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INTRODUCCION

Importancia de la interaccion DNA-proteina

El concepto de cémo una proteina puede interactuar de manera especifica con
otra molécula es de suma importancia para poder comprender procesos biolégicos a
nivel molecular. Entre las primeras ideas propuestas para explicar la especificidad se
encuentra la de Fischer (1890), quien introdujo el concepto de “cerradura-liave”, el
cual propone que existe una complementaridad estructural entre el sitio de
interaccion de la proteina y la molécula a la que se une. Esta idea ha evolucionado y
en la actualidad se acepta que existe una complementaridad no sélo estructural, sino
que se dan interacciones de varics tipos entre la proteina y la molécula con la que
interactda, éstas son del tipo de puentes de hidrégeno, van der Waals, puentes
salinos, interacciones hidrofébicas, flexibilidad, etc. Todo ésto da como resultado que
la unién de la proteina con su ligando posea una energia libre menor que la de cada
molécula por separado, de tal manera que la union se ve favorecida (1).

La interaccién DNA-proteina se presenta en muchos procesos bioldgicos, tales
como el mantenimiento de la informacién génica, la diferenciacion celular, la
transduccién de sefiales, etc. Estas interacciones pueden ser para mantener la
informacién del DNA o para regular la expresién de la informacién. En el proceso de
regulacion de la expresién genética intervienen proteinas, ya sea de manera directa o
indirecta (2). Entre las que interactian de manera directa podemos mencionar las

proteinas que favorecen o inhiben la transcripcién de genes especificos; cuya accién



se da al interactuar con las sefiales del gen en cuestién y/o con las proteinas que
intervienen en la transcripcion (3). Entre las indirectas podemos mencionar aquéllas
que modulan el estado de enrrollamiento del DNA (girasas), ya que dependiendo del
enrollamiento, se puede o no transcribir un gen, asi como las que modifican al DNA al
introducir grupos que modulan la unién de proteinas (metilasas) (4). La unién puede
ser especifica sobre una secuencia en particular o no. En este uitimo caso la union se
da fundamentalmente por atracciones electrostaticas; el DNA es una macromolécula
de carga negativa y la proteina puede contener zonas de carga positiva (5). Las
proteinas cuya interaccion es dependiente de la secuencia del DNA son las
directamente responsables de modular muchos procesos importantes ya

mencionados. Esta interaccion se analizard con mas detalle en esta introduccién.

La primera pregunta que surge al tomar este problema es:

DNA?,

Existen dos modelos que tratan de explicarlo. El primer modelo llamado de |ectura
directa propone que la especificidad esta determinada por los grupos funcionales que
presenta cada base del DNA en el surco mayor, que es donde el DNA tipo B presenta
grupos que permiten que se puedan diferenciar las cuatro bases, mientras que el
surco menor sélo permite saber si es un par A:T o G:C (Figura 1) (6). En la actualidad
se conocen varios ejemplos que apoyan este modelo. Asi, en represores y
activadores tanto procariontes como eucariontes se han hecho estudios bioguimicos,
estructurales y genéticos que lo apoyan. En estos ejemplos se observa que la

sustitucién de un residuo de amincdcido puede originar el cambio o ampliacién de la



especificidad. Ademas cuando existen datos estructurales es posible observar que
estos residuos se encuentran cercanos a ios grupos de las bases (Figura 1) (7).
Recientemente han aparecido ejemplos donde la especificidad esta dada también por
residuos que contactan el surco menor (8).

El segundo modelo llamado de jectura indjrecta propone que la especificidad
estd mediada por contactos con el esqueleto del DNA, y que estos contactos son
dependientes de la estructura del DNA (9). Este modelo se invoca, por ejemplo, en el
caso del represor del operén de triptofano, del cual se conoce la estructura
tridimensional en complejo con su DNA blanco. En esta estructura se observa que los
contactos de la proteina con el DNA se dan principalmente con los grupos fosfato. De
manera sobresaliente se obsérva que los residuos de aminoacidos que pueden estar
contactando las bases no son importantes para la especificidad, ya que, cuando se
alteran, ésta no se modifica (10). La aplicacién de este modelo esta en debate para el
caso del represor de Trp, ya que se duda que el DNA usado en el complejo presente
la secuencia especifica. Actualmente se acepta que el DNA en solucién es polimérfico
y que las variaciones estructurales que presenta son dependientes del contexto en
que se encuentre (11).

En la actualidad se ha observado gue los dos modos de interaccién pueden
ser relevantes para explicar la alta especificidad que tienen las proteinas que
interactian con DNA, que los dos procesos se dan durante la formacién del complejo
y que dependiendo del sistema, uno de los dos procesos puede ser el principal

determinante de la especificidad (7).



D Mayor A Me.

Figura 1. Patrén de puentes de hidrégeno que se pueden formar
entre el DNA y una proteina.

A denota un atomo que puede actuar como aceptor y D un &tomo que puede actuar
como donador en un puente de hidrégeno. Mayor y menor se refiere a los surcos del
DNA. X indica que no se dan interacciones con este &tomo



TEMAS ESTRUCTURALES DE PROTEINAS QUE INTERACTUAN
CON DNA

Los estudios estructurales de las proteinas que interactian de manera
especifica con DNA han demostrado la existencia de motivos © temas estructurales
que se repiten en estas proteinas. A continuacién mencionaré los motivos que se
conocen y algunos ejemplos de ellos.

HELICE VUELTA HELICE: Este tema estructural se observa en represores

procariontes (Cro, Cl, etc) y una estructura parecida se encuentra también en

proteinas homedticas (homeodominio). Este tema estructural consta de dos a-hélices

conectadas por una pequefia vuelta B (generalmente 4 residuos). Las a-hélices

poseen regiones gque se conservan en este tema estructural, como son las cargas

netas y, en algunos casos, residuos que son importantes para la formacién y

estabilidad de las a-hélices. Estos residuos forman puentes de hidrégeno con los

oxigenos de los grupos fosfato del DNA y contactos entre las hélices, ayudando asi a
la estructura y ubicacién del motivo en el DNA. La hélice amino terminal contacta el
esqueleto del DNA y la carboxilo terminal se introduce en el surco mayor contactando
las bases (Figura 2)(12).

DEDOS DE ZINC: Este motivo se observa en diversas protefnas activadoras
eucariontes. El zinc no contacta al DNA, sino que paiticipa en la formacién del médulo
que interactia con el DNA. En la actualidad se han descrito varias subfamilias de

este tema estructural. La divisiéon se basa en la manera en que el zinc es unido y Ila
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estructura del médulo que interactua con el DNA. Se han propuesto tres subfamilias;
la primera es la mas conocida y consta de médulos de 30 residuos de aminoacidos

con un ion de zinc unido a dos cisteinas y dos histidinas. En esta subfamitia se
encuentra el factor TFI!A, cuyo dominio consta de dos laminas B y una hélice 310,

formando una estructura globular (Figura 2)(13). La segunda subfamilia es un
dominio de aproximadamente 70 residuos de aminoacidos encontrado en receptores
de esteroides y moléculas parecidas a estas hormonas, consta de dos iones de zinc
unidos por 4 cisteinas cada uno. La tercera contiene dos iones de zinc unidos a la
proteina por 6 cisteinas y se ha encontrado en levaduras (represor GAL4).

CIERRE DE LEUCINA: Este tema estructural no contacta de manera directa al
DNA, sino que permite la dimerizacion de la proteina y se ha observado en proteinas
eucariotas que intervienen en la diferenciacién celular como son cFos, cdun, etc.
Dependiendo de la proteina que se trate, ésta puede unirse al DNA como
homodimero, heterodimero o de ambas maneras. Este motivo permite que se formen
heterodimeros, con lo cual se puede ampliar el repertorio de especificidades. Se
llama cierre de leucina ya que estas se encuentran cada 7 residuos de aminoacidos,
al formarse la a-hélice, estas leucinas se exponen en una cara de la hélice,
permitiendo que se unan dos hélices, interaccionando paralelamente por fuerzas
hidrofébicas. En el extremo amino terminal se encuentra el dominio que se une a
DNA que en algunos casos es también una hélice, ésto ultimo se ha observado en el

dominio que une a DNA de la proteina GCN4 (Figura 2)(14).



LAMINA B: Este dominio que se observa en proteinas diméricas como ef represor
ARC del fago P22 y en el represor METde E. coli. EI dominio consta de dos laminas B

antiparalelas (una de cada monémero) que se introducen en el surco mayor. El DNA
blanco en el complejo se encuentra distorsionado, lo que permite que se formen

contactos con las bases que de otra manera no se establecerian. La estructura se

forma de la contribucién de una lamina B de cada mondmero del dimero (Figura
2)(15).
HELICE-ASA-HELICE: Este tema estuctural permite la dimerizacion de proteinas
con ellas mismas o con proteinas que contienen cierre de leucina. Por lo general
estas proteinas posee una zona basica que es la que interactia con el DNA de
manera especifica. Este tema se observa en proteinas que intervienen en la
diferenciacién celular, entre las que podemos mencionar a MyoD (16).

Existen otras estructuras que se han observado, pero que son ejemplos Unicos,

por lo que se mencionaran brevemente. En el factor TFIID se observa una lamina B

antiparalela que se encuentra curveada (17). De esta estructura parten las cadenas

laterales de los residuos de aminoacidos que dan la especificidad. En el dominio de

unién a DNA de la proteina de!l papillomavirus-1 bovino E2, se observa un barril B, al

cual se le une el DNA para establecer los contactos especificos (18).

Por aitimo mencionaré brevemente la estructura que se observa en dos
enzimas de restriccién del tipo |l y que no presentan ninguno de los temas
estructurales que se han mencionado. En la endonucleasa EcoRV se observa que los

contactos directos se establecen a partir de dos asas proteicas que contactan en
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surco mayor y menor (19). En la endonucleasa EcoRl se observa que los contactos
directos se establecen a partir de dos hélices proteicas que se introducen en surco
mayor, asi como un segmento de estructura no periédica que corre a lo largo del
surco mayor del DNA al cual se une (Figura 3).

En la actualidad no se ha observado que exista un cddigo unico de contactos
entre las bases y los residuos de aminoacidos. Asi, por ejemplo, un residuo puede
contactar diferentes bases, dependiendo del contexto en que se encuentre. También
una base puede ser contactada por varios residuos a la vez (2). Ademas se han
observado diversos tipos de deformaciones e interacciones novedosas dentro de las

bases del DNA (20).



Finper3 COOre

Figura 2. Temas estructurales en protefnas que interactian con
DNA.

A) Hélice vuelta hélice. B) Dedo de zinc. C) Cierre de Leucina. D) Lamina B.
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Figura 3. Estructura terciaria de las endonuclesas EcoRV y
EcoRl.

A) Vistas de la estructura terciaria de la endonucleasa EcoRI.

B) Vistas de la estructura terciaria de la endonucleasa EcoRV
Para mayor claridad la proteina se muestra como listén y el DNA por barras
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SISTEMAS DE RESTRICCION Y MODIFICACIO

Los sistemas de restriccion-modificacién (RM) se encuentran presentes en
muchas especies de bacterias, y funcionan como un sistema inmune para destruir
DNA extrafio que penetre en ia célula. Estos sistemas constan de dcs distintas
actividades, la primera es la de modificacién de! DNA: que consiste en una
metiltransferasa que metila las citosinas y las adeninas de secuencias especificas. La
segunda actividad consiste en enzimas de restriccién que hidrolizan enlaces
fosfodiéster del DNA en los mismos sitios que la metiltransferasa reconoce. Estas
enzimas de restriccién solo pueden cortar el DNA mientras éste no este mietilado por
la accion de las metiltransferasas antes descritas. Cuando no existe esta actividad y
esta presente la actividad de endonucleasa, la célula muere, debid% a que la
endonucleasa corta el DNA gque no se encuentra metilado. La falta de la actividad de
endonucleasa en una célula sélo ocasiona que sea mas sensible a la injeccién por
DNA extrafio. Estos sistemas se conocen desde los afios 50°s, cuando Luria y Human
observaron un comportamiento diferencial a la infeccién por fago en distintas cepas
de E. coli (21). En la actualidad se han encontrado cuatro clases de estos sgistemas:
Tipo l.- Estos sistemas son complejos y consisten de tres proteinas, S, Ry M que
forman un complejo que restringe y modifica el DNA. Para cortar requigren como
cofactores Mg++, S-adenosilmetionina y ATP. Para modificar| solo S-
adenosilmetionina. El corte ocurre a distancias variables de la secuencia que
reconocen. La subunidad S determina la especificidad (22).

Tipo Il.- Estos sistemas son los mas simples y diversos. Las actividades de

11




modificacién y restriccion se encuentran en proteinas separadas. La secuencia que
reconocen es generalmente palindrémica y consta de 4 a 8 nucleétidos, el corte lo
realizan generalmente en la secuencia que reconocen. La actividad de corte requiere
Mg++ y la de metilacién S-adenosiimetionina. Existe un subtipo llamado lls que se
diferencian en que reconocen secuencias no palindrémicas y el corte lo realizan a
distancias considerables de la secuencia que reconocen. Estos sistemas son
ampliamente utilizados en la manipulacién del DNA (22).

Tipo .- La actividad de restriccién y modificacién se encuentra en un complejo
formado por una proteina M y otra R. La proteina M se autometilay la R requiere ATP
para el corte, el cual es estimulado por S-adenosilmetionina. El sitio de
reconocimiento solo presenta una hebra metilada, el corte es inhibida por la
presencia de otros sitios metilados cercanos. El corte lo realizan a distancia del sitio
que reconocen (22).

Tipo 1V.- La actividad de restriccién y modificacién se encuentran en una sola
cadena polipéptidica, pero ademas existe otra proteina que solo tiene la actividad de
modificacion. Estos sistemas, se piensa, son un intermediario evolutivo que da origen
a los sistemas del tipo Il y Ill. El corte lo realizan a una distancia determinada del sitio

que reconocen (23).
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SISTEMAS DE RESTRICCION-MODIFICACION DEL TIiPO I

Como ya se mencioné las actividades de corte y modificacién se encuentran en

proteinas diferentes. Las secuencias que reconocen son simétricas y constan de 4 a 8
pares de bases, pudiendo tener bases intermedias qua no son especificas. En la
mayoria de los casos la endonucleasa opera como dimero y la metiitransferasa de
mayor tamafio como mondmero. La organizacién de los dos genes es variable, pero
en la mayoria de los casos estan contiguos.
La subfamilia lls reconoce secuencias asimétricas, que no estdn interrumpidas, cuya
longitud varia de 4 a 7 pares de bases. La endonucleasa realiza el corte fuera de la
secuencia que reconoce a una distancia que varia de 1 a 20 pares de bases. La
endonucleasa es monomérica y de mayor tamafo que la metiltransferasa. La
metilacién la realizan dos metiltransferasas, una para cada hebra y en algunos casos
el nucledtido modificado es diferente en cada hebra (21). Las caracteriticas que se
mencionan a continuacién se refieren a [a primera subfamiiia.

El mecanismo de accién de la endonucleasa involucra al Mg++ como cofactor
para promover un atague nucleofilico sobre el fosfato, favoreciendo la transicién del
grupo fosfato de una geometria tetrahédrica a trigonal bipiramidal. El corte ocurre con
la inversion de la configuracién del enlace fosfodiéster, generando un extremo 5P y
un 3°0OH (Figura 4) (24).

En la actualidad se han encontrado dos grupos de endonucleasas del tipo Il;
esta division se basa en si necesitan el cofactor para reconocer su secuencia blanco

o no. El primer grupo se llama SEL (specificity early and late) y comprende aquellas
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enzimas donde la especificidad se manifiesta en ausencia o presencia del cofactor,
un ejemplo es EcoRI. El segundo grupo se llama SLO (specificity late only), son
aquellas que necesitan ia unién del Mg++ para poder alcanzar su especificidad, un
ejemplo es EcoRV (25).

Cerca de 100 sistemas de restriccion modificacion del tipo H han sido
secuenciados y 50 publicados. En estos se han observado muy pocos casos con
similitud global de secuencia. Por ejemplo, en las metiltransferasas se ha observado
que se conservan varios segmentos de la proteina, que so creen estan involucrados
en la unién del cofactor S-adenosilmetionina; en la interaccién con la base que
metilan asi como en la catdlisis. En las endonucleasas se ha encontrado poca
homologia, aun en casos en que se trata de proteinas que reconocen la misma
secuencia (isoisquizémeros) (HgiBl y Sinl). Existen otros ejemplos donde los
isosguizémeros presentan una alta homologia (EcoRl y Rsrl, 55% a nivel de a.a.), lo
que habla de una divergencia relativamente reciente, pero no de la evolucién global
de los sistemas de restriccion y modificacion del tipo H. Lo que si se observa es que
los genes de las endonucleasas del tipo il son ricos en pares AT con respecto al
organismo que los porta. Se ha especulado que esta similitud se puede deber a que
estos sistemas se originaron de un crganismo cuyo genoma era rico en pares A:To a
que sea una manera en la que se regula le expresién del gen (22). La evolucién de
estos sistemas es dificil de entender, ya que implica una coevolucién donde el cambio
de especificidad de una de las proteinas puede ser perjudicial al organismo que lo
porta, si la otra proteina no ha cambiado su especificidad (La presién selectiva para

los sistemas de restriccién-modificacién: es especificidad y catalisis).
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ENZIMAS DE RESTRICCION DEL TIPO I

En esta seccién mencionaré solo las caracteristicas de dos enzimas de

restriccion: EcoRV y EcoRl, que son las que han sido caracterizadas en mayor detalle.

EcoRV

Esta enzima reconoce la secuencia 5"GATATCS3’, cortando entre la Ty A,
centrales generando extremos rasurados. La accién de esta enzima se inhibe cuando
se encuentra metilada la adenina central en el N6. Se conoce la secuencia del gen
que codifica para esta proteina; su producto se ha purificado y se conoce la estructura
tridimensional de la proteina sola, en complejo con DNA no especifico y especifico
(26). La enzima necesita Mg++ para poder alcanzar su alta especificidad, (27). La
unién del Mg++ se potencia cuando se encuentra unida a su DNA blanco. Esto sugiere
que la catdlisis y el reconocimiento se encuentran estrechamente relacionados (28).
EcoRV actlia como dimero e interactia con el DNA de manera simétrica. Cada
mondémero introduce dos asas proteicas al DNA, una al surco mayor y la otra al
menor. La deformacién que presenta el DNA en el complejo especifico, que es
dependiente de la unién de la proteina, puede contribuir a la especificidad. Se
observa que solo se establecen contactos con los dos pares de bases externos del
sitio de reconocimiento, tanto en el surco mayor como en el menor. También se
observan contactos con los grupos fosfato del sitio de reconocimiento y algunos
aledafios (Figura 3).(19). Se han modificado los residuos de aminodcidos que

pueden estar contactando las bases, no se ha logrado alterar la especificidad (29).

16



Los residuos que pueden ser parte del sitio catalitico, tienen su contraparte en la
enzima EcoRl y, probablemente, en otras enzimas de restriccién, por lo que se piensa
que el modo de catalisis puede ser similar. Llama la atencién, sin embargo, que las
estructuras globales de las dos enzimas no esten relacionadas a pesar de realizar

actividades similares (26).

EcoRI

La endonucleasa EcoRl fue la primera enzima de restriccién finamente
caracterizada. Se conoce la secuencia nucleotidica del gen que la codifica, se
expresa en E. coli en grandes cantidades, y se conoce la estructura tridimensional en
complejo con DNA especifico. Esta enzima actia como dimero y reconoce la
secuencia 5'GAATTCSI’, e hidroliza el enlace fosfodiéster entre 1a guanina y la
adenina. Su actividad de corte se inhibe cuando se encuentra metilada la adenina
central en el N6. Para unirse de manera especifica, la endonucleasa no requiere
Mg++. aunque si para la hidrélisis (20). Se han hecho muchos estudios para tratar de
modificar la especificidad de esta enzima. Muchos de estos estudios se realizaron sin
el conocimiento de la estructura tridimensional y de ellos se logré identificar dos
zonas importantes para su actividad. Con la aparicién de la estructura tridimensional
se observé que estas zonas se encontraban cercanas al DNA, pero curiosamente
cambios en estas zonas no dan origen a una especificidad alterada. Cuando se
obtuvo un nuevo conjunto de datos y se pudo refinar la estructura, se observé que se
encontraba mal trazada la cadena polipétidica. En la nueva estructura (de la cual solo

los carbones alfa han sido depositados) se observa que existen mas residuos
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implicados en la interaccion con el DNA, lo que explica porque los primeros estudios
no lograban alterar la especificidad (30). En la actualidad existe un modelo
estructural y funcional que se basa en datos estructurales y genéticos que es mas
completo (31). Los residuos implicados en reconocimiento directo son los siguientes:
gin 115, met 137, ala 138, gly 140, asn 141, arg 145, ile 197, arg 200 y arg 203
(Figura 5). Estos hacen contacto directo con las bases del sitio de reconocimiento, con
la excepcién de arg 200 y arg 203 que contactan la guanina a través de una molécula
de agua. Los implicados en catélisis son: asp 91, glu 111 y lys 113, Aigunos de los
residuos implicados en reconocimiento también lo estan en catélisis, como es gin
115. Ademés existe un residuo que no esta contactando directamente al DNA, pero la
sustitucién del mismo, origina un relajamiento de la especificidad (31).

En la estructura refinada se observa que la enzima modifica la conformacion del DNA,
aunque no como en el caso de la EcoRY, puesto que EcoRI amplia el surco mayor,
en lugar de cerrarlo. Se observa que la enzima contacta grupos fosfato dentro y fuera
del sitio que reconoce; los contactos con las bases se dan por el surco mayor y las
cadenas laterales parten de dos hélices y un segmento proteico estructurado que
corren por el surco mayor (Figura 5) (20).

En la actualidad se han construido muchas variantes de esta proteina, y
pueden ser agrupadas en aquellas que alteran la especificidad, las que alteran su
actividad catalitica y las que no modifican las propiedades. Entre las que modifican su
actividad hay mutantes que involucran residuos de aminodcidos que pueden formar
parte de su sitio activo y los que pueden estar contactando el DNA de manera directa.

Por otro lado las proteinas cuya especificidad esta alterada también presentan
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residuos que pueden o no contactar las bases. Las mutantes con la actividad alterada
no presentan un cambio de especifidad, s6lo presentan un relajamiento de la misma
(32). Todo esto, asi como evidencias donde se ha modificado el DNA del sitio de
reconocimiento han llevado a proponer que la especificidad no sélo se da durante la
unién, sino que también durante el proceso que lleva al estado de activacién de la
enzima (33). Esto se puede entender si se postula que para la catdlisis se dan
contactos adicionales que no se observan en la estructura del complejo que esta sin
Mg++ (32). Hasta el momento no se ha podido cristalizar el complejo en presencia de
Mg++, pero se ha observado que al adicionar Mg++ al cristal por difusién, la estructura

de la proteina se modifica ligeramente (20).
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Figura 5. Contactos que se establecen entre la EcoRl y el DNA
candnico.

A) Se muestran los elementos estructurales de donde parten las cadenas laterales de
los residuos de aminoacidos que se proponen contactan al DNA. B) Se muestran los
mismos elementos estructurales y el DNA con el sitio canénico. C)Representacién
esquematica de los contactos que se establecen entre el DNA y la proteina. D)
Grupos fosfoto que contacta la endonucieasa.
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ENFOQUES PARA EL ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA-FUNCION
DE PROTEINAS

En el estudio de la relacion estructura-funcion de una proteina es Util alterar la
estructura primaria de la misma, ya sea de manera directa o indirecta. Para elegir la
zona de la proteina que se quiere modificar se usan datos estructurales, bioquimicos
y genéticos. Cuando no existen estos datos se puede modificar de manera
generalizada y buscar mutantes que posean las caracteristicas deseadas, para
después caracterizar los cambios y con ello elaborar un mapa de las zonas que son
importantes para cierla funcién. Para modificar la proteina se presentan dos
alternativas:

1} Alteracién directa de la proteina por medioc de agentes quimicos que
reaccionan de manera especifica con grupos quimicos de los residuos de
aminoacidos.

2) Modificacién indirecta, a través del gene que codifica para la proteina.

Aunque cualquiera de estos enfoques puede, en principio, lograr cambios funcionales

en las proteinas, la modificacién a través del DNA resulta més conveniente para

realizar ingenieria de proteinas, por su mayor versatilidad en la manera de introducir
los cambios en éstas.

Por otra parte, existen diversas metodologias que pueden agruparse en:

1) Mutagénesis generalizada, es decir, se realiza sobre todo el gene.

2) Mutagénesis regién-especifica, se efectiia sobre una porcién del gene.

Con la mutagénesis regidn-especifica es posible disefiar cuales y cuantos cambios se
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introduciran en una porcion deseada del gene e incluso a varias porciones en el
mismo gene. Esto es importante ya que, los residuos de aminoacidos implicados en
una funcién, por io general se encuentran lejanos en la estructura primaria de la
proteina, pero cercanos en la estructura tridimensional. Ademas, no siempre es
posible predecir cual es el cambio o los cambios necesarios para lograr la funcién
deseada, por lo que también es necesario mutagenizar por diversos aminoacidos en
las regiones involucradas en la funcion. Una de las metodologias ampliamente
utifizada que permite realizar, con este detalle y reproducibilidad, las modificaciones
en las proteinas, es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Esta consiste en la
amplificacién ciclica de un segmento de DNA a partir de oligonucleétidos que
flanquean la zona elegida. Los oligonucleétidos pueden portar mutaciones que son
introducidas al fragmento amplificado. La temperatura de la reaccién es variada para
permitir la desnaturalizacién , hibridizacién y polimerizacién del DNA. Este ciclo es

repetido de manera ciclica, con lo que se logra amplificar el DNA de interés (34).
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ANTECEDENTES

La enzima EcoRl es una proteina que se utiliza mucho en el estudio de la
relacion estructura-funcién de proteinas que interactiian con DNA ya que se conoce [a
estructura en complejo con su DNA blanco es de un tamafio mediano (277 aa.}, se
conocen muchos datos bioquimicos y genéticos, asi como modelos experimentales
que permiten estudiar su actividad in vivo e in vitro. En el laboratorio se cuenta con el
gen de la endonucleasa EcoRl en un plasmido bajo el promotor inducible Lac UVS, y
la metilasa en un pldsmido compatible. Previamente en el laboratorio se realizé un
estudio de mutagénesis combinatoria dirigida sobre residuos implicados en la
especificidad de la endonucleasa. Este trabajo mostré que los residuos 144, 145y
200 al ser modificados de manera combinatoria, no dan como resultado una proteina
con la especificidad alterada (35). Los datos anteriores, la rectificacion de la
estructura tridimensional de la endonucleasa EcoRl, asi como evidencia genética que
involucraban a otros residuos en la especificidad guio a nuestro grupo a realizar una
mutagenesis combinatoria de la zona implicada en el reconocimiento. Existe
evidencia genética, bioquimica y estructural que soporta la implicacién de esta zona

en el reconocimiento (20).
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OBJETIVOS

En este trabajo se eligieron tres zonas de residuos de aminoacidos a mutar:
1.- La posicibn R200, que se encuentra cerca de la guanina del sitio de
reconocimiento.
2.-La zona 137-145, que es donde se observa una mayor superficie de contacto entre
los residuos de amino&cido y el DNA.
3.-La posicién 114 que se encuentra un poco alejada de! DNA, pero en donde se
conoce una mutante en este residuo de aminoacido que tiene alterada su
especificidad (relajada).
La eleccién de estos residuos ademas, se basé en el hecho de que se encuentran
conservados en Rsrl, que es una enzima que reconoce la misma secuencia y es
homdloga, con un 55% de residuos de aminoacidos idénticos (36).

El objetivo del trabajo es caracterizar la importancia de estas zonas en la
determinacién de la especificidad. De estd manera, se espera contribuir a determinar

el mecanismo que contribuye a lograr la alta especificidad de esta proteina.
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MATERIAL Y METODOS
Disefio de los oligonucleétidos mutagénicos y para amplificar el
gen de la endonucleasa

EcoMut114

1) 5 -CTTTACCTTGNNG/CICTTTGGCTTCAGC-3

EcoMut137-145

2) 5’AGATCAAGATCTNNG/CTNNG/C2NNG/C3NNG/CANNC/CSNNG/CENNG/CINNG/CENNG/CSTCT

CATAAGAATATATCT-3'
EcoMut200

3) 5-ATAATTAGGTGCAGTTAGTCGATCTAANMNG/C! TATTTAATATACCAGA-3’
EcoHindlll

4) 5'-GAAATAAATGAAGCTTTAAAAAAA-3®

EcoRevSec

5) 5-AATGCTTTTGTCTTTATGATTTAC-3’

El oligonucleétido 1 introduce mutaciones en el codon 114; el oligonucledtido 2
en los codones 137-145 y el 3 en el coddn 200 del gen ds la endonucleasa EcoRl. En
la mayoria de los codones a mutar, se introduce una mezcla controlada del codén
silvestre y de 32 codones, que codifican para los 20 aminodcidos (incluyendo,
inevitablemente, un codén de término). Esta mezcla, al introducirse a tasas
controladas, permite tener una poblacién de mutantes cuya distribucién incluye
reemplazos sencilios, dobles y triples de manera mayoritaria. La porcién de codén

mutante se muestra en la Tabla 1, los nimeros superiores en los oligonucleétidos
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indican el codon que se muté.
Construccion del pldsmido pKGS meti

En el laboratorio se contaba con un pladsmido donde se tenia el gen de la
metilasa y la endonucleasa en cis, pero esta construccion no tenia sitios de restriccion
Unicos que son importantes para la mutagénesis de! gen de la endonucleasa. Para
quitar los sitios no deseados (Hindll y Pstl), se realizaron digestiones parciales con
Hindlll (a temperatura ambiente y en el buffer recomendado por el distribuidor) y se
purificé la fraccién que correspondia a plésmido lineal. Para destruir el sitio, se
repararon sus extremos usando la enzima Klenow para posteriormente ligar el
plasmido sobre si mismo. Esto ocasiona que desaparezca el sitio. Para seleccionar
las contrucciones que perdieron el sitio adecuado, se tranformé el pldsmido y se
seleccionaron aquellas transformantes que presentaban actividad. Este
procedimiento se repitié con la enzima Pstl. Cuando se quitaron los dos sitios, se

validé por una doble digestién (Hindlll/Pstl).
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TABLA 1

aa codon % aa codén %
M137 NNG/C1 20% 1143 NNG/C7 20%
A138 NNG/C? 20% E144 NNG/Cs 50%
A139 NNG/C? 50% R145 NNG/Ce 50%
G140 NNG/C4 50% R200 NNG/C1o 50%
N141 NNG/Cs 50% H114 NNG/C11 100%
A142 NNG/C¢ 20%

Tabla 1. En esta tabla se muestra la proporcién de la mezcla mutagénica (NNG/C)
que se introdujé en cada coddn a mutar. La porcién restante corresponde al codén
silvestre. Donde N representa una mezcla equimolar de las cuatro bases y G/C una
mezcla equimolar de estas dos bases. Esto da como resultado una mezcla de 32
codones, entre los que se encuentran representados los 20 aminoécidos y uno de
término. Ademads esta mezcla da como resultado codones que son utilizados
preferencialmente en E. coli. La letra a la derecha del numero del codén
mutagenizado indica el aminodcido que codifica el coddn original (A, alanina; R,
arginina; N, asparagina; D, asparico; C, cisteina; Q, glutamina; E, glutéamico; G,
glicina; H, histidina; |, isoleucina; L, leucina; K, lisina; M, metionina; F, fenilaianina; P,
prolina; S, serina; T, treonina; W, triptofano; Y, tirosina y V, valina.

Para calcular el tamarfio de la poblacén a rastrear para obiener una mutante en
particular se uso la siguiente formula:

Donde f es la frecuencia de aparicién de una mutante en particular; N es el tamafio
del banco a muestrear para obtener una mutante en particular y p es la probabilidad
deseada de obtener una mutante en particular.
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Introduccion de las mutaciones en el gen de la endonucleasa

EcoRI

Las mutaciones se crearon por medio de oligonucledtidos, usando la técnica
de PCR. El disefio de los experimentos de PCRs se muestra en la Figura6 y 7. Las
condiciones de la PCR se dan en los pies de las mismas. Las condiciones de la
reaccién son las recomendadas por el distribuidor de la enzima Taq polimerasa
(Promega).

El producto de la PCR cuando se usaron los oligonucledtidos EcoMut200 y
EcoMut137-145 se digiri6é con las siguientes enzimas de restriccion Bglll/Pstl. En este
caso, las condiciones de! medio de reaccién fueron las siguientes: 50 mM Tris-HCI, 10
mM MgCl2, 100 mM NaCly 1 mM Ditioeritritol, pH 7.5. La digestién se incubd a 37°C
durante 12 hrs. Cuando el producto provinc de la PCR que usé los oligonucieétidos
EcoHindllIlVEcoMut114/EcoRevSec, se digirié con Hindlll/Pstl en el siguiente buffer: 10
mM Tris-HCI, 10 mM MgCi2, 100 mM NaCly 1mM DTT, pH 7.5.

Se verificd el tamaiio del producte de la PCR y se purificé de gel de acrilamida
al 7%. Para purificar se corté la banda del gel y se eluydé durante 12 hrs. en 0.5 ml
buffer BE (0.3 M acetato de sodio pH 4.8, 4 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 8 y 0.2%
SDS8); se retiré el fragmento de acrilamida y el DNA contenido en el buffer de elucion

se precipité con etanol y se resuspendio en agua. El DNA se cuantificé en gel de

acrilamida al 7%. Para visualizar el DNA se tifiidé con bromuro de etidio (10 pg/mi).

El gen de la endonucleasa esta clonado en dos vehiculos, el pKGS y pKGS

28



meti (Figura 8). La expresién del gen de la endonucleasa esta bajo el control del
promotor lac UVS. En el primer plasmido sélo se cuenta con la endonucleasa y en el
segundo, la endonucleasa y la metilasa EcoRl. El gen de la endonucleasa que
usamos porta una mutacién (E160-D), que permite que una cepa pueda soporar la
presencia del gen de la endonucleasa en ausencia de la metilasa EcoRl en
condiciones de represion (37).

Para introducir las mutaciones en el gen de la endonucleasa (Figura 6 y 7), se digirié
este con las enzimas adecuadas. En este caso, la purificacién se realizé en gel de
agarosa al 0.8%. Para purificar se corrié el gel en buffer TBE, se tifii6 con bromuro de
etidio y se cortd la banda. La banda se homogenizo haciendola pasar por una jeringa,
se le afadio 3 volumenes de fenol y se mezclé. Se congel6 durante 15 minutos en
hielo seco-etanol y se centrifugd a 12 Krpm durante 15 minutos. Se tomé la fase
acuosa (la orgénica se descanta). Se realizd una extraccidon fenol/cloroformo y se
precipitd. Se resuspendid en buffer TB o agua y se cuantifico.

El producto digerido de la PCR se ligo con el plasmido digerido con las
enzimas adecuadas, la relacion molar de plasmido inserto fue 1:10. La reaccién de la
ligasa se realizé a 16°C durante 12 hrs, en buffer de reaccién que contiene 66 mM de
Tris-HCI, 5 mM de MgClp, 1 mM de dithiorithreitol y 1 mM de ATP a pH 7.5.

El producto de la ligacién se usé para electrotransformar células de E. coli.
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Electrotransformacion de células de E. coli

Para preparar las células competentes se crecid un cultivo (11 a 37°C y 200
rpm) a una D.O. de =0.6 a 560 nm. El cultivo se colocd en hielo durante 15 minutos.
Se colectaron las células por centrifugacién (5000 rpm a 4°C) y se resuspendieron en
un volimen de agua estéril. Se repitio la centrifugacion y se resuspendioé en la mitad
del volimen original. Se centrifugaron y se resuspendieron en 20 mi de glicerol ésteril
al 20%. Se centrifugaron las células y se resuspendieron en 2 ml de glicerol al 20%,
se tomaron alicuotas de 40 pl y se congelaron en hielo seco-etanol. Se almacenaron
a -70°C (38). Para transformar, se tomaron las células, se dejaron descongelar en
hielo, se les adiciond el DNA para transformar y se colocaron en una celda de 1mm
de separacién entre los electrodos. Se le aplicé un pulso de 1.6 kV, 25 pfd y 200
ohms. Se resuspendieron en medio SOC (38) y se recuperaron durante 1 hora a
37°C, y se platearon en cajas de luria sélido que contenia el antibiético adecuado
para seleccionar las transformantes. Este método dié eficiencias de transformacién

del orden de 1x107 colonias/ig de DNA superenrollado.

Métodos de seleccidn de mutantes

Seleccién por medio de fenotipo

Este método se basa en el siguiente fenédmeno: cuando una célula porta el gen

silvestre (nosotros ie llamamos silvestre, pero porta una mutacién en la posicién 160)

de ia endonucleasa en ausencia de la metilasa, el crecimiento de la célula es pobre

(plana) y la colonia es transkicida (baja densidad celular). Cuando se induce la

expresion del gen, la célula muere, debido a que el DNA de la célula es cortado por la
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endonucleasa. De esta manera, se pueden detectar aquellas mutantes que preservan
actividad, por el fenotipo que presenta la colonia: entre més activa sea 1a mutante,
menor es el crecimiento de la colonia (35). En un experimento se transforman células
de E. coli (JM101), con la mezcla de pldsmidos mutantes y se seleccionan en cajas
de luria sdlido con 25 pg/ml de kanamicina. Se toman aquellas colonias que
muestren una baja densidad celular (indicativo de la actividad de Ia endonucleasa). A
las mutantes seleccionadas se les analiza el comportamiento que muestran cuando
se induce la expresién del gen, ésto se logra con 0.5 mM de IPTG. Dependiendo de la
actividad de la mutante, la colonia presentara diversos grados de crecimiento; cuando
es muy activa la colonia no crecerd. Este método permite seleccionar mutantes con
una especificidad alterada, ya que al estar presente la metiltransferasa, la enzima
silvestre no muestra un efecto deletéreo sobre la colonia que la expresa. Una mutante
con gspecificidad alterada, alterard el crecimiento de de la célula, ya que estard

cortando en otras secuencias.

Seleccion por medio de la respuesta SOS
Este ensayo se basa en el fendmeno siguiente: cuando una célula bacteriana
sufre dafno de su DNA ¢ esta bajo condiciones de estrés, se desencadena una
respuesta conocida como SOS. En esta respuesta se activa la transcripcién de por lo
menos 20 genes que intervienen en la reparacion del DNA y otras funciones. Todos
estos genes responden a la activacion que se da por la degradacién del represor
LexA. Asi, se cuenta con una cepa de E. coli (JH38) que tiene una fusién

trancripcional, donde los genes estructurales del operén lac se encuentra bajo la
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regulaciéon de un promotor que se activa durante la respuesta SOS (Esta cepa fué
donada por el Doctor Joseph Heitman de la Universidad Duke, Carolina del Norte)

(39). En esta cepa el dafio al DNA puede ser cuantificado por medio de la actividad

de la enzima B-galactosidasa. Asi, cuando las células expresan la endonucleasa

EcoRlI silvestre, desencadenan la respuesta SOS. Todo esto permite visualizar

aquellas mutantes activas por medio del color azul que confiere a las colonias la
expresién de la B-galactosidasa cuando crecé en un medio con X-Gal. En un ensayo,

se electroporan las células con la mezcla de plasmidos mutantes, se seleccionan las
transformantes en cajas de Luria sdlido con 25 pg por ml de kanamicina y 30 pg/mi de
X-Gal. Se seleccionan aquellas transformantes cuyas colonias sean azules, que es

un indicativo de la actividad de la endonucleasa.

Secuencia de los genes mutantes
Para secuenciar las mutaciones se usé el método de Sequenasa (USB). Las
condiciones usadas son las recomendadas por el distribuidor. Solo se secuencié el

fragmento Hindili/Pstl, que es el que se genera durante la PCR.

Validacion del genotipo
Para verificar que el genotipo secuenciado genera el fenotipo observado, se
realizé la digestion Hindlll/Pstl del gen mutante y se purificé el fragmento menor, que
porta las posiciones mutadas. Este fragmento se sustituyd en un gen silvestre que fué

digerido con estas enzimas y se caracteriza nuevamente el fenotipo. De esta manera
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se prueba que el fenotipo observado es causado por mutaciones presentes en la

regién secuenciada.

Puriticacion parcial de las endonucleasas mutantes
Para semipurificar la enzima, se crecié un cultivo (100 mil a 37°C y 200 rpm) de
la cepa que poria el gen de la endonucleasa. Cuando el cultivo alcanzé una D.O. de
=0.5 a 560 nm, se le agregé IPTG (0.5 md) para inducir la expresién de la
endonucieasa. Se continué con el crecimiento durante 30 minutos y se colectaron ias
células. Las células se resuspendedieron en 0.5 m! de buffer de extraccidén BE (48),
se sonicaron (3 pulsos de 30 segundos) y se centrifugaron a 12 Krpm (15 minutos) en
el cuarto frio. Se tomd el sobrenadante que se aplicé a una columna de fosfocelulosa.
Se eluyé con un gradiente de NaCl (0.2-1 M) y se colectaron fracciones de 0.5 ml. Se
determind la actividad usando como sustrato un plasmido (pMCS) que posee sitios de
restriccion para la enzima. Se observaron los fragmentos resultantes en gel de
agarosa. Se juntaron las fracciones que poseian actividad y se pasaron por una
columna de hidroxiapatita, Se eluyd la enzima con buffer de extraccién con 0.2 M de
fosfato de potasio. Las fracciones que poseian actividad de corte se juntaron y se

dializaron contra el buffer de extraccién con glicerol al 50%. La enzima se almacena a

-20°C (48).
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Ensayos de actividad in vitro
Para los ensayos se usé la enzima semipurificada (1 a 2 pl) y se realizaron a
temperatura ambiente 6 a 37°C. Las condiciones del buffer de reaccion asi como la

cantidad de sustrato se dan en el pie de cada figura.

Preparacién de los sustratos utilizados
Se utilizaron los siguientes sustratos para los ensayos de actividad:
1: 5-TCGCAGAATTCTGCCGG-3" (17nt)
2: 5. TCCGGCAGAATTCTGCG-3' (17nt)
Estos oligonucledtidos son complementarios entre si, y el sitio de corte se

encuentra fuera del centro, para asi, poder diferenciar qué cadena se corta.
Se fosforilé uno de los oligonucleétidos con y32P ATP marca (actividad especifica 40

nCi). Se tomaron catidades equimolares de cada oligo y se juntaron, se calentd a
65°C durante 3 minutos y se dejé que la temperatura bajara para que se realize la
hibridacién. Se verificé por medio de gel de acrilamida (12.5%) que se vea
exclusivamente el duplex. Para determinar el corte o unién a proteina se somete el
gel a autoradiografia, para asi ver el duplex y los productos. También se utilizé
plasmido (pMC9) que tiene dos sitics de corte para la enzima EcoRl como sustrato.

Este se purificd por el método de lisis alcalina (49).
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Ensayo de unién in vitro

Para este ensayo se utilizé la técnica de retardamiento en gel (41). Esta se
basa en el hecho que el DNA muestra una menor movilidad cuando se encuentra
unido a una proteina. Para esta técnica se toma la proteina y se le agrega el DNA (el
oligo usado para ver actividad marcado con 32P), en un medio de reaccién sin Mg++
(para evitar que ocurra hidrélisis). Se deja 30 minutos para que se forme el complejo
DNA-proteina (en este caso no se compitio con DNA no especifico) y se carga la
muestra en un gel de acrilamida (12.5%) que se corre a 100 mV. Se expone el gel y

se detecta el complejo especifico.
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CREACION DEL BANCO DE GENES MUTANTES DE LA
ENDONUCLEASA EcoRl EN LAS POSICIONES137-145 Y 200

Ecomut
137-145 Bghi
——> Fragmento PLASMIDO
Hindll1/Pst| Pkgs o
< Pkgsmeti
Ecomut Pstl
200
PCR
v ‘ DIGESTION
Pstl/Bgll!
v
DIGESTION
Psti/Bglil Fragmento
v mayor
Pstl/Bglll

Ligacién de los
fragmentos

Bglll

PLASMIDO
Pkgs o
Pkgsmeti
mutante

Psti

Figura 6. Disefio de la mutagenesis para la creacion del banco de mutantes en los
residuos de aminoacido 137-145 y 200 de la endonucleasa EcoRl. La mutagénesis se
realizo por medio de PCR, usando los oligonucleétidos Ecomut 137 y Ecomut200. Las

condiclones de la de reaccién son las recomendadas por el distribuldor. Las
condiclones de la PCR son las sl?ulentes; primero 5 ciclos de 1 minuto a 92°C; 1 minuto
; 24ogc y 3 minutos a 72°C; y 25 ciclos de 1 minuto a 92°C; 1 minuto a 55°C y 3 minutos a
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ESTRATEGIA DE MUTAGENESIS DEL RESIDUO 114 DE LA
ENDONUCLEASA EcoRl

Ecomut114
< — Hindlli
Fragmento
HindIN/Pstl
> Plasmido Pkgs
o Pkgsmeti
EcoHindlll
PCR Pstl
Digestién con
HindIll/Pstl

Megaprimer

—_————

——————————

Plamido
lineal v
<
EcoRevSec Fragmento
Hindl/Pstl
PCR y Digestién
con Hindili/Pstl
v
Ligacién

Hindlll

Plasmido Pkgs o
Pkgsmeti

mutante el la
posicion 114

Pstl

Figura 7. Estrategia de la mutagenesis de la posicion 114. En la figura se muestran fos

oligonucledtidos utilizados para mutar la posicién 114. En esta mutagénesis se
realizaron dos PCR para producir el fragmento que se intercambio en el gen slivestre.
Las condiciones de reaccién de la PCR son las recomendadas por el distribuldor. Las

condiciones de las gcns son las sigulentes, 30 ciclos de 1 minuto a 92°C, 1 minuto a
55°C y 3 minutos a 72°C.
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Figura 8. Plasmidos pKGS y pKGS Meti.

El plasmido pKGS Meti es un derivado del pKGS al cual se le cloné el gen de la
metiliransferasa EcoRI. Este plasmido se redisefié en el presente trabajo, ya que no
presentaba algunos sitios Unicos que eran importantes para el desarrrolio del trabajo.
A)pKGS. B)pKGS Meti.
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RESULTADOS

Mutagénesis

La busquedad de mutantes con actividad o relajamiento de especificidad se
realizé por medio del fenotipo que presenta la colonia (crecimiento reducido 6 color
azul). En la Tabla 2 se muestran las mutantes seleccionadas y su actividad
comparada contra la enzima silvestre. Se seleccionaron 12 mutantes, 8 (1B, 3B, 7B,
4A, 6A, 8A 13A y 37A) de las cuales provienen de una poblacién de 1X105
transformantes. Las cuatro restantes provienen de un poblacién de 200
transformantes. Ademads, se encontré solo una mutacién no disefiada y una mutacion
silenciosa (cambio de coddén y no de aminodcido) (Gly 140) (datos no mostrados). Las
mutantes seleccionadas se pueden dividir en dos grupos. El primer grupo comprende
a las mutantes que presentan una actividad no letal a la célula en condiciones de
induccion: 1B, 4A y 13A. El segundo grupo comprende a las mutantes que no
permiten el crecimiento de la célula en condiciones de induccién. Este grupo se
puede dividir en mutantes que muestran una actividad sensible a la presencia de la
metilasa (7B, 8A, y 37A) y mutantes gue muestran una actividad no sensible a la
presencia de la metilasa (3B, 6A, 1, 2, 3y 7). El criterio de seleccién no permite saber
si las mutantes que muestran una actividad no sensible a la presencia de la metilasa
estan cortando en otros sitios 6 es por otro fenémeno la muerte celular (precipitacion).

Existen dos bancos de mutantes: el primero comprende una zona de 10
residuos de aminodcidos (137-145 y 200). El segundo banco solo comprende el

residuo 114 (his). La frecuencia de mutantes con actividad en el primer banco es muy
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baja (8 de 1X105 transformantes). El segundo banco presenta mas mutantes con
actividad, casi el 33% de ellas eran activas en presencia de la metilasa y un 90 % en
su ausencia (datos no mostrados).

Actividad in vitro
De las 12 mutantes seleccionadas se eligieron 3 para su caracterizacion in vitro. Los
criterios pasa la seleccion se basaron en la presencia de actividad hacia el sitio
canénico a pesar de haber perdido la mayoria de los contactos con las bases
(mutante 8A, que es una mutante en tres posiciones, ésto origina que sélo pueda
establecer la mitad de los puentes de hidrégeno con el sitio candnico). Otro criterio es
la presencia de actividad no sensible a la metilacion por la metiltransferasa EcoRl.
Varias mutantes cumplen este criterio, por lo que sélo se seleccionaron dos: mutante

3B (que es una doble mutante) y mutante 3 (que es mutante sencilla).

Purificacién parcial
Para poder caracterizar las mutantes se realizé una purificacién parcial de ellas. En la
Figura 9 se muestra dos fracciones de la mutante 3 (H114F) colectadas de la columna
de hidroxiapatita. En el carril 1 se muestra marcadores de peso molecular y en los
carriles 2 y 3 fracciones que presentaban actvidad de la endonucleasa EcoRI. La
endonucleasa migra como el marcador de 29 kDa. La fraccién del carril 3 presenta
mas proteina EcoRl. Es importantante hacer notar que existen varias proteinas
contaminantes en la preparacién, pero estas fracciones son libres de actividad

inespecifica, ya que no hay degradacion del DNA usado como sustrato.
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Digestion de plasmido (pMC9)
Para poder observar la actividad de corte de las mutantes, se realizarén digestiones
de plasmido. Se seleccioné el plasmido pMC9, ya que, presenta dos sitios de corte
para la endonucleasa EcoRl. Es importante hacer notar, que ya que no se tenia a las
proteinas purificadas a homogeneidad, no se usaron cantidades iguales de cada una
de las proteinas. En la Figura 10 se muestra el patrén de corte de las mutantes y la
enzima silvestre. En el pane! A (carriles 1-6) se muestra reacciones realizadas en
buffer normal y en el panel B se muestran las reacciones realizadas en bufter estrelia.
Los carriles 1 y 7 muestran el plasmido sin digerir. Los carriles 2 y 8 digestién con la
enzima comercial. Los carriles 3 y 9 la digestién con la enzima silvestre purificada por
nosotros. En este caso se observa que en condiciones de buffer estrella (carril 9), la
enzima genera un patrén diferente de corte. Los carriles 4 y 10 muestran el patrén de
corte generado con la mutante 3 (H114F). Se observa que en ambas condiciones se
genera un patrén diferente de corte la de la enzima silvestre. El corte en condiciones
estrella (carril 10) da menos fragmentos y de menor tamafio que en condiciones
normales. En los carriles 5 y 11 se muestra el patrén de corte de la mutante 3B (doble
mutante) que en general no muestra un patrén de corte diferente al silvestre en
condiciones normales. Llama la atencion que en condiciones estrella no genera un
patron de corte diferente {carril 11). Los carriles 6 y 12 muestran el patrén de corte de
la mutante 8A (triple mutante), en condiciones normales casi no muestra actividad
(carril 6). En condiciones estreila muestra una mayor actividad, pero el patrén se
parece al de la enzima comercial (carril 8). Este experimento, demuestra que la

mutante 3 (H114F) tiene una actividad relajada y que las otras dos mutantes tienen
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una atividad pobre, pero no muestran un patrén de corte diferenta al silvestre.

Digestion de oligonucleétido de doble cadena

Para observar la actividad de corte sélo sobre el sitio candnico se realizaron
digestiones de oligonucledtidos(oligos). El usar oligos como sustrato ayuda a
observar velocidades relativas de corte sin la interferencia de corte sobre otras
secuencias 6 asociaciones con otras secuencias de manera inespecifica. En la Figura
11 se muetra el conte de oligonucledtido con respecto al tiempo. En el carril 1 se
muestra el oligonucleétido sin digerir. El panel 1 muestra el corte de la enzima
comercial (carriles 2-4), el panel 2 el corte de enzima silvestre purificada por nosotros
{carriles 5-8), el panel 3 el corte de la mutante 3 (H114F) (carriles 9-12), el panel 4 el
corte de la mutante 3B (mutante doble) (carriles 13-16) y panel 5 el corte de la
mutante 8A (mutante triple) (carriles 17-12). En cada caso son los siguientes tiempos:
10, 20, 30 y 60 minutos, menos en la enzima comercial y la mutante 8A, en los cuales
sélo se llego a30 minutos de digestion.

Se observa que la enzima silvestre purificada por nosotros y la mutante 3 (H114F)
(panel 2 y 3) tienen una mayor actividad de corte (atin mayor que la comercial). Las
mutantes 3B (doble mutante) (panel 4) y la mutante 8A (mutante triple) (panel 5)
muestran una pobre actividad. Siendo la més pobre la mutante 8A (mutante triple)
que casi no muestra actividad de corte. Estos resultados se deben tomar con reserva,
ya que no se usaron cantidades semejantes de enzima. Pero se puede observar que

todas las mutantes presenta actividad de corte.
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Efecto de Mg++ y Mn++ en la catdlisis de las endonucleasa

Para observar el efecto de variar el cofactor (Mg++y Mn++), asi como la concentracién
de los mismos (1.25, 2,5, 5, 7.5 y 10 mM), se realizaron digestiones de plasmido
(pPMC8) con las endonucleasas. En la Figura 12 se muestra el patrén de corte
observado. También se muestra una representacion gréfica del patrén de bandas
observado para mayor claridad.

El gel A muestra el efecto de variar la concentraciéon de Mg++ en la reaccién. El pane!
1 es la enzima silvestre, el panel 2 la mutante 3 (H114F), el panel 3 la mutante 3B
(doble) y el panel 4 la mutante 8A (triple mutante). Se observa que la concentracién
de Mg++ afecta la velocidad de reaccién. A bajas concentraciones (1.25 mM) se
observa una actividad nula (carriles 1, 6, 11 y 16). Al ir aumentanto la concentracion
del cofactor se observa un aumento en la catdlisis. Llama la atenciéon que las
mutantes 3B (mutante doble) y BA (mutante triple) no muestran una actividad alta.
Esto se refleja en que no logran cortar de manera total el plasmido. La mutante 3
(H114F) muestra que al ir aumentando la concentracién del cofactor presenta una
actividad estrella mayor.

El gel B muestra el patrén de corte generado en presencia de Mn++.El panei &
es la enzima silvestre, el panel 6 la mutante 3 (H114F), el panel 7 mutante 3B (mutate
doble) y el panel 8 mutante 8A (mutante triple). Se observa que la enzima silvestre
necesita mas Mn++ que Mg++ para ser activa (6 mM) y que a altas concentraciones de
Mn++ se inhibe la actividad (panel 5). La mutante 3 (H114F) muestra una menor
requerimiento de Mn++ que la enzima silvestre (2.5 mM) y también se observa que al

aumentar se inhibe la reaccién (panel 6). La mutante 3B (mutante doble) muestra una
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pobre actividad de corte, parece que solo relaja al plasmido (corte de una sola hebra)
(pane! 7). La mutante 8A (mutante triple) muestra poca actividad, a bajas
concentraciones produce plasmido relajado y al ir aumentando ia concentracién se
produce la forma lineal (panel 8). se observa que también existe una concentracion
optima de Mn++ para la actividad (5 mM). En este Gltimo caso es mas notorio que
existe un una concentracién 6ptima, ya solo a una concentracién se observa mayor

actividad, en los ofros casos hay actividad alta en varias concentraciones.

Union de las enzimas a oligonucledtido
Para observar si las mutantes se unen a DNA que posee el sitio candnico, se
realizaron ensayos de union. Esto se logré por medio de el cambio en la movilidad en
gel que presenta el DNA cuando presenta unida la proteina. En la Figura 13 se
muestra la autoradiografia de los complejos observados con nuestras proteina
parcialmente purificadas. En el carril 1 se muestra el oligonucledtido de doble
cadena. En el carril 2 se muestra el efecto que se produce cuando se le adiciona la
enzima comercial, se observa el retardamiento de una fraccién del oligonucleétido
(oligo mas proteina). En el carril 3 el efecto de la proteina silvestre purificada por
nosostros. En este caso se retiene todo el oligonucledtido. En el carril 4 el efecto de la
mutante 3 (H114F), en este caso se retiene todo el oligonuclebtido. En el carril 5 se
muestra el efecto de la mutante 3B (mutante doble). Estd mutante presenta un
comportamiento diferente, se observa un barrido entre el oligo libre y el complejo,
esto puede indicar que se disocial el complejo durante el experimento. Ademas se

observa una banda de retardamiento de mayor tamaiio, que se puede deber a que
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exista un complejo con mas proteina asociada (tetramero en lugar de dimero) ¢
proteina precipitada. En el carril 6 se muestra el efecto de la mutante 8A (mutante
triple), en este caso sblo una porcién del oligo se retiene. Cuando sélo una porcién
del oligo se retiene se puede deber a que exista poca proteina, pero en general las
cantidades utilizadas de enzima no son tan diferentes como para explicar este

fenédmeno en el caso de la mutante 8A.
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TABLA

2

Fenotipo y genotipo de las mutantes

MUTANTE GENOTIPO! | REPRESION? INDUCCIONS3
M- M+ M- M+
WT -——— ++ +4++ - +44++
1B4 Al42vV +++ ND ++ ND
3B4 N141s +rt+ ++++ - -
El44Aa
TB4 N141C +++ ND b ND
475 R145K +++ ++4+ +4 +++
6A5 El44sS ++ ++++ - -
8AS N1l41S et +t++ - +dtt+
E144G
R145G
13a8 N141G +4+++ ND +4 ND
37A5 Al138V ++ +4++ - ++4+
R145G
16 H114T ND +++ ND -
26 H11l4Y ND +++ ND -
36 H114F ND +++ ND -
76 H114S8 ND ++4 ND -

1=El fenotipo se denota por el residuo de aminoacido silvestre a la derecha, seguido del nimero
del aminodcido en la proteina madura y por ultimo el residuo de aminoacido que sustituye al
silvestre. Para denotar cada residuo de aminoacido se usa el cédigo de una sola letra. 2=Las
condiciones de represién son en ausencia del inductor. 3=Las condiciones de indiccion son en
presencia de 1 mM de IPTG. 4=Mutante aislada por el fenotipo de la colonia. 5=Mutante aislada
por respuesta SOS. 6=Mutante aislada por presentar actividad insensible a la presencia de la
metilsa EcoRl. M+=El gen ecoRIM complementado in eis. M-=La célula solo expresa la
endonucleasa y no la metilasa. ND=no determinado, pero sensitivo a la metilasa in trans.
++++=Colonia de crecimiento normal. ++=Colonia de tamafio normal, pero tranitcida.

++=Colonia de tamafio pequefio y tanslicida. -=No hay crecimiento
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Figura 9. Gel de proteinas de la endonucleasa EcoRlI purificada
parcialmente.

En el carril 1 se muestran marcadores de peso molécular (miosina, 200kDa;
fosforilasa b, 97.4 kDa; BSA, 68 kDa; ovalbumina, 43 kDa, anhidrasa carbénica, 29
Kda y p-lactoglobina, 18.4 kDA). Los carriles 2-3 muestran fracciones de la mutante 3
(H114F) colectadas de la columna de hidroxiapatita. El gel de proteinas es de
acrilamida al 10%, denaturalizante (SDS). Se tifié con azul de coomassie.
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Figura 10. Digestiones del plasmido pMC9 con las enzimas
parcialmente purificadas.

Panel A condiciones de reaccién normales, Panel B condiciones estrella. Carriles 1 y
7 plasmido sin digerir. Carriles 2-6 digestiones en buffer normal de las enzimas
comercial, silvestre, 3, 3B y 8A respectivamente. Carriles 8-12 digestiones en buffer
estrella de las enzimas comercial, silvestre, 3, 3B y 8A respectivamente. Gel de
agarosa al 0.8%, tefiido con bromuro de etidio. Tiempo de digestién 12 horas. Buffer
normal (100mM Tris HCI, pH7.5; 5mM MgClz y 50 mM NaCl). Buffer estreila (25 mM
Tris HCI, pH 8.5; 2 mM MgCl, y 5% de glicerol).
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Figura 11. Corte de oligonucleétido de doble cadena con las
endonucleasas.

EI DNA fué incubado con la enzima durante 30 minutos a temperatura ambiente, Las
reacciones fueron iniciadas por la adicién de Mg++ y se tomaron muestras a varios
tiempos. Carril 1 oligonucleétido sin digerir. Carriles 2-4 enzima silvestre comercial
(panel 1) (10, 20 y 30 minutos). Carriles 5-8 enzima silvestre purificada (panel 2) (10,
20, 30, y 60 minutos). Carriles 8-12 mutante 3 (pane! 3) (10, 20, 30 y 60 minutos).
Carriles 13-16 mutante 3B (panel 4) (10, 20, 30 y 60 minutos). Carriles 17-19 mutante
8A (panel 5) (10, 20 y 30 minutos). El ge! es de acrilamida al 20%, 8 M de urea.
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Figura 12. Efecto del Mg++ y Mn++ en la actividad de las
endonucleasas.

En la parte superior se muestra el efecto de diferentes concentraciones de Mg++. En la
parte inferior se muestra el efecto de diferentes concentraciones de Mn++. Gel superior
e inferior; carriles 1-5, enzima silvestre (paneles 1 y 5); carriles 6-10, mutantes 3
(paneles 2 y 6); carriles 11-15, mutantes 3B (paneles 3 y 7) y carriles 16-20, mutante
8A (paneles 4 y 8). En cada enzima las concentraciones ensayadas son 1.25, 2.5, 5,
7.5y 10 mM respectivamente. La digestion se realizé sobre el pldsmido pMC89. Para
mayor claridad en la parte derecha del gel se muestra una representacién gréfica del

patrén de corte generado por las mutantes.

50



'-"* R Complejo

. (proteina + oligonucleétido)

: - Oligonucleétido libre
Pr

Figura 13. Ensayo de cambio de movilidad.

Las muestras de la proteina semipurificada y el oligonucleétido (marcado con 32P)
fueron incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente. Carril 1
oligonucleétido solo. Carril 2, oligonucleétido mas enzima comercial. Carril 3,
oligonucledtido mas enzima silvestre. Carril 4, oligonucieétido mas mutante 3
(H114F). Carril 5, oligonucleétido mas mutante 3B (mutante doble). Carril 6,
oligonucle6tido mas mutante BA (mutante triple). El gel es de acrilamida al 12.5%
nativo. Se detecté por medio de autoradiografia.
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Discusién

El objetivo de este trabajo fue evaluar la contribucion en la especificidad de
varios residuos de aminodcidos de la endonucleasa EcoRl que se encuentran
cercanos o contactando el DNA blanco. Ademés se buscé la creacién de mutantes
con una nueva especificidad. Es necesario sefialar que cambio de especificidad es
cuando la proteina se une a una nueva secuencia con una afinidad mayor que sobre
el sitio candnico. Cuando solo se logra que se una a otra secuencia, peto la
secuencia conénicas es auln preferida, se habla de una ampliacién o relajamiento de
la especificidad (42).

- En el presente trabajo se crearon dos bancos de mutantes, los productos
mutantes portan las aiteraciones en regiones que se encuentran cercanas al DNA. El
primer banco (137M-138A-139A-140G-141N-142A-1431-144E-145R y 200R) es
combinatorio ya que se estan mutando varios residuos al mismo tiempo (ver Tabla 1).
En el segundo banco solo se muté un codén (H114). La primera mutagénesis no fue
a saturacién ya que existe una porcién del codon silvestre, en el segundo banco la
mutagénesis fue a saturacion (NNG/C). En el primer banco se introdujo una porcién
de coddn silvestre con el fin de poder tener una poblacién pequefia donde se puedan
ver las mutaciones sencillas, dobles y casi todas las triples. Si no se hace esto, la
mayoria de las mutantes serian muitiples, si se hiciera una mutagénesis a saturacién
en 10 sitios, el total de mutaciones posibles (2010) seria imposible de rastrear, y ias
mutantes activas se esperarian en una frecuencia baja.

La eficiencia de las mutagénesis fue bastante aceptable, ya que no se observé
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la presencia de actividad silvestre y las mutantes que se encontraron portaban pocos
cambios. Ademas, en el caso del banco de la posicion 114, el método de seleccién
permite excluir la posible presencia de la enzima silvestre. Esto se debe a gue se
selecciona una actividad que no esta presente en la enzima silvestre (actividad en
presencia de la metilasa). Por uUltimo es importante mencionar que solo se detecté
una mutante con cambios en una posicién no disefiada. Esto es importante ya que se
ha reportado que la tasa de error de la Tag DNA polimerasa es alta, pero en este caso
como se selecciona por actividad y el producto generado es pequefio (=400 pb), la
introduccion de mutaciones por la enzima es baja (43).

Los residuos mutados de manera combinatoria (137-145 y 200) comprenden

un segmento estructurado y las porciones amino terminal de dos a-hélices (Figura 5).

Estos residuos se encuentran cercanos al DNA y algunos de elios han sido
propuestos a interactuar de manera directa con e! DNA. En este banco no hemos
detectado mutaciones sencillas en algunas posiciones (ej 200), esto es notorio, dado
que se han reportado mutaciones en esta posicion que preservan actividad (44). Esto
se puede explicar por la existencia de varios factores que afectan el banco. En primer
lugar la cantidad de secuencias que se generan en el banco es muy alta
(1.024X1013), asi que para tener representadas todas las secuencias es necesario
tener una alta cantidad de DNA (aproximadamente 3 pg de producto es necesario
para tener representadas una vez todas las secuencias) y tasas de transformacién
que no se logran en la practica. Este problema no es tan grave, ya que al introducir el
cod6n silvestre, se logra que las mutaciones sencillas, dobles y triples esten

sobrerepresentadas, lo cual no concuerda con la falta de mutaciones sencillas
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observada en algunas posiciones. Otra posibilidad es que no se haya muestreado
bien el banco, por lo que no se encontraron estas mutantes (se observé
aproximadamante una poblacion de 1X105 mutantes), pero de acuerdo a datos
estadisticos (ver Tabla 1), en esta poblacion se encontraban representadas todas las
mutaciones sencillas, dobles y casi todas las triples (45). La falta de mutantes en
posiciones en las cuales no se han reportado mutantes con actividad se puede deber
a que son importantes en la actividad de la enzima. Esto se ve apoyado por el hecho
de encontrar una mutacion silenciosa (cambio de codén, pero no de aminodacido) en
la glicina de la posicién 140. Este aminoacido esta contactando al esqueleto de! DNA
por medio de la cadena principal, asi que al parecer cualquier otro aminoécido altera
la interaccion con el DNA. Ademas existe evidencia reporada, donde cambios de
aminodcidos en esta zona dan como resultado una proteina sin actividad (46).

La segunda mutagénesis comprende un solo residuo (H114) que se encuentra
en una B-plegada, que comunica la catdlisis y el reconocimiento (Figura 5). Este

residuo no contacta el DNA, pero su alteracion influye en la especificidad (32). Esta
mutagénesis es mas segura de muestrear ya que sélo se modificd un residuo, lo que
permite tener las 19 mutaciones en un banco pequefio. Ademas el hecho de que al
secuenciar se encontrara mutaciones repetidas indican que las cuatro mutantes
insensibles a la presencia de la metilasa, son las unicas que dan esta actividad
(Tabla 2).

Las mutagénesis anteriormente realizadas sobre las zonas incluidas en este
trabajo no ha analizado de manera sistemaética la importancia de estos residuos. Esto

se debe a que la mayoria de los estudios realizados se concentraron solo en algunos
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residuos presentes en esta zona y solo se sustituyo por otro residuo de aminoacido
(44). Cuando se comenz6 este estudio, no se contaba con muchos datos para la
eleccion de la zona a mutar: se conocia la estructura tridimensional de la
endonucleasa en complejo con su DNA especifico (solo carbones alfa), por lo que la
eleccion de fa zona 137-145 y 200 se basé en la cercania que presentaba con el
DNA. Ademads, existian datos genéticos que apoyaban la posible existencia de
contactos de esta zona con el DNA. Actualmente, se han acumulado una serie de
datos que apoyan la validez de la importancia de esta zona en la actividad de la
proteina (31).

A continuacién analizaremos el compertamiento de algunas mutantes. Es
necesario recalcar que los resultados de experimentos in vitro, se deben tomar con
cautela Esto se debe a que no se usaron las mismas cantidaes de cada enzima.

La mutante 3B (N141S y E144A) muestra poca actividad in vivo (transhicida y plana)
cuando se encuentra reprimida su expresion y es deletéreo cuando se induce la
expresién (Tabla 1). En un primer momento pensamos que el efecto observado se
debia a que la protéina se precipitaba y esto podia ocasionar la muerte de la célula,
este fenémeno se ha reportado con una mutante en la posicion 200 (44). Cuando se
analizé su comportamiento in vitro , se observé una alteracién en la vida media del
complejo entre la mutante y el DNA que presenta el sitio de unién (Figura 13). Esto se
manifiesta como un barrido en el gel. Ademas, se observa que la mutante forma un
complejo de mayor tamafio, lo cual no podemos explicar de manera adecuada (quiza
se deba a que se formen tetrameros de la proteina, pero esto no lo comprobamos).

Por ultimo, la mutante muestra actividad de corte (Figura 10 y 11), esta actividad es
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pobre, pero detectable. El patrén de corte cuando se utiliza un sustrato con dos sitios,
es idéntico al de la enzima silvestre (figura 10). Cuando se compara la actividad in
vitro con respecto la silvestre se observa una actividad baja (Figura 10 y 11). Esta
mutante ademas muestra un comportamiento distinto a la silvestre respecto al efecto
de distintas concentraciones de los cofactores Mg++ o Mn++, siendo sus requerimentos
de Mn++ mayores que de Mg++ (Figura 12). En la actualidad estamos caracterizando
en mayor detalle esta mutante, para asi poder dar una explicacién mas exacta de su
comportamiento.

La mutante 6A (E144S) no se analizé en mayor detalle, pero es interesante
hacer notar que esta ya se habia aislado anteriormente por otros grupos
(incluyendonos) y no se habia detactado actividad de este tipo. Asi, que este efecto se
puede deber a que en el actual trabajo se usa una construccién diferente, en la cual
la metilasa se encuentra en el mismo plasmido.

En esta mutagénesis también se obtuvo una mutante que ha perdido la mitad
de los puentes de hidrégeno que se han propuesto se establecen entre la proteina y
el DNA. Esta mutante es la 8A (N141S, E144G y R145G), que muestra una actividad
sensible a la presencia de la metilasa (Tabla 2). En represion es poco activa y cuando
se induce no permite el crecimiento de la célula en ausencia de la metilasa. Esta
mutante muestra una pobre unién a DNA que contiene la secuencia candnica (Figura
13), ademas de tener una baja actividad de corte (Figura 10 y 11). Su comportamiento
es sensible a la concentracién de Mg++ presente en el medio (Figura 12). La actividad
de esta mutante muestra una concentracion 6ptima de Mn++, fenémeno no detectado

en otras mutantes (Figura 12). El comportamiento de esta mutante se puede tratar de
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explicar de la siguiente manera. A pesar de haber perdido estos contactos, conserva
otros que aun mantienen la especificidad. La pobre unién observada se puede deber
a que los residuos cambiados contribuyen a la energia de unién y al no existir estos
contactos disminuya su afinidad.

La mutante 3 (H114F) demuestra que es posible alterar la especificidad

cuando se modifican residuos de aminacidos que no contactan al DNA. Este residuo
forma pare de una pB-plegada que se encuentra atras de los segmentos implicados en

contactos directos con el DNA. El residuo 113 (lys) esté involucrado en la catdlisis y el
residuo 115 (gIn) en interacciéon con el DNA, al estar entre ellos el 114 (his) se
supone que esta involucrado en la transduccién de la sefial de reconocimiento para
dar lugar a la catdlisis. Se ha reportado un estudio donde se muta el residuo 115y se
demuestra que esta involucrado en catdlisis y reconocimiento (47). Asi, el papel del
residuo 114 se puede deber a que altere también esta coneccion, ya sea de manera
directa o indirecta. Actualmente no podemos responder de que manera ejerce su
influencia.

En la posiciéon 114 se detectaron cuatro mutantes con actividad insensible a la
presencia de la metilasa (H114T, Y, F y S). De ellas solo una se caracterizé en detalle
(H114F). Esta mutante muestra una alta afinidad por DNA que posee el sitio canénico
(Figura 13). La actividad de corte qUe muestra cuando se usa oligonucledtido de
doble cadena con el sitio de corte canénico es bastante robusta, ademas que cuando
se usa pldsmido como sustrato el patrén de corte es diferente al silvestre (Figuras 10 y
11). Cuando se observa el comportamiento de esta mutante en condiciones que

promueven la ampliacién de la especificidad (condiciones estrella), el patrén de corte
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se hace distinto, se observan menos bandas y las que se ven son de menor tamafo
que en condiciones normales (Figura 10). Esto puede deberse a que en estas
condiciones su especificidad es aun menor, por lo que corta sitios que antes eran
refractiles. Al variar la concentracién de Mg++ su comportamiento es parecido a la
enzima selvestre, cuando se usa Mn++ el comportamiento es distinto al de la silvestre
(Figura 12). Su actividad es mayor en Mn++ que en Mg++ y su actividad se seduce a
altas concentraciones de Mm++,

La coleccién de mutantes que generamos es importante en el siguiente marco:
primero valida la importancia de estos residuos de aminoacidos en la funcidn de la
proteina. También demuestra que el cambio o ampliacién de la especificidad en un
evento dificil, ya que se detectaron pocas mutantes que muestran una especificidad
modificada. Al parecer la alta especificidad de la enzima de debe a gque contacta casi
todos los grupos presentes en el surco mayor del sitio de unién y que la unién esta
acoplada al mecanismo de catalisis. Asi, cuando se modifican los contacto con el
DNA el mecanismo de corte no se activa de manera adecuada. Cuando la proteina
realiza la catélisis, sufre cambios estructurales que son importantes para el corte del
DNA, cuando se modifica algtin residuo se altera la interaccién que tenia con otros
residuos. Esto influye en el mecanismo de corte. Esto puede explicar porque la
mayoria de los estudios realizados sobre residuos que estan implicados en
reconocimiento (en el surco mayor) dan mutantes con una actividad reducida. Esto
representa un mecanismo que asegura la especificidad de la enzima al unir la
catdlisis a la unién especifica. Existe otro mecanismo que aumenta la especificidad in

vivo. En este caso se a observado que la enzima silvestre puede cortar seudositios
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pero solo corta una hebra del DNA, esto permite que sea reparado por la enzima

ligasa (48).

El mecanismo propuesto, que une la catélisi y la especificidad, en la
endonucleasa EcoR! es el siguiente. En este modelo, durante la transicion hacia el
estado de activacién (primer corte de una hebra del DNA) la proteina y el DNA sufren
cambios conformacionales complementarios. Cuando se trata de un sustrato no
candnico se dan contactos no permitidos, ocasionando que la proteina se separe del
DNA. Se ha demostrado que la ausencia de contactos con el DNA no altera
drasticamente la energia de unién, sin embargo, cuando se introduce un grupo que
ocasiona problemas estéricos, la energia de unién si se altera drasticamente (33). Es
interesante hacer notar que la mutante triple (8A) forma un hueco en la interface DNA-
proteina y alin muestra afinidad hacia el sitio canénico.

Las mutantes que presentan una actividad insensible a la presencia de la
metilasa son importantes ya que apoyan el siguiente mecanismo: a!l unirse la proteina
al DNA especifico ocurre un cambio comformacional que forma el sitio de unién de
Mg++ y asi el sitio activo. E! residuo 114 al encontrerse entre dos residuos de
aminoécidos que son importantes en la catdlisis (113) y especificidad (115), puede
ser quien dispara la sefial para que se forme el sitio activo. Las mutantes con
actividad insensible a la presencia de la metilasa pueden tener alterado este
mecanismo, de tal modo que forman mas ticilmente el sitio de unién al Mg++. La
formacién del sitio activo es dependiente de que la proteina este unido al DNA

candnico. Al estar este mecanismo alteradc se pueden cortar otros sitios. Esto no
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ocaciona que se modifique la especificidad, ya que solo se estd modificando los
requerimiento para la catalisis.

Para concluir, quiero mencionar que las enzimas de restriccién del tipo il
representa proteinas donde la especificidad es de suma importancia, esto se debe a
que su actividad puede ser deletérea (cuando no se encuentra la actividad de
metiltransferasa que proteja el DNA de la célula). La sobredeterminacién de la
especificidad y su union a la catélisis, representa un mecanismo que asegura el
control de la actividad de la enzima. Esto puede explicar por que el cambio de
especificidad no se logra cuando se alteran residuos de aminoacido que estan
contactando el DNA. La modificacion de la especificidad se ha logrado en otras
proteinas que interactian con DNA, pero estas tienen funciones que al modificarse,
no son tan drésticas para la célula como en el caso de las endonucleasas del tipo I1.
Es interesante mencionar que recientemente se ha determinado la estructura de otra
enzima de restriccién del tipo Il (BamHI) que muestra una estructura semejante a la
EcoRI (comunicacién personal). Esta enzima no muestra una estructura primaria
semejante a la EcoRl, esto puede decir que es posible alterar la especificidad de
estas enzimas, pero esta alteracion se lograra solo al modificar varios residuos a la

vez y no solo modificando los residuos que contactan DNA.
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CONCLUSIONES
Para concluir podemos decir que el mecanismo de reconocimiento y catélisi se
encuentran intimamente relacionados en la endonucleasa EcoRl. Esto se basa en el
hecho de que la mayoria de las mutantes observadas presentan una baja o casi nula
actividad catalitica. Ademas de que sélo encontramos mutantes con especificidad
relajada.
La ausencia de mutaciones en la mayoria de las posiciones estudiadas indica que
estos aminoacidos son necesarics para la actividad catalitica. Como nuestro criterio
de seleccidén se basa en la presencia de actividad enzimética se deja abierta la
posibilidad de la existencia de mutantes con cambio de especificidad, pero sin
actividad catalitica.
La unién del mecanismo de unién y catélisi en la EcoRI puede ser una consecuencia
de la presidn de seleccion, que evita la aparicién de mutantes con actividad de corte y
con una especificidad nueva. Este tipo de mutantes no sobreviven, ya que la proteina
mutante degrada el genoma de la célula.
El mecanismo de accién de la endonucleasa es muy especifico, esto evita que la
endonucleas se una a otras secuencias parecidas y las corte. En este sistema el
cambio de especificidad no se puede lograr de manera facil, como es el caso de otras
proteinas que se unen de manera especifica a DNA (represores procariontes). Ei
mecanismo de corte se altera cuando la proteina no esta unida a su DNA blanco, esto
aumenta la especificidad de la proteina. Nuestro trabajo es importante ya que se
mutaron residuos de aminoacidos que estan cercanos al DNA y al no encontrarse

mutantes con una especificidad nueva, indica que es necesaric conocer mas el
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mecanismo de accién de la proteina para lograr un cambio de especificidad. En este
contexto la mutante en la posicién 114 (H114F) es importante ya que, indica que
existen residuos de aminoacidos que no contactan las bases del DNA, pero que estas

implicados en el mecanismo de accidn (reconocimiento y catalisis).

62



BIBLIOGRAFIA

1.- Marshail, Garland R. (1992). Three-dimensional structure of peptide-protein
complexs: implications for recognition. Curr. Opin. Struct. Biol. Vol. 2:904-919.

2.- Pabo, Carl O. y Sauer, Robert T. (1992). Transcription factor: structural
families and principles of DNA recognition. Annu. Rev. Biochem. Vol. 61:1053-
1085,

3.- Johnson, Peter F. y McKnight, Steven L. (1988). Eukaryotic transcriptional
regulatory proteins. Annu. Rev. Biochem. 58:799-839

4.- Steitz, Thomas A. (1990). Structural studies of protein-nucleic acid
interaction:The sourse of sequence-specific binding. Q. Reviews of  Biophys. Vol.
23, Num. 3:205-289.

5.- von Hippel, Peter H. y Berg, Otto G. (1989). Facilitated target location in
biological systems. J. Biol. Chem. Vol. 264, Num. 2: 675-678.

6.- Seeman, Nadrian C.; Rosenberg, John M. y Rich, Alexander. (1976). Sequence-
specific recognition of double helical nucleic acids by proteins. Proc. Nat. Acad.
Sci. USA. Vol. 73, Num. 3: 804-808.

7.- Travers, Andrew A. (1989). DNA conformation and protein binding. Annu. Rev.
Biochem. Vol. 58:427-452.

8.- Omichinski, James G.; Clore, G. Marius; Schaad, Olivier; Felsenfeld, Gary;
Trainor, Cecelia; Appella, Ettorre; Stahl, Stephen J. y Gronenborn, Angela M.
NMR structure of a specific DNA complex of Zn-containing DNA binding domain of

GATA-1. Science Vol. 256: 438-446.

63



9.- Freemont, Paul S.; Lane, Andrew N. y Sanderson, Mark R. (1991) Structural
aspects of protein-DNA recognition. Biochem. J. Vol. 278: 1-23.

10.-Otwinowski, Z.; Schevitz, R. W.; Zhang, R.-G.; Lawson, C. L.; Joachimiak, A.;
Marmorstei, R. Q.; Luisi, B. F. y Sigler, P. B. (1988). Crystal structure of trp
repressor/operator complex at atomic resolution. Nature Vol 335: 321-329.

11.-Chuprina, Vasily P.; Lipanov, Adrei A.; Fedoroff; Oleg Yu; Kim, Seong-Gi;
Kintanar, Agustin y Reid, Brian. (1891). Sequence effects on local DNA
topology. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. Vol. 88: 9087-9091.

12.-Harrison, Stephen C. y Aggarwal, Aneel K. (1990). DNA recognition by
proteins with the helix-turn helix motif. Annu. Rev Biochem. Vol. 59: 833-969.

13.-Berg, Jeremy M. (1893). Zinc-finger proteins. Curr. Opin. Struct. Biol. Vol. 3:11-
16.

14.-Ellenberger, Thomas E.; Brandl; Christopher; J.; Struhl, Kevin y Harrison,
Stephen C. (1992). The GCN4 basic region leucine zipper binds DNA as a dimer
of uninterrupted a helices: cristal structure of the protein-DNA complex. Cell Vol.
71:1223-1237.

15.-Somers, William S. y Phiilips, Simon E. V. (1992). Crystal structure of the met

repressor-operator complex at 2.8 A resolution reveals DNA recognition by -

strands. Nature Vol. 359:387-393.

16.-Edmondson, Diane G. y Olson, Eric N. (1993). Helix-loop-helix proteins as
regulators of muscle-specific transcription. J. Biol. Chem. Vol. 268, Num. 2: 755-
758.

17.-Nikolov, Dimitar B.; Hu, Shu-Hong; Lin, Judith; Gasch, Alexander; Hoffmann,

64



Alexander; Horikoshi, Masami, Chua, Nam-hai; Roeder, Robert G. y Burley
Stephen K. (1992). Crystal structure of TFIID TATA-box binding protein. Nature
Vol. 360: 40-46.

18.-Wolberger, Cynthia. (1993). Transcription factor structure and DNA binding. Curr.
Opin. Struct. Biol. Vol. 3: 3-10.

19.-Winkler, Fritz K.; Banner, David W.; Oefner, Christian; Tsernogiou, Demetrius;
Brown, Raymond S.; Heathman, Stephen; Bryan; Richard K.; Martin, Philip, D.;
Petratos, Kyriakos y Wilson, keith. (1993). The crstal structure of EcoRV
endonuclease and of its complex with cognate and non-cognate DNA fragments.
EMBO Vol. 12, Num 5: 1781-1795.

20.-Rosenberg, John M. (1991). Structure and funtion of restriction
endonucleases. Curr. Opin. Struct. Biol. Vol. 1:104-113.

21.-Wilson, Geoffrey G. (1991). Restriction and modification systems. Annu. Rev.
Genet. Vol 25: 585-627.

22.-Wilson, Geoffrey G. (1991). Organization of restriction-modication systems.
Nucleic Acids Rev. Vol 19, Num. 10:2539-2566.

23.-Janulaitis, Arvydas; Petrusyte, Mayte; Maneliene, Zita; Klimasauskas, Saulius y
Butkus, Viktoras. (1992). Purification and properties of the Eco571 restriction
endonuclease and methylase-prototypes of a new class (type V). Nucleic Acids
Res. Vol 20; Num. 22: 6043-60489.

24 .-Jeltsch, Albert; Alves, Jiirgen; Maass, Ginter y Pingoud, Alfred. (1992). On the
catalytic mechanism of EcoRl and EcoRV: A detailed proposal based on

biochemical results, structural data and molecular modelling. FEBS Vol. 304 Num.

65



1:4-8.

25.-2ebala, Jonh A.; Choi, Jung, Trainor, George L. y Barany Francis. (1992). DNA
recognition of base analogue and chemically modified sustrates by Tagl
restriction endonuclease. J. Biol. Chem. Vol. 267, Num. 12: 8106-8116.

26.-Winkler, Fritz K. (1992). Structure and function of restriction endonucleases. Curr.
Opin. Struct. Biol. Vol. 2:93-99.

27.-Thielking, Vera; Selent, Ursel; Koéhler , Eleonore, Landgraf, Axel, wolfes,
Heiner; Alves, Jirgen y Pingoud Alfred. (1992). Mg+ confers DNA binding
specificity to the EcoRV restriction endonuclease. Biochemistry Vol. 31, Num,
15:3727-3732.

28.-Vermote, Chritian L. M. y Halford, Stephen. (1992). EcoRV restriction
endonuclease: communication between catalytic metal ions and DNA
recognition. Biochemistry. Vol. 31: 6082-6089.

29.-Vermote, Christian L. M.; Vipond, I. Barry y Halford, Stephen. (1992). EcoRV
restriction endonuclease: Communication between DNA recognition and
catalysis. Biochemistry. Vol. 31: 6089-6097.

30.-Kim, Youngchang; Grable, John C.; Love; Robert; greene, Patricia J. y Rosaenberg,
John M. (1990). Refinement of EcoRl endonuclease crystal structure: a
revised protein chain tracing. Science Vol. 249:1307-1309.

31.-Heitman, Joseph. (1992). How the EcoRl endonuclease recognizes and cleaves
DNA. BioEssays Vol. 14, Num. 7: 445-454,

32.-Heitman, joseph y Model, Peter. (1990). Mutans of the EcoRI endonuclease with

promiscuous subtrate specificity implicate residue invoved in sibstrate recognition.

66



EMBO Vol. 9, Num. 10: 3369-3378.

33.-Lesser, David R.; Kurpiewski, Michael R. y Jean-Jacobson, Linda. (1990). The
energetic basis of specificity in the EcpRI endonuclease-DNA interaction. Science
vol. 250:776-786.

34.-Zoller, Mark J. (1992). New recombinant DNA methodology for protein
engeneering. Curr. Opin. Struct. Biol. Vol. 3:348-354.

35.-Osuna, Joel; Flores, Soto H. y Soberén, Xavier. (1991). Combinatorial
mutagenesis of three groove-contacting residues of EcoRl: single and double
amino acid replacements retaining methyltransferase-sensitivi activities. Gene Vol.
106: 7-12.

36.-Stephenson, Frank H.; Ballard, Barry T.; Boyer, Helbert W.; Rosenberg, John M.
y Greene, Patricia J. (1989). Comparison of the nucleotide and amino acid
sequences of the Rsrl and EcoRl restriction endonucleases. Gene Vol. 85:1-13.

37.-Kuhn, Irene; Stephenson, Frank H. ; Boyer, Herbet W. y Greene, Patricia.
(1986). Positive-selection vector utilizing lethality of the EcoRI endonuclease.
Gene Vol. 44: 253-263,

38.-Dower, William J.; Miller, Jeff F. y Ragsdale. (1988). High efficiency

transformation of E. coli by high voltage electroporation. Nucleic Acids Res. Vol.

16, Num. 13:6127-2129.

39.-Heitman, Joseph y Model, Peter. (1991). SOS induction as an in vivo assay of
enzyme-DNA interactions. Gene Vol. 103:1-9.

40.Greene, Patricia J.; Heyneker, Herbert L.; Bolivar, Franscisco; Rodrigriguez,

‘Raymond L.; Betlach, Mary C.; Covarrubias, Alejandra A.; Backman, Keith;

67



Russel, David J.; Tait, Robert y Boyer, Herbert W. (1978). A general method for the
purification of restriction enzymes. Nucleic Acids Res. Vol. 5, Num. 7:2373-2380.
41.-Garner, Mark M. y Revzin, Arnold. (1981). A gel electrophoresis method for
quantifying the binding of proteins to specific DNA regions: application to
components of the Escherichia coli lactose operon regulatory system. Nucleic

Acids Res. Vol. 9, Num. 31:3047-30589.
42.-Benson, Nicholas; Adams, Curtis y Youderian, Philip. (1992). Mutant A

repressors with increased operator affinities reveal new, specific protein-DNA
contacts. Genetics Vol. 130:17-26.

43.-Spee, Johan H.; de Vos, Willem, M. y Kuipers, Oscar P. (1993). Efficient
ramdom mutagenesis method with adjustable mutation frequency by use of PCR
and dITP. Nucleic Acids Res. Vol. 21, Num. 3:777-778.

44.-Needells, M. C.; Fried, S. R.; Love, R.; Rosenberg, J. M.; Boyer, H. W. y Greene,
P.J. (1989). Determinants of EcoRl endonuclease sequence discrimination. Proc.

Natl. Acad. Sci. USA Vol. 86:3579-3583.

45.-Maniatis, Fritsch, E. F. y Sambrook. (1982) Molecular Cloning a laboraty manual.
Ed. Cold spring Harbor laboraty. USA. pp:270-274.

46.-Yanofsky, Stephen D.; Love, Robert; McClarin, Judith, Rosenberg, Jonh M. y
Boyer, Herbert W. (1987). Clustering of null mutations in the EcoRlI
endonuclease. Proteins:structure, function, and genetics Vol. 2, Num. 2:273- 282,

47.-Jeltsch, Albert; Alves, Jirger; Oelgeschléger, Wolfes, Heiner, Maass, Glinter y

"Pingoud, Alfred. (1993). Mutational analysis of the function of GIn 115 in the EcoRI

68



restriction endonuclease, a critical amino acid for recognition of the inner thymidine

residue in the sequence -GAATTC- an for coupling specific DNA binding to

catalysis. J. Mol. Biol. Vol, 229:221-234.

48.-Heitman, Joseph, Zinder, Norton D. y Model, Peter. (1989).

Repair of the Escherichia coli chromosome after in vivo scission by the

EcoRl endonuclease. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. Vol. 56:2281 -2285.
48.-Birnboim, H. C. y Doly, J. (1979). A rapjd alkaline extraction

procedure for recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids Res. Vol 7:1513-

152§

ESTA TESIS MY B
? £

69



	Portada
	Índice
	Introducción
	Temas Estructurales de Proteína que Interactuan con DNA
	Sistemas de Restricción y Modificación 
	Sistemas de Restricción-Modificación del Tipo II
	Enzimas de Restricción del Tipo II
	Enfoques para el Estudio de la Estructura-Función de Proteínas
	Antecedentes
	Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



