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RESUMEN




Resumen.

Los principios que rigen la unién de las proteinas con el ADN revisten una
importancia fundamental para entender procesos tales como la transcripcién, el
empaquetamiento del ADN, la regulacién de genes y la diferenciacion celular. Uno de
los modelos para abordar el estudio de la union de proteinas al ADN lo constituye
la endonucleasa de restriccion EcoRl. Esta proteina se ha estudiado ampliamente
durante las ultimas dos decadas. En base a evidencia estructural y genética se
propuso que la His114 y el Glui70 podrian participar en ia constitucién de un
interruptor moiecular, a través de una interaccion especifica de puente salino o de
hidrégeno. Tal interruptor activaria la catdlisis de la endonucleasa EcoRl tras el
reconocimiento especifico al ADN. En este trabajo se demostré mediante
mutagénesis a saturacion de las posiciones 114 y 170 que estos residuos no
constituyen un interruptor molecular en la endonucleasa EcoRl. Parte de la evidencia
lo constituye el hecho de que se encontraron combinaciones de mutantes que no
pueden interaccionar de un manera especifica entre si, pero que aun presentan
fenotipo silvestre en presencia de la metiltransferasa de EcoRl. También se observd
que clonas mutantes con residuos en estas posiciones que podrian establecer
contactos especificos entre si, mostran un fenotipo de corte estrella en presencia
de la metiltransferasa De acuerdo a la evidencia de mutagénesis y a la evidencia
bioquimica presentada en este trabajo se establecié que estos residuos podrian
participar en el reconocimientc del ADN por la endonucleasa EcoRl afectando la
afinidad de la endonucleasa hacia él. La manera en que estos residuos contribuyen
al reconocimiento especifico no es clara, pero posiblemente sea a través de un
mecanismo indirecto que involucraria la adaptaciéon de la estructura terciaria de la
proteina a las secuencias de ADN.
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LAS PROTEINAS Y LA UNION CON SUS LIGANDOS.

Las proteinas son parte fundamental en ia vida de la célula, en la que llevan a cabo
las reacciones del metabolismo y permiten la comunicacion de ésta con el medio
circundante. Las proteinas pueden llevar a cabo estas funciones gracias a gue son
capaces de discriminar entre las diversas moléculas presentes en el medio ambiente
e interaccionar de manera especifica con alguna (o algunas) de ellas, llamadas
ligandos. La unién entre la proteina y su ligando se da a través de diferentes tipos
de interacciones, las cuales favorecen la unién especifica. Es claro que para que las
proteinas puedan interaccionar favorablemente con sus ligandos, debe haber una
complementaridad electrostatica y estructural. Gracias a las teécnicas de
cristalografia y de RMN, se han determinado numerosas estructuras de proteinas
en complejo con su ligando. Estos complejos muestran que existe una
complementaridad entre la proteina y el ligando. En los complejos proteina-ligando
analizados, se observa que existe una tendencia a interaccionar atraves de una
superficie extensa. Esto conduce a que, de manera general, los ligandos mas
grandes se unan en depresiones en la superficie de la proteina, mientras los grupos
pequefios tales como los grupos hemo o prostéticos se unen en cavidades
profundas. Las proteinas que unen ligandos lineales, como por ejemplo ADN vy
polisacdridos, lo hacen en hendiduras. La interfase entre la proteina y el ligando se
encuentra tan empacada como lo esta el interior de la proteina. Todos los grupos
polares en la interfase se encuentran formando puentes de hidrégeno y las cargas
electrostaticas generalmente se encuentran neutralizadas. Los puentes de
hidrégeno son particularmente predominantes en la interaccion con grupos polares
y con frecuencia algunas moléculas de agua actuan como intermediarios (Bhat et.
al., 1994, Luecke and Quiocho, 1989), como se observa claramente en las
estructuras de antigeno-anticuerpo (Guddat et. al, 1994). Los grupos idnicos
normalmente no se embeben en la interfase a menos que haya grupos de carga
opuesta en el ligando que deban ser neutralizados. En otros casos, en los que no
hay “grupos neutralizantes”, la carga formal del ligando es “solvatada” por
multiples puentes de hidrégeno de otros grupos de la proteina, logrando una
efectiva dispersion de la carga (Quiocho F. A, et. al,, 1987). Por otro lado, también
se observa complementaridad entre la proteina y su ligando en muchos complejos
cristalograficos. En estos se observa que las caras hidrofébicas de la proteina y del
ligando tienden a excluirse del solvente, favoreciendo con esto ta unién.




LA AFINIDAD Y LA ESPECIFICIDAD.

La afinidad de una molécula hacia otra, se refiere a la capacidad que tiene ésta de
permanecer unida aquella otra. La afinidad de dos moléculas, A y B, puede ser
descrita de forma equivalente por la constante de equilibrio para la formacién del
complejo Kgq= {[AB]/[Alibrel{Biibre), la energia libre para la formacion del complejo
AGap= -RTInKgq 6 por la razén de las constantes de union y no union kon/Koft = Keg.
La especificidad se refiere a la preferencia de una molécula para unirse a otra
molécula en particular, esta propiedad se puede definir como la diferencia de
afinidad entre dos ligandos determinados (A y A'): AAGaa = AGag - AGa'B. Los
valores de la afinidad (AG) y de la especificidad {AAG) dependen de los
requirimientos biolégicos para un determinado proceso. El punto adecuado para la
funcién de alguno de estos procesos podrd requerir una alta o baja afinidad, o bien,
una alta o baia especificidad (Figura 1).

AFINIDAD
ALTA BAJA
< Huésped/hospedero Represores de la regulacién
a 3 , .
g < Anticugrpo/antigeno Anticuerpofantigeno
o
—
O
w
(=8
E < . Proteinas que se
g MHC/peptido unen inespecificamente al
ADN

Figura 1. Ejemplos de macromoléculas con diferentes afinidades y especificidades (tomada de
Szwajkajzer and Carey, 1997).




ASPECTOS TERMODINAMICOS DE LA UNION PROTEINA LIGANDO.

Para que la unién entre una proteina y su ligando se lleve a cabo, es necesario que
la energia libre del complejo disminuya con respecto a la de las moiéculas por
separado. La energia libre es una propiedad global del sistema y se define como la
diferencia entre la entalpia y entropia del sistema:

G=H-TS

Donde G, es la energia libre del sistema; H, la entalpia; S, la entropia v T la
temperatura. En la practica, no es posible medir valores absolutos de estos tres
términos, solamente pueden ser medidos los cambios de éstas tres funciones de
estado. El término entalpico, se origina del cambio en los enlaces entre la proteina y
el ligando. Las interacciones no covalentes para la formacion del complejo incluyen
muchas contribuciones de corto alcance tales como, fuerzas de van der Waals,
puentes de hidrégeno y puentes salinos. El término entalpico (H) es negativo o
favorable, cuando se forman enlaces; y es positivo 0 desfavorable, cuando se
rompen enlaces. El término entrépico (S), refleja los grados de libertad del sistema
e involucra cambios en la estructuracién de las moléculas del solvente,
“contraiones”, asi como cambios en el patrén rotacional y translacional de los
enlaces. La entropia es positiva o favorable, cuando el nimero de grados de
libertad aumenta en cualquier lugar del sistema; mientras que es negativa o
desfavorable, cuando sucede lo inverso. Ambos términos, H y S, tienden a
contraponerse y a cancelarse mutuamente, haciendo que las fuerzas en el esquema
de la energia libre que conducen a la unién sean confusas. Es fundamentalmente
incorrecto decir que los complejos proteina-ligando estdn estabilizados solo por los
enlaces entre ambos ( Szwajkajzer and Carey, 1997). En realidad los complejos se
estabilizan por la diferencia neta de energia libre entre ios estados de unién y libre
de las moléculas participantes.

PROTEINAS QUE SE UNEN AL ADN.

El estudio de la expresion genética y su modulacion en el tiempo y en el espacio,
requiere de un conocimiento detallado de la funcion de las proteinas que
interaccionan de manera especifica con el ADN (Jen-Jacobson, 1997). Dicho
conocimiento permitira entender procesos tales como el control de la expresién
genética en la diferenciacion, el desarrollo (Choo and Klug, 1994), la plasticidad
celular (Bailey et. al., 1996}, etc.




Se han identificado un gran numero de proteinas que se unen al ADN, las cuales
levan a cabo diversas funciones. Entre éstas, podemos encontrar a las que
estructuran y organizan al ADN, tales como las girasas y las topoisomerasas; las
que regulan la expresion de genes, como lo son los represores y activadores; las
Qque hidrolizan al ADN en procesos de recombinacion, las recombinasas y las
encargadas de hidrolizar ADN foraneo, como son las nucleasas.

El analisis de la estructura primaria y terciaria de las proteinas ha permitido formar
grupos o familias estructurales (Holm and Sander, 1994; Jones, 1999). Las
proteinas que se unen al ADN no son la excepcidn, y en ellas se han encontrado
motivos estructurales comunes (Figura 2; Harrison et. al, 1990 ; Berg, 1993; Chen
et. al., 1998, O’'Sea et. al., 1991; Ellenberger et. al., 1992; Somers and Phillips, 1992;
Edmonson and Olson, 1993). No obstante, no todas las proteinas que se unen al
ADN pueden ser clasificadas dentro de las familias de motivos estructurales
conocidas. Un ejemplo de lo anterior lo constituyen las endonucieasa de restriccion
del tipo |l, las cuales parecen tener cada una de ellas su propio plegamiento. Estas
enzimas solo presentan semejanzas en la forma general de su estructura y en e
nucleo de hebras B caracteristico de este tipo de endonucleasas (Newman et. al,
1994; Venclovas etl. al, 1994). Debido a !a variedad de temas estructurales que
interaccionan con al ADN, y a que no es posible establecer patrones de
aminoacidos que reconozcan determinadas secuencias de bases; no ha sido
posible establecer una correlacién entre la estructura de la proteina y el
reconocimiento de secuencias especificas en el ADN (Suzuki and Yagi, 1994; Suzuki
et. al., 1995, Wolfes et.al., 1999).




Represor
lambda

Represor
ARC

Activador
transcripcional
AP-1

Figura 2. Modelo estructural de proteinas representantes de los diferentes plegamientos que
han sido identificados. Hélice vuelta hélice: represor lambda; dedos de zinc: proteina ATERF1;
tamina B: represor ARC; cierre de leucina: activador AP-1 y Hélice asa hélice: activador CAP.
Los cilindros rojos denotan estructura secundaria a-hélice, las flechas amarillas estructura
p-plegada, en azul estan representadas las vueltas y en verde el plegamiento no estructurado

(“random coil”).

LAS ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION.

En la decada de los 50’s con la deteccion de cepas de E. coli resistentes a la
infeccion por bacteriéfago, empezaron a descubrirse otras cepas que eran
capaces de hacer lo mismo (revisado en Wilson, 1991). Posteriormente se




reconocid que dichas cepas contenian ciertas actividades enzimaticas a las que se
les llamod sistemas de restriccion-modificacion. Los sistemas de restriccién-
modificacion forman parte de un sistema inmune primitivo, que protege a los
microorganismos del ADN invasor., Estos sistemas constan de dos actividades
enzimaticas: una actividad de endonucleasa que reconoce e hidroliza de forma
especifica al ADN y una actividad de metilasa que metila adeninas o citosinas de
manera especifica, impidiendo la hidrdlisis del ADN (Pingoud and Jeltsch, 1997). Se
han detectado y clasificado diferentes tipos de estos sistemas:

a) Tipo I. Las actividades enzimaticas de estos sistemas de restriccion se
encuentran en un complejo de tres proteinas, S, R y M, que modifican y restringen al
ADN. La subunidad R hidroliza al ADN, para lo cual requiere ATP y Mg2+, mientras
que es estimulado por S-adenosiimetionina. La subunidad M metila el sitio evitando
la hidrélisis. Esta sububidad utiliza como cofactor S-adenosilmetionina. La subunidad
S determina la especificidad tanto para la actividad de restriccién como para la de
metilacién {Wilson, 1991a).

b) Tipo IIl. Las actividades enzimaticas de estos sistemas de restriccién se
encuentran en dos proteinas separadas, la endonucleasa y la metilasa. Ambas
proteinas reconocen secuencias que generalmente son palindrémicas (secuencias
que se leen de igual forma de izquierda a derecha que de derecha a izquierda), que
van de 4 a 8 pares de bases. La mayoria de las endonucleasas de este tipo
realizan fa hidrélisis del ADN dentro de la secuencia que reconocen y utilizan Mg2+
como cofactor. Las metilasas requieren S-adenosilmetionina para metilar al ADN
(Wilson, 1991a).

¢) Tipo lis. Las actividades enzimaticas de estos sistemas de restriccion se
encuentran, al igual que el tipo anterior, en proteinas diferentes. La endonucleasa
realiza la hidrolisis del ADN a una distancia de 20 nucledtidos del sitio de unidn, €l
cual es asimétrico, no interrumpido, y de cuatro a siete nucleétidos de longitud. La
endonucleasa de estos sistemas es mayor que las del tipo Il y, probablemente,
actuan como mondmeros. La metilacion es llevada a cabo algunas veces por dos
metiltransferasas, una para cada hebra.

d) Tipo Ill. Las actividades enzimaticas de este tipo de sistema de restriccion se
encuentran en un complejo que consta de dos proteinas, una M vy otra R. La
proteina R requiere ATP para poder cortar al ADN y es estimulada por S-
adenosilmetionina, realizando la hiddlisis a cierta distancia del sitio de




reconocimiento. La subunidad M es capaz de autometilarse, y ésta solamente
metila una hebra del ADN para evitar el corte. La secuencia que reconocen es
asimetrica, no interrumpida y de cinco a seis nucleétidos de longitud. El corte ocurre
aproximadamente a 25 nucledtidos de la secuencia que reconocen (Wilson, 1991a).

e) Tipo IV. La actividad de restriccion y metilacion estdn en una sola cadena
polipeptidica, aunque existe también una proteina separada capaz de metilar al
ADN en el mismo sitio de reconocimiento. La hidrdlisis del ADN es realizada fuera del
sitioc de reconocimiento (Janulaitis et. al., 1992).

De los sistemas de restriccion, los del tipo Il son de gran importancia gracias a su
amplio uso como herramientas en la biologia molecular. Esto se debe a que
reconocen y cortan dentro de secuencias especificas, facilitando la manipulacion del
ADN en la clonacién y diagnéstico.

LA ENDONUCLEASA EcoRI.

En la actualidad se cuenta con una amplia informacion acerca de la endonucleasa
EcoRlI (Figura 3}, lo que la ha convertido en un buen modelo para el estudio de las
interacciones proteina-ADN. La endonucleasa EcoRl es un homodimero de peso
molecular de 28.5KDa, originalmente codificado en el plasmido RI13 (Newman et al,
1981). Esta endonucleasa reconoce de forma especifica la secuencia nucleotidica 5’-
GAATTC-3', e hidroliza al enlace fosfodiester localizado entre la Gy la A, dejando el
grupo fosforilo en el extremo &' de la A y un hidroxilo en el carbono 3’ de la G
(Figura 3A; Hedgpeth et. al., 1972).
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Figura 3. {A) Secuencia candnica reconocida por la endonucleasa EcaRl. Se indica el fosfato

hidrolizable por la endonucleasa en color verde y los sitios en donde se lleva a cabo la

hidrolisis. (B) Vista axial y lateral del modelo del complejo de la endonucleasa EcoRI-ADN

(Kim et al, 1990).
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La estructura que presenta esta endonucleasa no corresponde a ninguno de los
motivos de unién al ADN mencionados anteriormente (Figura 2), sino que
representa un plegamiento Unico, que comparte solo algunas caracteristicas con los
otros miembros de las endonucleasas del tipo Il que han sido cristalizadas (Figura
3B, Newman et. al., 1994, Venclovas et. al., 1994),

EL MECANISMO CATALITICO DE LA ENDONUCLEASA EcoRl ES
SIMILAR AL DE OTRAS ENDONUCLEASAS.

El mecanismo catalitico de todas las endonucleasas de restriccidn del tipo Il parece
ser muy similar, puesto que todas ellas requieren de iones divalentes para llevar a
cabo su reaccién, asi como residuos de aminoacidos con carga negativa para
unirlos. Los sitios activos de las endonucleasas del tipo 1l que cuentan con
estructura cristalografica, son semejantes, tanto por los residuos de aminodcidos
que contienen (Tabla 1), como por la disposicion estructural que presentan (Figura
4).

Tabla 1. Comparacion de los residuos en los sitios cataliticos de las endonucleasas EcoRl,
EcoRV, BamHl y Pvull. (Modificado de Grabowski et. al.,,1995),

EcoRl EcoRV BamHI Pvull Papel propuesto en la catalisis

Pro90 Pro73 Estructuracion del sitio activo.

Unidn del Mg2+ y su arientacion catalitica
Asp81 Asp74 Asp94 Asp58 | adecuada.

Unidn del Mg2+ y su orientacién catalitica
Gluit1 AspS0 Gluiti Gluég8 | adecuada.

Estabilizacion dei estado de transicion.
Lys113 Lys92 Glu113 Lys70

12




Figura 4. Comparacién de la geometria de los tres residuos cataliticos sobre la traza de
carbonos alfa de una parte de la estructura de cuatro endonucleasas del tipo Il que han sido
critalizadas. El ADN (en vista lateral) a la derecha corresponde al sitio canodnico de |a
endonucleasa EcoRl, y en relacion a ésta se presentan orientados los residuos cataliticos de

otras endonucleasas.

Con base en las estructuras cristalograficas y estudios de dinamica molecular de
las endonucleasas EcoRl y EcoRV, se ha sugerido (Jeltsch et. al, 1992) que la
catélisis de estas enzimas se lleva a cabo por medio de un ataque nuclefilico Sy2 al
dtomo de fésforo por una molécula de agua activada, la cual se encuentra en linea
con el grupo 3'-OH saliente. Este tipo de ataque nuclefilico es compatible con la
inversion de configuracién observada en el atomo de fosforo (Connolly et. al,
1984). Segun Jeltsch y colaboradores el mecanismo propuesto requiere lo siguiente
(Figura 5):

a) Un acido de Lewis que polariza los enlaces oxigeno-fosforo no esterificados. Esta
polarizacion incrementa la electrofilicidad del atomo de fésforo haciéndolo mas
reactivo para unir el ibn OH proveniente de la molécula de agua activada. Segin la
estructura de los sitios activos de las endonucleasas mencionadas, este acido
podria ser el Mg+, el cual se encuentra unido por los residuos cataliticos acidos
(por ejemplo Asp91 y Glu111 en la endonucleasa EcoRl , ver Tabla 1).
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b) Una base general que active la molécula de agua atacante, via el incremento de
la carga parcial negativa del oxigeno, aumentando entonces su nuclecfilicidad. En
algunas de estas proteinas se ha sugerido que la base general podria ser uno de
los oxigenos unidos al fosfato 3’ del enlace fosfodiester hidrolizable (Jeltsch ef. al,
1893, Thorogood el al, 1996), aunque existe la objecién de que el pK; de un
oxigeno no esterificado es demasiado bajo para llevar a cabo esta funcion
eficientemente. Debido a esto se ha propuesto que por lo menos para la
endonucleasa EcoRV, el oxigeno no esterificado participa en la catdlisis, ayudando
en la estructuracion del sitio catalitico. Esto permitiria que una molécula de agua
proveniente de la esfera de hidratacion de uno de los metales unido al sitio
catalitico se active y ataque al fosfato del entace fosfodiester hidrolizable, lo cual
podria ser cierto para el resto de las endonucleasas (Horton et. al.,, 1998).

¢) Un 4cido de Lewis que estabilice la carga negativa extra del intermediario
pentacovalente del fosfato durante el estado de transicion. Inicialmente Jeltsch y
colaboradores propusieron que la lisina presente en algunas de las endonucieasas
(Tabla 1) podria funcionar para estabilizar la carga negativa incipiente que se
forma en el estado de transicién durante la catalisis. No obstante, Horton vy
colaboradores han propuesto que la lisina catalitica esta involucrada en la
disminucion del pKg y la orientacién adecuada de la molécula de agua atacante., En
este nuevo esquema el metal unido en el sitio activo frente al enlace fosfodiester
hidrolizable funcionaria estabilizando la carga negativa generada.

d) Un &cido de Bronsted que protone al oxigeno del grupo saliente, bajando su
nucleofilicidad. De acuerdo a la estructura terciaria de la endonucleasa EcoRV, se ha
sugerido que este acido podria ser una molécula de agua proveniente de la esfera
de hidratacion del ion Mg2+ unido en ei sitio activo (Jeltsch et. al., 1992). Dicho idn
se encuentra frente al fosfato del enlace fosfodiester hidrolizable, a una distancia
de puente de hidrégeno del oxigeno 3’ saliente, lo cual podria ser cierto para otras
endonucleasas (Horton et. al., 1998).
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Figura 5. llustracion esquematica de! mecanismo general de hidrolisis de los enlaces
fosfodiéster de las endonucleasas. X, Yy Z-H son una base general, un &cido de Lewis y un
acido general, respectivamente. (basado en Jeltsch et. al., 1992).

RECONOCIMIENTO ESPECIFICO AL ADN POR LA ENDONUCLEASA
EcoRl.

En un principio se pensé que el reconocimiento de las proteinas que se unen al ADN
en forma especifica estaba determinado Unicamente por los residuos que
interaccionan directamente con las bases (Needels et.al., 1988), a esto so le conoce
con el nombre de reconocimiento “directo” (Seeman et al., 1976). No obstante,
mediante experimentos de mutagénesis se mostré que los contactos hacia las
bases del ADN no eran suficientes para explicar la especificidad de las proteinas
que se unen a ADN. Asi que se sugiri® que en estas proteinas existe un
“reconocimiento indirecto” hacla el esqueleto de azucares fosfatados del ADN, es
decir que los contactos con los fosfatos del ADN contribuyen también al
reconocimiento especifico (Freemont et al, 1991). Con base en la estructura
terciaria de la endonucleasa EcoRl y en experimentos genéticos, se ha propuesto
que los siguientes residuos actuan en el reconocimiento especifico por medio de
contactos directos a las bases del ADN: His114, Gin115, Met137, Ala138, Gly140,
Asn141, Ala142, Arg145, lle197, Arg200 y Arg203 (Jeltsch et al, 1995). Todos los
residuos mencionados se encuentran en la interfase entre el ADN y la proteina
(Figura 6). Un dodecapéptido en el que se encontraba la secuencia de aminodcidos
de la cadena extendida (Met137-Argid45) de la endonucieasa EcoRl, la cual
contacta a las bases del ADN por el surco mayor, mostré que se unia
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especificamente al ADN en la secuencia 5'-GAATTC-3' (Jeltsch et. al, 1995), aunque
con baja afinidad. No obstante, la mutagénesis sobre los residuos que contactan a
las bases del ADN en la endonucleasa EcoRl no ha producido cambio de
especificidad. En este sentido se han modificado los residuos Glui44, Arg145 y
Arg200 en forma dirigida (Alves et. al, 1989) y en a saturacién (Osuna etal,
1991), sin producir cambio alguno . Otras endonuleasas, como la EcoRV, tampoco
han mostrado cambio de especificidad cuando se mutan los residuos que contactan
a las bases del ADN, sino que solo se observa una baja importante de la actividad
( Wenz et. al., 1998). Lo anterior sugiere que la especificidad de este tipo de
endonucleasas esta dada por otros factores, ademas de los contactos con las
bases del ADN.

Un determinante mds de la especificidad podria estar dada por los residuos que
intervienen en la catalisis, como claramente sucede en las endonucleasas EcoRV y
Munl (Engler et al, 1987, lLagunavicius etal, 1997, Lagunavicius and Siksnys,
1997). En estas endonucleasas, el reconocimiento especifico en condiciones
fisioldgicas, solo puede llevarse a cabo en presencia de Mg2+, lo que indica que
parte del reconocimiento podria estar dado por la estructuracion adecuada del
sitio catalitico. Sin embarge, edonucleasas como la EcoRl y la BamH|(Lesser et.al.,
1990; Engler et. al., 1997) son capaces de reconocer de forma especifica al ADN en
ausencia de Mg2+, aunque sin hidrolizar el ADN. Es posible que parte de la
especificidad catalitica de las endonucleasas esté dada por la incapacidad de
hidrolizar al ADN en sitios diferentes ai canénico. Asi, podriamos dividir al fendémeno
de la especificidad de estas enzimas en dos partes: la especificidad de unién y la
especificidad catalitica (que corresponderia a la eficiencia catalitica). En este
trabajo, entenderemos la especiticidad como el reconocimiento y la hidrdlisis de
secuencias especificas del ADN.

En nuestro laboratorio, hemos estudiado el papel que juega la His114 en la
actividad de la endonucleasa EcoRI (Flores et. al, 1985). La Hist14 ha sido
identificada por experimentos de mutagénesis, como un posible participante en el
reconocimiento del substrato, puesto que que al mutarlo por algunos otros
aminodcidos, es capaz de producir un “fenotipo estrella” (corte de ADN en
secuencias que difieren sélo en un par de bases de la secuencia candnica; Gardner
et. al., 1982). La estructura cristolografica del complejo EcoRI-ADN candnico (Kim
et al.,1990) revela que la His114 no contacta directamente a las bases, sino que
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podria contactar al fosfato del enlace fosfodiéster entre las adeninas en la
secuencia canonica (Jeltsch et a/.,1993a). Dicha histidina se encuentra en una
region de la endonucleasa EcoRl, en las que existen numerosas interacciones de
reconocimiento y catdlisis (Jeltsch et al., 1993, Figura 7), lo que ha conducido a la
propuesta de que en esta region pudiese existir un puente de comunicacion entre el
reconocimiento y la catalisis (Thielking et al, 1991). La evidencia experimental
existente no ha sido concluyente en cuanto al papel de la His114 en el
reconocimiento hacia el ADN, o si este residuo funciona como un elemento
comunicante entre el reconocimiento y la catdlisis. En nuestro grupo de trabajo se
ha sefialado que los modelos cristalograficos de las estructuras de la endonucleasa
EcoRl con y sin Mn2+, sugiere la existencia de una interacciéon funcional entre la
His114 y el Glu170. Dichos residuos se encuentran cercanos en la estructura
terciaria de la endonucleasa EcoRI (Figura 8). También se ha observado que al
mutar la posicion 170 (Glu—Ala) produce un fenotipo estrella (Flores, 1995a). Esto,
en conjunto con lo mencionado anteriormente, permitié emitir la hipdtesis que
establece que “la His114 de la endonucleasa EcoRl contacta al fosfato 5 de la
adenina central de la secuencia candnica y al Giui70 de esta enzima en forma
alterna; esto establece un sistema de comunicacion tipo “interruptor” entre el
reconocimiento y la catalisis de la endonucleasa EcoRI". En este trabajo
presentamos evidencia que muestra que el contacto especifico de los residuos
codificados por los codones His114 y Glui70 no constituye un “interruptor”, sino
que estos residuos podrian formar parte del reconocimiento especifico de la
endonucleasa EcoRl, ayudando a la “adaptacién” de la endonucleasa a la secuencia
canénica en el ADN.




CONTACTOS DE LA ENDONUCLEASA EcoRl
CON LAS BASES DEL ADN
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Figura 6. Diagrama que muestra en forma esquematica los residuos que contactan a las bases
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del ADN de la secuencia candnica de la endonucleasa FcoRl. Las flechas marron indican los
contactos de los residuos cataliticos, las rojas los contactos ibnicos y las lineas azules los

contactos hidrofébicos (tomado de Pingoud and Jeltsch, 1997).
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Figura 7. Modelo de la endonucleasa EcoRl en donde se muestra uno de los monémeros en color
naranja y el ADN en color azul. Los residuos mutagenizados en este trabajo se muestran en
color verde (His114 y Glu170). También se muestran en color amarillo los residuos de

reconocimiento que se han identificado y en color rojo los residuos cataliticos.
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Glu17C

Figura 8. Modelo estructural de la endonucleasa EcoRl en el que se muestran los residuos
His114, y el Glu170. El ADN esta representado en color azul y la estructura en listén de uno
de los mondémeros aparece en naranja. Se muestra también la distancia en angstroms de la
His114 al ADNy dela His114 al Glu170. Los atomos de cada residuo se indican en el oddigo de

colores siguiente: C, verde; N, azul; O, rojo; H, blanco.
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OBJETIVO

21




OBJETIVO GENERAL.
Contribuir al entendimiento del mecanismo de reconocimiento de la endonucleasa

EcoRl hacia et ADN.

OBJETIVOS PARTICULARES.

a) Mediante mutagénesis a saturacion, analizar la posible existencia de un
“interruptor molecular” que conecte el reconocimiento con la catalisis de la
endonucleasa EcoRl, constituido por el contacto especifico de los residuos

codificados por los codones His114 y Glu170,.

b) Explicar en base a las evidencias experimentales obtenidas sl fenotipo estrelia
observado en algunas de las mutantes de la endonucleasa EcoRl, y de la
endonucleasa silvestre bajo ciertas condiciones (pH, fuerza idnica, solventes

organicos, etc.).
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METODOS
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MODELO DE ESTUDIO Y PLASMIDOS UTILIZADOS.

En nuestro laboratorio contamos con los genes que codifican al sistema de
restriccidn-modificacién EcoRl. La endonucleasa de este sistema es un buen modelo
de estudio, debido a que a sido ampliamente caracterizada por medios genéticos,
bioquimicos y estructurales. Los genes de las dos enzimas que constituyen el
sistema EcoRl se encuentran clonados en forma monocistronica y dicistrénica. La
endonucleasa se encuentra clonada monocistronicamente en el plasmido pKGS160 y
en forma dicistronica, junto con la metilasa en el plasmido pKGS160Meti. En ambos
pldsmidos la endonucleasa se encuentra bajo el control del promotor lacUV5. El gen
de la endonucleasa lleva una mutacién en el codén Glu160, que lo cambia a Asp,
cambio que aparentemente disminuye la estabilidad del monomero libre de la
proteina, previo a ia dimerizacién (Kuhn et. al., 1986). Este cambio le permite a la
bacteria sobrevivir en la ausencia de la metilasa EcoRl en condiciones de baja
expresion de la endonucleasa. La metilasa se encuentra clonada
monocistrénicamente en el plasmido pCd1, y dicistrénicamente en el plasmido
pKGS160Meti. La cotransformacién de bacterias con los plasmidos pKGS160 y
pCJ1, permite a las bacterias sobrevivir. No obstante, la eficiencia de la metilasa
para protejer de la hidrélisis det ADN bacteriano producida por la endonucleasa, es
limitada, comparada con la observada cuando estd expresada en el mismo
plasmido que la endonucleasa. Por tal motivo los experimentos fueron llevados a

cabo en su mayoria mediante e} uso de! plasmido pKGS160Meti.

MUTAGENESIS DE LA ENDONUCLEASA EcoRl.

Para probar la posible comunicacion de los residuos His114 y Glu170, el gen de la
endonucleasa £coRl fué mutado a saturacion en los codones His114 y Glu170 por
medio de técnicas de biologia molecular convencional, PCR (Reaccién en cadena de

la polimerasa, por sus siglas en inglés) y por el método del megaprimer (Sarkar
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and Sommer, 1990). También se mutd a saturaciéon en forma independiente el
codon Glu170, con el propédsito de determinar si esta posicion por si sola es capaz
de producir mutantes con fenotipo estrella. La mutagénesis a saturacién se hizo
mediante el disefio de oligonucleédtidos (oligos) en los que en las posiciones antes
mencionadas se introdujo el codén NNS (N: mezcla equimolar de G, A, T, C; S:
mezcla equimolar de G y C). Los oligos fueron sintetizados en la unidad de sintesis
de oligonucleotidos del IBT, UNAM . También se usaron oligos para ampiificar el gen
de la endonucleasa por medio de PCR o para producir los fragmentos usados
posteriormente como megaprimers. Tal es el caso del oligo168sat, que fué usado
para verificar si el efecto de mutagenizar el codon Glut70 es exclusivo de esta
posicion; ¢ El oligo Glu111, que fué usado para obtener una enzima inactiva
(Grabowski et. al, 1995) empleada como control en los expsrimentos de
inmunodeteccion. Los oligos sintetizados para hacer los cambios en el gen de Ia

endonucleasa fueron los siguientes:

5'-Eco: 5-TACAGGAATTCATGTCTAATAAAAAACAGTCAAATAGG-3'.

3-Eco: 5-GCTAGGATCCTCAGTGATGGTGATGGTGATGCTTAGATGTAAGCTGTTCAAAC-3
114sat: 5-CTTTACCTTGSNNTTTGGCTTCAGC-3'.

170sat: 5-'AAAAAGTTAGACCCSNNTAGAAAAAGG-3'.

Hindlll: 5-GAAATAAATGAAGCTTTAAAAAAA-3'.

RevSeq. 5'-AATGCTTTTGCTTTTATGATTTACAA-3'.

168sat: 5-GTCCTTNNSCTAGAGGGGTC-3'.

GIn111-Eco: 5-CTTTACCTTGGTGTTTGGCTTGAGCAAC-3'.

Las posiciones marcadas en negritas en algunos de los oligos denotan los codones
que fueron mutados en el gen de la endonucieasa EcoRl. Los sitios en donde
hibridizan estos oligos en el gen de la endonucleasa, se esquematizan en la Figura

9.
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Figura 9. Diagrama esquematico que muestra el gen de la endonucleasa EcoRl y las zonas donde

hibridizan los oligos utilizados en este trabajo.

La estrategia de mutagénesis de los codones His114 y Glu170 de la endonucleasa
EcoRl se muestra en la Figura' 10. Por medio de PCR, se sintetizd primero un

megaprimer con la ayuda de los oligos 5-Eco y 114sat. Las condiciones de PCR
| fueron las siguintes: 25pmoles de cada oligo, 100ng del plasmide pKGS160, 2ZmM
de MgClz, 0.25mM de DNTP, 10mM de Tris-HCl, pH 8.3, 50mM de KCl, 2.5u de Taq
polimerasa (Gibco-BRL). £l progama de amplificacion se hizo en un Robocycler™ 40
(Stratagene) de la siguiente manera: 25 ciclos[24°C 1 min., 55°C 1 min.y 72°C 2
min.], 94°C 1 min,, 55°C 1 min.y 72°C 15 min. Estas condiciones de PCR se usaron
para sintetizar todos los fragmentos de ADN utilizados en este trabajo. H
producto de PCR se purificé de gel de agarosa al 1.5%. Para esto la muestra se
cargd en el gel y se separ6 por electroforesis a un voltaje de 100volts en
amortiguador TBE [90mM de Tris base, 90mM de acido bérico, 24mM de EDTA], la
banda del tamafio indicado se corto del gel con una navaja y se pasdé por una
jeringa para romper la estructura del gel de agarosa, luego se le agregé 800w de

fenol saturado con 10mM de Tris-HC! pH 8, y se dejé 10 min. a -70°C; se
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centrifugo a 14000 rpm durante 10 min. y se separd el sobrenadante. A este se le
hizo una extraccion con fenol/cloroformo 1:1 y el ADN se precipité con 0.2M de
NaCl y 50% de etanol a -70°C. Se centrifugé la muestra a 14000 rpm durante
10min,, la pastilla se secé al vacio y se se resuspendié en agua. Posteriormente se
extendio el producto de PCR utilizando el megaprimer His114 como oligo 5’, y &
oligo 170sat como e! 3'. Se purificé este fragmento generado por la PCR como ya
se menciond, y finalmente se extendid y amplificd el gen completo de la
endonucleasa, usando como megaprimer a este producto purificado y al oligo 3'-
Eco, el cual hibridiza en la parte final del gen de la endonucleasa (Figura 9). B
producto de esta PCR fue reamplificado con los oligos 5'-Eco y 3'-Eco y digerido
con las enzimas Hindlil y Psfl (50mM de Tris-HCI, 10mM de MgClz, 50mM de NaCl,
pH 8.0 a 37°C, por 3h minimo). El fragmento que corresponde a la parte central
de la endonucieasa se purificé de gel de agarosa y fué ligado (ligasa T4, Boehringer
Mannheim, y amortiguador de ligasa Gibco-BRL {50mM de Tris-HCI, 10mM de MgCla,
1mM de ATP, 1mM de DTT, 25% de polietilen-glicol-8000, pH 7.6], a 25°C, por 2h)
al plasmido pKGS160Meti previamente digerido con las mismas enzimas de
restriccion, en una proporcién 1:7.5 veces el plasmido respecto al inserto, en un
volumen de 15ul.

Todas las estrategias de mutagénesis empleadas en este trabajo fueron
realizadas de manera similar a la descrita en el parrafo anterior, utilizando los

oligonucleotidos adecuados para cada una de ellas.
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ESTRATEGIA PARA GENERAR EL BANCO DE MUTANTES DOBLES EN
LAS POSICIONES 114 Y 170 DEL GEN ecoRl.

Hindil

f  pKGS160Meti

5'-Eco 114sat
—--., @_—

v

Megaprimer 114sat 170sat
\ > <

Megaprimer 114-170sat 3'-Eco
. I

v

HinIdIII PTtI

Ligasa

Gen ecoRl mutante

Hindtl

Pstl

pKGS160Meti
114-170sat

Figura 10. Estrategia para la generacién y clonacion del banco de mutantes dobles en las

posiciones 114 y 170 del gen de la endonucleasa EcoRl.




ELECTROTRANSFORMACION DE LOS PLASMIDOS CON EL GEN DE LA
ENDONUCLEASA EcoRl EN CELULAS DE E. coli.

Luego de ligar el fragmento Hindli-Pstl de los productos de PCR en el plasmido
PKGS160Meti, el cual se usé para electrotransformar células de E. cofi de fa cepa
HF101(Flores et. al., 1995) en los casos en los que se requirié seleccion, o bien en
la cepa JM101, para los casos en los que se requirié purificar plasmido. Las celulas
de E. coli fueron preparadas de la siguiente manera: de un cultivo que crecio
durante toda la noche, se transfiri6 1/100 de litro a un litro de medio Luria-Broth
(LB). Este cultivo se dejo crecer durante 3h a 37°C, tiempo al cual el cultivo alcanzd
una ODggpp de =8.9 (densidad oOptica a 600nm). El cultivo se concentré mediante
centrifugacion a 5000 rpm durante 10 min. en tubos de 250ml. Se desechd el
sobrenadante y las células se lavaron resuspendiendolas en 125mi de glicerol estéril
al 10%. E! contenido de dos tubos se junté en uno solo y las células se
concentraron nuevamanete por centrifugacién. Se hicieron dos lavados mas de la
misma forma. Finalmente las células provenientes del litro de cultivo inicial se
resuspendieron en 200ml de solucién GYT (10% de glicerol, 0.125% de extracto de
levadura y 0.25% de triptona) + 200ul de glicerol al 10%. De ésta suspension se
hicieron alicuotas de 60ul en tubos eppendorf estériles de 500pul.

La electrotransformacion de los plasmidos que llevaban el gen de la endonucieasa
se realiz6 de la siguiente manera: a la reaccion de ligacion se le extrajo el agua con
butanoi y luego se elimind el butanol con etanol. La muestra se secé al vacio en un
aparato DNA Speed Vac®(Savant) y luego se resuspendié en 10ul de agua. Se
tomaron 2ul de ésta solucién y se colocaron en un tubo con células competentes.
La mezcla se transfirio a una celda para electroporacion con una separacion de
electrodos de 1Tmm y se electrotransformé a un voltaje de 1.8volts, una resistencia
de 200ohms y una capacitancia de 25uFa. Las célutas se transfirieron a 1ml de
medio SOC (triptona al 2%, extracto de levadura al 0.5%, 10mM de NaCl, 2.5mM
de KCI, 20mM de glucosa, 10mM de MgClz y 10mM de MgSQ4) v se incubaron
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durante 1h a 37°C. Luego de este lapso de tiempo se tomaron 300ul y se
sembraron en cajas con medio solido suplementados con los antibidticos
necesarios (los derivados de pKGS poseen resistencia a kanamicina, mientras que el
plasmido pCJ1 tiene resistencia a cloramfenicol) y con X-Gal, en los casos en los

que se requirié seleccion por color de la colonia.

SELECCION DE LAS MUTANTES GENERADAS.

La seleccion de las mutantes producidas se hizo transformando la cepa HFJM101
(Flores et. al., 1995) con el banco de mutantes. Dicha cepa lleva una fusion
transcripcional en la que los genes del operén lac se encuentran bajo el promotor
PdinD. el cual se induce durante la respuesta SOS en E. coli. El sistema SOS responde
a la presencia de ADN hidrolizado ¢ de cadena sencilla (Figura 11). De esta
manera las mutantes con actividad de corte pueden ser visualizadas como
colonias azules en cajas Petri con medio LB sélido, X-Gal (30ug/ml) y kanamicina

(25ug/ml}, antibidtico al cual confieren resistencia los derivados del plasmido pKGS.
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Figura 11. Induccidn de la respuesta SOS acoplada a p-galactosidasa. La cepa SOS de E. coli
contiene una fusion de un gen del sistema SOS de esta bacteria con el gen lacZ. Este gen se
encuentra reprimido por la proteina LexA, al menos que exista en el medio intracelular ADN
hidrolizado, el cual es censado por la proteina Rec?*, la cual inactiva a LexA, permitiendo |a
expresion de la p-galactosidasa. Esto provee de un método para seleccionar colonias en las
que existe una endonucleasa capaz de hidrolizar al ADN, utilizando un medio con X-Gal como

indicador.
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SECUENCIACION DE LOS GENES MUTANTES.

Para la secuenciacién de los genes se utilizdé el “kit" de Termosequenasa™ de
Amersham. Se emplearon los reactivos y las condiciones marcadas en el “kit" de
secuenciacion. Los oligonucledtidos Hindlll y REVSEQ (5pmoles) se usaron para
secuenciar la parte central del gen de la endonucleasa. La reaccion de secuencia se
cargo en un gel de poliacrilamida al 7%, con 8M de urea y se comid una
electroforesis a una potencia de S55watts. El gel se secod Yy Se expuso en una
pantalla del Phosphorimager™, el cual posteriormente se “escaned” y se determind
la secuencia del gen de la endonucleasa. Los genes de las mutantes seleccionadas
para hacer una mayor caracterizacién se secuenciaron completamente con un
secuenciador automatico Perkin-Eimer 377-18 en la unidad de secuenciacion del IBT,
UNAM.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE 3-GALACTOSIDASA.

De un cultivo de las mutantes se|ec¢ionadas que llevaban ef pldsmido pKGS160Meti
en la cepa HF101, que crecié durante toda la noche (over night, ON) en medio
Luria-Broth (LB), a 37°C, se reinoculd en medio liquido LB un volimen que
correspondio a 1/100 del volimen total de este medio, para hacer las
determinaciones de B-galactosidasa. Luego de crecer durante 4h, las células se
concentraron centrifugando a 14000 rpm durante 3 min,, y se resuspendieron en
900m! de amortiguador Z (60mM de NapHPQO4-7H20, 40mM de NaHsPO4.H20,
10mM de KCI, 1mM de MgS04.7H20, 50mM de 2- mercaptoetanot, pH 7.0). Luego
se les agrego 70ul de SDS al 0.2% y 30ul de cloroformo. Las muestras se agitaron
por 10 seg. y se les agregé ONPG (orto-nitro-fenil-galactopirandsido 16mg/ml en
amortiguador 2Z). bespués de cierto tiempo (de 20 segundos a 3 minutos) las
muestras se tornaron amarillas y la reaccién fué detenida agregando 500ul de 1M

de NapCOj. Las muestras se centrifugaron a 14000 rpm  (microcentrifuga
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Eppendorf) por 1 min., y luego se leyé la absorbancia a 420nm. En los ensayos en
los que se us6 1mM de IPTG (isopropiltiogalactopiranosido), este se agregé 2h

después de haber inoculado el cultivo.

INMUNODETECCION DE LA ENDONUCLEASA EcoRlI SILVESTRE Y
ALGUNAS DE SUS MUTANTES.

Con el fin de determinar si la falta de actividad de algunas de ias mutantes de la
endonucleasa EcoRl se debia a la ausencia de produccién de la proteina, se hizo
una inmunodeteccion con anticuerpos policlonales anti EcoRl de conejo (donados
por Joseph Heitman). De un cultivo de células de E. coli que crecio durante 10 horas
en LB, se colectaron las células de 1 ml, por centrifugacion a 14000 rom durante 4
min. La pastilla se resuspendié en 50u | de agua + amortiguador 2X (126mM de
Tris-HCI pH 6.8, 10% de 2-mercaptoetanol, 20% de glicerol, 4.6% de SDS, 0.01%
de azul de bromofenol) y se cargé en un gel de poliacrilamida al 12% preparada en
un amortiguador (375mM de Tris-HCI pH 8.8, 0.1% de SDS, 12% de acrilamida,
0.1% de persulfato de amonio, 0.04% de TEMED, con gel concentrador de
acrilamida al 5%: 125mM de Tris-HCI pH 6.8, 0.01% de SDS, 5% de acrilamida,
0.01% de persuifato de amonio, 0.1% de TEMED). La proteinas se separaron por
electroforesis en amortiguador de corrida (25mM de Tris, 192mM de glicina, 0.1%
de SDS), con una corriente de 20mA. Una vez separadas las proteinas, se
transfirieron a nitrocelulosa en una camara de transferencia en un amortiguador
(50mM de Tris, 380mM de glicina, 0.1% de SDS, 20% de metano!), a una corriente
de 400mA durante 1h. La membrana de nitrocelulosa ya con las proteinas
transferidas, se saturé con gelatina en el siguiente amortiguador: 10mM de Tris-
HCi pH 8.0, 150mM de NaCl, 0.05% de Tween, 3% de gelatina, durante 1h a
temperatura ambiente. La membrana se lavé 3 veces por 10 min. con agitacién en

amortiguador de lavado (Tris-HCl 10mM pH 8.0, NaCl 150mM, Tween’20 0.05%).
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Posteriormente, la membrana se incubé 1h en 50ml de amortiguador de gelatina al
1% (10mM de Tris-HC! pH 8, 150mM de NaCl, 0.5% de Tween 20, 1% de gelatina)
con el anticuerpo anti EcoRl diluido 1:2000. La membrana se lavé 3 veces por 10
min. en amortiguador de lavado, luego se transfirié a un recipiente con 30ml de
amortiguador de gelatina al 1% con el anticuerpo anti IGg de conejo diluido 1:7500
y se incubd durante 1h. La membana se lavé 3 veces por 10 min con amortiguador
de lavado y luego se escurrié. Posteriormente, la membrana se colocé en un
recipiente que contenia 15ml de amortiguador de reaccién de fosfatasa alcalina
(100mM de Tris-HC! pH 9.5, 100mM de NaCl, 5mM de MgCls, 165mg/ml de NBT,
53mg/mt de BCIP), durante 1h en la oscuridad. Por ditimo, la membrana se lavé
con una solucion 0.5M de EDTA para detener la reaccion y se dejé secar sobre

papel absorvente.

PURIFICACION DE LAS MUTANTES DE LA ENDONUCLEASA EcoRl.

De un cultivo que crecié durante toda la noche, se resembré 1/100 en un 1.0L de
medio LB para la endonucleasa silvestre, ¢ 1.5L para las clonas mutantes con
fenotipo estrella. Se dejaron crecer las células a 37°C durante 2h, se les agrego
IPTG a una concentracion final de 1mM, y se dejaron crecer por 2h mas. Todos los
pasos gue se describen a continuacion se realizaron a 4°C. Se colectaron las
células en tubos de 40ml, centrifugando a 4000 rpm por 13 min., se resuspendisron
en 20ml| de amortiguador de lisis (20mM de KH2PO4, 15mM de 2-mercaptoetanol,
imM de EDTA [sal disddica del acido etilendinitrilo tetracé.tico], 1tmM de PMSF
[fluoruro de fenil-metil-sulfonilo]). Las células se sonicaron en un aparato VWR
Scientific con vastago grueso con 5 pulsos de 15 seg. cada uno y dejando en hielo
durante 3 minutos entre cada pulsacion. Se centrifugaron 15 min. a 10000 rpm vy
luego se paso la muestra a tubos de polipropileno y se centrifugaron a 21000 rem

por 60 min. en un rotor SW40Ti. Se le agregd 1/5 del volimen en peso de sulfato
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de estreptomicina y se agité por 45 min en hielo. Posteriormente las muestras se
centrifugaron 10000 rpm durante 15 min., se tomoé el sobrenadante y este se
dializé por tres horas, luego ON contra un amortiguador (20mM de KPO4, 5mM de

2-mercaptoetanol, 200mM de KCI, 2mM de ditiotreitol , 1mM de PMSF, 0.5mM de
EDTA, 10% de glicerol, pH 7.4).

COLUMNA DE FOSFOCELULOSA.

La muestra de proteina dializada se cargé en una columna de fosfocelulosa
previamente activada (se traté con 0.5N de KOH durante 5 min. y luego se filtré y
se lavd con agua, luego se tratd con de 0.5N de HCl y se lavé con agua hasta que
alcanzé un pH de 4.5 o mas, después se lavd con un amortiguador [20mM de
KPO4, 100mM de KCl, 0.5mM de EDTA, pH 7.4]). La muestra se eluyd con una fase
movil (20mM de KPO4, 5mM de 2-mercaptoetanol, 0.1mM de EDTA, 10% de
glicerol) con un gradiente de 0.15M—1M de KCl y se tomaron fracciones de 3ml. Se
determin¢ la actividad de las fracciones mediante digestiones de 500 ng de ADN de

fago A, utilizando 1ml de cada fraccion. El amortiguador utilizado para las

digestiones fue el “Buffer H" (Boehringer-Mannheim).

COLUMNA DE HIDROXIAPATITA,

Las fracciones de la columna de fosfocelulosa que presentaron mayor actividad se
cargaron en una columna de hidroxiapatita previamente equilibrada con
amortiguador (20mM de KPO4, 5mM de 2-mercaptoetanol, 10% de glicerol, 200mM
de KCI). Se lavo con 200ml de amortiguador de lavado (150mM de KPQy4, 5mM de
2-mercaptoetanol, 10% de glicerol). La muestra se eluyd con un amortiguador
(5mM de 2-mercaptoetanol, 10% de glicerol) que contenia un gradiente
0.15M—0.8M de KPO4. Se colectaron muestras de 3ml y se determiné la actividad

de la endonucleasa en las fracciones como se describid para la columna de

fosfocelulosa.
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Las fracciones con mayor actividad se juntaron y se les agregé EDTA a una
concentracidon final de 1mM. La muestra se dializd durante 4h en el siguiente
amortiguador: 20mM de KPQy4, 0.4M de KCI, 1mM de EDTA, 0.2mM de ditiotreitol,
10% de glicerol; luego contra el mismo amortiguador por toda la noche, pero con
contenido de glicerol al 50%. Finaimente, se agregaron 28 ml de glicerol por cada
100 ml de muestra de la endonucleasa.

A la muestra anterior se le determiné la concentracién de proteina presente por

medio de espectrofotometria a 278 nm, segun Modrich y Zabel (1976).

ELECTROFORESIS Y TINCION CON NITRATO DE PLATA DE LA
ENDONUCLEASA EcoRl Y LAS MUTANTES SELECCIONADAS.

Para verificar el grado de purificacion obtendo de las mutantes de las
endonucleasas purificadas se separaron las proteinas por medio de electroforesis
en gel de acrilamida de manera siimilar al descrito en la seccién previa a este
apartado. El gel con las muestras se tifid con AgNOQO3 al 0.1% de la siguiente
manera: Se coloco el gel en isopropanol al 30% y Ac. acético al 10% durante 1h.
Porteriormente se transfirié a isopropanol al 10% durante 10 min. y luego en
isopropanol al 5% durante 10 min. Luego se colocd el gel en 100m| de DTT a 20mM
durante 30 min. Luego se pasé el gel a una solucién de AgNQOj3 al 0.1% durante 30
min., se enjuagoé con agua y se transfirid a una solucién que contenia NapCOj3 al 3%
y formaldehido al 0.02%, hasta que se revelaron las bandas correspondientes a las
proteinas presentes en el gel. La reaccién se detuvo enjuagando el gel varias veces

con agua y finalmente a una solucion de acido acético al 1%.
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CARACTERIZACION in vitro DE LAS MUTANTES PURIFICADAS DE
LA ENDONUCLEASA EcoRl MEDIANTE LA DIGESTION DE ADN DE
FAGO X EN DIFERENTES CONDICIONES.

Posterior a la purificacion de las mutantes con mayor actividad, se caracterizaron
in vitro mediante la digestién de ADN de fago A.

La digestion de ADN de fago se llevo en diferentes condiciones:

a) Diferentes concentraciones de espermidina. La espermidina incrementa la
especificidad de varias endonucleasas de restricion (Pingoud et. al., 1984; Pingoud
1985) y podria aumentar la especificidad de las mutantes con fenotipo estrella de
la endonucleasa EcoRIl. La digestién se realiz6 en las siguientes condiciones:
20ng/ml de DNA de fago A, 50mM de tris-HCI, 10mM de MgClz, 1mM de DTE, 50mM
de NaCl, 50nM de EcoRl, diferentes concentraciones de esparmidina
(2.5mM—40mM), en 20 ml de volumen total, a 37°C, durante 1.5h.

b) Diferentes concentraciones de NaCl. Se ha demostrado que la endonucleasa
EcoR| presenta fenotipo estrella en amortiguadores con baja fuerza idnica (Polisky
et. al., 1875). Con el propésito de determinar si el fenotipo estrella de las mutantes
desaparece al aumentar la fuerza i6nica, se hicieron digestiones de ADN de fago A
en las siguientes condiciones: 20ng/ml de DNA de fago A, 50mM de tris-HCI, 10mM
de MgClz, 1mM de DTE, 50nM de EcoRl y diferentes concentraciones de NaCl
(26mM—400mM), en 20 ml de volimen total, a 37°C durante 1.5h.

c) Diferentes concentraciones de hidrocloruro de guanidina(GndHCl). Para
determinar el efecto de la GndHCI sobre ia digestion de ADN de fago A de las
mutantes, se hicieron digestiones de ADN de fago A en diferentes concentraciones
de este desnaturalizante en las siguientes condiciones: 20ng/ml de DNA de fago A,
50mM de tris-HCI, 10mM de MgClz, 1mM de DTE, 50mM de NaCl, 50nM de EcoRl y
diferentes concentraciones de hidrocloruro de guanidina (50mM—400mM), en 20 ml

de volumen total, a 37°C durante 1.5h.
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d) Estabilidad a distintas temperaturas de las mutantes seleccionadas. Se
determind la estabilidad a la temperatura de las clonas EcoRl seleccionadas. Con
este propdsito se hicieron digestiones de ADN de fago de ia siguiente manera: Se
colocaron alicuotas de las mutantes purificadas a diferentes temperaturas durante
10 minutos en un aparato para PCR “RobocyclerTM" de Stratagene®. Las
temperaturas variaron de 45 a 75°C. Luego se digirié el ADN de fago en las
siguientes condiociones: 20ng/ml de DNA de fago X, 50mM de tris-HCI, 10mM de
MgClz, 1mM de DTT, 50mM de NaCl, 50nM de EcoRI, en 20 m! de volimen total, a
37°C, durante 1.5h.
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RESULTADOS
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GENERACION DE LOS BANCOS Y SELECCION DE LAS MUTANTES DEL
GENE DE LA ENDONUCLEASA EcoRl.

Se generé un banco de mutantes dobles a saturacién en los codones codones
correspondientes a los residuos His114 y Glu170, y sencillas en el codén
correspondiente al residuo Glu170 en el gen de la endonucleasa EcoRl. Las
mutantes fueron seleccionadas utilizando los plasmidos pKGS160Meti y pKGS160
como vectores de expresion. El plasmido pKGS160Meti, como se menciond antes,
lleva los genes de la endonucleasa y la metilasa del sistema EcoRl. El banco de
mutantes generado con este plasmido como vector permitié observar y
seleccionar las clonas mutantes con fenotipo estrella, puesto que las mutantes que
producen este fenotipo, hidrolizan al ADN atin en presencia de la metilasa. Por otro
lado, la clonacion del banco de mutantes en el plasmido pKGS160 (el cual solo lleva
el gen de la endonucleasa) y la induccion de la endonucleasa con IPTG (1mM),
permitid observar y seleccionar mutantes con fenotipo nulo (inactivas), dado que
la expresidn de la endonucleasa de las clonas que presentan actividad es letal para
la bacteria. La transformacién del plasmido PKGS160 en presencia y ausencia del
plasmido pCJ1, el cual lleva el gen de la metilasa, permitié la seleccidn de las clonas
mutantes con fenotipo silvestre, debido a que las mutantes con dicho fenotipo son
letales en ausencia de ta metilasa, pero permiten el crecimiento celular an presencia
de ella. La seleccién se basé en la forma, el tamafio y el color de la colonia
(blancas o azules) que crecieron en LB suplementado con X-Gal.

De un banco de aproximadamente 2X104 clonado en el plasmido pKGS160Meti, se
selecciond el fenotipo estrella de las mutantes de los codones His114 y Glu170.
Este banco permitid gue con una probabilidad mayor a .99 [segun la formula N=
In(1-p)/In(1-f); donde p es la probabilidad de obtener una mutante en particular, f
es la frecuencia de apariciéon de esa mutante y N es el tamafio del banco a

muestrear], estuvieran representadas las 1024 mutantes posibles (400 clonas con
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combinaciones de aminodcidos diferentes), producto de la mutagénesis de los
codones que codifican a los residuos His114 y Glu170. Los genes de las clonas de
la endonucleasa EcoRlI fueron secuenciados con los oligos Hindlll y RevSeq, para
determinar los residuos presentes en las posiciones mencionadas {ver Tabla 2).
Asimismo apartir de un banco de aproximadamente de 5X103 (con una p mayor a
99 de que estuvieran representadas todas las mutantes posibles) se aislaron vy
secuenciaron mutantes activas de fenotipo silvestre o nulo ( Tabla 3 y 4).

La mutagénesis del codon correspondiente al Glu170 generd un banco de 3X103
(con una p mayor al .99 de que estivieran representadas todas las mutantes
posibles), el cual reveld que la sustitucion de Glu por diferentes residuos (Tabla 5),
induce fenotipo estrella a la endonucteasa EcoRl. Para determinar si el fenotipo
estrella observado al mutar el codén del Glu170 podia ser inducido por la mutacion
de otro coddn en la zona estructural en fa que se encuentra el Glu170, decidimos
mutagenizar a saturacion el codén Phe168 (Tabla 6). La mutacién sobre este
residuo generé un banco de 1X103, el cual no produjo colonias con fenotipo
estrella. La secuenciacién de algunas de estas mutantes revelé que hubo varios
cambios ademas de los generados en el codén Phe168, no obstante, la mayoria de

los cambios fueron silenciosos, por I0 que no se vié afectado el analisis.
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Tabla2. Clonas producto de la mutagénesis combinatoria de las posiciones 114 y

170 de la endonuceasa EcoRl con actividad estrella.

Residuos en las

Numero de veces

Fenotipo de la colonia con

Crecimiento de la colonia bajo

posiciones 114 y encontrada PTG induccién con PTG
170 OmM 50mM  100mM
H-E (silvestre) - Normal bt b et
H-T 18 Translucido ++ - -
T-T 6 Translucido -+ - -
Y-T 2 Translucido ++ - -
S-L 1 Transltcido ++ - -
T-H 2 Transidcido ++ - -
S-N 1 Translicido +4 - -
H-Q 4 Translucido ++ + +
A-Y 1 Translicido ++ - -
S-A 1 Transldcido ND
T-5 1 Transltcido ++ + -
T-V 1 Translucido 4 - -
N-Q 1 Normal ++ + +
H-A 1 Normal ++ ++ +
T-E - Translicido ++ + +
F-E . - Translucido ++ . .
Clonas de la  endonucleasa EcoRl con fenotipo estrella encontradas en medio sdlido

suplementado con X-Gal.

Estas clonas fueron

seleccionadas utilizando el

plasmido

pKGS160Meti, el cual lleva la metilasa en cis (en forma dicistronica). En la cuarta columna,

el numero de signos “+” indican e! grado de crecimiento de la colonia. El signo “-" indica no

crecimiento. ND : no detarminado.
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Tabla 3. Clonas producto de la mutagénesis combinatoria de las posicionesi14 y

170 de la endonucleasa EcoRl activas no estrella.

Residuos en las Numero de veces Fenotipo de la colonia con | Crecimiento de la colonia bajo
posiciones 114 y encontrada PTG induccién con IPTG

170 OmM 50mM 100mM
*H-E (silvestre) - Translicido e+ -

L-L 3 Translicido e+ -

H-L 1 Translucido o+ -

H-H 1 Translicido e+ -

Q-L 1 Transllicido A

Las clonas de la EcoRl con fenotipo silvestre se encontraron al clonarlas en el plasmido
pKGS160, el cual carecen de la metiltransferasa de EcoRl, y luego con la cotransformacién
de este plasmido con el pCJ1, el cual lleva el gene de la metilasa. En la cuarta columna el
simbolo “+" indica el crecimiento de la colonia. El signo “-” indica no crecimiento. *Nota

la eficiencia de la proteccién dada por la metiltransferasa en trans es menor que cuando se
encuentra en cis.

Tabla 4. Clonas producto de la mutagénesis combinatoria de 114 y 170 de la

endonucleasa EcoRl no activas.

Residuos en las Numero de veces Fenotipo de la colonia con Crecimiento de la colonia bajo
posiciones 114 y encontrada IPTG induccién con IPTG
170 100mM
H-E (silvestre) - Translicido +4++

N-P 1 Normal ++++
P-H 4 Normal 4+
H-P 6 Normal ++4++
P-R 1 Normal ++++
P-P 2 Normal 4+
P-A ) 1 Normal ++++
S-P 1 Normal ++++
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Tabla 5. Mutantes de la endonucleasa EcoRl en la posicion 170

que mostraron actividad estrella.

Residuos en las

Numero de veces

Fenotipc de 1a colonia con

Crecimiento de la colonia bajo

posiciones 114 y encontrada IPTG induccién con IPTG
170 OmM 50mM  100mM

H-E (silvestre) - Normal ddbtt bbb
H-V 2 Translucido 44+ + +
H-Q 2 Translicido ++++ + +
H-A 1 Translicido e +
H-K 1 Transldcido ++++ + +
H-T 3 Translicido Ewra -
H-! 4 Normat +++ ++ ++
H-R 1 Norma +4+ o+ 4+

Tabila 6. Clonas secuenciadas de la endonucleasa EcoRli en la posicion 168.

Residuos en las
posiciones 114 y
170

Numero de veces

encontrada

Mutaciones diterentes a
la posicién 168

Crecimiento de la colonia bajo
induccién con (PTG
OmM  50mM  100mM

F (silvestre) 1 Ninguna Activa no estrella
L 1 Ninguna Semiactiva no estrella
G 1 TAC-TAT en Y165Y Activa no estrella
R 1 GCT- ACT en At142T inactiva
F 1 GGG-TGG en G171W inactiva
E 1 TAC-TAT en Y165Y inactiva

No se detectaron mutantes en esta posicién con actividad estrella. En las clonas secuenciadas

se observaron mutaciones extra a la posicién 168, pero en dos de los casos fue un cambios

sinonimo (TAC-TAT en Y165Y), por lo que no se vié afectado el analisis.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA B-GALACTOSIDASA DE
LAS MUTANTES CON FENOTIPO ESTRELLA DE LA ENDONUCLEASA
EcoRl.

Las clonas mutantes con fenotipo estrella (en la cepa HF101) que mostraron un
color azul mas intenso en medio sélido suplementado con X-Gal, lo que indico la
actividad estrella en las clonas, fueron seleccionadas para determinar su actividad
de g-galactosidasa. La clona mutante que mostré una mayor actividad de B-
galactosidasa sin induccion con IPTG fue la clona Thr114-Thr170 (Figura 12),
mientras que bajo inducciéon con IPTG la clona mas activa fue Thr114-His170

(Figura 13).

Actividad de {ap-galactosidasa inducida por la
p expresion de las clonas de laEcaRl sin IPTG.

309

Unidades Miller

E111Q

A114-Y170 |8
T114-5170

°
[
=
=
<
pl
b
o

H114-E170
H114-T170
T114-TV 70
¥114-T170
51141170 @
T114-H170
T114-V170
T114-E170
F114-E170

Clonas de la endonucleasa Ecol
Figura 12. Actividad de p- galactosidasa en la cepa HF101 inducida por la expresion de las
diferentes clonas de la endonucleasa EcoRl, en ausencia de IPTG. La endonucleasa silvestre

esta representada por H114-E170, mientras que la endonucleasa inactiva esta indicada por

E111Q.
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Actividad de la p-galactodidasa inducida por la expresion
dg as clona : : ia de IPTG.

807

407

Unidades Miller

E111Q

H114E170
H114-T170
T114-T170
¥Y114-T170
s114-1170 |
s114-N170
H114-Q170
A114-Y170
Tri4-H170
s114-a170 i
T114-v170 |
N114-0170 [l
TI14-E170
F114-E170

Clonas de la endonucieasa Ecof

Figura 13. Actividad de p- galactosidasa en la cepa HF101 inducida por la expresion de las
diferentes clonas de la endonucleasa EcoRl en presencia de 1TmM de IPTG. La endonucleasa
silvestre es H114-E170, mientras que la endonucieasa inactiva esta representada por

E111Q.

INMUNODETECCION DE LA ENDONUCLEASA EcoRl EN LAS CLONAS
CON FENOTIPO NULO.

Las clonas gque mostraron un fenotipo nulo (inactivas), hasta donde pudimos
observar, siempre tuvieron prolina en alguna de las dos posiciones (Tabla 4). Para
determinar si el fenotipo nulo estd determinado por la baja actividad de la
endonucleasa mutante, o por la ausencia de proteina, se hizo una inmunodeteccion

de tres de estas mutantes. Los resultados de la inmunodeteccidn con los




anticuerpos policlonales mostraron varias bandas. De acuerdo al peso molecular y
a la comparacion con la endonucleasa comercial, una de ellas correspondio a la
endonucleasa EcoRl. La presencia de prolina en cualquiera de las posiciones
analizadas, inactiva a la endonucleasa EcoRl. La clona His114-Pro170 inestabilizé a
la proteina. Mientras que las clonas Pro114-Ala170 y Pro114-Pro170 inactivaron a
la endonucleasa EcoRl, abcliendo probablemente su actividad catalitica y/o union al
ADN (Figura 13). Las bandas detectadas correspondientes a proteinas de peso
molecular diferente a la endonucleasa EcoRl, probablemente se deban a ia
presencia de antricuerpos dirigidos contra proteinas presentes enla muestra
de la endonucleasa EcoRl que fue utilizada para generar los anticuerpos. No parece
ser que las bandas de peso molecular menor observadas se deban a degradacién

de la endonucleasa EcoRl, puesto gue el control sin endonucleasa (E111Q -(H/8)]

también las muestra.
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. Figura 13. Inmunodeteccién de varias clonas de la endonucleasa EcoRl con anticuerpos
policionales de conejo anti EcoRl. De izquierda a derecha se muestran la EcoRl comercial
(WTcom, Boehringer-Mannheim), la EcoRi silvestre purificada (WTPur), la EcoRl inactiva
en E111Q (E111Q), la EcoRl silvestre de extracto celular (WT), la EcoRl silvestre clonada
en pKGS160Meti (WTMeti), la clona Pro114-Pro170 (PP), la clona Pro114-Ala170 (PA)

y 1a clona His114-Pro170 (HP). Todas las cionas excepto la mencionada en ia linea anterior
fueron clonadas en el plasmido pKGS160.

PURIFICACION PARCIAL DE ALGUNAS DE LAS CLONAS
SELECCIONADAS ENTRE LAS QUE MOSTRARON UN FENOTIPO
ESTRELLA MAS INTENSO.

Se purificaron las proteinas de algunas de las clonas mutantes séleccionadas con
mayor actividad estrella, ademéas de la enzima ‘“silvestre” (con cambio en
Glu160Asp). Las proteinas de las clonas que se purificaron fueron la His114-
Thr170, Thr114-His170, Phe114-Glu170 (esta clona no se aisié en este trabajo,
pero se decidio caracterizarla, puesto que previamente se habia observado en
nuestro laboratorio que mostraba una alta actividad estrella [Flores et al,

1985]). En la Figura 14 se muestran los resultados de la purificacién para Ia
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endonucleasa silvestre y las clonas mutantes revelados mediante tincién con nitrato
de plata. La purificacién fué parcial, puesto que se observan otras proteinas en el
gel, aunque todas las clonas purificadas mostraron una purificacion arriba del 90%,
excepto para la clona Thr114-His170, la cual quedé entre 60 y 80%. El rendimiento
de la purificacién fue variable para las diferentes clonas, obteniendose una
concentracion mayor para endonucleasa silvestre, seguida por la clona His114-
Thr170, la ciona Phe114-Glu170 y la clona Thr114-His170. La concentracién de las
clonas determinada por la A27g y un E1%,1¢M= 8.3 (Modrich and Zabel, 1976)
fueron las siguientes: 0.4702mg/ml para la clona His114-Thr170, 0.0518mg/ml

para la Thr114-His170, 0.1556mg/m! para la Phe114-Glu170 y 0.6227mg/ml para

la endonucleasa silvestre.

WT Prot. WT WT HT TH R
KDa com total Fos HA HA HA HA

e il S Y — e A—

-

97.4

18.4 &

‘ (28.5 kDa)

Figura 14. Gel de proteina tefido con plata en el que se muestra las diferentes clonas de la
andonucleasa EcoRl luego de ser purificadas con una columna de hidroxiapatita (HA). De
izquierda a derecha se muestra un marcador de peso molecular en KDa, la EcoR! comercial
(WT com, Boehringer-Mannheim), extracto de proteina totales (Prot Total), la EcoRl
silvestre después de la columna de fosfocelulosa (WT Fos), la EcoRl silvestre después de a
columna de hidroxiapatita (WT HA), la clona His114-Thr170 (HT HA), la clona Thri114-
His170 (TH HA) y ia clona Phe114-Glu170 (FG HA).
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CARACTERIZACION jn vitro DE LAS CLONAS MUTANTES
SELECCIONADAS DE LA ENDONUCLEASA EcoRl.

Para poder analizar con mayor profundidad el problema, decidimos purificar y
empezar a caracterizar a la endonucleasa de las clonas Thr114-His170 y His114-
Thr170. Junto con estas clonas se caracterizé la clona Phe114-Glu170 (Tabla 1).
La caracterizacion de estas clonas consistid en ia hidrdlisis de ADN de fago A bajo
las siguientes condiciones:

a) Diferentes concentraciones de espermidina. En estas curvas se observé que en
nuestras condiciones la actividad catalitica de todas las cionas, incluida la
‘silvestre” (en este trabajo llamaremos silvestre a una mutante que tiene una
mutacion en la posicién E160D, la cual ocasiona una aparente inestabilidad de la
proteina, sin afectar otros pardmetros, Kuhn et al. 1986), desaparecid por
completo a una concentracién de 40mM de espermidina (Figura 15). La actividad
estrella de las clonas analizadas fué cesando gradualmente al incrementar la
concentracion de espermidina. Para las clonas Thr114-His170 y Phe114-Glu170 la
actividad estrella desaparecié a una concentracién de 20mM, mientras para la
clona His114-Thr170 lo hizo a 10mM.

b) Diferentes concentraciones de NaCl. En estas curvas se observd un efecto
similar al observado con espermidina. La actividad catalitica de todas las cionas
analizadas se aboli6 a una concentraciéon mayor a 400mM. La actividad estrella de
las clonas mutantes desaparecié gradualmente al incrementar la concentracion de
NaCl. Las clonas Thr114-His170 y His114-Thr170 dejaron de mostrar actividad
estrella a 100mM de NaCl, mientras que la clona Phe114-Glu170 lo hizo a 200mM
{Figura 16). .

¢) Diferentes concentraciones de clorhidrato de guanidina (GndHCI). La guanidina
produjo la abolicion de la actividad catalitica de fa EcoRl siivestre y la clona

Thr114-His170 a una concentracion de 300mM, mientras que para las clonas
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Phe114-Glu170 e His114-Thr170 lo hizo a 400mM. Estas dos ultimas clonas
mostraron una pequefia actividad de corte a 300mM de GndHC! (Figura 17). _

d) Ensayos de estabilidad a la temperatura. En estos ensayos se observé que la
actividad catalitica tanto la clona Thr114-His170 como la His114-Thr170
desaparecié a los 70°C, mientras que para la silvestre y la clona Phe114-Glu170 lo
hizo a los 75°C. También en estos ensayos se observd que la actividad estrella

desaparecié gradualmente a medida que se incrementd la temperatura (Figura
18).
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A WT B HT
12 25 5 10 20 40mM 12 25 5 10 20 40mM

C TH D FE
12 25 5 10 20 40mM 12 25 5 10 20 40mMm

Figura 15. Patrén de digestién de ADN de fago A de la endonucleasa EcoRl de las diferentes
clonas purificadas, con diferentes concentraciones de espermidina. Panel A, EcoRl silvestre;
panel B, clona His114-Thr170; panel C, clona Thr114-His170; panel D, clona Phet114-
Glu170. Las digestiones se realizaron de acuerdo a las condiciones descritas en métodos.
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WT B HT

0 25 50 100 200 400mM 0 25 50 100 200 400mM

FE

0 25 50 100 200 400mM

Figura 16. Patrén de digestion de ADN de fago A de la endonucleasa EcoRl de las diferentes
clonas purificadas, con diferentes concentraciones de NaCl. Panel A, EcoRl silvestre; panel B,
clona His114-Thr170; panel C, clona Thr114-His170; panel D, clona Phe114-Glu170.
Las digestiones se realizaron de acuerdo a las condiciones descritas en metodos.
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A WT B HT
0 25 50 100 200 300 400 mM 0 25 50 100 200 300 400 mM

Cc TH D FE
0 25 50 100 200 300 400 mM 0 25 50 100 200 300 400 mM

Figura 17. Patrén de digestién de ADN de fago A de la endonucleasa EcoRl de las diferentes
clonas purificadas, con diferentes concentraciones de guanidina (GndHCI). Panel A, EcoRl
silvestre; panel B, clona His114-Thr170; panel C, clona Thr114-His170; panel D, clona
Phe114-Glu170. Las digestiones se realizaron de acuerdo a las condiciones descritas en

métodos.
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A wT B HT
0 45 50 55 60 B5 70 75°C 0 4550 55 60 65 70 75°C

oIz =

c TH D FE
045 50 55 60 65 70 75°C 0 45 50 55 60 €5 70 75°C

Figura 18. Patrén de digestién de ADN de fago A de la endonucleasa EcoRl de las diferentes
clonas purificadas. Las clonas fueron colocadas durante 10 min. a diferentes temperaturas y
posteriormente se realizaron las digestiones de acuerdo a las condiciones descritas en los
métodos. Panel A, EcoRl silvestre; panel B, clona His114-Thr170; panel C, clona Thr114-
His170; panel D, clona Phe114-Glu170.
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DISCUSION.

NO EXISTE UN INTERRUPTOR MOLECULAR EN LA ENDONUCLEASA EcoRl QUE
DEPENDA DEL CONTACTO ESPECIFICO DE LOS RESIDUOS HIS114 Y GLU 170.

En nuestro laboratorio, mediante la observacién de las estructuras de los
complejos proteina-ADN con y sin Mn2+ de la endonucieasa EcoRl asi como por
experimentos de mutagénesis de los residuos His114 y Glu170, condujo a enunciar
la hipétesis de la existencia de un “interruptor molecular" formado por el contacto
especifico de estos dos residuos. Este interruptor molecular actuaria conectando el
reconocimiento con la catalisis, activandose ésta ultima una vez realizado e
reconocimiento de la secuencia candnica. Se han propuesto interruptores
moleculares alostéricos en otras proteinas, entre ellas la FixL (Gong et. al., 2000),
la hemoglobina (Gilles-Gonzalez et. al., 1995) y la glucosamina-6-fosfato deaminasa
(Montero-Moran et. al,, 1998). También en otra endonucleasa del tipo Il, la EcoRV,
se propuso un interruptor molecular que conectaria el reconocimiento con la
catalisis, en el que participarian los residuos Asp36 (Stah! et al, 1998) y Thr37
(Wenz et al, 1996). A pesar de la aparente similitud entre la hipétesis del
interruptor de las endonucleasas EcoRl y de la EcoRV, no existe relacién a nivel de
la estructura primaria y terciaria entre los residuos propuestos en la endonucleasa

EcoRV y la His114 y el Glu170 de la endonucleasa EcoRl.

El analisis de la relacion de los residuos His114 y Giu170 de la endonucleasa FcoRl,
permitid probar la hipdtesis del interruptor molecular formado por la interaccién
especifica entre las cadenas laterales de estos dos residuos. El rompimiento de la
interaccion de la His114 y el Glu170 afectaria la conexion entre el reconocimiento y
la catalisis, provocando que se relajara la especificidad de la endonucleasa,

hidrolizando al ADN en sitios diferentes al candnico, conocidos como “sitios
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estrella”. En este contexto, la sustitucion de ios residuos 114 y 170 por residuos
Que mantuvieran un contacto especifico, mantendria la especificidad hacia el ADN
de la endonucleasa EcoRl, mientras que residuos que rompieran dicho contacto,

relajarian la especificidad.

El andlisis de los rotdmeros (Biopolymer®) de la His114 y el Glu170 del modelo
cristalografico del complejo EcoRI-ADN (2.7A de resolucion) establece la
posibilidéd de fa formacion de un puente de hidrégeno entre estos dos residuos. Sin
embargo, los experimentos de mutagénesis mostraron que dicho contacto no
parece ser indispensable para la funcidn normal de la endonucleasa. En este
trabajo se seleccionaron mutantes de los codones que codifican para los residuos
His114 y Glu170 que mantuvieron la especificidad candnica de la endonucleasa
EcoRl (Tabla 3). En éstas clonas mutantes se observd que no es necesaria la
existencia de un contacto especifico entre estos dos residuos para mantener dicha
especificidad. En este sentido, se aislaron clonas mutantes de la endonucleasa
EcoRl como son la His114-Leu170 y la Gin114-Leui70 que no establecen un
contacto especifico a través de sus cadenas laterales, y que sin embargo
mostraron un fenotipo silvestre. Anteriormente se habia aislado otra mutante, la
lle114-Glu170 (Flores et. al, 1995} que mostré un fenotipo silvestre, en la que
tampoco existe un contacto especifico entre las cadenas laterales de los residuos
en las posiciones 114 y 170. En el caso inverso, en este trabajo se aislaron clonas
mutantes de la EcoRl con fenotipo estrella que tienen residuos en las posiciones
114 y 170 con capacidad de formar puente de H; por ejemplo: Ser114-Asn170,
His114-GIn170 y Asn114-GIn170. Esto indica que el contacto especifico entre estos
dos residuos de la endonucleasa EcoRl no es una condicidn necesaria para
mantener el fenotipo silvestre de esta endonucleasa. Por otro lado, en las tablag 2
y 5, y en el trabajo publicado por Flores y col. (Flores et. al., 1995), se puede

observar que para que las clonas mutantes de EcoRI presenten un fenotipo
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estrella, es necesario que cuando menos en una de las dos posiciones analizadas
(114 6 170) se presente un residuo “estrellizante”. Es decir, hasta donde pudimos
observar, no se encontraron combinaciones de residuos en las posicionesi14 y 170
que produjeran un fenotipo estrella estando juntos, y que en forma separada cada
uno de estos residuos no lo produjeran. Esto también sugiere que no es necesaria
una interaccién especifica de las posiciones 114 y 170 de la endonucleasa EcoRl
para ésta funcione adecuadamente, lo que se contrapone a la idea del interruptor
molecular localizado en estas dos posiciones. Mas aun, se observa de los datos
cristalograficos del complejo de la endonucleasa EcoRl, que los factores B
promedio de los atomos de las cadenas laterales que denotan el movimiento
vibracional de los residuos His114 y GIui70 son elevados (48.84A2 y 47.61A¢2,
respectivamente). Esto indica que ambos residucs se encuentran oscilando a un
nivel que no es compatible con la idea de una interaccién a través de un puente de
hidrégeno o salino de la His114 y Glu170, y soporta la hipdtesis de gue ambos

residuos se encuentran apuntando hacia el solvente sin contactarse.

Un argumento alternativo para explicar el refajamiento de la especificidad de la
endonucleasa EcoRl es que las cadenas laterales de la His114 y de el Glu170
establezcan un interaccionen de una forma diferente a un puente de hidrégeno o
salino. Podria ser que ambos residuos tengan una buena complementaridad
estérica. Esto es, que los volimenes ocupados por las cadenas laterales de estos
resiudos sea optima para llenar el espacio disponible en esta regién. Sin embargo
no parece ser este el caso. Las clonas mutantes en la posicién 114 que
presentaron fenotipo silvestre tienen residuos (Flores et. af., 1995) cuyo volumen
de las cadenas laterales varia por debajo del volumen de la His (153.2A3) como en
el caso de la Gin (143.9A83) y Asp (111.1A3); o por arriba, para el caso de la lle
(166.7A3) y la Lys (168.6A3)(Singh and Thornton, 1992). Para el caso de la

posicion 170 todos los residuos encontrados que tienen fenotipo estrella tienen
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cadenas laterales con volimenes mayores al presentado por el Glu. No obstante,
se encontraron residuos que “estrellizan” el fenotipo, que tienen un volumen muy

similar al Glu (138.4A3) tales como la Val (140A3) y la Gin (143.9A3)(Singh and
Thornton, 1992).

Tomando en cuenta los datos generados en este trabajo y el analisis de las
cadenas laterales de los resiudos His114 y Glu170, concluimos que la hipdtesis de la
existencia de un interruptor molecular constituido por el par de residuos His114 y

Glu170 en ia endonucleasa EcoRIl no es correcta.

NO PARECE EXISTIR UN INTERRUPTOR CONSTITUIDO POR LOS RESIDUOS QUE
RELAJAN LA ESPECIFICIDAD EN LA ENDONUCLEASA EcoRl.

Coémo se expuso en el apartado anterior, no parece ser existir un interruptor
molecular constituido por el par His114 y el Glu170 de la endonucleasa EcoRl. No
obstante, podria existir un interruptor molecular mas extenso formado por varios
de los residuos que se encuentran en la estructura de la endonucleasa, ademas de
la His114 y del Glu170. Una observacién que apoya la presencia de un interruptor
mas extenso es que existen otras posiciones en la endonucleasa EcoRl en las que al
mutarlas se produce la relajacién de la especificidad. Estos residuos son la Ala138,
el Glu192 y la Tyr193(Heitman and Model, 1990, Figura 20). No obstante, debido a
la posicion de los residuos Glu192 y Tyr193, los cuales no se encuentran en la
interfase de la proteina-ADN, y a que no establecen contacto con otros residuos
de la endonucleasa, a naturaleza del interruptor podria no ser igual a la propuesta
inicialmente en este trabajo y los propuestos para otras proteinas. En los
interruptores  propuestos para otras proteinas, se observa que existen
interacciones del 6 de los residuos propuestos como participantes en dicho

interruptor, con otros residuos de la proteina en cuestién. En la endonucleasa
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EcoRV, se propuso que 'a Thr37 conecta el reconocimiento con ia catalisis. La
Thr37 establece varios contactos con residuos cercanos y se encuentra localizada
en la estructura en una zona prominente entre el reconocimiento y la catalisis de la
enzima. El cambio de la Thr37 por Ala produce efectos marcados a nivel de la
catalisis de la enzima, sin que la especificidad de la enzima se modifique (Wenz et.
al., 1996). En cambio, en la endonucleasa EcoRl, la mutagénesis de los residuos que
producen fenotipo estrella, no tienen, de manera general, efectos importantes en fa
catalisis de la endonucleasa, mientras que relajan la especificidad. Tampoco se
observa que estos residuos, a excepcion de Hisi14 y Giu170, se encuentren
localizados en una region de interacciones intramoleculares que les permita tener
un papel importante como parte de un interruptor como el mencionado para la
endonucleasa EcoRV. Por otro lado, en este trabajo se demostrd que la interaccidn
especifica entre los residuos His114 y el Glu170,que, aunque si se encuentran en una
zona que podria conectar el reconocimiento con la catalisis, no es necesaria para
el funcionamiento normal de la endonucleasa. Tomando todos estos datos en
conjunto, podemos concluir que el relajamiento de la especificidad de la
endonucleasa EcoRl observado en las mutantes acumuladas hasta el dia de hoy,
probablemene no depende de la participacién de un interruptor molecular que
conecte el reconocimiento con la catalisis en el sentido que ha sido propuesto para

otras proteinas.

¢(EN QUE CONSISTE EL FENOMENO DE LA RELAJACION DE LA ESPECIFICIDAD
OBSERVADO EN LA ENDONUCLEASA EcoRlI?

Se ha observado que bajo ciertas condiciones tales como baja fuerza idnica,
elevado pH (Polisky et. al., 1875), Mn2+ como cofactor (Hsu and Berg, 1978), la
presencia de solventes como glycerol y dimetilsulfoxido (Malyguine et. al., 1980) y

una relacién alta de la endonucleasa/ADN (Heitman and Model, 1990). De éstas
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condiciones, algunas como la fuerza idnica y el Mn2+, podrian ejercer su efecto a
través del incremento de |a afinidad de la endonucleasa hacia los sitios estrella del
ADN. Es importante notar que el hecho de incrementar la cantidad de endonucleasa
produce la relajacidn de la especificidad (Figura 19). Este hecho es contrario a la
existencia de un interruptor molecular, puesto que indica que el sitio catalitico
puede funcionar en las secuencias estrella si se “obliga” a fa endonucleasa a unirse
al ADN. Una posibilidad alterativa al del interruptor molecular para explicar e
fenotipo estrella observado en las mutantes de la endonucleasa EcoRl es que las
mutaciones en las posiciones 114 y 170 produzcan un incremento de la afinidad
hacia el ADN de la endonucleasa. En este trabajo se probé el efecto de la

concentracion de NaCly de espermidina. Ambos solutos pueden afectar la

afinidad de la endonucleasa
pb
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Figura 19. Patrdn de digestion de ADN de fago A observado por la endonucleasa EcoRl
(WTE160D) en condiciones normales y de corte estrella (WT*, concentracion de la
endonucleasa 15 veces mayor), asi como el de las mutantes His114-Thr170 {HT), Thr114-
His170 (TH) y Phe114-Glu170 (FG) en condiciones normales. La hidrélisis del ADN se
realizd en las condiciones descritas en el método. A la izquierda se muestra el marcador
1Kbplus (Gibco).
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hacia el ADN, debido a la competencia coh la endonucleasa por el sustrato. A
bajas concentraciones de NaCl decrece la fuerza iénica produciendo relajamiento
de la especificidad en la endonucleasa silvestre. La espermidina es un compuesto
que se intercala en el ADN y que incrementa la especificidad de varias
endonucleasas (Pingoud et al. 1984; Pingoud 1985). A bajas concentraciones, tanto
la espermidina como el NaCl pudieron eliminar la hidrélisis en los sitios estrella del
ADN del fago A de las clonas mutantes de la endonucleasa EcoRl, mientras que a
altas concentraciones pueden eliminar la hidrélisis incluso de los sitios canénicos
(Figuras 15 y 16). Lo anterior indica que la hidrélisis en los sitios estrella de las
clonas mutantes podria deberse a un incremento de la afinidad hacia estos sitios
en el ADN. La GndHCI también elimind el corte estrella de las clonas mutantes a
bajas concentraciones (100mM, Figura 17). A éstas concentraciones, la GndHCl
podria estarse comportando de manera similar a la espermidina, compitiendo con

la endonucleasa por el ADN, puesto que la guanidina [(H2NC(=NH2+)NH3}, al igual

que la espermidina [HaN(CH2)4NH(CH2)3NH5), es una poliamina, que podria
competir por el ADN con la endonucleasa. Es importante notar que la clona
Phe114-Glu170 es la que presenta mayor actividad estrella a altas concentraciones
de espermidina y NaCl (Figuras 15 y 16), lo que posiblemente indique que es la que
tiene mayor afinidad hacia los sitios estrella. La concentracién a la cual la GndHCI
evita totaimente la hidrélisis del ADN es de entre 300 y 400mM. No es claro si a
éstas concentraciones !a GndHC| produce el desplegamiento de la endonucleasa
EcoRl. No fue posible medir con espectroscopia de UV 6 fluorescencia si a éstas
concentraciones ocurre el desplegamiento, puesto que los dos triptofanos que
posee la EcoRl (W104 y W246) se encuentran expuestos en esta proteina. Sin
embargo, en general, las proteinas se despliegan a concentraciones mayores a
500mM de GndHCI (Creighton, 1993; Sepulveda-Becerra et. al., 1996; Fan et. al.,
1998; Chattopadhyay and Mazumdar, 2000), por lo que lo mas probable es que la
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GndHCI haya inhibido la hidrolisis del ADN del fago A de la endonucleasa EcoRl como

se expuso antes.

No es facil de explicar la manera en ila que ciertas mutaciones en las posiciones
114, 138, 170, 192 y 193 relajan la especificidad de la endonucleasa EcoRl. Las
posiciones 114 y 138 se encuentran en la interfase proteina-ADN, por lo que
podrian ejercer su accién a través de la pérdida de contactos con el ADN, o por un
cambio en la geometria del contacto. En el primer caso encontramos el remplazo
de la Hist14 por lie (Flores et. al, 1995), o cual representa la posible pérdida de!
contacto de endonucleasa con la cadena de fosfatos del ADN. Dicha pérdida de
contacto no causa un relajamiento de la especificidad, lo que indica que la
participacion de éste residuo en la produccién del fenotipo estrella no es
necesariamente a través del contacto con el ADN. La sustitucién de la Ala138 por
Val (Heitman and Model, 1990), que probabiemente mantene el contacto con el
ADN, relaja la especificidad. En este caso podria estar involucrado un cambio de
geometria del contacto entre la endonucleasa y el ADN. Por otro lado, el resto de
los residuos involucrados en el relajamiento de la especificidad se encuentran
dirigidos hacia el solvente. La sustitucion de ellos por residuos hidrofiticos que
producen el relajamiento de la especificidad no rompe ningun enlace existente entre
la proteina misma o el ADN. Dado lo anterior, podria ser que el relajamiento de la
especificidad observado en las mutantes se debiera a la modificacion de la energia
libre (AG) a través de su témino entrépico. Es degir, que la entropia haya
disminuido en las clonas mutantes con fenotipo estrella. Esto estd en concordancia
con los resultados obtenidos en los que se observd que la clona con mayor
actividad estrella (Phe114-Glu170) presentd una mayor termoestabilidad, lo cual
podria indicar una disminucién en la entropia de la estructura de la endonucleasa.
En este contexto, la energia libre extra podria ser utilizada para la unién hacia los

sitios estrella en el ADN 6 para deformar el ADN para alcanzar la geometria
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CONCLUSIONES.

a) Mutantes en el codén correspondiente al residuo Glu170 del gen de la

endonucleasa EcoR! son capaces de producir fenotipo estrella.

b} Hasta donde pudimos observar, la prolina es el Unico residuo capdz de inactivar

a la endonucleasa EcoRl en las posiciones 114 y 170.

c) No existe un “interruptor molecular” constituido por el par de residuos His114 y

Glu170 en la endonucleasa EcoRl.

d) La “relajacién” de la especificidad de las mutantes de la endonucleasa EcoRl
podria estar relacionado con un incremento de la estabilidad de la proteina, o de

Su asociacion general al ADN.
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