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RESUMEN

Titulo: “Analisis estructural y conformacional de E6*l, un producto de procesamiento

alternativo derivado de la oncoproteina E6 de HPV16".

Las proteinas E6 de papilomavirus humano de alto riesgo participan en la
progresién tumoral, mayoritariamente por su habilidad de promover la degradacion de
p53. Los transcriptos de HPV muestran un patrén de procesamiento complejo, donde
E6*l es el transcripto mas abundante en HPV de alto riesgo, correspondiendo en
secuencia de aminoacidos a los primeros 50 aminoacidos de E6. Actualmente, no hay
informacién estructural o bioquimica de este polipéptido que contiene la mitad del primer
motivo de unién a Zn de E6, debido a la dificultad de obtener una estructura compacta y
monomeérica en tan pequefio polipéptido.

En este trabajo se muestra que E6*l de HPV16 puede plegarse en oligdmeros con
alto contenido de hélice-a o laminas- a pH 7.5 y 5.0 respectivamente, en ausencia de Zn.
Los oligbmeros-B son altamente estables y no se ven afectados por la presencia de Zn,
mientras que los oligbmeros-a tienden rapidamente a agregar, evitando esto la presencia
de Zn. Dos moléculas de E6*l unen una molécula de Zn, sugiriendo una coordinacion
tetraédrica de alta afinidad (Kp < 102 M), que resulta en un dimero de E6*l mediado por
Zn con significativa estructura secundaria.

Previamente se encontraron en el citosol de lineas celulares transformadas por
HPV oligdbmeros endégenos de E6, y nosotros proponemos que las caracteristicas
determinantes de esta agregacion se encuentran dentro de E6*l.

Los efectos reportados de E6*l estan asociados a la regulacién negativa de la
proteina E®6, y la relaciébn entre ambas especies modula la degradacién de p53 y otras
cascadas de sefializacion de apoptosis. En este trabajo, demostramos la interaccion
directa y especifica entre las proteinas E6 y E6*l de HPV16. La abundancia en la célula
de E6*l con una naturaleza “camaledn” correlaciona con la plasticidad para unir blancos
celulares, y su destino esta asociado a un balance entre los niveles de proteina, la
disponibilidad de Zn, el potencial redox y la oligomerizacién. Este pequefio pero complejo
polipéptido esta asociado a un efecto mas que a una funciéon de un producto viral que,
cuando se encuentra en altas concentraciones, puede directa o indirectamente afectar
varios procesos celulares.

Palabras claves: papilomavirus, E6, procesamiento alternativo, E6*l, proteinas de unién a

Zn, cisteinas






Title: “Structural and conformational analysis of E6*I, an alternative splicing product

derived from E6 HPV16 oncoprotein.”
ABSTRACT

High-risk human papillomavirus E6 participates in tumorigenic progression, mainly by its
ability to promote p53 degradation. HPV transcripts show a complex splicing pattern,
where E6*l is the most abundant transcript in high-risk HPV types, comprising the first 50
amino acids of E6. No structural or biochemical information of this polypeptide, which
contains half of the first zinc binding motif of E6, is available, due to the difficulty to acquire
a compact monomeric fold in such a small polypeptide. We show that HPV16-E6*| can
fold into either a-helix or 3-sheet large oligomers at pH 7.5 and 5.0, respectively, in the
absence of zinc. The [-sheet oligomers are highly stable and unaffected by the presence
of zinc, while the a-helix oligomers tend to rapidly form aggregates, prevented by the
presence of the metal. Two E6*I molecules bind per atom of zinc, suggesting a
tetrahedral, high affinity arrangement (Kp< 10™? M), which results in a zinc mediated E6*
dimer with significant secondary structure. Endogenous E6 oligomers were previously
found in the cytosol of high-risk HPV transformed cell lines, and we propose that the
oligomerization determinant resides within E6*l. E6*| effects were reported to counteract
those of E6 in cells, and the ratio between these two species modulates p53 degradation
and other apoptosis dependent signaling cascades. In the present work, we show a direct
and specific interaction between HPV16 E6 and E6*l. A residue of an evolved splicing
event related to regulation of oncogene expression in HPV or a splicing event resulting
from the selection of a small deleterious viral polypeptide, the abundant existence of E6*
with a “chameleon” nature correlates with target plasticity, and its fate is linked to a
balance between protein levels, zinc availability, redox potential, and oligomerization. In
addition, the results presented here have strong implications for zinc binding sites in
nascent polypeptides. This evolved promiscuous folder speaks of effect rather than
function of a viral product that, when highly increased, can directly or indirectly affect
various cellular processes leading to cell deregulation and tumorigenesis.

Keywords: papillomavirus, E6, alternative splicing, E6*l, Zn binding proteins, cysteines
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HPV Y EL CANCER.

La etiologia infecciosa del cancer asociado a papilomavirus (PV) se presumia
desde fines del siglo XIX. Fue en los primeros estudios realizados por el fisico Italiano
Domenico Antonio Rigoni-Stern en 1843 donde, por primera vez, resultados estadisticos
mostraron una correlacion entre la incidencia del cancer cervical y el comportamiento
sexual de la poblacion. Surgid asi la idea de que el cancer podia ser contagioso y que la
actividad sexual representaba un factor de riesgo. Sin embargo, el estudio controversial
de Rigoni y el principio de existencia de “un agente infeccioso” no fue asimilado hasta
comienzos del siglo XX.

La existencia de agentes etiol6gicos de naturaleza viral fue propuesta en 1907 por
Ciuffo, y en 1908 por Ellerman y Bang, utilizando filtrados de extractos libres de células
capaces de originar verrugas precursoras de tumores (1). No obstante, como en la
mayoria de los casos que involucran virus, estas sospechas fueron confirmadas recién en
1950 por microscopia electronica (2) cuando finalmente se establecié al papilomavirus
humano (HPV) como agente infeccioso de células epiteliales, causante a su vez, de
diversas patologias que eventualmente pudieran dar origen a un proceso canceroso.

Hacia 1970 experimentos de zur Hausen por hibridizaciones semi-
complementarias de ADNs provenientes de verrugas, demostraron la existencia de
diversos tipos virales (3, 4). Los papilomavirus se encuentran ampliamente distribuidos en
el reino animal; en la actualidad se han identificado mas de 200 tipos virales diferentes (5)
y clasificados en 16 grupos (6). Cada tipo de papilomavirus es especifico para un
huésped vy la infeccién inter especie no se ha demostrado hasta el momento (7). Se
distinguen dos grandes grupos: los virus cutaneos, que infectan y se replican en células
epiteliales escamosas de la piel, tomando como ejemplo las verrugas comunes; y los virus
mucosos que lo hacen en mucosas como conjuntiva oral, esofagica y genital. Los tipos
gue infectan mucosas presentan una alta especificidad de tejido y un sub-grupo de éstos
esta asociado a la transmision sexual dando lugar, en muchos casos, a una lesion pre-
cancerosa que en ausencia de tratamiento, puede conducir al desarrollo de cancer de
cuello de utero en mujeres y a otros tipos de cancer. Se considera que la mayoria de la
poblacién sexualmente activa esta o estuvo infectada con algun tipo de HPV. En la
mayoria de los casos, la infeccion es asintomatica y se resuelve espontdneamente; en
otros casos, evoluciona en procesos cancerosos. No todos los tipos virales capaces de
infectar el epitelio cervical representan el mismo riesgo de desarrollo de un carcinoma.

Aquellos asociados a lesiones malignas se conocen como tipos de “alto riesgo” mientras



gue los asociados a lesiones benignas se los conoce como tipos de “bajo riesgo”. Existen
mas de 35 tipos de HPV infectivos del tracto genital y s6lo dos de esos tipos,
especificamente 16 y 18, estan asociados al 80% de los canceres de cuello de ltero
relacionados a HPV. La incidencia de cancer cervical relacionado al HPV no presenta
una distribucion mundial homogénea, siendo ésta mas notable en paises
subdesarrollados (Figura A): esto esta relacionado con la accesibilidad a informacién
sobre profilaxis, un mejor control sanitario que posibilita la deteccién temprana y

tratamientos adecuados para evitar el desarrollo tumoral.

500
450
400 |
350 |
300 |

10°

250
200 -|
150 |

Numero de casos de
CC asociados a HPV x

100
50

Total
Desarrollados
Subdesarrollados
Africa
Sudameérica
América del
Norte
E. Occidental
Europa del Este
Asia
Oceania

Figura A. Distribucion mundial de los casos de CC relacionad os a HPV. Localizacion regional de un total
de 469.723 casos observados (Adaptado de Saverio Campo, 2006 (8)).

El virus se aloja exclusivamente en la piel y mucosas, no encontrandose ni en
sangre ni en otros tejidos u érganos. El control sanitario que posibilita la deteccion
temprana de anormalidades celulares en el epitelio cérvico-vaginal consiste en un estudio
citolégico por tincion con Papanicolau. Una vez detectadas alteraciones celulares en las
células epiteliales, el diagndstico de infeccidn por papilomavirus de tipos de alto riesgo se
realiza por las técnicas de hibridizacién in situ (9-11) o por PCR (12). Debido a la biologia
del virus, diagnosticar y prevenir el cancer cervical por infeccion con HPV resulta
dificultoso. Los sistemas de tipificacion existentes son complejos, requieren de la
extraccion de muestras cervicales y de la deteccién del genoma viral en las mismas

mediante la técnica de hibridizacion utilizando sondas marcadas radiactivamente.



Asimismo, no existen anticuerpos comerciales que posibiliten estudios de
inmunohistoquimica sobre biopsias.

El potencial oncogénico asociado a estos virus impide la utilizacion de una vacuna
profilactica basada en viriones atenuados con margen de seguridad. Al principio de los
afios 90, diversos grupos describieron la capacidad que tenian las proteinas de la capside
viral, obtenidas de forma recombinante, de auto-ensamblarse formando particulas “tipo-
virus”(virus-like particles, VLPs) (13). A partir de dicho descubrimiento, se realizaron
ensayos de produccion de vacunas basadas en VLPs capaces de generar respuesta en
mucosas (14). Se desarrollaron las vacunas profilacticas Gardasil® (Merck) contra los
tipos HPVG6, 11, 16 y 18 y Cervarix® (GlaxoSmithKline) contra los tipos HPV16 y 18 (15) y
se encuentran desde 2007 en el mercado, aunque su alto costo resulta inaccesible para la
mayoria de la poblacién en riesgo (16). En Argentina, aproximadamente 5000 mujeres
son diagnosticadas cada afio con cancer cervical y 2000 mueren a causa de esta
enfermedad (17). Actualmente, el tratamiento contra HPV fue incluido dentro del plan de
vacunacion nacional, siendo gratuita la vacunacion para mujeres de 11 afios de edad. Sin
embargo, las vacunas existentes no protegen contra infecciones de otros tipos de alto o
bajo riesgo, son profilacticas y su efectividad fue probada en un lapso de 5 afios (18, 19).
Por lo tanto contindia siendo necesario comprender el modo de accién y la oncogenicidad
de los papilomavirus con el fin de desarrollar tanto estrategias profilacticas mas eficientes

y econdmicas como drogas antivirales terapéuticas.

BIOLOGIA MOLECULAR Y CICLO DE VIDA DEL PAPILOMAVIRUS.

La infeccion por papilomavirus (PV) requiere de una lesién o interrupciéon de la
mucosa que permite la infeccion de las células basales, mitéticamente activas. Para este
proceso, es necesario el contacto directo, sea éste sexual, cutaneo o de madre a hijo,
donde células infectadas desprendidas de un individuo infectado conteniendo virus
penetran en la lesién epidérmica del individuo no infectado. El virus ingresa en la célula a
través de receptores aun no identificados; algunos investigadores han propuesto
receptores de tipo integrina (20). El polisacarido heparina juega un papel importante en la

adhesién del virus a la célula (21).
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Figura B. Esquema de diferenciacion celular y ciclo viral de los papilomavirus . Adaptado de

Doorbar 2006 (22), Se muestra el patron de expresion de las proteinas virales y de sintesis de ADN viral
en los diferentes estratos de diferenciacion epidérmica. A la derecha, en rojo la expresion de las
proteinas E5, E6 y E7, en verde la expresiéon de las proteinas E4, E1 y E2 y la replicacion del genoma
viral y en naranja la expresién de las proteinas tardias L1 y L2, unidades formadoras de la cépside viral.
A la izquierda se indican los diferentes estadios de diferenciacion del epitelio.

El ciclo infeccioso del virus presenta un patron de expresiéon de proteinas que
depende del estadio de diferenciacién del epitelio que es blanco de la infeccion viral
(Figura B). Los primeros genes virales que se transcriben son los llamados tempranos
(denominados con la letra E, del inglés Early); esto ocurre en la capa basal y se extiende
hasta el estrato cérneo en la superficie del epitelio (Figura B). En las capas intermedias
(estrato espinoso o suprabasal) se produce la replicacién vegetativa de ADN, y esta
bloqueada la produccién de las proteinas de la capside viral. A medida que avanza la
diferenciaciéon del epitelio cervical hacia la superficie, comienzan a expresarse, a partir de
los genes tardios (denominados con la letra L, del inglés Late), las proteinas L1y L2 que
conformaran la cépside viral. En la capa granular maduran los viriones, que se
desprenderan del estrato cérneo a medida que se descaman los queratinocitos
terminales.

Los PV son virus pequefios sin envoltura de membrana y poseen una capside
icosahédrica de unos 50 nm, la cual alberga el genoma del virus. Su genoma es de ADN

circular doble cadena y consta de aproximadamente 8000 pares de bases, con el



potencial de codificar de 8 a 10 productos proteicos (23).

Casi todos los genotipos de HPV poseen una organizacion génica semejante, con
las funciones de control de transcripcion y replicacién ubicadas en la region de control rio
arriba (Upstream Regulatory Region, URR), la regiéon de genes tempranos (E) que
codifican para proteinas de replicacion, control de transcripcién y transformacion celular; y
la regién de genes tardios (L), que codifica para las proteinas de la capside viral. La
region URR contiene el origen de replicacion, dos promotores, sitios de estimulacion y
represién de la transcripcion y el sitio de poliadenilacion tardia del ARN mensajero. Esta
region esta sujeta a una red de interacciones con la célula huésped que da lugar a la
compleja relacién entre el ciclo de vida del virus y la diferenciacion de la célula
hospedadora.

Todos los genes virales se transcriben a partir de la misma cadena de ADN y
existen varios promotores activos en los diferentes estadios de la infeccion y
diferenciacién celular (24).

Durante la mayor parte del ciclo de vida del virus, su genoma se mantiene como
extra-cromosomal en estructuras semejantes a plasmidos Illamadas episomas,
manteniéndose un numero moderado de copias, alrededor de 20, por célula. En
determinado momento, y en paralelo con la iniciacién de la transformacién celular, el
genoma viral se integra al genoma del huésped, interrumpiendo el marco de lectura de la
proteina E2 y su accién regulatoria.

Los genes E1 y E2 codifican para proteinas que unen ADN y se expresan en
células basales y parabasales del epitelio. E2 cumple roles regulatorios como factor de
transcripcién promoviendo la activacion o reprimiendo la expresién de genes virales.
Asimismo, tiene la capacidad de unirse a sitios de iniciacion de la replicacion y junto a E1,
reclutan la maquinaria celular accesoria requerida para la duplicacién del ADN del virus.

E1l se asocia como di-hexameros que se unen a Hsp40 para formar dos anillos
alrededor del ADN; éste complejo presenta actividad de helicasa y permanece unido al
complejo de elongacién mediante un proceso ATP-dependiente. Asi, E1 constituye la
Unica enzima codificada por el genoma viral descripta hasta la fecha, siendo la encargada
de reclutar a la ADN polimerasa del huésped y a las proteinas de unién a ADN de cadena
simple. A esto se suma la proteina viral E2, que junto a la polimerasa, constituyen la
maquinaria replicativa viral. Este complejo es susceptible a fosforilacién por el sistema
ciclina E/cdk2 lo que le permite acoplarse al ciclo celular del huésped.

Por otra parte, los genes de expresion tardia, L1 y L2 son las proteinas que forman



la capside viral. E2 también participa en el proceso de seleccidn y empaquetamiento del
DNA viral, uniéndose al mismo y formando complejos con L2 (25).

E4 se expresa como un componente tardio, si bien antes de la expresién de L1y
L2, con un rol poco claro en la infeccion viral productiva. Se ha reportado que la
expresion de E4 no es esencial para la replicacion ni la transformacién celular. Se la
describié como asociada al citoesqueleto y se propone que esta asociada al colapso de la
red de citoqueratina, pudiendo contribuir durante la replicacion vegetativa del virus (7).

E5 no posee actividad enzimatica descripta: su expresion se localiza asociada a
membranas intracelulares y al aparato de Golgi. Se ha reportado que la expresién de E5
es capaz de transformar células de ratén en cultivo, estimulando el crecimiento celular.
Como blancos celulares de interaccion se identificaron al receptor de PDGF-f, el receptor
de EFG, y la ATPasa vacuolar. Si bien su efecto oncogénico esta en discusion, se acepta
gue E5 coopera con E6 y E7 en la estimulacion de la proliferacion celular (7).

E7 es una proteina pequefia de localizacién principalmente nuclear. Es capaz de
inmortalizar lineas celulares en cultivo, tanto sola o0 en cooperacion con el oncogen Ras o
la proteina E6 de HPV. Se identificé que E7 utiliza como proteinas blanco al supresor de
tumores retinoblastoma (Rb), asi como otras llamadas pocket proteins que incluyen p107
y pl30, y promueve su degradacion, lo que genera la liberacion del activador
transcripcional E2F del complejo Rb-E2F y su activacién. Esto permite la duplicacién del
ADN vy la consiguiente division celular, manteniendo la célula en fase S (26). La funcion
de E7 estaria regulada por mdultiples modificaciones post-traduccionales, incluyendo la
fosforilacion de varios residuos (7).

La proteina E6, como muchas proteinas virales que intervienen en el ciclo celular,
puede formar complejos con el gen supresor de tumores p53. En células infectadas con
HPV, los niveles de p53 son bajos, y se ha propuesto un mecanismo de degradacion de
p53 dependiente de ubiquitinacion mediada por E6 y por la ubiquitina ligasa celular E6-
AP. En trabajos recientes también se propone la degradacion de p53 mediada por ES6,
independiente de la E3 ligasa E6AP (27). Entre otros efectos, la baja concentracion
celular de p53 bloquea la apoptosis de los queratinocitos y promueve la division celular
favoreciendo una replicacion viral prolongada. Son mudltiples las cascadas de
sefalizaciéon donde interviene p53, quedando las mismas desreguladas en presencia de la
oncoproteina E6 (28). Asimismo, E6 interviene en la degradacién de una familia de
proteinas que son responsables de dar caracteristicas morfolégicas a la célula, tales

como la organizacion del citoesqueleto y la adherencia celular (29).



FUNDAMENTOS DE TRANSFORMACION CELULAR Y CANCER

Las proteinas E6 y E7 fueron caracterizadas como los principales agentes
responsables de la transformacion celular por HPV, ya que son capaces de modificar el
ciclo celular, en particular en células diferenciadas que no se encuentran en divisién, de
manera tal de establecer un ambiente propicio para la replicacion del genoma viral (7).
Entre otras funciones, E6 desestabiliza p53 y previene la apoptosis, y E7 promueve la
progresién en el ciclo celular mediante la degradacién de la proteina Rb (30).

Las primeras evidencias que establecen una relacion causal entre E6/E7 y la
transformacion celular provienen de la observacion de varias lineas celulares tumorales:
SiHa, CaSki, HelLa. Dichas lineas presentaban integrado en su genoma una 0 mas
copias del genoma de algun tipo de papilomavirus de alto riesgo. Esto resultaba en la
consistente expresion de E6 y E7. En particular, fue demostrado que la sola expresion de
E7 de tipos de alto riesgo es capaz de transformar lineas celulares de roedores,
inmortalizar y transformar cultivos primarios de células de roedores (31) y finalmente,
inmortalizar células epiteliales humanas (32-34). La combinacién de E7 y EG6, sin
embargo, es altamente eficiente en transformar cualquier tipo de cultivo primario (35, 36),
resaltando la cooperatividad de ambas proteinas para promover el cancer.

De esta manera, E7 y E6 constituyen las principales proteinas oncogénicas virales
modulando los procesos esenciales de transformacién y malignicidad, respectivamente,
gue llevan al desarrollo tumoral.

El proceso por el cual el HPV facilita la iniciacién y promueve la progresiéon del
tumor, constituye un modelo excepcional para comprender el desarrollo de muchos otros
canceres humanos y también permite identificar vias de sefalizacion adicionales
afectadas en la progresion maligna. La importancia dada a comprender la contribucién de
la infeccién por HPV en la progresion maligna se ve resaltada por el otorgamiento del
Premio Nobel en el afio 2008 a Harold zur Hausen por su descubrimiento respecto de que
los tipos virales de alto riesgo de HPV son los agentes causantes de cancer de cuello de
Gtero (37).

LA ONCOPROTEINA E7

La proteina E7 es un polipéptido pequefio de aproximadamente 100 aminoacidos
gue es capaz de unirse a multiples blancos celulares y virales (37-40). Si bien el blanco

principal de E7 es Rb, la lista de blancos celulares alternativos es muy extensa



desconociéndose en muchos casos, la consecuencia funcional de dichas interacciones
(ver tabla ). Tampoco existe hasta el momento consenso sobre cual o cuales de los
blancos celulares con los que E7 interactlia son responsables de las multiples funciones
bioldgicas con que se relaciona a la proteina y el nimero de blancos es asombrosamente
grande para una proteina tan pequefia compuesta sélo por 98 aminoacidos. Ninguna de
las interacciones puede explicar por si sola el fenotipo celular que produce la

transformacion con E7.

Tabla I. Algunos de los blancos celulares de E7 HPV16.

Blanco celular Consecuencias
pRB, p107, p130 Disrupcién del complejo con E2F, degradacion
p21 Inactivacién de la actividad kinasa
p27 Inactivacion de la actividad inhibidora de kinasa
TBP Desconocida
TAF-110 Desconocida
AP-1 Activacion de la funcidn activadora de c-jun
Mi2p (HDAC) Desconocida
IGFBP-3 Inhibidora de apoptosis mediada por IGFBP-3
M2 piruvato kinasa Desconocida
a-Glucosidasa Desconocida
hTid-1 Desconocida
p48 componente de ISGF3 Inhibicién de la estimulacién por interferon-o
F-actina Desconocida
MPP2 Activacion de la actividad transcripcional de MPP2
subunidad S4 del proteosoma Desconocida

ESTUDIOS DE E7 EN SOLUCION

E7 consiste de dos dominios estructurales, un dominio N-terminal nativamente
desplegado (E7N) (41), y un dominio C-terminal globular con una topologia f132a1p3a2

gue media la homo-dimerizacién y une un atomo de Zn por monémero de E7 (E7C) (42-



45) (Figura C). E7N contiene las regiones conservadas CR1 y CR2, quienes median la

interaccion con multiples proteinas celulares y virales (46).
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Figura C. Estructura de E7 HPV16. Adaptado de Ohlenschlager et al, 2006 (44).

Estudios de nuestro grupo sobre la conformacion en solucién de la proteina E7
HPV16 muestran que el dimero puede sufrir maltiples transiciones conformacionales que

incluyen un equilibrio con un monémero plegado (42) (Figura D).
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Figura D . Equilibrios conformacionales de E7 HPV16. Tomado de Alonso et al, 2002 (42).

Tanto E7 como el dominio E7N fueron clasificados como una proteina o dominio
intrinsecamente desordenado o "IDP"; el andlisis biofisico de este dominio en solucion
muestra una flexibilidad conformacional en diversas regiones y una conservacion de
secuencia tan alta como la hallada en dominios globulares (41). Esta propiedad "IDP"

diferencia al dominio E7N de una conformacién "desordenada", e implica que su



secuencia evoluciond para adquirir una estructura extendida y dinamica en solucién,
contribuyendo a la funcionalidad de la proteina y permitiendo explicar la capacidad de
unién de un alto nimero de blancos por una proteina pequefia (42). Dependiendo de las
condiciones quimicas del medio y del estado de fosforilacion, E7N presenta diferentes
equilibrios dinamicos entre una conformacion desordenada y estructura secundaria de tipo
hélice alfa y poliprolina tipo Il (41).

Ademas, nuestro grupo y otros, también demostraron que E7 es capaz de formar
oligdbmeros solubles in vitro (47, 48) e in vivo (49). Estos oligobmeros solubles,
denominados E7S0s, se obtienen in vitro al remover el Zn unido al dominio C-terminal;
son esféricos, tienen alto contenido de estructura secundaria tipo lamina-f y unen
tioflavina T. Estas estructuras poseen actividad chaperona sobre sustratos modelo,
sugiriendo que E7 podria actuar como una chaperona in vivo (50). La gran plasticidad
conformacional de E7 indica que ésta proteina ha evolucionado para la unién por un

pequefio dominio a multiples blancos celulares (51-54).
LA ONCOPROTEINA E6

E6 posee un marco de lectura abierto cuyo promotor principal ocupa la regién que
comprende los pares de bases entre las posiciones 97-105. El mismo produce un ARN
mensajero policistrénico que codifica para el polipéptido completo, formas truncadas (E6*)
0 especies quiméricas que incluyen regiones codificantes para E7, E1 y E2 (55, 56).

La proteina E6, en su versién completa, esta codificada por alrededor de 150
aminoacidos. Existe entre un 50 y 60% de similitud entre las E6 pertenecientes a tipos de
alto y bajo riesgo, y todas presentan 4 motivos CxxC que involucran la unién de Zn (57).
Debido a la presencia de estos dos motivos CxxC casi simétricos, y a la presencia de uno
de ellos en la oncoproteina E7 se postula que el origen de ambas proteinas seria Unico y
producto de una duplicacién génica de la region de E7 CR3 seguida de divergencia (58).

Como se describié anteriormente, la denominacién de E6 como “oncoproteina” se
debe principalmente a su actividad degradativa sobre p53. EI rol crucial del supresor
tumoral en la regulacion del ciclo celular y vias apoptdticas ha sido ampliamente
descripto, ya que la mutacién deletérea en su locus resulta en la alteracion genética mas
frecuente de todos los canceres humanos (59). Se sabe que el nivel intracelular de p53
esta disminuido en células transformadas por HPV (60) y que el tiempo de vida media
pasa de ser de 1-2 horas en queratinocitos normales, a ser de 15-30 minutos en

gueratinocitos inmortalizados por tipos de alto riesgo de HPV (60). Paralelamente se ha



demostrado que E6 promueve la degradacion de p53 in vitro via el sistema ubiquitinacion-
proteasoma (61) y que la capacidad de unir p53 por E6 estd mediada por la interaccién
con una tercera proteina con funcién de ubiquitina-ligasa, E6-AP (62). Si bien p53 es el
blanco mas estudiado de E6, se postularon diversos mecanismos oncogénicos
alternativos e independientes de dicho supresor tumoral que podrian ser tanto o mas
relevantes en la via de transformacion celular mediada por E6 (29). Lo aqui postulado se
basa en las siguientes observaciones: la existencia de lineas celulares transformadas con
HPV que presentan niveles normales de p53 con una respuesta normal frente al dafio del
ADN (63) y que la entrada de la célula en apoptosis puede ser independiente de p53 (64).

Como ocurre con la oncoproteina E7, existen multiples blancos descriptos para E6
y estos pueden ser clasificados en cuatro grupos principales: |) factores de transcripcion,
co-activadores y transductores de sefiales, Il) proteinas pro-apoptoéticas, Ill) proteinas
involucradas en la arquitectura celular, mediadoras de la polaridad y la adhesion celular y,
IV) factores de replicacion y reparacién del ADN (11). En la Figura E se presenta un
resumen de las interacciones de la oncoproteina E6 con otras proteinas y las vias sobre

las que incide (65).
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Figura x . Blanco s de interaccion de la oncoproteina E6 . EG6 interviene en numerosos procesos celulares a
través de la union a otras proteinas. Adaptado de Howie et al (65).

Adicionalmente, la proteina E6 de tipos de HPV de alto riesgo posee en su
extremo C-terminal el motivo “ETQV” de unién a proteinas que contienen dominios PDZ
(66). Es asi como las proteinas E6 de los tipos de alto riesgo, pero no los de bajo riesgo,
interactian con miembros de la familia MAGI, proteinas que se cree actlan o interactian
como supresores tumorales; y con humerosas proteinas relacionadas con la adherencia,

la arquitectura y la polaridad celular. Las proteinas hDIg, la hScrib, y MUPP controlan la



polaridad celular, y su interaccién con E6 puede conducir a la desregulaciéon de la
organizacion del citoesqueleto y de interacciones célula-célula. Se ha demostrado que E6
promueve la degradacion de estas proteinas via el proteasoma 26S (67).

Si bien existen numerosos estudios funcionales y celulares sobre la proteina E6, y
el nimero de blancos celulares con los que interactia se incrementa dia a dia, surgen
muchos interrogantes acerca de su localizacién celular y de los niveles de expresion de la
misma en tejidos transformados. Actualmente no existen buenos anticuerpos comerciales
anti-HPV E6, debido probablemente a la dificultad de obtener la proteina recombinante, y
no se conoce la localizacion de la proteina endégena en células o en tejidos infectados y
transformados por HPV. Sin embargo y a pesar de carecer de las herramientas
adecuadas para su deteccidn, E6 es considerada como una proteina que se encuentra en
bajos niveles en la célula (68). En bibliografia se encuentran resultados contradictorios
acerca de la distribucion de la oncoproteina E6 y en todos los casos se trabaja con
proteina transfectada y consecuentemente con niveles supra-fisiolégicos. Esta reportado
gue ésta se distribuye en la zona perinuclear citoplasmatica (69), que presenta co-
localizacién citoplasmatica con p53 (70), en el nlicleo y en la regién perinuclear (68, 69,
71) y que manifiesta una distribucién homogénea en ndcleo y citoplasma (72). Por otra
parte se determiné que E6 puede ser translocada al nlcleo y esto ocurriria a través de
una sefal que presenta la oncoproteina en su dominio C-terminal (73); ademas posee tres
sefiales de localizacién celular (NLS) que contribuyen a la acumulacién de la proteina en
el nucleo (74). Todos estos resultados son dependientes de la linea celular utilizada para
realizar la transfeccién y de la proteina clonada como fusién a E6.

En el laboratorio se desarrollaron sueros policlonales de alto titulo anti-E6 de las
cepas HPV16 y 18 y fueron utlizados en ensayos de inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia (75). Los sueros reconocieron a la proteina E6 enddgena tanto en
las lineas celulares CaSki y Hela, naturalmente transformadas por HPV, como en
muestras de biopsias de cancer de cuello de Utero relacionadas al HPV. Las imagenes de
inmunofluorescencia mostraron que las E6 de los tipos HPV16 y 18 se encuentran
uniformemente distribuidas en la célula (nucleo y citoplasma) (75). Los anticuerpos
también permitieron detectar a E6 en muestras de biopsias de adenocarcinoma que

presentan una co-infeccién para HPV16 y 18, previamente determinado por PCR.



ESTUDIOS DE E6 EN SOLUCION.

Se describe en la literatura que resulta dificultosa la produccién de proteina E6
recombinante principalmente por obtenerse proteina mal plegada en forma de agregados
insolubles (76), debido a la presencia de numerosas cisteinas en su secuencia (76, 77).
Distintos autores reportan la obtencion de muestras monodispersas con agregados
insolubles y describen estrategias poco eficientes para obtener proteina soluble. Algunas
de estas estrategias consisten en la utilizacién de agentes quelantes (78), reductores o la
fusién a dominios globulares como GST y MBP (77). En estos trabajos se asume que la
oncoproteina E6 funcional seria monomeérica, no obstante esto no se ha comprobado
fehacientemente.

En un estudio, se logré producir proteina HPV16 E6 recombinante mutando 6
residuos cisteina, aparentemente no conservados, por serinas, a fin de minimizar
problemas de oxidacién (77). Con esta mutante se realizaron ensayos funcionales de
degradacion de p53 in vitro, concluyendo que esas cisteinas no eran fundamentales para
la actividad de la oncoproteina (79).

En la actualidad no hay informacién estructural de la oncoproteina salvaje y
completa. Esta proteina estd compuesta por dos dominios de unibn a Zn
correspondientes a los residuos 7-83 y 87-153 (E6N y E6C, respectivamente), conectados
por un espaciador de 4 residuos (residuos 83-86) y flanqueados por un loop N-terminal
(residuos 1-6) y un loop C-terminal (residuos 54-158) (80). Existen s6lo dos estudios
donde caracterizan el dominio N-terminal (81, 82) y recientemente se resolvié la
estructura del dominio C-terminal (80, 83). La Figura F muestra la estructura del dominio
C-terminal de E6 HPV16; la misma se obtuvo por RMN y a partir de sustituir 4 residuos
cisteina por serinas, que segun los autores, no se encuentran conservados. Dicho
dominio constituye un nuevo motivo de plegamiento que une Zn en forma externa y

expone parches, superficies hidrofébicas, al solvente.



Figura F. Estructura del dominio C -terminal de HPV16 E6 (C4S) en solucion.  PDB: 2FK4 (80). En verde
se representa un 4&tomo de Zn unido por 4 cisteinas en las posiciones 103, 106, 136 y 139.

En nuestro laboratorio se demostrd que las proteinas E6 pertenecientes a las dos
tipos de alto riesgo presentes en el 80% de lo CC pueden plegarse espontaneamente a
estructuras oligoméricas esféricas (E6SOs) de 22 a 25 nm de diametro que resultaron ser
muy estables a la desnaturalizacién térmica. Ambos oligbmeros presentan un alto
porcentaje de hélice-a en su estructura, a juzgar por sus espectros de DC en el UV lejano
(75), lo que fue confirmado a partir de la estructura del dominio C-terminal de HPV16 E6
(Figura F).

Ademas se describié la obtencion de una proteina monomérica con caracteristicas
de un glébulo fundido que expone superficies hidrofébicas y cargadas (sensible al pHy a
la concentracion de NaCl), inestable como mondémero en soluciébn y con alta
predisposicion hacia la oligomerizacion. El alto grado en la tendencia hacia la
oligomerizacion observado, podria estar indicando que la existencia de E6 como
mondémero aislado en la célula determine su alta tasa de recambio y que sea posible la
formacién de complejos homo u hetero oligoméricos intracelulares. Por Ultimo, se postulé
un modelo (Figura G) compatible con las observaciones estructurales y funcionales
realizadas en el laboratorio:

Una vez sintetizada, E6 podria seguir diferentes caminos: plegarse como
mondémero y ser translocado al nucleo donde participaria en la degradacion de p53.
Asimismo, puede permanecer en el citoplasma formando especies oligoméricas; estos
oligdbmeros pueden estar constituidos solamente por proteina E6 o bien integrar hetero-
oligoméros con otras proteinas como las PDZ, o algunos de los diversos blancos
descriptos. Finalmente, los E6SOs podrian existir en el citosol como reserva de
oncoproteina cuando su concentraciébn excede la capacidad de interaccion o la

translocacion nuclear, y el equilibrio monémero-oligdémero podria estar mediado por algin
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Figura G. Esquema del modelo propuesto para la localizacion de los conférmeros de E6 en la célula.
(Figura adaptada de Garcia-Alai MM (75)). En naranja se representa a la oncoproteina E6, la misma puede
existir como mondmero u oligdbmero. Las formas oligoméricas se encuentran en el citosol y pueden estar
formadas solo por E6 o por la misma asociada a otras proteinas como las denominadas PDZ. Por su parte el
mondémero es translocado al ndcleo donde presenta su actividad anti p53 y es degradada por el proteasoma.

Trabajos posteriores confirmaron la tendencia oligomérica de E6; mostraron que
proteinas E6 de diferentes tipos humanos y bovinos se auto-asocian tanto in vitro como in
vivo (84). Estos grupos sugieren que la conservacion de este mecanismo dentro de la
familia de proteinas E6 indica que el proceso posee un rol funcional. Una hipétesis
interesante para el papel funcional de estos oligbmeros de E6 podria ser la unién
simultanea de multiples proteinas celulares, resultando en la coordinacion de varias vias
de interaccion virus-huésped. De este modo, se incrementaria la eficiencia de las

proteinas E6 y por consiguiente su potencial oncogénico.



PROCESAMIENTO ALTERNATIVO EN HPV.

La transcripcién génica de HPV es controlada por dos promotores principales, el
promotor temprano p97 y el tardio p670 (85). La activacion de ambos promotores se
encuentra regulada por la diferenciacion del epitelio infectado por el virus, que resulta en
la sintesis de mRNA policistronicos, los cuales son aun mas regulados por procesamiento
alternativo (86, 87). EIl procesamiento alternativo es considerado una de las fuentes mas
importantes de generacién de diversidad funcional y su uso es importante para la
expresion equilibrada de multiples reguladores virales a partir de un ARN policistrénico.
Este mecanismo de incremento del repertorio génico junto con otros procesos como el
solapamiento de genes, se ven muy representados en virus contribuyendo con su
economia genémica.

La transcripcién de la mayoria de los genes de HPV en el contexto del genoma
entero, ya sea en las etapas tempranas o tardias del ciclo de vida del virus, conduce a
una variedad de combinaciones de productos de procesamiento alternativo y quimeras, en
muchos casos, con funciones desconocidas (Figura H). Sin embargo, es dificil detectar
niveles de proteina en los estadios tempranos de la infeccion. Ademas, los patrones de
procesamiento alternativo varian ampliamente con la linea celular, tanto en células
transfectadas como transformadas naturalmente (56, 85, 88-90).

Las formas procesadas, denominadas E6*l, son las especies mas abundantes en
tumores cervicales y lineas celulares naturalmente transformadas por HPV y estarian
presentes solo en tipos de alto riesgo, no en los de bajo riesgo como HPV6 y 11 debido a
la ausencia del sitio consenso necesario para que ocurra la edicion del ARN (91, 92).
Este procesamiento interrumpe el marco de lectura abierto (ORF) de E6 sin modificar el
marco de E7, por lo que la oncoproteina E6 no se expresa mas. E6*| del tipo viral HPV18
se detectd por inmunoprecipitacion en ratones infectados con la linea celular HelLa (93).
Los posteriores intentos de identificar la proteina enddgena fueron infructuosos; posibles
explicaciones de este hecho son bajas concentraciones celulares de E6*|, estando por
debajo del limite de deteccibn de las técnicas existentes actualmente, o0 un

enmascaramiento de epitopes por interaccién con otras proteinas (94).
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Figura H. Mapa gendmico y representacion de los ARN mensajeros aislados en muestras infectadas
por HPV16. Los mensajeros son productos de procesamiento alternativo de los transcriptos codificantes para
los genes E. Las cajas coloreadas en la region superior del esquema corresponden a los marcos de lectura
abiertos de los productos génicos del HPV16. En la parte inferior se indican qué exones figuran en los
mensajeros aislados de muestras de pacientes con carcinoma cervical. Figura extraida de Ordofiez et al.
(56).

Inicialmente se consideré que este procesamiento del ARN incrementaba la
eficiencia de traduccion de E7, por aumentar el espacio intercistrénico entre ambos ORF y
permitiendo a toda la maquinaria de traduccion ubicarse con mayor facilidad (95).
Posteriormente, se empezaron a atribuir efectos como proteina a estos productos
generados por procesamiento alternativo. Se demostré que E6*1 de HPV18 tiene la
capacidad de unirse a la proteina E6 y evitar la degradacién via proteasoma de p53,
incrementando la transcripcién mediada por este supresor de tumores y el arresto celular
en células que expresan E6 (96, 97). Esta primera evidencia de un rol regulatorio de E6*|
ocurre de manera dependiente del ciclo celular, donde E6 se mantiene constante a lo
largo de todas las etapas del ciclo mientras que E6*l varia, siendo en las fases G2/M

donde hay mayor concentracion (98). Sin embargo, observaron que la inhibicién de la



degradacién de p53 mediada por E6 no siempre es suficiente para activar vias
apoptoticas mediadas por p53 en lineas HPV-positivas (99). Estudios mas recientes que
muestran que la proteina E6 HPV16 puede inhibir la via de muerte celular programada
disparada por factores extrinsecos al interactuar con el receptor TNF1, FADD vy
procaspasa 8, sugieren fuertemente otros medios por los cuales la inhibicién por parte de
E6*| de las funciones de E6 pueden llevar a la apoptosis (94, 100, 101).

En este sentido, se demostré6 que E6*I HPV16 une y estabiliza a la proteina
Procaspasa 8. Esta proteina es enviada a degradacién via proteasoma por la proteina
E6, modificando entonces la respuesta celular a citoquinas de la familia de TNF y
finalmente inhibiendo a la célula de entrar en apoptosis (94); este mecanismo de evasion
de la respuesta inmune es una estrategia comin a muchos virus (102). Aunque ambas
proteinas unen procaspasa 8, E6 acelera la degradacién mientras que E6*| la estabiliza.
Nuevamente, la acciéon de E6*l se opone a la de E6, sugiriendo fuertemente que tanto en
virus como en eucariotas, las variantes de procesamiento alternativo pueden tener efectos
biolégicos opuestos. Ademas, demostraron que tanto el nivel de expresion como la
relacién entre las proteinas E6/E6* son factores importantes en la modificacién de las
vias de apoptosis disparadas por factores externos que involucran a la proteina
Procaspasa 8 (103). Aunque fueron capaces de detectar E6*l en células tranfectadas
transientemente, el protocolo de inmunodeteccién utilizado carece de suficiente
sensibilidad para detectar la version pequefia de E6 en lineas celulares transfectadas
establemente. El grupo sugiere que esto es posible, en parte, por la inestabilidad de la
proteina. Otra razén probable es la tendencia de E6*| a formar complejos con ella misma,
con E6 o con otras proteinas virales, de manera tal que los epitopes a los que se unen los
anticuerpos se encuentren menos disponibles.

Ademas, se identificaron nuevos efectos de E6*l independientes de la proteina E6:
E6*| interactia e induce la degradacion de la proteina PATJ (65) y también induce la
degradacion, aunque en este caso no hay interaccién directa, de las proteinas Akt y Dlg
(104). Estos resultados son sorprendentes, considerando que estas proteinas pertenecen
a la familia de las proteinas PDZ y la interaccién ocurre través de motivos PDZ que se
encuentran en el extremo C-terminal de E6 y ausentes en E6*l. Estos grupos sugieren
gue E6*l puede afectar las proteinas celulares cuya localizacion resulte inaccesible para
la proteina E6 entera; de este modo, E6*l actuaria de manera sinérgica con la
oncoproteina E6. EG6*l también puede inhibir o mejorar algunas de las funciones de E6

entera, interactuando directamente con ella y permitiendo asi la posibilidad de funciones



aun no identificadas para los hetero-oligdmeros formados por las interacciones entre
estas dos proteinas (104).

La Figura | muestra un modelo propuesto en la literatura para la regulacién de E6
mediada por E6*l, donde los ejemplos presentados en esta introduccién podrian tener

lugar.
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Figura | . Esquema del modelo propuesto para la regul  aciéon de E6 mediada por E6*l.  (Figura tomada de
Vaeteewoottacharn K (105)). La formacién de complejos E6-E6*| evita la interaccién de E6 con sus blancos
celulares y la consiguiente degradacion de los mismos. EG6* también podria interactuar con otros blancos
celulares imposibilitando la interaccién con E6..

Este esquema presenta a la interaccion entre las dos proteinas como una
modalidad de regulacién negativa de E6 mediada por E6*l. Por otro lado, la interaccién
directa de E6*l con otros blancos celulares como la E3 ligasa E6AP seria otra forma de

evitar la degradacion de proteinas celulares mediadas por EG6.

E6*I.

Como se describié previamente, el procesamiento alternativo que da origen al
mensajero E6*l genera un corrimiento del marco de lectura abierto de E6 y la aparicion de
un codoén de terminacién prematuro, impidiendo que se exprese la proteina E6 entera. El

polipéptido que se traduce de este transcripto procesado posee los primeros 50



aminoacidos de la secuencia de la proteina E6 entera. En la Figura J se indican, sobre la
secuencia de la proteina E6 de HPV16, el sitio de procesamiento y en sombreado los
aminoacidos que corresponden a la secuencia primaria de E6*l. Como se observa en
este esquema, E6*l posee solo la mitad de un motivo de unién a Zn, interrumpiendo un
dominio independiente de plegamiento en E6. Actualmente, no existe una estructura del
dominio N-terminal de E6 que permita analizar qué elementos de estructura secundaria de
la proteina nativa son interrumpidos por el evento de procesamiento alternativo aunque la
ausencia de la mitad de un motivo de unién a Zn indica que la estructura de E6*| debe ser

distinta de la adoptada por la proteina E6.
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Figura J. Secuencia de las proteinas E6 y E6*. (Figura tomada de Vaeteewoottacharn K (105)). Se
muestra la secuencia de amino&cidos de la proteina E6 de HPV16 (considerando 151 aminoacidos), indicando
las cisteinas estrictamente conservadas involucradas en la coordinacion del metal en cada uno de los
dominios Zn finger de esta proteina. Con una flecha se indica el sitio de procesamiento alternativo que da
origen a E6*l y en rosa la secuencia primaria de E6*l donde se observa que conserva sélo dos cisteinas de
este motivo de unién a Zn.

Son muchos los trabajos que muestran un efecto de E6*I como proteina en la
célula, pero hasta el momento no existe informacién estructural de este producto de
procesamiento alternativo. El objetivo de esta tesis consiste en la obtencién de
informacién a este nivel, que permitira aportar a la comprensién del funcionamiento de
E6*l en el contexto del ciclo de vida del virus y del proceso de transformacion celular

inducido por las oncoproteinas E6 y E7.
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Como se describié en la introduccién, las oncoproteinas E6 y E7 de HPV son
traducidas a partir de un mensajero bicistronico o policistrénico, que en el caso de tipos de
alto de riesgo posee multiples sitios de procesamiento alternativo los que, a su vez,
pueden dar origen a nuevos polipéptidos.

El transcripto E6*l, generado por procesamiento alternativo, es el mensajero mas
abundante en tumores cervicales y lineas transformadas por HPV (91, 92). Este
mensajero genera un sitio de terminacién prematuro que evita la traduccion de la proteina
E6 entera. Inicialmente se propuso que estos eventos de procesamiento del ARN
aumentaban la eficiencia de traduccién de E7 por aumentar el espacio intercistronico (95,
106), pero la evidencia actual indica que el mensajero E6*| generaria un producto proteico
estable que regula negativamente la actividad de la proteina E6 entera de la que deriva
(96-98). La principal funcién descripta para este producto proteico es inhibir la
degradacion del supresor de tumores p53 mediada por E6; no obstante, se contindan
reportando nuevos efectos y blancos celulares para este pequefio polipéptido. Por el
contrario, no existe hasta el momento informacién bioquimica y estructural que aporte a la
comprension de los mecanismos de accién de E6*l.

La ausencia de estudios estructura-funcion de E6*l puede deberse a cierta
dificultad para obtener cantidades suficientes de proteina en sistemas de expresion
heter6logos que permitan la realizacion de estudios biofisicos y bioquimicos en
condiciones controladas en solucion. Dada la complejidad observada para la proteina E6
entera de la que deriva E6*l, donde se demostré la dificultad de purificarla en una forma
estable y plegada, en el desarrollo de esta tesis nos proponemos analizar
exhaustivamente las conformaciones y estructuras adoptadas por E6*l en solucion y los
equilibrios presentes en el conjunto de conformaciones obtenido. Por su tamafio, es poco
probable que posea estructura terciaria cooperativa, suponiendo en cambio una estructura
dinamica que dé lugar a un conjunto de conformaciones que se encuentran en equilibrio.

Diversos laboratorios realizaron varios intentos para purificar la proteina E6
monomeérica en su forma salvaje, aunque con éxito parcial (76, 78). Los principales
problemas estaban asociados a la obtencion de proteina mal plegada en forma de
agregados insolubles, la baja estabilidad y la cantidad de proteina purificada, insuficiente
para muchos de los estudios biofisicos y bioquimicos que permiten caracterizar
estructuralmente una proteina. Por este motivo, hasta el momento no se ha publicado la
estructura tridimensional completa de la proteina E6 entera. Esta proteina esta

compuesta por dos dominios de unién a Zn correspondientes a los residuos 7-83 y 87-153



(E6N y EBC, respectivamente), conectados por un espaciador de 4 residuos (residuos 83-
86) y flanqueados por un loop N-terminal (residuos 1-6) y un loop C-terminal (residuos 54-
158) (80). La secuencia de E6*l esta contenida en el dominio N-terminal de E6.

En estos trabajos se asume que la oncoproteina E6 funcional seria monomeérica.
Sin embargo, son numerosos los trabajos que reportan la formacién de oligdmeros y
multimeros; interesantemente, nuestro laboratorio y otros grupos demostraron su
existencia in vivo sugiriendo a la oligomerizacibn como un proceso que ocurre
naturalmente en estas proteinas y que posee consecuencias funcionales (75, 84).

Actualmente, sélo existe estructura del C-terminal de E6 HPV16 que se obtuvo por
RMN utilizando una variante donde se mutaron 4 de sus 8 cisteinas (E6C 4C/4S), con el
fin de minimizar problemas de oxidacion. Para realizar estas mutaciones, los autores
consideraron que: (i) las cisteinas mutadas no se encuentran conservadas en los
alineamientos de EB, (ii) el cambio de cisteina por serina es relativamente isostérico, (iii)
las mutaciones no previenen que el dominio adopte un plegamiento estable, (iv) todas las
posiciones mutadas se encuentran en la superficie de la estructura calculada y, (v) estas
mutaciones también se encuentran en la mutante E6 6C/6S de la proteina entera, cuyas
propiedades de degradacion de p53 tanto in vitro como in vivo son idénticas a las de la
proteina salvaje (76).

En un andlisis filogenético realizado previamente por Cole y Danos, sugieren que
la proteina E6 actual evolucion6 de una proteina con un Unico dominio a través de
duplicacion génica y, como consecuencia, ambos dominios de E6 podrian adoptar un
mismo plegamiento (58). La identificacion reciente en cepas de papilomavirus aviar de
una proteina con sélo un dominio de uniéon a Zn, altamente soluble y monomérica,
constituye la primera evidencia experimental que apoya esta hipétesis planteada en 1987
(107). Una proteina similar a la descripta por este grupo pudo haber existido en un
ancestro en comun entre los PVs de mamiferos y aves. Finalmente, la presencia de un
tercer dominio de unién a Zn en PVs de conejo (108), enfatiza la hipotesis de un evento
de duplicacién que pudo haber dado lugar a las actuales proteinas E6, con dos dominios
en su estructura.

Por otro lado, en base a la fuerte similitud entre las secuencias de los dominios N-
y C-terminal de E6, se hipotetiz6 que el dominio N-terminal podria adoptar la misma
topologia obtenida para el C-terminal (80). La adicion de 2 espacios dentro del loop-1
permite la alineacion de los dominios N-terminal con los C-terminal de sus

correspondientes cepas. En este alineamiento, todos los residuos hidrofobicos que en la



estructura de E6C 4C/4S se encuentran ocultos al solvente permanecen hidrofébicos en
E6N (80).

Ademds, experimentos de dicroismo circular donde se observé una estructura o/f
comparable en E6N, E6C y E6 entera también sugieren que ambos dominios pueden
adoptar un plegamiento similar (76, 109, 110). Entonces, utilizando la cadena principal de
E6C como molde (Figura 2, Izquierda), los autores construyeron un posible modelo de
E6N, donde todos los residuos ocultos al solvente corresponden a posiciones hidrofébicas

conservadas (Figura 2, Derecha).

E6C EG6N

Figura 2. Estructura de E6C y modelo de E6N . Izquierda: representacion en cintas de la estructura de
E6C. Derecha: representacion en cintas de la estructura de E6N obtenida por modelado. Con rojo se marcé

la porcién de aminoécidos correspondiente a la secuencia de E6*. (Adaptado de Nomine et al (80)).

La secuencia de aminoacidos de E6*I HPV16 involucra los primeros 50
aminoacidos de la proteina E6 entera. Al evaluar las posiciones de estos residuos en la
estructura sugerida por modelado de E6N, se observa que E6*| abarcaria hasta la mitad
de la hélice 2 de esta estructura, indicando claramente que interrumpe un dominio
independiente de plegamiento (indicada con rojo en Figura 2, Derecha). En este sentido,
E6*l debe necesariamente adoptar una estructura diferente a la adquirida en el contexto
de la proteina entera.

En general, el procesamiento alternativo se vincula con la delecién o insercién de
zonas regulatorias o de secuencias correspondientes a dominios enteros en proteinas,
constituyendo una de las principales fuentes de diversidad funcional. Resulta menos
frecuente observar eventos que interrumpan dominios, dado que impediria el plegamiento
nativo de la secuencia remanente. Asimismo, se ha propuesto que los sitios de

procesamiento alternativo generalmente se encuentran en regiones que codifican



secuencias intrinsecamente desordenadas (IDPs) y que el procesamiento en estas
regiones permite incrementar la diversidad funcional y regulatoria con poco o ningun
trastorno en la estructura de la proteina (111).

La evidencia actual indica que el ARN mensajero E6*I generado por
procesamiento alternativo, da origen a un producto proteico estable al que se le atribuyen
multiples efectos como proteina en el contexto viral, siendo el principal efecto el de regular
negativamente la actividad de la proteina E6 entera (97, 112). Existe suficiente
informacién para confirmar este mecanismo de accién, aunque cuestiones fundamentales
respecto del plegamiento de esta proteina no han sido resueltas y son el objeto de estudio
de este trabajo. Dada la complejidad observada para la proteina E6 de la que deriva, nos
proponemos analizar exhaustivamente las conformaciones y estructuras adoptadas por
E6*l en solucion y los equilibrios presentes en el conjunto de conformaciones obtenidas.

Un analisis detallado de la bibliografia revela la ausencia de consenso en el inicio
de la traduccién de E6 de HPV16. Existen 2 ATG iniciales separados por 6 residuos y en
la bibliografia se describe de manera indistinta la utilizacién de la proteina E6 de 151 o
158 aminoacidos (78, 83, 113). Esto también daria origen a dos versiones de E6*| con 43
0 50 residuos totales, respectivamente.

Se realiz6 un alineamiento mudltiple de las secuencias de E6*| para evaluar el
grado de conservacion de sus metioninas, representandolo en la Figura 2 como un logo
de secuencias. El logo fue construido en base al alineamiento de la porcién N-terminal de
66 secuencias de E6, donde, en el caso de los tipos de alto riesgo y especificamente de
HPV16, corresponde a la secuencia de aminoacidos de E6*l. Este logo permite analizar
el grado de conservacion de los diferentes residuos: la altura relativa de las letras en cada
posicion es proporcional a su abundancia, y el eje vertical representa el contenido de
informacién de cada posicion, cuyo valor maximo es 4.32 para proteinas (ver Materiales y
Métodos).



MHOQRKRTAMFQDPQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVY
1 I

| =1 .
0 -NOTWHOMN®D

Figura 2. Andlisis de conservacion de residuos en E6*l. Arriba : secuencia de E6*l HPV16. En rojo se
indcan los dos sitios probables de inicio de la transcripcién/traducciéon. Debajo : logo de secuencias creado
utilizando un alineamiento de 66 secuencias de la porcion N-terminal de proteinas E6 de papilomavirus.

Al evaluar el logo, se observa que la metionina inicial (metionina 1) de E6 HPV16
se encuentra ausente mientras que la metionina 7, correspondiente al segundo sitio de
inicio de la traduccién de esta proteina, estd mas conservada. Esto implica que seria en
este sitio donde comenzaria la secuencia de E6*I HPV16. Por el contrario, todos los
estudios que evallan y reportan el efecto en el contexto celular de construcciones génicas
con E6*l, consideran como sitio de inicio de la traduccién la metionina 1 de E6, lo que da

lugar a una proteina de 50 residuos.

I.1 CONDICIONES DE REPLEGADO DE E6*I EN SOLUCION.

El objetivo inicial de este trabajo consisti6 en evaluar si un péptido con la
secuencia primaria de E6*| que, en el contexto de la proteina entera formaria parte de un
dominio independiente de plegamiento, tiene la capacidad de plegarse y adquirir
estructura secundaria y terciaria en solucion de manera aislada.

Como se mencioné anteriormente, existen en E6 HPV16 dos sitios probables de
inicio de la transcripcién/traduccion que darian origen a dos E6* que difieren en el largo
total de la molécula. Los trabajos celulares que reportan efectos bioldgicos de E6*l (94)
utilizan la secuencia correspondiente desde la primera metionina que da origen al péptido
E6*l,.50 pero, dado que no es posible descartar la existencia de la versién corta E6*l; 45,
nos interesd evaluar comparativamente el comportamiento de ambas especies. Los
experimentos se realizaron utilizando péptidos obtenidos por sintesis quimica, cuyas

secuencias son:



*  E6*ly50:
MHQKRTAMFQDPQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVY

El peso molecular tedrico de E6*l.50 es 6130 Da, determinado utilizando el
programa Protparam y confirmado por espectrometria de masas MALDI-TOF. Es un
péptido con caracter basico con un punto isoeléctrico (pl) tedrico de 8.6.

*  E6%ly4s:
MFQDPQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVY

El peso molecular teérico de E6*l; 45 es 5449 Da; en esta secuencia la ausencia de
los primeros aminoacidos, varios con cargas positivas, modifican sustancialmente el pl del
péptido, siendo ahora de 6.4.

El primer paso en el estudio conformacional de un péptido es encontrar
condiciones de solubilidad donde poder analizar sus propiedades conformacionales por
métodos espectroscopicos. Inicialmente, los péptidos se solubilizaron con cloruro de
guanidinio (Gdm.CI) a altas concentraciones (6.0M) y se diluyeron en distintas soluciones
para encontrar una condicién 6ptima de replegado. El parametro de andlisis que se utilizé
para evaluar la eficiencia del replegado fue el andlisis del contenido de estructura
secundaria adquirida en las diferentes condiciones exploradas. Las condiciones de
solubilidad exploradas incluyen variables como pH, temperatura, fuerza iénica, agentes
reductores, detergentes y distintos esquemas temporales de diluciéon que conciernen a los
efectos cinéticos del replegado proteico.

Es importante destacar que cualitativamente los péptidos E6*l150 ¥ E6*l1.45
mostraron una baja solubilidad general que obligd a resuspenderlos en Gdm.Cl en lugar
de utilizar algin buffer acuoso. Esta baja solubilidad inicial también se tradujo en una alta
tendencia a la precipitacion luego de diluir el agente desnaturalizante en las condiciones
de replegado.

La técnica espectroscopica que permite obtener informacién del tipo y la cantidad
de estructura secundaria presente en una proteina es el dicroismo circular (DC) (114).
Esta técnica se basa en la absorcién diferencial de la luz circularmente polarizada por
parte de las proteinas. Segun la region del espectro que se analice se obtendra
informacién de la cantidad y calidad de estructura secundaria en el UV lejano (180 a 260
nm) o de la estructura terciaria cuando se analice en el UV cercano (260 a 340 nm). El
cromoéforo que absorbe en el UV lejano es el enlace peptidico (amida) y su absortividad
molar depende del tipo de estructura secundaria de la que se encuentre formando parte.

Por ejemplo, el espectro de DC en el UV lejano para un péptido modelo en estructura



hélice-a consiste en un maximo a 195 nm y dos minimos alrededor de 208 y 222 nm; para
el caso de un péptido en lAmina-f, en general se observa un méaximo alrededor de 190 nm
y un minimo variable entre 214 y 218 nm, dependiendo del tipo de lamina-f3, mientras que
péptidos y proteinas desestructuradas presentan baja intensidad negativa en la regién
210-225 nmy un minimo pronunciado por debajo de 200 nm.

La Figura 3A muestra los diferentes espectros de DC obtenidos para E6*l,.59 €n las
distintas condiciones evaluadas; en el grafico se encuentra representada la elipticidad
cruda que no se normaliz6 por concentracidn, por lo que los cambios en el espectro
reflejan tanto diferentes conformaciones como solubilidades.

Se observa en los espectros una gran variabilidad cualitativa y cuantitativa con el
pH de la solucién de replegado; macroscopicamente se obtuvo mayor precipitado
particulado a pH neutros, cercanos a 7.0, que a pH acidos, cercanos a 5.0.

La condicién donde se obtiene mayor sefial de DC en el UV lejano, y en este
experimento mayor solubilidad, es en buffer acetato de sodio pH 5.0. En este espectro no
predomina ninguno de los tipos canénicos de estructura secundaria; presenta un maximo
a 195 nm y un minimo alrededor de 210 nm sugiriendo que a este pH podrian coexistir
mas de un tipo de estructura secundaria en el péptido E6*l;50. EsS posible que este
espectro sea la combinatoria de algun grado de estructuracién del tipo lamina-f (minimo a
217 nm) sumado a la contribucién de una conformacion desordenada (minimo a 200 nm)
(Figura 3A).

Un aumento de 0.6 unidades de pH (pH 5.6), disminuyé sustancialmente la
cantidad de estructura secundaria obtenida, manteniendo la forma del espectro. En el
resto de las condiciones evaluadas, correspondientes a pH > 5.6, se obtuvieron espectros
con menor contenido de estructura secundaria y caracteristicas de péptido
desestructurado. Por ejemplo, el espectro de DC en buffer Tris-HCI pH 7.5 muestra un
minimo < 205 nm y un hombro a 220 nm, indicativo de algun grado de estructuracién no
canodnica (Figura 3A). Es importante resaltar que ademas de las diferencias cualitativas
en los espectros de DC a los distintos pH, existen diferencias en la cantidad de péptido

remanente en solucion.



=) =)
() Q
Ee) T 2
z E
o] ——AcNa pH 5.0 - 0
© — —-AcNa pH 5.6 g
% FosfatopH6.5 | G ,
= Fosfato pH 7.0 s 2
s w—a¥ 4 S |
—_ Fosfato pH 8.0 b [ e
w —dialisis

- ——Tris-HCIpH 7.5 ] 4 o

— — -Tris-HClI pH 8.8 = ~ — — -dilucién

-6 | L oy Kiirg y -6 PEPEPIE EFEPEPEEE EPEPENENE BRI BPEPETSrS Ry
210 220 230 240 250 260 190 200 210 220 230 240 250
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 3. Replegado de E6*l 1.50 analizado por Dicroismo Circular ( DC). Espectros de DC en el UV lejano
(A) obtenidos luego de diluir la solucion madre de E6*l1.50 en 6.0M Gdm.Cl en soluciones 20mM de los
distintos buffers analizados. (B) Espectros de E6*l1.50 obtenidos por dilucidn (linea punteada) y por didlisis
(linea continua) en 20mM buffer acetato de sodio pH 5.0.

El disefio experimental utilizado se basa en la dilucion 1/10 en un buffer de
replegado de una solucion madre de péptido conteniendo 6.0M Gdm.Cl. Asi, la
concentracion residual de Gdm.Cl es de 0.6M en las condiciones de medida, pudiendo
afectar la estructura a adquirir por E6*l,.5; por este motivo, se dializé E6*l,.50 en una
solucién de acetato de sodio pH 5.0 y se midié el espectro de DC correspondiente al
péptido en ausencia de Gdm.Cl. Los espectros obtenidos en presencia y ausencia de
Gdm.Cl son mayormente superponibles (Figura 3B), concluyendo que en esta condicién
bajas concentraciones de Gdm.Cl no afectan la estructura secundaria de E6*I;.x.

Estos experimentos constituyen la primer evidencia de la capacidad de E6*l; 5 de
adquirir estructura en solucién, obteniendo a pH 5.0 un espectro de DC con elementos de
estructura secundaria tipo lamina-f.

Al realizar el experimento de replegado por dilucion con E6*l;45, N0 se obtuvieron
condiciones cuyos espectros de DC presentaran elementos de estructura secundaria
canoénicos (Figura 4), como si ocurre con E6*l;59. Las condiciones donde se obtuvieron
mayor solubilidad son en buffer Tris-HCI| pH 8.8 y buffer acetato de sodio pH 5.0. Sin
embargo, la dialisis a este ultimo pH provocd una fuerte agregacion macroscoépica que
imposibilitd realizar experimentos comparativos con E6*li.s0 pn 50. Esta diferencia puede

estar asociada a la diferencia entre los pl de ambas moléculas.
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Figura 4. Replegado de E6*l 1.45 analizado por Dicroismo Circular (DC) . Espectros de DC en el UV lejano
obtenidos luego de diluir la solucion madre de E6*l;.45 en 6.0M Gdm.Cl en soluciones 20mM de los distintos
buffers analizados.

|.2. EFECTO DE LA FUERZA IONICA SOBRE E6*I1.50, p 5.0-

En el laboratorio se demostré que la proteina E6 HPV16 entera de la que deriva la
secuencia de E6*ly.5, precipita en presencia de cloruro de sodio (75). Este hecho nos
llevdo a analizar el comportamiento de E6*li.50, o1 50 frente al agregado de diferentes
concentraciones de este reactivo. Se titulé la muestra con NaCl y se midi6é el espectro de
DC en el UV lejano en cada punto de la titulacién, sin observarse modificaciones en la
forma y en la cantidad de estructura secundaria obtenida (Figura 5B). Al finalizar el
experimento se centrifugd la muestra y se tom6 nuevamente un espectro de DC,
obteniéndose una gran pérdida de sefial. Para evaluar si la precipitacion se debia a las
altas concentraciones de sal alcanzadas en la titulacion, se analiz6 el espectro de DC
obtenido para E6*| en presencia de 100mM NaCl antes y después de centrifugar (Figura
5B). El resultado obtenido coincide con el observado a altas concentraciones de sal
donde la centrifugacién de la muestra genera una pérdida de sefial en el espectro de DC.
Estos resultados sugieren la presencia de oligbmeros meta-estables que salen de
solucién luego de la centrifugacion, y esto ocurre de manera proporcional a la fuerza
iGnica.

Es posible observar, sin embargo, que previo a la centrifugacion e
independientemente del estado de oligomerizacion del péptido (OM vs 1M NaCl) la
intensidad y forma general del espectro de DC no varia significativamente. Esto sugiere

un proceso de agregacion ordenado a una especie que mantiene las caracteristicas



espectroscopicas, diferenciandolo claramente de un proceso de precipitacion o

agregacion insoluble.
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Figura 5. Efecto del NaCl sobre la estructura secundaria d e E6*l1.50, p1 50. (A), Elipticidad a 220 nm en
funcién de la concentracion de NaCl (mM). Se titul6 10uM E6*l1.50 en 20mM buffer acetato de sodio pH 5.0.
Los circulos llenos corresponden a E6*l150 antes de centrifugar y los circulos vacios después de centrifugar.
B), Espectros de DC en el UV lejano de 10uM E6*l1.50 en buffer acetato de sodio pH 5.0 antes (linea continua)
y después (linea partida) de centrifugar en: OM NaCl (linea negra), 100mM NacCl (linea roja) y 1M NacCl (linea
azul).

Existen en la literatura varios ejemplos de proteinas o péptidos no relacionados en
su funcién o estructura nativa, con tendencia a formar estructuras amiloides solubles que
finalmente llevan a la formacion de agregados ordenados del tipo fibra (115). Estas
estructuras amiloides se caracterizan por auto-ensamblarse mediante estructuras beta-
repetitivas.

Muchas proteinas provenientes de HPV han demostrado ser capaces de
ensamblarse en fibras amiloides (116, 117) u oligdbmeros solubles con caracteristicas
amiloides (47, 49); incluso se ha descripto la formacién de estructuras amiloides
funcionales para la proteina E1"E4 de la cepa HPV16 (116). La proteina E6 entera de la
cual deriva E6*l, también forma estructuras de alto peso molecular. En nuestro
laboratorio se demostré la formacion de oligdémeros solubles con alto contenido de hélice
alfa (E6SOs), que se detectaron en células naturalmente transformadas por HPV
utilizando anticuerpos policlonales desarrollados contra E6SOs (75). Posteriormente,
Zanier et al confirmaron esto y mostraron que ademas E6 provenientes de varios tipos de
HPV tienen la tendencia a formar oligdémeros y multimeros, tanto in vitro como in vivo (84).

Por otro lado, el espectro de dicroismo circular de E6*li.50, pu 50 presenta un
componente de lamina-f3 marcado, similar al observado para este tipo de estructuras con

caracteristicas amiloides.



En la practica, es relativamente sencillo diferenciar mediante centrifugacién una
fibora amiloide (insoluble) de un oligobmero con caracteristicas amiloides (soluble);
asimismo, el mecanismo de ensamblado de una fibra amiloide (producto final) transcurre
por una serie de estos intermediarios solubles (118). Como se mencioné previamente,
cuando se miden espectros de DC a una muestra de E6*li.s0, pr 50 @antes y después de
centrifugar, no se observan diferencias cuantitativas entre los mismos (Figura 5B)
indicando que se trata de una especie soluble. Sin embargo, esta especie soluble podria
ser un monémero, un oligbmero de bajo peso molecular (por ejemplo, dimero, trimero,
tetramero) o formar parte de un ensamblado de alto peso molecular. ElI comportamiento
frente al agregado de fuerza idnica sugiere la presencia en E6*li.s0 pn 50 de oligomeros
meta-estables, que agregan de manera ordenada luego de centrifugarlos.

Una caracteristica de los oligbmeros amiloides es su termo-resistencia. Por este
motivo, se evaluo la estabilidad térmica de E6*l;5, pu 50 mediante ensayos de
desnaturalizacién térmica aplicando un gradiente de temperatura entre 20C y 85°C a una
velocidad de barrido de 5°C/min. Se monitoreé la sefial de DC a 220 nm en funcién de la
temperatura y se midieron espectros al inicio del experimento, a la maxima temperatura

alcanzada y luego de enfriar la muestra.
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Figura 6. Desnaturalizacié n térmica de E6*l 150, pn 50. (A) Elipticidad a 220 nm en funciéon de la
temperatura, en barridos desde 20 hasta 85T (circulo vacio) y desde 85T hasta 20T (circulo negro). (B)
Espectros de DC en el UV lejano de E6*l150, pH 5.0 Nativa (linea entera), después de la termodesnaturalizacion
(linea punteada) y luego de bajar la temperatura nuevamente a 20C (linea partida).

En este ensayo no se observa una pérdida sustancial en la estructura secundaria
del péptido (Figura 6A) y los espectros al inicio del experimento y luego de disminuir la
temperatura nuevamente a 20T son superponibles (Figura 6B), por lo que se puede

concluir que la especie E6*11.50, pH 5.0 €S termo-resistente.



Finalmente, tanto la agregacién ordenada observada en presencia de NacCl, con la
concomitante formacién de un pellet gelatinoso, como la termo-resistencia sugieren

fuertemente que E6*l1.50, pH 5.0 €S UNa especie oligomérica.

1.3. ANALISIS DE LA ESTRUCTURA CUATERNARIA DE E6*l1.50 pr5.0-

Con el objetivo de profundizar en el andlisis de la probable existencia de
oligobmeros en la muestra de E6*l1.50, pH 5.0, INiCialmente se evaluod su estructura cuaternaria
mediante la técnica de dispersién de luz laser (DLS). Brevemente, el ruido de la luz
dispersada reporta la velocidad del movimiento Browniano de las particulas presentes.
Mediante la relacién de Einstein-Stokes que explica la difusion de particulas esféricas a
través de liquidos, es posible calcular el diametro de la molécula. Asi, el DLS brinda
informacién respecto al radio hidrodinamico de Stokes de las particulas presentes en
solucién (119), que sélo en el caso de proteinas globulares permite obtener un valor de
peso molecular.

El andlisis por DLS de una muestra de E6*l a una concentracion de 0.12mg/ml
revel6 la presencia de una especie mayoritaria de particulas de radio hidrodinamico
promedio de 32nm (Figura 7), aunque no es posible descartar heterogeneidades que no
se estén detectando por esta técnica. El valor obtenido corresponde al radio
hidrodinamico de una particula globular de 2.2 MDa, siendo el valor teérico esperado para
el radio hidrodinamico de una molécula globular del peso molecular de E6*l de 1.2nm.

Este resultado confirma que la especie de E6*l1.50 pn5.0 €S un oligomero soluble con

alto contenido de estructura beta.
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Figura 7. Dispersion de Lu z Laser Dindmica (DLS) de E6*| 1.50, pn50. Diametro de E6*l1.50 20uM en 20mM
buffer acetato de sodio pH 5.0 determinado por la técnica de DLS.



1.3.1. Morfologia de los oligbmeros obtenidos.

El andlisis por Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) proporciona informacion
respecto de la morfologia de las estructuras presentes en una muestra. Esta técnica
consiste en el barrido de la muestra en tres dimensiones mediante un pico o tip de punta
muy fina permitiendo obtener una foto de la topografia de la muestra. A diferencia de la
técnica de DLS, la fuerte interaccidn de las especies con el soporte de medicién en AFM
puede deformar las geometrias de las mismas aplanandolas.

Las imagenes obtenidas (Figura 8) para una muestra de E6*li.50, pu 50 @ una
concentracion de 0.0012mg/ml presentan dos tipos de poblaciones predominantes: una
esférica, de menor tamafio y otra con forma de fibras tipo gusanos, de las cuales las
esferas podrian ser sus unidades formadoras, similares a las estructuras observadas en

fibras tipo amiloides.

Figura 8. Visualizacion de los oligdmeros de E6*| 150, pr 5.0 por Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM).
Imagenes de AFM de E6*l1.50 0.2uM en buffer acetato de sodio pH 5.0; Izquierda: la escala xy corresponde a
1uM. Derecha: la escala xy corresponde a 0.5uM.

Estas imagenes sugieren una naturaleza amiloide de la especie de E6*l;.50, pH 5.0

[.3.2. Union a Tioflavina T de los oligomeros de E6*11.50, pH 5.0-

Finalmente, y en base a la informacion obtenida respecto a E6*l1.s0, pr 5.0, S€ evaluo
la union de estas estructuras al colorante Tioflavina T, reactivo ampliamente utilizado en la
caracterizacién de fibras amiloides (120). La Tioflavina T se une a estructuras lamina-f
repetitivas generando un aumento en su emisién de fluorescencia a 490 nm.

En la figura 9 se observa que la union de los oligobmeros de E6*l;.50, pn 5.0 provoca
un incremento en la sefial de fluorescencia del colorante, como también ocurre con los

oligbmeros con hojas p-repetitivas E7SOs, utilizados como control positivo (47).
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Figura 9. Union del col orante Tioflavina T (ThT) a E6*l1s0, p1 50. Unidon de ThT a E6*lis0, pH 5.0 (linea
partida), E6*l150, pv 7.5 (linea punteada) y E7SOs (linea entera), utilizado como control positivo. A cada
muestra se le sustrajo la contribucion de ThT libre.

En conjunto, la estructura secundaria tipo lamina-f3, la formacién de estructuras
solubles de alto peso molecular que en presencia de fuerza iénica agregan formando
precipitados con apariencia gelatinosa, y la visualizacién por AFM de fibras tipo gusanos
que finalmente unen ThT, confirman la naturaleza amiloidea de la especie de E6*l1.50, pH 5.0
Estas estructuras tipo amiloideas han sido observadas in vitro para numerosos péptidos y
proteinas, muchas de las cuales se encuentran involucradas en diversas patologias
humanas. Ademas, como se menciond previamente, se ha demostrado la formacion de
estas estructuras tanto in vitro como in vivo por parte de varias proteinas derivadas de
HPV.

1.4, E6*|1_50Y pH 7.5-

[.4.1. Analisis de la estructura secundaria de E6*l1.50, pH 7.5

Parte de nuestros objetivos consistian en determinar las propiedades
conformacionales de E6*l;.5o en condiciones de entorno consideradas “fisiolégicas”, donde
se espera que el péptido actle y participe de interacciones. A diferencia de lo observado
a pH 5.0, la solubilidad del péptido a pH neutro o basico era marginal.

En la figura 11A se representa el espectro obtenido replegando por diluciéon una
solucién madre de E6*l1.5, (6.0M Gdm.Cl) en buffer Tris-HCI pH 7.5, donde se observa un
espectro con caracteristicas de un péptido aparentemente desordenado, sin elementos de
estructura secundaria canonicos. Varios fueron los intentos de replegar la proteina a pH

7.5 en ausencia de Gdm.Cl, aunque las didlisis a este pH provocaban la precipitaciéon



macroscopica del péptido. Esto se debia, al menos parcialmente, a oxidaciones
intermoleculares mediadas por las tres cisteinas que contiene E6*l;.sp como se observo en
geles SDS-PAGE no reductores (no mostrado).

Por este motivo, la estrategia que se utilizé fue solubilizar el péptido en el solvente
organico acetonitrilo y a partir de esta solucion madre concentrada replegarlo por dilucién
a un buffer a pH 7.5 en presencia de un agente reductor fuerte. El espectro de DC
obtenido para esta especie presenta ahora dos minimos caracteristicos de estructura
secundaria tipo hélice-a, uno a 208 nm y el otro a 222 nm y un maximo alrededor de 198
nm (Figura 10A). A diferencia de E6*l;s50 pn 50, €Sta especie tiende a precipitar y
permanece en solucién sélo por unas horas, comportamiento que impidié realizar una
caracterizacion extensa de E6*l1.50, o1 7.5 €n ausencia de Gdm.Cl.

A pH 5.0 el replegado por diluciéon no afect6é la cantidad y el tipo de estructura
secundaria adquirida (Figura 3B). En cambio, E6*l1.50, pu 7.5 €n presencia de bajas
concentraciones de Gdm.Cl no puede adoptar la estructura tipo hélice-a observada en
ausencia del desnaturalizante, indicando una menor estabilidad de la especie obtenida a

pH 7.5 respecto de la obtenida a pH 5.0 (Figura 10A).
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Figura 10 . Analisis de la estruc tura secundaria de E6* 1.50 y E6*l1.45 @ pH neutro. (A) Espectros de DC en
el UV lejano de E6*l1.590 obtenidos por dilucién (linea punteada) y por dialisis (linea continua) en 20mM buffer
Tris-HCI pH 7.5. (B) Espectros de E6*l1.45 obtenidos por dilucion (linea punteada) y por didlisis (linea
continua) en 20mM buffer Tris-HCI pH 8.8. Todas las condiciones contienen TCEP como agente reductor.

Por otro lado, las condiciones de mayor solubilidad obtenidas luego de replegar
por dilucién la solucion madre de E6*l,.45, fueron los buffers Tris-HCI pH 8.8 y acetato de
sodio pH 5.0. En ambas soluciones se obtuvieron espectros de DC con caracteristicas de
peptido desordenado (Figura 4). En base a lo observado para E6*l;.5, o1 7.5, Se dializo

E6*l1.45 en las dos condiciones con mayor eficiencia de replegado en busca de una



condicién donde E6*l,.45 adquiriera elementos de estructura secundaria candnicos. Luego
de dializar E6*l;.45 en buffer acetato de sodio pH 5.0 no se obtuvo péptido remanente
soluble para utilizar en mediciones de DC, debido a la fuerte precipitacion macroscépica
de la muestra. En cambio, en buffer Tris-HCI pH 8.8 se obtuvo péptido cuyo espectro es
caracteristico de estructura secundaria tipo hélice-a con dos minimos alrededor de 208
nmy 222 nm (Figura 10B). Este espectro coincide con el observado para E6*l1.s0, pri 7.5, Y
como también ocurre con esta especie, no se obtiene el mismo tipo de estructura
secundaria replegando el péptido por dilucién comparado con dialisis. El Gdm.ClI residual
gue permanece luego de diluir E6*l1.45 no le permite adoptar la conformacion de hélice-a
observada en ausencia de Gdm.Cl, obteniéndose en presencia de bajas concentraciones
de desnaturalizante un espectro de DC con caracteristicas de péptido desordenado; se
observa una disminucion de la banda negativa alrededor de 220 nm y el minimo a 208 nm
se desplaza hacia longitudes de onda menores (Figura 10B).

A pH neutro dos factores como el estado de oxidacién de sus cisteinas y la
coordinacion de Zn por estos residuos, toman protagonismo fundamental en la
conformacion de E6*l. Estos aspectos se describirdn detalladamente en el capitulo Ill, sin
embargo, en esta seccién se analizara su impacto en las propiedades conformacionales y
de oligomerizacién del péptido. La importancia de estos dos factores radica en que E6*I
posee la mitad de un motivo de unién a Zn que en la proteina E6 entera constituye un
dominio conocido como Zn finger y que en ausencia de metal sus cisteinas tienden a
oxidar espontaneamente. Ademas, la especie reactiva de la cisteina es el tiolato y esta es
la especie representativa a pH neutro o basico.

La Figura 11 muestra que el replegado tanto de E6*l1.s0, pri 7.5 (Figura 11A) como de
E6*l145 pn 88 (Figura 11B) en presencia de Zn provoca la pérdida de la estructura
secundaria tipo hélice-a, obteniendo ahora un espectro de un péptido aparentemente
desordenado pero con caracteristicas Unicas que indican la existencia de estructura
secundaria residual. Se observa un hombro negativo a 228 nm y uno positivo alrededor
de 217 nm; ademas, el minimo a 198 nm, tipico de una conformacién extendida o
desestructurada, esta desplazado hacia 203 nm. Este espectro es claramente diferente al
obtenido en 6.0M Gdm.Cl, condicién en la que E6*l se encuentra totalmente desplegado

(no mostrado).
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Figura 11. Andlisis de | efecto del Zn en el replegado de E6* 1.50 y E6*l1.45a pH neutro. Espectros de DC
en el UV lejano de (A) E6*l1.50 replegada en 20mM buffer Tris-HCI pH 7.5 en ausencia (linea entera) y
presencia de Zn (linea punteada). Inserto: E6*l1.50 en 20mM buffer Tris-HCI pH 7.5, 0.6M Gdm.Cl en
ausencia (Red-linea entera) y presencia de Zn (Zn-linea punteada) (B) E6*l1.as en 20mM buffer Tris-HCI pH
8.8 en ausencia (Red-linea entera) y presencia de Zn (Zn-linea punteada). Todas las condiciones contienen
TCEP como agente reductor.

Al comparar los espectros de E6*l1.50, pn 75 replegado en presencia de metal en OM
Gdm.Cl (Figura 11A) respecto de 0.6M Gdm.Cl (Figura 11A, inserto), se observa que
bajas concentraciones de Gdm.Cl en la solucién no afecta la estructura secundaria
adquirida. Esto indica una mayor estabilidad de la especie con Zn respecto de la especie
reducida en ausencia del metal.

Los resultados hasta aqui expuestos muestran una drastica modificacion de la
estructura de E6*I dependiendo del pH de la solucion. Ademas, constituye la primera
evidencia respecto de la uniébn a Zn por parte de este producto de procesamiento
alternativo que solo contiene la mitad de un motivo de unién a este metal. En este caso,
observamos que el Zn impide la formacién de la estructura secundaria tipo hélice-

o observada con E6*11.50 pH 7.5.

[.4.2. Analisis de la estructura cuaternaria de E6*l1.50 ph 7.5.

En base a la informacion obtenida para E6*li.s0, pn 50, fue de interés analizar si
E6*l1.50, pn 75 también sostenia su estructura secundaria a través de la oligomerizacion.
Para evaluar esto, se realizd6 un analisis del radio hidrodinamico de E6*li.so pn 7.5 por
filtracion en tamiz molecular utilizando una matriz Superdex 75. La columna se equilibré
con 50mM buffer Tris-HCI pH 7.5 y 0.2M Gdm.Cl, que se agrego para evitar interacciones
con la matriz de la columna. La Figura 12 muestra que E6*l;5 o1 75 también forma

estructuras de alto peso molecular que eluyen en el Vy de la columna y que esta



oligomerizacién se evita con el agregado de Zn al péptido. En presencia del metal se
obtiene una especie que eluye a los 17ml, correspondiendo a una proteina globular de
11KDa. Dado que por DC se ve que en esta condicién E6*| esta extendida, no es posible
determinar mediante esta técnica si es un dimero o un monémero extendido. Por su
parte, E6*l1.45, pu s también forma oligdmeros solubles que eluyen en el V, de una

columna S75 (no mostrado).
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Figura 12. Analisis de la estructura cuaternaria de E6*l 150, pn 75. Cromatografia de exclusion por tamiz
molecular de E6*l1.50 replegada en 20mM buffer Tris-HCI pH 7.5 en ausencia (linea entera) y presencia de Zn
(linea punteada). Se utiliz6 una columna Superdex 75 y se agregdé 0.2M Gdm.ClI al buffer de corrida para
evitar la interaccién con la matriz. Ambas muestras contienen TCEP como reductor. Los volimenes de

elucién de las proteinas globulares utilizadas como marcadores de peso molecular (KDa), el Vo y Vg + V; estan
indicados con barras.

Como conclusién, a pHs neutros y levemente alcalinos ambas moléculas se
pliegan formando oligobmeros de alto peso molecular con elementos de estructura
secundaria tipo hélice-a, a juzgar por sus espectros de DC. Estas especies modifican
sustancialmente su estructura secundaria y grado de oligomerizacion frente al replegado
en presencia de Zn, sugiriendo un rol importante de las cisteinas en el plegado y
estabilidad de este pequefio polipéptido cuya informaciéon bioquimica o estructural es
escasa. Finalmente, las propiedades conformacionales observadas para E6* son
independientes del sitio de la traduccién utilizado por la maquinaria celular, por lo que en
adelante se utilizara a E6*l;.50 como modelo de estudio para responder los interrogantes

generados a lo largo de esta tesis (E6*l,.50 denominado en adelante E6*I).



[.5. EXPRESION RECOMBINANTE DE EG6*I: EVIDENCIAS DE UNA SECUENCIA
‘LEADER” DE AGREGACION.

Con el objetivo de producir el péptido de forma recombinante, a partir de la
secuencia de E6 HPV16 se cloné E6*l en diferentes vectores de expresion. Los
resultados de los ensayos de expresion mostraron que la Gnica construcciéon con la que se
obtuvieron niveles de expresion elevados de la proteina de interés, es el vector pGPG
(Figura 13A). Este plasmido contiene un codén de iniciacion (ATG) seguido de la proteina
Cl2 y un péptido sefial que permite la traslocacion al periplasma bacteriano. El promotor
del vector pGPG es phoA que se reprime por altas concentraciones de fosfato, siendo
necesaria la expresion de estas construcciones en medio minimo (121). La expresién en
periplasma puede ofrecer varias ventajas sobre la expresidon en citoplasma, incluyendo
baja proporcion de proteinas de las células hospedantes, menor degradacién de la
proteina recombinante y un entorno oxidante que facilita el plegamiento proteico
adecuado. Ademas, aunque los niveles totales de proteina a obtener seran menores, la

expresién en medio minimo puede ser una ventaja al simplificar el posterior proceso de

purificacion.
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Figura 13. Expresion recombinante de E6*l en el ve  ctor pGPG. (A) SDS-PAGE con clones sin inducir (Sl)
en 5.0mM fosfato e inducidos (C1-C7) en 0.1mM fosfato. (B) SDS-PAGE de andlisis de localizacion
subcelular de CI2-E6*I; P: periplasma, S: soluble, IB: insoluble (cuerpos de inclusion); MW: marcadores de
peso molecular, que se indican en KDa. Las flechas indican la posicidon de la banda correspondiente a CI2-
E6*.

Se confirmo la identidad de la banda de expresion observada en los clones 1, 2, 3
y 4 por western blot, utilizando un anticuerpo monoclonal desarrollado en esta tesis (ver
capitulo V).

Como la construccion seleccionada posee un péptido sefial de localizacion
periplasmatica se evalué la presencia de E6*| en esta fraccion proteica mediante métodos

de extraccion con sacarosa (ver Materiales y Métodos) y posterior analisis en geles SDS-



PAGE (Figura 13B). Como se observa en la Figura 13B, en las condiciones de expresion
utilizadas, CI2-E6*l se encuentra principalmente en la fraccion insoluble o cuerpos de
inclusiéon (IBs) de la bacteria. Este comportamiento también fue observado
recurrentemente por diferentes grupos para la proteina E6 entera.

De cualquier manera, la obtencién de la proteina de interés en los IBs de las
bacterias constituye una ventaja porque se encuentra en una alta proporcién respecto del
resto de las proteinas de la bacteria, lo que implica menores pasos de purificacién en los
protocolos a realizar. No obstante, requiere determinar las condiciones en las que se
extrae de esta fraccién y posteriormente las condiciones o6ptimas de replegado; esta
Gltima instancia constituye el paso limitante para trabajar con proteinas a partir de IBs
bacterianos.

Inicialmente se evaluaron las condiciones de solubilizacion de CI2-E6*l, y se
observo que se obtienen mayores cantidades de proteina en la fraccién soluble utilizando

Gdm.Cl como agente desnaturalizante (Figura 14A).
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Figura 14. Solubilizacién y replegado de IBs de CI  2-E6*l. (A) Gel SDS-PAGE correspondiente al analisis
de las distintas condiciones de solubilizacion. El buffer utilizado es Tris-HCI pH 7.5 con reductor, en presencia
de las distintas concentraciones y tipo de desnaturalizantes indicadas en la parte superior. S: fraccion soluble;
P: fraccion insoluble. (B) Gel SDS-PAGE correspondiente al andlisis del replegado de CI2-E6* en los
diferentes pHs indicados. Todas las condiciones contienen reductor y Tween 20. S: fraccién soluble, P:
fracciéon insoluble. MW: marcadores de peso molecular que se indican en KDa. Las flechas indican la
posicion de la banda correspondiente a CI2-E6*I.

Posteriormente se realizaron numerosos ensayos en busca de condiciones que
permitiesen el replegado de la proteina de fusién a su forma nativa. Brevemente, se
diluyé la muestra de proteina solublilizada en 6.0M Gdm.ClI en diferentes soluciones y se
analiz6 la fraccién de proteina soluble e insoluble recuperada luego de la dilucién. Las
condiciones de solubilidad exploradas incluyen variables como el pH, temperatura, fuerza

i6bnica, agentes reductores y detergentes, como se realizé con el péptido sintético.



En la Figura 14B se representa un ejemplo del resultado obtenido con las multiples
condiciones exploradas donde se observa que, independientemente de la combinacién de
variables utilizada en cada ensayo, el replegado de CI2-E6* era parcial; se obtenian
cantidades sustanciales de la proteina tanto en la fraccion soluble como en la fraccion
insoluble. Es importante resaltar que la proteina CI2 es una proteina altamente soluble en
un amplio rango de pHs y concentraciones, propiedad que se modifica al fusionar E6*l a
su extremo C-terminal.

A la luz de los resultados expuestos, se eligieron dos condiciones de replegado
(pH 5.0 y pH 7.5) que posteriormente se utilizaron para purificar a través de columnas de
intercambio iénico. Todos los intentos de purificacion a partir de proteina replegada en
ausencia o baja concentracion de Gdm.Cl fallaron (no mostrado), puesto que no fue
posible separarla de otros contaminantes y finalmente la ausencia de desnaturalizante
llevaba a la precipitacion sustancial de la muestra. Cabe destacar que este fendmeno
también fue observado con el péptido sintético.

Considerando la informacion obtenida respecto al péptido sintético y los diferentes
intentos fallidos de purificaciéon, se decidi6 purificar CI2-E6*l en condiciones
desnaturalizantes en una columna de fase reversa, C8. Se utilizaron solventes organicos
gue posteriormente se eliminaron por liofilizacion y se resuspendié en las mismas

condiciones de guardado que el péptido sintético (Figura 15).
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Figura 15. Purificacion de CI2 -E6* en columna de fase reversa C8. (A), Cromatograma que muestra el
perfil de elucién de CI2-E6*l en 6.0M Gdm.Cl en columna C8. El pico eluye entre 46 y 48% de B. (B), Gel
SDS-PAGE de purificacién en columna C8. Input: muestra sembrada en la columna; pico : fraccién tomada
en el méximo de absorbancia del pico correspondiente a CI2-E6*; MW: marcadores de peso molecular que se
indican en KDa.

Finalmente, se realizaron numerosos intentos de digestidon con la enzima trombina
para separar la proteina Cl2 de E6*l variando las condiciones de corte, sin obtener

separaciéon sustancial de las dos moléculas (no mostrado). Una posible razén para este



resultado podria ser que debido a la oligomerizacién de CI2-E6*l, el sitio de corte quede
inaccesible para la enzima. En este sentido, se realizaron digestiones en presencia de
concentraciones de desnaturalizante donde la trombina posee actividad y adn asi no se
observo separacion. Es posible que la cantidad de desnaturalizante utilizado no sea
suficiente para hacer accesible el sitio de corte; otra explicacién probable es que el
espacio presente en la construccién entre ambas proteinas y el sitio de la trombina no sea
suficiente para un corte éptimo de la proteasa.

El interés de producir E6*l en el laboratorio radic6 principalmente en la posibilidad
de generar diferentes mutantes que permitieran responder preguntas formuladas a lo
largo del trabajo. De este modo, sobre esta construccién se realizaron las siguientes
mutantes que se expresaron y purificaron como se realizé con el péptido salvaje (ver
Materiales y Métodos): E6*1 C23S, E6*I C37S y C40S (E6*ICxxC) y E6*I C23S
(E6*1C23S), C37S y C40S (E6*ISinC). La ausencia de cisteinas en la proteina CI2 nos
permite utilizar estas proteinas sin la necesidad de separarlas de su fusién, soslayando la
dificultad descripta previamente.

Los intentos de producir E6*1 de forma recombinante mostraron que esta
secuencia peptidica genera la agregacion de proteinas altamente solubles como es el
caso de Cl2. Esta evidencia, junto con todos los resultados presentados a lo largo de
este capitulo, sugieren que E6*l es el dominio que podria dirigir la oligomerizacién
observada para la proteina E6 entera, proceso que puede tener un rol funcional en estas

proteinas.

[.6. DISCUSION.

En conjunto, los estudios presentados en este capitulo representan el primer
aporte al conocimiento de los mecanismos basicos de plegamiento y de las propiedades
en solucion de E6*l, polipéptido al que se le atribuyen multiples efectos en el contexto
celular pero del que se desconocen aspectos fundamentales bioquimicos y estructurales.
Pese a interrumpir un motivo independiente de plegamiento, mostramos por primera vez
gue este péptido compuesto por 50 residuos adopta distintas estructuras en solucién
dependiendo del entorno. Esto provee la base para comprender su mecanismo de accién
frente a los blancos celulares.

Es importante destacar que una parte importante de esta tesis consistio en

encontrar condiciones Optimas de replegado para realizar experimentos con este pequefio



pero complejo polipéptido; la alta tendencia a la precipitacion observada para EG6*I
dificultaban la obtencién de cantidades suficientes de muestra para su posterior
caracterizacion mediante técnicas espectroscopicas.

E6*l, tal como se obtuvo de la sintesis, se disolvi6 inicialmente en Gdm.Cly DTT.
Una vez solubilizado a pH 5.0, el péptido se repliega formando un oligdmero con
caracteristicas de estructura secundaria tipo ldmina-f, a juzgar por su espectro de DC en
el UV lejano. Estos oligobmeros solubles de E6*ly4 50 unen tioflavina T, reactivo que se
une especificamente a estructuras B-repetitivas y es utilizado como sonda reportera de
estructuras amiloideas (120). Finalmente, mediante AFM confirmamos la naturaleza
amiloide de las estructuras de alto peso molecular presentes en E6*ly 5.

Actualmente es ampliamente aceptado que la mayoria de las proteinas pueden
formar estructuras tipo amiloides dadas las condiciones apropiadas, que incluyen
modificaciones en los parametros quimicos y fisicos del entorno (122). Sin embargo,
algunas proteinas muestran una tendencia mas fuerte para formar estas estructuras que
otras, basada en su secuencia y composicion de aminoacidos (123, 124). El proceso de
formacién de amiloides esté relacionado con un amplio nimero de patologias humanas;
mas de 20 proteinas solubles estan involucradas en amiloidosis conocidas, y se cree que
existen muchas enfermedades asociadas con el plegamiento incorrecto de proteinas que
aln no han sido identificadas como tales (125). Por el contrario, se han obtenido fibras
amiloides in vitro tanto a partir de proteinas y péptidos asociados a enfermedades, como
de no relacionados a enfermedades amiloidogénicas, y a pesar de tener diferentes
topologias y caracteristicas de plegado en su forma nativa, sus formas agregadas tienen
muchas propiedades en comun (125, 126). El reciente trabajo que muestra la formacién
de amiloides funcionales por parte de la proteina Pmell7 apoya la hipétesis de que el
“amiloide” es un tipo de plegamiento cuaternario que evolucioné en proteinas
pertenecientes a diferentes organismos, desde las bacterias a los seres humanos, y que
no es exclusivo de enfermedades vinculadas a mal plegamiento o situaciones patoldgicas
(127). Como se mencioné anteriormente, la formacién de estas estructuras también fue
reportada para varias proteinas de HPV (49, 116, 117). Ademas, las proteinas E6 de los
tipos virales HPV16 y 18 se auto-ensamblan in vitro en oligbmeros solubles muy estables
(E6SOs) y con alto contenido de hélice-a, que también fueron detectados in vivo en lineas
celulares naturalmente transformadas por HPV (75). Posteriormente, otros grupos
demostraron que E6 provenientes de grupos filogenéticos distintos se auto-ensamblan

formando oligbmeros y multimeros tanto in vitro como in vivo (84). La conservacion de



esta propiedad dentro de la familia de proteinas de E6 sugiere que este mecanismo
puede tener un rol funcional. Aunque no podemos explicar en esta instancia las bases
estructurales de la diferencia observada entre las especies E6SOs y E6*| p4 50, la fuerte
tendencia de E6*l a la oligomerizacion nos permite sugerir a este péptido como la
secuencia responsable de la oligomerizacion de la proteina E6 entera.

A pH 7.5, E6*I también forma estructuras de alto peso molecular pero con
caracteristicas de estructura tipo hélice-a, sin afinidad por la sonda tioflavina T y con
tendencia a progresar lentamente en precipitados insolubles. Estas caracteristicas son
comparables a las observadas con los E6SOs de las proteinas E6 HPV16 y HPV18
obtenidos en el laboratorio. La especie E6*l p4 75 €S marginalmente estable, dado que
bajas concentraciones de Gdm.Cl no le permiten adoptar la estructura secundaria tipo
hélice alfa caracteristica. En un contexto celular, esta estructura puede ser estabilizada
por interaccién con otras proteinas celulares o virales. De hecho, en bibliografia se han
reportado eventos de hetero-oligomerizacion de E6*l con la proteina E6 entera (94, 105);
ademas se demostr6 que las proteinas E6 y E6*| interactian con el regulador
transcripcional E2 a través de su N-terminal, especificamente por los residuos 28-31
presentes en ambas proteinas, representando otro ejemplo de hetero-oligomerizacion con
una proteina viral (128).

A diferencia de los oligémeros-p obtenidos a pH 5.0, la presencia de Zn en la
soluciéon de replegado previene completamente la formacién de estos oligdmeros-a,
dando lugar a una especie de tamafio pequefo y definido sin elementos de estructura
secundaria candnica pero con un espectro de DC en el UV lejano con caracteristicas
Unicas que indica cierto grado de estructuracién. Este resultado es importante
considerando la relevancia que tiene el Zn en el plegamiento de la proteina E6 entera con
la que E6*I comparte secuencia. Ademas, constituye la primera evidencia de unién a Zn
por parte de este producto de procesamiento alternativo que contiene sélo la mitad de un
motivo de unidon a Zn de la proteina entera. En el capitulo Ill se estudiaran las
propiedades de unién a Zn de esta proteina evaluando el efecto que puede tener en su
comportamiento conformacional.

Por otro lado, los resultados presentados en este capitulo que demuestran que
E6*l se pliega en solucion, junto con la evidencia emergente respecto a productos de
procesamiento alternativo que interrumpen dominios independientes de plegamiento y
aun asi son funcionales como proteinas (129), constituyen datos que indican una alta

tolerancia estructural de las proteinas en pos de ganancia de funcién.



Los resultados aqui descriptos muestran que E6*| posee una marcada plasticidad
conformacional que depende de las condiciones del entorno como el pH o la presencia de
Zn, siendo capaz de adoptar conformaciones estructuralmente no relacionadas entre ellas
gue incluyen estados con baja cantidad de estructura secundaria candnica y estabilidad
marginal, conformaciones amiloidogénicas y diferentes especies oligbmericas unas con
contenido de hélice-a y otras con lamina-f (130). En este contexto, es posible considerar
a E6*l como una secuencia camaleon.

El pH es una variable importante en el entorno intracelular, que se mantiene en un
rango estrecho y definido de valores gracias a distintos sistemas buffer. Sin embargo,
dependiendo de la localizacién sub-celular, la organela o el estado fisiol6gico de la célula,
el pH puede variar considerablemente. Por ejemplo, el epitelio, tejido en el cual tiene
tropismo el HPV, seguln se estratifica se acidifica alejandose del considerado basal que
ronda en valores cercanos a pH 7.0 (131). Este ejemplo indica la posibilidad de que
ambas especies de E6*| existan en un contexto celular, e inclusive es posible imaginarlo
como un mecanismo de regulacién del efecto generado por esta proteina.

La ausencia de consenso mencionada previamente respecto al sitio de inicio de la
traduccion de E6 de la cepa HPV16 nos llevé a estudiar comparativamente las dos
secuencias primarias probables para E6*| HPV16. Los resultados obtenidos muestran
que, excepto por diferencias vinculadas a la falta de 6 aminoacidos que madifican
radicalmente el pl de los péptidos, ambas especies se comportan de manera similar
respecto de las propiedades evaluadas en este capitulo. Las principales caracteristicas
estas asociadas a su capacidad de oligomerizar para conservar la estructura secundaria
tipo hélice-a y al comportamiento frente al Zn; el agregado del metal modifica la estructura
secundaria y cuaternaria de ambos polipéptidos, obteniendo el mismo espectro de
dicroismo circular independientemente de la metionina que se utilice como inicio de la
traduccion. En base a estas observaciones, todos los experimentos restantes de esta
tesis se realizaron utilizando E6*l,.5 como modelo de estudio.

Por dltimo, el intento de expresar E6*l de forma recombinante puso en evidencia
nuevamente la alta tendencia que tiene este péptido para precipitar, dirigiendo también la
agregacion insoluble de proteinas altamente solubles en un amplio rango de condiciones,
como Cl2. Estos experimentos se encuentran en linea con la hip6tesis de Liu et al donde
proponen al dominio N-terminal de E6, porcion que contiene la secuencia de E6*l, como el

responsable de la inestabilidad que origina la agregacion insoluble de la proteina entera



asi como de otras proteinas a las que se encuentre unida (82). En nuestro trabajo,
acotamos a los amino&cidos contenidos en la secuencia de E6*I.

Los resultados obtenidos de la caracterizacién realizada en el presente capitulo
pueden resumirse en el siguiente esquema que representa las diferentes conformaciones

accesibles a E6*l in vitro:
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Figura 16 . Esquema que resume el conjunto de conformaciones observadas para E6*l.. Se observan
oligdmeros en equilibrio con estructuras de bajo peso molecular, y el pH y la disponibilidad de Zn son dos
variables que pueden modular los equilibrios observados.

Una vez sintetizada, E6*| podria plegarse para formar estructuras de alto peso
molecular con caracteristicas de estructura tipo hélice-a. Por un lado, estos oligobmeros
pueden estar en equilibrio con estructuras de bajo peso molecular que unen Zn y este
equilibrio estara regulado por la disponibilidad del metal en la célula; por otro lado, el
equilibrio se puede dar con otras especies no caracterizadas en este capitulo que aporten
espectros funcionales diferentes a E6*l. De este modo, los oligbmeros-a actuarian como
una reserva de proteina. El hecho de ser marginalmente estables, permite imaginar a
estas estructuras en equilibrio con multiples conformaciones. A su vez, dependiendo de
las condiciones del micro-entorno, E6*l podria formar las estructuras con caracteristicas

amiloides (oligbmeros-f).
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En el capitulo | se mostraron las tendencias conformacionales de E6*I del tipo viral
HPV16, donde se observd una alta plasticidad dependiendo de las condiciones de entorno
como el pH o la presencia de Zn. Con el objetivo de evaluar las preferencias estructurales
de este péptido y definir las regiones involucradas en las distintas conformaciones
observadas, inicialmente se utilizaron diferentes algoritmos predictores de estructura
secundaria. La aplicacién de estos algoritmos puede ser Util para identificar regiones de
la cadena polipeptidica que tienen alta propension a formar estructura secundaria bajo
ciertas condiciones, como cambios en el pH o presencia de solventes como el TFE.

Se utilizé el meta-servidor MeDor (MEtaserver of DisORder) que permite realizar
un analisis rapido y simultaneo de la secuencia de interés utilizando multiples predictores
en un Unico programa; ademas de identificar rapidamente regiones desordenadas, MeDor
también puede ser utilizado para inferir informacion respecto de elementos de estructura
secundaria presentes en la secuencia analizada (132) y por este motivo se utiliz6 este
servidor con E6*l. Por otro lado se aplico el algoritmo AGADIR, que calcula la
propensidad local de una secuencia peptidica a la formaciéon de estructura tipo hélice-
o (133).

En la Figura 1A se observa que de acuerdo al método elegido, los residuos que se
predicen que forman elementos de estructura secundaria candnica, y particularmente
hélice-a, se encuentran en la porcidon C-terminal de E6*l. Por otra parte, MeDor predice
regiones de desorden en el extremo N-terminal de E6*l. Los datos coinciden con los
obtenidos por AGADIR (Figura 1B), indicando que la tendencia a formar hélice esta
localizada en el extremo C-terminal del péptido. Los residuos que ambos algoritmos
sugieren como parte de este tipo de estructura no son exactamente los mismos; MeDor
predice la hélice desplazada levemente hacia el extremo N-terminal de la molécula,
aunque aun dentro de la porcion C-terminal de E6*, como lo hace AGADIR.
Interesantemente, esta porcidén del péptido contiene las cisteinas correspondientes a la
mitad del motivo de unién a Zn del dominio N-terminal de la proteina E6 entera. Como se
mencioné previamente, en el capitulo | mostramos que este metal modifica
sustancialmente las propiedades conformacionales de E6*l influyendo tanto sobre la
estructura secundaria como sobre la estructura cuaternaria. En este contexto, podemos
hipotetizar que la tendencia a formar hélice de la porcion C-terminal de E6*l también se

vea afectada por la presencia del metal.
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Figura 1. Algoritmos predictores de estructura secundari a. Se utilizé la secuencia de E6*1 HPV16 y los
predictores Arriba: Medor. La hélice roja corresponde a la prediccion de estructura secundaria. Los otros
tres predictores corresponden a algoritmos para regiones desordenadas. Abajo: AGADIR. Debajo se indica
la secuencia de aminoé&cidos de E6*I HPV16.

Il. PORCION C-TERMINAL DE E6*l: E6*l,.53.

Considerando los resultados obtenidos con los predictores de estructura
secundaria, se sintetiz6 un péptido correspondiente al extremo C-terminal de E6*| (E6*I,.
53), que contiene la regién que se predice con mayor tendencia a formar elementos de

estructura tipo hélice alfa. La secuencia sintetizada de E6*l,g.53 €S:
TIHDILECVYCKQQLLRREVYDFA

El peso molecular teérico es 3069.5 Da, determinado utilizando el programa
Protparam y confirmado por espectrometria de masas MALDI-TOF; su punto isoeléctrico
(pl) tedrico es de 5.4. El objetivo inicial consisti6 en comparar las propiedades
conformacionales de EG6*l,053 con aquellas observadas para E6*l en las mismas

condiciones de entorno.



I.1. ANALISIS DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DE E6*l59.53 EN SOLUCION.

Al igual que con E6*1, se partid de una solucién de E6*l,953 en 6.0M Gdm.Cl y se
diluyé en una solucién de buffer Tris-HCI pH 7.5 y reductor. El espectro de DC en el UV
lejano de E6*l,9.53 obtenido a pH 7.5 tiene las caracteristicas de un péptido desordenado,
carente de estructura secundaria candnica, con un minimo < 205 nm y una banda
negativa alrededor de 220 nm (Figura 2A); debido a la presencia de Gdm.ClI residual no
es posible obtener informacion de longitudes de onda menores en el espectro. La dilucién
del péptido en presencia de Zn modifica sutiimente la estructura secundaria adquirida,
generando un espectro con un hombro positivo a aproximadamente 217 nm y uno
negativo alrededor de 224 nm (Figura 2A); este espectro coincide con las caracteristicas
del espectro observado para la especie de E6*l,4 75 con Zn. La banda positiva a ~218 nm
sugiere la existencia de estructura secundaria tipo poli-prolina (PIl) en esta especie del
péptido (134).

El hecho de que el agregado de metal genere en E6*l y E6*l,9.55 un espectro de
DC similar indica que la estructura estabilizada estaria localizada en la porcion C-terminal
de E6*l, E6*l,0.53. ESto es consistente con la presencia en E6*l,9.53 de las cisteinas 37 y
40 que constituyen la mitad del motivo de unién a Zn en la proteina E6 entera, como se
describié anteriormente. A su vez, la similitud de ambos espectros a nivel cualitativo
sugiere que el efecto del Zn es local y restringido a los ultimos 25 aminoacidos de E6*I,

dado que E6*l,9.53 carece de los primeros 25 residuos.
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Figura 2. Estructura secundaria de E6* 29.53 pn 75. Espectros de DC en el UV lejano de (A) E6*lx9s3
obtenido por dilucién (0.6M Gdm.Cl) en buffer Tris-HCI pH 7.5 en presencia (Zn-linea punteada) o ausencia de
Zn (Red-linea continua). Los espectros son medidos hasta 205 nm debido a la presencia de Gdm.Cl residual
que perturba la medicion. (B) E6*lx9.53 obtenido por didlisis (OM Gdm.Cl) en buffer Tris-HCI pH 7.5 en
presencia (Zn-linea punteada) o ausencia de Zn (Red-linea continua). Todas las condiciones contienen TCEP

como agente reductor.



De acuerdo a lo realizado con E6*l, fue de interés evaluar el efecto del Gdm.Cl
residual en la induccién de estructura secundaria. Con este objetivo, el péptido E6*l,g.53
se dializ6 para quitar el Gdm.Cl remanente. Los espectros de las especies de E6*l9.53,
75 en 0.6M Gdm.Cl son comparables a los obtenidos en ausencia del desnaturalizante
(Figura 2A vs 2B). En este caso y a diferencia de lo que ocurre con E6*l (Capitulo I,
Figura 11A), bajas concentraciones de Gdm.Cl no afectan la estructura secundaria

adquirida.

A partir de estos experimentos es posible concluir que si bien el Zn afecta de igual
manera a los péptidos E6*l y E6*l,9.53, las propiedades conformacionales de E6*l son mas
complejas y en parte se encuentran mediadas por los primeros 25 aminoacidos de la
molécula. Un ejemplo que justifica esta observacion es la marcada diferencia observada
en el tipo y la cantidad de estructura secundaria obtenida por ambos péptidos en ausencia
de desnaturalizante. E6*l953 no puede adoptar espontdneamente elementos de
estructura secundaria canénicos en solucion como lo hace E6*l, donde se observan

oligdbmeros con un alto contenido de estructura hélice-a.

I1.1.1 Tendencias conformacionales de E6*l,953 a pH 7.5.

El espectro de E6*l,9.53 o1 7.5 CON Zn es distinto al obtenido en ausencia del metal,
aunque la diferencia es sutil. Esto sugiere la existencia de algun tipo de estructura
secundaria que se modifica por el agregado de Zn y en este escenario nos propusimos
investigar con mayor detalle el grado de estructuracion de este pequefio péptido. Una
forma directa que permite analizar estos cambios conformacionales es comparar el
espectro de DC en el UV lejano de E6*lx.53 pn 75 €n ausencia o presencia de altas
concentraciones de desnaturalizante.

En la Figura 3 se muestra que el espectro de E6*ly9.53 pn 75 SIN Zn en bajas
concentraciones de Gdm.Cl difiere claramente del obtenido en 6.0M Gdm.Cl. Se pierde la
banda negativa a 220 nm y se observa ahora una banda positiva alrededor de 230 nm,
gue sugiere la presencia, en estas condiciones, de un turn.

Por otro lado, el espectro de E6*l9.53 pn 75 COn Zn también se modifica en
presencia de altas concentraciones de Gdm.Cl (Figura 3); desaparecen el hombro positivo
a~217 nmy el negativo alrededor de 224 nm caracteristicos de la especie en ausencia de

Gdm.Cl, indicando una pérdida de estructura secundaria.
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Figura 3. Cambios estructurales en E6*l 29.53 pH 7.5 inducidos por el Gdm.Cl . Espectros de E6*l9.53 €n

ausencia de Zn (Red-linea entera) y en presencia de Zn (Zn-linea partida), en 0.6 (lineas negras) y 6.0M
(lineas rojas) Gdm.Cl. Todas las condiciones contienen TCEP como reductor.

Es importante destacar que los espectros en 6.0M Gdm.Cl de E6*l9.53 o1 75 CON'y
sin Zn son distintos. Esta diferencia podria explicarse considerando que aunque mucha
de la estructura secundaria se pierde por el agente desnaturalizante, el Zn permanece
unido al péptido estabilizando algun tipo de estructura local distinta del turn observado
para la especie reducida. Este experimento ademas sugiere que la estructura secundaria
presente en E6*l,9.53 €n ausencia de desnaturalizante es independiente de la coordinacion
de metal, dado que en la especie sin metal también hay pérdida de estructura secundaria
generada por el desnaturalizante.

En conjunto, estos resultados indican la presencia de cierto grado de
estructuracion en E6*l,953 cuyo espectro de DC es el de un péptido aparentemente
desordenado. Aun en 6.0M Gdm.Cl, ambas especies conservan algun tipo de estructura
local. La falta de superposicion de los espectros de DC de E6*lz9.53 pr 7.5 CON Yy sin Zn en
6.0M Gdm.Cl, nos permite inferir que el metal permanece unido en esta condicién.

Por ultimo, este experimento constituye una evidencia mas respecto de que
espectros de DC no canénicos no implican un estado extendido desestructurado; existen

estructuras locales, muy dindmicas, que actllan como nucleos de plegamiento.

I.2. ANALISIS DE LA ESTRUCTURA CUATERNARIA DE E6*l29.53 p+7.5 EN SOLUCION.

La formacién de oligébmeros solubles es una caracteristica observada para las
proteinas E6*l y E6 entera. En este contexto, fue de interés evaluar la estructura
cuaternaria de E6*l,953. Con este fin, se analizo el radio hidrodinamico de E6*lxg.53, pri 7.5

por filtracién en tamiz molecular utilizando una matriz Superdex 75. Al igual que para



E6*lpn 75, la columna se equilibré con 50mM buffer Tris-HCI pH 7.5 y 0.2M Gdm.Cl que se
agregO0 para evitar interacciones con la matriz de la columna.

La Figura 4A muestra que E6*l,9s3 pn 75 luego de diluirlo, eluye como una
molécula de tamafio pequefio y definido tanto en ausencia como en presencia de metal.
Se obtiene una especie que eluye a los 17.7ml, correspondiendo a una proteina globular
de 6.1KDa. Por otro lado, cuando la muestra de E6*l,9.53 se obtiene por didlisis, en
ausencia de Gdm.Cl, también se observa una especie de tamafo pequefio y definido que
eluye a los 17.9ml, correspondiendo a una proteina globular de 5.7KDa (Figura 4B). En
este Ultimo caso, el pico correspondiente a la especie reducida no es homogéneo
indicando un posible equilibrio con una especie de un tamafio mayor al del pico
mayoritario.

El radio hidrodinamico obtenido en ambas condiciones es compatible con la
formacién de un dimero o un mondémero extendido, no pudiendo diferenciar por esta
técnica analitica cual es la especie presente en la solucién. Por Gltimo, cabe destacar que
los cambios en la estructura secundaria estabilizada por el metal no se traducen en

modificaciones del radio hidrodinamico de E6*l29.53, pH 7.5.
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Figura 4 . Estructura cuaternaria de E6*l 2953 pn 7.5. Perfil de elucion en columna Superdex 75 de (A) E6*l.
53 obtenido por dilucién (0.6M Gdm.Cl) en buffer Tris-HCI pH 7.5 en presencia (Zn-linea punteada) o ausencia
de Zn (Red-linea continua). (B) E6*lx9.53 obtenido por dialisis (OM Gdm.Cl) en buffer Tris-HCI pH 7.5 en
presencia (Zn-linea punteada) o ausencia de Zn (Red-linea continua). Todas las condiciones contienen TCEP
como agente reductor.

Los resultados obtenidos indican que E6*l,953 no forma estructuras de alto peso
molecular; ademas, la presencia de Zn en este péptido no produce cambios en su radio
hidrodinamico. Esto difiere del comportamiento observado para E6*l donde la especie

reducida forma oligdmeros-a. solubles y la unién al Zn impide la oligomerizacién, dando



lugar a una especie de tamafio pequefio y definido, carente de estructura hélice-
a (Capitulo 1, (130)).
Finalmente, este hecho sugiere que los primeros 25 aminoacidos de E6*l son

fundamentales para las propiedades de oligomerizacion de la molécula E6*| entera.

II. 3. ESTABILIZADORES DE ESTRUCTURA SECUNDARIA.

A diferencia de las proteinas globulares que poseen estructuras secundarias y
terciarias consolidadas, los péptidos pequefios suelen mostrar un contenido marginal de
estructura, o diversos equilibrios de estructuras nacientes. Esta estructura en general es
secundaria, con bajo numero de interacciones a largo alcance y estabilizada localmente.
Es ampliamente conocido el efecto estabilizador de estructuras secundarias canonicas de
determinados solventes organicos como el TFE y detergentes como el SDS (135). E6*l,.
53 €S un péptido pequefio, con estructuras dinamicas estabilizadas localmente y constituye
un modelo ideal para estudiar tendencias conformacionales mediante la estabilizacién con
los aditivos antes mencionados.

Los algoritmos aplicados a E6*| predicen que el péptido E6*l,9.55 posee una clara
tendencia a adquirir estructura del tipo hélice alfa. La estabilidad de esta estructura seria
marginal y en principio, como se describié previamente, no se observa en el espectro de
DC obtenido (Figura 2). Dado que esta probable hélice contiene las cisteinas CxxC
correspondientes a la mitad del motivo de unién a Zn, también resulta importante
establecer el efecto del metal en la estabilizacion de hélice y con ello establecer su

posible rol estructural.

11.3.1. Efecto del Trifluoroetanol sobre E6*159.53.

Con el objetivo de analizar la existencia de regiones con tendencia a formar
estructura secundaria del tipo hélice alfa, tal como sugiere el algoritmo AGADIR, se midio
el espectro de DC en el UV lejano del péptido E6*l,9.53 pH 7.5 €N concentraciones crecientes
del solvente 2,2,2-Trifluoroetanol (TFE). Dado que nos interesa determinar el efecto del
metal en la induccion de estructura secundaria candnica, el experimento se realiz6 en
ausencia y presencia de Zn.

Como se observa en las Figuras 5A y B, correspondientes a los espectros de las
titulaciones de E6*l,9.53 pn 7.5 CON 0 sin Zn, a medida que aumenta el porcentaje de TFE
utilizado se incrementan el minimo a 208 nm y la banda negativa a 222 nm, sefiales

caracteristicas de hélice-a.
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Figura 5. Efecto del TFE en la estructura secundaria de  E6*lx953 pH 75. (A) Espectros de DC en el UV
lejano de la titulacién con TFE de E6*lx.53, pH 7.5 €n ausencia de Zn. Inserto: espectro diferencia entre el
espectro de la méxima cantidad de TFE alcanzada y el espectro en ausencia de TFE. (B) Espectros de DC
en el UV lejano de la titulacion con TFE de E6*l29.53, pH 7.5 €n presencia de Zn. Inserto : espectro diferencia
entre el espectro de la maxima cantidad de TFE alcanzada y el espectro en ausencia de TFE. (C) Gréfico de
elipticidad molar a 222 nm en funciéon del % TFE (v/v) agregado. Los circulos llenos corresponden a la
muestra en ausencia de Zn (Red) y los vacios corresponden a la muestra en presencia de Zn (Zn). (D)
AGADIR de E6*lx9.53 pH 75. Sobre las barras esta indicada la secuencia de E6*l,9.53, donde cada barra
corresponde al % de formacion de hélice del residuo que se encuentra sobre ella.

Al evaluar el grafico de elipticidad molar a 222 nm ([®]x22nm), indicativo de
poblaciones en hélice-a, en funcion del porcentaje de TFE agregado a E6*l,9.53 pn 7.5 €n
ausencia de Zn (Figura 5C, circulo negro) se advierten tres regiones principales: una
region inicial hasta aproximadamente 15% de TFE donde se observa un incremento
gradual de la sefial con el aumento de TFE, correspondiente a la induccion de estructura
tipo hélice-a. La siguiente region comprende el rango entre 15y 40% TFE, y es en este
rango donde ocurre la mayor induccion de estructura helicoidal en E6*ly9s3 pn 7s.
Finalmente, en altas concentraciones de TFE se observa una meseta correspondiente a la
maxima cantidad de hélice obtenida. Cabe destacar que en estas condiciones la

induccién de estructura secundaria tipo hélice-a suele observarse con cualquier péptido



gue se evalle, independientemente de si tienen o no la tendencia a formar este tipo de
estructura.

La curva de titulacion con TFE de E6*l,9s3 o1 7.5 €n presencia de Zn (Figura 5C,
circulo vacio) es muy diferente a la observada para el péptido sin metal; en este caso no
hay estabilizacion de estructura tipo hélice-a en bajas concentraciones de TFE y el
incremento en elipticidad molar se observa sélo después del agregado de 15% v/v de
TFE. Claramente, el Zn impide la estabilizacion de elementos de estructura hélice-a,
sugiriendo que la regién del CxxC contiene parte de los residuos involucrados en la
formacioén de la hélice. Mayores concentraciones de TFE generan un incremento en la
seflal a 222 nm, indicativo de la estabilizacién de estructura hélice-o también en la
especie con Zn. En este caso, los residuos que constituyen la hélice no participarian de la
unién al metal. En 52% de TFE se estabiliz6 la maxima proporcion de hélice-a en ambas
especies de E6*ly9.53 pr 75 (Figura 5 Ay B, inserto).

En base a estos datos es posible suponer que existen al menos dos regiones de la
molécula con tendencia a formar hélice alfa. Estas regiones tienen distinta propensiéon a
adoptar este tipo de estructura; la primera solo se observa en la especie reducida y ocurre
a bajas concentraciones de TFE (hasta 15%) y la segunda regién, presente en las dos
especies, se estructura a concentraciones mayores. En la curva de titulacién con TFE de
E6*159.53, o1 7.5 SiN metal existirian mas de dos estados, coincidiendo con las dos regiones
observadas, mientras que para la especie con Zn es posible ajustar a un modelo de dos
estados que considera un equilibrio entre conformaciones desordenas y hélice alfa y
calcular la energia libre de la segunda transicion.

El valor de elipticidad molar a 222 nm obtenido para E6*l,9.53, p1 75 CON metal como

funcién de la concentracion de TFE se ajustd a la ecuacion:

[@]z[@TFE222]+[@H20222]e(l/RT(m[TFE]/[HZO]-AGHzo)) /(1 +e(l/RT(m[TFE]/[H20]—AGHzo)))

gue sale del modelo de unién de TFE a un polipéptido (136). Este modelo de dos estados
permite calcular el AG de la formacion de la hélice y el porcentaje de hélice-a en agua y
TFE; el valor m del ajuste describe la efectividad del solvente en la transicion entre los dos
estados (137) en términos de exposicién al solvente (138). El analisis sobre los datos de
E6*159.53, p1 7.5 CON ZN reportd una energia libre de formacioén de hélice en agua de 3.7 £ 0.3
kcal-mol?. La cantidad de hélice preexistente en las especies de E6*l9.53 pr 75 CON Yy Sin
Zn, corresponde a una estructura de inter conversién dinamica que involucra de 2 a 3

residuos de extensiéon (Tabla I).



Cuando se evalla el porcentaje de hélice obtenido al 15% TFE, correspondiente a
la primera regién con mayor tendencia a formar esta estructura, se observa que en E6*l,.
53, pH 75 €n ausencia de metal hay un 20.6% de hélice estabilizada, equivalente a 5
residuos en hélice para esta especie (Tabla ). Como mencionamos previamente, en la
especie de E6*l,9.53 pn 7.5 CON ZNn, no hay estabilizacion de residuos en esta estructura.

A diferencia de la hélice-a presente en agua, la hélice estabilizada en 50% TFE
representa una estructura mas consolidada y el porcentaje de hélice calculado proviene
de un mayor nimero de residuos en dicha conformacion (139). A 50% TFE, el péptido en
su estado reducido presenta un 43.6% de hélice-a, lo que se corresponde con
aproximadamente 11 residuos conformando dicha estructura (Tabla I). La presencia de
Zn genera una disminucién en el porcentaje de hélice observado a 33.9%, equivalente a
8.5 residuos (Tabla I). La diferencia entre los residuos estabilizados al final de la titulacion
en la especie reducida y la que tiene Zn es de 2.5, idéntica a la observada al 15% de TFE.

Finalmente, las transiciones son independientes dado que se adicionan al estado final.

Tabla |. Porcentaje de residuos en estructura hélice -alfa en E6*l,953 en presencia

de TFE.

) % hélice % hélice Ng,Tre % hélice en N, Tre
Péptldo Na, H20 AGADIR
en HZO 15% TFE 15% v/v 50% TFE 50% v/v
E6*l,9.53 Red 10.2% 2.6 20.6% 5.0 43.6% 11.0 16.0
E6*l59.53 ZN 10.8% 2.7 10.9% 2.7 33.9% 8.5 2

Na, nimeros de residuos hélice alfa.
% no se calcula porgue no se puede introducir en el algoritmo la variable Zn.

Los valores de % de hélice son calculados considerando la elipticidad molar a 222nm y aplicando una
ecuaciéon empirica detallada en Materiales y Métodos.

Los resultados experimentales avalan la prediccion del algoritmo AGADIR que
indica a la region de los residuos CxxC, correspondientes a la mitad del motivo de
unién a Zn, con tendencia a adoptar estructura tipo hélice-a. El metal unido a E6*l,g.53,
pH 7.5 NO permite que se propague la hélice en esa region, disminuyendo el numero de
residuos totales que se pueden obtener en esta conformacion (Tabla ). La hélice en el
estado final es la sumatoria de la hélice en la region donde se une el Zn mas la hélice
en una porcion distinta del péptido, que se estabiliza en las dos especies. Por otro
lado, al observar el grafico de AGADIR donde se indica la tendencia de cada residuo

de E6*l,9.53 a formar hélice se distinguen dos regiones claras con diferente propensiéon



a formar esta estructura (Figura 5D). En este caso la regién con mayor tendencia
corresponderia a los residuos 41 a 46 aproximadamente, y la otra regién que involucra
al CxxC tendria menor tendencia. En cambio, nuestros resultados experimentales
sugieren gue esto ocurre de manera inversa; la region con mayor propension a formar

hélice contendria alguno de los residuos responsables de la unién a Zn.

11.3.2. Efecto del SDS sobre E6*159.53.

Otro inductor de estructura secundaria muy utilizado para analizar las tendencias
conformacionales en polipéptidos es el detergente sodio dodecil sulfato (SDS). Eltipoy la
cantidad de estructura inducida por este detergente dependen del potencial del péptido a
formar hélice-a o lamina-f y de la concentracion de detergente utilizada.

El efecto del SDS es menos predecible que el del TFE en cuanto al tipo de
estructura estabilizada y esto dificulta la interpretacion de los cambios conformacionales
observados en las proteinas en presencia de soluciones con este detergente.

En general, a bajas relaciones molares de péptido/SDS (concentraciones debajo
de la Concentracién Micelar Critica —CMC-) puede predominar una estructura tipo lamina-
B si la secuencia tiene el potencial para formar esta estructura, aunque en exceso del
surfactante (por arriba de la CMC) en general se interrumpe la hoja beta dando origen a
una hélice-a, si el fragmento tiene la potencialidad para formarla. Péptidos sin ningun
potencial para formar algin elemento de estructura secundaria permanecen
desestructurados independientemente de la concentracién de SDS (140).

En la Figura 6 se observan los espectros de dicroismo circular de E6*l29.53 pH 7.5,
obtenidos en presencia de condiciones sub-micelares (Figura 6A) y micelares de SDS
(Figura 6B).
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Figura 6. Efecto del SDS en la estructura secundaria de  E6*l29.53, pH 7.5. Espectros de DC en el UV lejano
de E6*lx953 en buffer Tris-HCI pH 7.5, TCEP (A) con concentracion submicelar de SDS (1mM), (B) con
concentracion micelar de SDS (10mM). La linea continua corresponde a la especie sin Zn (Red) y la
punteada a la especie con Zn (Zn). Se dializ6 el péptido para quitar el Gdm.Cl que interactia con el SDS
dando origen a un precipitado. (C) Espectros diferencia: espectro en 1mM SDS — espectro en ausencia de
SDS para la especie sin Zn (Red-linea continua) y para la especie con Zn (Zn-linea punteada). (D) Espectros
diferencia: espectro en 10mM SDS — espectro en ausencia de SDS para la especie sin Zn (Red-linea
continua) y para la especie con Zn (Zn-linea punteada).

La adicion de concentraciones sub-micelares de SDS (1mM SDS) sobre E6*lg.53,
pH 7.5 Induce modificaciones en la estructura del péptido obteniendo un espectro con un
minimo a 206 nm y otro a 222 nm, menos pronunciado, que indican la presencia de
estructura tipo hélice-a (Figura 6A).

La cantidad de estructura estabilizada con 1mM SDS en E6*lz9.53 pn 7.5 CON Zn es
levemente menor a la estabilizada en ausencia de Zn (Figura 6A). Este resultado coincide
con el observado en los experimentos de TFE, donde se obtuvo una tendencia diferencial
a formar esta estructura dependiendo de la presencia de Zn. Los resultados aqui
descriptos sugieren a la regién del CxxC como un punto fuerte de nucleacién de

estructura secundaria en E6*l59.53.



El célculo del numero de residuos en hélice considerando el valor de elipticidad
molar a 222 nm para E6*ly9.53 pr 7.5 CON Yy sin Zn en presencia de 1mM SDS indica la
existencia de 4 y 5 residuos en esta estructura, respectivamente (Tabla IlI). Aunque la
diferencia entre ambas especies es menor a la observada en los experimentos de TFE
(2.7 y 5 residuos, respectivamente; ver Tabla 1), la tendencia es la misma. Por otro lado,
el SDS puede disminuir la afinidad del péptido por el Zn, dado que es un detergente
i6nico, y minimizar su efecto.

Cabe destacar que si bien el valor de elipticidad molar negativa a 222 nm esta en
relacion directa con la cantidad de estructura secundaria y se usa como estimador
cuantitativo de la cantidad de estructura hélice-a, interpretaciones en términos absolutos
de este parametro pueden llevar a conclusiones erréneas. Esto se debe a que algunos
elementos de estructura secundaria, como la hélice tipo poli-prolina o los turns, poseen
bandas con intensidades opuestas, resultando en la anulacion mutua de las intensidades
y en una sub-evaluacion de la cantidad de estructura secundaria presente en la proteina
(114).

En presencia de concentraciones micelares de SDS (10mM SDS) se observa un
espectro con dos minimos a 208 nm y 222 nm y un maximo alrededor de 195 nm,
caracteristicas claras de estructura hélice-a (Figura 6B); en estas condiciones se obtiene
una mayor cantidad de residuos estabilizados en hélice-a. a juzgar por la diferencia de
elipticidad molar entre E6*l29.53 pn 75 con 10mM SDS y con 1mM SDS. Los residuos en
hélice presentes en el estado final en 10mM SDS son 8 para la especie reducida y 8.6
para la especie con Zn (Tabla Il). Los valores obtenidos no constituyen una diferencia
significativa en la cantidad de estructura secundaria estabilizada por el SDS en presencia
0 ausencia de Zn (Figura 6B); esto sugiere que los aminoacidos que intervienen en esta
estructuracion no corresponderian a aquellos relacionados con la coordinacién de metal.
Otra posible explicacion es que E6*lx9.53 pn 7.5 €N presencia del detergente pierda el metal,

obteniéndose entonces el mismo comportamiento en ambas condiciones.



Tabla Il. Porcentaje de residuos en estructura hélice  -alfa en E6*l,9.55 €n presencia
de SDS.

) % hélice N, % hélice N, 1mm % hélice N, 10mm
Péptido
E6*l59.53 Red 10.6% 2.7 19.4% 5.0 33.0% 8.0
E6*l59.53 ZN 10.7% 2.7 16.5% 4.0 34.6% 8.6

Na, nameros de residuos hélice alfa.

Los valores de % de hélice son calculados considerando la elipticidad molar a 222nm y aplicando una
ecuaciéon empirica detallada en Materiales y Métodos.

En conjunto, los resultados aqui descriptos indican que E6*l.53, €en las
condiciones evaluadas, tiene tendencia a formar estructura secundaria tipo hélice-a y esta
tendencia es modulada por el Zn. Como mencionamos previamente, los resultados se
encuentran en concordancia con los obtenidos en los experimentos con TFE. Las dos
regiones principales observadas en las titulaciones con TFE tienen su correlato con las
dos condiciones de SDS utilizadas; el comportamiento en concentraciones sub-micelares
se condice con la primera regidn de la curva de TFE donde la especie reducida tiene
mayor tendencia a formar hélice y el Zn impide esta estructuracién. La segunda transicién
se corresponde con los resultados analizados en concentraciones micelares del
detergente, donde se obtiene una mayor estabilizaciéon de residuos en hélice aunque el
namero de residuos en 50% v/v de TFE (11.0 residuos para la especie sin Zn- Red-) es
mayor al obtenido en 10mM SDS (8.0 residuos). En este caso se observo la misma

estabilizacion de hélice en ambas especies (Tabla Il), posiblemente por pérdida de Zn

II. 4. ESTUDIO COMPARATIVO CON CEPAS PROTOTIPICAS DE HPV.

Posteriormente fue de interés analizar si este comportamiento conformacional, que
involucra la estabilizacién de estructura tipo hélice alfa y un claro efecto del metal sobre
esta estructura, era compartido por otras secuencias correspondientes a la porcion C-
terminal de E6*1 (E6*l,0s3) de distintos tipos de HPV. Se utilizaron péptidos
correspondientes al C-terminal de E6*l (denominados en adelante E6*Ic) de cuatro tipos
virales prototipicos, que pertenecen a los tipos de HPV de mayor relevancia
epidemioldgica (17, 141, 142); HPV18, HPV31 y HPV16, que fue caracterizado

previamente, son de alto riesgo (ver Introduccion) mientras que HPV11 es de bajo riesgo.



La Figura 7 muestra un alineamiento de las cuatro secuencias sintetizadas:

HPV16 TIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFA 25

HPV31l PYDELRLNCVYCKGQLTETEVLDFA 25

HPV18 SLODIEITCVYCKTVLELTEVFEFA 25

HPV11 SLHTLQIQCVFCRNALTTAEIYAYA 25
e o 5 3 *hgkg * *3 HA

Figura 7. Alineamiento segun el programa Clustal W de la s secuencias aminoacidicas de los cuatro
tipos virales prototipicos evaluados . En rojo se muestran los residuos no polares, en verde los polares, en
azul los acidos y en rosa los basicos. * indica los residuos idénticos; : indica sustituciones conservadas
(propiedades bioquimicas) y . indica sustituciones semi-conservadas (tamafio).

Como puede observarse en esta figura, los cuatro péptidos comparten las
cisteinas del motivo CxxC que se encuentran estrictamente conservadas en todos los
tipos de HPV, y en particular se destaca una alta conservaciéon de residuos en la region
gue rodea estas cisteinas (3 residuos de 6 totales conservados en los 4 tipos).

Se calcul6 la identidad de secuencia entre todos los pares posibles de los péptidos

utilizados en esta seccion y se indica en la siguiente tabla (Tabla IlI):

Cepa HPV16 HPV31 HPV18 HPV11 Nombre pl?
HPV16 ID 52.0% 48.0% 32.0% E6*129.53 54
HPV31 ID 44.0% 32.0% E6*c31 4.2
HPV18 ID 36.0% E6*Ic18 3.9
HPV11 ID E6*Ic1l 6.5

? calculado a partir de las secuencias en el programa Protparam.

Tabla lll. Identidad de secuencia entre los distin  tos péptidos utilizados.

El grupo de los cuatro péptidos genera 6 pares de alineamientos distintos con
variaciones en la identidad de secuencia proteica desde 32.0% para los pares
E6*Ic11/E6*l,053 Y E6*IC11/E6*Ic31 hasta 52.0% para el par E6*l,9.55/E6*IC31 (Tabla IlI).
De los 25 residuos presentes en las secuencias, solo 6 son idénticos entre ellas; la
variaciéon de secuencia en el grupo de los cuatro péptidos E6*lc homdlogos es extensa.
En la Tabla Il también se indica el nombre con el que se identificaran los distintos

péptidos en adelante y sus correspondientes pl tedricos.



Los péptidos obtenidos por sintesis quimica se purificaron mediante RP-HPLC, se
liofilizaron y resuspendieron en 6.0M Gdm.Cl para realizar los experimentos que se

mostraron anteriormente con E6*l,g.53.

I1.4.1. Estructura secundaria adoptada por los diferentes péptidos en solucién.

Una vez purificados, los tres péptidos se diluyeron a la condicién de trabajo elegida
para E6*l,953 ¥ se analizaron los diferentes espectros de DC obtenidos en presencia y
ausencia de Zn.

En la Figura 8A se representan los espectros de DC en el UV lejano en ausencia
de Zn medidos para los tres péptidos restantes, donde se observa que todos presentan
caracteristicas de péptido desordenado, con un minimo pronunciado alrededor de 200 nm
y baja sefial a 220 nm, como ocurre con E6*l,g.53 (Figura 2A).

Al igual que para E6*l,953 de HPV16, el agregado de Zn produce cambios
estructurales sutiles (Figura 2B, C y D), indicando que estos péptidos también unen metal.
Esto es coherente con la presencia en todas las secuencias de la mitad del motivo de

unién a Zn CxxC. Cabe destacar que se observo el mismo resultado en 0.6M Gdm.Cl que

en ausencia del mismo (no mostrado).
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Figura 8. Estructura secundaria de los péptidos E6 *Ic de los tipos virales HPV11, 31 y 18 . (A)
Espectros de DC en el UV lejano obtenidos por diluciéon (0.6M Gdm.Cl) en buffer Tris-HCI pH 7.5 en ausencia



de Zn de E6*Ic31 (linea entera); E6*Ic18 (linea partda) y E6*Ic11 (linea punteada). (B), (C) y (D) Espectros
de DC en el UV lejano obtenidos por dilucién (0.6M Gdm.Cl) en buffer Tris-HCI pH 7.5 en presencia (Zn-linea
punteada) o ausencia de Zn (Red-linea continua) de (B) E6*lc HPV31. (C) E6*lc HPV18. (D) E6*lc HPV11.
Los espectros son medidos hasta 205 nm porque queda Gdm.ClI residual que perturba la medicion. Todas las
condiciones contienen TCEP como agente reductor.

11.4.2. Efecto del TFE en E6*Ic de diferentes tipos de HPV.

Con el fin de evaluar comparativamente las tendencias conformacionales de los
diferentes péptidos seleccionados, se incubaron con concentraciones crecientes de TFE y
se midid la estructura secundaria adquirida por DC en el UV lejano. Los experimentos se
realizaron todos a pH 7.5, condicion utilizada con E6*l,9.53, pudiendo modificar/afectar las
tendencias a observar para los diferentes péptidos.

En los experimentos de titulacion con TFE se observa que se estabilizan regiones
de hélice alfa en todos los péptidos evaluados (Figura 9); a su vez, presentan diferencias
en la tendencia a inducir esta estructura en ausencia o presencia de metal.

En presencia de Zn, la estabilizacion de estructura hélice en los péptidos E6*Ic de
los tipos de alto riesgo HPV31 (Figura 9C) y HPV18 (Figura 9E) es menor que en
ausencia de metal, a juzgar por la cantidad de elipticidad molar obtenida al final de la
titulacién. Esta diferencia también fue observada para E6*l,9.53 de HPV16 (Figura 9A). En
cambio, E6*Ic del tipo de bajo riesgo HPV11 (Figura 9F) no presenta diferencias en el
namero de residuos estabilizados con y sin Zn al finalizar el experimento. Otra
caracteristica que distingue este péptido de los otros tres correspondientes a tipos de alto
riesgo, es que hasta 15% v/v de TFE hay agregacion macroscopica de la muestra

ausencia de Zn y el metal impide esta agregacion
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Figura 9. Efecto del TFE en la estructura secundaria de E6  *Ilc de HPV16, 31, 18 y 11. (A) Gréfico de
elipticidad molar a 222 nm en funcién del % TFE (v/v) agregado para E6*l,9.53. (B) Espectros de DC en el UV
lejano de los estados inicial (linea negra) y final (linea roja) de la titulacion con TFE de E6*l9.53 en ausencia
de Zn (Red) y con Zn (Zn). Inserto: espectros diferencia entre el espectro de la méxima cantidad de TFE
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alcanzada y el espectro en ausencia de TFE. (C) Gréfico de elipticidad molar a 222 nm en funcién del % TFE
(v/v) agregado para E6*Ic31. (D) Espectros de DC en el UV lejano de los estados inicial (linea negra) y final
(linea roja) de la titulacion con TFE de E6*Ic31 en ausencia de Zn (Red) y con Zn (Zn). Inserto: espectros
diferencia entre el espectro de la méxima cantidad de TFE alcanzada y el espectro en ausencia de TFE. (E)
Gréfico de elipticidad molar a 222 nm en funcién del % TFE (v/v) agregado para E6*Ic18. (F) Espectros de
DC en el UV lejano de los estados inicial (linea negra) y final (linea roja) de la titulacién con TFE de E6*Ic18
en ausencia de Zn (Red) y con Zn (Zn). Inserto: espectros diferencia entre el espectro de la méxima cantidad
de TFE alcanzada y el espectro en ausencia de TFE. (G) Grafico de elipticidad molar a 222 nm en funcién del
% TFE (v/v) agregado para E6*Ic11. (D) Espectros de DC en el UV lejano de los estados inicial (linea negra)
y final (linea roja) de la titulacién con TFE de E6*Ic11l en ausencia de Zn (Red) y con Zn (Zn). Inserto:
espectros diferencia entre el espectro de la maxima cantidad de TFE alcanzada y el espectro en ausencia de
TFE. Los circulos llenos y la linea entera corresponden a la muestra en ausencia de Zn (Red) y los vacios y la
linea punteada corresponden a la muestra en presencia de Zn (Zn).

Las observaciones aqui detalladas se ven reflejadas en la cantidad de residuos en

hélice estabilizados al 50% v/v de TFE, indicados en la Tabla IV:

Tabla IV. Porcentaje de residuos en estruct ura hélice -alfa en presencia de TFE .

% hélice % hélice en
Péptido N, H20 N, TFE 50%
en H,O 50% TFE
E6*l,9.53 Red 10.2% 2.6 43.6% 11.0
E6*l9.53 ZN 10.8% 2.7 33.9% 8.5
E6*Ic18 Red 11.8% 3.0 44.1% 11.0
E6*1c18 Zn 12.4% 3.0 34.8% 8.7
E6*Ic31 Red 6.8% 1.7 29.2% 7.3
E6*Ic31 Zn 7.9% 2.0 23.3% 5.8
E6*Ic11 Red 9.2% 2.3 39.4% 9.8
E6*Ic11 Zn 5.9% 1.5 38.3% 9.6

Na, nameros de residuos hélice alfa.

Valores calculados considerando la elipticidad molar a 222nm y aplicando una ecuacion empirica detallada en
Materiales y Métodos.

11.4.3. Efecto del SDS en E6*Ic de diferentes tipos de HPV.
Se analiz6 comparativamente el efecto del SDS sobre estos péptidos,
observandose que la estabilizacibn de estructura con este detergente presenta un

comportamiento complejo (Figura 10).



En concentraciones sub-micelares de SDS (1mM) no hay estabilizacion de
estructura en el péptido E6*Ic31 (Figura 10C). Por otro lado, en E6*Ic18 se obtiene una
estabilizacion marginal (Figura 10E); el espectro de DC muestra un incremento en la
banda negativa a 222 nm y un corrimiento del minimo hacia longitudes de onda mayores
(204 nm) indicativo de cierta induccién de estructura, mayoritariamente hélice-a.
Finalmente, el péptido mas susceptible a cambios conformacionales tipicos generados por
la presencia de concentraciones sub-micelares de SDS es E6*lcll (Figura 10G). El
espectro obtenido corresponde a un espectro caracteristico de estructura secundaria tipo
lamina-f3, con un minimo pronunciado alrededor de 216 nm.

A concentraciones micelares de SDS (10mM) se estabiliza estructura tipo hélice-a
en todos los péptidos. Las diferencias entre ellos radican en la cantidad de estructura
obtenida en presencia del detergente (Tabla V).

A diferencia de lo observado en los experimentos con TFE, en presencia de SDS
el efecto del Zn es marginal. Opciones plausibles de estos resultados son la pérdida del
metal en presencia del detergente o la estructuracién en residuos que nho estan
involucrados en la unién del metal. También es posible que algunos péptidos pierdan el
metal luego de una didlisis prolongada, probablemente debido a que poseen menor
afinidad por el Zn que E6*l5g9.53.

Estos resultados muestran que péptidos de una misma familia pueden tener
diferencias significativas en la respuesta frente a este estabilizador. Por otro lado, el
efecto del Zn en los distintos péptidos fue variable y sélo produjo cambios tan notorios
como los de E6*l,053 en E6*Ic18. Esto es interesante considerando que la region del
CxxC es la mas conservada entre las 4 secuencias, y sugiere una mayor complejidad

conformacional asociada a la unién a metal que una simple estructuracion local.
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Figura 10. Efecto del SDS en la estructura secundaria de de E6* ¢ de HPV16, 31, 18 y 11. Espectros de
DC en el UV lejano de E6*l9.53 en buffer Tris-HCI pH 7.5, TCEP (A) con concentracién sub-micelar de SDS
(AmM), (B) con concentracion micelar de SDS (10mM). Espectros de CD en el UV lejano de E6*Ic31 en buffer
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Tris-HCI pH 7.5, TCEP (C) con concentracién sub-micelar de SDS (1mM), (D) con concentracion micelar de
SDS (10mM). Espectros de CD en el UV lejano de E6*Ic18 en buffer Tris-HCI pH 7.5, TCEP (E) con
concentracion sub-micelar de SDS (1mM), (F) con concentracién micelar de SDS (10mM). Espectros de CD
en el UV lejano de E6*Ic11 en buffer Tris-HCI pH 7.5, TCEP (G) con concentracion sub-micelar de SDS
(ImM), (H) con concentracion micelar de SDS (10mM). La linea continua corresponde a la especie en
ausencia de Zn (Red) y la punteada a la especie con Zn (Zn). Los péptdidos fueron dializados para quitar el
Gdm.Cl residual que junto con el SDS dan origen a un precipitado macroscaépico.

II. 5. DISCUSION.

En este capitulo se analizaron las preferencias conformacionales de EG6*,
focalizando en la porcion C-terminal de esta molécula (E6*l,9.535) dado que segun los
resultados obtenidos con los algoritmos predictores de estructura secundaria utilizados, es
la porcidon con mayor propension a formar elementos de estructura secundaria candnicos
y en particular hélice alfa. Esta region es la que contiene la mitad del motivo de unién a
Zn CxxC de EG6*l; por este motivo, y a la luz de los resultados observados en el capitulo |
donde el Zn modifica sustancialmente la estructura secundaria y cuaternaria del péptido
entero, las tendencias conformacionales de E6*l,9.53 S€ evaluaron comparativamente en
presencia y ausencia del metal.

Espectros de DC en el UV lejano muestran que E6*l,q.53 posee caracteristicas de
péptido aparentemente desordenado en solucién y el Zn modifica la estructura secundaria
obteniendo un espectro de DC similar al de E6*l; la similitud de ambos espectros a nivel
cualitativo sugiere que el efecto del Zn es local y restringido a los Ultimos 25 aminoacidos
de EG6*I. Por el contrario, E6*l953 en ausencia de Gdm.Cl no puede adquirir
espontaneamente elementos de estructura secundaria canénicos en solucion como lo
hace E6*l entera, que forma oligdémeros con alto contenido de estructura hélice-a. A partir
de estos experimentos es posible afirmar que si bien el Zn afecta de igual manera a los
péptidos E6*l y E6*l,0.53, las propiedades conformacionales de E6*l son mas complejas y
en parte estan determinadas por los primeros 25 aminoacidos de la molécula.

Ademas, E6*l,9.53 no forma estructuras de alto peso molecular como ocurre con
E6*| o la proteina E6 entera; la carencia de estos primeros 25 aminoacidos también afecta
las propiedades de oligomerizacién de la molécula E6*l entera. Este resultado permite
sugerir a la porcidbn N-terminal de E6*I como la responsable del proceso de
oligomerizaciéon observado en el capitulo | para el péptido entero, y probablemente

también para la proteina E6.



La diferencia observada en el espectro de DC en presencia de Zn implica que hay
una regién local en ambos péptidos que se modifica con la unién al metal; aunque el
espectro de E6*l,9.53 Se asemeja al de un péptido desordenado, claramente esta molécula
presenta algun tipo de estructuracion. En este sentido, analizamos el efecto de altas
concentraciones de un agente desnaturalizante como el Gdm.Cl sobre la estructura
residual de E6*l,053. LOS espectros en bajo y alto Gdm.Cl difieren significativamente en
ambas especies; hay una pérdida importante de la sefial a 220 nm indicando que E6*l,g9.53
en su estado “nativo” posee elementos de estructura dindmica, estabilizados localmente.
Este experimento ademas sugiere que gran parte de la estructura secundaria presente en
condiciones “nativas” de E6*l,9.53 €s independiente de la coordinacién de metal, dado que
en la especie sin metal también hay pérdida de estructura secundaria generada por el
desnaturalizante. AUn en 6.0M Gdm.Cl ambas especies conservan algun tipo de
estructura local; en el caso de la especie reducida se observan elementos de estructura
tipo turn, mientras que esta estructura no se observa en la especie con Zn. La ausencia
de superposicion de los espectros de DC de E6*ly9.53 pn 7.5 CON 'y sin Zn en 6.0M Gdm.Cl,
nos permite inferir que el metal permanece unido en esta condicion.

En general, los péptidos pequefios no exhiben mucha estructura tipo hélice-alfa en
solucién, ya que el costo entrépico asociado con el plegamiento de la cadena
polipeptidica no es compensado por una cantidad suficiente de interacciones
estabilizadoras. En ambientes mas hidrofobicos, como la membrana plasméatica o en
presencia de co-solventes como el TFE, los oligopéptidos facilmente adoptan una
estructura helicoidal estable. Si bien su espectro de DC en el UV lejano es similar al de
un péptido desordenado, el mismo presenta elementos de estructura secundaria residual
gue pueden ser estabilizados por modificaciones del solvente.

Entonces, en estos casos donde los péptidos no adquieren elementos de
estructura secundaria candnica en solucién, un abordaje para evaluar las preferencias
conformacionales y dinamicas es la utilizacion de estabilizadores de estructura
secundaria, como los alcoholes o detergentes.

Considerando que el algoritmo AGADIR predice tendencia a formar estructura tipo
hélice alfa en la regidon que contiene la mitad del motivo de unién a Zn, evaluamos el
comportamiento de E6*l,9.53 con y sin Zn en presencia de TFE. Los resultados confirman
la tendencia de E6*l,9.53 a formar estructura tipo hélice-a y muestran que el Zn disminuye
esta tendencia, manteniendo el péptido en una conformacion extendida. Los datos

obtenidos en los experimentos de TFE permiten suponer que existen al menos dos



regiones de la molécula con tendencia a formar hélice alfa. Estas regiones tienen distinta
propension a adoptar este tipo de estructura; la primera solo se observa en la especie
reducida, ocurre a bajas concentraciones de TFE (hasta 15%) e incluiria los residuos
involucrados en la coordinacién de Zn, y la segunda region, presente en las dos especies,
se estructura a concentraciones mayores.

Posteriormente, se analizé la estabilizacion de estructura por el detergente SDS y
se observd que independientemente de la concentracién de SDS utilizada, E6*l9.53 SOl0
puede adoptar estructura tipo hélice. En la Tabla V se representan de manera

comparativa los porcentajes de hélice obtenidos en 50% TFE y 10mM SDS:

Tabla V. Numero de residuos en hélice estabilizado s con TFE y SDS en los diferentes
péptidos utilizados.

Péptldo Na, estabilizados Na, estabilizados

en TFE 50% en 10mM SDS
E6*l,9.53 Red 11.0 8.0
E6*l29.53ZN 8.5 8.6
E6*Ic18 Red 11.0 10.2
E6*Ic18 Zn 8.7 9.6
E6*Ic31 Red 7.3 5.0
E6*Ic31 Zn 5.8 5.0
E6*Ic11 Red 9.8 9.6
E6*Ic11 Zn 9.6 9.0

Na, nimeros de residuos hélice alfa.

Valores calculados considerando la elipticidad molar a 222nm y aplicando una ecuacidn empirica detallada en
Materiales y Métodos.

En esta tabla se observa que el nimero de residuos en hélice obtenido al final de
la curva de titulacién con TFE para E6*l,9.53 €s mayor al observado con concentraciones
micelares de SDS (11.0 y 8.0, respectivamente).

La estabilizacion de estas estructuras in vivo podria estar dada por la interaccion
con diferentes blancos celulares, y la consolidacién de una estructura mas estable
favoreceria dicha interaccion (143). ElI SDS o el TFE le confieren condiciones
ambientales que pueden simular el efecto generado por la proximidad de otras proteinas,

membranas o interacciones de largo alcance con otra parte de la misma molécula.



Posteriormente evaluamos comparativamente el comportamiento conformacional
de péptidos correspondientes al extremo C-terminal de E6*| de distintos tipos virales.
Todos los péptidos son aparentemente desordenados en solucién, es decir, carentes de
estructura secundaria candnica, con espectros de DC en el UV lejano que también se
modifican sutilmente por la unién del Zn a los péptidos.

Los resultados obtenidos respecto a la estabilizacion de estructura por parte de los
aditivos TFE y SDS fueron variados para los cuatro péptidos analizados y el nimero de
residuos en hélice obtenidos en cada condicion se indican en la Tabla V. En esta tabla se
observa que en los péptidos de los tipos virales HPV16 y HPV18 se obtuvo la mayor
estabilizacion de hélice, con ~11.0 y 8.5 residuos para las especies en ausencia y
presencia de Zn, respectivamente. Estos péptidos corresponden a los dos tipos virales
con mayor incidencia en cancer cervical.

El péptido E6*Icll, perteneciente al tipo viral de bajo riesgo HPV11, es el que
presenta mayores diferencias respecto de los tipos virales de alto riesgo en el
comportamiento frente a ambos aditivos. A bajas concentraciones de SDS es el Unico
péptido que adquiere estructura tipo lamina-f, y esto es coherente con la primera region
de la curva de titulacién con TFE (15% v/v) donde se observd una fuerte agregacion de
E6*Ic11l que se revierte con concentraciones mayores del solvente. Este proceso no
ocurre en presencia de Zn. Ademas, no se observaron diferencias en el estado final en
presencia y ausencia del metal, sugiriendo que esta especie podria tener menor afinidad
por el Zn. Cabe destacar que en este tipo viral no existiria E6*, dado que el ARN
mensajero no posee los sitios aceptores de procesamiento alternativo (91, 92).

Estas diferencias en el comportamiento frente el agregado de metal son
interesantes dado que pese a que la mitad del motivo de unién a Zn es la region mas
conservada entre estos péptidos, se observan variaciones en el comportamiento que
sugieren que el efecto del Zn no es sélo local y restringido a la secuencia CxxC.

Los resultados aqui descriptos muestran una fuerte tendencia a formar hélice en la
porcién C-terminal de E6*1 HPV16 y en particular en la regién involucrada en la union a
Zn, dado que el metal disminuye la tendencia a adquirir esta estructura. Esto también fue
observado con E6*l entera donde la especie sin Zn tiene un espectro claro de estructura
hélice-a que se modifica drasticamente por la presencia del metal.

Por dltimo, estos experimentos constituyen una evidencia mas respecto de que
espectros de DC no canénicos no implican un estado extendido desordenado; existen

estructuras locales, muy dinamicas, que actidan como nucleos de plegamiento. Como se



mostré en este capitulo, elementos de estructura secundaria como PIll y hélice alfa se
encuentran localizados en esta regién que contiene la mitad del motivo de unién a Zny se
ven modulados por la presencia del metal, aunque los primeros 25 residuos de EG6*

entera aportan una mayor complejidad conformacional a la molécula.



CAPITULO Il
Rol de las cisteinas en el comportamiento

de E6*l en solucién
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En el logo de secuencias presentado en el capitulo | se evidencia una alta
conservacion de los residuos cisteinas presentes en las proteinas E6 de HPV. En este
capitulo nos centraremos en la evaluacién del rol que cumplen las cisteinas en el contexto
de E6*I.

E6*I HPV16 contiene tres cisteinas, donde las cisteinas 37 y 40 estan
estrictamente conservadas a lo largo de todas las secuencias de E6*l mientras que la
cisteina 23 esta altamente conservada y sustituida en soélo 6 tipos de papilomavirus de
alto riesgo por un residuo serina (Figura 1). Estudios realizados analizando la
degradacién de p53 como parametro funcional, indican que la mutacién de la cisteina 23
en el contexto de la proteina entera no altera la funcién de la misma (80); las cisteinas 37
y 40 estrictamente conservadas son estructurales, formando parte de un motivo de unién

a Zn (CxxCx»9CxxC) presente en el domino N-terminal de la proteina E6 entera.
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Figura 1. Alineamien to de secuencias de E6*l de tipo s de alto riesgo. Logo bar donde se observa el
grado de conservacion de la secuencia de aminoacidos de las proteinas E6* (fragmento del dominio N-
terminal de las proteinas E6 de tipos de alto riesgo).

o

Este arreglo se encuentra conservado en la gran mayoria de los papilomavirus y
no corresponde a un dominio Zn finger clasico dado que la distancia que separa los dos
motivos de cisteinas (29 aminoacidos) es mayor que la observada cominmente en los
dominios Zn finger (58). Este dominio s6lo guarda homologia de secuencia con el

dominio C-terminal de E6 y con la oncoproteina E7 de HPV (Figura 2).

E7Ct 4] -ccemeeeeeaaaa PAG- - - - QAEPDRAHYNI VTFCCKCDSTLRLCVQSTHVDI RTLED 82
E6Nt 1 MHQKRTAVMFQDPQERPRKLPQLCTELQTTI HDI | LECVYCKQQL- LRREVYDFAFRDLCI 59
E6Ct 81 ------ SEYRHYCYSVYGT- TLEQQYNKPLCDLLI RCI NCQKPLCPEEKQRHLDKKQRFH 133
E7Ct 83 LLM GTLG VCPI CSQKP- - - - - - - - 98

E6Nt 60 VYRDGNPYAVCDKCLKFYSKI - - - - - 80

E6Ct 134 N R- GRWIGROVBCCRSSRTRRETQL 158

Figura 2. Alineamiento segln el Clustal W de los dominios que unen Zn presentes en HPV16 E6 y E7.
La division de dominios se realiza de acuerdo a los dominios estructurales resueltos de E6 C-terminal (80) y



E7 C-terminal. En rojo se muestran los residuos no polares, en verde los polares, en azul los acidos y en rosa
los basicos. Se subrayaron en cada dominio los CxxC involucrados en la coordinacion de Zn.

La homologia existente apoya la hip6tesis de la ocurrencia de un evento temprano
de duplicacion génica, a partir del cual se originaron ambas oncoproteinas del virus (58).
Fue propuesto que el ancestro comun de los PVs actuales tenia un genoma que
codificaba sé6lo para las proteinas de expresion temprana E1 y E2 involucradas en la
replicacion y las proteinas estructurales de expresion tardia L1 y L2 (144). La
incorporacién de un gen temprano al genoma de PV fue un acontecimiento crucial. Al no
ser una parte esencial de la maquinaria de replicacion del virus, el nuevo gen fue capaz
de desarrollar nuevas funciones de forma rapida jugando un rol adaptativo en la infeccién
de nuevos huéspedes y tejidos (144). Esto llevé a cambios drasticos en la secuencia y la
estructura durante la evolucion de los PV. Antes de la diversificacidon de estos virus, el
gen se duplicad, dando lugar a los ORF E6 y E7 existentes en la actualidad (58, 145). El
origen comun de E6 y E7 se refleja tanto en las similitudes de secuencia como en las de
estructura (58, 145); su antepasado fue probablemente un dominio con dos sitios de unién
a Zn, cada uno compuesto por dos motivos CxxC. Al principio, la proteina E6 perdié uno
de los sitios de unién de Zn (145), y luego de la divergencia entre los PVs de aves/reptiles
y mamiferos, el gen de E6 sufrié6 un evento de duplicacién interna y alcanzé su forma
actual (107).

Dentro de los 20 aminoacidos presentes en las proteinas, la cisteina es uno muy
particular presentando varias caracteristicas Unicas; aunque es uno de los menos
abundantes, a menudo se lo observa en sitios funcionalmente importantes de las
proteinas. EIl porcentaje de ocurrencia del aminoacido cisteina en proteinas es de 1.7%,
siendo el menos abundante después del triptéfano cuya frecuencia es de 1.3%.

El residuo cisteina es reactivo, polarizable, modificable por reacciones de oxido-
reduccidn, tiene alta afinidad por metales y es particularmente sensible al entorno local.
El grupo tiol de su cadena lateral posee caracter nucleofilico, es facilmente oxidable y la
oxidacién o reduccion de este aminoacido ocurre en un rango de potenciales de oxido-
reduccidon compatibles con aquellos que pueden encontrarse en una célula (146, 147), lo
gue lo diferencia de otros aminoacidos oxidables como el triptéfano, la tirosina o la
histidina. La metionina es otro residuo con un atomo de azufre que también puede
oxidarse a sulfoxido y sulfona, aunque su rol regulatorio no es claro y es considerado
como un evento de envejecimiento proteico. Debido a su alta reactividad, el grupo tiol de

la cisteina tiene numerosas funciones biolégicas sufriendo modificaciones post-



traduccionales que regulan la funcion de la proteina portadora de estos residuos. La
modificacibn méas estudiada es su oxidacién a cistina con la consecuente formaciéon de un
puente disulfuro. Sin embargo, la cisteina puede existir en otros estados de oxidacion,
como es en la forma de &cido sulfénico, acido sulfénico o formando un radical libre
cisteinil (147, 148). Todas estas especies se han encontrado en proteinas y se demostro
la importancia para la regulacion de sus funciones y de los procesos celulares
involucrados (148, 149).

Las cisteinas tienen una amplia diversidad funcional en proteinas, que abarcan
desde la estabilizacion estructural hasta la actividad catalitica, incluyendo una variedad de
modificaciones post-traduccionales y sus roles regulatorios asociados. Por lo tanto, es (util
clasificar a estos residuos en base a su funcién, aunque es importante destacar que no
todas las cisteinas pueden ser clasificadas sin ambigledades (150). Las diferentes
categorias funcionales de las cisteinas incluyen:

(i) cisteinas estructurales, donde la formacién de puentes disulfuro es el
mecanismo mas utilizado por las proteinas en la estabilizacion entropica de sus
estructuras. Estos son frecuentes en proteinas localizadas en ambientes celulares
oxidantes, como el periplasma bacteriano, el reticulo endoplasmatico y el espacio
intermembrana mitocondrial de eucariotas, asi como también en proteinas secretadas.

(ii) cisteinas involucradas en la unién a metal. Junto con la histidina, la cisteina es
el aminoacido utilizado con mayor frecuencia en la coordinacion de metales (151). En
proteinas, los metales poseen numerosas funciones, estabilizando elementos
estructurales o estando directamente involucrados en catalisis o regulacién, como
cofactores. Muchas cisteinas que unen metal son reguladas por reacciones de oxido-
reduccién, como por ejemplo ocurre con la chaperona bacteriana Hsp33 que dependiendo
de las condiciones del entorno se oxida y libera el Zn fuertemente unido a la proteina; las
cisteinas involucradas en la coordinacion forman un puente disulfuro intramolecular cuyo
cambio conformacional induce la activacion de la proteina (152).

(iii) cisteinas cataliticas, subdividiendo esta categoria en cisteinas cataliticas redox
0 no-redox. Esta division se basa en evaluar si ocurre una modificacién reversible en el
estado de oxidacion de la cisteina durante la catalisis. Ejemplos de cisteinas redox son
las presentes en enzimas conocidas como oxidoreductasas, mientras que ejemplos de
cisteinas no redox son las que se encuentran en el sitio activo de ciertas fosfatasas o

proteasas.



(iv) cisteinas regulatorias, que sirven como sitios de modificaciones post-
traduccionales. Las modificaciones post-traducciones (MPT) reversibles mas comunes de
las cisteinas incluyen la formacion de puentes disulfuro, acido sulfénico, S-nitrosilacion y
glutationilacién. Todas estas modificaciones mencionadas estan basadas en cambios en
el estado redox del residuo y son reversibles, formando parte muchas veces de la
respuesta regulatoria a cambios en el ambiente; sin embargo, otras modificaciones
importantes de cisteinas, las cuales son estables y no involucran cambios en el estado
redox, también ocurren dentro de la célula: ejemplos son modificaciones que dan origen a
la unién covalente lipido-proteina y su anclaje en membrana, o la unién covalente de
cofactores como el grupo hemo.

(v) “cisteinas huérfanas”, denominadas asi a aquellas cisteinas que no se les
conoce una funcién especifica, estan poco conservadas y tienden a ser reemplazadas a lo
largo de la evolucién por otros residuos.

E6*I HPV16 tiene 3 cisteinas altamente conservadas que constituyen el 6% de su
secuencias primaria, superando ampliamente el porcentaje de ocurrencia promedio de
este residuo en proteinas. Por consiguiente, su alta frecuencia y grado de conservacion
sugieren un rol funcional de las cisteinas en el polipéptido; en el contexto de E6*l, estos
residuos podrian cumplir un rol estructural, estabilizando la estructura adquirida a través
de puentes disulfuro como ocurre con muchos péptidos pequefios, por ejemplo péptidos
antimicrobianos (153). Ademas, podrian ser relevantes estructuralmente a través de la
coordinacion de Zn, como ocurre en la proteina E6 entera. Finalmente, ambos procesos
podrian modular el efecto bioldégico de E6*I.

En los capitulos | y Il se observaron indicios de modificaciones post-traduccionales
de las cisteinas presentes en E6*l y de modificaciones conformacionales asociadas a la
presencia de Zn, por lo que en este capitulo se analizaran las propiedades de oxido-

reduccion y de union a metal de este péptido.

l11.1. ANALISIS DEL ESTADO REDOX DE E6*I.

Dado el alto contenido de cisteinas presentes en la secuencia de aminoacidos de
E6*l y la tendencia a la precipitacion observada en ausencia de reductores en la solucién
de trabajo, fue de interés caracterizar el comportamiento redox de este polipéptido.

Para evaluar la tendencia de E6*| a la oxidacion se utiliz6 la técnica de HPLC en

fase reversa (RP-HPLC), técnica analitica que permite diferenciar entre especies con



diferentes estados de oxidacion basandose en la exposicion diferencial de aminoacidos
gue poseen las especies reducidas y oxidadas. El acoplamiento de este procedimiento a
la espectrometria de masas MALDI-TOF la convierte en una técnica muy poderosa para
identificar modificaciones post-traduccionales en péptidos y proteinas.

En la Figura 3 se muestran los perfiles de elucion obtenidos para E6*l antes y
después de incubarlo en buffer Tris-HCI pH 7.5 durante 24 horas a temperatura ambiente,
donde se observan dos especies Unicas con una diferencia de tiempos de retencion de
aproximadamente 4 minutos. El agregado de exceso de DTT a la especie obtenida luego
de 24 horas de incubacién en ausencia de reductor genera la reversion del perfil de
eluciéon, obteniendo ahora un Unico pico de tiempo de retencidn mayor (no mostrado).
Estos resultados indican que los dos picos observados corresponden a E6*
completamente oxidada y completamente reducida, siendo esta Ultima la especie que
posee mayor tiempo de retencion. Por otro lado, la reversibilidad observada en la
reaccion de oxidacién sugiere que el residuo que se esta oxidando es la cisteina, dado
gue la oxidacion de metioninas no se modifica con agentes reductores como el DTT.
Finalmente, este experimento demuestra que la técnica de RP-HPLC es valida para

evaluar las cinéticas de oxidacién espontanea de E6*I.
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Figura 3. RP-HPLC de E6*. Perfil de elucion de E6*l completamente reducida (linea continua) y
completamente oxidada (linea punteada) en columna C18.

Con el objetivo de evaluar la cinética de oxidacién espontanea de E6*l se disefi6 el
siguiente experimento: una muestra concentrada de péptido desnaturalizado y reducido
en 6.0M Gdm.Cl se diluye en buffer Tris-HCI pH 7.5 en presencia o ausencia de un
reductor fuerte como el TCEP y en presencia o ausencia de Zn. Estas condiciones se

analizaron en soluciones con Gdm.Cl residual (0.6M Gdm.Cl) y en 6.0M Gdm.ClI, para



evaluar posibles contribuciones conformacionales en las cinéticas observadas. A distintos
tiempos se tomaron alicuotas y se agregé acido trifluoroacético (TFA) para detener la
reaccion de oxidacion, se inyectaron en una columna de fase reversa y las especies
presentes se cuantificaron mediante la integracién de las areas utilizando el programa del
equipo de HPLC.

En la Figura 4 se representan los distintos perfiles de HPLC obtenidos en los
experimentos realizados (Figura 4A, B); a partir de estos cromatogramas se calcul6 el
area bajo la curva de la especie reducida y se graficd en funcién del tiempo para analizar
las cinéticas de oxidacidn espontanea de E6*l (Figura 4C, D).

Se observo que en Gdm.ClI residual en ausencia de reductor, la tendencia de E6*|
a oxidar es alta con unt %2 de 0.3 horas (18 minutos). Los cromatogramas de EG6*|
oxidada en esta condicién presentan varios picos ademas de las especies completamente
oxidada o reducida, reforzando lo observado en el capitulo |, donde la especie sin
reductor y sin metal en ausencia de desnaturalizante tiene mucha tendencia a la
precipitacién, probablemente por oxidaciones intermoleculares. Esto dificulta definir las
areas a integrar por lo que el t %2 es estimativo.

En condiciones desnaturalizantes (6.0M Gdm.Cl) el t %2 es de 1.1 horas
(aproximadamente 66 minutos), en el orden del t %2 observado en bajo Gdm.Cl; esto
sugiere la ausencia de un componente conformacional en la reaccion de oxidacion
observada por HPLC o que la reaccién de oxidacion observada es local. La presencia de
TCEP evita esta oxidacion, en concordancia con lo esperado si los responsables de la
reaccion son los residuos cisteinas. Interesantemente, el metal Zn también previene la
oxidacidn, indicando fuertemente la participacién de las cisteinas correspondientes a la
mitad del motivo de unién a Zn en este proceso. Cuando el experimento se realizé en
6.0M Gdm.Cl en presencia de Zn se observa a las 24 horas una oxidacion parcial de E6*I
(38.0% de péptido oxidado, ver Tabla I) con unt % de 36.7 horas, sugiriendo en este caso
un requerimiento conformacional en la unién a Zn para proteger completamente al péptido

de la reaccion de oxidacion.
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Figura 4. Cinética de oxidaciébn espontdnea de EG6*I monitor eada por RP-HPLC. (A) y (B)
Cromatogramas de las muestras analizadas a distintos tiempos de incubacion para (A) E6*1 en buffer Tris-HCI
pH 7.5, 0.6M Gdm.Cl; (B) E6*l en buffer Tris-HCI pH 7.5, 6.0M Gdm.Cl. (C) y (D) Gréaficos de Fraccion
reducida, obtenida como el area bajo la curva del pico de HPLC, en funcién del tiempo de (C) E6*l en buffer
Tris-HCI pH 7.5, 0.6M Gdm.Cl (circulo negro), en presencia de 5.0mM TCEP (cuadrado negro) y en presencia
de 50.0uM Zn (circulo vacio); (D) E6*l en buffer Tris-HCI pH 7.5, 6.0M Gdm.ClI (circulo negro) y en presencia

de 50.0uM Zn (circulo vacio).



Tabla |I. Oxidacion de E6*l en 24 horas. Tabla donde se representa el % de la especie
de E6* oxidada presente en la solucién luego de incubar el péptido 24 horas en cada
condicion.

Condicion  Gdm.CI (M) % pico oxidado {24ns t12(horas)

E6*I 0.6 100% 0.3
E6*I 6.0 100% 1.1
E6*1-Zn 0.6 0% Nd?
E6*1-Zn 6.0 38% 36.7

a ) . .2 . . .. .
No se observo oxidacion en el tiempo de incubacion del experimento.

Estos experimentos demuestran la existencia de una reaccion de oxidacion
reversible de algln residuo cisteina presente en E6*1, siendo la formacion de sulfénico o
de un puente disulfuro las opciones mas probables. Finalmente, el efecto observado en
presencia de Zn sugiere que al menos las cisteinas de la mitad del motivo de unién a Zn

estan involucradas en la reaccion de oxidacion.

[11.2. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS ESPECIES OXIDADAS POR
ESPECTROMETRIA DE MASAS MALDI-TOF.

Para identificar la modificacion post-traduccional observada y los aminoacidos
involucrados en esta reaccién de oxidacion, se utilizé la técnica de espectrometria de
masas MALDI-TOF.

La espectrometria de masas es una técnica de analisis basada en la separacion
de acuerdo a las relaciones masa/carga (m/z) de las especies cargadas formadas a partir
de la ionizacion de una muestra. Se trata de una técnica extremadamente sensible,
precisa y de gran versatilidad que suministra informacion muy valiosa sobre las moléculas
evaluadas: la masa molecular, la férmula global y, a partir del patron de fragmentaciones,
la estructura molecular asi como la composicién isotdpica en sustancias naturales o
marcadas. El MALDI-TOF (del inglés Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time of
Flight) es un método de ionizacién suave utilizado en espectrometria de masas para
analizar biomoléculas.

De este modo, con un espectrémetro MALDI-TOF, la macromolécula se cristaliza

junto a una matriz y se irradian con un laser pulsado en alto vacio que permite la



vaporizacion e ionizacién de la muestra. Una vez vaporizada, el haz de iones pasa al
analizador que en este caso acelera los iones a la misma energia cinética por el paso a
través de un campo eléctrico y mide los tiempos que toman los diferentes iones para
alcanzar el detector. Aunqgue la energia cinética es igual, la velocidad es diferente,
permitiendo diferenciar moléculas con diferente relacién m/z. En general, en MALDI-TOF
las moléculas son monocargadas (H") por lo que su m/z se corresponde con el peso del
ion molecular. Esta técnica tiene una gran precision y resolucién permitiendo, como se
mencioné anteriormente, la deteccion de modificaciones post-traduccionales en péptidos y
proteinas.

El péptido E6*l reducido posee un peso molecular de 6130.11 Da de acuerdo a su
secuencia primaria. Cuando se analizan por MALDI-TOF las muestras correspondientes
a E6*l totalmente reducida y totalmente oxidada se obtienen valores de m/z de 6128.79 y
6128.78 Da, respectivamente, no pudiendo detectarse una diferencia de peso entre las
dos especies (Figura 5) dentro del error experimental (0.1% o 6.0Da). De acuerdo a la
resolucién que posee el equipo, una diferencia de peso de al menos +16.0 asociada a la
formacién de un grupo sulfénico se deberia poder detectar. Dado que la oxidacion
estudiada se revierte con DTT y no se observan diferencias de masa asociadas a la
incorporacién de moléculas de oxigeno a las cisteinas, la modificacién mas probable es la
formacién de un puente disulfuro. El puente disulfuro ocurre con un cambio de masa de -
2.0, correspondiente a la pérdida de dos protones, que no puede ser resuelto con este
tipo de experimento. Por otra parte, en los espectros sélo se observa la especie
mondmerica sugiriendo que el puente seria intramolecular.

Con el fin de confirmar esta hipétesis se utilizé iodoacetamida, reactivo que se une
covalentemente a los residuos cisteina que se encuentran accesibles y reducidos; de esta
manera se incorporan 57.0Da por cisteina a la que se une, siendo posible identificar la
diferencia en el peso molecular al analizar los valores de m/z en el MALDI-TOF. Aquellas
cisteinas que estén oxidadas no modificardn su valor m/z dado que no reaccionaran con
la iodoacetamida.

Cuando se analizaron los espectros de MALDI-TOF de las especies de E6*l, se
obtuvo una sefial de m/z de 6182.9 para la especie oxidada y una de 6302.3 para la
reducida, correspondiendo a la incorporacion de 1 y 3 moléculas de iodoacetamida,

respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Andlisis de la conectividad de E6*l por espectro  metria de masas MALDI -TOF. Espectros de
MALDI-TOF adquiridos en modo lineal positivo de las especies de E6*l reducida y oxidada en presencia y
ausencia de iodoacetamida. Las sefiales a m/z 6128.78 y 6128.79 corresponden a E6*l completamente
oxidada y reducida, respectivamente; la seflal a m/z 6302.31 corresponde a E6* después de reducir y
carboximetilar (CAM) y la sefial a m/z 6182.94 corresponde a la forma de E6*| oxidada y alquilada, donde se
incorpor6 sélo una molécula de IAA.

Dado que los pesos moleculares de las especies observadas en los espectros
corresponden al mondmero de E6*l y que la especie oxidada tiene una Unica cisteina
reactiva, este experimento indica que la reaccién de oxidacion observada es la formacion
de un puente disulfuro intramolecular.

Posteriormente, se prosiguié a identificar la conectividad de las cisteinas que
forman este puente disulfuro. Se digirieron ambas especies de EG6* tratadas con
iodoacetamida con la enzima Endo-Glu; esta enzima es una proteasa que digiere en
aquellas posiciones de las secuencias proteicas ocupadas por acidos glutamicos y
asparticos, generando en el caso de E6* dos fragmentos de interés, uno que contiene la
cisteina 23 y el otro con las cisteinas 37 y 40, que constituyen la mitad del motivo de
unién a Zn (Figura 6).

La Figura 6A muestra dos regiones del espectro correspondientes a la digestiéon de
las especies de E6*l en sus estados completamente reducido y completamente oxidado,
donde se observa que el péptido con la cisteina 23 unida a una molécula de IAA se
encuentra presente en ambas especies (Figura 6A, Derecha) mientras que el fragmento
con las cisteinas 37 y 40 iodoacetamidadas aparece Unicamente en la especie reducida

(Figura 6A, lzquierda).
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Figura 6 . Conectividad del puente disulfuro de E6*I. (A) Digestion con Endo-GluC y posterior andlisis por

MALDI-TOF. Se observan dos regiones significativas del espectro de MALDI. lzquierda : péptido 1652.8 que
contiene las CxxC alquiladas. Derecha: péptido 3125.8 que contiene la C23 alquilada. En rojo se indica la
especie reducida y en azul la oxidada. En la Tabla Il se observan los fragmentos relevantes que permitieron
determinar la conectividad de la oxidacion. (B) Esquema de la conectividad del puente disulfuro de E6*|
deducido a partir de los experimentos de MALDI-TOF. En linea negra se muestra el puente disulfuro y las
flechas indican los sitios de corte para la proteasa Endo-gluC.

Los datos obtenidos en el experimento estan representados en la Tabla Il, donde

se muestra que en el péptido oxidado la Unica cisteina reactiva capaz de alquilarse es la



namero 23, mientras que en la especie reducida los dos fragmentos (que abarcan las tres
cisteinas) poseen las cisteinas iodoacetamidadas.

De estos experimentos se puede concluir que la reaccion de oxidacion espontanea
observada con E6*l, corresponde a la formacién de un puente disulfuro intramolecular
entre las cisteinas vecinas 37 y 40 que constituyen la mitad del motivo de unién a Zn. La
presencia de este metal inhibe la oxidacion indicando que, al igual que la proteina E6

entera, E6*| también tiene la capacidad de unir Zn.

111.3. DETERMINACION DEL POTENCIAL REDOX DEL PUENTE DISULFURO DE E6*I.

Como se mencioné anteriormente, la modificacién post-traduccional de la cisteina
mas estudiada es su oxidacion a cistina con la consecuente formacion de un puente
disulfuro; esta reaccion se encuentra involucrada en un gran nimero de procesos
biolégicos que van desde el plegamiento y estabilidad proteica hasta la regulacion de la
expresién génica y actividad catalitica. Debido a que es un proceso reversible, la
estabilidad del puente disulfuro a menudo juega un rol importante en su utilidad biolégica.
A su vez, la habilidad de formar y romper un puente disulfuro especifico bajo condiciones
biologicas apropiadas depende de la naturaleza del oxidante o reductor, la estabilidad del
disulfuro, la cinética de ambas reacciones, y la naturaleza y estado redox del entorno
donde ocurre la reaccion.

Dada la reaccion de oxidacién caracterizada previamente surge el interrogante
respecto de la estabilidad que tiene el puente disulfuro en E6*l; por este motivo, se midié
la fuerza de esta reaccidn a través de la medicion de su potencial de oxido-reduccién.
Para la medicion del potencial redox, se analizé el intercambio del puente disulfuro de
E6*l con el de un par redox cuyo potencial es conocido; en este caso se utilizé la cupla
DTT.s/DTTox. Como la especie de E6*l oxidada tiene mayor tendencia a agregar que la
especie reducida, las mediciones se realizaron en presencia de 6.0M Gdm.Cl. En
general, en polipéptidos pequefios el potencial esta determinado por la distancia entre los
aminoacidos y la secuencia especifica alrededor de los residuos que se oxidan, por lo que
determinarlo en condiciones desnaturalizantes no afectaria el resultado (154).

Se incubd E6*l totalmente reducida con diferentes relaciones de DTT,ed/DTTox (R)
durante 2 horas a temperatura ambiente para permitir alcanzar el equilibrio, y luego de

detener la reaccién con TFA se inyectd en una columna de fase reversa (C18). A partir de



las fracciones de péptido reducido obtenidas en las distintas condiciones medidas, se

determind la constante de equilibrio mediante la ecuacion:
R= ([DTTred] / [DTTOX]) / (Keq + [DTTred] / [DTTOX]

donde R es la fraccion de péptido reducido en el equilibrio, y Keq €s la constante de
equilibrio con la que, a través de la Ecuacion de Nerst (ver Materiales y Métodos), se

obtuvo el potencial de la reaccidn de oxidacion de las cisteinas 37 y 40 de E6*| (Figura 7).
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Figura 7. Determinacion del potencial redox del puente dis  ulfuro de E6*l. Se graficaron las fracciones
reducidas de E6*l obtenidas luego de incubar con diferentes relaciones del par redox DTTed/DTTox €n funcion
de la relacion DTT.d/DTTox (R). Los datos se analizaron como se indica en Materiales y Métodos. La
constante de equilibrio (Kox) Yy el potencial redox estdndar determinado para E6*l a 25C, pH 7.5y en 6.0M
Gdm.Cl fue de 0.016 y —254mV, respectivamente.

La Ko« obtenida para la oxidacion de las cisteinas vecinas C37 y C40 fue de 0.016
correspondiendo a un potencial redox de -254mV. Este valor esta dentro de los valores
medidos para proteinas oxidoreductasas con mucha tendencia a oxidarse como las

tioredoxinas (154).

l1.4. PROPIEDADES DE UNION A ZN.

En los experimentos de oxidacién analizados por HPLC se observé que el Zn
evitaba la formacion del puente disulfuro constituido por las cisteinas 37 y 40,
correspondientes a la mitad del motivo de unién a Zn de la proteina E6 entera. Ademas,
en el capitulo | se demostr6 que el metal modifica la estructura secundaria y las
propiedades conformacionales de E6*l. Todas estas evidencias respecto a la unién del
péptido al Zn y la relevancia del metal en el contexto de la proteina E6 entera, llevaron a

caracterizar las propiedades de unién a Zn de E6*I.



Inicialmente se realiz6 una cuantificacion colorimétrica utilizando el ensayo de
PAR-PMPS (155) para estimar la estequiometria del Zn unido a E6*l. ElI 4-(2-
pyridylazo)resorcinol (PAR) es un colorante que une Zn, formando un complejo Zn (PAR),
coloreado; este complejo absorbe fuertemente a 500 nm. Sin embargo, la afinidad del
PAR por el Zn es mas baja que la de muchos centros de coordinacién constituidos por
cisteinas (K,= 2.5 x 10> M™, a pH 7.0) por lo que el Zn unido fuertemente no puede ser
extraido por este compuesto. Para detectar este Zn, se utilizan reactivos modificantes de
tioles, como el p-(hydroxymercuri)benzenosulfonato (PMPS). ElI PMPS reacciona
estequiométricamente con las cisteinas reducidas para formar un enlace mercaptido-tiol

utilizando el siguiente mecanismo de reaccion:
R-HgOH + P-SH — R-Hg-S-P + H20

donde R representa el grupo fenil-acido sulfénico del PMPS y P la proteina. Si los tioles
de la proteina estan involucrados en la coordinacion de metal, ésta modificacién covalente
genera la liberacion del mismo que es inmediatamente captado por el reactivo PAR,
formando el complejo colorimétrico.

El metal unido a E6*l se cuantific6 comparando los valores de absorbancia a 500
nm con curvas patron de Zn en ausencia y presencia de PMPS. Las muestras analizadas
se obtuvieron replegando por dilucion una solucion madre de E6*l concentrada y
desnaturalizada en buffer Tris-HCI pH 7.5 y 1.5 equivalentes de Zn; se incubé durante 2
horas a temperatura ambiente y se purificd utilizando una columna de desalado PD-10.
En las diferentes mediciones realizadas, se observé que solo el agregado de PMPS
puede generar la liberacion del metal unido a E6*1, obteniendo 0.5 moles de Zn por mol de
péptido. Esto sugiere la formacion de un dimero unido por una molécula de metal que se
encontraria formando un centro de coordinacién de alta afinidad, donde los potenciales
ligandos de esta unién son las cisteinas 37 y 40, correspondientes a la mitad del motivo
de unién a Zn.

Posteriormente se analizé la afinidad aparente del complejo E6*l-Zn a través de
ensayos de competencia con el PAR. Cuando se agrega una cantidad estequiométrica de
E6*l reducido y desplegado a una solucion con el complejo Zn (PAR),, se observa un
descenso instantaneo en la absorbancia a 500 nm correspondiente al desplazamiento del
metal unido al PAR (Figura 8). Considerando la constante previamente reportada para el
complejo Zn (PAR), (Kp de 10 M) (155), nuestro resultado indica que la afinidad de la

interaccién E6*-Zn es mucho mayor que la del complejo Zn (PAR), (Kp << 10 M),



especialmente si se considera la cinética rapida de extraccién del metal observada. La
adicion del reactivo PMPS disocié completamente el complejo E6*l-Zn confirmando
nuevamente la relevancia de las cisteinas en la unién al metal. Finalmente, en presencia
de exceso de DTT, el PMPS es desplazado de las cisteinas y el Zn rapidamente se une a
E6*l, indicando una reaccién completamente reversible. Ademas, como la reversibilidad
fue medida en presencia del reactivo PAR, este resultado refuerza la alta constante de
afinidad observada para el complejo EG6*I-Zn. El agregado de una cantidad
estequiométrica de péptido genera el desplazamiento de aproximadamente la mitad del
Zn unido al PAR, sugiriendo nuevamente la formacién de un dimero de E6*| unido por una

molécula de Zn.
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Figura 8. Ensayo de competenc ia de E6*l con el reactivo PAR . La absorbancia a 500 nm correspondiente
al complejo Zn (PAR),, expresada como Fraccion Zn/PAR utlizando una curva estdndar de Zn para
transformar los datos de absorbancia, fue monitoreada en funcién del tiempo luego de la adicién de una
cantidad estequiométrica de E6*l (Lumol E6*l/1umol Zn). Luego de 5 minutos se agreg6é 160uM de PMPS y
finalmente 250uM de DTT.

Este ensayo también se realiz6 con la proteina recombinante CI2-E6*I, proteina
gue como se mencion6 en el Capitulo | no posee cisteinas en su secuencia proteica
ademas de las presentes en E6*l; CI2-E6*| extrajo instantaneamente una fraccion del
metal unido al reactivo PAR (Figura 9B), comportandose como el péptido sintético (Figura
9A). Cuando se utilizé la mutante con sus tres cisteinas mutadas por serinas no hubo
desplazamiento del metal del complejo Zn (PAR), (Figura 9C), mientras que al utilizar la
mutante donde la cisteina 23 se reemplazd por serina se obtuvo el mismo resultado que
con la proteina salvaje (Figura 9D). Este resultado indica que la cisteina 23 no es parte
de la esfera primaria de coordinacién del Zn, apoyando las evidencias obtenidas

anteriormente donde las cisteinas 37 y 40 correspondientes a la mitad del motivo de unién



a Zn estarian coordinando el metal a través de la unién con las otras dos cisteinas de una

segunda molécula de E6*I.
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Figura 9. Ensayos de competenc ia de CI2-E6* con el reactivo PAR . La absorbancia a 500 nm

correspondiente al complejo Zn (PAR);, expresada como Fraccion Zn/PAR utilizando una curva estdndar de
Zn para transformar los datos de absorbancia,fue monitoreada en funcién del tiempo luego de la adicién de
una cantidad estequiométrica de las diferentes proteinas recombinantes (lumol proteina/lumol Zn). Luego de
5 minutos se agreg6 160uM de PMPS vy finalmente 250uM de DTT. (A), E6*l sintético. (B), CI2-E6*l. (C),
CI2-E6*ISinC. (D), CI2-E6*IC23S.

Finalmente, para verificar la estequiometria de la union medida anteriormente por
comparacion a una curva estandar, y considerando que E6*l posee mayor afinidad por el
Zn que el PAR, se realizaron titulaciones con Zn en presencia del reactivo PAR para

utilizar como indicador colorimétrico.

Brevemente, se agregaron concentraciones
crecientes de Zn a una solucion con PAR y E6*l y se analiz6 la absorbancia a 500 nm.
Como se muestra en la Figura 10, no hay modificacion de la absorbancia a 500 nm hasta
gue se ocupan todos los sitios de uniébn a Zn presentes en E6*l, momento en que se

comienza a observar un incremento en la absorbancia a 500 nm, indicativo de la



formacién del complejo Zn (PAR),. Este punto de inflexién corresponde a 0.5 moles de Zn

por mol de E6*l, confirmando la estequiometria de 2 E6*1:1 Zn medida previamente.
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Figura 10. Titulacion de E6* con Zn . Titulacién de 100uM de PAR y 6uM E6* con concentraciones
crecientes de Zn. Se grafico la absorbancia a 500 nm, indicativa de la formacion del complejo Zn (PAR), en
funcién de la relacion [Zn]/[E6*]].

Estos ensayos indican que en las condiciones evaluadas, E6*l reconstituye un
dominio de unién a Zn a través de la formacion de un centro de coordinacién de alta
afinidad constituido por dos moléculas de péptido, donde las cisteinas 37 y 40 serian los

ligandos de la esfera primaria de coordinacién del metal.

I11.5. E6* C-TERMINAL.

Previamente mostramos experimentos de oxidacién de E6*| medidos en 6.0M
Gdm.Cl en presencia de Zn donde se observd que, a diferencia de los medidos en 0.6M
Gdm.Cl, en 24 horas se obtiene una fraccion de péptido oxidado (Figura 4D). Aunque en
el periodo de tiempo evaluado sélo se oxida un 38.0% del péptido (Tabla I), en
condiciones desnaturalizantes el Zn no seria totalmente capaz de proteger a las cisteinas
37 y 40 de la formacion del puente disulfuro caracterizado anteriormente.

Este experimento sugiere la existencia de un componente conformacional
involucrado en la formacién del centro de coordinacién de Zn de alta afinidad. Para
analizar esta posibilidad se realizaron experimentos con la porcion C-terminal de E6*l,
E6*l,9.53, regidn minima que contiene los aminoacidos involucrados en la coordinacion de
Zn. En el capitulo Il se mostré que esta region de E6*| conserva la propiedad de modificar
sus propiedades conformacionales en presencia de metal indicando que también uniria Zn

como E6*l en toda su extension.



I11.5.1. Analisis del estado redox de E6*l,g.53.
Como ocurre con E6*l, es posible diferenciar claramente mediante RP-HPLC las

especies de E6*ly9s3 totalmente reducida y totalmente oxidada (Figura 11A). Esto
permitid realizar cinéticas de oxidacion para analizar por esta técnica la tendencia a oxidar
de E6*l,053 en presencia y ausencia de Zn y confirmar la unién del metal a este
fragmento. El disefio experimental utilizado fue el realizado para E6*l; la tendencia a
oxidar de E6*l,9.53 €n ausencia de reductor es alta, con un t %2 de 4.4 horas; esta oxidaciéon
también se evita con el agregado de Zn (Figura 11B), resultado esperable dado que
E6*l,9.53 conserva las cisteinas 37 y 40 correspondientes a la mitad del motivo de unién a
Zn de EB6.
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Figura 11. Cinética de oxidacion esponta nea de E6*l,9.53 monitoreada por RP -HPLC. (A) Perfil de
elucién de E6*lx9.53 en columna C18 completamente reducido (linea continua) y completamente oxidado (linea
punteada). (B) Gréafico de Fraccién reducida en funcion del tiempo de E6*l,9.53 en buffer Tris-HCI pH 7.5, 0.6M
Gdm.ClI (circulo negro), y en presencia de 50uM Zn (circulo vacio).

Cuando se comparan las cinéticas de oxidacion de E6*l (Figura 4C, D) respecto de
E6*l,9.53 (Figura 11B), donde ambos polipéptidos contienen en su secuencia los residuos
involucrados en la formacién del puente disulfuro, se observa que la oxidacion de E6*l,g.53
es mucho mas lenta que la de E6*| (t Y2 de E6*l,9.53 €S 4.4 horas mientras que t 2 de E6*|

es 0.3 horas).

[11.5.2. Propiedades de unidn a Zn de E6*lg.s3.

En base a la informaciéon obtenida por RP-HPLC y lo presentado en el Capitulo Il
donde se observaron cambios estructurales de E6*l,g53 modulados por el Zn, se
realizaron varios experimentos para caracterizar las propiedades de la unién de E6*l,9.53 al
metal Zn. Inicialmente, se determind la estequiometria de la reaccibn mediante
titulaciones con Zn evaluando la unién a través del cambio en estructura secundaria,

analizado por DC en el UV lejano (Figura 12A), y de intensidad de fluorescencia de



tirosinas (Figura 12B). Se realizaron curvas de titulacién agregando cantidades crecientes
de una solucién concentrada de Zn a una cubeta conteniendo una concentracion fija de
E6*l,9.53 en buffer Tris-HCI pH 7.5, TCEP y 0.6M Gdm.Cl, y se midio6 la sefial deseada una
vez alcanzado el equilibrio de la reaccién en cada punto de la titulacion.

En la Figura 12A se representa el efecto inducido por el Zn en la estructura
secundaria de EG6*l,053 donde se observa que a medida que se incrementa la
concentracion del metal la sefial alrededor de 225 nm se vuelve mas negativa y la sefial a
217 nm adquiere valores menos negativos, dando lugar al hombro caracteristico de las
especies de E6*l y E6*l,953 cuando se encuentran unidas al Zn (Figura 12A, inserto).
Cuando se evalla la elipticidad a 225 nm en funcion de la relacion molar Zn/ E6*l,9.55 S€
observa que la sefial decrece hasta un punto donde se estabiliza la sefial,
correspondiendo a 0.5 moléculas de Zn por molécula de péptido. Por otro lado, este
experimento nuevamente muestra que pese a ser un péptido desordenado, sin aparente
estructura secundaria canonica, tiene algun tipo de estructura local que se modifica con la

adicion de Zn.
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Figura 12. Titulacion de E6*l 9.53 con Zn. (A) Titulacién de 20uM E6*l29.53 cOn concentraciones crecientes
de Zn, analizada por DC. Se graficé la elipticidad a 225 nm en en funcién de la relaciéon [Zn]/[ E6*l29.53].
Inserto : espectros de DC en cada punto de la titulacién. (B) Titulacion de 6uM E6*lx9.53 con concentraciones
crecientes de Zn, analizada por emision de fluorescencia de tirosinas. Se graficé la emision a 303 nm, luego
de excitar a 276 nm, en funcion de la relacion [Zn]/[E6*|29.53]. Inserto: Espectro de emision de fluorescencia
de E6*l9.53 sin Zn (Red-linea entera) y E6*l9.53 con Zn (Zn-linea punteada).

Una de las dos tirosinas presentes en la secuencia de E6*l,g53 Se encuentra
ubicada entre las cisteinas 37 y 40 que forman parte del centro de coordinacién de Zn, y
reporta la presencia del metal aumentando su emisién de fluorescencia (Figura 12B,
inserto). De esta forma, puede ser utilizada para determinar la estequiometria de la

reaccion mediante titulaciones con el metal. Con este fin, se titulé la muestra con Zny se



analiz6 la intensidad de emision de fluorescencia de las tirosinas excitando a 276 nm y
midiendo la emisién a 303 nm en los diferentes puntos evaluados. La adiciéon de
cantidades crecientes del metal genera el incremento en la sefial, hasta llegar a un valor
maximo de emisidn de fluorescencia. Este punto de saturacion ocurre en 0.5 moléculas
de Zn por molécula de E6*l3g.53.

Finalmente, el analisis de las titulaciones medidas por dos técnicas diferentes
muestra que E6*l,9.53, al igual que E6*l, une 0.5 moléculas de Zn por molécula de péptido
constituyendo un dimero.

Dado que se demostré por diferentes métodos que E6*l,9.53 también une Zn, fue de
interés evaluar la afinidad de este fragmento por el metal. Con este fin, se realizaron
titulaciones con Zn en presencia del indicador colorimétrico PAR midiendo la absorbancia
a 500 nm.

Se utilizaron dos modelos de competencia para comparar las afinidades aparentes
de ambos péptidos, y en la Figura 13 se encuentran representados los esquemas

correspondientes a los dos modelos empleados.
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Figura 13. Esquemas que representan los e nsayos de competenc ia realizados. (A) Se titula una
solucion conteniendo PAR y el competidor con concentraciones crecientes de Zn. En este caso, se observa
un incremento en la absorbancia a 500 nm correspondiente a la formacién del complejo Zn (PAR),. (B) Se
titula una solucién conteniendo una concentracion fija de complejo Zn (PAR), con concentraciones crecientes
del competidor. En este caso, se observa un descenso en la absorbancia a 500 nm correspondiente a la
uniéon del Zn al competidor desplazando el metal del complejo Zn (PAR),. Estos experimentos se midieron en
buffer Tris-HCI pH 7.5 tanto en 0.6M como en 6.0M Gdm.CIl. Los competidores utilizados fueron E6*|, E6*l29.53
y EDTA.

Cuando se realiza el experimento titulando con Zn una solucién de PAR y E6*l,g.53
(Modelo A), se observa que la absorbancia a 500 nm incrementa en forma proporcional a
la concentracion de Zn agregado indicando que E6*l,953 no puede competir con el PAR
para captar el metal (Figura 14A-circulos vacios). La presencia de E6*lx953 no interfiere

con la unién del Zn al PAR, confirmando la imposibilidad de esta porcién de la molécula



de competir con el reactivo por el metal. En cambio, como se mostré anteriormente, con
el péptido entero se observa que el PAR comienza a unir Zn solo luego de que se
ocuparon todos los sitios de unidn a metal presentes en E6*| (Figura 14A-circulos negros).
Este experimento sugiere una afinidad diferencial entre ambas moléculas, donde
claramente E6*l es mas afin por el metal que su fragmento C-terminal, E6*l5g.53.
Posteriormente, se tituld6 una solucién de PAR y Zn con E6*ly53 reducido y
desplegado (Modelo B), y a diferencia de lo observado para E6* (Figura 14B-circulos
negros), E6*l,953 compite de manera muy débil con el PAR extrayendo so6lo una
proporcién de metal (Figura 14B-circulos vacios). E6*l se comporta como el quelante de
metales EDTA (Figura 14B-cuadrados negros), cuya constante de afinidad por el metal es
del orden de 10** M (156), indicando como vimos anteriormente que la afinidad de E6* es

o6rdenes de magnitud mayor a la afinidad del PAR.
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Figura 14 . Ensayos de competenc ia con el reactivo PAR en 0.6M Gdm.CIl.  Las titulaciones se realizaron
en buffer Tris-HCI pH 7.5, 0.6M Gdm.Cl, 2.0mM TCEP. (A) Titulacién de 6uM del competidor y 100uM de
PAR con concentraciones crecientes de Zn, evaluando la absorbancia a 500 nm, indicativo de la formacion del
complejo Zn (PAR),. Competidores: EG6*l9.53 (circulo vacio), E6* (circulo negro) y PAR solo (cuadrado
negro). (B) Titulacion de 3uM Zn y 100uM de PAR con concentraciones crecientes de competidor, evaluando
la absorbancia a 500 nm. Competidores: E6*lx9.53 (circulo vacio), E6*l (circulo negro) y EDTA (cuadrado
negro).

En conjunto, los resultados obtenidos por HPLC y por competencia con el reactivo
PAR, donde E6*l tiene mayor afinidad por el Zn que E6*lx.53, sugieren la existencia de
algun componente conformacional o la necesidad de algun otro ligando presente en la
porcion N-terminal de E6*I para conformar una especie con alta afinidad por el metal.

Por este motivo, los experimentos descriptos previamente también se realizaron en

6.0M Gdm.Cl permitiéndonos evaluar si la pérdida de algiin componente conformacional



modificaba sustancialmente la afinidad de E6*| por el Zn. Se observé que en el modelo
de competencia donde se agrega metal a una solucién con PAR y proteina (Modelo A),
ahora E6*l se comporta como el fragmento C-terminal, no pudiendo competir con el
reactivo PAR para captar el Zn que se incorpora en la reaccion (Figura 15A); esto indica la
pérdida de interacciones no covalentes estabilizantes, posiblemente de largo alcance,
involucradas en la formacion del centro de coordinacién de alta afinidad.

Al analizar la titulacion donde se agrega E6* concentrada y desnaturalizada a una
solucién con Zny PAR en 6.0M Gdm.CI (Modelo B), también se observa que la presencia
de altas concentraciones del agente desnaturalizante afecta la afinidad de E6*| por el Zn,
disminuyéndola (Figura 15B, cuadrados negros), aunque no lo suficiente como para
comportarse como E6*l,g.53. Por el contrario, en estas condiciones la porcion C-terminal
de E6*l, E6*l,955 N0 parece modificar su comportamiento por la presencia de Gdm.Cl
(Figura 15B). Cabe destacar que la coordinacién de Zn no se ve afectada por Gdm.Cl,
dado que el PAR continda uniendo el metal aun en altas concentraciones del
desnaturalizante. También es importante mencionar que tanto por HPLC como por DC,
se observé que en 6.0M Gdm.Cl el metal se encuentra unido a E6*l, indicando que el

Gdm.Cl solo no rompe la interaccion del metal.
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Figura 15. Ensayos de competenc ia con el reactivo PAR en 6 .0OM Gdm.Cl. Las titulaciones se realizaron
en buffer Tris-HCI pH 7.5, 6.0M Gdm.Cl, 2.0mM TCEP. (A) Titulacién de 6uM del competidor y 100uM de
PAR con concentraciones crecientes de Zn, evaluando la absorbancia a 500 nm, indicativo de la formacion del
complejo Zn (PAR),. Competidores : E6*l9.53 (circulo vacio), E6*l (circulo negro) y PAR solo (cuadrado
negro). (B) Titulacion de 3uM Zn y 100uM de PAR con concentraciones crecientes de competidor, evaluando
la absorbancia a 500 nm. Competidores : E6*lx9.53 (cuadrado blanco) y E6*l (cuadrado negro). También se
graficaron las curvas obtenidas en 0.6M Gdm.ClI (Figura 14B); E6*l»9.53 (circulo blanco) y E6*l en 0.6M Gdm.Cl
(circulo negro).



En esta seccién determinamos que el extremo C-terminal de E6*| contiene la
informacién necesaria para reconstituir el dominio de unién a Zn presente en la proteina
E6. E6*l,0.53 posee en su secuencia los residuos correspondientes a la mitad del dominio
de union a Zn y también forma un dimero mediado por la unién a este metal, aunque en
este caso la coordinacién es 6rdenes de magnitud menos afin que la observada para E6*|
entera. A través de diferentes ensayos de competencia determinamos que la porcién N-
terminal de E6*l es fundamental para alcanzar la maxima afinidad, indicando que aunque
en esta especie de E6*I no se observan caracteristicas de estructura secundaria
canonicas, se forman estructuras estables no candnicas que estabilizan la unién al metal.

En conjunto, todos los resultados de esta seccion indican que E6*| dimeriza para
constituir un centro de coordinacion de Zn de alta afinidad que requiere de la porcién N-

terminal de la molécula para alcanzar la maxima afinidad.

[11.6 DISCUSION.

La alta conservaciéon de los residuos cisteinas en E6*%l, sumada a su alta
representacion, nos llevaron a evaluar la relevancia de estos residuos en el contexto de
E6*l. La reactividad de este aminoacido lo hace el aminoacido menos abundante en las
proteinas después del triptofano y en general, su presencia indica una relevancia
estructural, funcional o regulatoria (157).

En este capitulo se evalu6é el rol de las cisteinas en las propiedades
conformacionales de E6*l. Mediante la técnica de RP-HPLC se observé que la tendencia
de este péptido a oxidar es alta con un t %2 de 0.3 horas y por espectrometria de masas se
determind que los aminoacidos involucrados en la oxidacion eran las cisteinas vecinas
C37 y C40, correspondiendo a la mitad del motivo de unién a Zn altamente conservado en
estas proteinas. Se midié el potencial redox de esta reaccién obteniendo un valor de -
0.254V, en el orden de proteinas oxireductasas como la tioredoxina (154). Dado que la
especie oxidada precipita mas que la especie reducida, el potencial redox se midié en
6.0M Gdm.Cl. En proteinas, el potencial de oxidacién en el estado desplegado respecto
al del estado plegado puede variar; ejemplos de esto son las proteinas oxireductasas
tioredoxina y DsbA donde ambas proteinas tienen el mismo potencial en el estado
desplegado y luego de plegarse adquieren valores opuestos, coherentes con la funcién
gue ejercen sus puentes disulfuros. La tioredoxina tiene alta tendencia a oxidarse

reduciendo a las proteinas con las que interactla mientras que DsbA tiende a estar



reducida, oxidando a sus blancos. Por el contrario, en el caso de péptidos pequefios el
potencial redox esta determinado por la distancia entre las cisteinas que se oxidan y la
secuencia que las rodea, por lo que la determinacion del potencial de E6*l en el estado
desplegado no deberia diferir de lo que ocurre en el estado plegado (154). Ademas,
vimos que la tendencia a oxidar en 0.6M Gdm.CIl comparada con 6.0M Gdm.CI no difiere
significativamente (t /2 0.3 y t %2 1.1 horas, respectivamente).

La secuencia aminoacidica de EG6*l corresponde a la mitad de un dominio
independiente de plegamiento de la proteina E6 entera, cuyos dominios N-terminal y C-
terminal son dominios Zn finger donde el metal es parte estructural de estos dominios.
Dado que en E6*| se interrumpe un motivo de coordinaciéon de Zn, manteniendo sélo dos
de sus cuatro ligandos de coordinacion, fue de interés analizar el papel que juega el metal
en el contexto de este péptido. En el capitulo | se mostré que E6*1 une Zn modificando su
estructura secundaria y grado de oligomerizacion; en este capitulo se abordd la
caracterizacion por métodos analiticos definiendo la estequiometria de la reaccién, donde
se obtuvo una molécula de Zn cada dos moléculas de E6*l lo que indica la formacién de
un dimero mediado por una molécula de Zn.

Por otra parte, analisis de RP-HPLC muestran que el Zn impide la oxidacion de las
cisteinas del motivo CxxC, confirmando que estos residuos estan involucrados en la
coordinacion del metal.

Los ensayos de competencia con el indicador colorimétrico PAR muestran que
E6*l puede extraerle el Zn inmediatamente, experimento que sugiere que la afinidad de
E6*| por este metal es mayor a la del reactivo PAR (Kp de 10™*? M) (155). Asimismo,
podemos inferir que la constante es al menos dos 6rdenes de magnitud mayor a la del
PAR, ya que en ensayos de competencia se comporta como el quelante de metales EDTA
(Kp de 10 M) (156). Este valor se encuentra en el orden de proteinas bien
documentadas que coordinan Zn en un contexto celular (158). Dadas las concentraciones
extremadamente bajas de Zn libre dentro de una célula (159), este dato es de extrema
importancia para sugerir que el fenédmeno aqui descripto puede ocurrir en un contexto
bioldgico.

Los experimentos realizados en este capitulo, en conjunto con las observaciones
realizadas en los capitulos | y Il, muestran que la uniébn a metal es un proceso mas
complejo que la simple interaccion de cuatro ligandos con el Zn.

El comportamiento complejo asociado a las cisteinas del motivo CxxC puede

evaluarse considerando tres factores diferentes que se encuentran inter-relacionados; por



un lado la tendencia a oxidar de las cisteinas vecinas C37 y C40, por otro lado la unién a
metal en esta regién del péptido, y finalmente las modificaciones conformacionales
inducidas por el Zn y previamente detalladas en los capitulos | y II.

En la siguiente tabla (Tabla 1) se resumen los resultados obtenidos de los
experimentos realizados de manera comparativa entre los péptidos E6* y E6*l9.53; como
mencionamos previamente, este Ultimo péptido corresponde al extremo C-terminal de

E6*l, regibn minima que contiene el motivo de unién a Zn CxxC.

Tabla Il. Analisis comparativo entre  los péptidos E6*l y E6*l ,53. Se indican los
resultados obtenidos para ambos péptidos respecto de la oxidacion de las cisteinas y la
unién a Zn.

Péptido Gdm.CI (M) Zn t %2 (horas) ® % OXi 24ns Unién a Zn®
+ Nd° 0 Alta
0.6
- 0.3 100 -
E6*I
+ 36.7 38.0 Baja
6.0
- 11 100 -
+ Nd° 0 Baja
0.6
- 4.4 100 -
E6*|29—53
+ Nd° 0 Baja
6.0
- 4.1 100 -

% obtenido de las cinéticas de oxidacion analizadas por RP-HPLC.
® se utiliz6 “alta” y “baja”, considerando los experimentos de competencia con el reactivo PAR (Figuras 14 y 15).
Nd° No se observo oxidacion en el tiempo de incubacion del experimento.

En primer lugar, se observa que la presencia de Zn inhibe la oxidacion de las
cisteinas del CxxC tanto en E6*I como en E6*l,9.53, demostrando nuevamente que ambos
péptidos unen metal. Al igual que E6*l, E6*l,9.53 une Zn con una estequiometria 0.5:1,
indicando la formaciéon de un dimero. La oxidacién y la unién al metal ocurren en los
mismos residuos, y el Zn modula la formacion del puente disulfuro entre las cisteinas

vecinas 37y 40.

Los resultados obtenidos sugieren la existencia de algun efecto conformacional
gue regula la afinidad por el Zn y con ello, la tendencia a oxidar de las cisteinas. Asi, E6*|

en 0.6M Gdm.Cl tiene alta afinidad por el metal (Kp>>10"?M) y baja tendencia a oxidar (en




24 horas no se observa péptido oxidado), mientras que en 6.0M Gdm.Cl su afinidad por el
Zn disminuye al menos dos 6rdenes de magnitud y se incrementa su tendencia a oxidar (t
Y2 36.6 horas), obteniéndose en estas condiciones un 38.0% de péptido oxidado. Por el
contrario, en el caso de E6*l,9.53 la realizacién de los experimentos en 6.0M Gdm.Cl no
modifica ni la afinidad por el metal, que es menor a la de E6*l, ni la tendencia a oxidar
(Tabla II).

Un aspecto importante a evaluar es qué determina la afinidad por el metal. Es
claro que el determinante primario es el par de cisteinas del CxxC, ya que su oxidacién o
reemplazo por serinas inhibe completamente la union del péptido al Zn. Sin embargo, los
resultados descriptos previamente donde la presencia de 6.0M Gdm.Cl disminuye la
afinidad de E6*I por el metal, indican la existencia de un componente conformacional que
regula la afinidad mas alla de la secuencia lineal. A su vez, la eliminacién de los primeros
25 residuos (péptido E6*l»9.53) también disminuye significativamente la afinidad por el Zn.

Una observaciéon controversial es el hecho de que el péptido E6*l,953 oxida mas
lento que el péptido E6*l (E6*1 t 2 0.3 horas vs E6*lys3 t 2 4.4 horas), dado que
consideramos que esta reaccion es local y restringida al CxxC presente en la secuencia
de los dos péptidos. Una explicacion probable a esta observacion es que la C23, ubicada
en la porcion N-terminal de E6*| y ausente en E6*l,q.53, catalice la reaccién de oxidacion.

Finalmente, los experimentos de competencia con el reactivo PAR confirman la
existencia de un componente conformacional asociado a la presencia del N-terminal de
E6*| para formar un centro de coordinacién de Zn de alta afinidad, y reconstituir, aunque
con distinta estructura, el dominio de unién a Zn presente en la proteina E6 entera.

Como mencionamos previamente, las concentraciones disponibles de Zn libre
intracelulares son muy bajas, del orden de subnanomolar o fentomolar (159). Existen
multiples mecanismos celulares que mantienen estos valores tan bajos, permitiendo a
este metal actuar como un regulador en la célula. Dada la alta afinidad observada para la
unién E6*I-Zn, es posible considerar que la proteina una el metal en un contexto
fisioldgico, y que éste constituya un mecanismo de regulacidon importante del efecto de
E6*l en la célula. Como observamos en los capitulos | y Il, el metal tiende a mantener el
péptido en una estructura extendida, sin estructura secundaria candnica aparente. Esta
caracteristica tiene reminiscencia con los dominios IDPs, cuyas estructuras dinamicas
generan la adaptabilidad a multiples blancos (143), permitiendo suponer que esta
conformacion en E6*l también favorecera la interaccion con blancos celulares y tal vez

virales, ejerciendo de este modo sus diversos efectos. Ademas, la oxidacion y la unién a



metal estan relacionadas y dado que ocurren sobre los mismos residuos, pueden actuar

como un mecanismo de encendido y apagado para ejercer su efecto bioldgico.
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CAPITULO IV:
Mecanismo de accion de E6*l y Generacion de

anticuerpos monoclonales
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Como se describid en la introduccion, existen dos lineas fundamentales de
trabajo que describen efectos de E6*I como proteina en un contexto celular. Estos
efectos se basan, principalmente, en inhibir la actividad de la oncoproteina E6 de la
gue deriva, constituyendo un punto de regulacion fina de la funcién de ES6.

La primera linea esta relacionada con el supresor tumoral p53, uno de los
principales blancos de la proteina E6. Este grupo demostré que E6*1 HPV18 tiene un
efecto anti-proliferativo en células naturalmente transformadas por HPV y correlaciona
con la habilidad de este péptido de inhibir la degradacion de p53 mediada por E6 tanto
in vitro como in vivo (96). El mecanismo que mediaria este efecto es la interaccion
directa de E6*l con las proteinas E6 y E6AP; mutantes que inhiben la interaccién con
E6 son incapaces de inhibir la proliferacion de la linea celular (97). Ademas,
observaron una dependencia de la modulacion de las funciones de E6 con el ciclo
celular, dado que los niveles de expresién de E6*| varian con el ciclo celular, siendo
mayores en G2/M, mientras que los de E6 permanecen constantes. Esta variacion en
las concentraciones relativas de ambas proteinas se traduce en cambios en los niveles
de p53 observados en la célula y con ello, en el nivel de induccion de la apoptosis (98).

Estudios mas recientes muestran que E6 HPV16 puede inhibir la muerte celular
programada inducida por factores extrinsecos como TNF y Fas a través de la
interaccion con el receptor de TNF 1, FADD y procaspasa 8 (94, 100, 101, 160). Esta
via constituye otro medio por el cual la inhibicién de las funciones de E6 por parte de
E6*l, conducen a la apoptosis. En este proceso, hay una fuerte dependencia del
efecto observado con la concentraciéon absoluta y relativa de ambas moléculas
indicando una complejidad mayor en el sistema. A bajas concentraciones de proteina
E6 se inhibe la muerte celular programada inducida por factores extrinsecos, mientras
gue en niveles mayores de expresion de E6 y E6*| se observa la sensibilizacién frente
a la induccién de apoptosis por parte del factor TNF. Esto se debe a la formacion de
un complejo de sefializacién de proteinas celulares que incluye a las proteinas E6 y
E6* (denominados Pseudo-DISC) que permite transmitir la sefial apoptética y esto
so6lo ocurre en presencia de ambas proteinas virales (103).

Por los motivos aqui descriptos, resulta fundamental evaluar las respuestas y
efectos celulares considerando las concentraciones relativas de ambas proteinas.
Estas dos lineas principales se basan en la interaccion directa E6*I/E6 para obtener un
efecto claro y antagénico de E6*l sobre E6. Esto constituye un ejemplo respecto de

gue en virus, como también ocurre en células eucariotas, las variantes obtenidas por



procesamiento alternativo se expresan y pueden tener efectos bioldgicos opuestos al
de las proteinas de la que derivan (129).

En base a los conocimientos adquiridos a partir de la caracterizacién de E6*|
presentada en los capitulos anteriores, donde estudiamos la relevancia de las
cisteinas y el Zn en las propiedades conformacionales de este péptido, sumada a la
informacién celular obtenida de bibliografia, proponemos una hipétesis del modelo de
accion de E6*l: este modelo se basa en la formacién de hetero-complejos entre ambas
proteinas. Puede existir competencia entre ambas moléculas por el Zn unido a E6 o
por las cisteinas del hemi-sitio de esta proteina que, junto con el CxxC presente en
E6*|, reconstituirian el dominio de unién a Zn presente en E6 entera. Dado que hay
competencia entre ambas moléculas, el efecto es dependiente de la concentracion
relativa de estas dos proteinas.

Una posibilidad que surge de este modelo es que E6*| actie como un quelante
especifico del Zn unido a E6 entera. Este mecanismo de inhibicion de la actividad de
la oncoproteina E6 se mostré previamente con una serie de compuestos organicos
utilizados para expulsar el Zn unido a E6. Uno de ellos, denominado C16 (4,4-
dithiodimorpholine), fue eficaz en remover especificamente el metal unido a la proteina
E6 dentro de la célula, interfiriendo de este modo con la actividad de degradacién de
p53 mediada por la oncoproteina (161). La inactivacion especifica de proteinas Zn
finger del tipo CCHC con compuestos quimicos también fue demostrada para la
proteina de la nucleocapside p7 (Ncp7), componente del virus de la inmunodeficiencia
humana 1 (HIV-1) (162, 163) y para PARP (poly-adenosine diphosphate ribose
polymerase) (164). Ciertos compuestos basados en enlaces disulfuros y otros
compuestos organicos capaces de experimentar reacciones redox que lleven a la
liberacion pasiva del Zn unido al centro de coordinacién, actuan selectivamente sobre
los atomos de azufre de las cisteinas que coordinan Zn en NCp7. Uno de estos
compuestos que expulsa el Zn de NCp7, azodicarbonamida, se encuentra en pruebas
clinicas contra instancias avanzadas de la enfermedad del sidrome de la
inmunodeficiencia humana (SIDA) (165).

Son varios los ejemplos donde se describe la interaccién directa entre E6*l y
E6 como requisito para observar un efecto celular de la variante obtenida por
procesamiento alternativo, E6*l. En el laboratorio contamos con ambas proteinas para
trabajar in vitro ademas de un amplio conocimiento del comportamiento en solucién

tanto de la proteina E6 como de E6*l, siendo complejo para ambas. De hecho,



mostramos la tendencia de las dos proteinas a homo-oligomerizar in vitro (75, 130).
Por otro parte podrian ocurrir hetero-oligomerizaciones que le permitan a E6*| ejercer
su funcion. La formacién de hetero-oligémeros ya fue propuesta anteriormente para la
proteina E6, y E6*l puede ser parte de esas estructuras. Considerando estos
antecedentes, se procedié a analizar la existencia de interaccion directa entre las
proteinas E6 y E6*l de la cepa HPV16 como requisito para el desarrollo del posible

mecanismo de accion de E6*l.

IV.1. ANALISIS DE LA INTERACCION DIRECTA ENTRE LAS PROTEINAS E6 Y E6*I.

IV.1.1. Interaccion de E6 y E6*l analizada por gel (far western).

Toda la informacién obtenida a lo largo de esta tesis respecto a la tendencia del
péptido E6* a formar oligobmeros solubles en insolubles y a su dificultad de trabajarlo
en solucién, junto con el conocimiento existente sobre la proteina E6, dificultan la
realizacion de técnicas convencionales de andlisis de interaccion in vitro entre dos
proteinas en solucibn, como métodos espectroscopicos o0 colorimétricos.
Considerando estas observaciones, evaluamos la interaccion utilizando un
experimento que se basa en los principios del western blot y permite detectar
interaccion entre dos proteinas distintas a un anticuerpo.

El desarrollo metodoldgico se encuentra explicado en detalle en la seccion de
Materiales y Métodos. Brevemente, se corrieron geles desnaturalizantes SDS-PAGE
con aquellas proteinas con las que se queria analizar interaccion, el gel se transfirié a
una membrana de nitrocelulosa y luego de bloquear la membrana, se la incubd con
diferentes diluciones de E6* conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC). De
esta manera, en aquellos sitios donde se une E6*I-FITC se obtiene una sefal
fluorescente que puede visualizarse facilmente.

Inicialmente, en el SDS-PAGE se utilizaron diferentes concentraciones de la
proteina E6 HPV16 y como control negativo las proteinas ovoalbumina y E7 HPV16;
como se mencion6é previamente en esta tesis, en bibliografia se sugiere que las
proteinas E6 y E7 surgieron por duplicacién génica y poseen un ancestro comun (57,
58). Ambas comparten el motivo CxxCx,9CxxC de unién a Zn, y la estructura de estos
motivos de Zn es Unica respecto del resto de las proteinas de unién a Zn conocidas

(166). En base a esto y considerando nuestra hipétesis de trabajo, que presume una



interaccion directa entre E6 y E6*I mediante por ejemplo la regién de union a Zn, E7

constituye un excelente control para evaluar la especificidad de la interaccién.
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Figura 1. Interaccion directa entre las proteinas E6 y E6* | HPV16 analizada por la técnica de far
western blot. Las proteinas E6HPV16, E7THPV16 y ovoalbumina se separaron en un gel SDS-PAGE y
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. (A) Rojo ponceau de las proteinas transferidas a la
membrana. (B) membrana que se incub6 con una dilucién de E6*I-FITC y posteriormente se revelé en el
storm.

Cuando se agrega E6*I-FITC a una membrana donde se transfirieron las
proteinas de interés (Figura 1A-Rojo Ponceau), se observa que en aquellos sitios
donde se encuentra E6 se obtiene una banda que indica la interaccion de E6*l con E6
(Figura 1B). También se observa sefial en la proteina del marker Citocromo C,
correspondiendo a una sefial de auto-fluorescencia. En el resto de las proteinas
evaluadas no se obtuvo sefial, demostrando la especificidad del ensayo. Cabe
destacar que la banda tenue de la proteina E7 (Figura 1A-Rojo Ponceau) no implica
una menor masa de esta proteina; previamente se demostré una menor tinciéon de esta
molécula con diferentes colorantes.

La proteina E6*l actia como un ligando especifico reconociendo so6lo aquellas
proteinas con las que interactia. La utilizacion de este disefio experimental nos
permitié observar que E6*l interactla especificamente con E6 de HPV16, y no asi con
la proteina E7 perteneciente al mismo tipo viral.

Posteriormente se evaluo la capacidad de E6*l de reconocer a la proteina E6
dentro de una mezcla compleja de diferentes proteinas. Con este fin, se utilizé la
proteina E6 HPV16 dentro de un lisado de bacterias (Figura 2A-Rojo ponceau) y se
observé que E6*l también la reconoce en este contexto (Figura 2B). Este resultado

demuestra la especificidad de la reaccion y refuerza la hipétesis de la existencia de



una interaccion directa entre las proteinas E6 y E6*l del tipo viral HPV16, tal como

ocurre con las proteinas de HPV18.
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Figura 2. E6* reconoce especif icamente a la proteina E6 dentro de un lisado de bacterias.  Lisado
de bacterias E Coli, lisado que expresa la proteina E6GHPV16, E6GHPV16 como control positvo y E7THPV16
y ovoalbumina, utilizadas como control negativo, se separaron en un gel SDS-PAGE, se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa. (A) Rojo ponceau de las proteinas transferidas a la membrana. (B)
Membrana que se incub6 con una dilucién de E6*I-FITC y posteriormente se revelé en el storm.

Considerando los resultados obtenidos en el Capitulo Il respecto de la
relevancia de las cisteinas en las propiedades conformacionales de E6*l y el modelo
de accion propuesto, quisimos analizar si la interacciébn con E6 ocurria a través de la
formacion de un hetero-dimero unido por Zn o a través de oxidaciones
intermoleculares entre cisteinas de ambas moléculas.

Con este fin, en primer lugar se incubo la membrana conteniendo las proteinas
E6HPV16, E7 HPV16 y ovoalbimina, con E6*l en presencia y ausencia de metal; en

este Ultimo caso se agregd EDTA a todas las soluciones utilizadas (Figura 3).
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Figura 3. Relevancia del Zn en la interaccién directa entr e las proteinas E6*1 y E6. Las proteinas
E6HPV16 y E7THPV16 y ovoalbimina, utilizadas como control negativo, se separaron en un gel SDS-
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PAGE, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa que se incub6 con una dilucién de E6*I-FITC y
posteriormente se reveld en el storm. (A) Rojo ponceau de las proteinas transferidas a la membrana. (B)
incubacién en presencia de Zn. (C) incubacioén en presencia de EDTA.

En la Figura 3 se observa que E6*| reconoce especificamente a la proteina E6
tanto en presencia (Figura 3B) como en ausencia de Zn (con EDTA-Figura 3C)
indicando que la ausencia del metal, en las condiciones evaluadas, no impide la
interaccion entre ambas proteinas.

Posteriormente, con el objetivo de analizar el posible requerimiento de
oxidaciones intermoleculares entre cisteinas de E6*l y E6 para que ocurra la
interaccion, se incub6 a la proteina E6 con iodoacetamida para bloquear todas las
cisteinas presentes en la molécula. Se corrid el gel, se transfiri6 a la membrana de
nitrocelulosa y se la incubé con E6*l. Como se observa en la Figura 4, este

tratamiento tampoco afect6 la interaccidn entre ambas moléculas.
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Figura 4. Relevancia de las cisteinas de E6 en la interaccion directa entre las proteinas E6*l y E6.
Las proteinas E6HPV16 con y sin tratamiento con iodoacetamida se separaron en un gel SDS-PAGE, se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. (A) Rojo ponceau de las proteinas transferidas a la
membrana. (A) Membrana que se incubd con una dilucién de E6*I-FITC y posteriormente se reveld en el
storm.

Los resultados obtenidos indican que en las condiciones evaluadas y bajo este
disefio experimental, el Zn y las oxidaciones intermoleculares no serian pre-requisitos

para que ocurra la asociacion entre E6 y E6*1 de HPV16.

IV.1.2. Interaccion de E6 y E6*l,9.53 analizada por far western.
Habiendo demostrado la existencia de interaccion directa entre las proteinas
E6 y E6*l, posteriormente decidimos acotar el sitio de interaccién analizando la porcién

C-terminal de E6*l. En los capitulos Il y Il mostramos que muchas de las propiedades



conformacionales de E6*| estan restringidas a esta region de la molécula, ademas de
contener la mitad del motivo de uniéon a Zn CxxC, por lo que en esta seccion se
evaluara si E6*l,9.53 conserva la propiedad de interactuar especificamente con la
proteina E6 HPV16.

Se utiliz6 el mismo disefio experimental descripto previamente, pero en este
caso se incub6 con E6*ly9.53 marcada con FITC. En la Figura 6B se muestra el
revelado de la membrana que se incubd con E6*l953-FITC y se observa la presencia
de sefal en la proteina E6 y ausencia en las proteinas E7 HPV16 y ovoalblimina,
ademas de las proteinas del marker, utilizadas como control negativo. Este resultado
indica que la porcién C-terminal de E6*I también interactlia con E6 HPV16 de manera
especifica.

Ademas, se evalud la interaccién con la proteina E6 del tipo viral de bajo riesgo
HPV11. Se observé sefial fluorescente sobre la proteina E6 HPV11 indicando la unién
del péptido a esta proteina. Cabe destacar que es esperable observar asociacion
también con E6 HPV11, ya que son proteinas homoélogas. Sin embargo, la interaccién
se ve disminuida dado que aunque en la Figura 5A se observa una mayor sefial en E6
HPV11 que en la proteina E6 HPV16, correspondiente a una cantidad mayor de
proteina, la sefial fluorescente es menor (Figura 5B). Esto sugiere una menor afinidad
del péptido E6*l9.53 HPV16 por la proteina E6 HPV11, indicando la especificidad de la

interaccion por el mismo tipo viral.
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Figura 5. Interac cion directa entre la proteina E6 y el péptido E6*ly0.53 HPV16 analizada por la
técnica de far western blot. Las proteinas E6GHPV16, E7THPV16 y ovoalbimina se separaron en un gel
SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. (A) Rojo ponceau de las proteinas
transferidas a la membrana. (B) Membrana que se incubd con una dilucion de E6*ly9.53-FITC vy
posteriormente se reveld en el storm.



Por otra parte, E6*l,9.53 mantiene la capacidad de reconocer a la proteina E6 en
el contexto de un lisado bacteriano (Figura 6B), demostrando nuevamente una alta

especificidad.
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Figura 6. E6*l29.53 reconoce especificamente a E6 dentro de un lisado de bacterias. Lisado de
bacterias E Coli, lisado que expresa la proteina E6HPV16, EGHPV16 como control positivo y E7THPV16 y
ovoalbumina, utilizadas como control negativo, se separaron en un gel SDS-PAGE, se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (A) Rojo ponceau de las proteinas transferidas a la membrana. (B)
Membrana que se incub6 con una dilucién de E6*l,9.53-FITC y posteriormente se reveld en el storm.

Finalmente y considerando que E6*l,9.53 contiene en su secuencia la mitad del
motivo de union a Zn y las propiedades de unir este metal, aunque con menor afinidad,
evaluamos el requerimiento del Zn en la interaccion directa con E6 (Figura 7). Como
se realizé con el péptido E6*l entero, para evaluar la relevancia del Zn, las membranas
se incubaron en presencia de Zn (Figura 7B) o en ausencia de metal, conteniendo en
este Ultimo caso EDTA (Figura 7C). Independientemente de la solucién de incubacion,

E6*l,9.55 reconoce especificamente a la proteina E6.
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Figura 7. Relevancia del Zn en la interaccién directa entre la prot eina E6 y el péptido E6*l9.53. Las
proteinas E6HPV16, E6HPV11 y ovoalbimina, utilizada como control negativo, se separaron en un gel
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SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa que se incubd con una dilucion de E6*lz9.53-
FITC y posteriormente se revel6 en el storm. (A) Rojo ponceau de las proteinas transferidas a la
membrana. (B) incubacién en presencia de EDTA. (C) incubacién en presencia de Zn.

El resultado obtenido indica que no se requiere el metal para detectar
interaccién entre ambas moléculas, como también ocurre con E6*l. En este
experimento, nuevamente se observG una menor asociacion de E6*l53 con la
proteina E6 HPV11 indicando la menor afinidad por las proteinas de otros tipos virales.

En paralelo y haciendo uso de las distintas mutantes de E6*l que obtuvimos
como proteinas recombinantes (ver capitulo 1), evaluamos si E6*l,9.53 interactuaba con
esta region de aminoéacidos de la proteina E6 HPV16 y si se requeria alguna de las 3

cisteinas presentes en la porcién N-terminal de E6 (Figura 8).
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Figura 8. Andlisis de la interaccion directa entre  la proteina E6* y el péptido E6*l9.53. Las proteinas
E6HPV16 con y sin tratamiento con iodoacetamida se separaron en un gel SDS-PAGE y se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa. (A) Rojo ponceau de las proteinas transferidas a la membrana. (B)
Membrana que se incub6 con una dilucién de E6*I-FITC y posteriormente se revelé en el storm.

E6*l,953 Se unié a todas las mutantes de la proteina E6* como lo hace con la
proteina E6 (Figura 8B). Este resultado indica que parte de la interaccién de E6*| con
E6 se da por la porcién N-terminal de E6, dando lugar a una pseudo homo-
oligomerizacion. Ademas, la porcion de E6*l, E6*l,953, es fundamental para que
ocurra esta asociacion.

Los resultados obtenidos indican la relevancia de la porcion N-terminal de E6
en la interaccién entre ambas moléculas, aunque faltan experimentos utilizando sélo el
dominio C-terminal de E6 para comprobar el rol de esta porcidon de la molécula en la
unién caracterizada. Previamente, fue demostrado que el extremo N-terminal de E6

es fundamental en la actividad de degradacién de p53 dado que la delecién de los



primeros residuos de E6 (109) o la utilizacion de anticuerpos monoclonales que se
unen a esta regioén, inhiben la degradacién de p53 mediada por la proteina E6 (167).

Pese a no observarse la necesidad del Zn o las cisteinas como pre-requisito
para la interaccion, en solucién, ambos componentes pueden influir en la afinidad o en
la capacidad de discriminacién para que ocurra la interaccion.

Finalmente, esta constituye la primera evidencia de interaccioén directa entre las
proteinas E6 y E6*l de HPV16, y especificamente de E6*l,953 y E6 HPV16. No es
posible, mediante este abordaje experimental, discriminar diferencias cuantitativas en

la afinidad de estos dos péptidos por la proteina E6 entera.

IV.2. GENERACION DE HERRAMIENTAS DE DETECCION.

Con el objetivo de estudiar la interaccién intracelular de estas dos moléculas,
inicialmente se buscé generar una herramienta a utilizar en ensayos funcionales y que
permitiera la deteccién de las proteinas virales E6 y E6* en un contexto celular. Como
se menciond previamente, en el laboratorio se detect6 la proteina E6 endbégena
utilizando sueros de ratén (75) pero la cantidad de suero policlonal obtenido a partir de
ratones limita la cantidad de experimentos a realizar. Por otro lado, dada la dificultad
de deteccién de esta proteina y las inconsistencias observadas en cuanto a su
localizacién (ver Introduccién), decidimos producir anticuerpos monoclonales que
detecten a la oncoproteina E6. Para esto se utilizé el protocolo de obtenciéon de
anticuerpos monoclonales desarrollado por C. Milstein y G. Kéhler (168).

Es importante mencionar que se ha descripto que esta proteina posee escasa
inmunogenicidad; por ejemplo, un grupo reporté que de 1200 clones evaluados, solo 3
tuvieron alta reactividad contra E6 (169). Actualmente son muy pocos los anticuerpos
monoclonales anti-HPV E6 reportados en bibliografia y disponibles para su utilizacion
en investigacion y clinica, y la mayoria reconocen la porcion N-terminal de la proteina.
Por ejemplo, la inmunizacibn con GST-E6 HPV16 generd sélo dos anticuerpos
monoclonales que reconocen una region del N-terminal de E6, particularmente los
residuos 7-17 de E6 HPV16 (167). Kanda et al utiliz6 proteina recombinante
desnaturalizada en urea para inmunizar ratones y también aislé un Unico anticuerpo
monoclonal que reconoce la regién del N-terminal de E6 (71) . Estos resultados
sugieren que los aminoacidos contenidos dentro de esta porcidon de la proteina E6

HPV16 son particularmente inmunogénicos.



El antigeno utilizado fue la proteina E6 de la cepa HPV16 que se purific6 como
fusiébn a un tag de histidinas, de acuerdo al protocolo publicado previamente por
nuestro laboratorio (75). Se utilizaron 5 ratones Balb-c y el plan de inmunizacién que

se llevé a cabo fue el siguiente:
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Figura 9. Representacion esquematica del plan de inmunizac  i6n realizado con la proteina His -
E6HPV16. Se indican los dias en que se realizaron las distintas inmunizaciones y las caracteristicas de
cada una.

En la semana 7, luego de aplicar las tres inmunizaciones, se realiz6 una
sangria exploratoria para analizar mediante ensayos de ELISA indirecto la respuesta al
inmundgeno y seleccionar el ratén a utilizar en la fusion. Como se observa en la
Figura 10, todos los ratones inmunizados tuvieron suero con reactividad alta para las
proteinas E6 y E6*|, aunque un poco menor para esta Ultima; la reactividad fue menor
para el tag de histidinas cuya reactividad fue analizada utilizando la proteina EBNA del

virus Epstein bar fusionada a este tag.
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Figura 10. Analisis por ELISA indirecto de la reactividad d e los sueros previo a la fusion Se

evalud la reactividad de los sueros de los distintos ratones inmunizados para elegir el raton con el que
realizar la fusidn. Las placas se sensibilizaron con 0.25ug de (A) His-E6HPV16; (B) E6*l y (C) His-EBNA.

El dia de la fusion se disgreg6 el bazo del ratébn N°3 para obtener los linfocitos
B que se fusionaron, en presencia de PEG (polietilenglicol), con células tumorales de

mieloma multiple (NSO) deficientes en enzimas implicadas en la sintesis de ADN



como la timidina quinasa (TK) o la hipoxantina guanina fosforibosil transferasa
(HGPRT). Los productos de la fusion celular, denominados hibridomas, fueron
cultivados en medio HAT (hipoxantina, aminopterina y timidina) donde se eliminaron
las células de mieloma y sdélo los hibridomas fueron capaces de crecer. Después de
cultivar aproximadamente durante dos semanas estas células para permitir la
produccién de cantidad suficiente de anticuerpos y asi identificarlos mediante ELISA
indirecto, se realizé una seleccién de los hibridomas que producian anticuerpos que
reconocian el antigeno E6 y posteriormente se clonaron a dilucion infinita para obtener
colonias Unicas que producian s6lo un tipo de anticuerpo.

Se clonaron 6 hibridomas de los cuales se obtuvieron 3 clones positivos con

alta reactividad para la proteina E6 HPV16 y baja para el tag de histidinas (Figura 11).
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Figura 11. Reactividad de los clones obtenidos contra la pr  oteina E6GHPV16. Se evalu6 por ELISA
indirecto la reactividad diferencial de los clones obtenidos luego de la fusion para descartar aquellos que
s6lo reconozcan el tag de histidinas. Las placas se sensibilizaron con 0.25ug de His-E6HPV16 (barra
negra) y de His-EBNA (barra roja).

A partir del sobrenadante de cultivo de células provenientes de los diferentes
clones positivos obtenidos, se determin6 utilizando un kit de isotipado que el
anticuerpo monoclonal producido por el clon 94 F11 es una IgG 2b cadena liviana k y

el producido por el clon 27 A3 es una IgG 2a cadena liviana k.
Iv.3. CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
OBTENIDOS.

Con el fin de caracterizar los anticuerpos monoclonales obtenidos en la fusién,

se inyectaron las células de los diferentes hibridomas en la cavidad peritoneal de



ratones Balb-c para producir liquido ascitico. A partir de esta solucién se realizaron

todos los experimentos que se describen en esta seccién.

IV.3.1. Reactividad analizada por ELISA indirecto.

Inicialmente se determind por ELISA indirecto la reactividad de los anticuerpos
94 F11y 27 A3 por las proteinas E6 y E6*| (Figura 12). Para esto, se sensibilizé una
placa con sucesivas diluciones de las proteinas E6 y E6*l y mediante un ensayo de
ELISA indirecto se determin6 el titulo de ambos anticuerpos por las proteinas
analizadas, correspondiendo a la maxima dilucion donde se obtiene la mitad de la
sefial entre la sumatoria del maximo y el minimo de DO obtenida. En ambos casos la
reactividad por E6 y E6*l fue muy alta; el titulo del anticuerpo monoclonal 94 F11 es de
1/218700 y 1/72900 para E6 y E6*l, respectivamente mientras que para 27 A3 fue de
1/72900 y 1/24300, respectivamente. El titulo para la proteina E6*l es un poco mas
bajo que para la proteina E6, aunque la relacién de los titulos entre E6 y E6*] de cada
anticuerpo es la misma. En lugar de una menor reactividad, esto sugiere un menor
pegado de E6*l a la placa.

Cabe destacar que, evaluando las proteinas en su estado nativo, los titulos son
muy altos para las dos especies, hecho que puede dificultar la diferenciacién de
ambas especies en un contexto celular. Este resultado sugiere ademas que el epitope
de reconocimiento de ambos anticuerpos se encuentra en las dos moléculas por lo
gue debe estar restringido a los primeros 50 aminoacidos de la proteina E6. Los datos
se encuentran en linea con los observados en bibliografia donde los escasos
anticuerpos monoclonales obtenidos reconocen el extremo N-terminal de la

oncoproteina E6.
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Figura 12 . Reactividad de los anticuerpos monoclonales obteni dos contra las proteina s E6 y E6*l
HPV16. Se evalu6 por titulacién en ELISA indirecto la reactividad de los anticuerpos monoclonales (A) 94
F11 y (B) 27 A3 por las proteinas E6 (circulo negro) y CI2-E6*| (circulo vacio). Los titulos de los



anticuerpos se determinaron como la dilucién del liquido ascitico en donde se obtuvo el 50% de la sefial
entre la sumatoria del maximo y el minimo de absorbancia obtenida.
IV.3.2. Reconocimiento de las proteinas E6 y E6*l en western blot.

Posteriormente se evalu6 la capacidad de reconocer a E6 y E6* en geles
desnaturalizantes SDS-PAGE mediante la técnica de Western Blot; ambos anticuerpos
las reconocen en su estado desnaturalizado (Figura 14) indicando que el epitope de
reconocimiento es lineal. Ademas, nuevamente el hecho de reconocer tanto a E6
como a E6*l confirma que los anticuerpos reconocen a una porcion N-terminal de la

secuencia de E6 y parte del epitope esta contenido en la secuencia de E6*I.
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Figura 13. Western blot de las proteinas E6 y E6*I utilizando los a nticuerpos monoclonales
obtenidos. lzquierda : E6HPV16, CI2-E6*| HPV16 y E6 HPV11 y E7 HPV16 utilizadas como controles
negativos. Se incubd con una dilucion 1/1000 del liquido ascitico (LAT) del mab 27 A3. Derecha:
E6HPV16, CI2-E6*| HPV16 y E6 HPV11 y E7 HPV16 utilizadas como controles negativos. Se incubd con
una dilucién 1/1000 del liquido ascitico (LAT) del mab 94 F11. Se utilizé 0.2ug de cada proteina y se
revelo con el reactivo a-cloro naftol.

Asimismo, se analiz6 la especificidad de los anticuerpos por el tipo viral HPV16
al comparar la reactividad por western blot con la proteina E6 de HPV11 (Figura 13).
Ambos anticuerpos no reaccionaron contra la proteina E6 del tipo viral de bajo riesgo

HPV11, indicando que son altamente especificos para E6 HPV16.

IV.4. DISCUSION.

En este capitulo final se intenta aportar conocimiento respecto del mecanismo
mediante el cual E6*| ejerce su efecto en la célula. El principal efecto mencionado en
la literatura es la regulacion fina de la actividad de E6 a través, principalmente, de la

inhibicién de la degradacion de p53 mediada por esta proteina. En este sentido, se



evalu6 la existencia de interaccion directa entre estas dos proteinas de HPV16, ya
demostrada para E6*| de HPV18 (97). Se utilizaron los conocimientos respecto a las
propiedades conformacionales de E6*I HPV16 adquiridos a lo largo de este trabajo, en
conjunto con la informacion bibliografica, para plantear un modelo de accién probable
para este péptido.

Se confirmé la existencia de interaccion directa entre las proteinas E6*1 y E6 de
HPV16 producidas en nuestro laboratorio. También se observé que la porcién C-
terminal de E6* (E6*l,9.53) es suficiente para obtener asociacion entre las moléculas.
Ademas, la interaccién ocurriria a través de los primeros 50 residuos de EG6
(coincidente con la secuencia de E6*]) y no se requieren el metal o las cisteinas para
gue tenga lugar esta unién. Por dltimo, la reacciébn es altamente especifica,
reconociendo a la proteina E6 HPV16 en una mezcla compleja de proteinas y
observandose ademas, una aparente diferencia de afinidades con proteinas E6 de
otros tipos virales.

No obstante, sabemos que se requieren mas experimentos para caracterizar el
sistema completamente, y en particular desarrollar un modelo experimental en
solucién que permita analizar afinidades diferenciales entre las distintas moléculas
evaluadas. Cabe mencionar que todas las proteinas del sistema son particularmente
dificiles de trabajar, lo que incrementa la complejidad de los experimentos limitando las
técnicas a aplicar.

Independientemente de lo expuesto previamente, la interaccion entre ambas
proteinas es determinante para que E6*l ejerza su funcién en la célula, y nosotros
demostramos la existencia de esta interaccién in vitro, sentando las bases del
mecanismo de accion.

Hay mdltiples ejemplos en literatura que muestran las distintas formas en que
ésta asociacion E6*I/E6 pueda llevar a la inhibicion de la actividad de la proteina E6
entera. Por un lado, E6*l podria actuar como los anticuerpos monoclonales anti-E6
obtenidos por Giovane et al, los cuales bloquean especificamente la degradacion in
vitro de p53 mediada por E6. Estos anticuerpos reconocen la regiéon N-terminal de E6
HPV16, en particular los residuos 7 a 17, sugiriendo que el extremo N-terminal de esta
oncoproteina es fundamental en los mecanismos que llevan a la degradacién de p53
(167). En particular, se demostré que la ausencia por delecién de los residuos 14-17
interrumpe drasticamente la degradacién de p53; esto puede ocurrir por interrumpir el

plegamiento de la proteina, perdiendo por consiguiente la funcionalidad. También



demostraron, utilizando los anticuerpos monoclonales, la importancia de esta porcion
de E6 HPV16 tanto en la degradacion de p53 como en la unién al core domain de p53
dependiente de E6AP, concluyendo que es necesario un extremo N-terminal accesible
para la formacién de complejos activos E6/E6AP/p53 (169). A través de la unién
observada al extremo N-terminal de la oncoproteina E6, E6*l puede inhibir la
formacién del complejo ternario y por consiguiente parte de las funciones de EG6.

Por otro lado, E6*I puede actuar como la mutante E6 47F que presenta un
fuerte efecto dominante negativo sobre la actividad de degradacién de p53 de E6
HPV18 endobgena (80). Esta mutante es incapaz de reclutar la proteina p53 y su
inhibicién podria estar asociada a la captacién de toda la reserva de E6AP por parte
de E6 47F o a través de la union directa con E6 HPV18 salvaje. Este ultimo
mecanismo fue propuesto por Pim et al para explicar la inhibicién de la degradacién de
p53 dependiente de E6, observada en presencia del producto de procesamiento
alternativo E6*I HPV18. Este grupo concluye que la uniéon de E6*l a la proteina entera
E6 HPV18 es fundamental para las propiedades antiproliferativas de la proteina E6*I.
Ademas, mediante la construccién de diferentes mutantes, postul6 como esenciales
los residuos 30-33 de E6*I HPV18 para inhibir la funcién de E6 sobre p53. Estos
residuos son contiguos al motivo CxxC en E6*l y la delecién anula la interacciéon con
E6, disminuyendo drasticamente la habilidad de inhibir la degradacién in vitro de p53
dirigida por E6 y con ello la capacidad de bloquear la proliferacion de células HPV-
positivas (97).

Nuestros resultados muestran por primera vez la asociacion directa entre las
proteinas E6 y E6*| del tipo viral HPV16, donde ésta unidn es determinante para la
inhibicién de la degradacion de p53 mediada por E6. Ademas, en concordancia con
los resultados obtenidos para E6*I HPV18, confirmamos el requerimiento de los
primeros residuos de E6 y de los residuos de la porcién C-terminal de E6*l para que
ocurra la interaccion. Previamente en el laboratorio se demostr6 que la especie
oligomérica de E6 (E6SOs) no degradaba p53 mientras el monémero si lo hacia (75).
Esto indica que tanto la homo-oligomerizacién como la hetero-oligomerizacién con
E6*l o con una mutante inactiva de E6 como E6 F47R, que actlien como proteinas con
efecto dominante negativo, inhiben la degradacion de p53. En el Capitulo | mostramos
la alta tendencia de E6*| a oligomerizar y esto puede ocurrir con ella misma, con EB6,
como se demostré en este capitulo, e incluir otras proteinas celulares, logrando de

este modo ejercer su efecto pleiotropico ademas del especifico vinculado a p53.



Por Gltimo, se obtuvieron anticuerpos monoclonales altamente especificos y de
alto titulo contra la proteina E6 de HPV16. En experimentos de ELISA y western blot
se observl que estos anticuerpos también reconocen a E6*l, indicando que el epitope
de reconocimiento se encuentra en el extremo N-terminal de E6. Como se mencioné
previamente, esto coincide con los anticuerpos monoclonales descriptos en
bibliografia, donde la mayoria reconocen un fragmento del extremo N-terminal de E6
indicando que es la zona de mayor inmunogenicidad de esta proteina poco antigénica.

Los datos presentados en este capitulo contribuyen a profundizar en los
mecanismos moleculares de la interaccién. El desarrollo de nuevos experimentos
junto con la utilizacibn de las herramientas generadas, permitira dilucidar el

mecanismo de accion de este pequefio pero complejo polipéptido.
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Los virus han evolucionado a una organizaciéon genética compleja para el uso
Optimo de sus genomas limitados y la produccién de todas las proteinas estructurales y
reguladoras necesarias. Esta organizacion compleja incluye procesamiento alternativo,
superposicion de marcos de lectura, mecanismos de regulacién de la transcripcion y
traduccion de genomas virales, entre otros. La utilizacidon del procesamiento alternativo
es importante para la expresién equilibrada de multiples reguladores virales a partir de un
ARN policistrénico. Ademas, permite la generacion no s6lo de proteomas ampliados, sino
también de redes de interaccién de proteinas mas complejas y mas finamente moduladas.

El HPV es un virus a ADN doble cadena muy pequefio, con 8 marcos de lectura
abiertos (ORF). La expresién génica y la replicacibn de este virus proceden de una
manera muy controlada y finamente regulada por la diferenciacién de los queratinocitos
(24). Durante los ultimos diez afios, se han realizado progresos notables en la
comprension de como esta compleja expresion génica viral estd regulada a nivel de la
transcripcién (por ejemplo, a través de la metilacion del ADN) y sobre todo post-
transcripcionalmente (incluyendo procesamiento de ARN, poliadenilacion, y traduccién).
Una caracteristica significativa de todos los transcriptos de papilomavirus es que se
transcriben como mensajeros bicistrénicos o policistronicos. Esto da lugar a mdltiples
productos de procesamiento alternativo y quimeras, en muchos casos con funciones
desconocidas, y sin saber en la actualidad fehacientemente qué proteinas se producen
(24). Por el contrario, el mensajero mas abundante en tumores cervicales y lineas
celulares naturalmente transformadas por HPV es el transcripto E6*l (91, 92), y estaria
presente soélo en tipos de alto riesgo, no en los de bajo riesgo como HPV6 y 11 debido a
la ausencia del sitio consenso necesario para que ocurra la edicion del ARN (91, 92). El
procesamiento alternativo en este mensajero interrumpe el marco de lectura abierto de la
oncoproteina E6 sin modificar el marco de E7, por lo que la proteina E6 deja de
expresarese.

Un interrogante importante a responder es cual es la relevancia de este producto
obtenido por procesamiento alternativo, dado que se encuentra altamente representado
en lineas celulares transformadas por HPV. Actualmente existen dos lineas
fundamentales que intentan dilucidar este interrogante. Por un lado, postulan que E6*I
tiene relevancia a nivel transcripcional; consideran que este procesamiento del ARN
incrementa la eficiencia de traduccion de E7, al aumentar el espacio inter-cistrénico entre
ambos ORF y permitiendo a toda la maquinaria de traduccion ubicarse con mayor

facilidad (95). Por otro lado, diferentes grupos atribuyen efectos como proteina a este



producto generado por procesamiento alternativo. La actividad mas caracterizada hasta
el momento estd asociada a la regulacion negativa de la proteina E6 entera de la que
deriva, principalmente a través de inhibir la degradacion de p53 mediada por E6. En
nuestro caso, abordamos esta Ultima posibilidad a través de la caracterizacion bioquimica
y conformacional de E6*| (98).

El procesamiento del ARN genera la aparicion de un codon de terminacion
prematuro que, por un lado, evita la expresion de la proteina E6 entera y por el otro, da
lugar a la traduccién de un péptido de 50 residuos que corresponden exactamente a los
primeros 50 aminoacidos presentes en la proteina E6 HPV16. De este modo, E6* sélo
contiene la mitad de la informacion para constituir un dominio independiente de
plegamiento de tipo Zn finger como el observado para E6. La ausencia de la mitad del
motivo de uniébn a Zn presente en el dominio N-terminal de E6, que ademas esta
estrictamente conservado en todas las proteinas E6 de PVs, indica que la estructura de
E6*| debe ser distinta de la adoptada por la proteina E6 entera.

En esta tesis mostramos por primera vez que E6*1 adopta diferentes
conformaciones en solucion y observamos una fuerte tendencia de este péptido a
oligomerizar. A pH 5.0 obtuvimos oligdmeros con estructura secundaria tipo lamina-g y
gue unen la sonda fluorescente ThT. Imagenes obtenidas por AFM presentan estructuras
tipo-gusanos similares a las observadas en estructuras amiloideas; si bien actualmente se
sabe que cualquier proteina puede, en las condiciones indicadas, adoptar este tipo de
conformaciones (115), las estructuras con caracteristicas amiloides se ven sobre-
representadas en HPV. Se demostré la existencia de estas estructuras in vivo tanto para
la oncoproteina E7 (49) como para la proteina E1"E4. Interesantemente, E1"E4 también
se obtiene por procesamiento alternativo, y las fibras amiloides son especies funcionales
de esta proteina (116). Ademas se observé que el regulador transcripcional E2 puede
adoptar in vitro conformaciones similares a las observadas en rutas amiloides (117). Por
Gltimo, la observaciéon de la formacion espontanea de estos oligdmeros también en E6*,
da relevancia a este proceso en el funcionamiento natural del virus.

Por otro lado, E6*l a pH 7.5 forma oligdmeros con estructura tipo hélice-a. Estas
estructuras no se observan tan frecuentemente en péptidos y proteinas como los
oligbmeros-f; curiosamente, estas estructuras a pH 7.5 tienen similitud con los oligdmeros
E6SOs caracterizados previamente en el laboratorio para la proteina E6 entera (75). Las
estructuras de alto peso molecular obtenidas con E6*l a este pH son marginalmente

estables y su existencia en la célula puede estar relacionada con un reservorio de



proteina en equilibrio con multiples conformaciones que incrementen o modifiquen los
efectos de este polipéptido. A su vez, dependiendo de las condiciones del micro-entorno,
E6*| podria formar los oligdbmeros-f con caracteristicas amiloides.

La oligomerizacion fue demostrada para las proteinas E6 de distintos tipos virales
tanto in vitro como in vivo (75, 84) y algunos grupos indican al N-terminal como un
dominio inestable y responsable de la agregaciéon de la proteina E6 entera. Nosotros
confirmamos esta hipotesis e indicamos a E6*I como la secuencia que dirige la
oligomerizacion de la proteina E6 entera.

La presencia de Zn impide la formacién de los oligobmeros con estructura tipo
hélice-a, dando lugar a un péptido de tamafio pequefio y definido cuyo espectro de DC no
posee caracteristicas de estructura secundaria canénica La modulacién de las
conformaciones de E6*| observada en presencia del metal indica que E6*l une Zn, este
resultado es sorprendente considerando que E6* solo posee la mitad de un motivo de
unién a Zn. Observamos que E6* forma un centro de coordinacién de Zn de alta afinidad
y estan involucradas las cisteinas del motivo CxxC; de hecho, en ausencia de metal éstas
cisteinas se oxidan para formar un puente disulfuro intra-molecular. La unién a metal
ocurre a través de la formacion de un dimero, regenerando la geometria de coordinacion
de la proteina entera, y la alta afinidad aparente observada (Kp de alrededor de 10™* M)
se encuentra en el orden de proteinas documentadas que unen Zn en un contexto
bioldgico (158). Dadas las concentraciones extremadamente bajas de Zn libre dentro de
una célula (159), este dato es de extrema importancia para sugerir que el fenémeno aqui
descripto puede ocurrir en la célula. En un contexto intracelular, el equilibrio entre
especies oligoméricas y aquellas de bajo peso molecular estara determinado por la
disponibilidad de Zn.

Posteriormente, acotamos el estudio de las propiedades conformacionales de E6*I
a la porcién C-terminal de este péptido, que denominamos E6*l,953. LOS experimentos
muestran que el péptido tiene una alta tendencia a formar estructura tipo hélice-a. y que el
metal interrumpe parte de esta hélice. Este resultado es coherente con la presencia en la
secuencia de E6*ly53 de los residuos CxxC correspondientes a la mitad del motivo de
unién a Zn. E6*ly953 también une Zn pero con menor afinidad que en el contexto del
péptido entero. Esto indica la presencia de un componente conformacional en la unién al
metal, que regula la afinidad mas alla de su secuencia lineal, y una mayor complejidad en
la estructura de esta especie de E6*l que se encuentra mediada por los primeros 25

residuos de la molécula.



El Zn puede constituir un mecanismo de regulacién importante del efecto de E6*I
en el contexto celular. El estado de oligomerizacion y las propiedades conformacionales
de E6*l se modifican radicalmente en presencia de Zn, resultando en la obtencion de una
molécula pequefia y “extendida”. El metal tiende a mantener el péptido en esta estructura
extendida capaz de favorecer la interaccion con mdltiples blancos celulares y, de este
modo, ejercer su efecto. Ademas, la interaccién con otros blancos puede favorecer el
plegamiento del péptido y la permanencia dentro de la célula. Por otro lado, la oxidacion y
la unién a metal ocurren en los mismos residuos y pueden actuar como un mecanismo de
encendido y apagado que regule el efecto biolégico de E6*l. Existen actualmente en la
bibliografia multiples ejemplos donde este mecanismo de regulacion tiene lugar; un
ejemplo de ésto es la chaperona bacteriana Hsp33, donde la pérdida del Zn fuertemente
unido genera la oxidacion de sus cisteinas con un concomitante cambio estructural que
activa a la proteina (152).

Todos los resultados expuestos en esta tesis constituyen la primera evidencia
respecto de las propiedades bioquimicas y conformacionales de E6*l, donde observamos
un comportamiento complejo y modular de este pequefio polipéptido.

E6*l es capaz de responder tanto a cambios en el pH intracelular como a
variaciones de disponibilidad de Zn y traducirlo en cambios conformacionales que, por
ejemplo, modifiquen el espectro de blancos que une. Esto también se observé para la
proteina E7 de HPV. En este caso, E7 es una proteina dimérica que une una molécula de
Zn por mondmero; in vitro, el agente que dispara la oligomerizacién de E7 es el reactivo
EDTA que extrae el Zn de la region CR3 (42, 47). Este dominio s6lo esta conservado
entre las proteinas E7 y E6 de HPV y no se ha encontrado homologia de secuencia con
otras proteinas; la formacidn de este tipo de oligobmeros seria una propiedad compartida
por estas proteinas.

Finalmente, demostramos por primera vez la interaccién directa de las proteinas
E6 y E6*I del tipo viral HPV16. Esta interaccion es altamente especifica, reconociendo a
la proteina E6 HPV16 en una mezcla compleja de proteinas y observandose ademas, una
aparente diferencia de afinidades con proteinas E6 de otros tipos virales. Esta interaccion
se puede mapear a la regién C-terminal de EG6*l, responsable de muchas de las
propiedades del péptido. La homo-oligomerizacién de ambas especies fue demostrada
por nuestro laboratorio (75, 130), y los experimentos de interaccién muestran que también
puede existir la hetero-oligomerizacion entre las proteinas E6 y E6*l. Esta hetero-

oligomerizacion es la que le permite a E6*| inhibir las funciones de la proteina E6 entera.



En literatura se encuentran multiples ejemplos donde los productos proteicos obtenidos
por procesamiento alternativo se unen a las proteinas de las que derivan e inhiben sus
funciones, actuando como "mutantes" dominante negativas. EIl supresor tumoral p53 es
uno de estos ejemplos: la variante Ap53 obtenida por procesamiento alternativo se une a
p53 entera, formando tetrAmeros mixtos inactivos (170).

Por otro lado, la alta especificidad observada en la interaccion E6-E6*| sugiere que
esta secuencia, en el contexto de la proteina E6 entera, seria responsable principalmente
de la homo-oligomerizacién mientras que otras regiones de E6, como el C-terminal, que
contiene el motivo de union a proteinas PDZ, estarian involucradas en la interaccién con
blancos celulares o virales.

Las oncoproteinas E6 y E7 también se encuentran en equilibrio con especies
oligoméricas que presentan caracteristicas conformacionales diferentes y propias. Ambos
oligdbmeros fueron detectados in vivo por nuestro laboratorio. La formacion de estas
supra-estructuras permitiria un mayor nimero de interacciones, y no queda descartado
gue puedan formar hetero-oligbmeros con sus blancos. De todos los blancos celulares
descriptos para ambas, aquellos mas importantes seran los que cumplan roles
regulatorios en el control del ciclo celular, polaridad celular o estabilidad de los
cromosomas (26). Este equilibrio resulta complejo y se vera afectado por condiciones de
estrés celular y por el estado de diferenciaciéon celular. En este contexto, E6*l se suma
para aportar complejidad al sistema. De hecho, el péptido podria formar parte de esos
hetero-oligdmeros modulando la funcién de la proteina E6, y posiblemente, de la proteina
E7.

E6*| actuaria como un punto de regulacion fino de la proteina E6 entera de la que
deriva. Claramente, la relevancia de este péptido se da durante el ciclo de vida normal
del virus. En esos momentos, la expresion de E7 en los niveles basales desregula el ciclo
celular dando lugar a un incremento en la duplicacion que finalmente induce la muerte
celular programada o apoptosis; es en este momento donde se produce E6, que inhibe la
apoptosis celular. Una accién desregulada de esta oncoproteina lleva a la transformacion
celular que, a largo plazo genera la pérdida de algunos genes virales y por consiguiente
su capacidad replicativa. En este sentido, la expresion de E6* controla la actividad de
E6; por un lado, el procesamiento alternativo que da lugar a E6*l interrumpe el ORF de E6
evitando la expresion de la proteina E6 y por el otro lado la proteina E6*l inhibe
actividades de E6 que pueden llevar a la transformacion celular evitando que ocurra este

proceso. En esta linea, es tentador especular que la interaccién virus-célula es capaz de



"sensar" el numero de copias virales y regular el exceso de actividad de los genes con el
fin de garantizar la viabilidad de las células. La desregulacién posterior de la expresiéon de
las proteinas E6 y E7 debido a la pérdida de E2, como ocurre en los procesos
cancerosos, provoca que los otros elementos de regulacién fina virales, como es el caso
de E6*l, no puedan evitar la transformacion celular.

En conjunto, los estudios presentados en este trabajo representan el primer aporte
al conocimiento de los mecanismos basicos de plegamiento y de las propiedades en
solucién de E6*1, polipéptido al que se le atribuyen multiples efectos en el contexto celular
pero del que se desconocen aspectos fundamentales bioquimicos y estructurales. Pese a
interrumpir un motivo independiente de plegamiento, mostramos por primera vez que este
péptido compuesto por 50 residuos es capaz de adoptar conformaciones estructuralmente
no relacionadas entre ellas que incluyen estados con baja cantidad de estructura
secundaria canénica y estabilidad marginal, conformaciones amiloidogénicas y diferentes
especies oligoméricas, unas con contenido de hélice-a y otras con lamina-p (130)).
Ademas, demostramos que ,pese a tener sélo la mitad de un motivo de unién a Zn, E6*
reconstituye un dominio de uniéon a Zn a través de la formacion de un centro de
coordinacion de alta afinidad constituido por dos moléculas de péptido, donde las
cisteinas 37 y 40 serian los ligandos de la esfera primaria de coordinacion del metal. En
este contexto, es posible considerar a E6*| como una secuencia camaleon.

Finalmente, en un contexto celular los niveles de proteina, disponibilidad de Zn,
estado de oxidacion y pH determinaran el destino de E6*l, que se encuentra fuertemente

vinculado a la regulacién de la proteina E6.
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Alineamiento de secuencias y analisis bioinformatico.

Construccion de logos de secuencia: los logos de secuencia fueron construidos con el

programa WeblLogo (171) (http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) y utilizando un
alineamiento manual de 66 secuencias de la porcidn N-terminal de todas las proteinas E6
del género alfa y con tropismo genital. Las secuencias de las proteinas E6 fueron
obtenidas de la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information). La

altura total de las letras en cada posicion i es calculada como:

s-1
Rsecuencia (l) = |092(S) + 2f (a1i) |092(f (b,l)) -
2 In(2) n D

donde s es el numero de simbolos (20 para proteinas) y f (a,i) son las fracciones de cada
aminoacido en la posicién i. EIl tercer término es una correccion por el tamafio de la
muestra, donde n es el nUmero de secuencias en el alineamiento. EIl valor maximo de
Rsecuencia es 4.32 para proteinas, y el minimo es cero. La altura de cada simbolo

dentro de una posicion es proporcional a su abundancia:
Altura (b,i) =f (a,))  Rsecuencia (i) 2

Predictores de estructura secundaria: se utilizaron los predictores de estructura

secundaria MeDor (132) (http:// http://www.vazymolo.org/MeDor/index.html) y AGADIR
(133) (http://agadir.crg.es). En este ultimo, los diferentes péptidos se evaluaron a pH 7.5,
0.2M fuerza iénica 'y 298K.

Materiales y preparacion de la muestra.

El péptido de E6*l se obtuvo por sintesis en fase solida (Keck facility, Universidad
de Yale, New Haven, CT). El péptido crudo, como se recibe de la sintesis, es una mezcla
de especies oxidadas y reducidas. Para obtener una solucibn homogénea
completamente reducida, se disolvié péptido liofilizado en una soluciéon conteniendo 6.0M
Gdm.Cl (Invitrogen), 50.0mM DTT (Sigma Aldrich), 5.0mM EDTA y se incubdé 24hs a
25C. El péptido reducido fue purificado por cromatografia de alta presién de fase reversa
(RP-HPLC) en una columna C18 (Thermo Scientific), liofilizado y redisuelto en 6.0M
Gdm.Cl, 8.0mM HCI para evitar la oxidacién de cisteinas.

En general, esta solucion madre contiene 0.5mM de E6*l reducido. El peso
molecular (MW) fue confirmado por espectrometria de masas MALDI-TOF (Bruker
Microflex, Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA).



La concentracion de péptido de cada solucibn madre se determiné
espetrofotométricamente utilizando la absorbancia de tirosinas en una solucion de NaOH
0.1M a 293 nm y un coeficiente de extincién molar de 2400M™* cm™ por tirosina.

El protocolo de preparacion de la muestra detallado previamente también fue el
utilizado para los péptidos E6*l,9.53, E6*lc11l, E6*Ic18 y E6*Ic31, correspondientes a los
extremos C-terminal de las proteinas E6*l de los tipos virales HPV16, HPV11l, HPV18 y

HPV31, respectivamente.

Dicroismo Circular (DC).

Las mediciones de DC fueron realizadas en un espectropolarimetro Jasco J-810
(Jasco, Japdn) empleando una velocidad de escaneo de 100nm/min, un ancho de banda
de 1nm, y una respuesta promedio de 4 segundos. La temperatura se mantiene en un
rango de + 0.1°C, utilizando un dispositivo peltier. Los espectros resultantes provienen de
un promedio de 8 mediciones. Se utilizaron cubetas de paso 6ptico de 0.1 0 0.2cm. Los
datos crudos son transformados en elipticidad molar por residuo ([©] mwr) cuyas unidades

son deg.dmol™.cm? que normaliza por paso de luz, concentracién, y nimero de enlaces

peptidicos:
[0] mwr =deg/ IXC x10x N )
donde:

| = paso de luz en cm

C = concentracién expresada en molar

N = namero de enlaces peptidicos y corresponde al nimero total de aminoacidos
menos 1 (aa-1)

10 = factor que transforma en dmol

El péptido en 6.0M Gdm.Cl se replegé tanto por dilucibn como por dialisis en las
distintas condiciones evaluadas. A diferencia de este ultimo, por dilucién queda Gdm.Cl
residual que afecta la medicion de DC imposibilitando medir a longitudes de onda bajas.
Las muestras se centrifugaron 10 minutos a 13.000 rpm previo a realizar las mediciones.

La especie de E6*l a pH 7.5 en ausencia de Gdm.Cl se obtuvo resuspendiendo
péptido liofilizado en el solvente organico acetonitrilo, y a partir de esta solucién madre
concentrada se diluyd en buffer Tris-HCI pH 7.5 en presencia del reductor TCEP. Se
realiz6 este protocolo porque las didlisis a pH 7.5 provocaban la precipitaciéon total de la

muestra, probablemente por oxidaciones intermoleculares.



En el caso de las especies de E6* con Zn, el replegado se realizé sobre un buffer
conteniendo 1.5 equivalentes del metal.

Para evaluar el efecto del NaCl sobre la estructura secundaria de E6*l, se titularon
10.0uM de péptido en buffer acetato de sodio pH 5.0 con concentraciones crecientes de
NaCl en un rango de 0 a 900mM de la sal. Se incubé 2 minutos entre cada punto y se
midio el correspondiente espectro de DC.

Para las termodesnaturalizaciones, a aproximadamente 20.0uM de péptido se le
aplic6 un gradiente de temperatura de 20C a 85C a una velocidad de barrido de
5€C/min. Se tomaron espectros al inicio de la termodesnaturalizacion, a la maxima

temperatura alcanzada y finalmente luego de bajar la temperatura a 20<C.

Dispersion de Luz Dinamica (DLS).

Se evalu6 el didmetro hidrodindmico de la especie de E6*| obtenida en buffer
acetato de sodio pH 5.0 utilizando un aparato de dispersion de luz dinamico, Zetasizer
Nano Series Zen 1600 de Malvern Instruments Ltd.(Malvern, Worcestershire, UK). Se
utilizé una celda de cuarzo de 1cm de paso de luz y una concentracion de péptido de
aproximadamente 20.0uM (0.12mg/ml). La temperatura se mantuvo constante a 25°C
utilizando un dispositivo peltier. Previo a la medicién, se centrifugd la muestra a 13.000

rpm. Los resultados fueron procesados utilizando el programa DTS incluido en el equipo.

Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM).

Las mediciones de AFM se realizaron en el Centro de Microscopias Avanzadas de
la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales coordinado por la Dra. Lia
Pietrasanta.

Para adquirir las imagenes de AFM, se diluyé E6*l a aproximadamente 0.2uM
(0.0012mg/ml) en 10mM buffer acetato de sodio pH 5.0, 1.0mM TCEP. Se depositaron 20
microlitros de la muestra en la mica. 2-5 minutos después se lavé la muestra con agua
Mili-Q para remover las moléculas que no se adhirieron firmemente a la mica y se secd
con nitrégeno.

Se utilizé un microscopio de Fuerza atébmica Nanoscope Il Multimode (Digital
Instruments, Veeco Metrology, Santa Barbara, CA) y cantilivers de 125um de largo con
una fuerza constante de 40N/m (NanoDevices, Veeco Metrology).

Se capturaron imagenes (512 pixeles) con un tamafio de la imagen entre 0.5 y
3.0um y una velocidad de escaneo de 1-2 lineas/segundo. Las imagenes se procesaron

utilizando el programa Nanoscope (Digital Instruments), el cual permitié remover el ruido



de base. Posteriormente, se utilizd el programa WsxM 4.0 Beta 2.1 para analizar las

imagenes.

Fluorescencia de Tioflavina T (ThT).

Las mediciones fueron realizadas a una concentracion final de 10.0uM de proteina
en 20mM buffer fosfato de sodio pH 7.0 y 20.0uM de Tioflavina T. El espectro de emisién
se obtuvo en un espectrofluorimetro Aminco-Bowman a longitudes de onda de excitacién
y emision de 435 y 490 nm, respectivamente. Como control positivo se utilizaron los
oligbmeros de E7SOs (47).

Dado que el pH bajo modifica las propiedades de fluorescencia de la Tioflavina T,
previo a la medicion E6*l a pH 5.0 se dializ6é durante 2 horas en 20mM buffer fosfato de
sodio pH 7.0.

Filtracion en columnas de exclusiéon molecular (SEC).

En los experimentos de SEC analiticas se utilizaron una columna Superdex 75
(Amersham Pharmacia) cuyo rango de inclusién comprende proteinas globulares entre
3.000 y 70.000 Da y una columna Superdex 200 (Amersham Pharmacia) con un rango de
10.000 a 600.000 Da, equilibradas en 50mM Tris-HCI buffer pH 7.5 y 0.2M Gdm.Cl y
50mM Tris-HCI buffer pH 8.8, respectivamente. Se calibraron utilizando proteinas
globulares como marcadores estandares de peso molecular; para la columna Superdex
200 se utilizaron: BSA (67kDa), ovoalbumina (43kDa), Quimiotripsindgeno A (25kDa) y
Ribonucleasa A (16.4kDa) obtenidos de Amersham Pharmacia y para la Superdex 75:
gamma globulina (158KDa), ovoalbumina (43KDa), mioglobina (17kDa) y vitamina B12
(1.35KDa), kit de calibracién obtenido de Biorad. La elucién de los péptidos se detectd a
220 nm.

El volumen muerto (VO) y el volumen total (VO + Vi) fueron determinados
inyectando el polimero azul dextrano y acetona, respectivamente. Todas las muestras se

centrifugaron a 13.000 rpm antes de ser introducidas en las columnas.

Electroforesis en geles desnaturalizantes de poli-acrilamida.

Todos los SDS-PAGE fueron realizados segun el método de Laemmli (172). Para
E6*l,953 Se corrieron geles Tris-Tricina. Previo a la siembra de las muestras en el gel,
éstas son tratadas con el buffer 125mM Tris-HCI pH 6.8, 4% SDS, 0.02% azul de
Bromofenol, 25% v/v glicerol, 0.2M DTT (buffer de siembra). Los geles son tefiidos con

una solucién de Coomassie Blue. Previo a sembrar muestras que contienen Gdm.Cl,



estas se precipitaron con acido tricloroacético (TCA) al 10% y se resuspendieron en buffer

de siembra.

Clonado, expresién y purificacion de E6*l y sus mutantes como proteinas de fusién.
Clonado: E6*l de HPV16 se amplificé a partir del plasmido petl5b-E6HPV16 ampliamente
utlizado en nuestro laboratorio y se clon6 en el plasmido pGEM-T (Promega) con los
siguientes cebadores:

Fw 5'-GGAATTCCATATGCACCAAAAGAGAACT-3.

Back 5'-CGGGATCCTTACAGCTGGGTTTC-3".

Esta construccion se utilizd para realizar las distintas mutaciones mencionadas en
la tesis; las mutaciones fueron conservativas cambiando cisteinas por serinas y los
cebadores utilizados fueron los siguientes: VER NOMENCLATURA
C23s Fw 5-GGAATTCCATATGCACCAAAAGAGAACT-3'.

Back 5'-CGGGATCCTTACAGCTGGGTTTC-3".
C37S y C40S (CxxC) Fw 5'-GGAATTCCATATGCACCAAAAGAGAACT-3'.

Back 5'-CGGGATCCTTACAGCTGGGTTTC-3".
C23S, C37S y C40S (SinC) Sobre la mutante con las cisteinas 37 y 40 mutadas se
utilizaron los cebadores de la mutacion C23S para eliminar todas las cisteinas de la
secuencia de E6*I.

Posteriormente se subclonaron en diferentes plasmidos de expresién; el producto
de ligacion fue transformado en la cepa de E. coli DH5a y seleccionado con ampicilina
(100ug/ml); las colonias transformantes positivas fueron identificadas por colony-PCR
utilizando el mismo par de cebadores y finalmente chequeadas por secuenciacion. Los
plasmidos resultantes fueron purificados y utilizados para la expresion de la proteina en
bacterias. EIl vector petl5b contiene en el extremo N-terminal un tag de Histidinas (6x) y
una secuencia de corte para la proteasa trombina (secuencia: LVPRGS) expresando las
construcciones ligadas a un tag de histidinas que permite su purificacién por columnas de
afinidad de niquel. El vector pMalC posee en el extremo N-terminal la proteina MBP
(Maltose Binding Protein) y una secuencia de corte para la proteasa trombina. Por ultimo,
se utilizé el vector pGPG, plasmido modificado en nuestro laboratorio, con el que se
obtiene una proteina de fusién con la proteina CI2 (chimotripsin inhibitor 2) en el extremo
N-terminal y un péptido sefial que permite la traslocacién al periplasma bacteriano
facilitando ampliamente la purificacion de la proteina de interés. A diferencia de los dos

vectores mencionados anteriormente, el vector pGPG no se induce por IPTG. Posee un



promotor que se reprime por altas concentraciones de fosfato siendo necesario expresar
estas construcciones en medio minimo.

Expresion: Se realizaron pruebas de expresién con las tres construcciones, obteniendo
clones con alta expresion de E6*l s6lo con el vector pGPG. Las pruebas de expresion
fueron realizadas en la cepa de bacterias E.coli BI21(DE3)pLysS, y utilizando los
siguientes medios de cultivo: minimo (M95X), Luria Beltrani (LB) y Medio 2TY.
Brevemente, 2.0ml de medio de cultivo con las bacterias transformadas con los diferentes
vectores se crecieron a 37°C hasta alcanzar una densidad 6ptica (DO) aproximada de 0.6,
momento en el cual se indujeron con IPTG o bajas concentraciones de fosfato. Las
bacterias se cosecharon 12hs después de la induccién, se tomaron alicuotas
correspondientes a la misma cantidad de bacterias para todas las condiciones y se
analizé el nivel de expresion en geles de poliacrilamida desnaturalizantes al 15% (SDS-
PAGE).

Posteriormente se evalué la localizacién celular de E6*l en la condiciébn donde se
obtuvo mayor sobre-expresion, siendo esta la construccién en el vector pGPG. Se realizé
un protocolo de extraccion de proteinas periplasmaticas con sacarosa. Este proceso
consiste en resuspeder el pellet bacteriano en 20.0% sacarosa en buffer Tris-HCI pH 8.0 y
posteriormente agregar 1.0mM EDTA. La muestra se incuba 10 minutos y se centrifuga a
4C durante 10 minutos a 10.000 rpm. EIl pellet se resuspende en 5.0mM MgSO, y se
incuba durante 10 minutos en frio. Nuevamente se centrifuga la muestra, y el
sobrenadante corresponde a las proteinas de periplasma. Luego, el pellet de la
centrifugacion se resuspende en buffer Tris-HCI pH 7.5, 1mM EDTA, 10.0mM 2-gM, se
sonica y por ultimo se centrifuga para separar la fraccidon soluble (sobrenadante) de la
insoluble (pellet). .El analisis de las fracciones obtenidas mediante geles SDS-PAGE
mostré que todas las proteinas de fusién se encuentran en la fraccion insoluble de la
bacteria, conocida como cuerpos de inclusion.

Luego de optimizar las condiciones de induccién de las proteinas de interés, se
expresaron a escala las distintas construcciones de E6*l en el vector pGPG: se partid de
un clon congelado a — 80C en una base de cepas a partir del cual se largé un inoculo de
2.0ml en medio LB con 100ug/ml de ampicilina, se crecié durante 8 horas a 37<C con
agitacion y se transfirieron 500ul a un pre-cultivo de 50.0ml de medio LB suplementado
con 100ug/ml de ampicilina que se dejaron creciendo toda la noche a 37C. A la mafiana

siguiente se agrego6 el pre-cultivo a 1.0L de medio minimo y ampicilina, se crecié a hasta



alcanzar una DO de 0.6 donde se indujo con 0.2mM fosfato y se dejo durante 18hs con
agitacion a 37°C hasta el momento de la cosecha.
Purificacion: Las células fueron cosechadas 18 horas pasada la induccién, congeladas a —
80C para favorecer la ruptura de la pared celular y resuspendidas en buffer de lisis (BL:
50mM Tris-HCI pH 7.5, 2.0mM EDTA, 2.0mM PMSF, 10.0mM 2-gM). Posteriormente las
bacterias se sonicaron a alta potencia y se centrifugaron a 18.000 rpm para separar la
fraccién soluble de la insoluble, donde se encuentra la proteina CI2-E6*l. Los cuerpos de
inclusién fueron extensivamente lavados en 3.0M urea y resuspendidos en 6.0M Gdm.Cl,
50mM Tris-HCI pH 7.5y 10.0mM DTT. La muestra fue purificada utilizando una columna
de fase reversa (C8) en HPLC utilizando un gradiente de acetonitrilo/H,0/0.1% TFA.
Posteriormente se liofilizaron las fracciones que contienen a la proteina de interés y se
resuspendieron en 6.0M Gdm.Cl, 8.0mM HCI para evitar oxidaciones de las cisteinas
presentes en la secuencia de E6*l. A partir de esta muestra se realizaron varios
experimentos asociados a oxidaciones; esto fue posible porque la proteina CI2 a la que
E6*| se encuentra fusionada no contiene cisteinas en su secuencia primaria.

Finalmente, se evalu6 el grado de pureza de las proteinas purificadas mediante
geles SDS-PAGE al 15%. Este protocolo fue el utilizado para las cuatro construcciones

de E6*l expresadas durante la tesis.

Estabilizacién de estructura con Trifluoroetanol (TFE).

Para evaluar el efecto del TFE sobre la estructura secundaria de E6*l,9.53, E6*ICc11,
E6*I1c31 y E6*Ic18, se titularon aproximadamente 20.0uM de péptido en buffer 20mM Tris-
HCI pH 7.5, 0.6M Gdm.CIl, 2.0mM TCEP con concentraciones crecientes de TFE en un
rango de 0 a 55.0% v/v del alcohol. Se incubd 2 minutos entre cada punto y se midi6 el
correspondiente espectro de DC. Las muestras con Zn contienen en el buffer 30.0uM
ZnSO,.

El % de hélice-a en TFE, indicado en las diferentes tablas del Capitulo II, se

estimé a partir de la ecuacién empirica (173):
% helice = Mdeq 222 nm * 100 / - 39500 * (1- (2.57 * n)) (4)

donde n es el numero de residuos.
La curva de E6*l,9.53 con Zn se ajusté a un modelo de dos estados Coil < hélice-
o. Se considerd que la energia libre de formacion de hélice alfa depende en forma lineal

del cociente [TFE]/[H,O].



AG coil o neiice-o ((TFEJ/[H20]) = AG ** 7 — m e« [TFE]/[H,O] (5)

Se ajustd la sefial de elipticidad a 222 nm a la siguiente ecuacién para obtener los

valores de AG y m para la transicién:

[@]:[®TFE]+[®HZO] . e(l/RT(m[TFE]/[HZO]-AGHzo))/ (1+e(l/RT(m[TFE]/[H20]-AGHzo))) (6)

donde [6"%°] y [@"7F] son las elipticidades medias por residuo en agua y alto TFE, R es la
constante de los gases y T la temperatura en grados Kelvin. El ajuste de los datos fue

realizado utilizando el programa Profit (Quantumsoft, Aurich, Switzerland).

Estabilizacién de estructura con Sodio Dodecil Sulfato (SDS).

Luego de replegar por dilucién aproximadamente 40.0uM de péptido durante lhora
a temperatura ambiente, los cuatro péptidos evaluados se dializaron para quitar el Gdm.Cl
residual que precipita en presencia de SDS. El buffer de didlisis utilizado fue 20mM Tris-
HCI pH 7.5, 2.0mM DTT; para las muestras con metal se agregé en el buffer 15.0uM Zn.
Luego de 16hs de dialisis, se tomé un espectro de DC, y se agreg6é 1.0mM (concentracién
sub-micelar) y 10.0mM (concentracion micelar) SDS a cada una de las especies.
Después de 3hs de incubacién, se midieron los diferentes espectros de DC. La
concentracion de las muestras previo a agregar SDS, se determind mediante el ensayo
colorimétrico de Bradford. Estos valores fueron los utilizados para convertir los datos
crudos en elipticidad molar.

En los casos donde las caracteristicas del espectro indicaban la estabilizacién de
estructura tipo hélice-alfa, se calcul6 el porcentaje de residuos en hélice considerando el
valor de elipticidad molar a 222 nm y aplicando la ecuacion (4) previamente descripta.
Esto se realiz6 para poder comparar de manera mas clara los resultados observados

cualitativamente.

Cromatografia Liquida de Alta presion en Fase Reversa (RP-HPLC).

Todas las corridas de RP-HPLC se realizaron en una columna analitica de fase
reversa C18 (Thermo Scientific) utilizando un gradiente lineal de 0-100%
acetonitrilo/H,0/0.1% acido trifluoroacético (TFA) en 60 minutos. Los péptidos eluidos se
detectaron a 220 nm.

E6*I completamente reducida se obtuvo diluyendo 10 veces la solucion madre
reducida en Gdm.CI (ver arriba, preparacién de la muestra) en buffer 50mM Tris-HCI pH

7.5y 5.0mM TCEP. Para obtener E6*I completamente oxidada, se realiz6 el mismo



procedimiento pero en ausencia de TCEP e incubando la muestra a temperatura ambiente
durante 24 hs. Generalmente, se inyectaron 15.0ug de péptido. Los experimentos se
realizaron en una concentracion residual de 0.6M Gdm.Cl para evitar la agregacién
instantanea del péptido luego de diluir la solucion madre.

Los experimentos de oxidacidn en funcién del tiempo se realizaron diluyendo
alicuotas de la solucién madre reducida en buffer Tris-HCI pH 7.5 solo, con 5.0mM TCEP
o 50.0uM zinc, segun se indica. Estas condiciones se midieron en 0.6M y en 6.0M
Gdm.Cl para evaluar contribuciones conformacionales en el comportamiento observado.
A cada tiempo seleccionado, la reaccién de oxidacion se frena con el agregado de 0.1%
TFA y se analiza por RP-HPLC como se describié anteriormente. Se utilizé el programa
del equipo de HPLC para integrar las areas bajo la curva de las especies oxidada o
reducida.

Finalmente, para poder comparar las diferentes cinéticas obtenidas se estimé el
tiempo medio (t)2) t'2 de oxidacién de las distintas especies evaluadas. Mediante el
programa KaleidaGraph se ajustaron los datos a una ecuacién exponencial (7) y a partir

del valor A se obtuvo el tiempo medio (8):

N(@#)=Noe™s (7)
ta=1/A*In 2 (8)

Analisis de la reaccién de oxidacién por espectrometria de masas MALDI-TOF.

Todas las mediciones de espectrometria de masas se realizaron en un equipo
Bruker Microflex (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA). Se mezclaron volimenes iguales
de la muestra de interés (aproximadamente 10.0uM) y de la matriz a-cyano hydroxy
cinnamic acid (HCCA) disuelta en 70% acetonitrilo (v/v), 0.1% TFA (v/v) y se analizaron
alicuotas de 1.0ul por espectrometria de masas MALDI-TOF.

Los tratamientos con iodoacetamida (IAA) se realizaron incubando E6*| reducido u
oxidado con 56.0mM IAA en 50mM buffer carbonato de amonio pH 7.8 durante 1 hora a
temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente todas las muestras se precipitaron
con TCA para eliminar el exceso de IAA antes del analisis por MALDI y se resuspendieron
en una solucion de acetonitrilo/TFA 100/0.1%. Estas muestras se analizaron en modo
lineal positivo.

La digestién del péptido se realizé agregando Endoproteinasa GluC (Sigma) en
una relacion enzima/péptido de 1:25m/m e incubando a 25C durante 2 horas. Los

péptidos obtenidos luego de la digestion se pasaron por un Zip-TipC18 (Millipore Corp,



Billerica, MA) para desalarlos y se eluyeron con acetonitrilo/TFA 50/0.1%. Se
seleccionaron y analizaron los fragmentos en el rango de masas de 1000-4000 Da,
utilizando el modo reflectron positivo que incrementa considerablemente la resolucion de

los picos.

Determinacion del potencial redox de E6*I.

La constante de equilibrio redox (Keq) para la oxidacion de las cisteinas de E6*l se
obtuvo incubando el péptido con el par redox de referencia DTT,.o/ DTTox. Brevemente,
se incubaron 15.0ug de E6*l reducida durante 3 horas a 25C en 50mM buffer Tris-HCI pH
7.5 conteniendo 10.0mM del par redox. EIl potencial redox se regulé variando el DTTeq
desde 0.01mM hasta 9.76mM y el DTTox desde 0.24mM hasta 9.99mM mientras se
mantuvo fija la concentracién final de DTT en 10.0mM. EIl experimento se realizé en 6.0M
Gdm.Cl. Después de 3 horas, se agregd 0.1% TFA a cada muestra y se las analiz6 por
RP-HPLC. La fraccion de E6*l en su forma reducida se calculé integrando el area bajo la

curva del pico de HPLC. Los datos se evaluaron de acuerdo a la ecuacién (9):
R =([DTTred] / [DTTox]) / (Keg + [DTTred] / [DTTox]) 9

donde R es la fraccion de péptido reducido en el equilibrio, y Keq €s la constante de
equilibrio. El potencial redox estandar (Eqy") de E6*l se calculo utilizando la ecuacion de
Nernst (10):

EO’ proteina = EO’ referencia — (RT/ZF) In Keq (10)
considerando el valor de -0.307 V para el potencial redox del par DTT,eq/ DTTox (174).

Experimentos de unién a Zn.

Cuantificacion del Zn unido a E6*l: La concentracidn de péptido a utilizar en los ensayos

de cuantificacion del metal unido, fue determinado por el ensayo colorimétrico de Bradford
y por absorcion de tirosinatos a pH basico (ver arriba, preparacién de la muestra). El Zn
unido a E6*l se determind por la medicidén espectrofotométrica del indicador colorimétrico
de metales (2-pyridylazo)resorcinol (PAR) (155). En resumen, se diluy6 10 veces la
solucién madre de E6*l reducido en un buffer conteniendo un agente reductor y 1.5
equivalentes de Zn, se incubé 1 hora a temperatura ambiente, posteriormente se traté con
Chellex 100 (Biorad) para remover el metal débilmente unido y se purific6 en columna PD-
10 (GE Healthcare). Se incubaron 6.0uM de la muestra con 100.0uM de PAR y 100.0uM
of p-hydroxymercuriphenylsulfonate (PMPS) en 50mM buffer fosfato de sodio pH 7.0 y



0.2M Gdm.Cl. La reacciéon se midi6 a 500 nm y la cantidad de Zn unido se cuantifico
comparando con una curva estandar (Sigma) en ausencia y presencia de PMPS. El valor
obtenido en presencia de PMPS representa el Zn total de la muestra mientras que el
extraido con el PAR se considera el Zn unido débilmente; la diferencia entre estos dos
valores proporciona la cantidad de Zn que se encuentra fuertemente unido a E6*l. Se
obtuvo el mismo resultado midiendo en 50mM buffer Tris-HCI pH 7.5 y 0.2M Gdm.Cl.

Ensayo de competencia: Inicialmente se agregé E6*l reducido y desnaturalizado para

obtener una concentracion final de 6.0uM en una soluciéon conteniendo 6.0uM Zn y
100.0uM PAR en 50mM buffer fosfato de sodio pH 7.0, 2.0mM TCEP y 0.6M Gdm.Cl. Se
monitoreé la absorbancia a 500 nm, indicativa de la formacién del complejo Zn (PAR),, en
funcién del tiempo luego del agregado de E6*l. Cuando se indica en el experimento, se
agregaron PMPS y DTT a una concentracion final de 160.0uM y 250.0uM
respectivamente. Este protocolo también se realiz6 con las proteinas recombinantes
(CI2-E6*1 wt, C23S y SinC). En todos los casos, se obtuvo el mismo resultado midiendo
en buffer Tris-HCI pH 7.5 en lugar de fosfato de sodio pH 7.0.

Titulaciones en presencia de PAR: En las titulaciones con Zn se utiliz6 como indicador

colorimétrico el reactivo PAR gque, como se mencioné anteriormente, absorbe fuertemente
a 500 nm cuando se une al metal. Las mediciones se realizaron en 50mM buffer Tris-HCI
pH 7.5, 2.0mM TCEP y 0.6M Gdm.CI.
Modelo A : se agregaron cantidades crecientes de una solucion madre concentrada de
ZnSO4 a una solucién con 100.0uM PAR y 6.0uM E6*l (también se utilizd E6*lx953 a la
misma concentracidn en este ensayo) y se midié la absorbancia a 500 nm una vez
alcanzado el equilibrio de la reaccién. La estequiometria de la unién se calculd
graficamente considerando el punto de inflexién de la curva obtenida.
Modelo B: consisti6 en agregar cantidades crecientes de una solucibn madre
concentrada, reducida y desnaturalizada de E6*| (también utilizamos E6*l,e53 y EDTA) a
una soluciéon con 100.0uM PAR y 3.0uM Zn y evaluar la absorbancia a 500 nm. En este
caso, a diferencia del otro modelo de titulacién, se observa un descenso en la
absorbancia a 500 nm correspondiente al desplazamiento del metal unido al PAR por la
molécula utilizada como competidor. La cantidad de Zn desplazado dependera de las
afinidades relativas del PAR y el competidor.

Finalmente, estos experimentos también se realizaron en 6.0M Gdm.Cl para
evaluar contribuciones conformacionales en las afinidades observadas por el Zn.

Titulaciones con Zn evaluando la estructura secundaria por DC: Las titulaciones con Zn




evaluando el cambio en la estructura secundaria se realizaron con 20uM del péptido
E6*l,9.53 en buffer 20mM Tris-HCI pH 7.5, 2.0mM TCEP y 0.6M Gdm.Cl. Se agregaron
concentraciones crecientes de Zn a partir de una solucién madre de ZnSO,4 y se midieron
los correspondientes espectros de DC. La estequiometria de la union se calculd
graficamente considerando el punto de inflexién de la curva obtenida.

Titulaciones con Zn evaluando emisién de fluorescencia de tirosinas: Las titulaciones con

Zn evaluando el cambio en la emisidn de fluorescencia de tirosinas se realizaron con 6uM
del péptido E6*l»953 en buffer 20mM Tris-HCI pH 7.5, 2.0mM TCEP y 0.6M Gdm.Cl. Los
espectros fueron registrados utilizando un fluorimetro Aminco-Bowman Series 2
(Spectronic Co. Rochester, NY, EEUU). La temperatura se mantuvo constante en
20.0+0.1<C utilizando un bafio termostatico, y por cada muestra se promediaron tres
espectros utilizando una longitud de onda de excitacién de 276 nm y tomando espectros
de emisién en el rango 290-400 nm a una velocidad de barrido de 1.0nm/seg utilizando
apertura de excitacion y emisiéon de 4 nm. Nuevamente, la estequiometria de la unién se

calculé graficamente considerando el punto de inflexién de la curva obtenida.

Obtencion de E6-HPV16 para produccién de anticuerpos monoclonales.

El protocolo de purificacién de E6 HPV16 expresada como proteina de fusién a un
tag de histidinas fue desarrollado previamente en el laboratorio (75) y se detalla a
continuacién: la construcciéon petl5b-E6HPV16 se expresa en bacterias de la cepa
BL21(DE3) de E. coli. Las células se crecieron en medio LB, 100ug/ml de ampicilina a
37°C y fueron inducidas con 0.4mM IPTG a una DO de 0.6. A las dos horas de la
induccién se agregd Rifampicina, 150ug/ml. Las células fueron cosechadas 18 horas
pasada la induccién por centrifugacion, congeladas a —80C y resuspendidas en buffer de
lisis (50mM Tris-HCI pH 7.5, 10.0mM 2-gM). Posteriormente se sonicaron y centrifugaron
a 18.000 rpm para separar la fracciéon soluble de la insoluble. Los cuerpos de inclusion
fueron extensivamente lavados en 4.0M urea y resuspendidos en 6.0M Gdm.Cl. La
muestra fue purificada utilizando una columna de afinidad que quela Ni** (Chelating
Sepharose Fast Flow Column, Amersham Biosciences) en buffer 20mM Tris HCI pH 7.5,
6.0M Urea. La elusion de la proteina se realiza aplicando un gradiente de 0 a 0.5M
Imidazol. El proceso de replegado se realiza dializando contra buffer C (20mM acetato de
sodio pH 5.0, 1.0mM DTT, 5.0uM ZnS0O,) a 4 °C. La proteina se concentra usando un
dispositivo de filtrado AMICON (Millipore) y posteriormente se efectia una cromatografia

de tamiz molecular en una columna Superdex 200 (Amersham Pharmacia) equilibrada en



buffer C. Luego de este protocolo de purificacion, E6 se encuentra formando estructuras
de alto peso molecular. La concentracién de proteina fue cuantificada mediante dos
métodos distintos, midiendo absorbancia a 280 nm y utilizando el método de Bradford,

siendo ambos coincidentes dentro del error esperado.

ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorbent Assay) indirecto.

Se inmovilizaron 0.25ug de proteina por pocillo en 50.0ul finales de TBS 1X
(excepto para la proteina E6 que se inmovilizé en buffer 10mM acetato de sodio pH 5.0
dado que agrega en el pH del TBS) durante 1 hora a temperatura ambiente (TA) en
camara hiumeda. Se bloqueé con 200.0ul finales de 1.0% BSA en TBS 1X (solucién de
bloqueo) durante 2 horas a TA.

La incubacién con el anticuerpo primario se realizé en solucién de bloqueo durante
1 hora a TA. Posteriormente se incubd con el anticuerpo secundario (goat anti-rabbit HRP
1:1000, DAKO) durante 1 hora a TA. El revelado se realizé con 50.0ul de una solucién
1.0ml buffer OPD + 2.0mg OPD (o-Phenylenediamine) + 1.0ul H,O,. La reaccidon se
produce en oscuridad, 5-8 min en camara humeda. Se detiene con H,SO,4 4.0N, 50.0ul.

Por dltimo se lee la DO a 490nm.

Western Blot.

Aproximadamente 0.2ug de proteina recombinante (E6 y CI2-E6*I) se corrieron en
un gel SDS-PAGE, transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa con sistema sem-seco,
durante 1h a 140mA. La membrana se bloqued con 3% BSA en TBS-Tween 0.1%
durante 1 hora a RT (solucién de bloqueo). Se lavé con TBS-Tw.

La incubacién con el anticuerpo se realizé en solucion de bloqueo durante 1 hora a
TA (dil 1:1000). Posteriormente se incub6 con el anticuerpo secundario (goat anti-rabbit
HRP 1:1000, DAKO) durante 1 hora a TA. El revelado se realiz6 con el reactivo a-cloro

naftol.

Marcacion de E6*I con FITC.

E6*l y E6*l,9.53 fueron derivatizados con isotiocianato de fluoresceina (FITC,
Sigma) mediante el siguiente protocolo: 1.0-2.0mg de cada péptido fue incubado en una
solucién 1.5mg/ml de FITC en buffer bicarbonato de sodio pH 8.0, 6.0M Gdm.ClI por dos
horas a temperatura ambiente. El péptido marcado fue separado del reactivo de

marcacioén utilizando una columna de desalado (PD-10, GE Healthcare) y posteriormente



se concentré utilizando un dispositivo Amicon (Milipore). Se evalu6 cualitativamente el
nivel de marcacién mediante geles de poliacrilamida analizando la cantidad de péptido por
tincion con coomasie blue y el nivel de fluoresceina unida a los péptidos por visualizacion
del gel con luz ultravioleta.

Este grado de pureza y nivel de marcacion fue suficiente para realizar los ensayos

de interaccién por far western.

Far Western.

Como se describid previamente, este experimento consiste en la identificacion de
interaccion entre diferentes proteinas utilizando los principios de la técnica de western
blot. En este caso el anticuerpo primario es la proteina con la que se buscan blancos de
interaccion. Es posible utilizar un anticuerpo primario que identifique a la proteina E6*| y
un secundario que amplifican la sefal, o simplemente marcar la proteina E6*l con alguna
sonda que permita la identificacion directa.

Gel y transferencia: Se corre un gel SDS-PAGE 15% o 18% con aproximadamente 10.0ug

de las diferentes proteinas con las que se quiere evaluar interaccion. Una vez finalizada
la corrida, el gel se transfiere a una membrana de nitrocelulosa utilizando un sistema
semi-seco de transferencia (Amershan) durante 1 hora a 140.0mA. El buffer de
transferencia es Tris-Glicina, 20% v/v Metanol.

Luego de transferir las proteinas, la membrana se tifie con el colorante Rojo
Ponceau y se toma una foto para identificar las diferentes proteinas presentes en la
membrana.

Blogueo vy lavados: Las membranas se bloquearon con una solucién BSA 3.0% p/v en

TBS 1x, 20.0mM 2-M, 15.0uM Zn. En los casos donde se evalla la union del péptido en
ausencia de metal, la solucién de bloqueo contiene 2.0mM EDTA en lugar de Zn. El
bloqueo se realiza durante 1h a temperatura ambiente con agitacion.

Los lavados, de 10 minutos cada uno, se realizaron con TBS1x, 5.0mM 2-gM. Se
presté especial atencion a la presencia de reductor en las soluciones porque E6 tiene
muchas cisteinas en su secuencia y una alta tendencia a la oxidacion, que puede afectar
los resultados a obtener.

Incubacién con péptido fluoresceinado y revelado: Se repliegan entre 15.0 y 25.0ul de las
soluciones de E6*I-FITC y E6*l59.55-FITC en 6.0M Gdm.Cl en la solucion B: 0.25% p/v BSA
en TBS 1x, 0.01% Tween, 0.03M Gdm.Cl, 5.0mM 2-BM durante 30 minutos previo a

incubar con la membrana. Se realiza a temperatura ambiente en oscuridad. Luego de los



30 minutos de incubacién, esta solucién con péptido fluoresceinado se agrega a la
membrana y se incuba durante 1h 30 minutos.
Se realizan 3 lavados con TBS1x y se revela en Storm. Las imagenes se

procesan con el programa Image Quant.
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