berget al. 1988; Berget al. 1988)y el alineamiento de los sitios
naturales de E2 para predecir la energia de E2 a sus sitiosdde Tmilos los calculos fueron
realizados mediante archivde O6rdenessgriptg en el lenguaje de programacion Perl, hechos
para la ocasién y con ProFBe utilizaronlas secuencias directas de-B31 y E2BS2 y la
secuencia reversa complementaria deBS3 y E2BS4 de forma tal de alinear todos los sitios
en lamisma orientacion (ver resultados). La teoria asume que la prasion de seleccién en
los sitios de unidn naturales presentan una energia de unién por debajo detama dietada
por la cantidad de proteina libre en la célula y los niveles de wdenidos. Las posiciones 4 y
5 para la interaccion EBS fueron excluidas del calculo de energia libre de union dado la
presién de seleccion por un sitio de metilacion en esas basaizaRel calculo con las
frecuencias de la seleccidn vitro (Newhouse y Silverstein 200ho cambia los resultados
significativamente (datos no mostrados), confirmando que la seleaiaapunion es la mayor
presion de seleccidn en los sitios naturales de union de E2. glnadaesuposicion de la teoria
es que los pares de base evolucionan en forma indepen@entiélizla aplicacién Enologos
(Workmanet al. 2005) para verificar que las correlaciones entre las frecuencitss gmres de
base en los sitios denidn naturales de EZueran muy débiles o inexistentes (datos no
mostrados).

El ruido estadistico esperado en la correlacidbn experimental lenteergia libre de
union calculada es de alrededor de al/kaeol (Bergy von Hippel 1987; Berg y von Hippel
1988; Berg y von Hippel 1988Entoncesse eligieronconjuntos de datos que abarquen por lo
menos 2 kcal/mol de forma tal de poder observar una correlacion. cGajlato de datos
experimentales fumedido bajo difegntes condiciones de tampdn quimiééexander y Phelps
1996; Hineset al. 1998; Kim et al. 2000; Newhouse y Silverstein 2001; Zhagtgal. 2004)
Dado que los cambios ersleondiciones de medicién influyen en Epaddad de discriminacion
de secuencia de la proteina @akaj et al. 2006) serealizd una correlacion por separado para
cada set de datos. La pseddmperatura ‘Tse relaciona con la fuerza de la presion tere®n
in vivo para la afinidad. En nuestros calculos, fue arbitrariameatafg 298 K. Por lo tanto, las
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pendientes en l&igura 1.4 son equivalentes al cociente de la temperatura experimental y la
pseudetemperatura. Estas pendientes varian masodedienes, probablemente de acuerdo a
variaciones en la selectividad de secuencia del dominio de E2C deladocandiciones de
tampon quimicdBlakaj et al. 2006)

Tambiénse aplicda teoria de Bergon Hippelpara buscar sitios de unién no reportados
previamente en el LCR de los alfapapilomaviise.@lculo la energia de union para todos los
sitios posibles de 14 bases usando la frecuencia de bases @hi@inte de los sitios naturales
de union de E2. En@linos casos, la base presente en un sitio de unién putativo no se encontrat
en su posicién correspondiente en el alineamiento de sitios natuitesembargo, la
contribucion de dicha base a la energia de union no puede ser calcufadasesencillase
puedeasumirla como altamente perjudicial para la uns posibleentonces postular que los
sitios con bases no presentes en el alineamiento naturamsigos putativos de unién de E2.
Se consider@na secuencia como sitio de union putativo desiE=1 union predicha era menor

gue 4kcal/mol. Esta consideracion in@wl 95 % de los sitios de unién de E2 conocidos.

Agrupacién de las energias de union predich&se utilizéel algoritmo de medi (MacQueen
1967)para agrupar los tipos alfapapilomavirus de acuerdo a las endegismion predichas. Los
tipos virales fueron definidos comorgas i en un espacio de cuatro dimensiones utilizando las
energias de union predichas. El algoritmo utiliza como entrada el a@®erupos, j. Primero,
define un centro en el espacio de cuatro dimensiones para caglarieateentroide. Luego, se
definenlos grupos asociando cada punto i al centroide mas cercano. Luego, cerdvoisles j

son calculados como centros de masas del grupo. La asociaciédadeuo#o y el célculo de
nuevos centroides es repetida hasta que los centroides no se muevdastenadgoritmo
minimiza la suma del cuadrado de las distantestre los datos i y el centroides,

3=33x-qf 7

Este procedimiento converge en un minimo que depende significantemepte amtiros de
grupo elegidos al azar. Derfoa de obtener un minimo globagcorri6 el procedimiento 1000
veces hasta que cong@ray se guard la solucion con el menor valor J. El algoritmo fue
corrido utilizando el programa RTlle R project for statistical computing, http://mwwav.r

project.org.

Estudios de asociaciorSe aalizo la asociacion entre los genotipos de los tipos virales y los
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fenotipos, mediante un ensayo de distribucién hipergeomé@Ricals et al.2007) Tenemos una
poblacién total de 72 tipos virales, de los cuales un numefo72 goza una determinada
propiedad epidemioldgica, < (x,y) de ellos presenta una propiedad epidemioldgica de interés.
Se 6 la funcién hipergeométrica para calcular la probabilidad de reamEertos sin reemplazo

y objetos de una poblacion tota @2, siendx la poblacién de aciertos. En el caso de asociacion
positiva el valoip es definido como la suma de probabilidades de teoanenos aciertos. Una
asociacion positiva 0 negativa es reportada si el yalkes menor que el elegido como corte,

0.05. Todos los calculos usando la funcién hipergeométrica fueron impleloertaMS Excel.

- Calorimetria y espectroscopia para complejos binarios

Calorimetria de complejos binariod.os experimentos de calorimetria fueron realizados en un
calorimetro \P-ITC, Microcal Inc. Las muestras de E2C a una concentraciontoe&y 11uM
fueron tratadas con 10 mM DTT durante una hora a 25°C. Luego, fueromadbali
intensivamente en tripas de MCWO d& &Da en el tampon quimico correspondiente. Las
muestras @ oligonucle6tidos a una concentracion de entre 80 yuMOfueron dializadas
intensivamente en tripas de MCWO de 3.5 kDa junto a las muesttascas. El resultado de la
didlisis fue centrifugado a 12000 rpm durante 5 minutos, sometido a vacfiedbrainutos,
ThermoVac Inc, y cuantificado. Las celdas del calorimetro fuessgadas con 1.8 ml de
muestra y el inyector automético con 30@le ligando. Las inyecciones de oligonucledtidos a la
muestra proteica se realizaron en forma automatica tituld@dmtre 6 y 1Ql, salvo la primer
inyeccién de 2ul, y manteniendo la rotacién de la jeringa en 290 rpm. Las fibmes se
realizaron mas alla de niveles de saturacion con el objetivadal#dez®r el calor de dilucién del
ligando. El operador légico irocal Origin version 5.0 provisto por el MPC fue utilizado
para integrar los calores medidos y restar el calor de diluc@majustes globales de los datos
calorimétricos fueron realizados en el operador I6gico gratuito SEDP{Houtman et al.
2007) La ‘sigmoidisidad’ de las titulaciones fue evaluada en basalar C’' (Wisemanet al.
1989)

C =nK[x] [8]
siendo n el nimero de sitios por ligandola constante de afinidad y][la concentracién de la
muestra. Valores de c entre 1 y 1000 validan la constante de afinethdarfwisemanet al.
1989)
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Dependencia del pHEI tampon quimico de tres componen(Edlis et al. 1982) 100
mM Tris, 50 mM MES, 50 mM acetato de sodio, 200 mM NaCl y 0.2 BiM, fue
preparado disolviendo los pesos apropiados da camponente en agua. ElI DTT fue
agregado desde una solucion madre 1 M. La solucidn resultante present@e® /34
8.5, el cual fue llevado al pH desado titulando con HCl o NaOH. BEuphihedido en un
potenciémetro Orion Instrumentalia, modelo 42@#&. uiliz6 el operador I6gico VTC
provisto por Microcal Origin para el ajuste de los datos de ITC.

Seajustaronlos datos de las afinidades a un modelo de dos residuos tit(Bakes et

al. 1996)en funcion del pH:

pKlﬁ;re_pH pKIﬁ:re_pH
= Gy PH14) + 2RT|n(L) + ZRTm(L] -

1+ 1OpKl§3mplejo_ pH 1+ 10PKEomplejo— pH

AG

union( pH)

donde A y B son los dos grupos titulantes y el factopr@iene de la naturaleza

homodimérica de E2C.

Dependencia de la fuerza ionicha relacion entre laonstante de afinidad y la fuerza
iGnica, FI, ha sido interpretada de acuerdo a las estequiometrias eeldéiveationes,
aniones y moléculas de agua involucradas en tadoidn de complejos proteiAdDN
(Recordet al. 1978; Recorekt al. 1991; Haet al. 1992; O'Brieret al. 1998) de acuerdo a
la siguiente ecuacion simplificada,

logK, =logK,; — SK - log[FI]+0.016 B[FI] [10]
donde XK,ps corresponde al numero neto de iones desplazados (valores positivos) ¢
reclutados (valoresegativos), B al numero total de moléculas de agua desplazadas
durante la formacién del complejoKyeses la constante de unién hipotética a 1 Mrtle
A bajasFIl (< 0.5 M) la actividad del agua se la considera r{ilacordet al. 1991) y

logK, =logK,; — SK - l0g[FI] [11]
Finalmente, de acuerdo a la naturaleza-gl@ctrolitica del ADN se considera quK.5s

posee una mayor contribucion cationiBacordet al. 1991)

Espectroscopia de complejos proteiA®N. Los espectros deéicroismo circular y absorbancia
fueron registrados en el equipo Jasco (Japon) J815 en una celda dedeu@rzam de paso
optico. Todos los complejos fueron analizados a una coramon de 15uM. Todos los
complejos fueron incubados por 30 minutos a 2%°€entrifugados 15 minutos a ac® rpm
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antes de medirlos. Diez acumulaciones fuesmistraday promediadas para cada medici&l
espectro del tampon quimico fue registrado y substraido en los espeetlides con muestras.
El andlisis de los datos fue realdo en el operador l6gico FHit

- Estudios de Estabilidad

Desnaturalizacion al equilibrio Las desnaturalizaciones iquicas al equilibrio de las
cinco proteinas homologas E2C fueron inducidas por cloruro de guanidinio en §@sfatd de
sodio pH 7; 1 mM de DTT, variando de 0 a 6 M la concentracion de GdanZ50.1°C y el
estado de plegamiento al equilibrio fue morg@smlo por fluorescencia y dicroismo circular como
sedetalla a continuacion:

Fluorescencia Las muestras proteicas fueron excitadas a 280 nm (4lenpaso de

Optico) y el espectro de emision fue registrado de 295 a 450 nm (Rrmpaso de Optigo

a una vebcidad de barrido de 5 nm por segundo, acumulando al menos 2 mediciones pc

muestrala concentracion de E2C final fue de M y el volumen final de medicién de

300 ul, utilizandouna cubeta de cuarzo de 0.4 cm de paso Optico. El centro de masa de

espeato de emisiéon (longitud de onda de emision promedio) fue calculado de aauerdo

A (2) 121
S1(%)

donde A es la longitud de onda de emisién(&) es la intensidad de fluorescencia a una

longitud de onda,; y graficado en funcién de @ncentracion de Gdm.Cl.

Dicroismo circular Las muestras proteicas fueron analizadas midiendo el espectro de

CD registrado de 215 a 260 nm (2 dm paso de 6ptic@ una velocidad de barridte

100 nm por minuto, acumulando 5 mediciones por muestracancentracion de E2C

final fue de 10uM y el volumen final de medicion de 3@0, utilizandouna cubeta de

cuarzo de 0.1 cm de paso optico. La sefial de CD fue normalizadaVa étRacion [1],

y luego la sefial de CD a 225 nm de longitud de onda fue extraidasddatos

promediando los datos de 225+2 nm y graficada en funcion de la concentracion dt

Gdm.Cl.

Las muestras proteicas fueron incubadas 16 horas en presencia detraocioces
crecientes de Gdm.CI, monitoreadas por fluorescencia y dicroisoutacjincubadas 29 horas

mas y nuevamente monitoreadas por fluorescencia y dicroismo cirEulael modelo de
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disociacion de dos estados para dimergs, 2D:

K, - e( rr ) _[DP [13]
[N,]

donde Kp es la constante de desnaturalizaci@Geq la energia bre de desnaturalizacion al

equilibrio, N; es el estado nativo del dimer@yestado desnaturalizado monomérica fraccion
del estado desnaturalizado se cdlalé la siguiente forma:

FD=(|N_Iobs)= [D] [14]

(In-1s)  (2N,]+[D])

donde lqps €s la intensidad obseda ely y Iy son las intensidades de los estados plegados y

desplegados descriptas por un polinomio de grado 1. El modelo de desnaidnalizaclos
estados, en el cual el evento de desnaturalizacion y de diso@addrcuentran acopladddok
et al. 1996) fue ajustado a los datostebidos tanto a las 16 horas como a las 45 horas de
incubacion mediante el operador l6gico ProFit. En ambos tiempos de dneplara las cinco
proteinas E2C ensayadas, el ajuste del modelo a los datos defl@Descencia produjo los
mismos parametros gantizando el estado en equilibrio de las muestras. En todossios sa
asumioé que la energia libre de desnaturalizacion al equilBig varia linealmente con la
concentracion del agente desnaturalizante, cuya constante de propa@&ibreslin (Tanford
1968; Greenet al. 1974; Pace 1986; Santogbal. 1988; Moket al. 1996) La concentracion de
desnaturalizante en la cual la mitad de moléculas proteiescaentra desnaturalizada {5},
fue calculada comaesdescribid anteriormen{&antoro y Bolen 1988; Moét al. 1996)
Finalmente, con el objetivo de garantizar la reversibilidad de ekccion de
desnaturalizacibn se realizaron ensayos de replegamiento por dildgémuestras
desnaturalizadas. En todos los casos la reaccién de desnatunaligadinica resulté ser
reversible en base a la sefal de CD y fluorescencia indicando@eaede estructura secundaria

y terciaria en las muestras replegadas.

Cinéticas de desaturalizacion Las desnaturalizaciones quimicas de las cinco proteinas
homologas E2C fueron inducidas por cloruro de guanidinio en 50 mM fosfato dgpkbdiol
mM de DTT, variando de 3 a 8 M la concentracion de Gdm.Cl, a 25+§.1&2€cinéticas de la
reaccion fueron registradas por fluorescencia y dicroismo circular ceenaletalla a

continuacion:
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Fluorescencia Se registrda fluorescencia emitida a 339 nm (5 nm de paso de 6ptico) de
muestras excitadas a 280 nm (5 nm de paso 6ptico). La concentra&id@ dieal fue de
0.5uM y el volumen final de medicion de 7QQ se utilizé una cubeta de cuarzo de 1 cm

de paso optico.

Dicroismo circular. Se registréla sefial de CD a 225 nm (10 nm de paso O6ptico). La

concentracion de E2C final fue deuM y el volunen final de medicion de 500,

utilizandouna cubeta de cuarzo de 0.2 cm de paso Optico.
El tampdn quimico se dej6é equilibrar en el equipo de mediciéon entre 130 se§06dos en
reposo, asegurando la estabilizacién de la temperatura y entoremsliélio en la sefal de
medicion. El agregado de la proteina, en volumenes ¢g¢ d4 los ensayos de fluorescencia y
10 ul para CD, al tampdn quimico equilibrado se realizdé sin sacaulbeta del equipo de
medicion e inyectando la muestra con una jeringa Hdommde 500ul, minimizando asi
variaciones de temperatura. El tiempo muerto de la mezctales los casos fue menor o igual a
10 segundos. De acuerdo con la velocidad de las cinédcegistraon de uno a diez datos cada
cinco segundos. El tiempot&b de medicion se extendié en todos los casos por lo menos tres
veces el tiempo a la mitad de caida de sefial. Todas lagcasnétieron ajustadas a una
exponencial simple salvo para las cinéticas medidas conrdb2qlie fueron ajustadas a una
exponenciabdoble.Se orrobol experimentalmente que tanto las mediciones monitoreadas por
distintas sefiales como las mediciones realizadas a distintant@uion generan los mismos
resultadoscomo era de esperar para cinéticas de desnaturalizacién quipaga un proceso
cooperativo entre estructura secundaria y terciaria. Finalmiestejatos de las cinéticas de
desnaturalizacién fueron ajustados a un modelo de dos estados sigepdE) (Prat Gayet al.
2005) En todos los casos se asumié gue las energias de i@ctivacian linealmente con la
concentracion del agente quimico desnaturalizante, con una constante deiqrajidad, m
(Prat Gayet al.2005)

- Calorimetria y espectroscopia para complejos ternarios

Calorimetria de complejos ternarios.os experimentos de lcgimetria de complejos ternarios
fueron realizados como se describio para los experimentos de corbpiejegs. En titulaciones
directas del complejo ternario, el sitio de ADN DB@lfla 1) a una concentracion de 3218 a
40.5uM fue titulado en la cela del VRITC conteniendo la proteina E200, E2G16 o E2C18
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en una concentracion de 4% a 4.9uM. En titulaciones reversas del complejo ternario, E2C
en un rango de concentraciones de 4dM2 a 48.1uM fue titulado en la celda del VAHC
conteniendo leoligonucleétido DBS en concentraciones de BN a 4.4 uM. Los ajustes
globales a un modelo de union de dos sitios de los datos obtenidos de titalaiien&s y
reversas para cada complejo ternario fueron llevadas a cabo reediaperador Iégicorgtuito
SEDPHAT (Houtmanet al.2007)

Estequiometrias por fluorescencia, anisotropia y ensayo de retardo l& movilidad
eletroforética Los ensayos de union a ADN didos por fluorescencia se realizaron en un
espectrofluorimetro Aminco Bowman Series 2. Cuando el fluor6foro fi€,Fe excitdé a 490
nm y se colectd la emision a 520 nm, con un ancho de banda de 4nm pait@d#oa y 8. Los
datos de intensidad de flgscencia se corrigieron linealmente segun la dilutiarnintensidad
de fluorescencia y anisotropia se realizaron en una situacion estétyiga, es decir, en dichas
condiciones experimentales, la concentracion fija de proteina o ADMa@ientran massdin
orden por encima de la constante de disociakipde los sitios individuales medidos mediante
la respectiva técnica (no mostradbas medidas de anisotropia de fluorescencia se realizaron
utilizando polarizadores lineales y colectando las inteneglagrticales y horizontales a las
mismas longitudes de onda antes mencionadas. Se promediaron al merthsidhesea 0° y
90° y se calculé la anisotropia (r) sedliakowicz 1999)

(Ivw-Gx Ivh)

i (Ivv+2Gx Ihv) [13]

donce | es la intensidad de fluorescencia, arriba de excitacionjy ébamision, los sufijos v y

h se refieren a polarizacion lineal vertical y horizontal regmeoente y el factor de correccion

G esta definido coma;=%. Dado el pequeaiicambio de rendimiento cuantico del motivo

FITC asociado a la union de ADN (<15%), no fue necesario realizeecciones de intensidad
sobre los valores anisotropicthsakowicz 1999) Las condiciones de medicién del ensayeron
fijadas a 25 mM BisTri¢iCl pH 7.0, 200 mM NaCl y 1 mM DTT y se mantuvo constante la
temperatura a 25 + 0.1 °C utilizando un bafio térmico acoplado alnfletool El ensayale
retardo de la movilidad electroforétiBEMSA) o “gel shift” se llevdé a&abo en condiciones de
baja fuerza ionicgAusbel et al. 1997) Las mezclas de reaccion fueron ingdés en las
condiciones estandar de unién, por 30 min a 25°C en un volumen finalpdleL B8 mezclas se
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sembraron en un gel de poliacrilamida al 6% conteniendo 2,5% de glZ®®ralM TrisHCI pH
8.3, 190 mM Gilicina, 1 mM DTT. El gel se corrié entr@BA durante 2 horas en camara fria.
Las bandas de oligonucleétido fluoresceinado fueron escaneadas en un S8AORMNaging

(Molecular Dynamics) y cuantificadas en el programa Image Qudht v1.

Cinéticas Las cinéticas de los cambios estructurales fuerostradas en un espectrofotometro
SX18MV Applied Photophysics. La absorbancia fue medida a 270 nm (4 nm antfamdiz).

Un volumen de 2u1M de oligonuclétido DBS fue mezclado con un volumen de proteina a una
relacion proteina:ADN de 2:1, 4:1y 8:1.

Andlisis de poblacionesLas poblaciones fraccionales de DBS libre, DBS unido a un dominio
E2C y del complejo ternario fueron calculadas en base a la conaamtdecE2C usando los
valores medidos patssi, Kes2y Keoopde la siguiente manera:
Fraccion de DBS lire:
1
1+ K[ E2C]+ Ko E2C]+ K g K g K

16
oo E2C] 1ol
Fraccion de un sitio unido:

Kgs| E2C]+ Kog[ E2C]

1+ K[ E2C]+ Koy E2C|+ Kpg K g K

17
[E2c] ]

coop|

Fraccion de dos sitios unidos:

KeaK BSZKcoop[ EZC]Z
1+ K[ E2C]+ Koy E2C]+ K g K g K

18
[E2C]’ 18]

coop|
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Tercera Seccion

Resultados
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Capitulo 1
“Mecanismo de formacién de protofibras amiloides en

E2C”

Only rarely is there an opportunity to participate in a molecular happening,
you are going to have that opportunity.
Paul Berg

56



Estados de agregacion del dominio de union a ADN E2C

La propensién de E2C de formar agregados desordgneslaecir precipitados visibles
(> 1 um), noestructurados e irreversibles, es favorecida por un lado por condioxidestes,
como las altas temperaturas y pH alcal{fR@rreiro 2003; Nadra 2005)por otro lado, por
interactuar con otras moléculas en condiciones de baja fuerza (ériica M) como es el caso
de hetereoligomerizaciones entre E2C y ADespecifico(Ferreiroet al. 2000) y E2C y la
proteina E7(Smal et al. 2009) Para E2C, los agregados amorfos son esperables en dichas
condiciones ya que un medio oxidante fomenta la union covalente entreasigt®puestaal
solvente y la baja fuerza idnica induce interacciones inespeagiffesoreciendo que las
moléculas se acerquen entfey agreguen. Sin embargo, cabe destacar que en todos los evento:
de agregacion desordenada se advirtieron signos de intermediduilesscEn el caso de co
agregados E2@DN, se observaon intermediarios solubles correspondientes a complejos de
estequiometria de 2(Ferreiroet al. 2000) siendo el segundo evento de union inespecitiep (
Figura lll.1 ). Ademas en el caso de eagregados E2E7, se reportd que previo al agregado se
pueblan especies solubles presentando caracteristicas estrsctigai@mina beta segun lo
reportado por el analisis de dicroismo circular (@bBxonimo de sus siglas en inglégdg los
mismos(Smalet al.2009)

El estudioin vitro de intermediarios estructurados suele ser enmascarado pori¢gapar
de agregados desordenados. La formacién de agregados estructurados gequiara parte
significativa de la poblacion prot@ se encuentre en estado parcialmente despldéaily
1998; Chiti et al. 1999; RamireAlvarado et al. 2000) situacién también propensa a la
formacién de agregados desordenadb®bson et al. 1999) La induccion de estados
parcialmente desplegados desde estados plegados en proteinas globulieea a cabo
empleando condiciones de entorno extremas: pH bajo, temperatura y phlesi@npresencia de
solventes organico§Marcon et al. 2006) Un solvente organico muy utilizado es el
trifluoroetanol (TFE), el cual, a baja®onrentraciones, aumenta la solubilidad de grupos
hidrofébicos (Buck 1998) modulando lenta y progresivamente la estructura de proteinas
globulares. Recientemente, se estudié para leeipe E2C el efecto del TF@&Vetzler et al.
2007) Dicha perturbacién suave en el entorno quimico de E2C promueve la fornagcion
agregados estructurados de tipo amilajdéetzler et al. 2007) Este mismo comportamiento
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frente al TFE, se observo tanto en proteinas monoméricas de topiplodiartil beta(Srisailam
et al. 2003; Pallarest al. 2004) como en proteinas de diferente tolopogNcPheeet al.
2000) La caracterizaciéon morfolégica de los agregados de E2C fueadsalpor microscopia
electronica de tincidbn negaéi y presentd tres tipos de especies morfoldogicamente diferentes:
anillos de entre 5y 10 nm de diametro, fibras flexibles (gusanosBaer7de ancho y 30 nm de
largo y fibras rigidas de hasta 300 nm de ldWyetzleret al.2007) Finalmente sebservioque
E2C unido a ADN blanco inhibe la formacién detas estructuras amiloide@#/etzler et al.
2007) A nivel experimental, la utilizacion de TFE como agente promotor igeroérizacion
presenta ciertas restricciones, como ser la posibilidad der v temperatura o la
caracterizacion morfolégica por métodos espectroscopicos y por ARMhdéra de caraerizar
los mecanismos moleculares en la formacién de agregados amiloekdta clave desarrollar
herramientas que permitan explorar diferentes condiciones y seamantels en entornos
compatibles con el medio celul@arconet al. 2006)

Como objeto de mi tesina de licenciatura, construimos medianteiénigegenétia una
versidbn monomerizada o ‘simple cadena’ de E2C, sdE@@arole 2005; Dellarolet al. 2007)
El disefio racional del conector garantizé que las caracterisfisasms de topologia, estructura 'y
funciébn de E2C se mantuvieran intactas. En otras palabras, lalemdusaninoacidica del
conector, compués por residuos hidrofilicos y flexibles, y la ubicacién especial dsimm,
permiti6 que la version monomerizada de E2C mantuviese la ‘identadklddimero de
referencia(Figura 1A). Dichas propiedades fueron confirmadas de acuerdo a lo reportado er
ensyos espectroscopicos, cristalogréaficos (cf. PDB ID: 2Q79) y dénumiDNA medido por
ITC y fluorescencigDellarole 2005; Dellarolet al.2007) Ademas, se abordé la caracterizacion
de la estabilidad al equilibrio de scE2C mediante el uso de laseagguimicos Urea y GAdmCI.
sCE2C resulté ser més estalgjee el dimero de referencia en concentraciones proteicas por
debajo de 6 mMDellarole 2005; Dellaroleet al. 2007) Ademas de los agentes quimicos
mencionados, utilizamos la temperatura como agente desnaturalaantgiepor tratarse de
una reaccion irreversible, no resulté atil a la hora del estudipa@tivo entre ambas proteinas.
Sin embargo, el analisis en profundidad del comportamiento de scE2@dsoaldratamiento
térmico nos otorgo la posibilidad del uso de scE2C como herramientatpardar en la ruta
amiloidea de E2C y de mecanismos demiacion de fibras amiloideas en general, como

describimos a continuacion.
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scE2C como herramienta para el estudio de amiloidosis

Estudiamos la influencia del aumento de temperatura en E2C y soB@ifreando la
sefial de CD a 225 nnfrigura 1B). La sefial d&CD a esa longitud de onda y normalizada en
base al nUmero de enlaces peptidicos, es un fiel reportero delidorga estructura secundaria
de ambas proteinas y por lo tanto del estado de plegamiento en soluadtadel nativo de
scE2C y E2C correspde a una sefial de CB225 nmde entre 5000 y 6000 deg.tdmol*
miestras que el estado desplegado la sefial a dicha longitud de ondaatiegrd¢Dellarole
2005; Dellaroleet al.2007) Al tratar térmicamente las muestras, en primer lugasogsendd
gue la curva de desnaturalizacién térmica no coorede a una transicion clasica. Es esperable
gue al aumentar la temperatura)( la sefial de CD a 225 nm se aproxime a cero y no a sefiales
mas negativas como observamos a partir d&C§Bigura 1B). Esto indicaria que las dos
proteinas en lugar de perdestreictura secundaria o hacerse insolubles disminuyendo la sefal,
estarian ganando estructura secundaria al ser sometidas aEcasmgundo lugar, observamos
gque este comportamiento andmalo varia notablemente entre ambas pr&tafaael caso de
E2C (Figura 1B, linea gris—), el incremento en sefal negativa de CD luego de lo€ 60°
disminuye pasados los X mientras que para scE2G (Figura 1B, linea negra~). Ademas al
enfriar E2C(Figura 1B, linea gris<) la sefial de CD continta disminuyendo mientyas al
enfriar scE2C(Figura 1B, linea negra—) la sefial de CD se mantiene constante en el valor
alcanzado luego de los GD° Este patron de sefial de CD se aprecia aun realizando el
experimento en un rango de velocidades que van de T/aC

Este comprtamiento lo observamos también al mantener la temperatura censtant
65°C y medir la sefial de CD a 225 nm en funcion del tienkigufa 1C). A medida que
transcurre el tiempo, la sefial negativa de CD de ER&ftifa 1C, linea gris)y de scE2CKigura
1C, linea negrad) aumenta pero luego de los 1000 segundos, la sefial de E2C tiende haci
valores nulos mientras que la sefial de scE2C se mantiene neBatalmente, medimos la
cinética para scE2C en presencia del sitio de unién de ADN BS2 erelansgnmolar 1:1
(Figura 1C, linea negrdd). Observamos que formando scE2C parte de un complejo con ADN
especifico, la sefial de CD no varia en funcién del tiempo. Estdtado es acorde a lo
observado anteriormente para E2C que es la version natural diceédcB2C(Wetzleret al.
2007)
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Figura I.1. Tratamiento térmico de E2C y scE2C monitoreado por CO0A) modelo de la version monomerizada
de E2C, scE2(Dellaroleet al.2007) Barra de escala horizontal: 1 n(B) Sefial de CD a 225 nm al calentar)(y
enfriar (=) E2C (linea gris) y scE2C (linea negra) a 3°C/r{d).Cinéticas isotérmicas a 65 °C monitoreadas por la
sefial de CD a 225 nm de E2@néa grig y scE2C (linea negra) en ausenc®) (0 presenciall) de ADN
especifico (BS2) en una relaciéon 1 a 1. Concerftnaproteica:1QuM, tampdon quimico: 10 mM Hepes pH 7.4, 50
mM NaCl, 1 mM MgC}, 1 mM DTT.

Tanto al medir la sefial de CD a 225 nm en famcle la temperatura como al hacerlo en
funcién del tiempo a temperatura fija, podemos apreciar que los asmndeiscriptos se
manifiestan antes en E2C que en la versibn monomerikagiard 1B y 1C). Esto concuerda
con lo esperado considerando la estahiidrelativa entre ambas proteinas medidas
anteriormente(Dellarole 2005; Dellaroleet al. 2007) Cabe destacar qual realizar los
experimentos de tratamiento térmico, pudimos notar que la pérdiddialede CD observada
para E2C a altakemperaturas o a tiempos largesta acoplada a la formacion de agoegs
visibles. Este comportamiento corresponde por lo tanto a la formacidémagomados
desordenados irreversibles en el caso de P2C.el contariogn la versibn monomerizada no
observamos dichos agregados insolubles. Al centrifugar intensivanaenmeestra de sce2C
tratada térmicamente, la magnitud de la sefial de CD no dismimdyegndo la ausencia de
agregados insolubles. Esta observaciéon sugeriria que mientras quediarere de referencia,
E2C, el tratamiento térmico induce la formacion dadest agregados insolubles y solubles en
simultaneo, para la version monomerizada, scE2C, se estabilieam@nite un estado de
agregacion soluble. Es decscE2C estaria ‘congelando’ un estado inestable para la version

dimérica.

El tratamiento térmico imuce en scE2C un estado de tipo amiloideo

A continuacion estudiamos si el producto del tratamiento térmico E2Cspresenta
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caracteristicas amiloidegBigura 2). Para ello comparamos espectralmente muestras de scE2C
sometidas a tratamiento térmicopgpgeriormenteenfriadas(Figura 2A, punto verdg, con
muestras de scE2C sin tratamiento térnfiigura 2A, punto azyl, frente a distintos reporteros

de presencia de arquitectura tipo amiloidea: sefial de CD, vil@ld, Rojo Congo y ANS
Como esperabamae acuerdo al seguimiento cinético del tratamiento térmico pdrdeD a

225 nm Figura 2A), el espectro completo de CD en el UV cercano de la muestsaERC
tratada Figura 2B, verdg§ gard considerablemente en sefial negativa frente a la muestra no
tratada Figura 2B, azu). Ademas, luego del tratamiento térmico, el perfil del espele scE2C

se modificéen forma contundente. Los dos minimos espectrales, situ&ldd mm y 224 nm
(Figura 2B, azu), caracteristicos del estado nativo de ERIOK et al. 1996)y de su version
monomeizada (Dellarole et al. 2007) indican la presencia del componente de estructura
helicoidal enpresencia de estructura secundaria de tipo hoja beta y de otrabumiories.
Observamos que luego del tratamiento térmico, los dos minimos dssapary en su lugar
apreciamos un solo minimo espectral situadti4218 nmcaracteristico de estructul@mina
beta(Gray 1996)Figura 2B), caracteristico de estructura amiloidea.

A continuacion, incubamos scE2C con o sin tratamiento térmico conaviiadl T
(Figura 2C). La Tioflavina T fue el primer compuesto fluorescentezatiio para diagnostico
histologico de agregados amiloidgd&ssaret al. 1959) La Tioflavina T en solucién, presenta
un incremento de varios 6rdenes de magnitud en la intensidad de flnorasalereconocer
agregdos amiloideof_eVine 1999) Por esta razon la Tioflava T es el reportero mas utilizado
en el campo de la amiloidosishoy en dia se sabe que reconoce especificamente la arquitecture
caracteristica de agregados amiloidéBgncalanaet al. 2010) En las muestras de scE2C
tratadas térmicamente, observamos la aparicion de seffiladescencia deTioflavina T
(Figura 2C, azul, mientras que la intensidad de fluorescencia del reportero incubadaE2C
sin tratamiento térmico es nulgigura 2C, verdd. Por lo tanto, concluimos que los agregados
solubles de scE2C presentan estractipo amiloidea.

Luego, incubamos scE2C corsin tratamiento térmico cdRojo Congo. El Rojo Congo
es un colorante industriglue gracias su enigmatica propiedad birrefringente de color verde
manzana, gano relevancia a la hora de diagnosticar histmhdgite la amiloidosis. En solucién,
su afinidad por agregados de tipo amilogeve acompafnada da corrimiento hacia el rojo en
su espectro de absorban¢ilunk et al. 1999) Existenevidencias que muestran que el Rojo
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Congo reconoce agregados amiloides en forma similar a detergentesaajbendel et al
2010) siendo este correlato de alto interés dado el vinculo entradeaki@miloidea y su
interaccién con membranas biologiddsiheshi et al. 2007) Al incubar con Rojo Congo la
muestra de scE2C sometida al tratamiento térmkigufa 2D, verdg, observamos un
corrimiento en el espectro de absorbancia del Rojo Congo hacia longitidesia mayores
cuando se lo compara con el espectro del colorante incubado con en tearsiredratar
térmicamenteKigura 2D, azu)). Por lo tanto y reforzando el resultado observado con Tioflavina

Ty CD, los agregados solubles de scE2C presentan estructura tipaaailo
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Figura 1.2. Caracteristicas espectroscépicas en s2E con y sin tratamiento térmica (A) Sefial de CD a 225 nm
al calentar ©) y enfriar (—) scE2C a una velocidad de calentamiento de 3°CB)rEspectro de CD(C) Espectro

de fluorescencia de Tilsivina T. (D) Espectro de absorbancia de Rojo Cong). Espectro de fluorescencia de
ANS. Coloreado en azul, mediciones realizadas a 25°Cadentar y en verdepediciones realizadas a 25°C de una
muestra sometida a 85°Concentracion de sce2C: 104, tampdn quimico: 10 mM Hepes pH 7.4, 50 mM NaCl, 1
mM MgCl,, 1 mM DTT.
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Finalmente, medimos la diferencia espectral reportada por la deiéaE2C sometida o
no al tratamiento térmico, utilizando el reportero ANS. EISABS un marcador fluorescente
proteico afin a zonas hidrofobicas accesibles al solvesuteque estructuradas. Por esta
propiedad, el ANS se utiliza mayoritariamente para caraateegtados proteicos parcialmente
desplegados, en particular los estados llamados ‘glébulo fun@daiisotnovet al. 1991) El
ANS reporta entonces el estado relativo de ‘humedaefnia proteicgJhaet al.2009) El modo
de accion del ANS en cuanto al recointiento de agregados amiloideos no se encuentra del
todo esclarecido, en principio actuaria como la Tioflavina T dado gu®samompuestos
compiten entreisal encontrarsefrente a agregados amiloide@iancalanaet al. 2009) Sin
embargo se reporto recientemente que el ANSTyoflavina T reaccionan en diferentes estados
de polimerizacion proteic@Bolognesiet al. 2010) En efecto, el aumento en la intensidad de la
fluorescencia de ANS se encuentra asociado principalmente aayoa toxicidad del agregado
proteico(Bolognesiet al. 2010) Los estadosle agregacion de mayor toxicidad corresponden a
estados intermediarios en la formacién de fibras amiloideas sjgideacterizados por presentar
una morfologia ‘laxa’, llamados oligdbmeros o protofibi@odali et al. 2007) Podemos
distinguir enla muestra de scE2C tratada térmicamente e incubada con(FAdNSa 2E), un
significativo incremento en la intensidad de sefal de fluorescdad&alS (Figura 2E, verde),
relativo a la intensidad de fluorescencia de scE2C sin trattorté&rmico(Figura 2E, azu). Por
lo tanto, los agregados solubles de scE2C unen ANS, sugiriendo que presentaturaleza
amiloidea protofibrilar.

Los cuatro espectros analizados&Rigura 2 nos indican en conjunto que el tratamiento
térmico altera drasticameni& estructura secundarde scE2C, pasando de estructura nativa a
arquitectura de tipo amiloidea, es decir del tipo laminas de htgaheada, de morfologia tipo
protofibrilar. A continuacién estudiaremos el tamafio y la morfologi@poseen los agregados
solubles de scE2C inducidos por tratamiento térmico, mediante ed@dwlas técnicas de DLS
y AFM.

Diametro hidrodinamico de los agregados amiloides de scE2C

Con el fn de analizar el didmetro hidrodinAmico de las especies soldblexE2C
formadas por el efecto de la temperatura, medimos la dispéesi@nluz en funcion del tiempo
o dispersion dinamica (DL&cronimo de sus siglas en inglée scE2C sometida a tamiento
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térmico Figura 3). Las variaciones en intensidad de la luz dispersada por maé&rukolucion
permite estimar el diametro de las mismas. Brevementajdel de la luz dispersada reporta la
velocidad del movimiento Browniano de las particul@sentes y mediante la relacion Einstein
Stokes podemos calcular el diametro. La relacion de EinStekes explica la difusion de
particulas esféricas a través de liquidos, por lo tanto todaspesies medidas en DLS son
consideradas esféricas. Delsmio modo que estudiamos la sefial de CD a 225 nm en funcién del
tiempo para el tratamiento térmico de scE2C a velocidad de calentarde 3C/min, en el
rango de temperaturas de°25a 83C (Figuras 2Ay 3A), medimos el radio hidrodinamico de
SCE2C Figura 3B), con el fin de correlacionar el cambio en la estructura segurdasaeE2C
observado por CD con cambios en el diametro hidrodinamico de scE2C. Fguta 3B,
observamos que se mantiene estable un diametro hidrodinamico de 4.1#dn2ehmango de
temperaturas de 26 a 57C (barras azules). Este resultado concuerda con una sefal de CD ¢
225 nm caracteristica de sce2C en estado néffignira 3A, linea azul) y con el diametro de la
moléculamedido en la estructura cristalografica de sci20B: 2Q® (Dellaroleet al. 2007),

de ~4 nm. Figura 1A). Sin embargo, al superar los °&7 de temperatra, el pico
correspondiente &4 nm desaparece y observamos dos picos dispersos correspondientes
didmetros hidrodinamicos d#).3+5.2 nm y 52.1+40 nni{gura 3B, barras rojgs Por un lado,

la temperatura a la cual aparecen especies de gran diametdirtéichico coincide con la
temperatura de caida en sefial de E@Qyra 3A, linea roja. Esta correlacion sugiere que las
especies con caracteristicas amiloideas son oligoméricastrBdado, la amplitud de los picos
gue apreciamos en el rango de temioees de57°C a 85C insinla la presencia de una gran
variedad de especies.

Para refinar la cuantificacion del didmetro hidrodinamico deefgmecies formadas y
confirmar la solubilidad de las mimas, medimos DLS de la prossiBaCa 25°C luego de ser
llevada a 85C y centrifugada intensivamentBigura 3C y Tabla 1). Por un lado, observamos
gue el pico medido a 26°sin calentar correspondiente a un didmetro hidrodinamico de sce2C
de 4.2+£1.2 nmHKigura 3C, barras azules) no se recupera luego de caler@aiCay enfriar la
muestra a 2% (Figura 3C, barras verdgs Por otro lado, al enfriar la muestra de scE2C
observamos tres picos® de didmetro hidrodinamico del0tl nm, @ de diametro
hidrodindmico26+8 nmy ® de diametro hidrodinamic69+1 nm Figura 3C, barras verdgs

Los picos de l&igura 3C secorresponden con los deRaura 3B pero con mayor definicion.
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Figura 1.3. Caracterizacion del didmetro hidrodinamico de scE2Ccon y sin tratamiento térmica (A) Sefal de

CD a 225 nm al calentar( y enfria (+) scE2C a una velocidad de calentamiento de 3°C/Ernazul sefal de
CD en el rango 25°C a 57°C y en rojo de 57°C a 8%BL Tratamiento térmico de scE2C seguido por DLS a una
velocidad de calentamiento de 3°C/min. Barras azuwg&metro promedio nd&lo en el rango de temperaturas de
25°C a 57°C, valor del pico: 4.1+1.6 nm. Barrasmsojdiametro promedio medido en el rango de terpasade
57°C a 85°C, valor de los pico$0.2+5.2 nm y 52+40 nm(C) Diametro de scE2@on (verde) y sin (azul)
tratamiento térmico medido 25°C (Tabla 1). En DLS, las lineas negras corresponden al aflestes datos a una
funcién gaussianaoncentracion de scE2C: 16:M, tampdn quimico: 10 mM Hepes pH 7.4, 50 mM NdChM
MgCl,, 1 mM DTT.

Tabla I.1. Didmetro hidrodindmico de scE2C sometida al tratamiento térmico.

Especies Diametro hidrodinamico ve® veeoy yegerct
(hm) (nnt) (nnt)
sce2C 4.241.2 39+12 1
Pico® 10.2+3.8 555+67 1445
Pico @ 26.3+8.6 9525+390 24623
Pico® 59.3+25.2 10520042600 2814+255

" Los picos corresponden a los representados Eiglaa 3C. El diametro hidrodinamico fue calculado en bdse a
ajuste de los datos de DLS a una gausiana, el eawesponde a dos veces el desvio estandar, afdede

confidencia 95%° Ve volumen de una esfefiéde =4/3- - r°, siendor el radio hidrodinamico medido, el error
proviene de la correspondiente propagachNt]merQ de scE2C presentes en cada Pico asumiereoagla Pico
corresponde a una morfologia esférica de volumefi*V el erra proviene de la correspondiente propagacion.

Dado que la técnica de DLS interpreta a las especies comasesf@culamos en base al
volumen correspondiente el nimero de moléculas de scE2C que confornzatdaespecie
(Tabla 1). Indudablemente de no tease realmente de esferas estariamos sobre o subestimandc
dicha estimacién. En una esfera de 60 nm de didmetro comoasesigekci®, considerando al

monomero como una entidad flexible o liquidatrarianunas 3000 moléculas de scEZRalfla
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1). Dicha entidadendria un peso molecular de 60 megadaltons, un gattwso para una esfera
proteica soluble. Como referencel,peso molecak del complejo proteico deloro nuclear es
de entre 40 y 60 MDa y de diametro de 90 a 120 nm y altura de 30 a @ratmawnet al.
2009) Por esta razén para comprender mejor los resultados de Dh&cesario definir las
morfologias presentes en la muestra de agregados solubles de paB2€llp, a continuacion
utilizamos la técnica de microscopia de fuerza atémica (Afekfnimo de sus siglas en inglés).

Caracterizacion morfologica de los agregados amiloides de sce2C

Analizamos las especies formadadratar térmicamente scE2€h escalananométrica
mediante la técnica de microscopia de barrido de microscopia da atémicaFigura 4). La
técnica de AFM consiste en el escaneado de la muestresedirtrensiones mediante un pico o
tip de punta muy fina. Primero, medimos scE2C sin trnategrificamos la pureza del tampon
guimico de mediciénFigura 4A). Como esperabamos, scE2C sin tratar y a una concentraciéon
de 20 ngil (equivalente a una concentraciéon d@M), forma una capa proteica homogénea
sobre el soporte de mica, imperceptibleapla resolucion del AFMKigura 4A). Al medir la
muestra de scE2C sometida al tratamiento térmico, llevadaCay8biego enfriadapbservamos
la presencia de especies aisladas con forma degtipanos’ junto a la presencia de especies de
gran tamafio awstituidas de aglomerados de gusanos aisldelgar@ 4B). El soporte de mica
no es inocuo frente a procesos de polimerizacion de tipo amil@itier et al. 2004) Para
analizar si los aglomerados corresponden a una morfologia presentelueidns o si
corresponden a un aglomerado inducido por el soporte y la alta concentracgémlutado,
redujimosla concentracion de scE2C sembrada. Al disminuir la cantidad aganlde los
agregados solubles de scE2C de 2@Ing/2 ng{ul (Figura 4C) pasando por 10 ng/ (Figura
4B, recuadro) notamos que la cantidad de aglomerados de gran tamafio disnmastge
desaparecer, mientras que los agregados de tipo gusano aislado contesgmtepr Esto
corrobora que las especies de gran tamafio no se corresponden con urayiaa@$plecifica
sino con aglomerados de gusanos formados en la superficie del steponeelicion.
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Controles Tratamiento Térmico

Oum

Figura 1.4. Microscopia de Fuerza Atdmica de scE2C con y stratamiento térmico. (A) Campo de 5xmm de
scE2C sin tratamiento térmico a una concentrac&f0dngjl, recuadro, campo de 5x&n del tampdn quimicdd)
Campo de 5xmum de scEZ luego de tratamiento térmico a una concentrad@B0 ngil y 10 ngfl, recuadro. )
Campo de 3.9x3.2m de scE2C luego de tratamiento térmico a una carax@on de 2 ngd. Las muestras fueron
medidasen el equipo de AFM del Centro de Microscopiasadradas, FCEN, UBA, y analizadas mediante el
operador logico WSXMHorcaset al. 2007) Todas las muestrasidron filtradas, centrifugadas y fijadas en un
soporte de mica en el tampon quimico: 10 mM Hepe3.4, 50 mM NacCl, 1 mM MgGl

Para definir que morfologias predominan, ampliamos la resoluciGasdaddiciones de
AFM bajando el tamafio del campo escangaduodiendo las muestras de los agregados solubles
de scE2C en condiciones humedas y en condiciones s€ogsra( 5, ver métodos).
Identificamos tres tipos de morfologia preponderantes: tipo bola pedtigiisa(5A, @), tipo
bola mayor Figura 5B, @) y tipo gusanoKigura 5C, ®). Estos ultimos, estdn compuestos por
unidades de forma de bola distribuidas con una periodicidad de unos 4iguna (GD). El
ancho de las bolas mayores, de 39+7 nm, coincide con el an¢a® uleidades formadoras de
los gusanos, pero no el ancho de las bolas pequeias, 15.5+2T@biend). El tamafio de los
gusanos resulté ser heterogéneo pudiéndose distinguir gusano4@@sdé00 nnde longitud,
es decir compuestos por 2 a 15 bolas mes/orsubunidades.

Ademas del ancho y longitud de contorno analizamos la altura (eje Bsdees
morfologias descriptas con el fin de estimar su volumen. A diferelecla técnica de DLS, la
fuerte interaccion de las especies con el soporte de meditidRM deforma las geometrias de
las mismas aplanandolas. Por ende al estimar volimenes conssleaaias bolas como
cilindros o ‘monedas’ y a los gusanos como cilindroides o cilindros elép{iabla 2). La
morfologia tipo bola pequefi&ifura 5A, @), corresponde a una esfera de volumen aproximado
de 558 nmy en la que entrarian unas 12 moléculas de scH2Blg 2). Este volumen
concuerda excelentemente con el gizanedido en DLSTabla 1). A su vez, el volumen de la
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morfologia tipo bola mayor estimadm AFMde aproximadamente 7000 hfffigura 5B @ y

Tabla 2) concuerda dentro del error con el volumen del @icmedido en DLSTabla 1). Por

lo tanto, la morfologia de tipo bola maymydria incluirunas 200 moléculas de scE2C o 15 bolas
pequefiasSin emlargo, aun considerando el gusano de mayor longitud de contorno el volumer
estimado en AFMFigura 5C ® y Tabla 2), no concuerda con el pic® medido en DLS

(Tabla 1), en buen acuerdo con una sobreestimacion técnica al consideras.esfe
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Figura I.5. Caracterizacion morfolégica de los agregados soluble® &dcE2C por AFM (A) Campo de 1.5x1.5
um medido en solucion, la flecha indica un ejempmoadregados de morfologia tipo bola pequéia (B) Campo

de 1x1um medido en seco, la flecha indica un ejemploageegados de morfologia tipo bola may@r).((C)
Campo de 0.36x0.36m medido en solucion, la flecha indica un ejempdoadregados de morfologia tipo gusano
(®). (D) llustracion del trazado de la longitud de contode dos agregados tipo gusano supestosed y d,.
Todas las muestras conteniendw concentracién de scE2C de 1Quhdueron filtradas, centrifugadas vy fijadas en
un soporte de mica en el tampén quimico: 10 mM Hepe 7.4, 50 mM NacCl, 1 mM Mggl

Cabe mencionar, por un lado, que se euadi observar como describimos en el esquema
final, algunas duplas y ternas de bolas pequefias, indicando que las boldapeopdrian
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interactuar entrei gpara asociarse y formar las bolas mayores. Por otro lado, obssrgame el
ancho de las bolas mags (Tabla 2) coincide notablemente con la distancia entre picos
observados en los gusandsgira 5C). Las diferencias en la cantidad de bolas pequefias y
mayores observadas (ver leyendardbla 2), indicarian que las bolas mayores corresponderian
a una norfologia de menor tiempo de vida o estabilidad que las pequefias, probablpongne

se ensamblarian rapidamente para formar los gusanos de tipo @ellperlas’. Podemos
confirmar combinando lo descripto hasta aqui, que las tres morfolog&ntarcaracteristicas
amiloideas y se encuentran en solucién dada la correspondeti@aDLS y AFMy a su vez
poseen cambios espectrales caracteristicos de agregados amiloie continuacion,
estudiaremos la raiz que da origen a la formacién del paisafelagico de especies producto
de la polimerizacién de scE2C inducida por calor.

Tabla 1.2. Caracterizacion de las especies morfoldgicas encontradas en AFM

Morfologia Ancho Altura Longitud de vt Ve'F2C
contorno VA
(hm) (hm) (hm) (nn)
@® Bola Pequeﬁa 15.5+2.6 2.920.3 - 558+144 12+6
@ Bola MayoF 3917 4.7+2 - 6800+3800 181+102
®@ Tipo Gusanb 307 3.2+x0.3 95 ab76 14000 a 8600C 380 a 2300

La altura corresponde al maximo de intensidad gneho a la distancia al 50% del maximo de intenk{@dacho
total maximo medio, FWHM) y la longitud de contormediante el operador l6gico WSXM (Horaatsal. 2007).
Nbola chica= 70; Nyola mayor= 30; Nyusanos= 12. LOs datos de las bolas chicas presentarardistribucion normal y el
valor corresponde a la media aritmética provenideieajuste a una gaussiana, siendo el error eégmondiente
desvio estandar. Los datos de bolas mayores ysdgukanos corresponden al valor promedio y su syoreliente
desvio estandarlLas bolas fueron consideradas como cilindros deiaeh Ve = -2+ h, siendor el radio
(ancho/2) yh la altura, el eor proviene de la correspondiente propagacibms gusanos fueron considerados como
cilindroides o cilindros elipticos de voluméfre = 7 - r- h- cl, siendor el radio tomado de el anchol?]a altura y

cl la longitud de contorno, el error proviede la correspondiente propagaciémliimero de scE2C presentes en
cada morfologia calculada a partir del volumenrgsié/e de scE2C y el volumen cilindridéc estimado en cada
morfologia, el error proviene de la correspondigmtgpagacion.

Mecanismo degpolimerizacién de scE2C

Los compuestos quimicos reporteros de agregaciones ordenadas puedeir grteeler
evento de polimerizacién, complicando el estudio del mecan(ilsarenzoet al. 1994) Resulta

convenientemonitorear la reaccion de polimerizacion con la menor intervenciorbl@osi
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(O'Nuallain et al. 2006) Es por ello que de las sefales analizadas &glaa 2, decidimos
medir el cambio en la sefial de CD como sefal reportera a laédoealizar un andlisis cinético
detallado del agregado amile de scE2C. La sefial de CD es muy sensible a interferpocias
dispersién de la luz debido agregados de gran tanf@dton 1999) sin embargocomo
reportamos recién, los agregados amiloideos de scE2C son solublas,gperfdresentan baja
dispersion.

Medimos la sefial de CD a 225 nm en funcion del tiempo en un rango de caxidant
de sce2C de 1 a 2BM (Figura 6). Las chéticas isotérmicas fueron medidas 4@Gg-igura
6A) y 70°C (Figura 6B) (ver disefio experimental en Materiales y MétpdBedemos describir
las cinéticas mediante tres fases subsecuentes: una fassit@ambios en la sefial de GBse
de retraso o ndeacior) seguida de una fase larga dénde se registran cambios en sefial de C
(fase de crecimiento o elongac)égue termina al estabilizarse la sefial de G&sq de
equilibrado o terminacion Estas caracteristicas son compatibles con un mecanismo de
polimerizacién nucleada en el cual la formacion de un nucleo o sesmilenergéticamente
desfavorable,fase de retrasoy es seguido por una etapa de polimerizacion que es
energéticamente favorablégse de elongaciéfFerrone 1999)Cualitativamente, lmservamos
gue al aumentar la concentracion de sceE2C a §bRflira 6A), la caida de sefial negativa de
CD comienza a tiempos menores y la pendiente de la transiciarelre mas empinadén las
isotermas medidas a 709€igura 6B), observamos que no senforman dichos cambios al
variar la concentracion. Por otra parte obsmoasque los tiempos de finalizacion de las curvas
es de uno a dos 6rdenes menor a 70°C que a 65°C. La formacién del nucledogittad de
elongacién estan dictaminados por la com@zion y camla conformacional de la proteina;
continuacion analizaremos las cinéticas en base a dos paranaetrcerésticos de cada etapa

con el fin de clarificar el mecanismo de polimerizacién observado.
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Figura 1.6. Cinéticas isotérmicas en funidn de la concentracion(A) Cinéticas isotérmicas a 65°C monitoreadas
por sefial de CD a 225 nm de scE2C em un rangordeotracion proteica de 1 a ghl. (B) Cinéticas isotérmicas

a 70°C monitoreadas por sefial de CD a 225 nm d2GeB un rango de conteacion proteica de 4 a 208M. Las
distintas concentraciones estan coloreadas dedicaépanel de la derecha. Tampdén quimico de miadidi0 mM
Hepes pH 7.4, 50 mM NaCl, 1 mM MgCI2, 1 mM DTT.

El andlisis cinético de la nucleaciée caracterizé en baaktiempo requerido para que la
reaccion llegue al 50% del cambio total en la sefial det{g[El parametrdsoreporta en forma
robusta el tiempo de fase de retrasy por ende el proceso de nucleacion que desencadena la
elongacion. En ld&igura 7A ilustramos la extraccion de una cinética isotérmica del paametr
tso. LOS valores dé&;p medidos en funcidén de la concentracion, se encuentran representélos en
Tabla 3. En una polimerizacion nucleada clasita, muestra una fuerte dependencia en la
con@ntracion total de proteir(&oldsteinet al. 1986; Ferrone 1999)e acuerdo a la siguiente

relacion loglog:
n+1
l0g,ots, = Q- 7 x109,4 Cioral [1]

siendoQ una constantey el nimero de mondmeros en el nuclebgyy la concentracion total de
proteina. Sin embargo, apreciamos que las cinéticas son independeméesoncentracion a
70°C y presentan una dependencia leve y curvad&@ @5gura 7B). La curvatura en el log
log plot detsp versus Ga fue interpretdo recientementéPowers y Powers 2006tribuyendo

el efecto a una estabilizacion del nucleo oligomérico a altagwotracions de proteina. Dicha
estabilizacion reduce la proporcion de mondmero disponible para ladreaecpolimerizacion
por lo que laCyi €n la ecuacion [1], se corrige a una concentracion efectiva lpara

polimerizacidon Cetecivg de acuerdo con:
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C K 5(2Ctotal+ Ks -\ 4KsCtotaI +K i) [2]

efectiva
2C

total

dondeK;s es la ‘concentracion supercritica’ a partir de la cual eletaligomérico se puebla. La
relacion loglog detsp versus G [1] Se corrige a:

n+1 K (2C
0

+K, —/4K.C
Ioglot5o = Q_T X lle l I

2C

2
total otal + K s)

[3]

total

De esta forma, en base al valorKley al ce la concentracion total del experimeptastentres
situaciones posibles: una fuerte dependencidsgdeon la concentracion Ty < Ks (ver
ecuacion[l]), una leve dependencia tg¢ con la concentracidon $s = Cioar Y UNa nula
dependencia de con la concentraciosi Ci > Ks (Powers y Powers 2006Ytilizando el
concepto de ‘concentracion supercritica’, pudimos dascadecuadamente el evento de
nucleacion de la polimerizacion de scEE@y(ira 7B).
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Figura 1.7. Evaluacién y dependencia cinética desg y VE con la concentracién de scE2CA) llustracion del
calculo de los parametros extraidos de las cirgéticy s fueron calculados ajustando el conjunto de datizgales

o finales a una constante (lineas discontinudgs)valor de la sefial de CD al 50% del cambio totasefal (lineas
punteadas)VE fue calculado ajustando el conjunto de valoresadeefial d CD al 33% del cambio total de sefial a
una recta, siend¥E su pendiente (linea continual)(Gréfico Loglog mostrando la dependencia dg don la
concentracion total de scE2C para las isotermasdagé 65C (negro) y 76C (gris), la linea corresponds ajuste
de los datos a la ecuacion [3] correspondienteaeaio de ‘concentracion supercritiq®owers y Powers 2006)
(C) Gréfico Loglog mostrando la dependencia ¥& con la concentracion total de scE2C para las ris@te
medidas a 68C (negro) y 70C (gris), la concentracion de scE2C fue corregidaaivade acuerdo a la ecuacion
[2] correspondiente al modelo de ‘cont@cion supercriticalPowers y Powers 2006)

El Andlisis cinético de la elongacion se llevo a cabo estudiandopkndencia dda
velocidad de elongaciotVE) con la concentracion de la proteina scE2C. El parametro oinétic
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VE corresponde a la mayor pendiente en el cambio de sefial de COkigar&a7A ilustramos

su calculo. Los valores d®E medidos en funcion de

la concentracide encuentran

representados en Tabla 3. VE nos reporta sobre fase de crecimientsiendo una medida de la

velocidad de reduccion de mondmero scE2C libre, es decir a MByoas rapido el monémero

SCE2C se incorpora en un agregado amiloideo. Siolagaciéon de un agregado amiloideo

preexistente ocurre por la adicién de un oligdémero scE2C conformado detaanéonces,

[4]

VE=- I(elongacié C |

n~efectiva

siendoCeteciiva la concentracion de scE2C monomerizada disponible, calculada de aadardo

ecuacion [2] mediante lag medidas. Dado que la concentracion del polimero final es la misma

al comienzo de las reacciones, el graficoltmgy de VE versusCeseciivatendral como pendiente.

En laFigura 7C, graficamoda dependencia de ME con laCeraiiva- La velocidad de elongacion

es independiente de la concentracion efectiva a,7@@o esperdbamos de acuerdo al modelo

de nucleacién utilizadéPowers y Powers 2006).a reaccion de elongacién a°G5poseeun

orden de reaccién de 2.2 + Q.ihdicando que la elongacién ocurre via la adicion de dos

mondmeros al agregado amiloidesto concordariacon el modelo de Powers y Powemn una

situacion deKs > Ciotai, €S deir presencia de un nucleo estableayares concentraciones que la

‘concentracion supercritica’

Tabla 1.3. Parametros de las cinéticas isotérmicas en dependencia carcbncentracion

Concentraciéon de sce2C tso VE S S
uM S [O]mrw/s [O]mrw [O]mrw
12 1600+279 -1.8+0.1 -5069+74 -10351+28
22 630151 -5.7+0.5 -6196+58 -12729+17
42 407466 -8.2+0.4 -6959+52 -12167+10
g 199+18 -19+1 -4791+29 -9900+8
100 14649 -33+2 -5642+92 -12399+34
15° 128+3 -46+2 -5096+27 -1110A9
25 124+2 -55+3 -4915+20 -10822+7
4° 53+5 -94+21 -6879+80 -12303+26
g° 56+2 -128+13 -5822+28 -11620+26
10° 42+2 -155+59 -5529+44 -11456+16
15° 36+1 -186+13 -5035+50 -11263+21
25° 37+1 -245+31 -4880+25 -10629+10

2 jsotermas cinéticas medidas a 85Cisotermas cinéticas medidas a 70Cos parametros;,, VE, s y & fueron
obtenidos de hasta tres experimentos, Figura 7A y métodos. @lurw €s una reduccion dlurwzs nm)

(deg.cni.dmol?).
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La nucleacion y la elongacion estan acopladas

Por un lado, determinamos que la dependencia de los parargtyos/E con la
concentracion de scE2C no es la misma &C6ue a 70C. A continuacién, extendemos el
estudio de la dependendla los parametrogo y VE para el rango de temperaturas de 6@°C
72.5°C a una concentracion fija de sceE2C deuM (Figura 8). La dependencia de la
temperatura nos permite establecer la energia de activacigredahismo de polimerizacion en
estudio de acudo a la ecuacién de Arrheniuge( Materiales yMétodo3. En primer lugar
certificamos que en todas las mediciones, el estado inieidiryal de las isotermas medidas sea
la misma como lo reportan la sefial de CD a 225inngsespectivamente~(gura 8A y Tabla
4). Tanto el gréfico de pseudarhenius entrdsoy T (Figura 8B) como el gréfico de pseudo
Arrhenius entr&/Ey T(Figura 8C), muestran un cambio en la pendiente alrededor de los 67°C.
La mayor pendienteorresponde a una mayemergia de activacion de la reaccigrse ubica en el
rango de tempetaras mas bajas, incluyendo la cinética medida a §bfgura 7B y 7C en
negro) Mientras tanto, la menorenergia de activacion abarca las temperaturas mas altas,
incluyendo la cinética medida a 70(Eigura 7By 7C, en gris).

En el rango de temperaturasabizadas, dicho cambio en la pendiente sugiere un cambio en
la activacion de la reaccion de polimerizacion, coincidenteel estudio de la dependencia de la
concentracion ehde observanos que a 65°QFigura 7B y 7C en negro) el nicleo es menos
estable ge a70°C(Figura 7By 7C en gris) El cambio en energia de activacion es un reflejo del
cambio enla ‘concentracién supercriticabbservadoen el estudio de las cinéticas de
polimerizacion en dependencia de la concentradnencontrarsemuy por encimade la
concentracion supercritica a 70°C, coincide con la presdacima baja energia de activacion
mientras gqueencontrarse concentraciones cercanas a la concentracion suiparcdincide con
la presencia de una alta energia de activacion a &&@lmente, en I&igura 8D observamos
una estricta correlacién entre todos los parametsog VE calculados en el presente estudio
cinético (Tablas 3y 4) indicando que en el proceso de polimerizacién de scE2C inducido por
temperatura, la elongacion y acleacion son dos mecanismos acopld&aesdrich 2007)La
presencia de una absoluta correlacién entre la nucleacion y la @@ngeafirma también el
modelo de nucleacién implementadmnsiderando el nucleo estructurahfmymado por 2+1

mondmeros aun en presencia de cambios en la concentracion supercritica
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Figura 1.8. Dependencia cinética dest y VE con la temperatura. (A) Valor de las sefales iniciales, @) y
finales . (O) de CD a 225 nm de cinéticas isoté&ras medidas entre B0y 72.5C a una concentracion de scE2C
de 10uM (circulos y cuadrados vacios), ver aderabla 4. Para las cinéticas medidas a 65°C y 70°C a una
concentracion de scE2C de 1 a#@ graficamos el valor promedio y su desvio estar{d&culos y cuadrados
rellenados en gris y negro respectivamente), vemag laTabla 3. (B) Gréfico de pseuddrrhenius para la
velocidad de elongacion/E. Las dos rectas representan el ajuste a un polinde grado uno.Q) Gréfico de
pseudeArrhenius @ra el tiempo al 50% de caida en sefal detgDl.as dos rectas corresponden a un ajuste a un
polinomio de grado unoD{ Gréfico loglog dets vs. VE, la recta consiste en el ajuste a un polinomigmelo

uno.

Tabla 1.4. Parametros de las cinéticas @érmicas en dependencia con la temperatura.

Temperatura tso VE S S
c° S [O]mrw/S [O]mrw [O]mrw
60 4038+298 -0.8+0.1 -5574+48 -11747+23
62.5 660+16 -5.3+0.6 -5574+48 -11858+15
63.7 317+21 -12+1 -4927+37 -11049+11
65 146+6 -33+2 -5642+91 -12399+34
66.2 105+4 -5245 -5127+43 -10967+15
67.5 61+1 -85+21 -5351+41 -11545+15
68.7 4912 -130+17 -5348+47 -11825+27
70 4212 -156+59 -5348+39 -11390+28
72.5 26+1 -447+79 -5202+33 -11133+10

Todas las cinéticas fueron realizadas a una caacém de 10 pM. Los pardmetrgg VE, 5y § fueron calculados
en base a como maximo tres experimen®hsdw es una reduccion d®Jyrw22s nm)(deg.crﬁ.dmorl).
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Caracterizacion morfoldgica por microscopia electronica

El anélisis cinético sistematico realizado indied existencia de un nlcleo de 2+1
monémeros de scE2C. De acuerdo al modelo cinético, dicho nucleocssrificlentemente

estable y estructurado como para mantenerse presente a lo lagyertel de polimerizacion.

Frente a este panorama, decidimos éatuchorfolégicamente las muestras de agregados

solubles de scE2C mediante microscopia electronica con el fin athalirar el paisaje
morfoldgico en busqueda de especies mas pequefias que las observadas gBigAfVD).

Para ello, enviamos muestras dEZC con y sin tratamiento térmico al laboratorio de Estructura

y Funcién Molecular Colegio Imperial de Londrgsen colaboracion con la especialista en
criomicroscopia Dra Cecilia Bebeaqua. Medimos las muestragiporicroscopiaKigura 9A)
y por tincibnnegativa Figura 9B) (NS, acronimo de sus siglas en inglé&n ambos métodos de

visualizacion por microscopia electrénica, se distinguen morfologiaspdebola (flechas

blancas) y de tipo gusano (flechas negras) del mismo tamafio adasadias por AM.

Figura 1.9. Analisis morfologico de los agregadosotubles de scE2C por microscopia electrénica. (AQampo
de 0.73x0.73um de scE2C con tratamiento térmiotedido porcriomicorscopia(B) Campo de 0.73x0.7@m de
scE2C con tratamiento térmico medidor incién negativa. Las flechas blancas y negefimlan morfologias de
tipo bola y gusano, respectivamenBarra de escala horizontal: 90 nifodas las muestras conteniendoa
concentracion de scE2C de 0.5 myg/fueron filtradas, centrifugadas y meadden el tampdn quimico: 10 mM
Hepes pH 7.4, 50 mM NacCl, 1 mM MgCl

A diferencia de la microscopia electrénica por tincion negatiya resolucion ede 50 a
75 A, la resolucién de la microscopia electronica por criomisopis@s de 8 a 20 A. La técaic
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de criomicroscopia no requiere ni fijacion ni tefiido de la muestgaga| contraste y la fijacion
lo da la propiedad del estado congelado. Por lo tanto, en criomicrqgdasptaiestras mantienen
la arquitectura de las especies en todos sus ejesaspgermitiendaeconstruir la estructura
tridimensional en alta resolucion a partir del analisis de ndieegmagenes. En Ilaigura 10
mostramos el resultado del analisis estadistico de lasyastide menor didmetro observadas
por criomicroscopia Yy us reconstruccion tridimensional. Se promediaron 16000 imagenes
conteniendo particulas esféricas de diametro ~3.5+0.5 nm. Del proseediestacaron cuatro
grupos morfolégicos predominantes compuestos por una, dos, tres y cuatas €fera
10A). A parir de dicho andlisis se reconstruyl la estructura tridimensiondbdeyrupos
compuestos por una, dos y tres particulas (ver métodos), las cigaites dispuestas en la misma
escala del cristal correspondiente a scERiQura 10B, fucsia). El diametro déas particulas
observadas coincide con el didmetro de scE2€1(A), sugiriendo que estariamos analizando la
estructura tridimensional del ndcleo, y por lo tanto confirmandpol@acion del mismo de
acuerdo a lo observado en los estudios cinéticosebass, la resolucion de la reconstruccion

tridimensional es suficiente para afirmar que la identidad glolglascE2C se mantiene en el

nucleo.

B “
\J \/
v ¢ VY
1 2 3

Figura 1.10. Representacion tridimensional de lasmagenes obtenidas por CryoEM(A) Imagenes promedio
resutantes del andlisis de 16000 particulas. Se ohsemaatro morfologias mayoritarias, numeradascderao al
ndmero de esferas que la componen. Barra de dsgdintal: 3.5 nm.K) Reconstruccion tridimensional de las
especies observadas compuestasly 2 y 3 esferas. En color fucsia: estructuidiniensional del monémero de
ScE2C por rayoX (PDB: 2Q79), nanostramos la reconstruccion del grupo 4 dada gurbsolucion.

Finalmente, en cuanto al grupoHidura 10A), su reconstruccion tridimensial resultd
de muy baja resolucion (no mostrado), pero dado que el diametro prarpedisponde a 10
nm, esta especie entraria dentro de la categoria bola pequefaddger AFM.

Hemos visto entonces los efectos de la temperatura en leigisstconbrmacional de
E2C y abordado su mecanismo de formacion. El paisaje morfolégico producta de
polimerizacién de E2C sugiere la presencia de una jerarquiaagratlizion de las protofibras
amiloideas. En la seccion Discusion analizaremos este asgstimendo graficamente los
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resultados presentadoBor otra parte, IeADN especifico inhibe notahieente el camino
amiloide de E2C. Aontinuacion abordaremos el estudio de la interaccion entre E2C yjA®N
ademas de impedir la formacién de espeneguncicales de E2C, orquestl desarrollo del

ciclo infeccioso de papilomavirus humano.
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Capitulo II

“Analisis estadistico de la discriminacion de secuencias

especificas de ADN por la proteina E2”

O-HPV

f-HpV

Y-HPV
HPV

E1

When it comes to viral evolution,
the median is not the message.

Stephen Jay Gould por Vincent Racaniello
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En la Introduccion nos referimos a la jerarquia de afinidades a®iageimiento de E2 a
los cuatro sitios presentes en la regién reguladora de los genomasildmaarus delgenus
alfay mencionaros que existen diferenciastilesde jerarquia entre diferentes tipos virales, en
particular entre tipos virales de alto y bajo rieggtexander y Phelps 1996; Dedt al. 2003)
Con el fin de determinar el origele estas diferencias de jerarquia, a continuacibn examinamos

la conservacion de la interaccion de todos los tipgamgdomavirus alfa

Conservacion de E2 en la hélice de unién a ADN

En primer lugar, analizamos la region de E2 involucrada en ladaoi@nacon ADN, la
héliceal. LaFigura 1 muestra el complejo del dominio EA@ con su ADN dianéKim et al.
2000) Los dominios de E2C de HPV6 y HPV16 formasmplejos binarios muy similares
(Hegde 2002; Ciage et al. 2006; Hooleyet al. 2006) Las estructuras de los dominios aislados de
E2C de HPV16 u HP\Z31 también se encuentran conservadaang et al. 1996; Hegde y
Androphy 1998; Hegde 2002; Nadea al. 2004) La héliceal de reconocimiento de E2 es el
mayor determinante para la union a ADRgura 1) (Ferreiroet al. 2005) El logo de secuencia
(Schneider y Stephens 1998} laFigura 1 muestra la consergen de los residuos en la hélice
en los tipos de alfapapilomavirus en una escala de conservacioraegeebe 0 a 82 bits. Esta
region de la proteina esté altamente conservada, como se pueds goreai altura de las letras
apiladas que se acercaalt maximo valor de conservacigfschneider y Stephens 1990)
Determinaciones experimentales en nuestro laboratorio indican gagdaiande los residuake
la hélicecontribuyen en mas de 0.8 kcal/mol a la energia de (Riémeiroet al. 2005) y se
encuentran muy conservad@®tar residuos marcados con asterisco en el logo [iguaa 1).
En concordancia con la conservacion de la estructura en el compkejoondervacion de las
secuencias des proteinas, la especificidad de unién a ADN de E2C es samegra dominios
homoélogos distantegAlexander y Phelps 1996; Kirat al. 2000; Zhanget al. 2004) graficado
en (Sanchezt al. 2008)y en el Capitulo IV de la presente tesimde distinguimos que cinco
dominios E2C discriminan ADN en forma similar. Ademas, la giaede union absoluta de los
dominios E2C se encuentra conservada en distintos tipos de alfaaiilsn(Alexander y
Phelps 1996; Hinest al. 1998; Kimet al. 2000; Dellet al. 2003) como estudiaremos en el
Capitulo IV.
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Figura 1l.1. Caracteristicas conservadas de la intaccion E2-ADN. lzquierda: complejo del dominio G
terminal de E2 de HPV tipo 18 con la secuencialideda AACCGAATTCGGTT (PDB: 1jj4(Kim et al. 2000).
Las cuatro bases de los dos hemisitios de contictoto con la proteina estan coloreadas en rbjesgaciador
entre cada heisitio en azul y las bases flanqueantes en blama® hélicesx1 de E2C involucradas en el contacto
directo con el ADN estan coloreadas en verDerecha arriba: complejo E2CGADN mostrando para E2C
Unicamente las hélicesl las cuales estan coloreadasadaerdo a las propiedades quimicas de cada residub:
bésicos, verde hidréfilos cargados, magenta hiddfno cargados y negro hidréfob@erecha abajo logo de
secuenciagSchneider y Stephens 1990; Croaksl. 2004) correspondiente a la hélieel construido en base al
alineamiento de todas las E2 de alfapapilomaviElissterisco destaca los residuos con contribusionayores a
0.8 kcal/mol para la uni6ferreiroet al. 2005)

Entonces, amo primera conclusion observamos que las diferencias qolesseva en
alfapapilomavirus en cuantola interaccion de E2 con AD$¢ deben mayormente a diferencias
en la secuencia del ADN y no en el dominio de E2C. Dado quadafude cada sitio de ADN
de union de E2 se encuentra conservada para tipos 6, 11, 16, 18 kiédy y Howley 1991;
Chianget al. 1992; Remmnet al. 1992; Luet al. 1993; Donget al. 1994; Demereet al. 1995;
Sverdrup y Khan 1995; Demeradt al. 1997; Rappet al. 1997; Steger y Corbach 1997;
Stubenrauchet al. 1998; Newhouse y Silverstein 2001; Soextaal. 2006) formulamos la
hipétesis de que las diferencias fenotipicas entre los tipospaaida interacciorentre E2 y
ADN se debe diferencias entre los sitios de unién de E2.

Conservacién y asimetria des cuatrositios de union

Hemos considerado para este estudio los sitios de union de E2 de 73ddipos
alfapapilomavirusHPV 2a, 2isoC1, 2isoC2, 3, 6, G, 7, 10, 11, 13, 13b, 16, 18, 26, 27, 27b,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 35H, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, BAY, 58, 59,
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61, 62cand, 66, 67, 68a, 69, 70, 71, 72, 73, 74subtipo, 77, 81, 82, 82subtipo, 83, 84, 085car
086cand, 087and, 089cand, 090cand, 91, 94, 94korean, 97, 97is0624, 102 y 106, PCPV1 \
RHPV1 (Sanchezet al. 2008) material suplementario). Extrajimos todos los sitios de los
genomas Yy los alineamos (wveétodo¥. Encontramosos cuatro sitiosKigura 2A) en todos los
genomas, excepto para el BS2 del tipo 94korBlegimos mostrar la variabilidad de los sitios

de unién de E2 utilizando logos de secuefi8ichneider y Stephens 1990; Cre@kt al. 2004)

Los logos representan el alineamiento de los sitios de ADN enilandefletras apiladas. La
altura de una letra es proporcional al contenido de informacién en ésarpds!| alineamiento,

el cual pude ser interpretado como una medalaahservacién. Para ADN, el rango de valores
es entre 0 y dos bits. La altura de las letras dentro de un egmtanes proporcional a la
abundancia de cada base. Las secuencias consenso no muestramiaciomsi la secuencia y

son limitadas a solona base por posicidischneider y Stephens 1990)

Los logos de los cuatro sitios de unién se muestran Eiglaa 2B. BS1, BS2 yBS4se
encuentram€tmucho mas conservados que BS3. Los logos de todos los sitios curoplésm c
secuencia consea establecida aACCg(A/LGGTt. Tanto las bases en los dos hemisitios con
contactos directos con la proteina (lectura dir@et@reiroet al. 2005) y las cuatro bases del
espaciador (lectura indirec(@hanget al. 2004) se encuentran significativamente conservadas.
A la fechade inicio esta tesis doctorabke creiaque todas las bases del espaciador tenian la
misma importancia. A pesar de ello, hay un claro gradiente de caciger de la posicion 6 mas
conservada a la posicion 9 menos conservada en BS1, BS2 y ddd&®®n BS4Kigura 2B).

Los sitios de unién son generalmente asimétricos, siendo solo 11 (4%)etzonente
palindromicos((Sanchezet al. 2008) material suplementariopPada esta falta de simeirise
deducegue no es equivalente para la unién de E2 si la orientacién de un siti@em di inversa
(Berg y von Hippel 1988; Sarat al. 1989; Raumanet al. 1994; Pylest al. 1998; Kinget al.
1999; Winstoret al. 2000; Kdodimoset al.2002; RamirexCarrozziet al.2003)
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Figura 11.2. Sitios de unién en alfapapilomavirus.(A) Vista esquematica de la regién reguladora deanoiga
prototipico de HPV. Se muestran los marcos defadtanqueantes, L1 y E6, el comienzd gromotor temprano y
sucaja TATA, los cuatro sitios de union para la protelf&(BS1 a 4), el sitio de unién para la proteimalvEl y
para la proteina del huésped Spl y la regidtenciadora(B) Logos de secuencigchneider y Stephens 1990;
Crookset al. 2004) de los cuatro sitios de unién de E2. Los sitiagresepresentados en la direccior3s’ (C)

Histograma del nimero de bases que separan los déiunion de E2.
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BS1 y BS2 tienen como secuenciaasadora consenso AAA(A/T) en la direccién 5’ a
3’, mientras que los sitios BS3 y BS4 poseen dicho consenso Unicamerde coasideramos
la secuencia reversa complementaF\ira 2B). Por lo tanto y llamativamente, la orientaciéon
de los sitios de uniéne E2 parece variar dentro del genoma de HPV. Los resultados en la
Figura 2B indican que los sitios de E2 difieren en sus niveles de conservac&m sy
orientacion, en linea con la asignacion de distintos roles fisiolégicada sitio.

A continuacidmos propusimosxaminar las posiciones relativas de los sitios de union de
E2 en alfapapilomavirug={gura 2C). El nimero de bases entre BS1 y BS2 se encuentra muy
restringido, con distancias que van de 0 a 3 bases y siendo en laantgytrs casos dedl2
bases. La distancia entre los sitios 2 y 3 es mas variataelosen ambos casos entre 60 y 70
bases. Curiosamente, la distancia es de 95 bases para 6 t&pds, &idos ellos cutaneos.
Finalmente, entre 275 y 400 bases separan los sitios de unithRBI®3 y BS4 sin ningun valor
mayoritario. No observamos correlacion alguna entre las diferehstsncias (datos no
mostrados). Podemos entonces concluir que las distancias deo®slsiE2 evolucionaron en
forma independiente y, para el caso dedi®ms BS1 a BS3, de forma tal que parece estar

restringidopor la biologia de los alfapapilomavirus.

Posible sitio de metilacién conservado dentro del sitio de uni6ékE#e

La principal presion evolutiva en muchos sitios de ADN de interac@énpcoteinag,
consiste en mantener la energia de la union por sobre cierto wenbrgético(Berg y von
Hippel 1987; Berg y von Hippel 1988; Berg y von Hippel 198&mos investigado si este es el
caso para los sitios de 6ni de ADN de la proteina E2 para los tipos de alfapapilomavirus
mediante la comparacion de los sitios naturales que encontramd®\ercéh un conjunto de
sitios seleccionadom vitro siendo la afinidad la Unica restriccifNewhouse y Silgrstein
2001) El logo de secuencia enHRggura 3A, corresponde a todos los sitios naturales de union de
E2, usando las secuencias reverso complementarias de BS3 y Bf4dalereamiento (ver
arriba). El logo del medio en kigura 3A corresponde al compto de sitios resultantes de la
amplificacion y seleccion por afinidad vitro de E2C de HPV tipo 5(Newhouse y Silverstein
2001) La secuencia consenso obtenidavitro para E2651 (AACACAAATCGGTT), es
reconocié con gran afinidad poE2C de HPV tipo 16(Newhouse y Silverstein 20Q1)
sugiriendo que estos experimentos pueden ser extrapolados a otros dominiode E2C
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alfapapilomavirus. Cualitativamente se observa una coincidenciaaatieentre la mayoria de
las posicionesaturalesif vivo) y la selecciénn vitro. Sin embargo, la mayor diferencia ocurre

para las bases ubicadas en las posiciones 4 y 5.

A Logo Biolégico, todos los sitios de alfa papilomavirus.
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Figura 11.3. Influencia de la metilacién GC en la evolucién deok sitios de union de E2(A) Arriba: logo de
secuencia para todos los sitios bioldgicos de unién de Ealfapapilomavirus. Al medio: logo de secuencias d
experimentos de seleccidm vitro de la unién de E2C de HPV51 a ADN. Abajo: logcedéhcial de dos muestras
(Vacic et al. 2006) siendo los sitios bioldgicos la muestra y lossitseleccionados &l vitro como contraste B
Proporcién de la presencia de un sitio putativorggilacion (dinucledtidos CG) en las posiciones ¥ 1011, en
cada uno de los cuatro sidios de unién de E2 biotégic

Podemos visualizar la diferencia entréoglo in vivoy elin vitro mediante la herramienta
logo de dos muestraévacic et al. 2006) (Figura 3A, abajo) Este logo toma los sitios
seleccionadom vitro como referencia y muestra las bases que se encuentran enrigaedimias

sitios naturales. Esta claro que la mayor diferencia entre arohpmtos de sitios corresponde a
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la presencia del dirtleétido CG en las posiciones 4 y 5 en los sitios naturabesloRanto,
hemos encontrado una presion evolutiva para la conservacion de un sitiolldeidnetn las
posiciones 4 y 5 en el sitio de union de E2.

Dado que cada sitio de union tiene efealifsrentes en la replicacion de papilomavirus,
mantenimiento del genoma y transcripcion, buscamos sitios putativosetilacion en las
posiciones 46 en todos los cuatro sitios de unién de E2. El dinucle6tido CG se emacuent
presente en Igran mayoriade los BS1, BS2 y BS4 y una mayoria en BB@ra 3B). Un
segundo dinucleétido CG se encuentra presente en las posiciehksl&l0sitio de union de E2,
ambos en los logos bioldgicos y los seleccionaBapifa 3A). Esto indica que la presencia del
segun@ sitio CGin vivo no es debido a restricciones de afinidadnquela evolucion para un
sitio de metilacion no puede ser descartada. Esta metilacidtivauta la posicion Q1 se
encuentra tan conservada como-adn BS4 y BS3 y menos conservada &1 B BS2 Figura
3B). En conjunto, nuestros resultados sugieren que los cuatroBRid#eririan en cuanto al
grado de propension a ser regulados por eventos de metilacién.

Prediccién computacional de la afinidad de los dominios de uniore@e

Hemos nostrado que la afinidad de unién es la mayor presion evolutiva en la magoria
las posiciones de la secuencia de ADN diana dd-i2ia 3A). Se pudo cuantificar también la
presion evolutiva para la union a sitios individuales usando la teorfeecknicaestadistica de
Berg y von HippelBerg y von Hippel 1987; Berg y von Hippel 1988; Berg y von Hippel 1988)
(descripto en métodos). Brevemente, la teoria asume que (1)idgsdel ADN diana de una
proteina han smlseleccionados por la evolucién para mantener la afinidad de unién pusobr
determinado umbral y (2) que las bases del sitio de unidn contribuyermenifatependiente y
aditiva a la energia libre de unién. Dado estos dos postulados,udstelamn simple entre la
frecuencia de ocurrencia de dos bases (i y j) enpas&ion dadaen el repertorio de sitios
naturales y la diferencia de su contribucion a la energia libwaide:

AAG

unién

- _R-T - In| f(Pase)
(base—basg)=R-T In(f(basq.)) [1]

donde T corresponde a una determda pseudotemperatura relacionada con la tolerancia de la
interaccion entre la proteina y el ADN a mutaciones gstérelacionada con una temperatura
fisica(Berg y von Hippel 1987; Berg y von Hippel 1988; Bergon Hippel 1988)La diferencia
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en la afinidad entre dos sitios puede ser calcutammandolas diferencias sobre todas las
posiciones del sitio:

AAG si(sitio —sitio)) = Y AAG

unien(DASE — base) [2]

posiciones
Esta teoria ha sido exitosamente aplicada a predicciones cuatitie conmntes relativas de
union en varias interacciones protefiaN (Berg y von Hippel 1987; Berg y von Hippel 1988;

Berg y von Hippel 1988)
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Figura 1.4. Correlacion entre energias libres predichas y obseadas de loscomplejos E2ADN con las
proteinas E2 de HPV tipo 11, 16, 18 y 5(Alexander y Phelps 1996; Hinest al. 1998; Kim et al. 2000;
Newhouse y Silverstein 2001; Zhangt al. 2004) Las unidades en todos los casos gpoaden a kcal/mol. La
energia de uniodm la secuencia consenso fue arbitrariamente llewadaro. EI nimero total de puntos es 38, la
desviacion estandar entre observado y predichobdsk@al/mol 0 2.9 veces &p.

Decidimos evaluar si la teoria de Beron Hippel se mantiene para la interaccidén entre
E2C y sus sitios de unidén diana. Para eso extrajimos de lduiteicnco grupos de energias
libres para la union entre E2C y los dominios E2C de tipo 11, 16, 18 yd&Xkyatro a quince
sitios distint@ para cada domini®lexander y Phelps 1996; Hines al. 1998; Kimet al. 2000;

Newhouse y Silverstein 2001; Zhamg al. 2004) (Figura 4). Posteriormente calculamos la
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energia de unién relativa a la secuenciasenno para todos los sitios de alfapapilomavirus,
utilizando el alineamiento de todos los sitios naturales de E2sespaela en |&igura 3A (ver
métodos).

La correlacion entre datos experimentales y las energias de aatdditadas para los
cinco grups obtenidos de la literatura incluyendo cuatro dominios diferentes desg&2C
muestran en I&igura 4. Los valores R de correlacion se encuentran en el rango de 098l a 0
El desvio estandar entre los sitios observados y los predichos ésdl/6%bl paa 38 puntos, o
2.9 veces expresado &g. El rendimiento de nuestro método basado Unicamente en secuencia:
se encuentra cerca del desvio estdndar de 0.57 kcal/mol (16 puntosjoopteai el dominio
E2C de HPV16 utilizando un modelo basado en estruinanget al.2004)

Los experimentos encontrados en &tara validan la utilizacion de la teoria de Beom
Hippel para calcular las energias correspondientes la union de todositims de
alfapapilomavirus, aun tratdndose de experimentos realizados enasdistiomdiciones y
laboratorios

Seis jerarquias d afinidad prototipicas en alfapapilomavirus

Luego de analizar la interaccion entre EPEyY sus cuatro sitios blanco en solucion
mediante ITC, retomamos el analisis estadistico de secuétaizos usado la teoria de Berg
von Hippel para calcular la afolad de E2C para todos los sitios en alfapapilomavirus (explicada
en métodos). BS4 es el sitio con mayor afinidad, solo 0.61+0.53 kcalnoohddiotdesvio
estandar) peor que el consenso. Es seguido del sitio BS2 (0.91+0.69 Rec@Hio(1.46+1.47
kcal/md) y BS3 (1.94+160 kcal/mol). Esta jerarquia coincide cualitativamente con lodasve
de conservacion del logo para cada skigra 2B).

Una inspeccién manual de todas jesrquias de afinidad, revek existencia de varios
grupos de tipos muy sitares. Hemos agrupado todos los tipos virales en grupos jerarquicos
utilizando el algoritmo de medi&s(descripto en métodos). A través de este procedimiento, cada
tipo viral es representado por sus cuatro energias de union predichépols son agrupas de
forma tal de minimizar la suma de todas las diferencias Estrenergias predichas y los grupos
promedio. Por ejemplo, agrupar los datos en menos de seis grupos grago con jerarquias
muy diferentes, por lo tanto cinco o0 menos grupos nmifusuficientes para describir los datos
de manera adecuada (datos no mostrados). Pero al agrupar losndatés de seis grupos
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produjo grupos redundantes, indicando que estos debian estar en un mismo ¢dajostoo
mostrados).

El resultado de agrupan seis grupos se muestra erFigura 5. 33 de los 72 tipos
pertenecen al primer grup&igura 5A), en la cual BS1, BS2 y BS4 tienen alta afinidad y la
unién a BS3 es claramente mas débil. Para el segundo grupo mayofi@mpuesto por 20
tipos, Figura 5B), todos los BS poseen una energia de union muy cercana a la de tecisecue
consenso. En el tercer grupo mayoritario (9 tigogura 5C), BS2 y BS4 poseen una fuerte
energia de union predicha y BS1 y BS3 poseen menor afinidad por E2C. (poatmertenecen
a un cuarto grupdfgura 5D), en la cual BS2 y se predicen como de alta afinidad, BS1 de débil
union y BS3 de unién marginal. En los tres tipos del quinto grupo, BS1ly BS3 tienen alta
afinidad y BS2 una afinidad débiFigura 5E). Finalmeng, en los tres tipos del sexto grupo
(Figura 5F), BS2 y BS4 presentan una buena afinidad predicha, BS3 una afinidad B&dil y
posee una afinidad marginal por la proteina.
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Figura 11.5. Seis clases de jerarquias de afinidade unién para la interaccion E-ADN. Para cada grupo de
tipos representamos la afinidad predicha promdiieq gruesa negra) y la desviacion estandar ata sitio y los
valores para cada tipo (lineas finas grises). lipastfueron agrupados utlizando el algoritmo dediagk
(mé&odos).
Nuestros resultados concuerdan con el conocimiento actual del rol datmadan todas

las jerarquias, la afinidad de BS4 es por lo menos tan alta garados otros sitiod={gura 5),
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asegurando que la los genes tempranos del virus se toang@ong et al. 1994; Rappet al.

1997; Steger y Corbach 199BS1, BS2 o ambos poseen también una buena afinidad en todas
las jerarquiasHigura 5), garantizando la replicacion viral y la represion de la trgmsén de
oncogenes¢Thierry y Howley 1991; Chiangt al. 1992; Remnet al. 1992; Luet al. 1993; Dong

et al. 1994; Demereeét al. 1995; Sverdrup y Khan 1995; Demee¢tal. 1997; Rappet al. 1997,
Steger y Corbach 29; Stubenrauclet al. 1998; Newhouse y Silverstein 2001; Soedaal.

2006) BS3, que posee un rol secundario tanto en replicaciéon como enifgr@ds¢posee una
afinidad predicha menor que los otros tres sitioslanjerarquias mas abundamtente

en®ntradaskigura 5).

Asociacion entre las propiedades moleculares y epidemiolégicas

Los tipos de alfapapilomavirus son comunmente clasificados como daeatio (en
total diecinueve tipos: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 683682,
82subtipo) o bajgiesgo (en total trece tipos: 6, 6a, 6b, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, Yy@1j2le
acuerdo con la relacién de las probabilidades de desarrollar cérsgralc en pacientes
infectados con un tipo y en aquellos pacientes HB§ativos(Munoz et al. 2003) El genusalfa
incluye todos los tipos genitales pero ademas incluye tipos que mfejiths cutaneos (en total
doce tipos: 2, 2apisoc2, 3, 7, 10, 27, 27b, 28, 29, 949¢koreal Analizamos si el
comportamiento epidemiolégico de atliesgo, bajeriesgo y tiposcutdneos se encuentra
fenomenol@icamente asociado con las propiedades moleculares de la irter&&EADN
expuestas enl presente estudio de secuencias. Para ello, utilizamasdelarprobabilistico de
distribucion hipergeométrica (detallada en métodos). Por ejenmpéd,caso de la distarcentre
los sitios BS1 y BS2 obsenves que es de dos bases en 43 de los @2 diplgenusalfa, de los
cuales 10 tipos son de altiesgo. Entonces, el modelo de distribucion hipergeométrica cadcula |
probabilidad de tomar 10 o mas tipos de-aksgo al elegir al azar 43 tipos de una ‘bolsa’ con
72 tipos distintos correspondiesta toda la poblacién de alfapapilomavifRals et al. 2007)
Si el resultado de esta probabilidad es menor que la elegida condendgraignificancia del
0.05, concluimos que el tipo de aliesgo se encuentra asociado a una distancia de dos bases
entre BS1 y BS2. Por lo tanto, que 10 tipos de alto riesgo presenpeopiadad de dicha
distancia, no es un evento azaroso si no que es una propiedad moleadtaristica de la
epidemiologia de alto riesgo.
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Tabla 11.1. Asociacion entre propiedadesnoleculares y epidemioldgicas.

Propiedades epidemiolégicas
Propiedades moleculares Alto riesgo (19) | Bajo riesgo (13)| Cutaneos (12)
n Valor p n Valor p n Valor p
.~ (33) 7 >0.05 5 >0.05 5 >0.05
g (20) 11 1216@#) |4 >005 |1 >0.05
O
@ 0 >0.05 5 4.9.10° (+
g ] (09 0 >0.05 (+)
3 3 1.710°(+) | O >0.05
g G\ (04) 0 >0.05 (+)
C
= 1 >0.05 0 >0.05
Z A | (03) 1 >0.05
\A (03) 0 >0.05 0 >0.05 1 >0.05
Posicion 4(1) 1 >0.05 0 >0.05 0 >0.05
BSl{ .
5 Posicién 1022) | 0 3.6-10° (-) 3 >0.05 7 2910 (+)
3 2{ Posicion 4(0) 0 >0.05 0 >0.05 0 >0.05
= BS
£ Posicion 108) | 7 2310°(+) | 0 >0.05 0 >0.05
S 3{ Posicion 423) | 14 1410+ | 2 >0.05 0 6.0-10°()
o BS
2 Posicion 10(26) | 1 6.4-10" (-) 2 >0.05 |12 6.3:-10° (+)
A 4{ Posicion 4(0) 0 >0.05 0 >0.05 0 >0.05
BSA  posicion 1q1) | 0 >0.05 0 005 |1  >005
ke di.=0(4) 1 >0.05 1 >0.05 0 >0.05
% dio = 1(43) 5 7210°(¢) |10 >0.05 |12 1.0-10°(+)
:g dio = 2(21) 10 1.110°(+) | 2 >0.05 0 1.0-10°()
% dio=3(4) 3 >0.05 0 >0.05 0 >0.05
A dy3 = 95(6) 0 >0.05 0 >0.05 6 5.9:10° (+)

Las propiedades epidemioldgicas se muestran eoolasnnas y las propiedades moleculares en las fias el
ndmero de tipos entre paréntesis. Para una dadairacnn de propiedades, indicamos entre parénessigimero
de tipos (n) incluidos y la probabilidad (p) quelaservacion ocurra al azar. Valores significatiteg se destacan
en tipografia negrita. Los simbolos de adicion yafga indican las combinaciones de propiedadeeeyolégicas
y moleculares que ocurren con mayor o menor fregaejue al azar.
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Los resultados para la asociacion entre fenotipos y propiedades nrele@danuestran
en laTabla 1. Los tipos de altwiesgo se encuentran asociados con la jerarquiarddeafes de
los sitios de unién de E2 defégura 5B, los tipos de bajoiesgo con la afinidad de jerarquias
de laFigura 5D. Dado que la mayoria de los sitios de union de E2 poseen dos sitios de
metilacion putativos en las posicione$ 4 1611 (Figura 3), obsenamos la asociaciéon del
comportamiento epidemiolégicen ausencia de sitios de metilaciomabla 1, defecto de
metilacion). Los tipos de aloesgo se encuentran asociados con la falta de bases ‘metiables
la posicién 16011 del BS2 y en las piones 45 de BS3. Por otro lado los tipos de af&sgo
se encuentransociados con la presencla bases metilables en la posiciénr1l0en los sitios
BS1y BS3.

Finalmente, apreciamos que los tipos cutaneos se encuentran positivasoeiados con
la falta de bases CpG en las posicionedIl@e los sitios BS1 y BS3 y negativamente asociados
con la falta de bases metilables en la posiciéndél sitio BS3Respecto al nUmero de bases
entre sitios, los tipos de alteesgo se encuentran positivameag®ciados con una distancia de
dos bases entre los sitios BS1 y BS2 y negativamente asociad@s pr@sdncia de una Unica
base entre los sitios BS1 y BS2,jentras que exactamente lo opuesto ocurre para los tipos
cutdneosTabla 1). Los sitios BS1 y BS8ispuestos en tandem (DBS, por doble sitio de unién)
forman parte entonces de un blogue funcional clave en la epidemiologiarutel cemo
estudiaremosn profundidad en el cuarto Capgé. Finalmente, los tipos cutdneos se encuentran
positivamente asodl®s a una distancia de 95 bases entre los sitios BS2 ymB@8a 2 y
Tabla 1). No observamos una asociacion estadistima probabilidad menor que 0.@htre
propiedades epidemioldgicas y la distancia entre los sitios BS3 yda®% no mostrados). En
conjunto, logramos asociar la propiedad epidemiolégica alto riesgo conpregiiedades
moleculares diferentes, la propiedad epidemiolégica bajo con una sadtedatica molecular y
los tipos de HPV que infectan tejido cutaneo con siete propiedadesutads Tabla 1). Los
estudios epidemiologicos progresan velozmente con el avance tecnolégieo kieobia
molecular, es por ello que tanto el nimero de genomas de distintogupa®nforman cada
genuscomo el nimero dgenusexistentes en la familide papilomavirus aumenta afio a afio
(Bernardet al. 2010) Por lo tanto, el grado y numero de asociaciones, entre lasecestizas
moleailares y las epidemiologias del virus descriptas, pueden aumentdicoomedel tiempo.
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Capitulo III
“Origen termodinamico de la discriminacién de secuencias

especificas de ADN por la proteina E2”

A line is a dot that went forwalk.
Paul Klee
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En este Capitulo usamos la calorimetria de titulacién isatér(hTC) para estudiar las
bases termodinamicas de la unién de BBGl ADN. La diseccion de la energia libre de unién
en sus componentes entalpico y entrépico nos va a perexidiminar varias cuestiones

planteadas en trabajos previos sobre este complejo, incluyendo el cCapiéuior.

Dependencia de la concentracion de fosfato en la union de BBG/ BS2

Antes de analizar la unién de EA6 al ADN por ITC, exploramos las odiciones de
medicion utilizando el sitio de unién BS2. La unidon de B8Cal sitio BS2 ha sido ampliamente
estudiada mediante ensayos espectroscopicos en diferentes entornoesqiienreiro et al.
2000; Ferreira2003; Dellarole 2005; Ferreiret al. 2005; Ciceroet al. 2006; Dellaroleet al.
2007; Ferreircet al. 2008; Elisecet al.2009; Sancheet al.2010) Los extensos antecedentes de
ensayos de union de E2A® a BSZXacilitaron la eleccion de las condicionadecuadadichas
condiciones deben garantizar que la estequiometria de la unién g€arielroet al. 2000)y
gue la cuantificacion de la energia de union sea valida en toddtsilEsdnes que buscamos
medir (Wisemanet al. 1989). Como tampon de medicion elegimos el fosfato de sodio el cual por
Su carga y composicion es un compuesto semejante al ADN, mandi el entorno fisioldgico
de E2. El fosfato de sodio le confiere una mayor estabilidad al dofERG16 (Mok et al.
1996)y por lo tanto disminuye I&accion incompetente a lo largo de las titulaciones lentas de
ITC. El fosfato de sodio fue utilizado para estudiar medianteyessaspectroscopicos la
dependencia de la constante de disociaciona@uerza ionicaDellarole 2005; Dellarolet al.
2007) y en ITC para comparar la entalpia de unién enimgiosm monomerizados de E2C
(Dellaroleet al.2007)

A continuacibn medimos el reconocimientoe dE2C16 a BS2 a diferentes
concentraciones de fosfato de sodio con el fin de establecer lasi@oeslioptimas de medicion
por ITC de la interaccion E2BDN a lo largo de la presente tesis. EnHgura 1A
representamos la union de E26 a BS2 medida eoncentraciones de fosfato de 50 y 75 mM.
Dichas concentraciones corresponden a una fuerza ionica inferior a 0.dlasétvamos que
ambas curvas presentan dos transiciones antes de llggjatealufinal. Este comportamiento
reporta mas de un unico evemte union en esas condiciones. Medimos la estequiometria a 75

mM de fosfato Figura 1B, puntos vacigsy observamos que la reaccion presenta una molaridad
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cercana a 2:1, mientras que la estequiometria medida a 200 nuodfat® fFigura 1B, puntos
negros) e del orden de 1:1. Por lo tanto, las mediciones a concentracefesato inferiores a

75 mM (Figura 1A) presentan un evento de union adicional, en excelente acuerdo con
observaciones previas llevadas a cabo en nuestro laboratorio medidam@sicécia en otro
tampon quimico de medicidifrerreiroet al. 2000) El evento adicional de unién ocurre a baja
fuerza iénica indicando que es de una unién principalmente electmstatiespecifica y la cual

se observé anteriormente que produce la formacién de agremado®s(Ferreiro et al. 2000)
Concluimos entonces que el evento adicional presenta un calor exotérngio@blespor ITGy

quela interaccién E2€DNA debe ser medida a concentraciones de fosfato superioresM.75 m
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Figura Ill.1. Unién de E2C-16 a BS2 seguida polTC en funcidén de la concentracion de fosfato deoglio. (A)
Datos de ITC integrados y normalizados por coneeidn correspondientes al complejo entre 882 medidos a

50 mM (puntos con linea gris claro) y 75 mM (puntas linea gris oscuro) de fosfatie sodio. B) Datos de
titulaciones isotérmicas seguidas por fluoresceanigondiciones estequiométricas medidos a 75 mid) (g 200

mM (negro) de fosfato de sodio, la intersecci6riaderectas indica la relacion molar en cada titdlaqC) Datos

de ITC integrados y normalizados por concentraciondela linea sélida corresponde al ajuste del modelo d
union 1:1 a los datos medidos a 150 mM, 200 mM B8Oy 400 mMde fosfato de sodio, (representados en escala
de grisesgris claro baja concentraci@e fosfato de sodio y negro alta concentraciéfosiato de sodijp Todos los
experimentos fueron medidos a 25°C en diferentesardraciones de fosfato de sodio pH 7y 0.2 mM DTT

A diferencia de lo observado a baja fuerza idnica, los experimentdgutieion
realizados en el rango de 100 mM a 400 mM de fosfato de sodio producend=uf&3 con
una Unica transiciénF{gura 1C). El modelo de un sitio de unién esperado para la interaccion
E2CGBS2 (Ferreiroet d. 2000; Ferreiro 2003; Dellarole 2005; Ferrestoal. 2005; Cicercet al.
2006; Dellaroleet al. 2007; Ferreircet al. 2008; Elisecet al. 2009; Sancheet al. 2010) pudo
ser ajustado a los datos de ITC normalizados por concentr&ogmg 1C, lineasnegras. En la
Tabla 1 presentamos los parametros obtenidos del ajuste a distintas corsdit@dnerza idnica.
En todos los casos la estequiometria de unidn es cercana a 1or €l (ddtallado en métodos)

95



es superior a 10 e inferior a 50Qarantizado la bondad del ajuste del modelo 1:1
(proteina:ADN) a los dato@Visemanet al. 1989) Es de esperar que en una reaccion 1:1 el
orden de la titulacion no influya en el resultado del ajuste. Meslicalorimetrias de tilacion
isotérmica en 200 mM de fosfato pH 7, en ambas direcciones: yauseado BS2 sobre E2C,
titulaciones ‘directas’ Kigura 2, izquierda), como inyectar E2C sobre BS2, titulaciones
‘reversas’ (Figura 2, derechg. En efecto y reforzando el modelo deion 1:1, las
estequiometrias y los pardmetros termodinamicos de las tituladimeetas y reversas en este
sistema binario son similares, tanto para los ajustes individya@eso para el ajuste global de
los datos Tabla 1). En sistemas de mayor cphgjidad, variar el orden de la titulaciénisfluye

en el resultado del ajusterno describimos en el Ultimo Capitukiguras V.3y V.4,
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Figura Ill.2. Titulaciones directas y reversas parala formacién de complejo binario entre E2C y BS2Datos
de ITC crudos (paneles de arriba) e integrados y nozaddis por concentracion (paneles de abdiouierda:
titulacién directa: inyectando el BS2 a una celaeteniendo la proteina E2@erecha titulacion reversa,
inyectando E2C a una celda contenienddBN. Las lineas en los paneles de abajo se correspauheal ajuste
global (Houtmanet al. 2007)del modelo de unién 1:1 a los datrstre ambas titulaciones diresta reversas.os
experimentos fueron realizados en el tampén qui2O@omM de fosfato de sodio pH 7, 0.2 mM de DTA58C
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Tabla lll.1. Parametros de la unién de E2C16 a BS2 en funcién de la fuerza iénica.

[Fosfato] F1* AH Ko AG -T-AS N C
(mM) (M) (kcal/mol) (nM) (kcal/mol)  (kcal/mol)
100 0.186 -23.6+0.1 76+4  -9.71+0.04 13.9+0.1 0.740.1 11545
150 0.281 -22.8+0.1 10747 -9.51+0.04 13.3+0.1 0.8+0.1 74+2

20Qyirecta 0.378 -22.3+0.1 130+10 -9.39+0.09 12.9#.1 0.8:0.1 65+1
200cversa 0.378 -22.9+0.1 735 -9.73+0.10 13.24#0.1 0.7+0.1 81+2
20Qy0pal 0.378 -22.740.4 9040 -9.61+0.24 13.:x02 0.8+0.1 83+24

300 0.572 -149+0.2 330+18 -8.84+0.07 6.1+0.2 0.8%#0.1 26+1
400 0.767 -11.1+0.2 764+74 -8.34+0.06 2.8+0.2 0.8%#0.1 12+1

# Fuerza i6nica calculada en base a la aplicacidmen: (Beynon 1996). El ajuste a un modelo démii1 de los
datos genera el cambio en entalpifl), la constante de disociacioiy) y la estequiometria de la reaccion (N§s
=-RT:InKp) = AH-T-ASy C = NKp-[ligando] (Wisemaret al. 1989). Los errores fueron propagados a partikide

Kp ¥y N, salvo para ajuste global a 200 mM de fosfabe gorresponde al desvio estdndar de pardmetros de
titulaciones directas y reversas.

Al analizar la diseccién termodinamica de la dependencia de deadotén con la
concentracion de fosfato, observamos que el aumento de la fuerzadéfick86 M a 0.767 M
genera cambios notables en la magnitud\Hey -TAS (de ~12 kcal/molTabla 1) aunque en
todos los casos la interaccibn E2C-BS2 se mantiene entalpieafagntable (valores daH
negativosFigura 3A, barras grises) y entropicamente desfavorable (valoresAfepdsitivos
Figura 3A, barras negras). Mientras que el complejo se debilita en 2mktalAG),
correspondiente a un orden de magnitud en constante de disockgidhabla 1), observamos
gue el cambio mayor exG, AH y -TAS se presenta al superar la concentracion en fuerza iénica
(F1) de 0.5 M Tabla 1y Figura 3A). Al graficar elAH medido en funcién del logaritmo de la
concentracion de fosfatdigura 3B), dicho quiebre se evidencia en dos dependencias lineales
cuya pendiente es significativamente mayor para los puntos medilos(a5M que para los
puntos medidos &l <0.5M. AFI < 0.5 M, la actividad del agua se la considera nula (ecuacion
[10 y 11] detalladas en métodos (Recadal. 1978; Recordet al. 1991)), por lo tanto
consideramos que el cambio observado corresponde a un cambio en ladadglidgua en la
diferencia energética entre las moléculas E2C-16 y BS2 ltuaglas.
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Figura I11.3. Andlisis de la dependencia de la inteaccion E2C-BS2 con la concentracién de fosfato de sodio.
(A) Diseccion termodindmica de la unién de ER6Ca ADN seguida por ITC en diferentesncentraciones de
fosfato.(B) Entalpia de la reaccion observada para la int@aE2CGBS2 a diferentes en funcion del logaritmo de
la concentaciéres de fosfato. Las lineas representan un andlisisedeesion lineal de los datos medidos a baja
concentracion de fosfato, pendiente 4.2+0.7, yda®s medidos a alta fuerza idnica, pendiente 3648%C)
Gréfico log-log de la dependencia #g con la concentracion de fosfato. Las lineas remtas un andlisis de
regresion lineal de los datos medidos a baja cdrawan de fosfato, cuya pendiente d§,553= 0.84+0.46, y los
datos medidos a alta fuerza iénica, cuya pendesn®,,s = 2.8+0.8, ecuaciones [10] y [11] en métodos.

La reduccion significativa en la afinidad al aumentar la fugmiga es consistente con
uniones secuencia especifica (Recetrdl. 1978; Recorcet al. 1991), y representa la liberacion
de cationes de la molécula de ADN. Dicha dependencia denlialaaficon la fuerza ionica
responde en forma lineal en un gréafico log-légggra 3C) cuya pendiente representa el
coeficiente &,ps correspondiente a la cantidad de cationes desplazados del ABM@n kbre
(ecuacion [10 y 11] métodos, (Recaidal. 1978; Recorat al. 1991)). Nuevamente observamos
dos pendientes en la relacién log-log, a concentraciones<l®.5 M cuya pendiente eX§s=
0.84+0.46 y a concentraciones Ee> 0.5 M cuya pendiente es d&sps = 2.8+0.46 M. Este
cambio en la pendiente corresponde a un cambio en la actividad del dguaaation (Record

et al. 1978; Recorekt al. 1991) que se evidencia a partir de concentraciones de fosfato superiore:
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a 200 mM Por lo tanto, concluimos pain lado que la interacciéon en el amortiguador fosfato de
sodio, genera Unicamente la liberacién de 1 contraion de la indetf&DN, de acuerdo con una
interfaz del complejo ‘humeda’ y altamente dinanficena et d. 2004; Ferreircet al. 2005) a
diferencia de interfaces ‘secas’ como es el caso del comipAdja box TFIID (Janin 1999)Por

otro lado observamos que la actividad del aguaFer> 0.5 M cambia el componente
electrostatico de la interaccioPRor lo tanto consideramos preferible medir a concentraciones
de fosfato de sodio superiores a 300 mM. Decidimos entoncegdijarposteriores analised

microentorno de medicién del complejo EADN por ITC a 200 mM de fosfato de sodio pH 7.

Bases termodinamicas de la discriminacion dewsencia de ADN

Los resultados mostrados en el Capitulo anterior usando datos tomddoliatatura
validan la utilizacion de la teoria de Bergn Hippel para calcular las energias correspondientes
la union de todos los sitios de alfapapilomavirus. €bfin de profundizar la validacién de la
teoria propuesta, medimos la energia de union dell62& siete sitios de ADN incluyendo los
cuatro sitios canonicos del genoma HP& (BS1 a BS4) y tres sitios de diferente secuencia
mediante ITC Eigura 4 y Tabla 2). Medimos la union a una variante natural del BS3 presente
en un 25% de los subtipos existentes de ¥MB\(146 subtipos analizados) el cual fue llamado
BS3* a un sitio de unién propio del genoma de papilomavirus bovino (Bov) y a urdsitio
unién disé@ado con un espaciador que minimice laqresatura del ADN, compuesto por las
bases ACGT (BSR)Higura 5y Tabla 2). La mutacion en BS3* corresponde a la insercién de
una adenina en la posicién 4 del espaciador de BS3 y aparece4@&¥ou(ll? subtipos) en
pacientes con cancer de laringe y en un 41 % (15 subtipos) en pacantemcer cervical de
Turquia, mientras que los restantes subtipos encontrados se emceanpacientes de Uganda
con cancer de penRealizamos todos los experimentos &28n 20 mM de fos&to de sodio
pH 7y 0.2 mMDTT.

Como primera observacion, la union de ED&a las siete secuencias de ADN detalladas
en laTabla 2, presenté una estequiometria >0.8, y la relacién entre la ot disociacion y
la concentracion de E206, o parametro C, es superior aTalla 2), validando el ajuste de los
datos a un modelo de un sitio de unién para obtener la constante de disatgale interaccion
E2C y ADN. Por lo tanto en una misma condicion de medicidon podemos edwtia la
jerarquia de afinidades como la diseccion termodinamica de la unE2GE6 a sietesitios
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Figura 111.4. Jerarquia de union de E2G-16 a los sitios de ADN candnicos seguida por ITCos paneles de
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Estudios biofisicos y bioinformaticos realizados aotenente en otros laboratorios
indican que la alta afinidad de la unién de E2C y ADN se encuemit@ada con la secuencia
candnica en los hesitios ACCG/CGGT y con un espaciador encorvado rico en(&fdthers
1998; Hineset al. 1998; Falconiet al. 2008) mientras que la presencia de un espaciador recto
rico en dinucledtidos CG conlleva a uniones mdsilele(Barbic et al. 2003; Djuranovicet al.
2004; Zhanget al. 2004) La caracterizacion termodindmica de la interaccion entre Il62Clos
siete sitios de unién BS1, BS2, BS3, BS4, BS3*, BSR y BShablé 2) meddos por ITC
(Figuras 4y 5) concuerda excelentemente con este conocimiento acumulado sobneidite
E2GADN. En efecto, los sitios BS2 y BS4 poseen hemisitios canénioasegpaciador rico en
A-T y forman los complejos més fuertes con EEBCAG = -9.6+0.2 kcal/mol y9.8+0.1 kcal,
respectivamente). Luego sigue el BS1 con una afinidaed.@e0.1 kcal/mol, con hemisitios

candnicos pero con una citosina en la posicién 4 del espaciador.
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Figura IIl.5. Reconocimiento por E2C-16 de lossitios de ADN BS y BS3* y a los sitios BSR y BawvlLos
paneles muestran lasitos de ITC integrados y normalizados por conaeitin ajustados a un modelo de un sitio de
unién. @A) Comparacion entre la union de E26 al sitio de ADN BS3H) y BS3* (O). (B) Comparacion dre la
unién de E2€16 al sitio de ADN BSRHN) y Bov (O).Tampdn quimico de medicién: 200 mM fosfato deicqdd
7,0.2 mM DTT a 25°C.

Los hemisitios de BS3 y su variante natural BS3* difieren en unaigo®ntre si y de
cuatro de lasecuencia candnicdlamativamente sus afinidades disminuyen en forma similar
(AG de -8.4 kcal/moly -8.5 kcal/mol respectivamente) a pesar de tener el segundo hemisitio
diferente. Finalmente, el sitio BSR y el sitio Bov forman lomplejos mas débiles .2
kcal/mol, debidoa la presencia del dinucleétifo CG en el espaciador. Nuastrdiglas de ITC
permiten por primera vez disectar el origen termodinamico desdardinacion de secuencia en
componentes entélpicos y entropicos

La energia libre de uni6AG para los comples mas fuertes (BS1, BS2 y BS4) se
originanmayoritariamente en la compensacion de cambidsHen en-T-AS siendo la entalpia
el mayor componente favorable y en la entropia el componente mas dastagagura 6A y
Tabla 2). Existeuna compensacion igymica entropiceentalpica en toda esta serie de sitios de
unién de E2, como podemos apreciar en la correlacién lineAHdeon ambosT-ASy AG
(Figura 6By 6C, respectivamenjelLa presencia de ambas correlaciones, la independencia de la
medicién deAH y deAG en los ensayos de ITC y el bajo error promedio de 0.4 kcal/mol en la
determinacién dAH comparada con el rango de 1.6 kcal/moAéhobservado (de8.3 a-9.6
kcal/mol) aseguran que las correlaciones reflejan un fenédmeno fisico un artefacto
estadistico(Leffler et al. 1963; Jernlacobsonet al. 2000) La presencia de compensacion
entrépiceentalpica en esta serie de sitios de union de E2 indica que el maduodeesta

conservado para todos los sitios ensayados, a pesar de los camhbisis@xtn la secuencia de
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ADN. Es decir, los factores qumeodulan la discriminacion de secuencia por E2C son los mismos
en todos los complejos.

Tabla Ill.2 . Unién especifica de E2€16 y ADN medida por ITC en 200 mM de fosfato de
sodio, pH 7.0, 0.2 mM DTT a25°C

Sitio y Secuencia diana AH Ko AG -T-AS N C
(kcal/mol) (nM) (kcal/mol)  (kcal/mol)

BSL AACCGAAACCGGTT -15.2#0.4 248+¥9 -9.01+0.07 6.2+03 0.840.1 26%5
BS2: AACCGAAATCGGTT  -22.7#0.4  90+40 -9.61+0.24 13.1+x0.2 0.8+0.1 83+24
BS3 AACCCAAAACGGTT  -4.840.8 764t427 -8.35+0.31 -3.6t1.1 0.9+0.1 13%2
BS3: AACCCAAAATCGGT  -1.520.3 597#196 -8.49+0.19 -7.0¢05 0.9+0.1 11#7
BS4: AACCGAATTCGGTT  -24.1+07 67+2 -9.78+0.02 14.3:0.8 0.8#0.1 75%3
BSR: AACCGACGTCGGTT  -2.2#01 107Q:235 -8.15+0.15 -6.0+0.2 0.9+0.1 92
Bov: GACCGACGTCGGTC  -7.7#0.4 978+74 -8.20+0.05 -0.9+0.1 0.9+0.1 8+2

#Solo los nucleétidos que se saben que afectarnidad estan mostrados, la secuencia original yechdemas dos
nucledtidos flanqueantes a cada lado de la seaemustrada. Todas las secuencias estan mostradiasliesccion
de 5’ a 3’ salvo BS3 y el BS3*, para los cualesmaeestra la secuencia reversa complementaria Idapilga una
comparacién con los otros sitios. El ajuste a udefmde unién 1:1 de los datos crudos proporcidrtambio en
entalpia y la constante de disociacién al darsmién.AG es calculado como RT:IK), -T-AS=AG - AH. N es la
estequiometria de la reacciéiCyes la relacion entre la concentracién de ligantiolp (Wisemanet al. 1989). Los
parametros representados provienen de por lo ndosmediciones ajustadas globalmente (Houtetaad. 2007),
los errores corresponden al desvio estandar dguetes individuales.

Finalmente, como anticipamos en el Capitulo anterior, calculéamesergia de union
para cada uno de los siete sitios de acuerdo a su secuenciaidigcele@tbla 2) y al
alineamiento de todos los sitios dgnusalfa (Figura 11.3), ver métodos. En I&igura 6D
comparamos la energia de unién medida en [M&blé 2) con la energia de unién predicha.
Notablemente, aun considerando un sitio de unién del genoma bovino, que no pattgeeas
alfa, y un sitio de union disefiado (BSR), los datos correlaciones agradim de confidencia de
0.86 Figura 6D). La coincidencia sorprendente entre los experimentos y la teqgli@an que
los sitios de union de E2C en el genoma de papilomavirus evolucionan comdusé@ @os!
Capitulo Il y que la teoria puede ser utilizada para predecimidaal de los dominios de E2C

de alfapilomavirus para cualquier secuencia.
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Figura 111.6. Diseccién de la discriminacion de sagencia de E2CG16, compensacion entélpicgntropica. (A)
Diseccion termodinamica de la unién de EP&a ADN seguida por ITCB] Correlacion entrédH y -TAS. (C)
Correlacién entraH y AG. (D) Correlacion entre energias libres predichas yrohdas de los complejos E2® y
ADN. La energia de unidala secuencia consenso fue arbitrariamente lleaadaa Las energias libres predichas
se calcularon considerando todas las posicionekeotidicas de los sitios. Las energias predichadngiluir las
posiciones 4% del sitio de unién, empeoran la correlacion corRu= 0.73 (no mostrado)as unidadesretodos los
casos corresponden a kcal/mol.

La variacion en la secuencia de los siete sitios que medisnosnsiderable, incluyendo
cambios en las 14 bases en hasta 9 posiciones conservadés tédrsto de E2Tabla 2). A
pesar de esta variabilidad, [aresencia decompensacion entalp&ntropia indica que el
mecanismo de unién es el mismo en todos los complejos. Por loléardbustez del dominio
E2G16 para formar complejos especificos aun con variaciones sustareidi@ secuencia del
sitio blarco, parece ser un requerimiento fisiolégico en papilomavirus permitiebtimer
dentro del mismo modo de unién una jerarquia definida en los cuatro ségenias en el
genoma. Resulta interesante que HBCreconoce practicamente con la misma afinialdds
sitios altamente divergentes BS3 y BS3*. En el Capitulo siguiente akamataen el estudio de
discriminacion de secuenciariando drasticamente la secuencia de E2C, es détizando 5
proteinas E2C homologas con el objetivo de analizar laigiist del dominio dimérico al

ejecutar su funcion primordial.
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Lectura indirecta del lado de la proteina, dependencia del pH

Como mencionamos desde el comienzo del Capitulo Il, la propiedadutaoléde la
afinidad jerarquica se basa principalmente eledtura indirecta o preurvatura del ADN de
unién de E2. Esta curvatura se encuentra definida por las baseadsf@acentre los hemisitios
de secuencia ACCG, que no forman contactos directos con la profeioantinuacion,
evaluarermos la presencia dios fenomenos de “lectura indirecta” mediante cambios en el pH

del microentorno de medicion.

O | K I I
| B
-4 .-
* pH4.5 4
-8 +pHS | |
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< : mpHGE | ]
12 = 0o pH6.5
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16 : ApHT7.5
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Figura IIl.7. Unién especifica a BS2 de E2€16 en funcién del pH en tampo6n quimico triple a 28C. (A)
Entorno molecular de las histidinas en la estractleE2G 16 (Nadraet al. 2004) se destacan las cadenas laterales
de las cinco histidinas: H288 (rojo), H306 (verddy28 (azul) y H322 y 326 (magen{®) Isotermas de unién
resultantes de la integracion de los caloreg@§ipos en funcién del tiempo en el rango de pH &ea 8.5.

El pH como variable puede generar eventos de protonacion asociados soproee
isomerizaciones en residuos sensibles, modificando de esta farmaergia libre para la
formacién de un comejo. Los residuos de histidina presengalemasin equilibrio tautomérico
sensible a pequefios cambios en el pH. La arquitectura proteica pufte cambios
conformacionales tanto locales como de largo alcance de acuerldgecotonacion ypoblacion
isomérica de las histidinas. Finalmente, dichos cambios en la tetiracion por protonacion de
las histidinas pueden ser bioldgicamente relevantes dado gig @¢ pas histidinas es 6.3, un
valor cercano a pHs fisioldgicos. Por lo tanto la histidina pyegir el rol de fino regulador
funcional sensible a cambios en la protonacién del microentorno. Alyesteina en estudio
presenta cinco histidinas altamente conservgBase et al. 2007; Eliseoet al. 2009) cwa
disposicion espacial se representa eRidmira 7A. Exploramos la dependencia de la union de
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E2G16 y BS2 con la variacion del pH por ITEigura 7B). Los experimentos fueron llevados a
cabo a 25°C en un tampoén quimico de tres componentes que asegura unérficerze 0.3 M
constante en el rango de pH 4.5 a pH(&Wis y Morrison 182). En todas las condiciones de
pH medidas, laestequiometria observada resuiér de 0.8 o mayor y la relacion entre la
constate de asociacion y la concentracion de E2C, Ga(@visemanet al. 1989) se encontrd

por arriba de 40Tabla 3), validando el ajuste a un modelo de un sitio de union en todas las
condiciones ensayadas y las constantes de disociacién obtenidas. A salgid mas alla del
rango abordado, E2C no resultd estable en solucion dando lugar @atitegaisotérmicas con

estequiometrias anémalas (datos no mostrados).

Tabla 111.3. Union especifica de E2C16 a BS2 en funcion del pH.

pH AH Kb AG -T-AS N C
(kcal/mol) (nM) (kcal/mol)  (kcal/mol)

4.5 -4.1+0.1 2614 -10.40+£0.09 -6.4+0.1 0.9+0.1 360
5.0 -6.2+0.1 35+9 -10.21+0.15 -4.1+0.2 0.8+0.1 234
55 -10.3+0.1 52+5 -9.98+0.05  0.3+0.1 1.0+0.1 206
6.0 -14.9+0.1 6315 -9.86£0.04  5.1+0.1 0.9+0.1 141
6.5 -16.9+0.1 7617 -9.75£0.05  7.1+0.1 0.9+0.1 112
7.0 -18.3+0.1 785 -9.64+0.04  8.7+0.1 0.8+0.1 110
7.5 -11.5+0.1 111+11 -9.52+0.06  2.0+0.1 0.9+0.1 75
8.0 -10.0£0.1 139+12 -9.39+0.05  0.6+0.1 0.8+0.1 61
8.5 -8.2+0.1 165+16 -9.29+0.06 -1.1+0.1 0.8+0.1 46

La fuerza iénica total es 0.3 M, independientepd¢l El ajuste a un modelo de unién de un sitioodediatos crudos
de ITC proporciona el cambio en entalpia y la camst de disociacién al darse la unidg es calculado como
RT:In(Kp), -T-AS se calcula comaG menosAH. N es la estequiometria de la reaccié@ gs la relacién entre la
concentracion de ligando y la constate de diso@a@iVisemaret al. 1989). Los errores de ajuste de la entalpia, la
constante de disociacion y la estequiometria fupropagados para calcular los restantes.

Si la reaccion de unién de E2C a BS2 se encuentra acoplada aaotiarrele entalpia
significativa, deberiamos observar una relaciohSTAH y AG / AH eliptica alrededor de un
punto, en lugar de lineal como observamos eRidaira 6B y 6C (Eftink et al. 1983). En la
Figura 8A, graficamos la diseccion termodindmica correspondiente a la uni®Qa distintos
pHs. Mientras que ehAG varia apenas 1.1 kcal/mol, AH y el -TAS varian ~14 kcal/mol.
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Podemos apreciar que tarftAS comoAH alcanzan valores extremos a pHTal§la 3). Esto
origina la forma eliptica en la gréafica deA#l versus-TAS (Figura 8B), y de elAG versusAH
(Figura 8C), indicando quéa reaccion de union estaria acoplada a otra reagffink et al.
1983) Dado que la concentracion de protones en la solucion es nuestra Unicblevaria
experimental en el rango de pH exploradounion estaria asociadaabmenosun evento de

protonacién en E2C.
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Figura 111.8. Diseccion termodinamica de la union specifica a BS2 de E2A6 en funcién del pH.(A)
Diseccion termodinamica de las isotermas de un&na pada condicién de pAG barras vaciag\H barras grises y
-TAS barras negrasBj Gréafico de-TAS versusAH, se ilustra el pH para cada par de punfG3.Gréfico deAG
versusAH, se ilustra el pH ara cada par de puntg®) Energia libre de unién en funcién del pH. La dmeegra
corresponde al ajuste a un modelo de dos residtutentes produciendo valores dEp= 4.95+0.08 y 7.42+0.09 en
E2C libre y valores dely = 5.24+0.07 y 7.61+0.09 en E2unida a BS2. Composicién delmpdntriple de
mediciéon 100 mM Tris, 50 mM MES, 50 mM acetato de sodicCN@ 0.2 mM DTT.

En efecto, al analizar la energia libre para la unién espe&R2CBS2 en funcion del
pH, encontramos dos transicion€sg(ra 8D). Esta observacion indica que por lo menos dos
grupos funcionales cambian sWKjpal formarse el complejdBaker y Murphy 1996)
Notablemente, la unidde E2C a BS2 es mas afin a pHs acidos que basicpsd 8D y Tabla
3) y para ambas transiciones, mostrando queKglde ambos grupos es mayor en el complejo
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que en los reactivos librgBaker y Murphy 1996) Ajustamos los datosF{gura 8D) a un
modelo de dos residuos titulantes independientes con el fin de obtenaaldoss de Ka
relevantes (detallado en métod@¢Baker y Murphy 1996)Uno de los grupos titulantes que
influye en la union a BS2 presenta Uty jole 4.95+0.07 en el estado libre y U, ple 5.24+0.07
en el complejo, mientras que @ro grupo titulante presenta uKpde 7.42+0.09 en el estado
libre y un K5 de 7.61+0.09 en el complejo. Esto implica que existen por lo menos ttheses
en E2C responsables de la regulacién de la afinidad por BS2 allaatdez del medio.

Los residuos responsables de las transiciones observadas en ITC fueramraetos por
analisis estructurales de E2C en funcién del pH medidos por CD y IRiM&tos a cabo en
nuestro laboratorio y graciasla colaboracion con el laboratorio del Dr. Daniel Cizede la
universidad Tor Vergara de Roma, ItaliEiseo et al. 2009) Se logré identificar en detalle el
entorno molecular de los residuos de histidina de E2C, tanto en @b disiee como en el
complejo con BSZEliseoet al. 2009) Se identificd que el acoplamiento entre la protonaciéon y
la unién a BS2 observado en ITC con W de alrededor de 7 correspondio a la protonaciéon de
la hidgidina 318 Figura 7A, en azul), mientras que el evento d€, |dcido observado en ITC
correspondié a la histidina 28&igura 7A, en rojo). Sorprendentemente, el vinculo entre
acidificacion del entamo y el aumento de afinidad no estuvo relacionado la lectura directa, e
decir con contactos directos al ADN, sino con cambios cooperativdin&mica de E2C. Por un
lado, la H288 es un residuo que se encuentra enterrado en el centro hidrd&BR2Clejos de
la superficie de contacto con ADN. Por otro lado, los cambios ekl €ue repercuten en la
protonacion de la H318 generan principalmente efectos de largo alidluyendo en la
dindmica del barril beta que da la identidad de dimero a(El&&oet al.2009) Desde el punto
de vistade la estabilidad, al aumentar de pH 5.6 a pH 8, la constantesoeadion de
desnaturalizacion al equilibrio se incrementa unas 200 \(&tas et al. 1996) E2C presenta
entonces una conexiéon sutil entre la termodinAmica de plegamiento gin&mica
conformacional permitiendo moduldinamente su funcibn de unibn a ADN. La alta
conservacion de los residuos de histidina involucrgBose et al. 2007; Eliseoet al. 2009)
indica que esta “lectura indirecta del lado de la proteina” agecpara d dinamica o
“respiracion, transpiracion” del dimero E2C y su funcion como factortrakcripcion y

replicacion.



Hemos visto entonces que en la lectura de una secuencia de ADN pactiag varios
mecanismos en forma simultanea. A continuacién estudisr&mmo afecta la divergencia de
secuencia en E2C mediante el uso de cinco dominios homélogos naturalegiisimiatensivo

de estabilidad y funcion.
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Capitulo IV
“Plegamiento, estabilidad conformacional y reconocimiento
de ADN de 5 dominios de E2C correspondientes a los tipos

de papilomavirus humano de mayor relevancia”

faé/ QA‘% o T T [ =
Q‘/ | 1& Variable Conservado

Le feu et la chalenr fonrnissent des moyens d’excplication dans les
domaines les plus variés parce qu’ils sont pour nous l'occasion de
sonvenirs impérissables, d'expériences personnelles simples et décisives.
Le feu est ainsi un phénomene privilégié qui peut tout expliguer.

Gaston Bachelard, La Psychanalyse du Feu
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Nos propusimos purificar cinco dominios homologos de la proteina E2C, éondel
estudiar el rol de la variabikdl evolutiva en su estabilidad y la funcionalidad

Contexto evolutivo y estructura primaria de cinco dominios E2Cambinantes

La longitud aminoacidica de cada dominio fue establecida en basecarisideraciones,
(1) la longitud natural del dominio E2generado por empalme alternatigplicing en inglés)
del marco de lectura abierto de EZheng y Baker 2006)(2) los estudios estructurales y
funcionales previos defdérentes dominios E2C: E205 (Dell et al. 2003; Hooleyet al. 2006)
E2G16 (Hegde y Androphy 1998; Nadmt al. 2004) E2G18 (Kim et al. 2000)y E2G31
(Liang et al. 1996; Bussieret al. 1998)y (3) la conservacion de secuencia aminoacidica de E2
del genusalfapapilomavirusKigura 1), como analizaremos a continuacion.

Elegimos representar el alineamiento mdultiple de setsnde E2 delgenus
alfapapilomavirus con el visualizadhogoBar (PerezBercoff et al. 2006; Larkinet al. 2007)
(Figura 1A y 1B). El LogoBarcomo representacion gréfica es muy simildogb de secuencia
visto en el Capitulo anteriofSchneider y Stephens 199@ero a diferencia de letras utiliza
apilamientos de barras para cada posicion de la secupaniagitiendo analizar perfiles de gran
longitud. La altura total de cada apilamiento indicadaservacion de secuencia en esa posicion
(medida en bits), mientras que la altura de cada barra dentro dpilamiento refleja la
frecuencia relativa del aminoacido correspondiéBiehneider y Stephens 1990; Gks et al.
2004; PereBercoff et al. 2006; Larkinet al. 2007) Adicionalmente, eLogoBar grafica las
regiones de brechas del alineamiento o huegais€n inglés), permitiendo apreciar junto con la
variabilidad de secuencia producto de mutacionespdestistituciones, las mutaciones fruto de
inserciones o deleciones entre las distintas secuencias amdicascilineada@PerezBercoff et
al. 2006; Larkinet al. 2007) En laFigura 1A observamos que el perfil dalineamiento de
secuencias de E2 es consistente con su naturaleza modular. Lac@ayidrayor niamero de
sustituciones y mayor presencia de brechas coincide con la regidoleflela E2.Por el
contrario, las regiones de menor variabilidad y menor preaaetie brechas coinciden con los
dominios funcionales de la proteina, el dominidehminal de transactivacion y el dominie C
terminal de dimerizacion y union a ADN. Por lo tanto si podemos fitemtivisualmente el
limite delos dominios funcionales de Efle esta manera es posilelerapolar la longitud de
cada modulo para todas las secuencias de E2 de alfapapilomavirus.
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A Dominio E2N Region flexible Dominio E2C

Bits

B1 o1 B2 bucle B3 o2 B4

E2C-11 MAATPIVQLQOGDSNCLKCFRYRLNDKYKHLFELASSTWHWASPEAPHKNAIVTLTYSSEEQRQQOFLNSVKIPPTIRHKVGFMSLHLL
E2C-16 M--TPIVHLKGDANTLKCLRYRFK-KHCTLYTAVSSTWHWTGHNVKHKSAIVTLTYDSEWQRDQFLSQVKIPKTITVSTGFMSI-~~

E2C-18 MNTTPIIHLKGDRNSLKCLRYRLR-KHSDHYRDISSTWHWTGA-GNEKTGILTVIYHSETQRTKFLNTVAIPDSVQILVGYMTM--~

E2C-31 MATTPIIHLKGDANILKCLRYRLS-KYKQLYEQVSSTWHWTCTDGKHKNAIVTLTYISTSQRDDFLNTVKIPNTVSVSTGYMTI -~~~
E2C-45 MNTTPIIHLKGDKNSLKCLRYRLR-KYADHYSEISSTWHWTGC--NKNTGILTVTYNSEVQRNTFLDVVTIPNSVQISVGYMTI-~~
* kkdk o ookokk ok kkkokkk. k. : Kkkkkk . LiL L krkokk ok kk kk ok kk oo Kok
o2 al frente
Variable

p[~fofafs

Conservado

Figura IV.1. Variabilidad evolutiva de E2 de alfapapilomavirus Alineamiento multiple de secuencias @9 E2

y (B) del dominio E2C degenusalfa, realizados coflustal X (Larkin et al. 2007)y visualizados corh.ogoBar
(PerezBercoff et al.2006) Los residuos estan coloreados en base a su naturalen&cguézul béasicos, rojo acidos,
verde polares, gris hidrofébicos y en blanco la&exhas gapg. La estructura secundaria extendida corresponde al
dominio E2C16 (PDB: 1zzf), generada @raskowski 2009) La flecha indica el ex#mo N-terminal del dominio
E2C. (C) Alineamiento de los dominios E2C en estudio. 8@’ residuos idénticos;’ sustituciones conservadas
(bioquimica) y !’ sustituciones sertonservadas (tamafdpP) Arquitectura evolutiva del dominio E2generada a
partir delalineamiento degenusalfa y de la estructura de EA® (PDB: 1r8p(Nadraet al. 2004) con Consurf
(Ashkenazyet al. 2010)y Pymol (Dd.ano). Los residuos conservados se muestran en magdogsawariables en
turquesaen la estructura secundaria (arriba) y la superéigpuesta al solvente (abajo).
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En laFigura 1B mostramos la variabilidad evolutiva del dominio E2C. EIl extremo N
termind de E2C, marcado con una flecha effrigura 1A y 1B, coincide con un aumento en la
variabilidad de secuencia indicativo de la frontera con la regiobléede E2. Como referencia,
incorporamos al perfil del alineamiento la estructura secundsi@gmdda de E2€16. Podemos
identificar patrones de conservacion correspondientes a regiones furipialiacidentes con
elementos de estructura secundaria. Por ejemplo, la conservatodndgeresiduos de la hélice
al de union a ADN analizada en fagura 1.1 y la mayoria de las laminas de h@jaSin
embargotambién abundan regiones altamente variables como es la zona d@2g@lg en la
hélicea2.

En conjunto, las tres consideraciones mencionadas arriba nos guiarotepairael
extremo Nterminal de los cinco dominiog€2G11, E2C16, E2C18, E2€31 y E2CG45 cuya
secuencia completa se detalla alineada éigiara 1C. Los cinco dominios fueron elegidos por
pertenecer a los tipos de HPV con mayor relevancia epidemioldgicenz 2000; Schiffmaret
al. 2003; Sichercet al. 2006; WHO 2007)Una forma adicional de plasmar la variabilidad a
partir del alineamiento entre las cinco homoélogas elegidgsira 1C), consiste en calcular la
identidad de secuencia aminddica entre todos los pares posilidall 2005)

E2C 11 E2C- 16 E2C- 18 E2C- 31 E2C- 45
E2C 11 ID 55% 46% 57% 45%
E2C- 16 ID 52% 66% 52%
E2C- 18 ID 59% 77%
E2C- 31 ID 60%
E2C- 45 ID

El grupo de las cio proteinasKigura 1C) genera 10 pares de dominios distintos con
variaciones en la identidad de secuencia proteica desde 45% paredE@IC¢b/E2CG11 hasta
77% para el par E2@5/E2G18, con un promedio de 56+7%. Sumado a que de los 84 residuos
en proméio que conforman las cinco proteindsalfla 1), solo 35 son idénticos entre ellas
(Figura 1C, “*"), resulta evidente que la variacion de secuencia en el grupasderico E2C
homoélogas es extensa. Los 73 dominios E2C del ¢gmomsalfapapilomavirus geman 2628
pares de homodlogas distintos cuya identidad de secuencia promediodealaufzartir del
alineamiento de la&igura 1B, es de 48110 %. Comparando este ultimo promedio con el
promedio de identidad del grupo de las cinco E2C, notamos que dentresdiel dstandar, la
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identidad promedio dgJenusalfa incluye la identidad promedio del grupo conformado por cinco
dominios. Esta observacion sugiere que la extensa divergencia de sepuesente en el grupo
de los cinco dominios es cuantitativamenterespntativa de la divergencia de secuencia de
todos los dominios E2C dgenusalfa.

Por otro lado, analizamos cualitativamente sidieergencia de secuencia del grupo
elegido es representativa de la existente en alfapapilomavionsesie fin, represearnoslas
posiciones residuales del alineamiento de E2Cgdalsalfa (Figura 1B) de forma tal que
concuerden con las posiciones residuales de los cinco dominiosHEREa(1C). A grandes
rasgosja posicién deesiduos invariable§*”) corresponde coralaltura maxima de barras del
LogoBar, la ubicacion de logesiduos con propiedades bioquimidas) y estéricas (“.”)
semejantes corresponde con alturas medias de bletiaggoBar, la posicion los residuos muy
diferentes (“ ") coinciden con las barrds mayor variabilidad y finalmente las ubicacion de las
brechas (*”) coincide con la presencia de barras blancas dmgbBar Podemos entonces
concluir que tanto las zonas conservadas como las variables yasagte Ipresentan brechas se
ven reflejada en ambos alineamientos a pesar que el Belaa 1C corresponde a solo cinco
secuencias Concluimos que el grupo de cinco dominios es representativo de laidrariac
evolutiva que se ve al analizar todos los dominios de alfapapilomasiemslo entonce un
excelente muestreo de variabilidad de secuencia dentgeies

En la Figura 1D representamos la divergencia de E2C affapapilomavirusen la
estructura tridimensional del dominio EA6 (PDB: 1r8p,(Nadraet al. 2004) con el fin de
visualizar la variabilidad en las regiones estructurales quexmenen al solvente. La region
interna de la molécula forma un nucleo hidrofébico conservado que no se ekpolvente (ver
color magenta en las laminfsFigura 1D) queindica una fuerte presion evolutiva en la region
de dimerizacion de E2C, siendo ésta una conservacion que “mira tewteoa de la molécula.
Por otra partela zona mas conservada @erkgionque mira “hacia afuera” de la molécula
comprende principaiente la regiébn de uniébn a ADN (ver color mageRigura 1D,
representacion del medi@omo describmos en el Cdpulo Il. En el resto de la superficie
expuesta de E2C predomina la variabilidad de secuencia (ver color tuf§jgesa 1D),
incluyendo tantaegiones flexibles, por ejemplo el bucle situado entre las a8, como
elementos de estructura secundaria, como se puede aprecia péliada2. Por lo tanto, la

variabilidad entre los cinco dominios es extensa y se localinaipaimente enal superficie
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expuesta al solvente. El andlisis de variabilidad evolutiva presemtagocontextualiza
arquitecturalmente el sistema en estudio y nos permitird raic@nan forma relativa los
resultadogle los ensayos que abordaremos en el presentelysgyuiente Capitulo. Concluimos
gue aun siendo una muestra pequefia de solo cinco de los 73 tipos viraleciesrties a 3 de

las 14 especies dgenusalfapapilomavirusKigura 1 Introduccién) (BiicherOsmond 2003de
Villiers et al.2004; Bernarckt al. 2010) el grupo representa aceptablemente la variabilidad de la
secuencia de E2C dgénusalfa, permitiéndonos el atrevimiento de extrapolar los resultados que

obtengamos a todas las E2C gehusalfa (ver Discision).

Tabla IV.1. Caracteristicas de la estructura primaria de las proteinasecombinantes.

Proteina  NUmerode pl° €280 nm " Masa teéricd Masa medid&
residuos. (mM'l-cm'l) (Da) (Da)
E2C11 87 9.34 15.47 10069.6 10033.2 + 27.1
E2C16 81 9.80 20.97 9382.9 9383.2 £31.0
E2C18 82 9.73 16.96 9505.8 9514.2+12.5
E2CG31 83 9.43 18.45 9510.9 9510.7 £16.0
E2CG45 81 9.30 18.45 9337.6 9335.1+21.7

% Medido en MALDI-TOF, la desviacion estandar cepende a la resolucién de la medida calculada camsho
completo situado en la mitad del maximo (FWHRM)Calculado a partir de las secuencias mediaragllaacion en
linea ProtParam (Gasteigetral.2005).

Las cinco proteinas homadlogas recombinantes fueron purificadas de aduymatoclo
de purificacion de referencia puesto a punto con el dominio E2C de HP\6ethal. 1996).
Las diferencias entre los cinco dominios en el principal paso deicpaidin, la union
electrostatica e inespecifica a la heparina, resultarorma$n{ver métodos), en buen acuerdo
con las leves variaciones en el punto isoeléctrico de los dompiio$apla 1). El grado de
pureza para los cinco dominios homaélogos resulté ser >95% de acugeldalalpoliacrilamida
al 15 % Figura 2, primera fila, recuadro). Garantizando la ausencia de modificaciones en la
estructura primaria de los dominios E2C-11, E2C-16, E2C18, E2C-31 y E2€l-4f&so
molecular tedrico de cada mondmero correspondié dentro del error de dmediti peso
molecular medido para las cinco proteinas por espectrometriasde MALDI-TOF [Tabla 1y
Figura 2, primera fila).
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Andlisis espectroscépico de la estructura secundaria, tercigr@aternaria

Habiendo corroborado la estructura primaria de las proteinas homd&ogdizsamos a
continuacion los tres niveles estretles restantes de los cinco dominios en solucion, es decir su
conformacién espacial utilizando herramientas espectroscopigasd 2).

La sefial de CD refleja un promedio de las poblaciones de estrisgauadaria
presentes en la moléculaod®@mos apm@ar que la forma espectral y la intensidad de la sefial
varian considerablemente entre los cinco domirfiigufa 2, segunda filg. Al someter a los
dominios a condiciones desnaturalizantEgura 2, segunda filg linea punteada la sefal
cambia notoriamente, correspondiendo a un espectro caracteristico de falta wigueatiGray
1996) evidenciando la presencia de estructura secundaria en el estgddopbe ha visto
anteriormente que mutaciones sitio dirigidas simpldshies en todos los residuos de la hélice
ol de proteina E2@6, es decir la Introduccion de cambios minimos en la identidad de
secuencia aminoacidica (en-98%) de E2C, no altera la forma y/o intensidad de la sefial del
espectro de CFerreiroet al. 2005) Sin embargo ciertas mutaciones puntualemastraron
importantes cambios en la sefial de CD respecto a la forrva,nain una sefial mas intensa y
caracteristica de estructura secundaria de tipo(Beteeiro 2003) Estoindicaque la intensidad
y forma de la sefial de CD de la proteina E2C puede ser seRsible tanto, con identidades de
secuencia oscilando en el rango de 45% al 77% esaddp obtener amplias diferencias como
las observadas experimentalmente entre las cinco proteinas dasldgura 2, segunda filg.

No obstante, en todos los casos apreciamos dos minimos en la SéBalw® a 210 nm y otro

224 nm. Estos minimos iradin la presencia de un componente de estructura secundaria
helicoidal en presencia de estructura secundaria de tipo hoja detatyas contribuciones, ya
gue los minimos se alejan ligeramente de los usuales pardwsthelicoidal de 208 nm y 222
nm,y tampoco se observa un Unico minimo en el range2284nm caracteristico de estructura
tipo lamina betdGray 1996)
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E2C-11 E2C-16 E2C-18 E2C-31 E2C-45
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Figura 1V.2. Andlisis de la etructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria de E2C-11, E2G16,
E2C18, E2G31 y E2G45 en monitoreada por Maldi-TOF, CD, fluorescencia y DLS Primera fila: estructura
primaria medida por MaldTOF y gel SDS page al 15%egunda fila estructura secundaria medida por espectro
de CD en el UV lejano en condiciones natifiisea continua) y desnaturalizantes (linea purapddercera fila:
estructura terciaria seguida por espectro de faammcia de triptéfanos en condiciones nativas glicentinua) y
desnaturalizantes (linea punteadayarta fila: estructura terciaria edida por espectro de dicroismo circular en el
UV cercano.Quinta fila: estructura cuaternaria medida por dispersion dic@nde la luz (DLS). En todos los
experimentos, la condicién nativa corresponde rmbtan quimico compuesto por 50 mM fosfato de soplio7, 1
mM DTT a 25°Cy la condicién desnaturalizante corresponden emB0OFosfato pH 7, 1 mM DTT, 3.9 M Gdm.Cl a
25°C.Cada fila fue llevada a la misma escala para facilah comparacion.
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Analizamos la estructura terciaria por fluorescencia g&fanos y por CD en el UV
cercano(Figura 2, terceray cuarta fila respectivamenje La presencia de estructura terciaria
consolidada en las cinco proteinas se evidencia como vimos paren G UV lejanoal
comparar la diferencia espectral entre condiciorsivas y desnaturalizanteBl maximo en
sefal de fluorescencia de tript6fanos se encuentra en longitudes deemmiasue el maximo
de fluorescencia de tript6fanos en condiciones desnaturalizantesndaligae este residuo se
encuentra inmerso en @wlhmientos de estructura secundaria formando estructura teeciaria
los cinco dominiogEdelhoch 1967)A su vez la presencia de sefal en el CD en el UV cercano
indica un entorno asimétrico del residuo triptéfat® no existir un acomodamiento espacial de
la estructura secundaria sedeberia distinguir sefial a estas longitudes de (Bdeyy 1996)

Finalmente, analizamos la estruetiwuaternaria de2G11, E2C16, E2C18, E2C31 y
E2G45 por dispersion dinamica de la luz (DL$)gura 2, dltima fila). El dltimo paso de
purificacion de los dominios involucra un tamiz molecular del cualpsede estimar
cualitativamente la masa moléaude las especies. Todos los dominios presentaron una elusion
correspondiente a la masa molecular dimérica esperad®iscusioh. Utilizamos la técnica de
DLS, mencionada en el primer Capitulo, con el fin de obtener datoStatizos de la estructar
cuaternaria de los dominios. El DLS midedémetro hidrodinamico de las moléculasly
conocer la estructura cristalografica y/o de RMN de varios dontieids2C(Liang et al. 1996;
Hegde y Androphy 1998; Debt al. 2003; Nadraet al. 2004) permite diferenciar el estado
multimérico entre los dominios E2C. El diametro hidrodinamico pasacinco dominios
corresponde a 4.9+1.2 nm pdaC11, 5.1+1.1 nm para E205, 4.6£1.2 nm para E203,
4.7+1.2 nm para E2G1y 4.8 +1.2 para E2@5 (Tabla 2). La forma cuasglobular y el ancho
promedio medido en su estructura cristalografica de RMN corresponaiea aesfera de
aproximadamente 45 + 5 A de diametRar lo tantp podemos concluir que las cinco proteinas
homdlogaspresentan una arquitectura espacial homodimerica, como esperaleaamgerdo a
la literatura. En conjunto, tanto el analisis de pureza y pesocutaiede las cadenas
polipeptidicas como la disposicién conformacional en todos los nivetlesterales aaizada

permite profundizar la caracterizacién de los cinco dominios aricaaestabilidad y funcion.



Desnaturalizacion al equilibrio, estabilidad conformacional de los daius.

A continuacion estudiamos la estabilidad conformacional de los dormredgnte el
estudio de desnaturalizacion quimica al equilibrio inducida por Gdm.&) emM de fosfato de
sodio pH 7 a 28C y a una concentracién proteica deuM (Figura 3). Para ello seguimos la
sefal de CD en el UV lejano reportando el cambio en éstausecundariaHgura 3, primeras
dos filag y la sefial de fluorescencia de triptéfanos reportando el cambidrectws terciaria
(Figura 3, tercer y cuarta fila) en funcion de la concentracién de Gdm.Cl. Para ambas sefiales
mostramos los datos crudas decir todas las curvas espectrales, coloreados de acuardo a
escala de arco irizorrespondienddos colores frios a bajas concentraciones de Gdm.Cl y los
calidos a altagsoncentraciones. Debajo de los datos crudos &@glaa 3, graficamos la seil
de CD a 225 nm (circulos vacios) y el centro de masa de los espaetiluorescencia (circulos
llenos) en funcién de la concentracion de Gdnvet (nétodoks

Se puede apreciar que para todos los dominios, E2@nedida que aumenta la
concentracion delagente desnaturalizantdas sefiales espectrales reportan el estado
desnaturalizado. En efecto, la elipticidad molar a 225 nm enagoeplegado corresponde a
valores de alrededor d8.10° a-9.10° deg.cmi.dmol™ y disminuye al aumentar la concentracié
de Gdm.CI hasta alcanzar un estado de desorden conformacionarzadctpor valores de
[6]225nmCercanos a cer@ray 1996) Este comportamiento se aprecia en los datos crudos en todo
el barrido espectral de CD (220 nn2@0 nm). Todas las proteinas son desplegadas a través de
una transicion aguda, lo que indica un alto grado de cooperatividad en lauddizagion al
analizar la estructura secundaria. Dicha transicion aguda arulistintas concentraciones de
Gdm.Cl mara las distintas proteinas homoélogas indicando diferencias erakdliéatl de los
estados nativos y desnaturalizados entre las cinco proteinas.

En laFigura 3, tercer y cuarta fila, en forma similar a las diferencias en intensidad y
forma de la sefial dED (Figura 2), obsernamos que la aspecto y rango de cambios frente a la
presencia de Gdm.Cl varia considerablemente entre los cinco donliomsespectros de
fluorescencia reportan cambios en el entorno de los cromoforos natlgdtes dominios E2C
(tirosina y triptéfanos) al aumentar la concentracion de Gdm.Cl. Bextefrla tirosina solo se
ve afectada en cuanto a su intensidad de fluorescencia, mientra tgp&dfano sufre tanto
cambios en su rendimiento cuantico como en la posicién de su mdanfluorescencia
(Lakowicz 1983)
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Figura 1V.3. Desnaturalizancién al equilibrio de E2C-11, E2G16, E2G18, E2G31 y E2G45 en50 mM
fosfato desodio pH 7, 1 mM DTT a 25°C. Primera y segunda fila Estructura secundaria monitoreada por
espectros de CD en el UV lejano en funcion de tecentracion crecieatde Gdm.Cl, coloreados del azul al rojo en
escala de arco iris. El modelo de disociacion deefitados fue ajustado (linea negra) a los datseftld de CD a
225 nm (circulos vaciosJerceray cuarta fila: Estructura terciaria monitoreada por espeati®s$luorescencia de
triptéfanos en funcién de la concentracion creeietd Gdm.Cl, coloreadas del azul al rojo en estmlarco iris. El
modelo de disociacion de dos estados (linea négeagjustado a los datos de centro de masa espgxtcalos
Ilenos).La concentracion proteica fue d® uM. Quinta fila: Fraccion nativa de las curvas de desnaturaliracio

[Gdm.CI] (M)

calculada a partir del ajuste de los datos de @BUlos vacios) y fluorescencia de triptéfanoscidis lleno}.



Por lo tantg dado que losinco dominios varian en namero y posicién de cromaéforos,
por ejemplo, E2€16 es el Unico de los cinco dominios que posee un triptéfanocehdéce 2
(Figura 1B y C); cada dominio reportarel cambio en estructura terciaria proteica de manera
diferente.A pesar de ello, en todos los casos la dependencia de la sefisdreederestructura
terciaria con la concentraciéon de Gdm.Cl ocurre con un alto gradmgeratividad.

De acuerdo a lo descripto en lesatro primeras filas de la Figura 3, todos los
dominios mostraron transiciones cooperativas erclmksla estructura secundaria y terciaria se
pierden concomitantemente. Esto coincide con resultados previos deudgmaion al
equilibrio medidos para E206 en esté€Dellaroleet al. 2007)y otros tampones quimic@slok
1996) El modelo de disociacion de dosagkis para proteinas diméricgMok 1996)y ver
métodos) pudo ser ajustado con confianza a todos los datos medidosscpasibleeparar en
la segunday cuarta fila de laFigura 3, lineas negras. En lguinta fila de laFigura 3,
graficamos la fraccion nativa calculada a partir del modelo deidgén ajustado a los datos de
CD (circulos vacios) y fluorescencia (circulos llenos). Paraiteco proteinas E2C homélogas,
observamos claramente que las fracciones nativas besamnigenes se superponen mostrando
cooperatividad entre la estructura secundaria y terciaria paradeknaturalizacion.
Consecuentemente, los paradmetros de los ajustes de ambas cudesnalerralizacion se
pueden analizar en conjunto: enTlabla 2 representamos el promedio de los ajustes derivados
de las mediciones por ambas sefiales, cuyo error corresponde @ledtdndar entre los valores.

En primer lugar, el cambio de energia libre entre el estadeonatiel estado
desnaturalizadoAGeqH20) Meddo para las cinco proteinas homologas presenta valores de rango
-14.9 £ 0.1 kcal/mol para E2CL a-19.0 + 0.1 kcal/mol para E2C8. Este valor termodindmico
indica la fuerte naturaleza dimérica de los dominios H2®I& 2). En efecto, la constante de
disociacionKp, es del orden picomolar o spitomolar para las cinco proteinas. Esto garantiza
gue en la presente tesis los experimentos llevados a cabo conclmslominios presentan una
poblacién de especies monoméricas despreciable, dado que trabajantamcentraciones
micromolares. Otra manera similar de interpretar lbégtad termodindmica es analizando el
valor de desnaturalizacion mediadD{}.], Tabla 2). E2G18 y E2G31 se desnaturalizan a
mayores concentraciones de Gdm.Cl que -E2CE2C16 y E2G45, en acuerdo a un mayor
cambio de energia libt®G y una menoKp para estos dos dominios.
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Tabla IV.2. Pardmetros de la estabilidad conformacional de los dominios E2C.

b

Proteina D hidrodinamicd  AGeq 20)° Kp© [Dsoed © Meg

(hm) (kcal-mot®) (PM) (M) (kcal-mot*-M™)
E2C11 4.9+1.2 -14.86+0.12 12.740.9 1.70+0.02 4.72+0.01
E2C16 5.1+1.1 -15.21+0.69 7.0£2.9 2.07+0.02 4.06+0.30
E2CG18 4.6%+1.2 -19.01+0.14 0.011+0.001 2.24+0.06 5.45+0.08
E2G31 4.7+1.2 -18.58+0.66 0.024+0.009 3.07+0.05 3.84+0.8
E2G45 4.8+1.2 -15.09+0.76 8.5+3.9 2.06+0.01 4.01+0.35

% Diametro hidrodindmico medido en condicionesvesipor DLS, 50 mM fosfato de sodio ph 7, 1 mM DIT
25°C." La diferencia de energia libre entre estado daesalizado y plegadd\G,,, se relaciona linealmente con la
concentracion de Gdm.Cl, (Tanford 1968; Pace 186)in:AGeq = AGeq (H20)— Meq[GAM.CI], siendomg, la
dependencia deAGeq con la concentracion de Gdm.CIAGe, 20y la diferencia de energia libre entre estado
desnaturalizado y plegado en ausencia de Gdfn®@Instante de disociacién calculada sefyGay(20)= -RT-IKp.

¢ desnaturalizacion media calculada a partir Bk, = (RT-In[P]) + AGeq (H20) / Meq Pt €S la concentracion
proteica total. Los errores del los parametros éelimamicos corresponden a la desviacion estandajukte a un
modelo de disociacion de dos estados a los datesidbs por fluorescencia y CD (ver métodos).

El parametromeq de la desnaturalizacion quimica, o cooperatividad del proceso, se
corresponde empiricamente con el cambio del area expuesta al esofs&8A) al
desnaturalizarse la proteina (Myetsal. 1995). El parametrog varia considerablemente entre
las cinco proteinasr@bla 2) sugiriendo que los dominios presentan diferentes valoras84
en la diferencia entre el estado nativo y el desplegado al equilMyerset al. 1995). Por un
lado en laFigura 1D apreciamos que los residuos de mayor variabilidad se encuentratogbica
en las zonas expuestas al solvente. Por otro lado, &mulma 3, segunday cuarta fila
observamos la presencia de pendientes en el estado desplegado de difegaitiud entre los
dominios, insinuando la presencia de estructura residual en el detalegado, la cual variaria
entre los dominios. Por lo tanto, la heterogeneidad observada enti@dosdominios en el
parametromeq, puede tener origen ya sea en la superficie expuesta del estato(ASAN)
como en la superficie expuesta del estado desnaturalizadopA®#yers et al. 1995).
Buscamos correlacionar los valores medidosnggeon diferentes parametros caracteristicos de
ambos estados, con el fin de encontrar una explicacion comdn a los dangnios. Sin
embargo, no pudimos correlacionar la variabilidad del parametrentre los dominios ni con
datos de la estructura primaria (namero de residuos, el pesaitaplpt; Tabla 1), ni con datos

de la estructura secundaria y terciaria en ambos estados (\vabseatos y relativos de las
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sefales de CD, pendientes y diferencias espectrales detddssenativos y desnaturados
Figuras 2y 3), ni con datos reportando la estructura cuaternaria (radio hidrodmarabla 2,

y datos no mostrados). Concluimos que la heterogeneidAd®A responde a caracteristicas
intrinsecas de cada dominio y no a una caracteristica cadapadra el dominio E2C. A
continuacion profundizamos el analisis de la desnaturalizacién estudthndecanismo de
desnaturalizacién cinético. Globalmente, el andlisis de deslizdaién al equilibrio indica que

los cinco dominios presentan una elevadtabilidad que garantiza su naturaleza homodimérica
en solucién y que el proceso de desnaturalizacién puede describirsarsémigl por un modelo

de dos estados altamente cooperativo.

Cinéticas dedesnaturalizacion.

La desnaturalizacion cinética de E2€ mediante el agregado de agentes quimicos es un
proceso de dos estadibsscripto por un decaimiento exponen@iiat Gayet al.2005; Dellarole
et al. 2007) A continuacion, medimos las cinéticas de la reacciodedmaturalizacion de los
dominios E2C11, E2C16, E2CG18, E2CG31 y E2GA45 utilizando de 3 M a 8 M de cloruro de
guanidinio como agente desnaturalizante, en las mismas condicionstudel al equilibrio, 50
mM fosfato pH 7, 1 mM DTT a 2® (Figura 4). Las dos primeras filas de Fgura 4
constituyenejemplos de cinéticas de desnaturalizacién inducidas por 5 M y 8 GtlheCl y
seguidas por CD y/o fluorescencia. Tanto ambas sefales reporiemas distintas
concentraciones proteicas presentaron las nsisrakcidades de reaccion para un dominio dado
en una misma condicién (datos no mostradoétodoy. Podemos apreciar que para cada
dominio, las cinéticas alcanzan plateaua tiempos menores en condiciones de 8 M de Gdm.Cl
gue en 5 M de Gdm.Cl. Esta obs#cién sugiere una fuerte dependencia de la reaccién de
desnaturalizacién con la concentracién del agente desnaturalizanéent&rgo, esto no ocurre
para el dominio E2@5 (Figura 4, quinta columna).

Al analizar cuantitativamente las reacciones, ewddds casos salvo para E26, las
cinéticas se describen con una funcion exponencial simpie Agxpg ™, siendoi la constante
de velocidad macroscoépica), evidenciando la ausencia de intermediateslesnaturalizacion
de las homologagn el caso de E2@5 las cinéticas de desnaturalizacion descriptas por la
suma de dos decaimientos exponenciales. Emglaa 4 tercera fila, graficamos la dependencia

del logaritmo neperiano de con la concentracion de GdmCl. Para EBC una de laslos
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constantes de velocidad (circulos vacios) es independiente de la @miéante Gdm.Cl. El
valor de dichas constantele velocidad y la independencia respecto de la concentracién de
Gdm.Cl es caracteristico de isomerizaciotiegrans de enlaces gidicos XaaPro (Brandtset

al. 1975) Por lo tanto asignamos esta constante de velocidad a un proceso deéndmeno
relacionado con el proceso de desplegamiento y descartamos, al igaallqaetros dominios,

la presencia de intermediarios en la desnaturalizacion det&2C
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Figura IV.4. Cinética de desnaturalizacion deE2C-11, E2G16, E2G18, E2G31 y E2G45 en50 mM fosfato
de sodio pH 7, 1 mM DTT a 25°C, monitoreada por CD Yy fluorescenciaPrimera y segunda fila cinéticas de
desnaturalizacién inducidas por 5 y 8 M de GdmeSbectivamente. Las cinéticas para las homolog&s1B62y
E2G31 fueron monitoreadasopla sefial de dicroismo circular a 225 nm (mdeggsycinéticas para los dominios
E2G11, E2G18 y E2G45 fueron monitoreadas por fluorescencia de tript6§ (unidades arbitrag. La
concentracion de proteica fue d@l¥ en los experimentos de dicraie circular y 0.5uM en los experimentos de
fluorescencia. Ldinea sélida corresponde al ajuste a una expoalesiaiple y doble en el caso de E2E, debajo
de cada curva mostramos los residuales de ajlisteera fila: dependencia de la constante derlad observada
para la desnaturalizacién de E2C, grafico de Chera recta corresponde a un ajuste lineal.

En procesos de plegamiento des estadqsel logaritmo de la velocidad aparente
observada\. en funcién de la concentracién de agente destiaamte conforma una curva en
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forma de V o grafico de Chevrafikai 1971; Matthews 1987; Kiefhabest al. 2008) Los
gréficos representados enHegura 4 tercera fila, corresponden a graficos parciales de Chevron
a altas concentraciones de Gdm.Cl. Por ello se observa saaraerirazo de la ‘V’
correspondiente a la reaccion de desplegamienttodes los casos, el logaritmo neperiano de la
constante de velocidad observada depende linealmente con la concenteaGdmCl, lo que

es compatible con un proceso de dos estados y nos permite extrapalar de la constante de
desplegamiento en aus# de desnaturalizantEn laTabla 3, presentamos los parametros del

ajuste a un modelo de dos estados de las cinéticas de desnatGrafizzcmétodos).

Tabla IV.3. Pardmetros de las cinéticas de desnaturalizacion.

Proteina In (k/sh) @ 1/ k, m,° ap
(horas) (kcal-mol*-M™)

E2C11 -9.36 + 0.22 3.2+0.1 0.52+0.02 0.11+0.01

E2C-16 -9.44 +0.14 3.540.1 0.20+0.01 0.05+0.01

E2C-18 -6.93+0.13 0.3+0.1 0.23+0.01 0.04+0.01

E2CG31 -9.64+0.24 4.3+0.2 0.16+0.02 0.04+0.01

E2CG45 -9.24+ 0.30 2.9+0.1 0.55+0.03 0.14+0.01

2 n k, corresponde a la ordenada al origen del ajustandenodelo de dos estados a los dafosonstante de
proporcionalidad, pendiente del ajuste de un modidodos estados a los datdscalculado de acuerdo

0
_ 9AG, 19[GdmCl] - M (Tanford 1970)utilizando los datos medidos al equilibrio, TaBla

7 AG,/ JIGAMCI] Mg

ao

Comparando entre las distintas proteinas, podemos notar en los ejdmfadescinéticas
mostradas en [Rigura 4, que a una misma concentracion de Gdm.Cl los tiemptisalzacion
de la reaccion varian notablemente entreltmsinios. Adicionalmente, la pendiente de las rectas
o m, varia {Tabla 3y Figura 4, ultima fila). Llamativamentesalvo para E2€18, el logaritmo
neperianade k, en ausencia de Gdm.CI es practicateel mismo para las E2C con un valor
promedio de9.4. Esto indica cualitativamente que la vida media de los dominessabilidad
cinética en ausencia de agente desnaturalizante es alta, cooruprealedio de 4.3 horas para
E2G11, E2C16, E2C31 y E2GA45 (Tabla 3). E2G18 difiere del grupe siendo el dominio
cinéticamente menos estable de tinco Este dato result§orpresiv ya que es el dominio de

mayor estabilida@l equilibrio (Tabla 2), sugiriendo que en este caso la estabilidad de1B82C
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seexplica mas por un rapido plegamiento que por la estabilidad cinética.

La determinacién de la dependencia die,leon la concentracion de Gdm.@l,, facilita
la exploraion de ciertas propiedades estructurales de la barrera de energia ldstado de
transicion para la reaccion dgesnaturalizaciéon de logiferentes dominios E2CComo
mencionamos en el estudio al equilibrio el parametepes experimentalmente proporcional al
cambio en area accesible al solvente para la reaca®8A) (Myers et al. 1995) Podemos
postular que el parametro,ras también proporcional 8ASA. Esto nos permite comparar el
AASA entre los estados nativo y desplegado (proporcional)acon elAASA entre los estados
nativo y de transicion para la reaccién de desnaturalizacién (proporcomal). Esta
comparacion se realiza mediante el pardmety , definido comoap = my/meq Valores dexp
cercanos a 1 indican que el estado de transicidon de la reacciongsoseemas propiedades que
el estado desplegado, mientras queasi = 0 el estado de transicion posee las mismas
propiedades que el estadativo. En las cinco proteinas homélogasxgles cercano a cero
(0.08+0.05 en promedio) indicando que la posicion relativa del estado diidraren las
coordenadas de la reaccion se acerca al estado nativo en todos lissi@fiabla 3). Podemos
conduir que solo un ~8 % del cambio en la exposicion de area al sofYehBA) del estado
nativo al desplegado ya ocurrié en el estado de transicion, una minimmdo@adn estructural
en el estado de transicion. En conjunto con los experimentos al equpiemos concluir que
a pesar de la extensa divergencia de secuelasacinco variantes naturales de E2C son
homodimeros altamente establesya disociacién es una simple reacciéon de dos estsidndo
el paso limitante cinético muy similar englas y con un estado de transicion similar al estado
nativo en términos de su interaccion con el Gdm.GtoAtinuacion estudiamos las diferencias
funcionales entre las cinco proteindscalizindonos en la capacidad de discriminacion de

secuencia nucleofich.

Interaccion entreE2C y BS2, cambios conformacionales en el ADN

El estudio del reconocimiento de secuencia nucleotidica fue abordadtaparimco
proteinas homélogas E2C mediante la técnica de ITC, absorbancia gndBs mismas
condiciones fisiolgicas que fijamos en el Capitulo Ill, es decir 200 mM fosfato7pdd25C.
Como mencionamos anteriormente, el complejo entre B¢ el sitio de ADN BS2 es el mas
explorado biofisicamente en la literatyfeerreiroet al. 2000; Ferreiro 2003; Dellarole 2005;
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Ferreiroet al. 2005; Cicercet al. 2006; Dellaroleet al. 2007; Ferreircet al. 2008; Elisecet al.
2009; Sanche=zt al. 2010) y Capitulo Ill. Por lo tanto, considerando que el estudio de la
interaccion E2CADN es inédita para varios dominios de los que estamos estudiando,
analizamos primero la formacion del complejo ERON para el sitio BS2 a nivel

conformacionaligura 5).

E2C-45
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Figura IV.5. Cambios conformacionales en BS2 al interactuaioa E2C-11, E2G16, E2G18, E2G31 0 E2G

45. Primera fila: espectros de CD de BS2 libre (negro) y unidoofezido) para cada dominiSegunda fila:
espectros de absorbancia de BS2 libre (negro) stou(doloreado) para cada dominio. A los espectmdod
complejos se les restd espectro de la proteina libre correspondiefaeos los experimentos fueron realizados en
el tampd6n quimic@00 mM de fosfato de sodio pH 7, 0.2 mM de DTZ58Cenuna estequiometria E2C:ADN de
1:1 a 15uM. Ambas filas fueron llevadas a la misma ésqera facilitar la comparacion.

De acuerdo a evidencias cristalograficas, la formacion de loplemsn E2CADN
induce una torsion considerable del ADN hacia el surco menor (vergoplejlaFigura 11.1)
y minimamente acomodamientos en la protéiian et al. 2000; Hooleyet al. 2006) Los
cambios conformacionales del ADN al unir EZQeron también reportados mediante métodos
espectroscopicadima y Prat Gay 1997; Ferreiet al. 2000) Los métodos espectroscopicos de
CD y absorbancia, reportan principalmente cambios conformacionalesegae lugar en el
ADN ya que el coeficiente de extincién del ADN supera ampliamante las proteinavér
método$, gobernando entaes la sefial espect(@ray et al. 1995; Gray 1996)En laFigura 5,
mostramogos espectros del sitio de ADN libre BS2 (lineas negras) psledmplejos binarios
E2C:ADN (lineas coloreadas de acuerdo al homdlogo) a los cudles sgstrajo los espectros

de las proteinas libse
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En primer lugar, tanto los espectros de CD del ADN libre como un&keptan un pico
positivo a 275 nm, un cruzamiento del cero a 260 nm y un pico negativo a 2dsgana 5,
primera fila), en todos los dominios E2C medidos. Estas tres propiedadestralgs son
caracteristicas de ADN en forsth (Baaseet al. 1979; Grayet al. 1995; Gray 1996)
Concluimos que la unién de E2C a BS2 no modifica la naturaleza de-Bod®laBS2 en ningun
caso, en excelente acuerchn datos cristalograficos del ADN de unién a E2 [{Brezenberget
al. 1998; Hizveret al. 2001)y unido a E2QKim et al. 2000; Hooleyet al. 2006) En segundo
lugar, obervamos un incremento en ambas sefales espectroscopicas (CD yraimprea la
formacién de los cinco complejos binari@cha diferencia espectral es muy similar entre las
distintas proteinas homélogdadura 5), sugiriendo que los cambios inducidms la unién de
E2 en la estructura del BS2 son semejantes. Este resultadousatea tambiéde acuerdo con
resultados anteriores observados para los dominios6EE2G16 y E2CG18 (Lima y Prat Gay
1997; Ferreireet al.2000; Kimet al.2000; Hooleyet al.2006) A modo de abordar la capacidad
de discriminacion de secuenci continuaciormedimos la termodindmica de la union de las

cinco proteinas homoélogas a tres sitios de ADN: BS1, BS2 y BSR.

Interaccion entreE2C y ADN, termodinamica de unidn

Llevamos a cabo el andlisis de la interaccionE@E-11, E2G16, E2C18, E2CG31 y
E2CG45 vy los sitios de ADN BS1, BS2 y BSR por ITC en 200 mM de fosdatsodio pH 7 a
25°C (Figura 6). Los sitios de ADN BS1 y BS2 quetediaremospertenecen al genoma del
papilomavirus de tipo 16 y fueron elegidos en base a su importancia pkégicoobservanos
en el Capitulo anterior y ahondaremos en el proximo CapRalootro ladogl sitio BSR, de
sitio ‘Recto’, fue disefiado rammalmente mutando los nucledtidos del espaciador tipicamente
rico en adeninas y timidinas, como vimos para todos los sitios de dBhN de E2 de
alfapapilomavirus (veFiguras 11.3 y 5 Introduccion), a citosinas y guaninas. De esta forma
disefiamos un $it de union a E2 que pierde la gnervatura del surco menoFigura I1.1),
responsable de la lectura indire¢&hatzkySchwartzet al. 1997; Crothers 1998; Hizvet al.
2001; MacDonalcet al. 2001; Barbicet al. 2003; Xi et al. 2010) pero que mantiene las bases
responsables de la lectura directa de la interaccionAAC (Prat Gayet al. 2008) Las
secuencias de los oligonucledtidos se encuentran detalladaadiddll.2 .
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Figura IV.6. Union de E2C a ADN. ITC para la unién de2CG 11, E2G16, E2CG18, E2G310 E2G45 (columnag

a BS1 Primera fila), BS2 Segunda filg y BSR (Tercera fila). Para cada sitio mostramos los datos crudos y los
datosintegrados y normalizados por centracion correspondientdsas lineas negras corresponden al ajuste de un
modelo de un sitio de unién a los datos de IT@npdén quimico de medici6200 mM de fosfato de sodio pH 7,
0.2 mM de DTTa25°C Cada fila fue llevada a la misma escala paraifacia comparacién entre dominios.
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Tabla.lV.4. Termodinamica de la interaccion entre los dominios E2C y ADN.

Sitio Proteina AH Ko AG -T-AS N C
(kcal/mol) (nM) (kcal/mol) (kcal/mol)
E2C-11 -5.8+0.7 579+181 -8.51+0.18 -2.7+£0.5 0.7£0.1 104

E2C-16 -15.2+0.4 248+29 -9.01+0.07 6.2+0.3 0.8+0.1 265

(7‘) E2C-18 -19.5+0.9 399+17 -8.73+0.02 10.8+0.8 0.8+0.1 19+1
“ E2C-31 -12.4+0.2 192+12 -9.16+0.04 1.72+0.2 0.7+0.1 171
E2C-45 -12.3+0.2 25461 -9.01+0.14 3.3+0.3 0.7+0.1 18+5
E2C-11 -7.9+0.2 216+32 -9.09+0.08 -1.2+0.1 0.7+0.1 21+2
E2C-16 -22.7+0.4 90+40 -9.61+0.24 13.1+0.2 0.8+0.1 8324
§ E2C-18 -24.1+0.3 127+3 -9.41+0.1 14.7+0.3 0.9+0.1 60+4
E2C-31 -14.8+0.1 92+4 -9.60+0.02 5.2+0.1 0.7+0.1 371
E2C-45 -16.36+1.1 74+46 -9.73+0.39 6.6x15 0.7+0.1  50+24
E2C-11 0.8+0.2 2201+676  -7.72+0.14 -8.6+0.1 0.7+0.1 2+1
E2C-16 -2.2+0.1 1070+233  -8.14+0.15 -6.0+0.3 0.9+0.2 9+2
8:) E2C-18 -3.1+0.4 161075 -7.90+0.04 -4.9+0.3 1.0+0.3 7£1
® E2C-31 -1.5+0.3 1973+1247 -7.78+0.09 -6.3+0.5 0.8+02 2+1
E2C-45 -2.9+0.2 1045+397  -8.16+0.24 -5.8+0.2 0.9+0.1 8+4

El ajuste a un modelo de unién de un sitio de @l crudos permite conocer el cambio en entalfff ¢ la
constante de disociacioK) de la unibnAG es calculado como RT-K§), -T-AS se calcula comaG menosAH.

N es la estequiometria de la reaccién y C es atid@h entre la concentracion de ligando y la cdaste disociacion
(Wiseman et al. 1989). Los pardmetros representados provienen odelgp menos dos mediciones ajustadas
globalmente (Houtmaat al.2007), los errores corresponden al desvio est&telirs ajustes individuales.

En laFigura 6 se ilustra una muestra de las quince titulaciones calorgagttie la union
de los cinco dominios E2C (columnas) a los tres sitios de ADBSs)fiimostrando en cada
experimento los datos crudos y normalizados por concentracion. EI modelaitie de union
fue ajustado globalmente a los datos de al menos dos titulaciones cigoetpas se detallan
en laTabla 4. La unién de las cinco E2C homdlogas a los tres sitios de ADdémten una
estequiometria de reacciéon de 0.7 o mayor y un ajoor encima de 10T@bla 4), validando
el ajuste del modelo de unién 1:1 a los datos. Es importante mengiomal estudio de las
condiciones de medicién llevado a cabo con el sitio BS2 y la proteind & #dgura 111.1),
resulté clave para poder medir correctamente por ITC la format@omuince complejos



diferentes. El ajuste nos provee la energias libres de ux&n; sus componentes entrépicos y
entalpicos Tabla 4, Figura 7).

Al igual que lo visto para E2@6 en el Capitulo anterior, la unién a los sitios BS1 y BS2
por las cinco proteinas homodlogas resultd entélpicamente dirigida @gdwa tos dominios,
siendo la union al BS2 significativamente mas afin que la uniéon al B&intrandose
diferencias de hasta tres veceskgn(Tabla 4). Esta caracteristica se encuemnaacuerdo con
nuestra premisa previa que postula que la especificidad de secencstiene para todos los
dominios de E2C de alfa papilomavirus, Capitulo (8gnchezt al.2008) Sorprendentemente,
la uniénal sitio diseflado BSR es para los cinco dominios la de menodafifiis decir la
jerarquia de afinidades a los tres sitios de ADN es la megnias cinco dominios ensayados. El
promedio de energia libre de uni@®, de las cinco proteinas &85gs,=-9.49+0.25 kcal/mol
> AGgs; = -8.88+0.26 kcal/mol >AGgsg = -7.86+0.34 kcal/mol Tabla 4 y Figura 7A),
evidenciando que la jerarquia de afinidades es significativa con un miesvéo estandar del
AG promedio. Es notable conttisminuyela afinidad paralesitio BSR, mostrando la relevancia

funcional de la lectura indirecta en el sistema &ATIN.

5 20
_ ol8 - = 15
g -5} | I £ 10
T —qo| - - -] 8 g s
= 3
& -15} 1 = g 0
< 20| ] = b <5
25 25 -10

1 I I
BS1 BS2 BSR

T I 1 T I I
BS1 BS2 BSR BS1 BS2 BSR

Figura IV.7. Parametros para la unién de E2C a BS1BS2 y BSR.(A) AG. (B) AH. (C) -TAS. El c4digo del
color de las barras corresponde a un dominio distemul E2G 11, rojo E2C16, verde E2€18, naranja E2@31 y
violeta E2G45.

Sin embargo, la diferencia de energia libre de Gibbs para dadl@rdire |a distintas
proteinas homologaso varia en la misma escala que la diferencia de entalpiaopienten la
Figura 6 podemos apreciar visualmente que el pardmetro termodinamico dendidede
entalpia AH), correspondiente a la altura de la transicion en los datos twadwd por
concentracion y expresado en kcal/mol, varia apreciablemente tamt®iéofy para la misma
proteina Figura 6, columnag como entre proteinas y para un mismo skigyra 6, filas). En
efecto, el promedio d&H para las cinco proteinas &lgs,=-17.17+6.52 kcal/mol AHgs; = -
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12.7545.11 kcal/mol AHgsr= -1.72+1.67 kcal/mol ddenciando el gran desvio estandar que

hay para la unién a los tres sitiddgura 7B y Tabla 4). Es llamativocomo en particular la

entalpia de la reaccién disminuye abruptamente para la union al BE8Rjo hasta

entalpicamente desfavorable para el dommE2C11 (Figura 7B y Tabla 4). Podemos apreciar

este mismo comportamiento en el caso de la diferencia de en{(rfdp8), donde son

destacableglos particularidades, primero: la unién de E2Ca los tres sitios de ADN es

siempre entropicamente favorgby segundo: la union de todas las proteinas al sitio BSR es

gobernada por la entropfgigura 7C y Tabla 4). Esta peculiaridad puede deberse a la falta de

pre-curvatura del ADN en el estado libre, a la ausencia de leciracta en el complejo E2C

BSR, por lo tanto nos puede dar indicios det grento gobierna la magnitud deH para la

interaccion E2EADN (ver Discusio.

Tabla.lV.5. Diferencias energéticas y discriminacion de seencia.

ASitio Proteina AAG AAH -T-AAS Especificidad®
(kcal/mol)  (kcal/mol) (kcal/mol)
E2C-11 -0.58+0.20 -2.13+0.69 -1.55+0.49 2.7+0.1
— E2C-16 -0.60+0.25 -7.49+0.56 -6.89+0.35 2.840.1
E}, E2C-18 -0.68+0.03 -4.54+0.89 -3.87+0.88 3.1.#0.1
g E2C-31 -0.43+0.03 -3.93+0.25 -3.49+0.25 2.1.40.1
E2C-45 -0.73+£0.42 -4.03+108 -3.29+1.49 3.51#0.1
E2C-11 -1.38+0.17 -8.76+0.23 7.39£0.08 10+0.1
T E2C-16 -1.47+0.28 -20.54+0.43 19.08+0.31 12+0.1
% E2C-18 -1.51+0.04 -21.06+0.47 19.55+0.46 13+0.1
o E2C-31 -1.81+0.38 -13.35+0.33 11.54+0.5 21+0.1
E2C-45 -1.57+0.46 -13.35+1.07 -11.79+1.47 14+0.2
E2C-11 -0.79+0.23 -6.63+0.7 5.84+0.49 3.840.1
= E2C-16 -0.87+0.17 -13.05+0.39 12.18+0.40 4.3+0.1
) E2C-18 -0.83+0.04  -16.51+0.93 15.69+0.89 4.1+0.1
g E2C-31 -1.38+0.38 -9.43+0.39 8.05+0.54 10.3#0.1
E2C-45 -0.84+0.28 -9.34+0.18 8.5+0.39 4.1+0.1

# Especificidad de secuencia calculada de acuetdaelacion entre lakp involucradas en cada par, por ejemplo
Kpes2/Kpesi- LOS errores fueron propagados en todos los @apastir de los datos de Tabla 5.
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La disaiminacion termodinamica de secuencia puede ser analizada con ceaydad
calculando la diferencia de los parametros termodinami®S ,(AAH y -ATAS) entre dos sitios
distintos para un dominio determinadbabla 5y Figura 8). Es decir, la diferenciagpa los
pares de sitios BS2 y BS1 (B}, BS2 y BSR (BSR) y BS1 y BSR (BSR). El gréfico de
AAG, (Figura 8A) muestra claramente la estricta conservacion de reconocintierA®N por
las cinco proteinas, cakAG casi idénticos para cada sitio de ADNabla 5). En cuanto a los
componentes entalpicos y entropicos, la variacion energética es mayosigue un patrén
determinado(Figura 8B y 8C). En el reconocimiento de ADNbor E2C, el indice de
especificidad de secuencia, una forma de cuantificar lardisacion de secuencia utilizando el
cociente de&Kp, se encuentra intimamente relacionado con la plasticidad oililgxdl proteica
(Dellaroleet al.2007; Brownet al.2010) Los mismos pares analizados arribadueestudiados
en cuanto a la especificidad de secuentabl@ 5). Para cada par de sitios, en promedio, la
especificidad es similar entre los dominios: 3 veces masaba8itio BS2 que al BS1, 10 veces
mas afin al sitio BS2 que al BSR y 4 veces masalf$itio BS1 que al BSRTébla 5). La Unica
diferencia reside en la especificidad de union al BSR del dominie3E28ugiriendo diferencias
frente a las otras cuatro proteinas E2C en cuanto a plasticidadeganocer un sitio con la
lectura indirectaraulada.

0.5

(kcal/mol)

AAG (kcal/mol)
AAH (kcal/mol)

-ATAS

I
n
3]

T T

BS(2-1) BS(2-R) BS('1-R) BS(:2-1) BS('2-R) BS(I1-R) BS('2-1) BS(IZ-R) BS(I1-R)

Figura IV.8. Analisis diferencial de los parametrospara la unién de E2C a BS1, BS2 y BSRDiferencias
energéticas entre la union de E2C a BS1, BS2 y BARAAG (B) AAH (C) -ATAS correspondientes con la union
de E2C a BS1 y BS2, a BS2 y BSR P81 y BSR El cédigo del color de las barras corresponde adaminio
distinto: azul E2€11, rojo E2C16, verde E2€18, naranja E2@31 y violeta E2EA5.

En forma global describimos que existen considerables diferenciasdésetcion de la
energia librede unién en cuanto a las contribuciones entalpicas y entropicas enttimda
proteinas.Asi como intentamos correlacionar ek, con diferentes parametros, buscamos

correlacionar curzando datos funcionales con datos de estalpiédado encontramos nguna
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asociacion que nos permita racionalizaeor ejemplo la amplia variacién entalpica entre los
cinco dominios homologod.0s componentetanto entalpicos como entrépicos se originan a
parir del balance de multiples eventos propiesla formacion detomplejo proteingDN. En
cuanto a la entalpia de la reacciéhcalor de la desolvatacién en las superficies pqgldaes
interacciones directas: uniones de hidrogesatse bases y residuos y mediados por aguas o
iones, pares ionicos y contactos no gpe$; las interacciones indirectas: cambios
conformacionales locales y/o globales, torsiones, giros, apertutag\lié, eventos de
protonacion, entre otro&n cuanto a la entropia de la reaccil@dngdesolvatacion de superficies
no-polares; la redistribuén de contraiones; los cambios en grados de libertad y rotacion de las
moléculas involucradas; impedimentos estéricos y restriccionsalida de moléculas de agua
‘atrapadas’ en la interfaz del complejo, entre otros. Por l@,tamt el equilibrio, todogstos
sucesos aportan a los valores termodindmicos medidos. Es por ella impterpretacion en
forma aislada de las diferencias en la interaccion entrerdgssttios y las cinco proteinas
homoélogas se vuelve muy compleja. Sin embargo, el haber diilizaoligonucledtido disefiado
especialmente para anular el componente de lectura indirecta puededides sobre la
naturaleza de las energiasedidas y elhaber medido la interaccion EZXDN en treinta
condiciones distintas variando el entorno quim{@apitulo Ill, (Eliseo et al. 2009), la
secuencia del ADN (Capitulo Il y IMDellarole et al. 2010), la secuencia de la proteina
(presente Capita y (Ciceroet al. 2006) y la naturaleza dimérig@ellarole et al.2007) puede
iluminar aspectos generales de la termodinamica de la intarde2GADN. Dado que todos
estos datofueron obtenidos mas alla del presente Capitulo, abordaremos un ami@ggiador

en la Discusion.

La conservacion de la estabilidad y reconocimiento de ADN a costasalextensa
divergencia de secuencia en cinco dominios homélogos nos motivé agavesstemas mas
complejos con el fin de estudiar nuevas ventajas evolutivas residergegxtensa variabilidad
de secuencia de E2C dgnusalfa. Los datos funcionales expuestos en el presente Capitulo nos
permitiran estudiar la termodinamica de léefaccion de un sistema con un grado mayor de
complejidad. Estudiaremos la unién de los sitios BS1 y BS2 dispuestédadem (DBS, doble
sitio de unidn), para tres de los cinco dominios homologos, buscando compeentiases
termodinamicas de la unidmaperativa en este bloque funcional clave en el desarrollo del ciclo

infeccioso del virus.



Capitulo V
“Bases termodinamicas del reconocimiento cooperativo por
E2 del origen de replicacién y transcripcion de

papilomavirus”

Calor del
reconocimiento

Le simple est tonjours faux.
Ce qui ne l'est pas est inutilisable.

Paul Valéry, (Euvres 11
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La unidon cooperativa de multiples proteinas a sitios de ADN adyacestesite
regulaciones precisas y econdmicas de cambios gendélgloseclutamiento de la maquinaria
transcripconal y de replicacion(Ptashne 2004)En este Capitulo final estudiaremdes
termodinamica de la interaccion entre tres dominios E2C y los 851 y BS2 dispuestos en
tandem (DBS), un sistema clage la biologia de alfapapilomavirus.

Abordaje experimental y modelo de union.

El reconocimiento del DBS por E2 de HPV16 ocurre con leve cooperatpicdila de
acuerdo a estudios por ensayos de retardo en gel en la movilidad elétt@{EMSA)(Tan et
al. 1994) Sin embargo, para el modelado de los datos medidos por ElstSafinidades de E2
a los sitios BS1 y BS2 aislados se asumieron idénficas et al. 1994) En la presente tesis
estableonos que la diferencia de afinidad entre BS1 y BS2 es superior lkxd/fol (Tabla
IV.5), en acuerdo con resultados medidos en otros laborafdhas et al. 1997) Sin embargo
consideramos que la técnica EMSA produce resultados cualitétiusheevet al. 2010) Estos
antecedentes nos motivaron a estudiar la formaciéon del complejoidenmediante técnicas
espectroscopicas e ITC. A contation describiremos las ventajas que proveen tanto el ITC para
la diseccion termodinamica de la cooperatividad en sus contribuciorddsicas y entropicas
(Bains et al. 1991) como las técnicas espectroscépicas para adquirir informachie s
cambios estructurales asociados con la cooperatiy@ray et al. 1995) Ademas, comparamos
la unién al sitio DBS correspondiente al genoma de HPV16, entre ldsidea2CG16, 11y 18
de forma tal de estudiar las consecuencias de la divergenciacaensa para la union
cooperativa.

Como estudiamos en el Capitulo Il, la secuencia nucleotidicdistéancia relativa de los
sitios de union de E2, BS1 y BS2 se encuengaitamente conservados en alfapapilomavirus
Adicionalmente, lssecuencia nucleotidica y thstanciade los sitios de unién de Sply TBP al
DBS también se encuentran conservaagura 1A y 1B), destacando la relevancia biolégica
de esta region reguladgoen el ciclo de vida de alfapapilomavirus. Con el fin de visrale
arquitectura molecular del sistema en estudio, construimos un esoienretivo del complejo
ternario entre DBS y dos moléculas de EERgra 1C). La representacion molecular del
gstema ternario posee una distancia entre los sitios BS1 y B8#adelabase, como ocurre en
el genoma de HPV16, la secuencia elegida para estudiar termodim@nte la interaccion
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ternaria Figura 1D). Aun siendo cruda, esta aproximacion estructurastra claramente que la
curvatura y torsién de los dos complejos binarios posiciona las dosutasléie E2C en lados
opuestos del ADN. Por lo tanto de acuerdo con este modelo, la urtiga ddidos moléculas de

E2C a DBS es en principio posible en ehgma de HPV16.

A E2 E2 E1 Spt E2 E2 TataBox Polll
—p

ORF EB6

ORF L1

B Spf BS2 BS1 Tata Box
20
"g 1.0
0.03A T
C
D

BS2 BS1

5' GCGTAACCGAAATCGGTTGAACCGAAACCGGTTAGTA 3'
3' CGCATTGGCTTTAGCCAACTTGGCTTTGGCCAATCAT 5'

Sitio de unién doble, DBS

Figura V.1. Sitios de uniéon de E2 en tdndem en laegién reguladora de alpha papillomavirus.(A) Vista
esquemética de la regién reguladora de alfa papilinms. Se representan los marcos de lectura abié®tRF, por
sus siglas en inglgsle L2 y EB, los sitios de union de E2 BS1, BS33F BS4, el sitio de unién de E2, el sitio de
unién de Sply la TATA boxB) Logo de secuencigSchneider y Stephens 1990; Croeksl.2004)de todos los
elementos de respuestas del promotor de E6 en genusalfa papilomavirus.§) Modelo del complejo de E2C con
dos sitios adyacentes separados por una base. &londue construido alineando dos copias del cojmple
E2C:ADN de HPWV06 (2ayg) utilizando PyMol Qelano Scientific LLG). D) Secuencia doble cadena del
oligonucleétido DBS de HPAL6, con el BS1 coloreado en azul y el BS2 coloreadmjo.

El primer paso para investigar el reconocimiento cooperativo de EZ€igan de
replicacion de HPV por ITC cors$i6 en determinar las bases termodinamicas para el
reconocimiento por E2C @ada uno déos sitios BS1 y BS2 por separadme fue abordaden
los Capitules 1ll y IV. La unién de E2C a los sitios BS1 y BS2 configurados en tdndem y
formando el sitio dobldamado DBS Figura 1D), puede ser descripto de acuerdo al siguiente
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mecanismo de unién gene(@bn et al. 1994)

@
& A B2CDBS| &\ -

E2C + DBS E2C:DBS:E2C

A W

[1]
donde por un lado, E2C puede unir al BS1 dentro del DBS para formar elegorbpiario
E2C:DBS con una constante de equilibk@ss; y por otro hdo, E2C puede unir al sitio BS2
dentro del DBS para formar el complejo binario E2C:pB& una constante de equilibKgs..
Finalmente, los complejos binarios se encuentran en equilibrio caongblejo ternario
E2C:DBS:E2C cuya constante de equilibe®KgsKesKeoop La constante adicion#coop por
cooperatividad, puede ser equivalente a 1 si la formacion del congregoio se da en forma
aditiva o independient&.,p> 1 implica cooperatividad positiva, es decir la union de la segunda
moléculade E2C al DBS se ve favorecida cuando una molécula de E2C ya se enuoata al
DBS. Keoop< 1 implica cooperatividad negativa, es decir, la union de la segunéguisoble
E2C al DBS se ve desfavorecida cuando una molécula de E2C ya setrenan@aal DBS
(Wyman y Gill 1990)

Inicialmente estudiamos la union de E2C a DBS mediante las déchiofisicas de
mediciénin-vitro de uso frecuente para investigar interacciones cooperabigwd 2). Es
decir ensayos espectroscépicos de fluorescencia medidos por irderfSigara 2A) o
anisotropiafigura 2B, ver por ejempldWeinbergetal. 2004; Dragaret al.2008) y de retardo
en la movilidad electroforética (EMSAFigura 2A y ver por ejempldTan et al. 1994). La
interpretacion de la interaccién entre una proteina y dos sitios dispeestandem se dificulta
al aumentar el grado de complejiddel modelo de unidn. Y el presente casmde los sitios
aislados BS1 y BS2 no son ni equivalentes ni homogéneos, es decir,irta d@nposicion
nucleotidica Figura 1D) y afinidad individual Figura 1V.6 y Tabla I1V.4), presenta un elevado
grado de comilejidad. Por ello, no pudimos determinar la poblacion de las especiesdas en
las titulaciones seguidas mediante las técnicas mencionadas,uegm de una extensa
exploracion de condiciones experimentales (datos no mostrados). Est@lios piel mnsmo
sistema de inteccion E2GDBS medidos por EMSAsimplificaron el modelo asumiendo
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homogeneidad en los sitios aislados BS1 y B&h et al. 1994) obteniendo de esta forma un
valor deKcoop SemMicuantitativo con errores adicionales al error experimental Discusid).
Por lo tanto, ya que la discriminacion de las poblaciones de todesplasies en nuestro sistema
no fue posible por fluorescencia y EMSA, nos concentramos en |&i@Jedobservamos
diferencias significativas en la sefal de calor para compl@aribiindividual, E2C:BS1 y
E2C:BS2(Capitulos Il 'y 1\).

Bl C
=) —_
s 5 0.04
& ©
S § 0.02 u e> 2:1
g -’ i
% < -
= . i . . ” - -9 0:1
0O 1 2 3 4 5 o 1 3 4
[DBS] / [E2C] [E2C] / [DBS] [E2C] / [DBS]

Figura V.2. Estequiometrias para la unién ‘reversa'’y ‘directa’ de E2C-16 a DBS seguida por fluorescencia y
EMSA. (A) Ejemplo de titulacién reversa, es decir titulacidel ADN DBS a la proteina E2C aa concentracion
fija de 1 uM, seguida por la intensidad de fluorescencia ghofianos. B) Ejemplo de titulacién directa, es decir
titulacién de la proteina E2C al oligonuclétido DBG&oresceinado a una concentracién de M} seguida por la
anisotrogia de fluorescencia de fluorescein@) Ensayo de retardo en la movilidad electroforéticdando E2C al
oligo DBS fluoresceinado en una concentracién figg 1 uM y revelado en Storm 840. Tampdn quimico de
medicion: 200 mM NacCl, 10 mM de Bistris pHIZmM DTT a 25°C

Calorimetria de titulacién isotérmica para complejos ternarios.

Dada la naturaleza compleja de nuestro modelo de unién, no logramodicaralati
union cooperativa de E2C mediante técnicas de fluorescencia o EMS&mBargo, con estas
técnicas si logramos determinar la estequiometria de ladgedE@ura 2). Como es de esperar
para un sistema de dos sitios de union (complejos ternariostetpiiesnetria de la reaccion
varia segun la naturaleza del titulante, a diferencia de sistiarun sitio de unién (complejos
binarios) que no varia la estequiometria, como analizamesiormenten laFigura 111.2 . Si el
titulante es la molécula de ADN DBS, con dos sitios de union g2a(tifulacion directa), la
estequiometria de la reaccios @5, correspondiente a la relacion DBS:E2C Eigufa 2A);
mientras que si el titulante es la molécula proteica E2C, caolansitio de unién para DBS
(titulacion reversa), la estequiometria de la reaccion exizspondiente a la relacion E2C:DBS
2:1 (Figura 2By 2C).
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Figura V.3. Esquema descriptivo de titulaciones ‘decta’ y ‘reversa’ seguida por ITC para complejos
ternarios. (A) Experimento de ‘titulacién directa’, inyectandb sitio de ADN en tdandem DBS a una celda
conteniendo la proteina E2 En las primeras inyeccione®), el exceso de E2C conduce a la formacion
predominante de complejo ternario. En las ultimagedciones @), el exceso de DBS conduce a la formacion
predominante de complejos binarios. La estequidmetparente de E2C:DER2C es del orden de 0.5 (linea
punteada). B) Experimento de ‘titulacidon reversa’, inyectan@oproteina E2C a una celda conteniendo el ADN
DBS. En las primeras inyeccione®) el exceso de ADN conduce a la formacién predamtim de complejos
binarios.En las dltimas inyeccione®y, el exceso de proteina conduce a la formaciédgmnénante de complejos
ternarios. La estequiometria aparente de E2C:DBS#=2del orden de 2 (linea punteada).
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En laFigura 3 describimos graficamente el desarrollo de tdigaes directas y reversas
a modo de ilustrar la variacion estequiométrica en experimentd<Cdé&l panelA de laFigura
3 muestra el experimento llevado a cabo por titulacion directa,c@siajgectando ADN a una
celda conteniendo la proteina. En lagmgras inyecciones directd®), el gran exceso de
proteina conduce a la formacién predominante del complejo ternario E3(ERB. La
estequiometria aparente DBS:proteing.M, es del orden d& y la entalpia aparente de union
(Figura 3A, aproximadarante de-38 kcal/mol) se encuentra cerca de la suma de los valores de
AH para la uniéon de los sitios aislados BS1 y BB&bla IV.2). El panelB de laFigura 3
muestra el experimento llevado a cabo por titulaciones reversdsciesnyectando proteina a
una celda conteniendo ADN. En las primeras inyecciones reV&yasl gran exceso de ADN
ahora conduce a la formacion de los complejos binarios E2G:BB&2C:DBS. La
estequiometria aparente de proteina:ADN es ahora del orden de &#éntalpia aparés de
unidn es cerca del promedio de valoresAtte para la unién de los sitios aislados BS1 y BS2
(compararAH de-20 kcal/mol de leFigura 3B con los datos de [@abla 111.2). Por lo tanto,
cualitativamentelas titulaciones calorimétricas de la interaccion eB2€ y DBS presentaron la
estequiometria esperadsdemasgel hecho dejuela magnitud de la sefiphra la formacion del
complejo ternario pueda ser interpretaldaacuerdo a los valores medidos para los complejos
binarios es indicio de que la técnica ilitaria la discriminacion de las poblaciones formadas. A
continuacion ajustaremos al modelo de dos sitios (esquema [1]), tssrdatidos paraada

proteina homologa.

Termodinamica del reconocimiento cooperativo

Con el fin de estudiar la interacciéon enE2C y DBS por ITC, utilizamos las mismas
condiciones de medicion establecidas eRidpira Ill.1 y utilizadas en la caracterizacion de los
complejos binariosKigura IV.6), es decir, 200 mM de fosfato de sodio pH 7, 0.2 mM de DTT a
25°C. De esta formdps parametros medidos para los complejos binagérén Utilespara
interpretar cualitativa y cuantitativamente los datos de IT@ ghrcomplejo ternario entre
E2C:DBS:E2C. Es importante recordar que la presencia de ADNpeaifiso flanqueante a
BS2 noafecta la constante de union de E2C por BRihchezt al. 2010) descartando posibles
efectos culémbicos adicional@allin et al. 2004) Ademas las condiciones de fuerza i6nica de
medicién (0.46 Mdado por el fosfato de sodio) se encuentran muy por encima de las comsdicione
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favorables a eventos de unién adicionales inespecificos (< 0.15 Nfjgeer Ill.1 y Tabla
l1.1). Por estas razonesn las condiciones de medicion, danstanteKc,op NO Se VEa
influenciada por efectos electrostéticos secundarios, validandbzacithn de los parametros de
union de E2C a los sitios aislados BS1 y BS2 para interpretacionistiaing DBS. La
caracterizacion termodinamickel comportamiento de unién al sitiatural DBS de la proteina
E2C de HPV16 fue ademas realizada para las proteinas homdlogas de HPY dé& i 18. De
esta forma, ademas de control interno de validacion del mogeliremos estudiar la
variabilidad de secuencia para el reconocimientoodesdios de ADN consecutivos, un nivel de
complejidad mayor al analizado enGapitulo V.

Hemos ajustado en forma individual y globBhlpla 1) al modelo de unién de dos sitios,
esquema [1], los datos de las titulaciones directas y revers@s idi@racion entre E2€16
(Figura 4, primera columna) E2G11 (Figura 4, segunda columna o E2G18 (Figura 4,
tercera columng) y el sitio de ADN DBSFigura 1D). El ajuste de los datos medidos para cada
proteina homéloga se llevé a cabo manteniendo fijos los p&@smpara la union a los sitios
aislados que componen el complejo ternario, es decir las consdentesdnKss: y Kss2 y las
entalpiasAHgs: Y AHgsz (ver Tabla 1V.4). El ajuste produce los parametros para la constante de
afinidad adicionapara la union del complejo ternario llamada constante de cooperati4giad
(y por lo tanto, la energia libre de la cooperativid&do,op. El ajuste, por tratarse de mediciones
calorimétricas, produce ademas los componentes entalpidtgod y entropicos 4ASoop
adicionales para formacion del complejo ternario. La estequiondetiareaccion se deriva del
pardmetro de fraccién dompetente de la reaccigHoutmanet al. 2007) que corresponde a la
concentracion del titulante que no forma parte de la regaticdma fraccién nos reporta entoace
la desviacion de la estequiometria del modelo de uioéntmanet al.2007) En laTabla 1 se
encuentranlos parametros obtenidos de ajustes individuales y globegedecirel ajuste al
modelo de dos sitios de unién de los datos de una titulacion ‘direstalra ‘reversa’ (ver
Figura 4 linea de ajuste Yabla 1 parametros en gjis
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Figura V.4. Unién de E2C al ADN en tdndem DBSCada panel muestra los datosId€ crudos e integrados y
normalizados por concentraci@Paneles de arriba titulaciones de ITC ‘directa’, es decir inyectandBS en una
celda conteniendo la proteina E2C paka E2G 16, (C) E2G11 y () E2G18. Paneles de abajotitulaciones de
ITC ‘reversas’, es decir inyectando E2C a una celda camda DBS, siendoB) E2G16, O) E2CG11y ) E2G

18. Las lineas se corresponden a ajustes glofddmgmanet al. 2007) del modelo de unién 2:1 a los datos de
titulaciones directas y reversas para cada protein@loga. Los pardmetros de los ajustes indivetuglglobales al
modelo de union 2:1, se encuentran representadtssTabla 1. Los experimentos fueron feados en el tampon
quimico200 mM de fosfato de sodio pH 7, 0.2 mM de DAA5°C
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Tabla V.1. Parametros de ajustes individuales y globales enilgeraccion E2C:DBS.

PrOtEina AHCOOp Kcoop AGCOOp -T'AS?OOP Na 2b 2 b

(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

E2C16piea  0.97#1.07 2.724#0.10 -0.59+0.10 -1.574#1.05 0.4#0.1 97 132
E2C16seversca  0.44%1.06 2.35%0.10 -0.51+0.10 -0.94%#1.10 1.64#0.1 83 107

E2C16geverss 1.3541.60 1.95:0.11 -0.40+0.15 -1.74+1.61 1.840.1 71 131

E2C 16000’  0.89+0.48 2.60£0.32 -0.57+0.07 -1.46+0.49 56 109
E2C 160000 0.88+0.48 2.34%0.29 -0.50+0.07 -1.38+0.49 79 173
E2C1lpjeca  -1.14%0.86 3.45:1.11 -0.73x0.19 0.41+0.88 0.3x0.2 10 11
E2C1lreverss  -3.56+0.40 3.30:0.55 -0.71:x0.10 2.85:0.41 1.9#0.1 20 21
E2C11giops’  -3.07#0.53 3.4240.78 -0.730.14 2.34%0.55 27 42
E2C180cca  -0-40%1.39 0.58#0.12 0.32+0.12 0.72#1.40 0.5:0.1 78 70

E2C18weverca  0.0120.01 1.23#0.19 -0.12+0.11 0.13+0.11 1.3¥0.1 121 185

E2C18cimpa  2.25%1.14 0.80%0.14 0.14+0.11 -2.12+1.15 163 166

® Las estequiometrias de la reaccion para las ditnias directas y reversas fueron calculadas & parta fraccion
incompetente del ligando (Houtman al. 2007)° Valores dey? de los ajustes a un modelo de dos sitios y a un
modelo de dos sitios independienteBarametros termodinamicos de una titulacion revadscional para E2C-16 y
su ajuste global correspondiente (Fégura 5). ¢ Ajustes globales a un modelo de dos sitios d&atitones directas

y reversas (veFigura 4A-4B, 4C-4Dy 4E-4F). Los errores provienen de simulaciones de MorgdeQoara cada
ajuste de datos (Houtmat al.2007).

Las estequiometrias de los ajustes son del orden esperadodieanhei con las
estequiometrias directas y reversas seguidas por fluoresgerneMSA (Figura 2). Los
pardmetros obtenidos para los ajustes individuales coinciden con llws ajastes globales, sus
errores disminuyen considerablemente al ajustar globalm€&akda(1). Por la robustez de los
ajustes globales (Beechem 1992), de ahora en méas nos centraremoandfiss de los
pardmetros resultantes de los ajustes globales al modelo déatodesios datos de titulaciones
‘directas’ y ‘reversas’.
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El ajuste global de los datos de la formacién del complejo ternaGelB:DBS:E2C16
(Figura 4A-4B) indica que E2€16 reconoce al sitio en tandepnopio con cooperatividad
positiva, Keoop=2.640.3 (Tabla 1) (AGcoop= -0.6+0.1 kcal/mol). Como control, el ajuste global
de un modelo de dos sitios independientes (fijaKe@, en 1) a los datos, resultd en un
incremento en dos veces del valordealel ajuste Tabla 1) confirmando que la formacién del
complejo tenario es cooperativa en EZA®. Adicionalmente, el ajuste global con otros datos
independientes coincid&c.op = 2.3+0.3, indicando que el error experimental es del orden del
error del ajusteHigura 5y Tabla 1). La diseccion deAGeoop €N SUS cOMponergentalpicos y
entropicos se muestra en kgura 6. Sorprendentemente, para E2€ la cooperatividad
positiva se encuentra gobernada por la entropia, con un valdin@g., = 1.5+0.5 kcal/mol
(Tabla 1).

— T T T
0 3 B
wn o
it & olLs o
() L ©
[0} _10 (] | 8_ 2 PR BT | i
is S § 0 100200
© o o iempo (min
E -20 £ -10 Q .
© ©
€ a0 g ‘
20 R -
_40 L ] L l 1 l
0 0.5 1 1.5 0O 05 1 15 2

[DBS] / [E2C-16] [E2C-16] / [DBS]

Figura V.5. Ajuste global adicional de E2G16. Las lineas corresponden al ajuste glqbllutmanet al. 2007)

entre la titulacion directa paned) (ver Figura 4A) y la titulacion reversa adicional pan#8)( Los padmetros de
ajuste se encuentran representados éralda 1. Los experimentos fueron realizados en el tampdmigo 200

mM de fosfato de sodio pH 7, 0.2 mM de DaZ25°C

La interaccién entre las proteinas homélogas-E2@ E2C18 y el DBS correspondiés
al genoma de HPV16-{gura 1D), presenté un panorama llamativamente distinto al de E2C
(Figura 4, Tabla 1). Por un lado, el reconocimiento de la proteina-#2@l DBS mostré una
constante de afinidad adiciond{coop de 3.4+0.8 AGcoop = -0.7£0.1), y el ajuste empeora
considerablemente al fijar kco0p €n 1, un resultado similar al de E26 (Tabla 1). Por otro
lado, la proteina E2@8 se une a los sitios dispuestos en tAndem de maneooperativa con
unakKeoop €0.8+0.2 AGeoop de 0.1+0.1 kcal/mol). El valor g€ se incrementa en forma minima

al incluir el #rmino de cooperatividad en el modelo de unidabla 1) de acuerdo con un
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reconocimiento meramente aditivo. A modo ilustrativo, representasosohsecueras de la
union al DBS para los tres casos simulando la poblacion fracciori2B8dibre, DBS con un
sitio ocupado y DBS con ambos sitios ocupados por las distintas prdtemakmgasKigura 6,
paneles de abajo). Las lineas sdlidas fueron calculadasoulse valores medidos #gsi, Kss,

Y Keoop Y 1as lineas punteadas fueron calculadas usando los valores medides Hes: fijando
Kcoop €N 1 (ver materiales y métodos). La union con cooperatividad pqsitisaeE2C16 y E2C

11 se manifiesta con defectos en simultaneo: en forma relativa a la unién no cooperetiva,
complejo ternario se puebla a menores concentraciones de E2C y etjodondrio se puebla
en meno grado Figura 6B y 6D). Para E2€18 no se observan diferencias, coemaespeable

de acuerdo con la falta de cooperatividagra 6E).
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Figura V.6. Unién cooperativa de E2C al sitio tAnde DBS. Paneles de arriba: diseccién termodinamica de la
union de A) E2G16, (C) E2G11 (), E2G18 a DBS. Valores negativos representan un camabaréble adicional

en la contribucion a la unién, mientras que valgresitivos representan una contribucion adicioregifavorable
para la unién de DBS. Paneles de abajo: poblac&atibnal de DBS libre, con un sitio ocupado (unila) y DBS

con los as sitios ocupados (dos unidos) en funcién de teceotracion deR) E2G16, O) E2G11y ) E2G18.

Las lineas solidas fueron calculadas usando lasesimedidos dEgs:, Kesz, Y Keoop Las lineas punteadas fueron
calculadas usando los valores medidesgsi, Kasz, Y Keoop=1. LOS experimentos fueron realizados en el tampon
quimico200 mM de fosfato de sodio pH 7, 0.2 mM de DAA5°C
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Al analizar la diseccion termodinamica en conjunto, las difessnentre proteinas
homélogas para el reconocimientel doble sitio DBS resaltan ain mas marcadas.
Efectivamente, en contraste al modo de union de-E2da cooperatividagositiva de E2€11
posee un origen entalpico, con AHcqop de-3.1 = 0.5 kcal/mol Kigura 6C y Tabla 1), siendo
la union entrépicamente desfavoralis. llamativoque esta diferencia en el origen energético
para la union sinérgica de E2A® y E2CG11 al BS no se aprecia en las titulaciones vistas para
los sitios aislados BS1 y BS2 que conforman el DB®ufa IV.6 y Tabla 1V.4) (ver
Discusion. En el caso de E2(€8, el valor de casi cerde AGqop S€ Origina en la compensacion
de contribuciones entélpicgsentrépicas, las cuales son de magnitud similar a las observadas
para E2Cl1 y E2CG16 (Figura 6E). Esto indica que la falta de sinergismo en HB3Ces
producto de compensaciones termodinamicas, y por lo tanto la unién de la segléalda de
E2C18 alDBS no es estrictamente ‘invisible’ frente a la union de lagnanmolécula al DBS.
Con el fin de investigar desde otra perspectiva la formacion del empnteinario, analizamos el
comportamiento estructural del DBS frente la union de E2C. Ademidssd® profundizar los
resultados obtenidos por ITC, siendo que el DBS constituye en simultaneoyela region
promotora de HPV, resulta clave analizar la plasticidad confwoma del ADN inducida por

las moléculas que lo reconocen especificam@iéxandrovet al. 2010)

Cambios conformacionales en la interaccionmgre E2C y DBS.

Utilizamos espectroscigp de CD y absorbancia como reporteras del cambio en la
conformacién del ADN de DBS luego de la formacion del complejo ferram E2C y
comparamos con los cambios asociados con la union de los sitios indisidd®d y BS2
(Figuras 7y 8). En laFigura 7A y 7B se representains espectros correspondientes al sitio BS1
libre (lineas discontinuas) y al complejo binario formado con-E2Qrojo), E2C11 (azul) o
E2G 18 (verde) En laFigura 7C y 7D se representi® mismo pero para el sitio BS2, analizado
el Capitulo anteriorrigura 1V.5. La formacion del complejo entre E2C y BS1 presenta cambios
conformacionales en el BS1, al igual que para el caso del BS2emasnato la estructura
nucleotidica de form8. Para ambosligonucleéticos, las diferencias de sefial espectred éag
tres proteinas homélogas minima, indicando una deformacion del ADN similar en ambos

complejos aislados.

14¢



Elipticidad (mdeg)

_20‘1.1.1.1"‘|.|.1.|’
250 270 290 310 250 270 290 310

)
o
(00)
T
W
1
I
o
1

Absorbancia (U.A.
o
=N

! | L | L 1 1 L | 1 1 L 1

250 270 290 310 250 270 290 310

250 270 290 310

Longitud de onda (nm)

Figura V.7. Espectros de CD y absorbancia de los mplejos binarios y ternarios y ADN libre. Cada panel
muestra el espectro de CD o absorbancia de ADN [ilineas discontinuas) y unido (lineas contin@a&RG16
(rojo), E2G11 (azul), E2E18 (verde) para BSIA(y B), BS2 C y D) y DBS E y F). Los experimentos fueron
realizados en ebtmpon quimic®00 mM de fosfato de sodio pH 7, 0.2 mM de DaZ5°C Las especies libres y
unidas fueron medidasuna concentracion de 181 en una estequiometria de 1:1 para los compléjeibs y de
2:1 para los complejos ternarios. A los espectssothplejos mostrados se les restaron los espeaidrés proteina
libre correspondiente.

Posteriormentaegistramos los espectros correspondientes al ADN DBS aiglao
complejo ternario E2C:DBS:E2C. En primer lugar analizamos lpscé®s crudos paragd tres
proteinas homologas-igura 7E y 7F). El espectro de CD de DBS librEigura 7E, lineas
discontinuas) muestra un pico positivo a 275 nm, un cruce de la segaben260 nm y un pico
negativo a 245 nm. Dichas caracteristicas son propias de ANtasado en formd (Baase y
Johnson 1979; Gragt al. 1995; Gray 1996)Por lo tanto, el sitio BS1 y BS2 dispuesto en
tandem, DBS, mantiene la estructura secundaria de {Brmaracteristica de cada sitio
individual, verFiguras IV.5, IV.7A y IV.7C y (Kim et al. 2000; Hizveret al. 2001; Hooleyet
al. 2006) Al formar el complejo ternario con E2I6, E2C11 o E2C18 (Figura 7TE y 7F
respectivamente, lineas continuas), @b diBS mantiene su estructura secundaria de ADN

Ademas, podemos observar para las tres proteinas cambios endalateale la sefial del pico



positivo a 275 nm y del pico negativo a 245 rbichos cambios en el DBS unidarian
notablemente entre lasrgteinas homélogas. Con el fin de discriminar si los cambios
conformacionales se encuentran asociados a la unién cooperatidasuraa de los cambios

estructurales de los complejos binarios, a continuacién comparanespémsros diferendes
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Figura V.8. Cambios espectroscdpicos asociados con laamide E2C al sitio en tandem DBSLineas sélidas:
espectro del complejo ternario2E:DBS:E2C. Lineas discontinuasuma del espectro diferencial para los
complejos binarios E2C:BS1 y E2C:BS2. Paneles deaarespectros diferenciales de absorbancia pgr&2G16,
(C) E2G11 y () E2G18. Paneles de abajo: espectros diferenciales depat® B) E2G16, ©) E2CG11l y )
E2G18. Los experimentos fueron realizados en el tampdmigoi200 mM de fosfato de g8 pH 7, 0.2 mM de
DTT a25°C

Obtuvimos los espectros diferenciales de CD y absorbancia pammnelejo ternario
restando el espectro del oligonucleétido DBS libre y el de E2C (erela@on molar 1:2) del
espectro del complejo E2C:DBS:E2Eidura 8). La combinacion de espectros diferenciales de
CD y absorbancia representan los cambios en la estructura delDE3Nal unirse a E2C
(Figura 8, lineas continuds Luego comparamos el espectro diferencial (ambos CD vy
absorbancia) para el complejo ternario ¢® suma del espectro diferencial para cada complejo
binario individual de E2C:BS1 y E2C:BSRigura 8, lineas discontinuasLlamativamente, hay

diferencias evidentes entre ambos espectros para todas lasgw;atedicando que la formacién
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de complejaernario involucra un reordenamiento conformacional en el ADN DBS queasa
alla del observado para los sitios simpléggyra 7). Notablemente, la diferencia entre la
conformacién del DBS (lineas continuas) y la suma de los sitioddodles BS1 y BS#ineas
discontinuas) varia entre los tres dominios. Esto sugiere que lbsosasstructurales en el DBS
asociados con la formacion del complejo ternario dependen principalmédtardeio de E2C

y no de la secuencia de bases. Lo mas llamativo corresminchso de E2@8, donde se
pueden observar cambios estructurales en el DBS a pesar de umissa@en forma aditiva.

Cambios estructurales del DBS en funcion del tiempo

Finalmente, investigamos la cinética de la formacién de los cimapkrnariode E2C
con DBS utilizando la técnica de flugtetenido (ver materiales y método$ara ello,
mezclamos volumenes idénticos dgM de E2CG16 y 1uM de DBS y seguimos los cambios de
la absorbancia. El evento de asociaciéon entre E2C y ADN determenadgstro laboratorio asi
como por otros laboratorios, mostré una constante de asociaciéon de 0.1x da®.4?s*
(Ferreiro y Prat Gay 2003; Hooley al. 2006) Esto implica que en las condiciones de medicion
presents, que requieren de altas concentraciones de reactantes parer dlotena relacion
sefial/ruido, las dos moléculas se asocian dentro del tiempo muestpuge (aproximadamente
2 ms), y cualquier cambio en la sefial observada corresponde a reoet¢osm
conformacionales unimoleculares. Para la proteina BRZ bajo estas condiciones de medicion,
los cambios en la sefal de absorbancia observados al equifilgioas 7y 8) ocurren dentro
del tiempo muerto del equipo (datos no mostrados). Por lo tente] caso de E2C6, el
reordenamiento conformacional en el DBS ocurre en la escalargmtael submilisegundo, en
paralelo con el evento de asociacion bimolecular. Los cambios embdarbancia
correspondientes a la union de E2& al DBS ocurren dertt del tiempo muerto del equipo,
sugiriendo que los cambios conformacionales al unir al ADN y la as@tiacurren también en

forma concertada.
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Figura V.9. Cinética del cambio estructural del sib de ADN en tdndem DBS al unir E2C1 pM de DBS fue
mezchdo con 2uM de E2CG11 en 200 mM de fosfato de sodio pH 7, 0.2 mM d&d @T25°Cy se siguieron los
cambios en absorbancia a 270 nm. Se representaatos normalizados y el ajuste a una funcion egpoial. En

el recuadro se representa la mezcla déMlde DBS con 21M y 8 uM de E2CG11, cuyas constantes de velocidad
resultantes del ajuste a una exponencial simplesponden 80.1 + 0.9 8 y54.7 + 1.2 & respectivamente.

A diferencia de E2€16 y E2C18, los cambios en la conformacion del ADN DBSirr
a E2C11 fueron observados dentro de la ventana experimdrglir@ 9). La cinética se
describe adecuadamente con el ajuste a una funcion exponencial simptmstinte de
velocidad de 44.9+0.5"s Esta constante de velocidad es independiente denlzentracion de
E2C en el rango de 2 au8/ (Figura 9, recuadrd, indicando que el paso limitante de la reaccion
bajo estas condiciones es un proceso unimolecular. Esto implica quia paoteina E2Q1, el
complejo ternario conduce a una transiciomfoomacional en el DBS luego del evento de
asociacion, el cual basado en las tamgs de asociacion conocidas ocuteatro del tiempo
muerto del equip@-erreiro y Prat Gay 2003; Hooley al.2006)
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Cuarta Seccion

Discusion

"Would you tell me, please, which way I ought to go from here?'
"That depends a good deal on where you want to get to," said the Cat.
"I don't much care where,' said Alice.

"Then it doesn't matter which way you go," said the Cat.

'But 1 don't want to go among mad people,” Alice remarked.

'Ob, you can't help that," said the Cat: "we're all mad here. I'm mad. Yon're mad.'
"How do you know I'm mad?" said Alice.

"You must be," said the Cat, "or you wouldn't have come here.’

Lewis Carroll, Alice’s Adventures in Wonderland
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En el presente trabajo de tesis estudiamos diferentes asgectmsmportamiento de la
proteina E2C mediante estudios en solucion y mediante analisis dacsects primer lugar
experimentamos con la plastiad conformacional de la molécula E2C monomerizada frente al
aumento de la temperatura y describimos el mecanismo de formagibotafgbras amiloides y
el paisajemorfolégico (Capitulo 1).En segundo lugar investigamos la discriminacion de
secuencias pecificas de ADN por E2C mediante un andksgadistico (Capitulo II) y mediante
calorimetria de titulacion isotérmicgCapitulo Ill). Luego, analizamos la influencia de la
divergencia de secuencia de E2C en la estabilidad conformacional deliacdgmen la
interaccion con ADN Capitulo 1V). Finalmente, abordamos la termodinamica de la unién
cooperativa de E2C a dos sitios de ADN adyacefapifulo \). Globalmente, utilizamos como
modelo de estudio al dominio-t€rminal E2 parantentar comprender su toen las finas
regulaciones del ciclo infeccioso de papilomavimno ser la capacidad de discriminacién de
secuencias especificas. También, pamafundizar el conocimiento daspectos generales de
interacciones entre proteinas y ADBomo ser el recomimiento de sitios en tandem vy
mecanismos de lectura indirecta. Y finalmente para comprengectas universales en la
formacion de agregados estructurados causantes de multiples enfesngutaagpalmente
neurodegenerativas. A continuacion iniciarer@sliscusion, donde buscaremos contextualizar
los resultados mediante datos bibliograficpsofundizar los resultados mediante figuras
integradoras y generar nuevos interrogantes mediante resultadoteparoianostrados en la

seccion resultados.

Plastiddad conformacional de E2C

A partir de los resultados expuestos en el Capitulo I, constriemda misma escala
dimensional un esquema tentativo del mecanismo de polimerizacion 2€ suwEgrando los
estudios cinéticos y la caracterizacion morfoloégiEara 1). La polimerizacion de scE2C
produce especies con caracteristicas de tipo amilbidaré 1.2), y se desencadena a partir de
la formacién de un ndcleo estructurado compuesto por 2+1 mondmero de stEpal, se
mantiene estable a lo largo dedaccion de polimerizaciofrigura 1.7). El analisis morfoldgico
por criomicroscopia muestra la presencia de especies que coinoiiéa molecularidad del
nacleo Figura 1.10), reforzando el modelo cinético del mecanismo de polimerizaciGnkzC.

La fase de elongacién comprende la sucesiva adicion de dos moléculas de(SicE2aC1.7),
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dando lugar a un paisaje de ensamblados oligoméricos definidos de tipobpfatafrigura

1.5). A partir del andlisis minucioso del didmetro hidrodindmico deetgmeies medidas por
DLS (Figura 1.3 y Tabla I.1) y del analisis estadistico del volumen de las especies obtiasrva
por AFM (Figura 1.5 y Tabla I.2), definimos que las bolas pequefias estdn compuestas por 1316
unidades de scE2C, las bolas mayores estan vezcompuestas por 15+3 bolas pequefias y
finalmente los gusanos estan compuestos por entre 2 a 15 bolas mayamedasstipo collar de
perlas Figura 1). Vale aclarar que para las estimaciones utilizamos volummeekdos y
calculados, lo cual implica lasancion de morfologias de geometria ‘blanda’ y no rigida.
Apoyando esta idea, la union significativa de ANS y de la TioflavioaservadaKigura 1.2),
sugieren cierta flexibilidad, accesibilidad de moléculas de agumeailor de la proteina, en las
especies oligoméricas encontraddba y Udgaonkar 2009; Bolognesial.2010) El detalle y la
calidad de los datos medidos generados a partir del analsigaintie un mismo proceso de
polimerizacién por diferenge técnicas, nos indujo a conjetursmbre la presencia de una
jerarquia oligomérica dentro del paisaje morfolégico observado, larepr@sentamos en la
Figura 1.
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] ¥ ADN especifico
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°0® : o . &
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Figura 1. Formacion jerarquica de intermediarios aniloideos en la via de polimerizacion dscE2C.Esquema

integrador construido a escala mediante los raidtaexpuestos en el Capitulo I. El esquema conterusl

resultados de AFM, DLS, cinética y microscopia ®tedca. Abajo ejemplificamos las diferentes espgci
observadas con su respeat®scalaCreado erfrlash v 8.0, Macromedia.
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De acuerdo con nuestra hipotesis jerarquica, completamos el pasdg@ogico de la
agregacion ordenada de sceE2C afadiendo dos intermediarios del pasajasdeebokfias a
bolas mayores. Dichos intermediaramsresponden a ensamblados oligoméricos compuestos por
dos y tres bolas pequefas. No tuvimos en cuesitss intermediariosn el andlisis morfologico
expuesto en la seccidon resultadésg@ra 11.5), dado que en todagsd imagenes de AFM
procesadas &b pudimos observar no mas de cinco ejemplares pada especie. Esta
observaciérsugiere que dichos dimeros y trimeros de bolas pequefas son inestaielesion
con las bolas pequefias y mayores aisladas. Estos ‘eslabonei&nestaelando que la
progresdn de bolas pequefias a bolas mayores posee una baja barrera eragggéiasicion,
reforzando la direccionalidad en nuestra hipétesis jerarquica pfrariacion de las unidades
elementales de la morfologia tipo gusano. En forma similar, |as Ibohpres también fueron
vistas en baja proporcion en relacianlas bolas pequefa$apla 1.2), indicando también
inestabilidad y justificando la ‘predisposiciéon’ a formar gusanos tipdarcale perlas.
Finalmente, la correlacion ‘Fandrich’ entre los paransetinéticos %oy Y VE (Fandrich 2007)
(Figura 1.8), indica una estricta asociacion entre las fases de nuimiegcelongacion en el
proceso de polimerizacion deER2C, reforzando en cierto modko progresion jerarquica en el
paisaje morfolégico observado, rite la especie oligomérica mas abundante corresponde a las
bolas pequefiadas cuales al aumentar su famdon interactian entre slando lugar a las
especies de mayor tamafo.

Comerzamos el Capitulo | con una breve resefierac de los multiples caminos de
agregacion de E2 observados en distintas condiciones y frente a desiftoslos(Ferreiroet
al. 2000; Wetzleret al. 2007; Smalet al. 2009) De acuerdo a esto, es posildepaar
globalmente en dos los estados agregados de E2: estados agregadesatsgirerreiroet al.
2000; Smalet al. 2009)y estados agregados ordenadd¥dizleret al. 2007)y Capitulo |), los
cuales como apreciamos en kgura |.1, se mezclan en E2@ungue no su version
monomerizada. Ademas, dentro de los estados ordenados observamodrtanitwassflexibles
protofibrilares Figuras 1.4, 1.5 y 1.9), como estructuras fibrilares rigid@&/etzler et al. 2007)

En base a estoos preguntamos primero: ¢Los estados ordenados y desordenados forman pat
de un mismo &@&mino o proceso? Y segundo: ¢Las protofibras observadaskguess 1.4, 1.5,

1.9 y (Wetzleret al. 2007)son realmente intermediarios lds fibras rigidas observadas mediante

la induccion por TFEWetzleret al. 2007 ¢ Forman parte del mismo camino o0 son un camino
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independiente?

En primer lugar, como mencionamos anteriormente, las interasd&#@ADN y E2G
E7 fomentan la agregacion desordendeld&2C, y en ambos casos la region estructural de E2C
involucrada en la interaccion corresponde a la hélicéHegde y Androphy 1998; Smaet al.
2009) En efectono solo la formacion de homoligdmeros ordenados descripta en el Capitulo |
es inhibida por la presencia de ADN especifiem\ra 1.1 y (Wetzler et al. 2007) sino que
también impide la formacién de -aigbmeros ordenados con la proteina viral(Emal et al.
2009) Por lo tanto, en principio, la region involucrada en el caminoahlaeiereagregados
desordenadose encontrari@n otra region de la proteina E2C que la hélite Entonces, el
hecho de estar la hélieel ocupando el surco mayor del ADN especifico éisisate para evitar
la oligomerizacion estructurada de E2C, dando un protagonismo clave regiéh de E2C en
este proceso. Tomando este analisis en conjunto, se descariailamladsjue los caminos hacia
estados desordenados y ordenados formen gartena misma ruta s puedeaseveraque el
camino hacia complejos ordenados es especifico de secuenciativaiiente, el
comportamiento diferencial tanto frente a la desnaturalizaciémidgr(ver datos parciales én
Figura 5) como a la propension ormar agregados amiloideos de los distintos dominios
homélogos de E2C estudiados en el Capitulo Ill (datos parciales no dosgtrgarantizan la
especificidad de secuencia en la propension amiloidea de E2C.

En segundo lugar nos preguntamos si el camauiahfibras rigidas es el mismo que el
camino hacia protofibras de tipo gusano y ensamblados oligoméricopré&gtata es ain mas
compleja de estudiar que la anteriga, queen la literatura se encuentran proteinas que forman
fibras sin la necesidad dgtermediarios esféricos o protofibrilares tanto como de proteinas que
veces los usan de imteediarios(Kodali y Wetzel 2007)Por lo tanto a nivel generalin no hay
una respuesta simple. En nuestro caso, utilizamos la monomerizaeiéscE2C como
herramienta deestudio de estos intermediarios, aunque no queda del todo claro aiassi é
forman parte de mismo camino hacia las fibras rigidas observaizente en la version
natural diméricaWetzler et al. 2007) Por lo tantp como nuestro abordaje se focalizé en el
estudio de los intermediarios amiloides, no podemos concluir si aminasosacompiten entre
si 0 no, quedando abierto el interrogante. Otro aspecto a discutirte@rsisntender paué la
monomerizaicon de E2C permitié estudiar en profundalldetichos intermediarios y qué

ventaja evolutiva le confiere al dimero esta diferencia frentemandémero disefiado
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artificialmente.

Muchas proteinas no involucradas en enfermedades amiloideas hatilgiddas como
herramientas para el estudio de mecanismos de polimerizacioradesgsroteicos agregados en
general. El caso mas estudiado corresponde a la proteina pequeég Barartir de la cual se
logré describir en detalle el mecanismo de facian amiloideaKodali y Wetzel 2007) la
presencia de caminos de agregacion paral@asnar et al. 2009; Kumaret d. 2009)y la
heterogeneidad conformacional de las protofibf@skhar et al. 2011) Por otro lado, la
acumulacion patolégica de agregados amiloideos ha sido asociadarmmtipos de cancer
como es el caso de la proteina gB3imaru et al. 2003) Este caso en particular nos interesa
dado que p53 une a ADN y curiosamente, su unién a ADN especifico inluamielo hacia la
agregacion ordenad@dshimaru et al. 2009; Silvaet al. 2010) pero no asi el inespecifico
(Ishimaru et al. 2009) En papilomavirus, la acumulacion de la proteina E7 en estado
oligomérico con caracteristicas amiloideas se observé en tejidu&udas cancer de cuello de
Utero(Danturet al. 2009) Como mencionamos anteriormenie interaccion EFE2C facilita la
formacion de agregados oligomérid@mal et al. 2009) Frente a este panorama no podemos
descartar que los agregados de E2C sean como Barstar, Unicamegse ideal para estudiar
agregados en general, sino que al contrario hay evidencias de posiplesanors en
amiloidosis y cancer. Mas alla de esta hipotesis, la ideaild®muta moromerizacion de E2C
como herramienta para estabilizar el estado intermediaritugli@do en profundidad, es para
nuestro conocimiento el primer ejemplo en la literatura. Resgguntarse entonces qué efecto en
la polimerizacion de E2C genera presenciaA@N inespecifico, pues también la respuesta a
esta pregunta puede tener implicancias biolégicas en el virus.

Finalmente, llama la atencién que la proteina EBNA cuya egteuctistalografica y
topologia es cuasi idéntica a la de E2C, tanto en estadacbbmo unida a ADNBochkarevet
al. 1995; Bochkareet al. 1996) también presenta la formacion de oligdémeros solubles esféricos
(Freire et al. 2008) Este paralelismo entre estos dos virus alejados ehtn@ssinduce a
reflexionar silos agregados amiloideos de tipo intermediario poseen una funcién detiermima
el virus papiloma. A medida quseestudian mas casa menta la variedad de funcionalidades
posibles asociadas con agregados amiloideos protofibilares (por ej¢kigjloet al. 2009), a
diferencia de las inertes fibras rigid@éodali y Wetzel 2007) Ademas, a arquitectura beta

cruzadapropia de fibras rigidas se encuentra también presente en lasbpastdfexibles
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funcionales(Fowler et al. 2007) sugiriendo que la funcionalidad rige mayoritariamente en la
morfologia en lugar de la secuencia que define el estado amiloidedl. dtle juega el ADN
especifico inhibiendo la agregacion ordenada de E2C se¢oiacen clave en la funcionalidad de
dichos agregados, masn si esto no ocurre con el ADN inespecifico, la principal regulate

la via amiloidea de E2 podria estar dictada por el ADN. Enligsa de razonamiento, los
niveles de expresion de E2 ers leélulas infectadas pueden estar vinculados con la ruta
amiloidea ademés deormo mencionamos anteriormente y discutiremos a continyaegiar

vinculado con el desarrollo de cancer uterino.

Discriminacion de secuenciasspecificas de ADN por la protein®E

La interaccion E2EADN conforma un complejo altamente dinamico, con una interfaz
hameda(Hegde 2002; Ferreiret al. 2005) en la cual las contribuciones energéticas de los
residuos de la proteina son aditivossBege describié en nuestro laboratgff@rreiroet al.
2005) De acuerdo con esto, fuimos capaces de describir la evoluciositideide ADN
utilizando un modelo que postula contribuciones aditivas en la eneigiadss a las bases del
ADN involucradas en la unionFigura 11.4). Hemos propuesto que la interfaz flexible del
complejo E2ADN permite al ADN evolucionar mucho mas rapido que la proteina yi&inoc
sitios de ADN bien diferenciado§igura I1.2). Las cuaib bases ubicadas en el espaciador del
sitio de unién de E2 son responsables de la lectura indirecta gugnean significativamente
conservadasHiguras 11.2 y 11.3), sugiriendo que su contribucién energética juega un rol en la
evolucion de la funciégénica de papilomavirus humano. La conservacion del gradiente dentro
del espaciadorHiguras 1.2 y 11.3) contradice la creencia genesaigun la cudlias cuatro bases
realizan aproximadamente contribuciones igualitarias a la uiBédrosian y Bastia 1990;
Hegde y Androphy 1998; Hines al. 1998; Rozenbergt al. 1998; Kimet al.2000; Hizveret al.
2001; Hegde 2002; Dedlt al. 2003; Zimmerman y Maher 2003; Byun y Beveridge 2004; Zhang
et al. 2004; Rohst al. 2005 Blakaj et al. 2006) poniendo en evidencia que la lectura indirecta
(Figura 4 Introduccién) puede generar patrones complejos de conservacion.

Los sitios de union de E2 mas regulares no son palindromos perfectostraste con la
naturaleza homodimi&a del dominio de E2C. Los sitios naturales de union a ADN deréasc
de transcripcidbn homodiméricos son a veces asimét(iBesy y von Hippel 1988; Sarai y
Takeda 1989; Raumaret al. 1994; Pyles y Lee 1998; Kgret al. 1999; Winstonet al. 2000;



Kalodimoset al. 2002; RamirexCarrozzi y Kerppola 2003) pueden tener mayor afinidad que
frente a sitios simétricoSarai y Takeda 1989; Winstat al. 2000) Ademas, isios asimétricos
de unidon pueden curvarse en forma asimétrica al unirse a proteinesnglecir a cambios
asimétricos en la estructura de la proteina de ufiR@umannet al. 1994; Pyles y Lee 1998;
King et al. 1999; RammezCarrozzi y Kerppola 2003y revisado er{Brown 2006) Esto a su
vez, puede regular la estructura del ADN lindante al sitio dwio la unidn de otras proteinas
(Berg y von Hippel 1988; Pyles y Lee 1998; Rami@zzrozzi y Kerppola 2003).a asimetria
en los sitios de unién de E2 se encuentra orientada de forma consemardta de sitica sitio
(Figura 11.2). Se reporté que el desarrollo de la replicacion es sensialergentacion de sitios
de unién de E2 modificada artificialmenfllewhouse y Silverstein 20Q1En este trabajo
proponemos que la orientacion de siti@swhion de E2 naturales induce una torsion asimétrica
del ADN y/o cambios en la estructura de E2C y juega un rol funciorrebdéacion de la unién
de otras proteinas o dominios de E2 a sitios de ADN adyacentes.

Comparamos el estudio de sitios de alfdpapavirus con los sitios de union de E2 de
betapapilomavirusdada su creciente relevancia para el hombre. En efectgeneis alfa
compuesto por 72 tipos distintos es el mas abundante de papilomawirgseel genusbeta con
42 tipos es el segundo malsuadante de papilomaviry8ernardet al. 2010)y 40 deellos
fueron aislados en human(Bernardet al. 2010) A diferencia de loslfapapilomavirustodos
los betapapilomavirus infectan tejido epitelial cutdneo y son caudalesa gran vagdad de
enfermedades cutdneasentto de las cuales se destaca la enfermegadermodisplasia
verruciforme conocida como la enfermedad dwimbre arbal (Stegeret al. 1988) y la fuerte
asociacion con el cancer de piel inducido por exposicion &sotlundet al.2007) A medida
gue se analizan mas muestras de tejidos cutaneos, se encuentrartipog\yaErtenecientes al
genusbeta(de Villiers et al. 2009; Woodet al. 2010) revelando el interés existente en este
genusen la comunidad cientifica de papilomavirus. Finalmente, a ddfierelelgenusalfa, ain
no se han desarrollado en betapapilomavirus tratamientos preventivos eonvacanas
profilacticas Esta breve descripaicdel contexto dajenuscutdneadestacael interés en discutir
si las conclusiones obtenidas a partir del estudio de secuencia de dmidE2 @
alfapapilomaviruspueden ser extrapolables génus beta. Con este fin, en |kigura 2
analizamos todos lostisis deADN de uniona E2 y la hélicerl de reconocimiento de ADNel

genusbeta.
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En primer lugar, podemos observar que en betapapilomaalriggial que para ejenus
alfa, se mantiene conservada la secuencia de los dos henfi€§ittdssCGGT (comparaFigura
1.3 con Figura 2). Sin embargola conservacion de la asimetria presente en la secuencia
espaciadora en los sitios dgtnusalfa Figura 1.3, posiciones &/-8 y 9 desaparece en el
genusbeta Figura 2), insinuando que la torsion asimétrica del AB&luna caracteristica de la
regulacion génica via E2 en alfapapilomavirus y no en betapapilomavinugo Banto, si la
conservacion del ‘codigo’ de lectura indirecta caracteristicgyel@lisalfa cambia en los sitios
especificos de unién a E2 dgnusbeta, a diferencia de la conservacion del ‘codigo’ de lectura
directa que se mantiene igual, es de esperar que de cambmrséavacion de la secuencia
proteica de reconocimiento en E2, resulten afectados aquellos readhpmiados a la lectura
indirectade la interaccién. Con el fin de discutir este aspecto, ertygjias secuencias de la
héliceal del alineamiento de secuencia de todas las proteinas §2ndisbetapara compararla
con la correspondiente génusalfa (Figura 11.1), mediante el logoiterencial de dos muestras
(Figura 2, abajo).

Logo de todos los sitios del genus beta papilomavirus.
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Logo diferencial: entre la hélice a1 del genus alfa y beta papilomavirus.
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Enriquecidos en el genus beta -
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Figura 2. Logos de secuencia de la interaccion E2DN en el genusbeta papilomavirus. Arriba : Logo de
secuenciagCrookset al. 2004) del alineamiento de todos los sitios de ADN hjidds de unién de E2 dgknus
beta papilomavirus (comparar cbigura 11.3). Abajo: Logo dferencial de dos muestrégacic et al.2006) siendo
el alineamiento de la hélicel de E2 defenusbeta la muestra y el alineamiento de la hélitede E2 debenus
alfa el contraste (vefigura 11.1).
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Al analizar en conjunto la conservacién de la hélideentre ambogenus(Figura 2,
abajo), se evidencia que las diferencias en la conservacion de secuenclkgradas en la
interaccién E2EADN involucra tanto el ADN como la proteinba poscion 301 presenta una
tirosina conservada en la hélieé delgenusalfa (Figura 1l.1), y una asparagina conservada en
el genusbeta Figura 2). El AAG entre la mutante Y301N y el dominio salvaje EBCes de
2.04 kcal/mol(Ferreiroet al. 2005) indicando que la asparagina en la posicion 301 debilita
significativamente la interaccion E2EDN en alfapapilomavirus. Suponemos gue no ocurriria
lo mismo en la interaccion E28DN del genusbeta dado que la asparaginaaaesinservada en
esa posicionKigura 2). Nos preguntamos entonces si estas diferencias en la consen@dos
residuos involucrados en la interaccionA&R2N, estarian compensando la falta de precurvatura
en el ADN de los sitios de unién dgtnusbeta.Se ha propuesto que las cargas positivas en la
superficie electrostatica de la region de reconocimiento de &DE2 promueven la curvatura
del ADN (Hegde 2002)Un indicio de la hip6tesis de compensacion se asienta en lagiaeden
residuos de carga positiva conservaddsrencialmente en betapapilomavivgr posiciones
304 y 306 Figura 2, abajo). A futuro, estudios biofisicos realizados a partir de la prote2nde
betapapilomavirus podrian responder estos interrogantes, que como henmzl@naplieden
aportar datoslaves para la comprension del mecanismo de lectura indireeseesistema y en
general para interacciones prote/A2N.

Los sitios BS1 y BS2 se encuentran codo a codo en el genoma de papusrfragura
I1.2). Estos dos sitios se encuentran flangosgor una caja TATA y un sitio de unién de Spl a
distancias muy conservad&idura V.1). Los dos sitos estan involucrados en la regulacion de la
transcripcion de las proteinas tempranas del \ifbgerry y Howley 1991; Donget al. 1994;
Demeretet al. 1997; Rappet al. 1997; Steger y Corbach 1997; Stubenraethal. 1998;
Newhouse y Silverstein 2001; Soedha al. 2006) sugiriendo que actian como una unidad
funcional en alfa papilomavirus. Efectos cooperativasdido observados para la union de E2C
16 al DBS(Tanet al. 1994) los cuales pueden también involucrar a Spl y TBP. La insercidon de
una base entre BS1 y BS2 esté relacionada con la oncogeneicidadodetipies viralesTabla
Il.1), sugiriendo que las distancias eeacdentro de esta unidad funcional puede tener una
relevancia funcional. La distancia entre BS2 y BS3 también seminauestringida en 66 de los
72 tipos analizadod~{gura 11.2), sugiriendo que junto con BS1 extienden la unidad funcional

involucrandoademas la replicacién, junto con el sitio de unién de la proteir{€liidnget al.
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1992; Remmet al. 1992; Luet al. 1993; Demeretet al. 1995; Sverdrup y Khan 1995;
Stubenrauctet al. 1998; Newhouse y Silversteir®@1). La variabilidad de la posicién de BS4
puede estar relacionada con la diversidad de sitios de union de protidases en la region

flanqueada por BS4 y BS&arciaVallve et al. 2006) Finalmente, en |&igura 3, observamos

que el patron de distancias restringidas entre los cuatro gitlo88S1, BS2 y caja TATA es una
caracteristica propia dgknusalfa y no de betapapilomavirus. Por ejemglo el genus beta la
distancia entre el BS1 y el BS2 alcanza hasthadésevidenciandajue el bloque funcional del

genusbeta involucra diferentes vias de regulacién genémica.

Logo del DBS del genus beta papilomavirus.
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Figura 3. Logos de secuencia del DBS engdnusbeta papilomavirus Logo de secuencig€rookset al.2004)
de todos los elementos de respuestalel promotor de E6 en gkenusbeta papilomavirus (comparaorcFigura
V.1).

Los dinucle6tidos CG se encuentran-sepresentados en el genoma de HPV @&dal
et al. 2003) sugiriendo que el virus ha eliminado sitios de metilacién perjuelci&in embargo,
hay una presion evolutiva a favor de por lo menos un sitio de oi@tilan los sitios de union de
E2 (Figura I1.3). Esta presion varia entre los cuatro sitios, sugiriendo que posida e
relacionada con la funcibn de cada sitio. Curiosamente, la regionadegal de
alfapapilomavirus posee sitios de union para proteiehlBuésped involucradas en procesos de
desmetilacién cercana a uno de los sitos de unién dg&lBaset al. 1987; Tanet al. 1994;
Kirillov et al. 1996; Matsucet al. 1998; Fontainest al. 2000; Thomassiet al. 2001), como el
receptor de glucocorticoides, Spl y -NB. Ademas, la proteina E2 puede actuar como un
cofactor del receptor de glucocorticoid@¥u et al. 2007) A partir de estos datos podemos
deducir que los alfapapilomavirus han integrado la metilacién en losssite union de E2
influidos por regulaciones mediadas por l&uleéhuésped a lo largo del ciclofecciosodel
virus, convirtiendo este usual mecanismo de defensa del huésped en uaciGegxtra del

virus. Esta regulacion puede desarrollarse simplemente medianbeosaen la jerarquia de
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afinidades al metilardes sitios de union de HZhainet al. 1996) Notablemente, estos cambios
pueden ser diferentes en tipos de -akksgo y tipos cutansodebido a la falta de sitios de
metilacion Figura 1.3 y Tabla 11.1).

Las afinidades de los cuatro sitios de unién de ADN de la prot@iea bs 72 tipos del
genus alfa puede en principio constituir un continuo de muchas jerarquiagndéder Sin
embago, las energias predichas de la unién pueden ser agrupadas en s@oasgisas
prototipicas, bien diferenciadas una de ofigyra 11.5), de las cuales, las tres jerarquias mas
comunes incluyen el 85% de los tipos. Esta simplicidad inesperadeampk élo un pequefio
namero de jerarquias bien definidas hacen funcional al virus. Este gecbra dos desafios
para nuestra comprension de los alfapapilomavirus. Primero, comoldssreguladores de la
transcripcion y reptacion a lo largo del ciclinfecciosodel virus, diagramados finamente por
los cuatro sitios de union de E2, pueden estar determinados por tgsiggale afinidades.
Segundo, cual seria el mecanismo por el cual estas jerarquéacgenan con el desarrollo del
cancer.

El gents alfa incluye no do a todos los tipos de HPV genitales, sino que también
incluye doce tipos cutane¢Bernard 2006; Bravo y Alonso 200 erca de un tercio de los
tipos cutaneos dgenusbeta poseen un quintdisipara la union de E2C en zonas lindantes con
el sitio BS4(Ensseret al. 1990) los cuales fueron tenidos en cuenta al construir el logo de todos
los sitios de unidn de E2 dgénusbeta Figura 2). La presencia de un quinto sitio coincide con
los sitios adicionales que se descubrieron en seis tiposfap@a@lomavirus(Sanchezet al.
2008) Sin embargo los tipos con el sitio adicional no se relacionagefieticamente entré s
(Bernard 2006; Bravo y Alonso 200Y)ningunode ellos causa verrugas cutaneas. Una fina
reexaminaciéon de los sitios de union de E2 agerlisbeta papilomavirus revela que su funcion
(Stubenrauchet al. 1996) posicion relativa(Guido et al. 1992) y secuencias consenso son
significativamente diferentes con ambos, cutaneos y mucosos depadiayaairus Figuras 2y
3). Especulamos que los alfapapnavirus pueden haber desarrollado su propia estrategia para
infectar tejido epitelial no mucoso. Ambos, la unién de factoresratesdripcion celulares
(GarciaVallve et al. 2006)y las caracteristicas de los sitios #édn de E2 asociados con tipos
cutaneos de alfapapilomavirus pueden formar parte de esta estrategia

La proteina E2 es conocida como regulador maestro de la replicacp@apitmavirus,
transcripcion y segregacion. La identificacion de propiedades dedeiadas con tipos de alto
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riesgo destaca su importancia como supresor tumoral. Nuestrosadesultonfirman las
hipbtesis previas sobre la importancia de la jerarquia de afinidiedsgios de union de E2
(Alexancer y Phelps 1996; Dedt al. 2003)y de los sitios de metilacidiBadalet al.2003; Kim

et al. 2003; Badakt al. 2004; Kalantaret al. 2004; Wileyet al. 2005; Bhattacharjee y Sengupta
2006) siendo ademas, eapolables a todos los alfapapilomavirus. Podemos ahora sumar la
distancia entre los sitios BS1 y BS2 a la lista de genotipasaass con el desarrollo de la
enfermedadHou et al. 2002; Ferreiro y Prat Gay 2003péley et al. 2006; Paristet al. 2006;
Klucevseket al. 2007) Resulta interesante analizar la interaccidén entre esipgegades de E2

y las propiedades moleculares de las proteinas oncogénicas E6 y E7, conocidsdapor
asociadas con cancer. El comoento generado en este trabajo podria ayudar ademas a entende
el comportamiento epidemioldgico de las variantes moleculares \dé$i¢hero y Villa 2006)

Estudiostermodinamicos, estabilidad y reconocimiento de ADN

La comprension ds mecanismos moleculares de las interacciones préi€iNaes un
desafio fundamental cuyo abordaje derivanerumerables aplicaciones practicas. Para este fin,
el estudio de proteinas homologas es una herramienta clave. Priecifgaporque las proteinas
homélogas comparten informacion valiosa incluida en la conservacién deecusngas.
Homologia es sindbnimade origen en comuan, vale la aclaracion dado que en la literatura se
encuentran numerosos casos que utilizan el concepto en forma odétdasiet al. 1987) Al
no ser un término cuantitativo no es correcto calificar como “eltdéen homologas”,
“significativamente homodlogas” o “x % de homologia’ a secuencias, gen@steinas, sin
embargo se pueden encontrar en la literatura 300 ejemplos con sesnegdifibaciaes, aln en
el titulo de articulogNakamuraet al.2010; Penget al. 2010). Cerrando el paréntesex) nuestro
caso, las proteinas homélogas E2 de papilomavirus comparten los filadasionales que
garantizan lecorrecto desarrollo del ciclmfecciosodel virus. Comanmente los estudios entre
proteinas de una misma familia se focalizan en comprender ehnim®o de plegamiento
(Gunasekaraet al. 2001; Nicksoret al.2010) o el mecanismo funcional (por ejemgRobbins
et al. 2009), siendo escasos lo trabajos que los traten en &meolty en las mismas
condiciones. Logramos obtener un grupo de cinco dominios homélogos E2C con alto grado ¢
pureza, los cuales presentan una variabilidad de secuencia sufcmemtepara extrapolael
grupo al resto de los dominios de unién a ADN de alfapapilomavigsira 1V.1). En la
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discusién del Capitulo anterior qued6 claro que extrapolar el grupgerals beta seria
imprudente Figura 2A). Estudiamos los aspectos bioquimicos basicos delogrep decir
caracteristicas generales de su estructura primaria, se@rtdegiaria y cuaternaridigura
IV.2), los cuales permitieron respaldar los modelos plegamiento empleadositerpretar los
datos de desnaturalizacion al equilibfiagura 1V. 3) y los datos cinéticos de desnaturalizacion
(Figura IV.4). Estas a su vez, garantizaron el estado dimérico de todderuosios del grupo
otorgando confianza a los resultados de los ensayos funcionales conformacieigales|V.5)
y termodinamicos Kigura 1V.6). Gracias a la caracterizacion funcional previa utilizando el
dominio E2CG16 (Figura 11l.1 ) y al conocimiento acumulado en nuestro laborat@Ferreiroet
al. 2000; Ferreiro 2003; Dellarole 2005; Ferregtaal. 2005; Cicercet al. 2006; Dellaroleet al.
2007; Ferreircet al. 2008; Elisecet al. 2009; Sancheet al. 2010) logramos realizar todos los
experimentos en un mismo tampdén quimico, el fosfato de sodio. Por lop I@iesultados
expuestos erl Capitulo Il pueden ser analizados en conjunto y en forma comparativa entre los
cinco dominios.

A pesar de la poca diferencia que existe en la estructuradnsdiomal de los dominios
E2C (E2C6: PDB libre: 1r8h y PDB complejo: 2ay(Dell et al. 2003; Hooleyet al. 2006)
E2G16: PDB: 1by9 y1r8p, (Hegde y Androphy 1998; Naded al. 2004) E2G18: PDB libre:
1fof y PDB complejo: 1jj4(Kim et al. 2000)y E2G31: PIB: la7g,(Bussiereet al. 1998)
observamos grandes diferencias en la sefial de CD en el UV lgjaodando la estructura
secundaria en condiciones nativ&sg(ra IV.2). Sin embargo, se ha reportado que cambios
minimos en la secuencia generan grandes candniosl espectro de CD en el UV lejano
(Ferreiro 2003; Ferreiret al. 2005)indicando la sensibilidad de la sefial de CD en la estructura
secundaria del dimero E2¢ dada la gran variabilidad de secuencia del gréplasi cinco E2C
es esperable encontrar variaciorasg)queno tantas, indicando una particularidad mas propia de
este dominio dimérico de barifl. En efecto, no encontramos diferencias en las sefales que
reportan la estructura terciaria medida por CD leb\é cercano y en estructura cuaternaria
medida por DLSKigura IV.2), mas alla de la diferencia aportada por la presencia niifietale
residuos aromatico$igura IV.1), en linea con las evidencias estructurales.

Asi como anteriormente se habia obseovéd presencia de estructura residual en el
estado desnaturalizado de E2€ (Mok et al. 2000) curiosamente en gresente estudio
observamos lanismo para los cinco dominios. En efecto, en todos loss gastemos notar
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pendientes en los estados desnaturalizados monitoreados por ambasflseiiekeencia y O
(Figura IV.3). Dicha estructura remanente puede entonces explicar el origas diéerencias
observadas en valor del parametng, el cual se correlaciona empiricamente el cambio en la
superficie expuesta al solven{®lyers et al. 1995) Entonces podemos inferir que dicha
estructura residual presente en el estado deafiaddo es distinta entre las cinco proteinas
homologas, pero dado el alto grado de divergencia es dificil determineggidie en particular
esta involucrada. Los estudios cinéticos mostraron que el estadgmsieion de la reaccion de
desnaturalizadin presenta mayoritariamente estructura nativa en forma muy rsenii@ los
cinco dominios Figura IV.4), por lo tanto, sorpresivamente confirmamos experimentalmente
gue las diferencias se encuentran en el estado desnaturalizambmjiErio, queda clarque los
cinco dominios se comportan @ondiciones dalesnaturalizacién de acuerdo a un modelo
simple de dos estadog que lagproteinashomologas son lo suficientemente estables como para
garantizar su naturaleza dimérica en los ensayos de discriémindei secuencias de ADN
medidos por ITC.

Al igual que en el Capitulo Il para el dominio E26 (Figuras Ill.4 y lIl.5),
caracterizamos la interaccion de la unién de los cinco dominios E2G sitios de ADN: BS1,
BS2 y BSR Figuras IV.5 y IV.6). ¢Porqué elegimos estos tres sitios de ADN? Estudios de
migracion en gel y en solucion indicaron previamente que las secuaEigamoA,
compuestas por adeninas y timidinas, se curvan hacia el surcoaeeA®N, es decir que son
secuencias de ADN intrinsecante curvadagCrothers et al. 1990) Esta popiedad de
precurvatura fue comprobada cristaliiamente por un lado por la presencia de precurvatura
en sitios de union a E2 de espaciador del ipmo-A (Rozenberget al. 1998; Hizveret al.
2001) y por oto lado, por la ausencia de precurvatura en sitios de union a E2 dissiimdbs
tramoA (Rozenberg et al. 1998) Dichas observaciones cristalograficaieron luego
confirmadas en solucion mediante experimentosedgsgle poliacrilamida nativgZimmerman
y Maher 2003) EI ADN con tramoA en su secuencia espaciadora presenta un angulo de
curvatura de diez veces mayor en grados queb$ervada para el ADN sin #amo-A BSR
(Figura 4 Introduccién) (Zimmerman y Maher 2003)Algunos autores sugieren que esta
precurvatura genera ventajas entropicas @aumion de E2CKim et al. 2000; Dellet al. 2003)

El evento de precurvatura es llamado en general lectura indireletantieraccion proteinrADN
(ShatzkySchwartzet al. 1997; Crothers 1998; Hizveet al. 2001; MacDonaldet al. 2001,
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Barbic et al. 2003; Xiet al. 2010) Como estudiamos en detalle en el Capitulo Il, la secuencia
espaciadora de los sitios naturales BS1 y BS2 es ddlaip@-A, mientras que el sitio artifial

BSR carece de#amo-A y corresponde a la misma secuencia que se utilizé en looogabajén
mencionado$Rozenberget al. 1998; Zimmerman y Maher 2003; Hooletal. 2006)

De acuerdo a la evidencia cristaiéfica, la curvatura adicional del ADN generada por la
unién de E2C es de unos 10 a 20 grados mas que la precurvatura deb/ddiKinn et al.2000;
Hooley et al. 2006) Existen también evidencias de la curvatudicianal a la precurvatura
medidas en solucion por ClLima y Prat Gay 1997; Ferreiret al. 2000) Estudiamos la
capacidad diferencial de los cinco dominios homadlogos de inducir cambi@sroanfonales en
el sitio de ADN BS2 Figura IV.5). La sefal de CD como reportera de estructura de ADN
(Baase y Johnson 1979; Gray al. 1995; Gray 1996)mostré que la forma B del ADN se
conserva como tal al unir los dominios, coincideradn los datos estructurales previamente
medidos para los dominios EZBCy E2G18 (Rozenberget al. 1998; Kimet al. 2000; Hizveret
al. 2001; Hooleyet al. 2006) Los cambios estructurales en el BS2 monitoreadascderdo a la
magnitud de la sefial de absorbancia y de CD presentaron ligerasowasaentre las cinco
proteinagFigura IV.5). Se ha sugerido que la habilidad de E2C en promover la curvatura del
ADN se correlaciona con las cargas positivas de la Bcipeglectrostéatica de la proteiftdegde
2002) La proteina E2€18 presenta mayor carga positiva que la BBCcoincidente con una
mayor curvatura del ADNHooley et al. 2006) Una mirada fina de los espectros medidos indica
gue la magnitud de la sefial de CD y absorbancia correspondientesi@ioddg2G18 son
mayores que el resiéigura IV.5), con mayor claridad para BSEigura V.7). Sin embargo
consideramos que globalmente los cambios en magnitud de sefial no sonasigsfien
nuestras condiciones experimentales, en linea cq similar entre los cinco dominio3dbla
IV.1). Es de esperar, finalmente, que la induccién del cambio estaludel ADN se asiente en
residuos altamente conservados entre las cinco hgaipprobablemente conservados en todo
el genusalfa.

Las diferencias en la diseccién termodindmica de la interaeaida los cinco dominios
y los tres sitios de ADNFigura IV.6), va a estar relacionada principalmente con la capacidad de
los dominios a adaptarse a la falta de precurvatura del ADN. Antes de dissiéi aspecto,
resulta crucial investigar si el modo de union a los distintosssilie ADN se encuentra
conservado para las cinpooteinas homologas. Para ello estudiamos la compensatiopien
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entalpica como describimos en @hpitulo Il tnicamente para la proteina E26 y los siete
sitios distintos de unién a ADN ensayadbgj(ra I11.6 ). Ya que buscamos analizar el modo de
unién en la interaccién con ADN de 5 dominios proteicos @peesentan todo ugenus
decidimos aumentar el numero de datos a analizar, con el fin de robteneconclusion
abarcadora del sistema EZADN. En laFigura 4 graficamos los parametros dél en funcion
de-TASy deAH en funcion deAG correspondientes ad resultados presentadoslasTablas
.1, 1.2 y IV.4, en(Dellaroleet al. 2007) en(Ciceroet al. 2006)y datos no publicados (ver
leyenda/Figura 4). De esta forma recopilam@®® interacciones involucrando al complejo E2C
ADN vy variando la molecularidad de la proteina (dos versiones monodeside E2€16), la
secuencia de la proteina (cinco homodlogas con un rango en identidad deisebelefs % al
77% y una doble mutanten da héliceal), la secuencia del ADN (variando hasta 9 de las 14
bases del sitio de union) y la composicién del tampdn quimico de meticidruna diferencia
en la fuerza idnica de 0.6M ) respetando la temperatura deiamedic25C y el pH en ~7.
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Figura 4. Conservacion del modo de unién a ADN por E2 Compensacion entrépmieentélpica y correlacion
entre la entropia y la energia libre de Gibbs mdreomplejo E2CADN realizados en 30 experimentos de ITC
variando tanto la fuerza i6nica y la naturalegdmica de la solucion amortiguadora como la secias de ambas
especies del complejo. En el tampdn quimico fosfatb 7 y a 25°C:5 complejos E2€16:BS2 variando la
concentracion de fosfatddbla 11.1), 6 complejos E2€16-ADN variando la secuandia deDAl a los sitios BS1,
BS3, BS3*, BS4, BSR y Bovl@gbla 11.2), 12 complejos E2€ADN variando la secuencia de ADN a BS1, BS2 y
BSR y las proteinas E2Cl, E2CG18, E2G31 y E2CG45 (Tabla Ill.4), 2 complejos E2€17:BS2 con E2C
monomerizada mediante un conealer6 y 12 residuofellarole et al. 2007) 2 complejos E2€16:BS2 variando

el largo del oligonclétido a 18 y 24 bases y a pH §Gceroet al. 2006) 2 complejos E2€16:BS2 en el tapbn
quimico Bis tris pH 7 200 mM NacCl con E2® salvaje y doble mutan¥301A-K297A (datos no publicados) ¥
complejo E2G16:BS2 en el tampdn quimico MES pH 6 200 mM NaCit¢d no publicados). Las lineas
corresponden a la regresion lineal de los dgiesgl izquierdo: pendiente €©.93+0.1 y ordenada al origen-=
8.3+0.1, panel derecho pendiente3081+0.002 y ordenada al origer8:1+0.1 cuyo coeficiente de correlacién se
indica en cada panel.



Sorprendentemente, al igual que lo visto Unicamente gladaminio E2C16 (Figura
l1.L6), a pesar de una extensisima variabilidad de condiciones, secuaraiasteristicas
energéticas y conformacionales, existe una compensacion entedpédpica isotérmica
indicando que el modo de unién es el mismo engda® complejos analizados enHigura 4.

La correlacion lineal entre dlH y el AG (R=0.87), dos parametros que se obtienen en forma
independiente en los ensayos de ITC, y la calidad de los datos, ooes grovenientes del
desvio estandar de al merdiss experimentos de variable concentracién proteica y nucleotidica,
garantizan que las correlaciones reflejan un fenémeno fisico y noetactotestadisticfeffler

y Grunwald 1963; Jedacobsoret al. 2000) En contraste con este comportamiento en E2C, con
solo un cambio de base en el sitio de unidn d$igeade la enzima de restriccion BstY1 el modo
de unién cambia drasticamerfieownsonet al. 2007) Alternativamentecomo estudiamos en la
dependencia de la energia de unién con el Biguta 111.7), la presencia de eventos de
protonacion converge en una correlacion eliptica en los parametraslbedmicos de la union
(Figura 111.8 ). Proponemos que el elevado grado de robustez del complejABRGouede
estar relacionado con un requisito fisioldgico para que el dominio &2@:fcomplejos con
cuatro sitios distinto@rat Gayet al.2008)

En este panorama de adaptabilidad del dominio E2C frente al recondoimiéADN,
apreciamos que los cinco dominios poseen la misma capacidacdeidecion de secuencias
(Figura IV.7). La afinidad al ADN especifico, BS1BS2, resultd ser fuertemente mayor que la
afinidad al sitio BSR~ >1 kcal/mol, Figura IV.8), en excelente acuerdo con su caracter de
sitio recto. Recordamos que las dos hélicksle la proteina E2C unen al ADN encastrandose en
los surcos mayores del ADNle secuencia conservada y pseudopalindromica ACCG y CGGT
(Figura 11.1). Entre ambos surcos mayores se encuentra el surco menor del CAR&
secuencia espaciadora suele ser rica en la base A y/o T. Leardos mayores se aproximan
entresi gracias ad curvatura del surco mendtigura 11.1). El sitio BSR posee un surco menor
que se encuentra extendido, sin curvatura, dada la composicion pobreegmbas T. En
efecto, la extension del surco menor en el sitio de ADN BS&hadca medir el doble gua
distancia del surco menor de los sitios con el espaciadoarde-A como ocurre en el BS1y en
el BS2 (Hooley et al. 2006) Llamativamente, la contribucion energética que gobierna la
interaccién en el BSRs la entropia, a diferencia de los otros dos sitagle gobierna la

entalpia Figura IV.7). Al anularse la lectura indirecta en el BSR, es deautaatura del ADN,
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podriamos asignar a grandes rasgos que la diferencia de energia®mtbfgrvada pa la
union al BSR se origina principalmente en la lectura directajuéd seria entrépicamente
favorable Figura IV.7). Por lo tanto, y suponiendo que la falta de curvatura en el canmue]
modificaria el nimero de contactos directos entre la proteiglaApDN, en la union a ADN
especifico que exhibe una curvatura significativa en el ADN, daetlitia de energia entélpica se
originaria principalmente en la desolvatacion de la interfaz, prodie la torsion del ADN
hacia el surco menor. Resultaria regante realizar a futuro experimentos que midan la
dependencia de la energia de unién con la fuerza iénica en la formdaidmgéejo E2CBSR

y compararlo con el complejo EZES2 Figura 111.3). Es entoncesgracias a que medimos la
interaccién entrerusitio de ADN que carece de precurvatura y cinco proteinas homologas, qu
podemos especular sobre el origen de las contribuciones entéalpiead®endcion del complejo
entre E2CGADN. La comprension inteligible de la diseccion termodinamica deraotimes
entre proteinas y ADN puede ser de potencial utilidad para el disgifiotdanas que reconozcan
una dada secuencia de ADN en forma especifica con fines terapéutic

Bases termodindmicas para el reconocimiento cooperatigcADN.

De manera de complem@r la estructura y la biologia de origenes de replicaciéon de
ADN eucaridticos, y en particular aquellos de virus de ADN doblenzadealizamos una
diseccion termodinamica y conformacional del complejo entre el domhnieconocimiento de
ADN y regulaadr maestro, E2 y dos sitos de ADN diana adyacefRigsia V.1). El analisis de
los datos para la formacion del complejo ternario se estudia ustalmediante técnicas de
EMSA (Tan et al. 1994)y de ensayos espectroscopi¢@geinberg et al. 2004; Dragaret al.
2008) Sin embargpcuando el modelo de unién es complejo, como el presente trabagie d
BS1 y BS2 no son equivalentes (diferente composicibn de secuencia) pendsntes
(diferente afinidad individual)se debe tratarde utilizar el modelo mas simple posible. Para
estudiar la interaccion cooperativa de E2C y DBS empezanitizando EMSA vy
espectroscopia de fluorescen@anquedada la intrincada naturaleza de nuestro modelo de
union (comparaFigura Ill.2 conFigura V.3), no pudimos interpretar la poblacion de especies
formadas més alld de la verificacion de la estequiomefigura V.2). Esto implica que la
descripcion cuantitativa de nuestros complejos tersiances posible basanamsen la sefial de

fluorescenciapor lo tanto nos concentramos en ITC.



El hechode haber medidtas entalpias de los sitios individuales en forma independiente
y adecuadaHjguras IIl.3 y IV.4), nos permiti6 abordar el analisis de union del complejo
ternario E2C:DBS:E2C por ITC. Logramaajustar globalmente las titulaciones directas y
reversas del sitio en tandemidgura V.4) (Houtmanet al. 2007) Es llamativoque los valores
entalpicos adicionalg$igura V.6), debidos a la unién de una segunda molécula de E2C estando
la primera ya unida al DBS, son muy pequefios en forma relativargdla de los sitios aislados
(Tablas Il.2 y IV.4), acercandose al ruido instrumental. Sin emhatighos valores &l entalpia
adicional para la unién del DBfseronlos esperdos de acuerdo al andlisis cualitativo de las
curvas Figura V.3), donde apreciamos que la suma o el promedio de las entalpiassidm$os
aislados coincidia con las titulaciones directas orsagemedidas para el sitio doble. A pesar
gue la escala de los parametros termodinamicos de cooperatividardobtes pequenfia,
consideramos firmemente que son sélidos. Primero, la entalpiaredipara la unién de E2C a
dos sitos en tAndem coincigara cada dominio ensayado en el ajuste individual y en el global,
asi como los obtenidos en mediciones adicionaleblé V.1). Segundo, los ajustes fueron
restringidos a los pardmetros de sitios aislados provenientes caddeuwarias medidas
individuales ajustadas en forma globael Capitulos Il y IV). Y tercero, el valor d&cqop del
mismo sistema pero proveniente de otra técnica y grupo de t(@bajet al. 1994)coincide con
los obtenidos por en la presente tesis, reforzando nuestro abordaje ysiooes. Ve esta
aclaracion dada la intrincada naturaleza de la interpretaci@odeperatividad por ITGBains
y Freire 1991; Freireet al. 2009) revisado por(Brown 2009) y que en la teratura las
mediciones e interpretacion via ITC de sistemas complejos, cena easo de complejos
ternarios neadénticos y heterogéneos, suelen ser incompletos, es decir ses ajletiales entre
titulaciones directas y reversas ni el uso de modelesuados (por ejempld¢Schumacheet al.
2002; Lacakt al.2008), imposibilitandonos comparar nuestros datos con otros sistemas.

La formacion de complejos binarios de BS1 y BS2 con-E@Ge encuentra asociada con
cambios pequefios pero significativos en la sefial de CD a 225 nm, denajlaaxiente 1 mdeg
y cambios de 0.04 y 0.06 en unidades de absorbancia a 27@igura(V.7), de acuerdo con
resultados medidos en solucién anteriorméhima y Prat Gay 1997; Ferreiet al. 2000) Los
cambios espectrales al unirse el dominio E2C al sitio DBSelifle aquellos esperados para el
caso de una union independiente, con unos 4 mdeg a 275 nm para el CD y uniadss de

absorlancia a 270 nm, lo cual indica un cambio sustandiajufa V.8). Estos resultados
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sugierenque los cambios estructurales adicionales en el DBS asociadlzswuan de E2€16

son mayores que aquellos observados al unirse a los sitios aislaftomal@l que la estructura
del complejo ternario difiere considerablemente del modelo reprdsesidaFigura V.1. Cabe
sefialar que (1) la forma del espectro de dicroismo circular raupst la distorsién del ADN de
formaB es pequefig2) el incremento en Isefial de CD a 275 nm sugiere una disminucion del
angulo de torsion de la hélice de ADN y un incremento en angulo ddegias pares de base
(Johnsonet al. 1981) y (3) que el incremento en sefial de absorbancia es indicativo de
desapareamiento de bases, del ingletacking (Gray 1996; Di Pietret al. 2003) Desde sta
evidencia, sugerimos que el cambio en la estructura del ADN involertrbaciones
significantes de la conformacion de las bases nucleotidiesis pequefias variaciones en la
estructura de la cadena principdado que el CD indica que la forfBase mantiene intacta.
Visualizamos estos cambios en el ADN DBS como la formacigmedeefias burbujas que no
perjudican la conformacion global de la cadena principal del ADN, gseoevento primario es
crucial para la iniciacién de la actividad de la halica el subsiguiente ensamblado de la
magquinaria celular de replicacion de ADN. Nuestros experimenmiéfias muestran quexiste
una pequefia barrera de energia para que ocurra este cambio enctarastdado que los
cambios ocurren en tiempos muy tog; escala del submilisegundo. Desde el punto de vista
funcional, la unién simultanea de dos moléculas de-E2@l DBS y los importantes cambios
conformacionales generados, podrian asistir al veloz desenrollandieris doble hélice al
iniciarse el progeso de la orquilla de replicaci¢@hianget al. 1992; Luet al. 1993; Sverdrup y
Khan 1995; Alexandrowt al. 2010) podrian ayudar a reprimir la transcripcion mediante el
desplazamiento de SP1y TBP u a otrasghnas reguladorgd hierry y Howley 1991; Taet al.
1992; Donget al. 1994; Alexandrowet al. 2010) y/o podrian facilitar interacciones de largo
alcance via formacion de rulos de ADN a través de su domitéorinal (HernandeZRamonet

al. 2008; Simet al.2008)

La cooperatividad de union descripta poKlkaop €s similar para E2Q1 y E2G16. Sin
embargo, la cooperatividad es entalpicamente dirigida paralE3Centropiamente dirigida
para E2C16 (Figura V.6). Ademas, los cambios espectroscopicos asociados son claramente
diferentes entre los dos dominidsidura V.8). Podemos entonces concluir que de acuerdo a
nuestra apreciacion, describir las reacciones de unién delE3CE2C16 al DBS como

‘similarmente cooperativas’, no seria una descripcion adecuada cetantrh cuando a kcoop
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de E2C18, la unién al DBS es aditiva, no cooperativa. Evaluando Unicamempigarhetro
Keoop S€tenderia a describir la reaccion B2G18 como si la union de la primera molécula
resultaria invisible para la union de la segunda molécula al Big8ré V.6). Sin embargo, la
falta de cooperatividad para la EA8 se debe a cambios en entalpia y entropia que se
compensany a una asociagn considerable de cambios en la estructura del ADN que va mas
alla de lo esperado para una unién aditiig\ra V.8). Entonces, concluimos que describir la
unién de E2€18 a DBS simplemente como -“gooperativa no res@ten una apreciacion
completa: mentras que los cambios eAG son menores al 5%, las diferencias en los
componentes entélpicos y entropicos son mucho mayores y hasta de signo opuesto.

Por otra parte, la interaccion EZXDN est determinada a grandes rasgos por las
cadenas laterales de seésiduos altamente conservados en la héliteinvolucrados en la
lectura directa de las bases de A\gura Il.1 (Sanchezt al. 2008) las cuales entre los tres
dominios estudiados son idénticaSigura 1V.1). De acuerdo con esta particularidad, las
diferencias de la diseccion termodinamica de la union de Bptoteinas, E2Q1, 16 y 18, a
los sitios que componen el DBS, B31Figura IV.8), son muy similares, difiriendo en energia
de union en-0.5 kcal/mol Tabla 1V.4). Este resultado contrasta con la varidtie,, para la
asociacion al DBS, mostrando una union sinérgica paralB3CE2CG16 pero de contribuciones
energéticas opuestas y una unién aditiva paraBR@econtribucién energética semejante a la
de E2C16 (Figura V.6 y Tabla V.1). Entonces, la regién de E2C involucrada en la formacion
del complejo ternario con el DBS, debe localizarse en una regigecdencia variable entre los
tres dominios y expuesta al solvente.

Experimentos preliminares alamento de finalizacion de la escritura de la presente tesis,
y por elo no incluidos en resultados, muestrdiferencias entre los dominios E2C, 16 y 18,
gue podrian explicar este comportamiento termodinamico diferencialepaesonocimiento
cooperatro. En laFigura 5, presentamos el perfil de elusién S8aperdex 75le E2C11 (en
azul), E2C16 (en rojo) y E2€18 (en verde). El tamiz molecular es el Ultimo paso en la
purificacion de los dominigsel cual se realiza a temperatura ambiente, a elevadas
concentraciones proteicas (> 1AM) y en un tampén determinadeer materiales y métodps
Para todos los dominios purificados, como ejemplificamos para losidenti2G16 y E2G18
(Figura 5A), el peso molecular observado de acuerdo al perfil de eludidanaie molecular se

corresponde con el esperado para un estado dimérico. Esta cstiegtré ademas confirmada
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por DLS figura IV.2), y por los estudios de plegamienkaguras 1V.3 y IV.4). Sin embargo y
sorprendentemente, el peso molecular obsendelcacuerdo al perfil de elusién del tamiz

molecular para E2Q1 presenta un pico adicional correspondiente al peso molecular de dos

dimeros, o tetramerd-igura 5A).
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Figura 5. Particularidades observadas entre los hoélogos E2G11, E2G16 y E2G18. (A) Perfil de elusién
para E2G11 (azul), E2€16 (rojo) y E2G18 (verde) por tamiz moleculaS@perdex75), a una concentracion
proteica >100uM, las barras negras se corresponden con el pedecumar de proteinas estandaB)
Desnaturalizacion térmica de EA1 y (C) E2G18 medida por sefial de CD a 222 nm a una velocitad
calentamiento de 4°C/mia,una concentracion proteida 10uM. Linea negra, ajuste del modelo de disociacion de
dos estados a los datOBsexc11 = 58°40.3C yel Thexc1s = 65+0.5°C. Enambos casos la desnaturalizacion es

reversible. Tampon quimicé0OmM NacCl, 10mM AcNa pH 5.6, 1 mM DTT.

El andlisis de ambas fracciones de elusién de-ER@or electroforesis en gel y por
espectrometria de masas mostré Unicamente la presencia del mordend2C1l1 (no
mostrado), ratificando que el pico adicional se corresponde con umaeiénacion de E2Q1.

A su vez la reinyeccién en el tamiz molecular de la fraccion correspondientetr@mero

presentd un solo pico correspondiente al peso moledealalimero (no mostrado). Por lo tanto,
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a diferencia de los dominios E2B, E2G18, E2C31 y E2CG45, la proteina E2A1 puede
tetramerizar en condiciones extremas de concentracion, en equiliiriel estado dimérico
(Figura 5A). Esta es la primer ewdcia de tetramerizacidon del dominio E2C, aunque
justamente para E2CL se ha reportado recientemente en estudios de microscopia aetacteoni
propension del dominio de formar multimerstaedo unida a sitios de ADN especifi@im et
al. 2008) y ademas la facilidad de la proteina ‘entera’ E2 de HPV11, xmtezizar via el
extremo Nterminal al formar el complejo con los sitios de ADN BS1, BSBS3Sim et al.
2008) La digomerizacionde E2 via el dominio Nerminal resulta clave a la hora de formar
bucles en el genoma viral y permitir regulaciones génicas de aedigtincia(Hernandez
Ramon et al. 2008) de facilitar la replicadn viral (Sim et al. 2008) o de favorecer la
segregacion del genoma de HPV con el genoma del hu@dpBdde 2008)

Méas alla de la funcién poco explorada de la oligomerizacién de E2 dtadpor la union
en simultaneo a distintos sitios especificos de ADN, es evitieimgortancia del evento como
herramienta adicional de regui@c del ciclo infeccioso del virugHernandezRamonet al.
2008; McBride 2008; Sinet al. 2008) En nuestro estudio biofisigppdemos asignar el origen
entalpico observado en el reconocimiento cooperativo delBZEigura V.6), a esta facilidad
para la tetramerizacion del dominiidura 5A), en linea con evidencias fisicas reportd&as
et al. 2008) Ademaslos cambios en la conformacion del DBS inducidos por el dom2@1H
al DBS fueron mas lentos que los cambios observados para los otdmnuoms Figura V.9),
una diferencia mas que podria estar también relacionada condeandids termodindmicas
observadas. El comportamiento para los dominios- BE2@ 18es opesto, su energia favorable
para la unién al DBS es la entropfagura V.6), los cambios conformacionales ocurren en
forma concertada con la unién al DBS y no hemos observado ni se handegorta literatura
eventos de tetramerizacion.

Finalmente, esidios adicionales a los presentados en la seccion resultadogrdsdate
tesis muestran diferencias contundentes en la desnaturalizaoncatée los dominios E2C1,
16y 18. Los dominios E2Q1 y 18presentan una desnaturalizacion reversibigufa 5By 5C,
respectivamente), resultando menos estable el dominielE2{Die el dominio E2@8, en linea
con lo observado en el Capitulo IV. Este comportamiento térmico dantoéisndamente con lo
observado para E205, que agrega en forma desordenada cestadiamos en el primer
Capitulo de la tesid~{gura I.1). En tanto el dominio 31 y el 45 presentaron desnaturalizaciones
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térmicas irreversibles (no mostrado). Estas diferencias puaddnén estar vinculadas cors la
diferencias observadasen el reconoaniento cooperativo, pues probablemente involucran
regiones proteicas expuestas al solvente no conservadas entre lososloPor otro lado
inducen a pensar que el mecanismo de agregacion eAlE3CE2C18 es diferente y
experimentos futuros de polimergzén entre varios dominios homologos E2C puederlsses
para definir con exactitud la secuencia amiloidogénica del dimero.

La activacion de la replicacion del ADN esta asociada con elgr@gde transcripcion.
En el caso de virus de ADN doble cademardplicacion del genoma reprime la expresion de
proteinas tempranas. Esto incluye aquellas participando directaemelateeplicacion, como el
caso de E2 en HPV. Consecuentemeste desencadena la expresion de proteinas tardias,
incluyendo los elementade la capside, la coraza que luego transpgoeiaADN amplificado a
nuevos huéspedes. Nuestra caracterizacion estructural y termodirdamim evento de unién
clave para el acoplamiento entre la replicacién y la transéripen HPV pede ayudar a
compeender este proceso en virus de ADN doble cadesmasjtios adyacentes en general.

Epilogo

De acuerdo al diccionario de Oxford, el adjetproteico significa: “que tiende o puede
cambiar con frecuencia o facilmente”; “capaz de hacer muclsas clifererds”. La etimologia
de proteico es Proteo, anciano Dios del mar en la mitologia griega. EltjwmfBroteo se
caracteriza por modificar su apariencia con la intensién de essendewitar predecir el futuro
a aquellos que se lo requieran. Los sinénimmprdteico se apoyan en esta particularidad del
Dios del mar: adaptablesambiante, mudablenutable, voluble, veleidoso, versativariable,
vacilante, inconstante, inconsistente, inestable, fluctuantéblée liquido, labil y polifacético.
Asi como tanbién se establecen los antonimos: inmutable e invariable. Leadidst de la
estructura tridimensional de una proteina, se aproxima mas su antjuéna su significado. El
pintor surrealista René Magritte ilustra este concepto en sunobeatraLa tracién de las

imagenesEl cuadro al 6leo consiste en la imagen de una pipa y la ingeripg€leci n'est pas
une pipé. Burlescamente el autor expresa que la representaciéon de umeompauna pipa. Del
mismo modo, la representacion tridimensional de una proteina leaescap definicidn.
Rindiendo un humilde homenaje a René Magritiesté no es una proteiha

En el presente trabajo de tesis se estudiaron algunas arissasdiifuncional proteina
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E2 de papilomavirus humano. Su inestabilidad confoiomal desemboca emolifacéticos
agregados solubles de tipo amiloideo. Su flexible interaccion con ADAGaptable estructura
dimérica, labil a minimas vacilaciones en su entorno, y su \Vereatportamiento sinérgico

convergenen una fina regulacionetl ciclo infeccioso viral coordinada con la maquinaria del

huésped.
Tesista Director de Tesis
Lic. Mariano Dellarole Dr. Gonzalo de Prat Gay
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