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Titulo: “ Mecanismo de reconocimiento de un epitope intrinsecamente desordenada por

anticuerpo monoclonal: Integracion mecanistica y estructural ”

RESUMEN: EI reconocimiento de antigenos por medio de anticuerpos es un evento
fundamental en la respuesta inmune adaptativa. A su vez la formaci®s demplejos
Antigeno:Anticuerpo es extensivamente utilizada como modelo de estudiotedacdion
proteina-proteina. En la presente tesis estudiamos el mecanismo de meiemtocde un
anticuerpo monoclonal especifico, M1, por la proteina E7 del papilomavirus humand (HPV
E7 es la oncoproteina que constituye la principal actividad transformantieudey ademas es
paradigma de proteinas intrinsecamente desordenadas (IDP). E7 se exprestiveonstite en
tejidos de carcinoma ja aparicién deanticuerpos especificos ocurre calta frecuencia en
pacientes con cancer cervical. Llevando a cabo un mapeo epitdpico determmsmes
anticuerpo M1 reconoce especificamente una region inmunodominante de la protéi-de

16 denominada “bisagra”, por conectar el dominio IDP N-terminal con el dominio gl@bula
terminal de la misma. Experimentos cinéticos mostraron que la region rielzopoc M1, la

cual posee dos residuos de prolina, comprende al menos dos poblaciones separadadtpor una
barrera energética (~ 22 Kcal/mol). Los estudios de Resonancia MagnétiearNdeehtificaron

el origen de esta barrera como un evento de isomerizeisifians de las prolinas presentes en

el epitope de reconocimiento. Se determiné que el anticuerpo M1 reconodécespewte al
epitope en su conformacion minoritaria (10%), que posee sus prolinas, enediante el
mecanismo de seleccién conformacional. Por lo tanto, se requiere que el ¥4mbdéculas

gue se encuentran en configuractéans isomericen previo a la union con el anticuerpo. La
velocidad de asociacién del conformei® por M1 (kon = 6 x 10 M s%) se encuentra entre las
mas rapidas para las interacciones Antigeno:Anticuerpo, a pesar de gaecianrglobal es
extremadamente lentay,ft~ 4 min). Esto indica que la reaccién de asociacion se encuentra
limitada por un evento de isomerizacion de prolina. Utilizando mutantes pmstual
demostramos que la P41 en su conformaci$es la requerida para la unién con el anticuerpo.
Luego del evento lento de pre-equilibrio y de la union con M1, ocurre un evento de rearreglo
unimolecular, formandose finalmente un complejo consolidado de alta afitigat?Q nM).
Nuestros resultados sugieren que la presentacion de este epitope viral pa@lulas
presentadoras de antigeno tiene que haber estado en su configuracion micigrighdanerar

el clon que produce el anticuerpo especifico. Finalmente, mostramos laaincrtie los
determinantes estructurales presentes en regiones desordenadas en el lectmasmne
macromoléculas. Dado que numerosas proteinas virales son multifuncionabis aebi
naturaleza IDP, los resultados presentados en esta tesis sientaedaphe el andlisis del
mecanismo de reconocimiento por medio de anticuerpos de epitopes viralesciautniste
desordenados.

Palabras claves: oncoproteina E7, Antigeno:Anticuerpo, seleccion conformacional,
isomerizacion de prolinas, proteinas intrinsecamente desordenadas.






Title: Recognition mechanism of an intrinsically disordered epitope by a monocloisidynt

mechanistic and structural integration.

SUMMARY: Recognition of antigens by antibodies is aicaitevent in the adaptive immune response.
Furthermore, the Antigen:Antibody complex is extgeli used as a model of protginotein
interactions. In the present thesis, we present a detailed nitahatudy of the interaction between a
specific monoclonal antibody, M1, with the E7 onautpin of human papillomavirus. E7 is the main
transforming factor of this virus and also emerges as radganatic example of an intrinsically
disordered protein otDP. E7 is constitutively expressed at high levelscarcinoma tissues and
antibodies are frequently raised in patients with cervical cancénpepmapping studies reveal that the
M1 antibody specifically recognizes an immunodominaggion of the HPVL6 E7 protein called
"hinge", located between the IDRtBrminal and the globular-@rminal domains of the protein. Kinetic
experiments show that this hinge, which has two prolineluesi has at least two populations separated
by a high energy barrier (22 kcal / mol). Nuclear magnetic resonance traced the asfginis barrier to

a very slowtrans/cis prolyl isomerization event present in E7 epitope. The legailpted (10%) cis
isomer is the bindingompetent species. Thus, the 90% of the moleculghdanrans configuration
require isomerization before binding. The associatioa far thecis isomer approaches 6x1M7's?, a
ceiling for antigerantibody interactions, although the overall reaction is extreslely (4, ~ 4 min).
Therefore, the E7pitope:M1 antibody complex formation is limited by a proline isomerizagioent.
Mutagenesis experiments showed that Pro 41 in thpep was required for both binding and
isomerization. After the slow prequilibrium event and M1 binding, a pdshding unimolecular event
occurs and a consolidated complex withKa = 1.210" M is reached. Our results suggest that
presentation of this viral epitope by the antigen presenting cells wouktdthabe “locked” in thecis
conformation in opposition to the mibpopulatedrans isomer in order to select the specific antibody
clone. Finally, we show the importance of the structural detenmts within disordered regions in the
recognition mechanism between macromolecules. Mamy pioteins are multifunctionaue to its IDP
nature. Therefore, the results presented in this thesis eltttdibasis for the analysis of the recognition
mechanism by antibodies of intrinsically disorder@dlepitopes.

Keywords: E7 oncoprotein, Antigen:Antibody, Conformational Selection, Prolyl isomerizati
intrinsically disordered proteins.
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Abreviaturas

aa: aminoécido

Ac: anticuerpo

AcMo: anticuerpo monoclonal

Ag: antigeno

Ag:Ac: complejoantigeno:anticuerpo

Al: ajuste inducido

BSA: seroalbimina bovina

CC: cancer de cuello de utero.

CD: Dicroismo circular

Cu: dominio constante de la cadena pesada de las inmunoglobulina
C.: dominio constante de la cadena pesada de las inmunoglobulina
CDR: regiones determinantes de complementariedad de los anticuerpo
DTT: ditiotreitol

E7-FITC: proteina E7 del virus modificada quimicamente con isotiocianato de fluoresceina
E7 HPV-16: proteina E7 del papilomavirus tipo -16

E7N: dominio N terminal de la proteina E7

E7C: dominio C terminal de la proteina E7

E7Ep: epitope de reconocimiento del anticuerpo M1

EDTA: &cido etilendiamino tetra acético

Fab: Fragmento univalente de una inmunoglobulina

FabM1: fragmento univalentoe del anticuerpo monoclonal M1

Fc: fragmento constante de una inmunoglobulina

FITC: isotiocianato de fluoresceina

HPV: virus del papiloma humano

lgG: Inmunoglobulina de isotipo G

Kp: constante de disociacion

LAT : liquido ascitico

NIC: Neoplasia

ON: toda la noche.

P: residuos de prolina

P/V: peso/volimen

PIl: estructura tipo poliprolina

PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida

PV: virus del papiloma

SC: Seleccion conformacional

SDS:duodecilsulfato de sodio

TBS: tris buffersalino

TFE: 2.2.2 trifluoroetanol

Tris: tris (hidroximetil) amino metano

Vu: dominio variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas
Vi.: dominio variable de la cadena liviana de las inmunoglolailina
V/V: volumen/volumen
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Introduccion

El reconocimiento especifico de antigenos por medio de anticuerpos es unfevaamoental
en la respuesta inmune que limita el crecimiento de un patégeno antefagtédn. Los
anticuerpos (Ac) son el centro de la respuesta inmune humoral, y a su velpgragn la
respuesta inmune celular e innata. Dada su importancia, los anticueagasteracciones con
sus antigenos (Ag) han sido ampliamente estudiados desde diversos enfoquetudios e
estructurales, termodinamicos y cinéticos han aportado valiosa informacidbwm@rdo a la
comprension de las bases moleculares de los complejos antigeno:anticuerpo (Ag:Ac).

Las inmunoglobulinas

Fuentes de diversidad y maduracion de la afinidad en las inmunoglobulinas.

Si bien la estructura general de las inmunoglobulinas (Ig) es similar (Rigwsa sitio
de combinaciéon con el antigeno presenta una altisima diversidad. Lagirinente de
diversidad de los anticuerpos es generada por reordenamientos en el ADN deetosuge
codifican para los dominios variables de las Inmunoglobulinas tipo G (IgG). Elsprsee
denomina “recombinacién somatica’, y permite generar distintas porciones vayiabias a la
combinacion al azar de alguna de las multiples copias de los genexldicar para la porcion
variable de las inmunoglobulinas. Otras fuentes adicionales de diversidadasanion
imprecisa de los diferentes fragmentos recombinados, la asociacié aiémas livianas y
pesada de las inmunoglobulinas y el mecanismo denominado “hipermutacion Soquegica
sufren los linfocitos B maduros luego del reconocimiento antigénico [1]. A contimudeieste
altimo mecanismo ocurre un proceso denominado “seleccion clonal”’, en el sabdcagonan
los anticuerpos que presentan mayor afinidad por los antigenos. Frente a regptidecsones
al antigenogl hospedador produce anticuerpos de afinidades sucesivamente mayores mediante
un proceso denominado “maduracion de la afinidad”, el cual involucra los mecadesmos

“hipermutacion somatica” y “seleccion clonal” descriptos anteriormente [1].

Caracteristicas estructurales de las Inmunoglobulinas.

Todas las inmunoglobulinas poseen la misma estructura basica, laonst de 2
cadenas proteicas pesadas (H) de alrededor de 50-60 kDa y dos cadenas (Liyiaeas
aproximadamente 23 kDa unidas entre si por puentes disulfuro (Figura 1A). La cautesese L
dos dominios, uno variable (Yy uno constante (¢, mientras que la cadena H posee cuatro
dominios, un dominio variable My tres dominios constantesyC G2, G33 [1] (Figura 1A).

Dentro de los dominios variables (V), se conocen tres regiones que preseytan ma
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Introduccion

variabilidad que el resto del dominio, las cuales se denominan regiones ha@egan
regiones determinantes de complementariedad (CDR). Dichas regiones sorctaspgpeaden
el sitio de reconocimiento al antigeno, siendo la secuencia y el tamafiwesenten las mismas
las que les confieren especificidad a las Ig por un antigeno dado. [1]. Cadaidgecssis
CDR, tres correspondientes a la cadena L y tres correspondiente a la cq&enaddlA). La
region CDR3 H3 es el que posee mayor hiper-variabilidad en la longitud y composicion de
secuencia, y es extremadamente importante para la especificidad Ibscentigenos,
encontrandose presente en la superficie de union de la mayoria de los complejos Ag:Ac.
Los dominios variables Yy V| junto con uno de los dominios constanted @ G
forman la region Fab de los anticuerpos, mientras que los domigiog G43 forman la region
Fc de los mismos. Es posible, mediante la digestion con la enzramaaeparar las regiones
Fab y Fc de las IgG y, en general, se utiliza para llevar a cabdudsegle interaccion Ag:Ac

la porcion Fab de los mismos.

A B

Péptido

CDR-L1 CDR-L2

Sitio de

combinay\

Figura 1. Estructura de las inmunoglobulinas. (A) Esquema representativo de una IgG. En amarillo se muestran
los dominios constantes y en rojo los dominios variables. S-S puentes disulfuro intradominio e intercatenario. Vi,V
dominios variables de la cadena liviana y pesada, respectivamente. C_ dominio constante de la cadena liviana. Cy1,
Chx2 y Cy3: dominios constantes de la cadena pesada. Los circulos celestes representan las moléculas de hidrato
de carbono. La degradacion con la enzima proteolitica papaina produce los fragmentos Fab y Fc. (B) Estructura
tridimensional de un complejo formado entre un anticuerpo monoclonal y un péptido correspondiente a la region N-
terminal de la proteina TAT perteneciente al virus HIV-1. En azul se muestra el péptido antigeno, en violeta y rojo
los dominios variables y constantes de las cadenas pesadas vy livianas del | fragmento Fab del anticuerpo. Los giros
correspondientes a los CDR-L1 y CDR-H1, CDR-L2 y CDR-H2, y CDR-L3 y CDR-H3 son representados en verde,
gris y rojo, respectivamente. Extraido de Serriere y col. [2]

Desde los trabajos pioneros de cristalografia [3,4] hasta la fecha, sedu&tto
numerosas estructuras de anticuerpos libres o unidos a sus antigenos. En 1986iGdares

primer estructura tridimensional Ag:Fab con el complejo Lisozima:Fab ly actualidad
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Introduccion

alrededor de 800 estructuras de complejos Ag:Ac se han resuelto [5]. En toestsuetsiras
resueltas se observé que los dominios constantes y variables de las Igapreaeatteristicas
estructurales semejantes [3,4,6]. Ambos dominios se encuentran asociados pasasime
interacciones no covalentes, principalmente hidrofobicas, formando una estructurarglobul
Cada dominio constante se encuentra formado por 7 lafiinatparalelas, mientras que los
dominios variables por 9 laminfisantiparalelas, en ambos casos éstas forman dos fhojas
solapadas (Figura 1B). Todas las hebras que forman las |§rseasncuentran unidas entre si

por giros oloops que son de mayor tamafio en los dominios variables donde representan las
regiones hipervariables CDR (Figura 1B) [7]

Por otra partemediante el andlisis de las estructuras de los anticuerpos unidos a sus
antigenos, pudo determinarse que los sitios de combinacién del anticuerpo pueden forma
distintos arreglos y formas, existiendo una correlacion entre la formdidelescombinacion y
el antigeno reconocido [8]. Los sitios de combinacién de los anticuerpos ardbpégptn
generalmente descriptos como bolsillos concavos de distinto tamafio, formadasipopor
todos los CDRs [9] (Figura 1B). Por otro lado, los sitios de unién de fragmentos mdssgra
presentan en general superficies mas extendidas y planas. En generalpeldicies de
interaccion de los Ac son altamente complementarias en cuanto a candormaarga con la
superficie de interaccion de los antigenos, y las protuberancias de uno dmielbiden con
depresiones en el otro [10].

Interaccion Antigeno:Anticuerpo

El acoplamiento estructural en los complejos Ag:Ac se realiza graciarias fuerzas
débiles queson altamente dependientes de la distancia, como los puentes de hidrégeno, la
fuerzas de Van Der Waals, las interacciones electrostaticass yhitirofébicas. El
reconocimiento Ag:Ac es una reaccion de complementariedad, por lo quetéa efeaves de
multiples enlaces no covalentes entre una parte del antigeno, la dealosaina epitope, y el

sitio de union del anticuerpo formado por sus CDRs [1].

Mecanismos de union presentes en los complejos Ag:Ac.
A partir del estudio cinético de la formacion de los complejos AgsAmosible conocer
la velocidad con las que los complejos se asocian, el tiempo de \diadedos mismos y, por

altimo, determinar el mecanismo de interaccion que gobierna la formacion de los complejos.
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Introduccion

El modelo de interaccion mas simple que describe la unién entre Agdeneminado
llave-cerradura (Figura 2). El mismo fue propuesto por Emil Fischer en el afiy p83dula
que en el proceso de interaccion entre dos moléculas ninguna de ellas asubi@sc
conformacionales, y que la formaciéon del complejo se basa principalmentéa en
complementariedad entre las superficies de interaccion de ambas prdésitaiales presentan
la geometria adecuada para la unién [1Ppr ejemplo, este modelo se ha asumido que se
encuentra presente en los complejos formados por la proteina lisozima yiauerpat
monoclonal especifico [12] y también en el complejo formado entre un antigu@rpooteina
neuraminidasa del virus de la influenza [13]. La presencia de estos snecas® dedujo a
partir de las estructuras cristalograficas en las cuales no se obselif@m@mcias estructurales

entre las macromoléculas en su estado libre o unidas formando el complejo.

kon[L]
—_—
koff

Figura 2. Modelo de interaccion llave-cerradura. En este modelo la k,, representa la constante de
asociacion bimolecular de segundo orden, y la k,s la constante de disociacién de primer orden. La afinidad de la
interaccion se encuentra determinada por la constante de disociacion de equilibrio (Kp) que en este caso es igual a
Kot/kon- E: macromolécula. L: ligando.

Un escenario mas complejo de interaccién entre macromoléculas propone mas ade
del evento de union, pueden ocurrir cambios conformacionales en el antigeno yiuef@mnt
antes o después del evento de unidon. Este esquema general se encuergraadpres la
Figura 3, y a partir de él derivan dos mecanismos especiales de unidon cononidosjuste
inducido (Al) y seleccion conformacional (SC).

El modelo de Al fue propuesto por Koshland en el afio 1958 [14] y postula que en el
mecanismo de formacion del complejo, luego del evento de union, las mol&airias
pequefios cambios conformacionales aumentando la complementariedad entsupetfiaes
de unién (rama amarilla, Figura 3). En los complejos Ag:Ac el modelo de ile6 durante
mucho tiempo para explicar diferencias estructurales observadas entaglellibse o unido de
las moléculas de Ag o Ac [15,16].

El mecanismo denominado SC originalmente fue propuesto por Eigen como pre-
equilibrio en el afio 1968 [17] , y postula que la moléculsuastado libre presenta transiciones

conformacionales, constituyendo un ensamble dentro de las cuales la gspepiresenta la
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Introduccion

conformacion adecuada para la unién es seleccionada y unida por el ligandmcedfit@ de
pre-equilibrio conformacional en anticuerpos fue introducido en el afio 1940 por Pauling [18].
El establecio que la heterogeneidad conformacional en anticuerpos seriaarismo, aparte

de los procesos de ‘recombinacion somatica” e “hipermutacién somatica’, que pramuciri
aumento en el repertorio de anticuerpos generando una expansion de la respuestagstaune.
teoria fue probada por Foote y Milstein en 1994, en un trabajo en el cual deosnogtra la
heterogeneidad conformacional de anticuerpos no es un evento aislado. En dicloo trabaj
estimaron que entre el 10-20% de anticuerpos generados contra una molécula de hapten

presentaban isomerismo conformacional [19].

KoolL] k;
@ e E* @ _L)
k;ff k-r

Seleccion Conformacional Ajuste Inducido

Figura 3. Modelos de interaccion que involucran cambios conformacionales en las moléculas. Las
constantes de primer orden k, y k., describen la reaccion de pre-equilibrio conformacional, los valores de k,, Y Ko
representan las constantes de asociacion y disociacién correspondientes al evento de union. Verde: Esquema
general de cuatro estados. Rama azul: Mecanismo de seleccion conformacional. Rama amarilla: Mecanismo de
ajuste inducido. E: macromolécula. L: ligando.

Los papilomavirus

Los papilomavirus (PV) son un grupo de virus pequefios que carecen de envoltura
membranosa y poseen un genoma pequefio 8 Kb formado por ugifDldr doble cadena. El
mismo se alberga dentro de la particula viral, la cual posee un diamédifb5denm y una
simetria icosahedrica T7Estos virus han sido recientemente clasificados dentro de la familia

Papillomaviridaey se han encontradosomo huéspedes de numerosas especies de vertebrados
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amniotas incluyendo mamiferos, reptiles y aves. No obstante, hasta ehtm@neirus no ha
sido descripto en invertebrados ni en anfibios . Cada tipo de papilomaviryseesies para
un huésped y la infeccion inter-especie no se ha demostrado [20].

En la actualidad se han identificado mas de 200 tipos virales difeegmtgsados en 16
géneros designados por letras del abecedario griego . Los papilomavirus humanosofHPV)
los méas estudiados, comprendiendo hasta el momento mas de 100 tipos \ieategedi
distribuidos en los géneros alfa, beta, gamma y mu. El género alfa cootidipo$ virales de
mayor importancia médica, incluyendo todos los tipos asociados con cancer mueag@asm
que el género beta contiene a la mayoria de los tipos virales que prodiaresslde epitelios
No mucosos como la piel [21].

Papilomavirus humano y cancer.

Los tipos que infectan mucosas presentan una alta especificidadddeytejn sub-
grupo de éstos se encuentran claramente implicados en el desarrollo descéetedracto
genital, dentro de los cuales el de mayor relevancia clinica eaadragervical (CC) (Figura
4A) [22]. Un porcentaje mayor al 95% de los canceres cervicales se encuentiadassa la
infeccién por HPV (Figura 4A), causados en mas de la mitad de los casdgpootipo HPV-

16, el cual junto con los tipos HPV-18, -31 y -45 representan cerca del 80 % ddkttdal
casos. Estos tipos virales son denominados de "alto riesgo"”, mientrapagueirales como
HPV-11 y HPV-6 , que se encuentran relacionados principalmente a lesiones bemgnas, s
denominados de "bajo riesgo” [20,22] .

O HPV16
Ao HPV18
@ High-risk HPV other
than 16/18
[~ m@ Negative for high
risk HPV
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Orofaringe

1 1 1 |
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Figura 4. Relacion entre cancer del tracto genital y orofaringeo y la infeccion con el virus de HPV. A)
Porcentaje de casos de HPV del total de casos de cancer del tracto genital. B) Incidencia acumulativa de cancer en
funcion del tiempo de seguimiento para individuos infectados con diferentes tipos virales de HPV.

Se considera que casi la totalidad de la poblacién sexualmenteestéiva estuvo en
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algin momento infectada con algun tipo de HPV. En la mayoria de loslaasteccion es
asintomatica y se resuelve espontaneamente; en otros casos, evoluciengrbeesos
cancerosos. La incidencia de CC relacionado al HPV no presenta una distrimucidial
homogénea, siendo ésta mas notable en paises subdesarrollados (Figura Hu ksto esta
relacionado a servicios de salud e informacién sobre profilaxis, un mejor caamtitario

posibilita la deteccién temprana y tratamientos adecuados para evitar el desarrollo tumoral
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Figura 5.Distribucion mundial de los casos de CC relacionados a HPV. Localizacion regional de un total de
469.723 casos observados. Adaptado de Saverio Campo [23].

El cancer cervical surge a través de un espectro de lesiones precursoragmuy
definidas histolégicamente: las neoplasias intra-epiteliales clEwidhlIC). Estudios de
seguimiento han demostrado que la infeccion persistente de HPV es praeeoanai el
desarrollo de un NIC de alto grado y que generalmente la infeccién precede emfiasidss
sintomas clinicos (Figura 4B) [22]. Por lo tanto, se asume que hay una vaégtengida
ventana temporal para el diagnéstico y el tratamiento del cancer certdogl en dia, en la
clinica, este tipo de lesiones es detectada rutinariamente duranten@®gia exploracion
citolégica (tincion con Papanicolau) y una vez detectadas alteracidnksesen las células
epiteliales, el diagnostico de infeccion por papilomavirus de tipos deiestp se realiza por
las técnicas de hibridizacidn situ [24,25] o por PCR [26].

Desde el afio 2007 se encuentran disponibles en el mercado las vacunagsiqasfilac
Gardasil® (Merck) que protege contra los tipos HPV-6, -11, -16 y -18 y Cervarix®
(GlaxoSmithKline) contra los tipos HPV-16 y -18 [27], aunque su alto costo resudtzsitale
para la mayoria de la poblacion en riesgo [28]. En Argentina, aproximadamente 5008 mujere
son diagnosticadas cada afio con cancer cervical y 2000 mueren a causaedéemstlad

[29]. Actualmente, el tratamiento contra HPV fue incluido dentro del plan den&eion

23



Introduccion

nacional, siendo gratuita la vacunacion para nifias de 11 afios de edad. Sin enEsgogue

la eficacia en la prevencién de las infecciones de HPV de tamas es alta, estas no poseen
efecto terapéutico alguno en procesos neoplasicos pre-existentes, y por lo tarégeentan un
impacto inmediato sobre la incidencia del cancer cervical [30]. Las vatragguticas contra
HPV podrian ser utilizadas para tratar lesiones neoplasicas inducidds/pos,eeniendo por

lo tanto, un efecto inmediato en la prevalencia poblacional de estapidedes. En los
ultimos afios, varios trabajos cientificos han demostrado la eficaagttica de las vacunas

basadas en E7 de HPV-16, ya sea en estadio pre-clinico como clinico [31,32,33,34].

Estructura gendmica y proteinas virales.

La organizacion genémica de los PV se encuentra altamente conservaegaomia
circular puede dividirse en tres regiones: una region regulatoria no codificanterggaoses
que codifican para los genes virales tempranos y tardios (Figura 6). La reggiétorea URR
(por upstream regulatory regignde aproximadamente 1 Kb, contiene elementos reguladores de
la replicacion y la transcripcion del genoma e incluye el sitio promotor (deadmiP97 en
HPV-16) que regula la expresion de los genes tempranos. Los genes de expresion tempran
codifican para las proteinas E1, E2, E4, E5, E6 y E7 (Eeady). Estas proteinas intervienen
en la replicacion vy transcripcion del genoma viral (E1 y E2) o en el cicl@dealel virus (E4,
E5, E6 y E7). Los genes de expresion tardia corresponden a las proteinas L1 y L&t@), por

gue son proteinas de capside (Figura 6).

Mapa Genomico linealizado de HPV 16
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Figura 6. Genoma de HPV16. A) Arreglo circular del genoma mostrando la region regulatoria URR y los marcos
abiertos de lectura. B) Genoma linealizado mostrando la ubicacién de los productos de los genes y sus funciones.

Ciclo de vida.

24



Introduccion

El ciclo de vida del virus se encuentra estrechamente ligado al programa de
diferenciacion del epitelio que es blanco de la infeccién viral. lexd@ndn por papilomavirus
ocurre por una lesion o interrupcion de la epidermis que permite la infeccidgludasc
indiferenciadas que se encuentran en la capa basal del epitelio, yaquereslivision activa.
Sin embargo, la replicacion del genoma viral y la produccion de proteinas tad#iasriones
ocurren en las capas suprabasales del epitelio, en queratinocitos queusetramcen
diferenciacion terminal y que por lo tanto no se encuentran en division. Dado quesel
requiere de la maquinaria celular para replicar su propio material gexéfisoestimular el re-
ingreso a la fase S (sintesis de ADN) de los queratinocitos suprabdsedeproteinas
tempranas E1 y E2 se expresan en las capas basales, mientras que BBl yH5/ y las
proteinas tardias se expresan en mayor nivel solamente en las papEaesen queratinocitos
diferenciados. Los viriones maduros se ensamblan en la capa granular, yrdeidibele

viriones ocurre desde el estrato corneo [35] (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de diferenciacion celular y ciclo viral de los papilomavirus. Adaptado del Fields Virology,
Figura 65-4 [36].

Estudios en modelos organotipicos demostraron que las proteinas E6 y E7 solegsencia
para el cumplimiento del ciclo de vida normal del virus, ya que estimal@idntrada en fase S
de las células suprabasales del epitelio que no se encuentran en division activa [37].

Durante la mayor parte del ciclo de vida del virus el genoma viral séemauein forma
episomal, en un niamero moderado de copias, alrededor de 20 por célula. No obstante
frecuentemente en muestras de cancer cervical se ha observado que eMyahsmancuentra

integrado al genoma del huésped. Dado que en el evento de integracion geresdmearte
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el marco de lectura del gen regulatorio E2, esto lleva a un aumento eveles die expresion
de E6 y E7 (Figura 8).

Las proteinas E6 y E7 de los tipos de alto riesgo de HPV tienen propiedades
transformantes en cultivos celulares y su expresion es requerida pararelldedatumores en
modelos transgénicos [38]. Dado que E2 es un regulador negativo de la expresion de E6 y E
se supone que el evento de integracion que lleva a un aumento en los niegf@esién de E6
y E7 colabora con la progresion tumoral [39] (Figura 8).

ADN de HPV EPISOMAL ADN de HPV integrado
LCR ) (distribuido aleatoriamente
Es en sitios cromosomicos fragiles)
L1 LCR E6 E7
ADN huésped ADN huésped

Altos niveles de expresion de E6 y E7
Pérdida de regulacién transcripcional
negativa (E2)

Figura 8. Fendmeno de integracion del ADN viral en el genoma huésped.

La proteina viral E7.

Funcién
La proteina E7 es un pequefio polipéptido (alrededor de 100 aminoacidos) que posee lg
capacidad de interactuar con multiples blancos celulares y virales (Jabl®ado que E7
carece de una funcioén definida, por ejemplo de actividad enzimatica, sonflonmidgica se ha
determinado a partir de las funciones que poseen las proteinas blanco a las que une (Tabla I).
E7 cumple una funcion en la replicacion viral y es requerida para inducitréala en
fase S de los queratinocitos suprabasales [40]. A su vez, la sobre-expresidrindeitto
conduce a la transformacion celular y se ha establecido que E7 es laotwinapyviral que
posee mayor actividad transformante del virus [41]. Esta actividad de lanar@&@éiesta
mediada principalmente por la interacciobn entre E7 y la proteina supresorandeest
retinoblastoma (Rb) y también por la unién a las proteinas p107 y p130 [42,43]. Laiidweracc
entre E7 y Rb es esencial para el cumplimiento del ciclo de vida sl en el epitelio

infectado, asi como para la actividad transformante de E7 en cultivos celulares [44,45] .

26



Tabla I. Algunas de las proteinas blanco con la que interactia E7 y sus consecuencias.

Proteina Efecto reportado

Control del ciclo celular

pRb Degradacion de Rb inducida por proteosoma
Disrupcién del complejo E2F-Rb

p107,p130 Desregulacion del ciclo celular durante la
diferenciacion epitelial

p21,p27 Abrogacién del efecto inhibitorio producidos
por p21 y p27 sobre las quinasas
dependientes de ciclinas
Desregulacion del ciclo celular durante la
diferenciacion epitelial

E2F1 Incremento de la actividad transcripcional de
E2F1 independiente de Rb

E2F6 Previene la represion de la entrada a fase S

Cyclin A/CDK2
Cyclin E/CDK2

Modificadores de la cromatina
Mi2B-HDAC

NuMA-1

Reguladores de la transcripcion
TBP

TAF-110
AP-1

P300/CBP

MPP2

Otras Funciones
HPV E2
P600
IRF-1
Subunidad S4 proteosoma
M2-PK (pyruvato kinasa)
Alfa-glucosidasa
(Adaptado de Alonso y col. [46])

del ciclo celular por E2F6.
Activacion del complejo ciclina/cdk

Modulacibn de la actividad histona
deacetilasa
Mantenimiento del genoma viral episomal

Disrupcién de eventos mitoticos

Modulacién de la maquinaria basal de la
transcripcion

Modulacién de la maquinaria basal de la
transcripcion

Modulacién de actividad de
transcripcion

Modulaciébn de las actividades de
coactivadores transcripcionales y
acetiltransferasa.

Modulacién de actividad de
transcripcion

factor de

factor de

Regulacion de la estabilidad de E7 HPV
Transformacion celular

Evasion de la respuesta inmune
Degradacion Rb?

Modulacién de la actividad enzimatica
Modulacién de la actividad enzimatica

Introduccion

E7 bloguea el efecto inhibitorio que tiene Rb en la progresion del ciclorceuraluce
a la célula a ingresar a fase S mediante dos mecanismos condeatas lado, cuando Rb se
encuentra fosforilado se une e inhibe al factor de transcripcién E2F, produciendocluga
quede retenida en fase [Sa interaccién entre E7 y Rb produce la disociacion del complejo
Rb/E2F, y revierte el efecto represor de Rb, induciendo que la célula enaseed. fPor otro
lado, E7 induce la degradacion proteasomal de Rb, afectando asi las funciocespjgeRb

como regulador del ciclo celular (Figura 9).
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Figura 9. Esquema del mecanismo principal por el cual E7 desregula el ciclo celular [47].

No obstante, se han descripto otros mecanismos por los cuales E7 lafettacelular
independientes de Rb. E7 une otras proteinas involucradas en la regulaciofo dedlwaiar
(Tabla 1), y probablemente afecte la fina regulacién del mismo. Por debajtalde chequeo
G1/S ET7 interfiere directamente con los inhibidores de ciclina quinasa 24, activa cdk2-
CiclinaA y E quinasas y modula la actividad HDAC en una manera coordinattzmaa, E7
también se ha encontrado asociada a reguladores de la transcripcién y proteinasdas en

la modificacion de las histonas (Tabla I).

Arquitectura modular de la proteina E7.

La arquitectura de la proteina E7 se encuentra conservada entre tododdosapapis
incluyendo los HPV de alto y bajo riesgo. E7 presenta una estructura modular domduoss
altamente conservados [48], el dominio N-terminal nativamente desplegado (E7tN-{ba
et al., 2007), y el dominio C-terminal globular que media la homodimerizacién y watema
de zinc por monémero de E7 (E7C) [49,50,51]. Estos dominios se encuentran unidos entre s
por una regidon poco conservada a la cual denominamos bisagra, que contiene uno o0 ma
residuos de prolina en su secuencia (Figura 10).

El dominio E7N abarca los primeros 40 aminoacidos de la proteina HPV-16 E7 y
comprende a las regiones conservadas CR1 y CR2, quienes median la interaauidhijges
proteinas celulares y virales [52]. La region CR1, comprendida entre los residuos 1rd&, gua
alta identidad de secuencia con una regién homologa de la proteina viral AdELegion
CR2, comprendida entre los residuos 16-40, se encuentra conservada en AdE1A y en SV40-LT
La region CR2 incluye el motivo conservado LXCXE y un sitio de fosforilacion pomeasei
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quinasa Il (CKII) que incluye dos serinas fosforilables (Figura 10). Se ha postulad® que
fosforilacion cumple un rol funcionah vivo, ya que proteinas E7 en las cuales el sitio de
fosforilacion se encuentra mutado tienen una menor capacidad de inducirda entfase S de

gueratinocitos y un menor poder transformante [53,54].

E7N bisagra E7C

Zn

Figura 10. Esquema de la proteina HPV-16 E7 y sus dominios. Las regiones conservadas CR1,CR2 y CR3
estan indicadas debajo del esquema vy las cisteinas responsables de la coordinacion del zinc se muestran por
encima del esquema.

Estudios bioguimicos han mostrado que el dominio C-terminal de HPV-16 E7, el cual
comprende los residuos 51-98 de la molécula, existe como dimero en solucion ysee
molécula de zinc por mondémero de proteina. La estructura cristalografied Qldue
determinada para el tipo de bajo riesgo HPV-1A E7 vy la estructura emdsatnediante RMN
para el tipo de alto riesgo HPV-45 E7 [50,51]. Ambos casos revelaron una estructurar giobul

altamente conservada con una topol@gd{#2a1p3a2 (Figura 11).

Figura 11. Estructura del dominio E7C. Estructura de E7C HPV-45 fue resuelta por RMN, los circulos rojos
representan los atomos de zinc. Azul y celeste son los residuos que intervienen en la monomerizacion y
dimerizacion, respectivamente y naranja son residuos conservados de superficie. Extraido de Chemes y col [48].

El motivo de plegamiento de E7C deriva del motrable cleftpresente en los dominios
PHD, LIM y RING celulares. Estos dominios son médulos de interaccion protein&iarote

involucrados en la interaccion con cromatina y también en la ubiquitinacion de proteinas [55].
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Propiedades bioquimicas de HPV-16 E7 en solucion.

Estudios de cromatografia y dispersion de luz dindmica mostraron que HPV-16 E7
presenta estructura de dimero extendido en solucidon y revelaron que la movilidad
electroforética andmala reportada para E7 se debe a su conformacion plegaetaeralida
[49]. El dimero formado es débil, presentando kipae alrededor de 1 uM [5@Este dimero
de E7 puede sufrir multiples transiciones conformacionales que incluyen utrémaitin un
tetrAmero y con un mondmero plegado [49] (Figura 12). A su vez, también se demostr6 que E7
es capaz de formar oligdmeros solubles que tienen actividad chaperona soh@ssustdelo,
sugiriendo que E7 podria actuar como una chapenovigo [57] (Figura 12). Se ha propuesto
que la gran plasticidad conformacional observada en la proteina E7 estai@naglo con la

capacidad que presenta esta pequefia proteina de unir multiples blancos celulares y virales .

« /zn E7 with increased helical

,:\12) content (pH ~ 5.0)

\) V
+pH Globular dimer
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AN & JJ I~
@g{ PLBY \ —= AR
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DTT [%e QY uz M Gdm.CI
0.3 M Gdm.ClI
CLALR o
NG) /AV"}@
o Tetramer U
//\\%ﬁﬁn& 6.5 M Gdm.Cl
Soluble oligomer @\\/fr\\iz/’ Unfolded monomer

(E7S0s)
Figura 12. Equilibrios conformacionales de la proteina HPV-16 E7. Representacion esquematica de las
transiciones conformacionales presentes en la proteina HPV-16 E7. E7 existe como un dimero extendido en
solucién, el cual puede sufrir compactacion y estar en equilibrios con la especie monomérica. El exceso de zinc

conduce a la formacion de la especie tetramérica, mientras que si se remueve el zinc se forma irreversiblemente la
especie oligomérica de E7. Adaptado de Alonso y col. [49,57].

E7 como paradigma de proteina intrinsecamente desordenada.

Recientemente se ha reconocido que muchas proteinas funcionales o se@rgogos |
de proteinas carecen de estructura secundaria y/o terciaria establec&m sokxisten en un
equilibrio dinamico de conformaciones, en oposicion a lo observado en las protelnéares.
Este grupo de proteinas se denominan intrinsecamente desordenadas (IDP)dgstfibadio
que forman parte de mecanismos regulatorios claves, como lo es por ejewiplo eelular
[58,59]. Ademas se describié que muchas proteinas virales son intrinsecamerttendess
[60].

Es posible analizar el caracter "intrinsecamente desordenado” de ¢dsgzattravés de
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algoritmos que evaltan la relacion entre carga neta e hidrofobicidad natsedeiéncia [58]. A
partir de estos algoritmos, en 2006 se clasificd tanto a E7 cauaa@minio E7N como una
proteina o dominio intrinsecamente desordenado (Figura 13) [58]. Esta clasifaawaerda
con el andlisis biofisico de este dominio en solucion que muestra ndlexibilidad

conformacional de diversas regiones y una conservacion de secuencia tamalla ballada
en dominios globulares [48,61,62] .
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Figura 13. Naturaleza intrinsecamente desordenada de la proteina E7 HPV-16. A) Representacion esquematica
de E7 HPV. E7 es presentada como un dimero extendido. Los equilibrios conformacionales reportados para el
dominio E7N son indicados. CR1,2: regiones conservadas. LxCxE: sitio de unién a Rb, CKIl: sitio de unién CKIl y
PEST: region de degradacion. Ct: regién C-terminal de la proteina. B)Algoritmo que predice contenido de IDP en las
proteinas. Grafico de carga-hidrofobicidad de las proteinas E7, separando las proteinas IDP (derecha de la linea
negra) de las proteinas globulares (izquierda de la linea negra). Extraido de Alonso y col. [46]

Se ha determinado que el dominio E7N es el responsable del caracter nor globula
observado en la proteina E7 entera. Dependiendo de las condiciones quinmuedialgl del
estado de fosforilacién, se mostré que E7N presenta diferentes equilibaosiatis entre una
estructura desordenada y estructura secundaria de hélice alfa, lamigahBita poliprolina
tipo Il [61,62] (Figura 13). Esta propiedad "IDP" diferencia al dominio E7N da un
conformacion "desordenada”, e implica que su secuencia evoluciond [48] para adquirir una
estructura extendida y dinamica en solucién, contribuyendo a la funcionalidagroteiaa y

permitiendo explicar la capacidad de union de un alto nUmero de blancos por una proteina
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pequeiia [49,62].

Expresion y localizacion celular de E7 HPV-16.

E7 es la proteina viral mas abundante detectada en las lineasesdiuimanas CaSki y
SiHa, las cuales derivan de carcinoma cervical y contienen integradas deddNA HPV-16
en su secuencia. [63]. Cabe destacar que E7 también es la proteinaasimbundante en
biopsias obtenidas a partir de tejidos cancerosos infectados con HPV-16 [@dnesido la
alta expresion de la proteina E7 con el desarrollo del cancer.

Por otro lado, estudios realizados en nuestro laboratorio utilizando anticuerpos
especificos contra las distintas especies conformacionales que plopder da proteina E7,
demostraron que la forma monomeérica de la proteina se encuentra preferentenedmigcleo
de células derivadas de cancer cervical y en lineas celulares dratia$econ E7 HPV-16.
Mientras que la forma oligomérica de la proteina se encuentra prinaipelereel citoplasma

celular, siendo esta especie la mas abundante en todos los sistemas celulachssg65gya

Respuesta inmune contra E7.

Los HPV de alto riesgo han desarrollado un complejo mecanismo de evadién de
respuesta inmune que incluye, entre otros procesos, la regulacién negativxpmlededre de
diversos genes activados por interferébn y de genes involucrados en la presentagédica
por medio del complejo mayor de histocompatibilidad.

No obstante, la expresion constitutiva de E7 en neoplasias ha sido extenstvam
demostrada y la aparicion daticuerpos anti-E7 ocurre caifta frecuencia en pacientes con
cancer cervical [66,67,68]. Esto indica que en condiciones de sobre-expresion la oncoproteine
es capaz de activar la respuesta inmune. Se ha demostrado que exisigelmzon entre el

desarrollo de la respuesta inmune contra E7 y el estadio de la enfermedad [69,70].

El Anticuerpo monoclonal anti-E7: M1.

Basandonos en los antecedentes planteados de la proteina E7, y conociend@la ampl
utilizacién que poseen los anticuerpos monoclonales (AcMo) en la clinicéayirerestigacion,
en nuestro laboratorio se ha obtenido un panel de AcMo dirigidos contra la proteina E7 HPV-16
entera. Entre éstos, el anticuerpo M1 mostré reconioceivo a la especie monomérica y
oligomérica de E7 con alta sensibilidad [65]. Se demostré que el AcMo Mapag de
reconocem E7 en la linea celular derivada de carcinoma cervical infectada cér16IRaSKi,

y en la linea celular U-2 OS transfectada transientemente con EVginla cepa HPV-16 [65].
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Asimismo, este anticuerpo también reconocio especificamente a Elukas ae biopsias de
tejidos de adenocarcinoma positivos para HPV-16 [65] sugiriendo su posible iilizera

fines diagnaosticos.
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Objetivo general de la tesis

E7 es la proteina con la mayor actividad transformante del virus y adspasadigma
de proteina intrinsecamente desordenada. Dado que hasta el momento ncefeethado
estudios mecasicos detallados que describan la interaccion entre epitopes virales
desordenados con anticuerpos especificos, en este trabajo de tesis nos pr@nadinanda
interaccién de E7 PIV-16 con el anticuerpo monoclonal M1 integrando diversas técnicas que
nos permitirdn la comprension detallada del mecanismo de unién. Estos eptodiesran
informacion para la comprension general del mecanismo de interaccion aatidjenerpo v,
ademas ampliard el conocimiento sobre las estrategias de union deelaapil y de los
epitopes intrinsecamente desordenados, los cuales se encuentran angpl@pnes¢ntados en

la naturaleza.
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Capitulo I .
Mapeo epitopico yanalisis termodinamico de la interaccion entre
E7 y AcMo M1.
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Como se describio en detalle en la seccion introduccion, la oncoprotein& \acerias
de ser la proteina con mayor actividad transformante del papilomavirus [52] yrdedsdo de
proteina intrinsecamente desordenada [58], posee gran relevancia desde el pusta de vi
inmunoldgico. Esto se debe a que anticuerpos Anti-E7 han sido detectados endsueros
pacientes con lesiones cervicales asociadas a HPV-16, confirmandgouteilaa E7 es capaz
de estimular la respuesta inmune humoral frente a la infeccion con®[67]. También se ha
descripto que E7 es capaz de activar la respuesta inmune celular catatdediada por
linfocitos T [71].

Por otro lado, se ha descripto que la oncoproteina E7 se expresa constitugivamlast
lineas celulares CaSki y SiHa [65,72], las cuales poseen integrado en su gepa@sadel
genoma de HPV-16. Ademas, se ha detectado E7 en biopsias de tejido a&fedtadio con
HPV especificamente en células tumorales pre-malignas y malignas [73,74].

Como mencionamos, dada la capacidad de inducir respuesta inmune freinfiecidn
con HPV de la oncoproteina E7 y de activar la respuesta T citotdxiea pesdeina es
ampliamente utilizada como blanco para el desarrollo de vacunas terapg81i¢32,33,34].
Asimismo, la expresion constitutiva y especifica deeBdisplasias pre-malignas y en células
tumorales sugiere la utilizacién de esta proteina como blanco paragbtiesie pruebas de
diagndsticos inmunoquimico especificos contra HPV, los cuales requieranudiidacion de
anticuerpos altamente sensibles y especificos.

En nuestro laboratorio se ha desarrollado un panel de anticuerpos monoclonalds7contra
del virus HPV-16, entre los cuales se mostré que el anticuerpo monoclonal dMbaeala
oncoproteina en la lineas celulares derivada de carcinoma cervical lylaa pértenecientes a
tejido de adenocarcinomas positivos para HPV-16 [65].

En base a estos antecedentes, en el presente capitulo nos propusimas lanal
especificidad y la afinidad de la interaccion entre E7 de HPV-16 wtieuarpo monoclonal
M1, planteando como objetivos especificos:

- Determinar el grado de reactividad cruzada del anticuerpo monoclonal M1 camitra |
proteinas E7 de HPV-18 y HPV-11.

- Determinar la estequiometria y la constante de disociacion del complejo FabM1:E7.
-Analizar la influencia de la fuerza i6nica en la formaciéon del complejo FabM1:E7.

-Realizar un mapeo epitdpico del anticuerpo M1 con el fin de determindioaeingiimo de
reconocimiento antigénico.

-Analizar la especificidad del anticuerpo monoclonal M1 por E7 HPV-16.
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[.1- Reactividad de M1 frente a E7 HPV-16, -18,-11

Los tipos de HPV mas relevantes clinicamente que infectan humandsess16 y -18,
los cuales se encuentran presentes en mas del 70% de los cancer@ssePac otro lado, los
tipos de bajo riesgo causales de lesiones benignas, como lo son las verasgiaecuentes en
la poblacion son los HPV -11y -6. (ver introduccién).

Con el fin de evaluar la reactividad cruzada que presenta el anticuerpo Mlopor e
tipo de HPV de mayor incidencia en CC y por el tipo de bajo riesgo HPV-11amafizia
reactividad del AcMo M1 frente a las proteinas E7 de los distintos dp®$PV mediante un
ensayo de ELISA (figura 1.1).
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Figura I.1. Especificidad del AcMo M1. La reactividad de los AcMo contra las proteinas E7 HPV-16 (circulos
llenos), E7 HPV-18 (circulos vacios) y E7 HPV-11 (cuadrados vacios) se determiné por medio de un ensayo de
ELISA indirecto utilizando IgG M1 o una IgG anti-E2 como control negativo (triangulos). El ensayo se llevé a cabo
como se describié en la seccion materiales y métodos, excepto el buffer que se utilizé el cual fue Tris:HCI 25 mM,
NaCl 0.15 M, pH 7.4.

Como puede observarse en la figura 1.1, el anticuerpo monoclonal M1 presenta una baja
reactividad cruzada contra las proteinas E7 de los tipos HPV-18 y HPV-11itulas que se
observaron fueron 1/120.000 para el tipo HPV-16, mientras que para los tipos HPV-18 y HPV-
11 fueron 1/250 y 1/100 respectivamente. Estos resultados muestran por un lado que e
anticuerpo M1 presenta una alta reactividad por su antigeno E7 HPV-16. Por otro lado,
muestran que el anticuerpo M1 es altamente especifico para la pBietRV-16, ya que
reconoce a los tipos virales HPV-18 y HPV-11 con una sensibilidad 480 y 1200mertas

respectivamente que la que posee por su proteina antigeno.

[.2. Determinacion de la estequiometria y de la afinidad del AcMo M1 por E7 HPV-16.
Si bien los ensayos de ELISA son métodos efectivos para el adélisiseactividad de
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anticuerpos, no permiten una determinacién precisa de las afinidades deiibrieea solucion.
Por lo tanto, decidimos analizar la afinidad de la interaccion del cmrpeM1 utilizando
métodos de espectroscopia de fluorescencia. Todos los ensayos en soluailirasenreon el
fragmento Fab del anticuerpo M1 (FabM1), que posee el sitio de reconocimieatttigeho
(Introduccién). El Fab se obtuvo a partir de la digestion de la IgGM1 pura con pal@iga,
se purificd y se cuantificd por absorbancia a 280 nm (Materiales y Métodos).

Con el fin de analizar la estequiometria de la interaccion realizarpeEsimentos de
titulacion al equilibrio utilizando en primer lugar como sonda la fluoresaentiinseca del
triptofano del anticuerpo. Esto fue posible dado que la proteina E7 no presahiasreis
triptofano en su secuencia (Figura 1.4). Sin embargo, los cambios en la intedsidad
fluorescencia observados en las titulaciones fueron menores al 5 %, dando godficelacion
sefal/ruido baja y resultados dificiles de interpretar (no mostrado). Pordo ltamamos a
cabo los ensayos de titulacién utilizando como sonda el isotiocianato desdkioee (FITC)
unido covalentemente al antigeno, determinando el cambio en el valor deofxopia de la
molécula acoplada a FITC luego de la unién al ligando. En la reacciérrckecion el FITC se
une covalentemente al extremo amino terminal o a las lisinas dadi&sulas segun las
condiciones de marcacion (Materiales y Métodos). En el caso de E7, madiaabalisis de
espectrometria de masa, se determind que el fluoréforo se encontraba conjugpettensl
amino terminal y a la lisina 97 de la molécula (no mostrado).

El experimento se llevd a cabo en tubos separados titulando una cantidedHijfeC-E7
a altas concentracionesufl) con cantidades crecientes de FabM1, incubando los complejos
durante media hora. A altas concentraciones de proteina (condiciones estegasmé
sefal de anisotropia aumenta de manera lineal hasta alcanzarrdaidaty, registrando el
cruce de dos rectas obtenidas a partir de la pendiente inicial y fitelrel@ccion de union es
posible determinar la estequiometria.

Como puede observarse en la figura |.2A el cambio en la anisotropia alcaatgadaion
cuando se lleg6 a una relaciéon molar FITC-E7:FabM1 1:1. Para el addllaigstequiometria
de la interaccion fue preciso considerar que E7 es una proteina dimériea equmisntra en
equilibrio con la especie monomérica, con una constante de disociacibnMig¢56]. En las
curvas de titulaciébn en condiciones estequiométricas se utiliz6 una can@ntde sonda
FITC-E7 de 1uM. En esta condicion, la proporcion del monémero de E7 es de alrededor de el
50%. No obstante, la misma relacion estequiométrica se observé en curizedasah
concentraciones menores de FITC-E7 (50-500 nM) donde la proporcion de la especie
monomeérica es mayor (no mostrado). Estos resultados indican que una moléaldasdaina
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a un monémero de E7.
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Figura I.2. Estequiometria y constante de disociacién al equilibrio del complejo FITC-E7:FabM1 (A) Cambio
en la anisotropia de fluorescencia de FITC-E7 (1uM) luego de la adicion de cantidades crecientes de FabM1 en
condiciones estequiométricas o del anticuerpo no relacionado FabED84 (inserto) (B) Cambio en la anisotropia de
fluorescencia de FITC-E7 50 nM frente a la adicion de concentraciones crecientes de FabM1, en condiciones sub-
estequiométricas.

El cambio de anisotropia de FITC-E7 luego del agregado del anticuerpo no relacionado
FabED84 se realiz6 como control y no se observaron cambios en la anisotfbmeedeencia,
mostrando la especificidad de la union E7:FabM1 (Figura |.2A , inserto).

Una vez determinada la estequiometria del complejo se procedioé arckEadnstante de
disociacion al equilibrioKp). Para calcular la constante de disociacion es necesario reagizar |
curvas en condiciones disociantes, esto es, a concentraciones entre 1/2y & vator de la
Kp. Debido a la alta afinidad que presenté el anticuerpo por su antigeno,niba@a un
rango de 50 nM de proteina marcada con FITC y las curvas se ajustaron aplicandelelde

interaccion 1:1 a través de la siguiente ecuacion:

P =T +%{(x+[157]+1(D)-[(x+[1~77]+1(0)2 —4[E7]x]0'5} (1.1)

donde x es la concentracion total variable de FabMi; es la diferencia en la
anisotropia de fluorescencia de FITC-E7 libre o unida formando el compleja esrla
anisotropia de fluorescencia correspondiente a FITC-E7 libre (ver materiales y métodos).

La constante de disociacion del complejo [FITC-E7:FabM1] fue 20 + 3 ribt, qrae
corresponde a unG de -10.45 kcal/mol (Figura 1.3B). Este valor es 50 veces mayor que la
constante de dimerizacion de la proteina E7. Por lo tanto, si bien no pudinusrddm cabe

la posibilidad que la union del anticuerpo a E7 “capture” la especie monodesest proteina
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y desplace el equilibrio de la reaccién hacia esta especie. @tpae® podria ser que el
anticuerpo reconozca una region de E7 que no intervenga en la dimerizaciébn y que dos

moléculas de Fab se unan al dimero de E7 .

I.3. Efecto de la fuerza i6nica en la interacciéon FITC-E7:FabM1.

Basandonos en el hecho de alrededor del 25% de los residuos de la proteida E7 est
cargados (Figura 1.4) a PH neutro, principalmente en el domino E7N el cualyopeato
isoeléctrico teodrico de 3.6, nos propusimos estudiar el componente electroditia

interaccidn entre esta proteina y el FabM1.
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Figura 1.3. Dependencia de la afinidad en funcién de la fuerza idénica. Los datos para FITC-E7 con el FabM1
(circulos llenos) se obtuvieron midiendo la constante de afinidad al equilibrio. La concentracion de NaCl se vari6 en
el rango 50-800 mM . Los datos para de la interaccion entre E2C y el anticuerpo ED15 se obtuvieron a partir del
trabajo realizado por Cerutti y col [75]. (circulos vacios).

Las interacciones electrostaticas son todas las interacciones bma$nmgue se
establecen entre grupos cargados, grupos polares o grupos polarizables Sheinermaas|[76]. L
mismas pueden perturbarse al variar la fuerza idnica del medio aumentandodatracion de
alguna sal en la solucion [77]. A alta fuerza i6nica se produce un aumerdocdastante
dieléctrica del medio que atenua los potenciales electrostaticolitadebi las interacciones de
tipo electrostatico. En nuestro caso de estudio se determiné la comgaditeociacion del
complejo variando la concentracion de NaCl desde 50 mM a 800 mM. El cédeu®
constante de disociacion se realizd utilizando la misma metodologi@ndgas titulaciones al
equilibrio realizadas anteriormente en el presente capitulo.

En la figura 1.3 se muestran los valoreskgedel complejo FITC-E7:FabM1 en funcion
de la fuerza i6nica. Puede observarse qu&plae vio perturbada moderadamente con la sal,

observandose un aumento de la misma de aproximadamente 4 veces cuando lacioncdat
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sal vari6 de 50 a 800 nM. En el mismo grafico se muestra comparativagieat®
componente electrostatico que presenta la unién de un anticuerpo ED15 con sw antige
especifico, la proteina E2 del HPV-16, estudiado en el laboratorio. Enseionpuede
observarse que el valor de la constante de disociacién vario aproximadamente@lve
modificar la fuerza ionica de 0.25 a 0.4 M [75] . Dado que a 1 M NaCl se ohseava
atenuacion en la mayoria de los casos, el resultado presentadosegiasidado que las fuerzas
electrostaticas no serian las principales fuerzas mediadorasntierdedion del anticuerpo M1

con la proteina E7.

l.4. Mapeo epitopico del anticuerpo M1.

Con el fin de mapear la region minima de reconocimiento del anticuerpo Mdimde a
cabo un ensayo de ELISA utilizando como antigenos diferentes péptidos y domiras de
proteina E7 HPV-16. En la figura 1.4 se muestra un esquema con la sededagmoteina E7
y los diferentes fragmentos utilizados para el mapeo. Como puede observadsierdoses
fragmentos de E7 se encuentran solapados abarcando la totalidad de la secuencia de la protein:

E7N Bisagra E7C
1o O e 40 51 %
MHGDTPTLHEYMLDLQPETTDLYCYEQLNDSSEEEDEIDGPAGQAEPDRAHYNIVTFCCKCDSTLRLCVQSTHVDIRTLEDLLMGTLGIVCPICSQKP
LxCxE (36-48)
(1-20) (36-53)
(16-40)
(1-40) (40-98)

Figura 1.4. Regiones de E7 HPV-16 utilizadas para el mapeo del sitio de reconocimiento del anticuerpo M1.
Esquema que muestra la secuencia de la proteina E7 HPV-16 y los péptidos y dominios utilizados en el mapeo
epitépico. La localizacion de los dominios de E7 N-terminal (E7N) y C-terminal (E7C) (linea continua) y la regiéon
bisagra se muestran sobre la secuencia. Las regiones conservadas CR1 y CR2 y el motivo de unién LxCxE a Rb se
indican. Los fragmentos de E7 utilizados como antigeno en el ensayo de ELISA se muestran debajo de la
secuencia con lineas continuas grises, indicando entre paréntesis los residuos que abarca cada uno.

El ensayo se llevo a cabo adsorbiendo a las placas los diferentesnb@gyndominios
de E7 HPV-16, luego se incubd con los anticuerpos utilizando una dilucion 1/200 y se
determiné su reactividad detectando la absorbancia a 480 nm en un lector siénpéaedales
y métodos). Como control se utilizé el péptido no relacionado correspondientegeia3&7-
348 de la proteina E2 del virus HPV (Control). Como anticuerpos primarios seromlizl

liquido ascitico del AcMo M1y suero de ratones sin inmunizar (control negativo).
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Figura 1.5. Mapeo del sitio de reconocimiento de M1. Reactividad del AcMo M1 contra diferentes regiones de E7
HPV-16. E7: E7 HPV-16 entera (aa 1-98). Los péptidos y los dominios que comprenden las diferentes regiones de
la proteina estan indicados. Control: Péptido de E2 no relacionado. Barras Negras: liquido ascitico del AcMo M1.
Barras Blancas: suero de ratones sin inmunizar.

Como puede observarse en la figura 1.5, M1 present6 una alta reactividad por e protei
E7 entera, aunque muy baja por los dominios E7 N-terminalsfEY C-terminal (EZo9s)
enteros, indicando que el anticuerpo M1 no reconoce a los dominios de E7 HP\ad6sais
como antigenos en ELISA. Segun lo esperado, también se observé una baja reaetividad
por los péptidos que comprenden las regiones conservadas GR{) (Ela CR2 (E{s40) del
dominio N-terminal. No obstante, el anticuerpo M1 presentd una alta reattpoda&l péptido
que abarca la region comprendida entre los dominios N-terminal y C-termirealpdeteina,
E73653. Una reactividad menor, pero significativa se observé para el péptido de mentudlongi
E7364s, €l cual también abarca la region de E7 comprendida entre los dominiosihater@-

terminal.

I.5. Célculo de la afinidad del FabM1 por diferentes fragmentos de E7.

En principio, no se pueden descartar todos los resultados negativos obtenidos en los
ensayos de ELISA que utilizan péptidos sintéticos ya que la proporcion deelerkcia a la
placa puede variar de péptido a péptido en una mayor proporcion de lo que ocurre entre
proteinas globulares. Por otro lado, como se menciond, esta técnica no nos qaenie
informacion cuantitativa sobre la afinidad de los complejos. Por lo tamceldin de validar
los resultados obtenidos a partir del ensayo de ELISA y calcular la cendéaatinidad de los
complejos formados entre el anticuerpo M1 y los distintos fragmentos deemds a cabo
titulaciones al equilibrio utilizando el mismo procedimiento que dizezi para calcular la
afinidad del complejo FITC-E7: FabM1. Los péptidos y el dominio E7N fueronash@asccon
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FITC y purificados por HPLC, mientras que el dominio E7C se marcé y se putifizangdo
un protocolo similar que el de la proteina entera (materiales y métodos).

Las diferentes titulaciones se realizaron incubando en tubos separados 10&IT@-de
E7140 FITC-E7400s, FITCE73653y FITC-E73648 CON concentraciones crecientes de FabM1 y
se determind el cambio en la anisotropia de fluorescencia frempeghdo de FabM1 en todos
los casos. Dado que ya se conocia que la estequiometria del comgldjp ks datos de las
titulaciones en las que se observé un cambio en la anisotropia de flnoi@seeajustaron al
mismo modelo utilizado para calcular la afinidad del complejo FITG-BBM1 a partir de la
ecuacion la ecuacion 1.1.

Al realizar estos ensayos no se observaron cambios en la anisotropiarescéncia
(Figura 1.6, inserto) en los dominios FITEZN ni FITC-E7C frente al agregado de
concentraciones crecientes de FabM1, confirmando lo observado a través deayos ees
ELISA. A su vez, estos ensayos se utilizaron como control de espedificdacartando la
posibilidad de que el anticuerpo M1 reconozca inespecificamente a leutaadé FITC como
antigeno en solucion.

Las titulaciones confirmaron la asociacion entre los fragmentos que compriande
region bisagra de E7, que mostraron reactividad positiva frente a M1 en los eles&ldSA,
E7 3653y E7364s. El ajuste de los datos permitié calcularKaspara los complejos, las cuales
fueron de 122 + 2 y 129 + 2 nM paraskss Y E7ss4s respectivamente (Figura 1.6). Estos
valores corresponden a wG de alrededor de -9.4 kcal.iigbara ambos casos. Dalda
similitud en la afinidad que presentd el anticuerpo M1 por los pépidesss ¥ E7s4s
suponemos que la diferencia en la reactividad que presento el anticuerpo pofragmestos
en el ensayo de ELISA se debio principalmente a una diferente adhesashpiptidos a las

placas.
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1.6 Constante de disociacion al equilibrio de los diferentes complejos FITC-Antigeno:FabM1.
Cambio en la anisotropia de fluorescencia de FITC luego de la adicién de cantidades crecientes de FabM1 en una
cubeta que contiene 100 nM de los péptidos FITC-E736.45 ( circulos vacios) y 100 nM FITC-E73¢.53 (circulos llenos).
Inserto: experimentos utilizando 100 nM de los dominios FITC-EN ( circulos vacios) y FITC-E7C (circulos llenos).

Al comparar las afinidades de los complejos formados entre los compliejeabM1 (
AG = -10.4 kcal/mol) y E4s: FabM1 AG = -9.4 kcal/mol) fue posible determinar gele
90% de la energia total de union entre E7 y M1 proviene de la union del anticaerfo c
region de E7 comprendida entre los residuos 36-48. Por lo tanto, esta regioén de ria protei
comprende el sitio principal de reconocimiento del anticuerpo M1, si bien paakearenir de

modo secundario otras regiones de E7.

I.6. Andlisis de la especificidad del anticuerpo M1 por E7 HPV-16.

Una vez que acotamos mediante dos técnicas diferentes la regidon quendengire
epitope minimo de reconocimiento de E7, el cual se encuentra comprendidoentsaduos
36-48 de la proteina, quisimos evaluar la especificidad del anticuerpo M1 ppotsina
antigeno. Con tal fin, realizamos un analisis comparativo de secuenei&értiPV-16 y los
otros tipos de HPV de mayor prevalencia en la poblacion humana (Figura 1.7). ipdsos t
virales HPV de alto riesgo asociados a cancer cervical que le siguraidencia a los tipos
HPV -16 y -18, son los tipos HPV -31, y -45. La prevalencia HPV -16 y-18 es del 70%,
mientras que la de los tipos -31 y -45 es del 10%. Por otro lado, los tipos dedlaf riesgo
de mayor prevalencia en la poblacion humana asociados a lesiones benignad$ow-6 y -
11(95% de los casos).

Como se menciond en la seccion introduccién y puede verse en el alineanusinémo

en la figura 1.7, la regién que es reconocida por el anticuerpo M1 es una regi@opsewada
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en la proteina E7 [78]. Esta region abarca la region final del dominio E7N gydeald region
bisagra de la proteina.

Familia Tipo aa 36 aa 48
a7 HPV 16 DEIDGPAGOQAE -PD
HPV 31 pflipErPrAaAcGQAE-PD
a9 HPV 18 DEIDGVNHOQHLPAR
HPV 45 -ErpoRBEBcoafB-rH

al0 HPV 6

w)

EfpBEBcoBEorE

HPV 11 EVDKVDKOQDAQPL

o

Figura 1.7. Alineamiento de la regiéon de E7-HPV16 que comprende el epitope de reconocimiento del
anticuerpo M1 contra los otros tipos virales de mayor incidencia en la poblacién humana. En negrita se
muestran los residuos correspondientes a la secuencia de E7 HPV-16, en amarillo los residuos no conservados de
los tipos utilizados en el ensayo de ELISA de reactividad cruzada y en violeta los residuos no conservados de los
otros tipos virales de alta incidencia en la poblacién.

Los tipos virdes HP\16 y HPV-31 pertenecen a la misma familldPyY ao7) y
presentan una alta identidad de secuencia, siendo la misma en la regidmguende el sitio
de reconocimiento de M1 del 85%. Por lo tanto, es de esperarse que el anticLgnasdihte
un alto grado de reactividad cruzada frente a la proteina E7 de HPV-31.

Por otra parte, la proteina E7 de los tipos virales HPV-18 y HPV-45 perterscielat
familia HPVa9 presentan una baja identidad de secuencia con E7 HPV-16. En la region que
comprende el sitio de reconocimiento de M1, la identidad de secuenci&éniifevV-18 y -16
es del 50%, y entre E7 HPV-16 y HPV-45 es del 57%. Esto explicaria la bdj&idadc
cruzada que presenté M1 por E7 HPV-18 y sugiere que la reactividad por HPV-45 daberia s
baja.

Por ultimo, la proteina E7 de los tipos virales de HPV de bajo riesgo -6preddnta
una identidad de secuencia con E7 HPV-16 del 50% y 57% , respectivamente.| 4ueea
caso anterior, este resultado explicaria la baja reactividad cruzada geet@rell por E7
HPV-11 y sugiere que la reactividad por HPV-6 también deberia ser baja.

Si bien es necesario determinar la reactividad de M1 por los distiptssirales de
HPV mas prevalentes en la poblacion humana a través de, por ejemplo, undensai®A, el
andlisis obtenido a partir del alineamiento nos sugiere que el anticuerpes Mltamente
especifico por E7 HPV-16 ya que s6lo podria presentar un alto grado de reactividdd parz

HPV-31, la cual pertenece a la misma familia. Este es un resuleatador, ya que sugiere la
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posibilidad de utilizar a M1 con fines diagndsticos donde la utilizaci@ntieuerpos altamente

especificos es un requisito fundamental.

Conclusiones

- La estequiometria del complejo E7:FabM1 fue de 1:1, indicando que unallaaéc

Fab une a una molécula de E7.

- Mediante dos técnicas diferentes, ELISA y ensayos espectroscopidetgrseind que
la regibn comprendida entre los residuos 36-48 de la proteina E7 comprende el epitope

minimo de reconocimiento de M1.

- La constante de disociacion del complejo E7:FabM1 fue de 20A®M € -10.4
kcal/mol) mientras que la del compleirssss:FabM1l fue de 120 nMAG = -9.4
kcal/mol. Comparando las afinidades fue posible concluir que la region de iagpioTe
comprendida entre los residuos 36-48 aporta el 90% de la energia total de uni&i entre

y M1, constituyendo éste el sitio principal de reconocimiento del anticuerpo de M1.

- La fuerza ionica perturbé minimamente la constante de disociacionomhglejo
E7:FabM1, sugiriendo que las fuerzas electrostaticas no serian las pEmdéiymzas

mediadoras de la interaccion.

- La region reconocida por M1 en E7 HPV-16 se encuentra poco conservada entre los
tipos virales de alto y bajo riesgo mas prevalentes en la poblacién humsmaeael
anticuerpo presento una alta reactividad en ELISA por su proteina antigeno, E6HPV

y una baja reactividad cruzada por los tipos virales HPV-18 y HPV-11. Estoadesult

sugirieron que M1 es altamente especifico por E7 HPV-16.
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Capitulo 1l
Mecanismo cinético de la interaccion entre el anticupo FabM1
y E7Ep.
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La mayoria de los procesos biologicos dependen del encuentro especifico entre
moléculas, que se llevan a cabo a través de un amplio rango de afiniésdatayg temporales.
La comprensién de las bases moleculares de las interaccionesrAgudare la descripcion de
la termodinamica y la cinética de su asociacion, asi como detsugegss. Por un lado, en el
capitulo | de esta tesis analizamos la constante de disociaci@ordplejo E7:FabM1, las
cuales se relacionan con la energia libre de la formacion de los cosng@teun determinado
entorno quimico. Por otro lado, el estudio cinético de las interaccioneseeantel para la
comprension de la dinamica de las interacciones en el contexto del entoacelular, dado
gue nos permiten conocer las velocidades con las cuales los compfejosasey su tiempo de
vida. Ademas la posibilidad de monitorear una reaccion a lo largo del tiempmlitaos
determinar la aparicion de intermediarios no detectables al equilibriestalenanera disectar
el mecanismo de dicha reaccién. Las propiedades cinéticas de unecidteppeden modular
la localizacion de proteinas [79], las reacciones enzimaticas [80],paesta de una via de
transduccion de sefiales [81] , la competencia establecida entre difefentes a los que una
proteina puede unirse, y la respuesta inmune frente a una infeccion [82], entre otros procesos.

Como se menciond en la seccion introduccion, ademas del mecanisnoo cdési
reconocimiento entre moléculas denominado llave-cerradura, el cual estpl#esieencuentro
entre dos moléculas no involucra cambios conformacionales del ligando/recepstien exis
mea@nismos en los cuales la unidén especifica al ligando se encuentradacapcambios
conformacionales, éstos son: seleccion conformacional (SC) y ajuste inducido EAlkl
primer caso (ver figura 11.4), originalmente propuesto por Eigen como pre-equilibrio [17] y mas
recientemente conocido como seleccion conformacional (SC) [83], la macromaécela
estado libre presenta transiciones entre dos o mas conformaciones, dmléss una es
seleccionada y unida por el ligando. El segundo caso (ver figura 1l.4), descripto pomHoshla
como ajuste inducido (Al) [14], la macromolécula se une al ligando y luego cambia
conformacion con el fin de optimizar la complementariedad entre las utaségue forman el
complejo. Los dos mecanismos poseen gran relevancia desde el punto ohenvistddgico.
Por un lado, isomerizaciones conformacionales tanto en antigenos como enp#itieae
implicancia directa sobre la expansion del repertorio de la respuesta infhanetro lado, en
el mecanismo de ajuste inducido se produce un aumento en la complemeahtdeidua sitios
de interaccion de las macromoléculas, aumentando la afinidad de los complg&jo$184:

El analisis de las estructuras de las moléculas en su estado librielas al ligando

permiten conocer el detalle de los re-arreglos conformacionales que sufpeatédsas en la
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formacién de los complejos. Sin embargo, los estudios estructurales no provee@didiorm
acerca del mecanismo de unién que gobierna la formacion de estos coms&jose Hebe
principalmente a que en los distintos mecanismos de interaccion eegstiéibrios transientes
y, los intermediarios parcialmente plegados formados en la ruta de asodianen por lo
general una vida media corta, por ende no se acumulan y es muy dificil “coagedatructura.
A diferencia de los estudios estructurales, los estudios cinéticoa 8nitd herramienta para el
andlisis de los estados de transicion [84] permitiendo el estudio de idigtioe en solucion.
En los casos en que el cambio conformacional que ocurre en las macubasoés el paso
limitante en la ruta de la formaciéon del complejo, los estudios cirsdtiermiten distinguir entre
los mecanismos de seleccion conformacional y ajuste inducidos [85].

En base a estos antecedentes, en el presente capitulo nos propusimarsadedérm
mecanismo cinético detras de la formacién del complejo E7:FabM1. dtidias cinéticos
realizados con la proteina FITC-E7 entera dieron muy pocos cambios en ldesafisotropia
y fluorescencia durante el proceso de union con el FabM1, por lo tanto la rele@afuido
fue muy pequefia dando resultados dificiles de interpretar (no mostrado). Pos#leshent
cambio reducido en la sefial se deba a que la sonda (FITC) se encuentravatatdernente al
extremo N-terminal del dominio intrinsecamente desordenado de E7, a 30 residistandéa
del sitio de unién del anticuerpo. Por lo tanto, en la presente tesis herabzaflo nuestros
estudios cinéticos en la union del anticuerpo FabML1 al epitope minimoodeceuiento de E7
mapeado en el capitulo I, &74s al cual denominamos E7Ep.

Los objetivos especificos planteados en el presente capitulo son:

- Estudiar la reaccion de disociacion complejo E7Ep:FabML1.

- Estudiar la ruta de asociacion del complejo E7Ep:FabM1 determinando tantess

de asociacion bimolecular y a su vez la presencia de intermediarios.

- Describir el mecanismo global que gobierna el proceso de unién y calclar la

diferentes constantes cinéticas del mismo.

- Analizar si los cambios conformacionales asociados a la formacion del complejo.
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[I.1 Cinética de disociacion del complejo E7Ep:FabM1.

En primer lugar abordamos el estudio cinético analizando la reaccién daci@odel
complejo FITC-E7Epg-abiM1. El experimento se realiz6 formando el complejo FITC-
E7Ep:FabM1 en relaciones estequiométricas (400 nM) y una vez estabillzadsn® se
desplazd el complejo con un exceso de 20 veces del péptido E7Ep no modificaeld €
(ver materiales y métodos). Se monitoreé el cambio en la anisotropisdesdlencia (Figura
1.1 A) yen laintensidad de fluorescencia (Figura 1.1 B) en el tiempo, medidio equipo de
flujo detenido cstoppedflow. Para el ajuste de los datos se utilizaron un nimero minimo “n” de

funciones exponenciales, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

EA # g (2.1)
donde F(t) y Fcorresponden a las sefiales observadas a un tiempo défynedtempo
cero, respectivamented, y k, son las amplitudes del cambio de sefial y las constantes

observadas para cada proceso exponencial (materiales y métodos). Parsi€ldaniak datos,

se utilizo un criterio donde el mejor ajuste de los datos fue aquelpdeswoir el menor nimero

de procesos donde se observo: 1) una dispersion al azar de residuales; 2) ungrdesviac

estandar que sea menor o igual a 1/5 del valor del parametro; 3) una mejoralendzl Chi

cuadrado, en comparacion con la funcion con menos parametros con la cual se relacione.
Como puede observarse en la Figura lll.1, las cinéticas de disociacion seomnjust

correctamente a una funcién exponencial doble a partir de las cuales pudiermrseblas

constantes observadds: y las amplitudesA) de las diferentes fases presentes en la reaccién

de disociacion (Tabla I1.1).

Tabla Il.I. Parametros cinéticos de la reaccion de disociacion del complejo E7Ep:FabM1.

Intensidad de Anisotropia
Fluorescencia
Koft1 S 0.56 + 0.02 0.63 +0.05
A, (107 1.92 +0.04 1.80 +0.20
Kotr2 (102) s 0.15+0.01 0.26 + 0.01
A, (109 3.40 £ 0.07 3.50+0.10

Los valores correspondiente a las ky,2y A1 2Se obtuvieron a partir del ajuste de las cinéticas de disociacion
mostrados en la Figura 1.1 a una funcion exponencial doble.

Como se muestra en la tabla Il.I los valores de las constantes observdidagideion
y de las amplitudes correspondientes a la fase mas rapida y & lamdaslenta fueron muy

similares por ambas metodolag. Analizando los valores de las amplitudes se observo que
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alrededor del 90% del cambio de la sefal corresponde a la fase rapida @eidisocientras
alrededor del 10% restante corresponde a la fase lenta (Figura Il.1 y Tabla ILI).
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Figura Il.1. Cinética de disociacion del complejo [E7Ep:FabM1]. Cambio en la anisotropia de fluorescencia de
FITC (A) o en la Intensidad de Fluorescencia de FITC (B) del complejo estequiométrico [FITC-E7Ep: FabM1] luego
de la adicion de un exceso de 20 veces del péptido E7Ep frio. Linea continua: ajuste de los datos a una funcién
exponencial doble. Los residuales obtenidos luego del ajuste de los datos a una funcién exponencial simple
(paneles superiores) y a una funcién exponencial doble (paneles inferiores) se muestran debajo del grafico.

La presencia de mas de una fase cinética indica que el mecat@stsnciacion entre
E7Ep y FabM1 no sigue una ruta de dos estados, sugiriendo la presencia de almenos
intermediario poblado [86]. Dos escenarios diferentes podrian explicar lo observaao en |
reaccion de disociacion del complejo E7Ep:FabML1.: i) que la ruta de disocssa secuencial,
existiendo al menos un intermediario (Esquema Il.I A) ii) que la ruta de atigmtisea paralela
y que existan al menos dos especies en equilibrio de los complejos & p:¥ que disocien

a velocidades diferentes (Esquema 11.1B).
(A)

E7Ep + M1 <= (E7Ep:FabM1) —> [E7Ep:FabM1]

(B)
E7Ep:FabM1
= (E7Ep )
E7Ep + M1 N
=\
ST [E7Ep:FabM1]

Esquema II.I. Modelos preliminares de las posibles rutas de disociacion del complejo E7Ep:FabM1.
A) Ruta de disociacion secuencial B) Ruta de disociacion paralela.
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Por ultimo, el valor final de anisotropia obtenido a partir del ajuste d#atos de las
cinéticas ( = 0.03+ 0.002) (Figura 1l.1A) coincidi6 perfectamente con el valor inicial de
anisotropia correspondiente al péptido E7Ep libre, observado en las titulatiegetilaio (=
0.033 + 0.005, Figura. 1.2). Esta concordancia indica por un lado que la disociacién del
complejo medida en el experimentostepped flowfue completa y por el otro, que la reaccion

de disociacion es totalmente reversible.

[1.2 Cinética de asociacién del complejo E7Ep:FabM1.
[1.2.1. Calculo de la constante de asociacion bimolecular del complejo E7Ep:FabML1.
Los estudios de la cinética de asociacion fueron realizados en el egu§iopped-
Flow. El célculo de la constante de asociacion bimolecular se determind en corslid®one
segundo orden. Cuando las concentraciones iniciales de las dos macromabéciglaslss, la
fase de asociacion puede ser determinada en estas condiciones a fmetudeion 11.2 [87].
El experimento consistid en seguir el cambio en la intensidad de flumcesde FITC-E7Ep
luego de la mezcla con cantidades equimolares de FabM1. Las concerdgrasisagadas
fueron: 50, 200, y 430 nM. Como puede observarse en la Figura 1.2, la velocidad de la reaccion
aumentd con la concentracion, indicando la presencia del proceso de unién bimdkeru@a
tanto, los datos cinéticos fueron ajustados a un modelo de segundo orden de acukrdo con

siguiente ecuacion [87], a partir del cual se obtuvo la constante de asociacion bimddggular (

F(r)=F, +{AF[FabM1]§ k, t(1+[FabM1) k1) + clt}

(I1.2)

dondeFt y Fo es la sefial observada a tientpe inicial, respectivamentaF es el sefial de
fluorescencia durante la union, [FabMddrresponde a la concentracion de anticuerpo inicial ,
koncorresponde a la constante de asociacion bimolecular y la constaotesponde a un
desvio lineal de la sefial (materiales y métodos).

A patrtir del ajuste de los datos observados en la Figura II.2A se obtuvieroioles e
la kon para todas las concentraciones equimolares de FITC-E7Ep y FabM1 ensayadadefos
resultaron ser similares en todos los casos (Figura 11.2C). El valorkgedal complejose
obtuvo a partir de promediar las diferentes mediciones, dando un valor get.8.40 M™ s™.

Este valor se encuentra en el orden de las reacciones limitadaspefi@ente de difusion de
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los reactantes [88], encentrdndose entre las méas rapidas de lo descrifs pasaacciones
Ag:Ac [82].
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Figura I1.2. Fase de asociacion bimolecular del complejo FITC-E7Ep:FabM1. Se midié el cambio en la
intensidad de fluorescencia de FITC en equipo de Stopped-Flow luego de mezclar FITC-E7Ep y FabM1 en
concentraciones equimolares . Rojo, 430nm ; Azul, 200nM ; y negro, 50 nM. Los datos se ajustaron a un modelo de
asociacion de segundo orden y se obtuvo el valor de la k,,. Los residuales de los ajustes se muestran debajo del
grafico. B) Dependencia del tiempo medio de la reaccidn de asociaciéon con la concentracion de E73z¢.45 y de M1 . C)
Valor de k,, obtenida a partir del ajuste de los datos a un modelo de segundo orden para cada concentraciéon
ensayada.

I1.2.2 Fase lenta de asociacion del complejo FITC-E7Ep:FabM1.

Un proceso lento se observo en la reaccion de asociacion medida a baasraciones
de E7Ep y FabM1 (50 nM), donde el tiempo de medicion en el equipmpleed flowfue de 5
seg (Figura 1.2 A). Este proceso indica la presencia de un evento adicidaaleaccion de
asociacion y se ajustdé agregandole una fase exponencial al modelo dei@sagasegundo
orden. Dada la lentitud de esta fase adicional, con el fin de explaggoreseso mas lento en
detalle, llevamos a cabo experimentos cinéticos de asociacion medidos en el fluorimetro.

El experimento consistid en agregar 600 nM de FabM1 a una cubeta que contenia 100
nM de FITC-E7Ep, realizando la mezcla manualmente con un tiempo muertoseg Y0se
monitore6 el cambio de la anisotropia de fluorescencia en el tiempoa figura 11.3 puede
observarse un incremento lento de la anisotropia de fluorescencia, ecanahatl equilibrio

aproximadamente 10 minutos luego de la adicién del anticuerpo.
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Figura I.3. Fase lenta de asociacion del complejo E7Ep:FabM1. Cambio en la anisotropia de

florescencia en FITC luego de la adicion de 600 nM de FabM1 en una cubeta que contenia 100 nM FITC-E7Ep. La
adicion del FabM1 (flecha negra) se establecié como tiempo cero.

Este resultado confirma lo observado en las mediciones de asociacipadasaken el
equipo de destopped-flowa bajas concentraciones de proteina indicando, al igual que lo
observado en la ruta de disociacién del complejo, la presencia de al mentsaadiario en
la reaccion de asociacion. A partir de estos resultados fue posdileeest que el mecanismo
de interaccion entre el anticuerpo monoclonal M1 y E7Ep no sigue una ruta ddadios,es

existiendo en el mismo eventos adicionales al de unién bimolecular.

[1.3 Mecanismo de interaccion de E7Ep:FabM1.

Estudiando la dependencia que presenta la constante observada de aseniaci@r)!
con la concentracion de ligando es posible, cuando el evento de union ocurre a udadveloc
mayor que el cambio conformacional, distinguir entre los mecanismos de union rekhasni
seleccion conformacional o ajuste inducido descriptos anteriormente [B9]a figura 1.4 se
muestra, a modo de ejemplo, las tendencias que presdgtada funcion de la concentracion
de ligando segun qué mecanismo esté presente en la formacion de los csomplag
ecuaciones de ajuste de los datos que permiten obtener las constaraesOpicas en cada
caso.

Por lo tanto, con el fin de determinar el mecanismo involucrado en la formdel
complejo E7Ep:FabM1 llevamos a cabo el estudio de la dependenciaade larfta de union
con la concentracion de ligando. El experimento se realizé agregando concergracione
crecientes de FabM1 a una cubeta que contenia 50 nM de FITC-E7Ep y seed@litambio
de la anisotropia de fluorescencia en el tiempeldluorimetro (materiales y métodos). Los

datos de cada cinética individual se ajustaron a una funcion exponengi, siguiendo el
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mismocriterio de ajuste utilizado en los experimentos de disociacion, y se abtwara caso
el valor de la amplitud y l&ops (Figura 11.5).

K, K;
3 K,
E*e E (E:L)e [E:L]
. K.
Seleccion Conformacional Ajuste Inducido
r—k, tk Ktk —
\ ./.-#*'—H
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Figura 11.4. Modelos de seleccion Conformacional y ajuste Inducido. Cuando el paso limitante en la ruta de
unién entre dos macromoléculas es el cambio conformacional, la dependencia de la constante observada de
asociacion (kops) con la concentracion de ligando es diagnéstico sobre cual mecanismo esta presente. El modelo de
seleccion conformacional (arriba a la izquierda) postula que existe un pre-equilibrio entre las conformaciones E y E*,
de los cuales solo la conformacion E une el ligando. La k., forma una hipérbola inversa en funcion de la
concentracién de ligando (abajo izquierda) de la cual el valor de k, y k., para el pre-equilibrio E-E* puede derivarse
directamente, junto con el valor de la K,para la unidén de ligando. EI modelo de ajuste inducido (arriba a la derecha)
postula una transicién conformacional entre (E:L) y [E:L] optimizando la complementariedad del complejo. El valor
de la kyps €S una hipérbola creciente en funcidén de la concentracion de ligando (abajo a la derecha, inserto) de la
cual el valor de k. y k.. para la interconversion (E:L) [E:L], y el valor de la K, de la union al ligando pueden derivarse
directamente. Adaptado de Vogt y col [89].
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Figura Il.5. Dependencia de la concentracion de la fase lenta de asociacién del complejo [E7Ep:M1Fab]. (a-
f) Cambio en la anisotropia de fluorescencia de FITC luego de la adicion de concentraciones crecientes de FabM1
(0.1;0.15; 0.2 ; 0.3 ; 0.7; y 1uM, respectivamente) en una cubeta que contenia 50 nM FITC-E7Ep. Los datos fueron
ajustados a una funcibn mono-exponencial y los residuales se muestran debajo de cada grafico.
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El valor de anisotropia calculado a partir de extrapolar a tiempo ceranei®rfes
exponenciales mostradas en la Figura 1.5 se mantuvieron constante a tcdasdéasraciones
ensayadas y dieron un valor promedio de r= 0.039 (Figura I1.6). Por otro lado, el valor de
anisotropia obtenido para el péptido E7Ep libre fue de r=0.031 . A partir de est@dodes se
pudo asignar el cambio de anisotropia de la fase rapida de asociacith ska correspondela
reaccion de asociacion bimolecul®&=0.008). Este valor es muy pequefio, y por este motivo en
los experimentos de cinética rapida se opté por medir la intensidad de fmoiasen
condiciones de segundo orden para determinar la constante de asociacion bimadédcula
complejo (Figura II.2A). A diferencia de lo observado para la fase rapidapléughrelativa
de la fase lenta de asociacion fue mayor y aument6 con la concenttaciksbM1, y por
ejemplo para FabM1= 1 uM, el 83% del cambio total de la anisotropia sepoodéscon la

fase lenta de la asociacion (Figura 11.6B).
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Figura II.6. Amplitudes de la fase rapida y lenta correspondientes a la reaccion de asociacion del complejo
E7Ep:FabM1. A) Valores de las amplitudes obtenidas a partir del ajuste de los datos cinéticos mostrados en la
Figura I.5. B) Amplitud relativa de la fase rapida y lenta de asociacion.

Por otro lado, los valores de Ka,s obtenidas a partir de los ajustes de la Figurasi.5
graficaron en funcién de la concentracién de FabM1. Puede observasegemadlff que
existe un marcado decaimiento del valor d&jaa medida que aumenta la concentracion de
FabM1, indicativo de la presencia del mecanismo de SC (Figura 1.7) [89]. clata
dependencia de la fase lenta de asociacion con la concentracion derpaticos permitio
realizar un ajuste preciso de los datos para obtener las constantescapicas del proceso,
utilizando la ecuacion de ajuste detallada en la figura 11.4. Asimidady que el ensayo se
realizd agregando concentraciones crecientes del anticuerpo, es de egperéaseaccion de
pre-equilibrio ocurra en la molécula de antigeno. No obstante experimentosadi hacen
falta para estudiar dicha reaccion, los cuales seran presentadosiganesite capitulo de esta
tesis.
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Los parametros que se obtuvieron a partir del ajuste de los datos al medale-
equilibrio fueron: las constantes cinéticas de la reaccién de pre-equkibri®,2 + 0.3 10 s*,
ki=2.0 £ 0.3 10 s* y la constante de disociacién correspondiente al evento de UGigr
1.2 + 0.3 10 M (Esquema |). A partir de estos valores se pudieron calcular las cesstient
equilibrio correspondiente a la reaccion de pre-equilifitic= ki/k ;) y al evento de uniorkg =
ko), K1 =1.64 + 0.18 16y K, = 8.5 1§ M™* (Esquema I).

0.020 -
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Kobs (s

0.010 -

0.005

0 200 400 600 800 1000
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Figura 1.7. Dependencia de la concentracion de la fase lenta de asociacion. Los valores de la ks se

obtuvieron a partir de los ajustes de las curvas mostradas en la figura lll.5. Estos valores fueron ajustados a un
modelo de pre-equilibrio utilizando la ecuacion mostrada en la Figura 11.4 [89].

Por otro lado, utilizando el valor de Kg, obtenida a partir de las mediciones realizadas
en el equipo d&topped-Flowko, = 6.4+ 1.8 10 M™ s*, Figura 11.2) y laKp; obtenida del
ajuste al modelo de pre-equilibrio, fue posible estimar la condtantp,*kon, dando un valor
dek,=7.5 + 2 & (Esquema I).

Por ultimo, utilizando los valores de las constantesy K, fue posible calcular la

constante global de disociacion al equilibrio a partir de la siguiente ecuacion:
Kb (globa = (1+K1)/(K1*K2) (11.3)

El valor de laKp (gioba)y fue de 8.3 10 M, siendo el mismo alrededor de seis veces mayor
que el valor dé&kp obtenido independientemente a partir de las titulaciones al equikiy+o,
1.29 10'M (Capitulo |, Figura 1.2). La discrepancia observada entre ambos sugiere i&jgrese
de una evento adicional al de seleccién conformacional en el proceso de iresoriocdel
complejo E7TEFakM1.
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A partir de los valores d€p giobar, K1y K2, pudimos estimar el valor de la constante de

equilibrio para la reaccion adicional propuegta,mediante la ecuacion:

3 1+K,
K *K,+K *K,*K,

(11.4)

D

Este valor fue de £ 1.5. Existen otras evidencias adicionales apoyan la hipétesis acerca
de la presencia de un tercer evento en el mecanismo de union delrpotiiea E7EpLas
mismassurgen de los estudios de la cinética de disociacién del complejo ens#goobserva:
Por un lado, una coincidencia entre la fase lenta de disociacion meditiatepped-Flowko
= 0.026 + 0.001 S (Tabla I1.1) y el valork; obtenido a partir del modelo de pre-equilibrio,
0.020 &. Por el otro, la fase rapida de la reaccién de disociakig 0.63 + 0.05 3 (Tabla
[1.1), coincide razonablemente bien dentro del error con el modelo planteado en eleekgue
que, en caso que el ultimo equilibrio del modelo sea répido, el valor de tantersparente
debe coincidir con el producto #e y la fraccion del intermediario (E7Ep:FabM1R, * 1/K3
=1.25+0.46S.

En conjunto, con los resultados presentados hasta el momento utilizandoienfedvae
técnicas experimentales y herramientas de analisis cinéticos, fibée pmsstruir un modelo
cuantitativo del mecanismo de asociacién de E7 al anticuerpo FabMfB| ehastramos en el

siguiente esquema:

K;=0.16 K;=8.5 105Mm" Ky~6
k;=0.003s" kon =64 10" M s
E7Ep* = E7Ep + FabM1 >  (E7Ep:FabM1) > [E7Ep:FabM1]
k,=002s" ky=75s" k= 0635
ko= 0.026 8" K =K.o*1/Kg=1.25"
85% 15% a2

Esquema I: Modelo minimo que representa la formacion del complejo E7Ep: FabM1. Los valores
correspondiente a ky,k.;,K> y Ky se obtuvieron a partir del modelo de pre-equilibrio. Los valores de ks - representan
las fases de disociacion obtenidas en los experimentos de stopped-flow. El valor de k» se corresponde al valor de la
kon correspondiente a la fase rapida de asociacion. Los porcentajes indican la poblacion de cada conférmero al
equilibrio obtenidas a partir de las relacion de las constantes cinéticas.
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II.4 Cambios conformacionales asociados a la formacion del complejo E7Ep:FabML1.

Con el fin de determinar la presencia de cambios conformacionales era lderut
asociacion del complejo llevamos a cabo experimentos cinéticos de rdicroisular (CD).

Esta técnica espectroscopica se basa en la absorcion diferendel lale circularmente
polarizada por parte de las proteinas. Segun la regién del espectro quécee sabtendra
informacion de estructura secundaria en el UV cercano (180 a 260 nm) o deudtuest
terciaria cuando se analice el UV lejano (260 a 340 nm). El croméforo que absosb&V
lejano es el enlace peptidico (amida) y su absortividad molar dependpaddEetiestructura
secundaria de la cual se encuentra formando parte. El cambio en el entame eteina,
como es el caso de la unién a otra proteina, puede alterar la estruniadasa de la misma, y
por lo tanto su absortividad molar [90].

Para determinar la presencia de diferencias estructurales asociadésraacion del
complejo, medimos un espectro de CD en el UV lejano del fragmento FaldWita(f.8A,
linea continua) y del péptido E7Ep (Figura 1.8 A, linea punteada) en su estado libre, y del
complejo estequiométrico E7Ep:FabM1 luego de ser incubado por una hora (FIGURA 11.8B,
linea punteada). Se comparo el espectro del complejo E7Ep:FabM1 (Figura |l.8Bayiada)
con el espectro SUMA (Figura 11.8B, linea continua), el cual corresponde a & dritos
espectros del E7Ep y del FabM1 en sus estados libres. En todos logpaesasinimizar la
sefal correspondiente laliffer, se utiliz6: 10 mMTris-HCI (PH 7.4) y 5 mM NacCl. Este cambio
de buffer no afecta los parametros a medir ya que se observo una baja depeteldaci
constante de disociacion del complejo E7:FabM1 con la fuerza idnica (Figura 1.4).

En la figura 11.8 A puede observarse que el péptido E7Ep (linea punteada) presenta un
espectro tipico de estructura desordenada con un minimo a 198 nm. Por otro laduserala
figura se ve que el anticuerpo M1 (linea continua) presenta un espectro tipstrutdura
lamina-beta, estructura general de los anticuerpos (ver introduccién), con un migiora
y un maximo a 208 nm. Al comparar el espectro del complejo E7Ep:FabM1 cepeetre
suma (Figura 1.7 B), pueden observarse diferencias entre los espectros a los 238,
region comprendida entre los 218 nm y 200 nm, siendo a 203 nm la longitud de onda en donde

se observé mayor diferencia.
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Figura 11.8. Cambios conformacionales asociados a la formacion del complejo [E7Ep:FabM1]. (A) Espectro
de CD de 5 uM FabM1 (linea continua) y 5 uM de E7Ep (linea punteada). (B) Espectro de CD correspondiente al
complejo estequiométrico [E7Ep:FabM1] incubado por una hora y espectro de CD correspondiente a la suma de los
espectros individuales de E7Ep y FabM1 (linea continua). Las lineas transversales indican las longitud de onda en
las cuales se observaron diferencia entre el espectro SUMA y el medido.

A continuacién, analizamos los cambios observados en el espectro de Cieerpel
durante la reaccion de asociacion. El experimento se llevo a cabo agrdgagptale E7Ep (5
uM) a una cubeta que contenia el fragmento FabMdM} y monitoreando el cambio de la
sefal de CD en el tiempo a 203 nm. Cabe destacar que en las concestuddiatitizadas en
los experimentos de CD, se espera que la fase de asociacion bimabecufar durante el

tiempo de mezclado, el cual fue de 20 seg.
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Figura 11.9. Cambios conformacionales correspondientes a la formaci 6n del complejo E7Ep:M1Fab medidos

en el tiempo . (A) Cambios en la elipticidad cruda medidos a 203 nm luego de mezclar 5 uM E7EP con 5 uM
FabM1. La cinética muestra dos fases con amplitudes de diferentes signos las cuales se ajustaron por separados a
funciones exponenciales simples. (B y C) Experimentos control correspondientes en los cuales se agregd E7Ep en
la cubeta que contenia buffer, y buffer a una cubeta que contenia FabM1, respectivamente.

En la Figura 1.9 se observan dos fases con amplitud opuesta en la rea@sénideion
del complejo E7Ep:FabM1. Ambas fases se ajustaron a una reaccion exgoaepartir de

las cuales se obtuvieron los valores de las constantes de asociacivadasse Los mismos
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fueron:kopst 6.5 + 0.410° s! para la fase con amplitud positivakys» 5.1 + 0.810° s* para
la fase con amplitud negativa (Figura 11.8 A). Los valores de las constabsesvadas
obtenidas a partir del ajuste de los datos coinciden con el valor diehite= 310° s* esperado
para fase de pre-equilibrio a altas concentraciones de proteinas (Figura I1.7).

No se observaron cambios conformacionales en los experimentos control, erdss cua
se agregd E7Ep en la cubeta que conteniéer (figura 11.8.B), y buffer a una cubeta que
contenia FabM1 (Figura 11.8C). Estos resultados confirman que las fases obssevdelbsn a
la formacion del complejo y no al mezclado de las proteinas en la cubeta.

Los resultados cinéticos realizados en el CD sugieren que al menos lasafases
observadas en la ruta de la formacién del complejo E7Ep:FabM1 correspomdaczian lenta
de pre-equilibrio que ocurre en una de las moléculas previa a la union al ligantto t&hto,
este resultado indica que la reaccion de pre-equilibrio presente en laiformi@ complejse

encuentra acompafiada de cambios en la estructura secundaria de la molécula.
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Conclusiones

En la reaccion de disociacion del complejo E7Ep:FabM1 se observo la paedenci
dos fases cinéticas. Este resultado indica la presencia de al umeimgsrmediario

en la ruta de disociacion.

La velocidad de asociaciéon bimolecular entre E7Ep y FabM1 fuel@é ig™'s™,

este valor se encuentra entre los mas rapidos para los complejos Ag:Ac.

En la ruta de asociacion del complejo se observo la presencia de utenfasdel
orden de los minutos, adicional a la reaccion de asociacion bimolecutasugsio,
al igual que los resultados de la cinética de disociacion, que elhisracade
reconocimiento del anticuerpo M1 a E7Ep es un mecanismo complejo que involucra

mas de dos estados.

La constante de asociacion lenta mostré un claro decaimiento con |atcacioa
de FabM1 permitiendo realizar un ajuste preciso de los datos al mode(®, de S

partir del cual se obtuvieron las constantes microscopicas del proceso (esquema l).

Los experimentos de CD indicaron que el mecanismo de seleccién conformacional
presente en la formacién del complejo se encuentra acompafiado de camlios

estructura secundaria.

La discrepancia observada entre las constantes de equilibrio deducidas @epart
modelo cinético y aquellas medidas al equilibrio indicaron la presencia tircer
evento en el mecanismo de unién del complejo. Nosotros hipotetizamos gue est
evento corresponde a un mecanismo de Al que aumenta la afinidad del complejo

alrededor de 6 veces.

La concordancia observada entre los valores de las constantes de disociacion
medidas en ebktopped-flowy las constantes determinadas a partir del modelo
cinético planteado en el esquema | apdgaripotesis que establece de la presencia

del mecanismo de ajuste inducido en la formacion del complejo.
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Una vez que determinamos la presencia de un mecanismo de seleccion acof@am
en la formacién del complejo E7Ep:FabM1, nuestro siguiente objetivo consistaracterizar
dicha reaccion de pre-equilibrio.

Los valores de las constantes cinéticas correspondientes a la rebegiGrequilibrio
determinadas en el capitulo anterior mostraron una reaccién extremadamente lalrededor
de 10°s?, encontrandose en el rango de los valores esperados para las isomerizadiosies de
residuos de prolina (P). Los residuo de prolina son aminoacidos que, al ser lNdsgstit
pueden presentar dos conformaciorgs o trans (Figura Ill.1). Usualmente, la configuracion
trans es la mas poblada en regiones desordenadas de las proteinas, con unadfaesién
isomero del 90 a 60% [91]. Ademas, las prolinas pueden interconvertirse entrésamisoss,

produciendo un cambio conformacional en las proteinas en el orden de los minutos.

Figura lll.1 Reaccion de isomerizacion trans- cis del residuo de Prolina. k; y k., representan las

constantes de la reaccion de isomerizacion.

Las isomerizaciones de prolina son eventos frecuentes tanto en dominiosrgfbula
como desordenados. Estas isomerizaciones se encuentran regulando procesos muy diversc
como por ejemplo: infecciones de fagos [92], sefializacién del receptorrdgeast [93],
plegamientade anticuerpos [94], auto-inhibicion de proteinas de sefializacion [95] y agregacion
de la proteina intrinsecamente desordenada Tau [96].

Analizando la secuencia del fragmento de E7Ep, DEPRGQAEPD, se observa que
posee dos residuos de prolina (subrayados en la secuencia) (P41 y P47 en leassElEhc
HPV-16). Con el fin de analizar la conservacion en la secuencia del sdmocgdo por M1,
realizamos un alineamiento de esta regién de la proteina entre lhasfal® HPVoa 9 y o 7

(Figura I11.2) que comprenden los principales tipos de HPV de alto riesgo (Introduccion).
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Figura Ill.2. Alineamiento de las familias de HPV a 9 y a 7. La familia o 9 comprende los
tipos de alto riesgo HPV -16, -31, -33,-35 y los de bajo riesgo -35H, -52, -58 y -67, mientras que la
familia o 7, posee a los tipos HPV-18, 39, 45,79, y 60.

Puede observarse en el alineamiento de la figura 11.2 que, si bien la rédpnsgE
encuentra poco conservada en comparacion a la conservacion de secuencia qa@ poesent
dominios E7N y E7C (introduccion) [97], en todos los HPVs alineados existe al meaos
prolina en la regién correspondiente al epitope E7Ep en HPV-16 (marcadas de collar ema
la Figura I11.2). Asimismo, se observé que las mismas se encuentran aftaroesérvadas en
la familia HPV a9 y en los tipos virales de alto riesgo HPV -18 y -45 pertenecientearailaf
HPV a7.

Basandonos en los antecedentes mostrados, planteamos como hipoétesisegueidla
de pre-equilibrio descripta en la formacién del complejo E7Ep:FabM1 podriagebtmada
por un proceso de isomerizacién de los residuos de prolina presentes en ehttragnitep.

Con el fin de validar la hip6tesis planteada, nos propusimos como objetivos especificos:

- Determinar en qué conformacion se encuentran las prolinas presentes en el
fragmento E7Ep y determinar si las mismas se encuentran como un equilibrio
entre isomerosisy trans.

- Caracterizar, en caso de que ocurra, la reaccién de isomerizacion.

- Distinguir si la reaccion de pre-equilibrio descripta en el capitulo anfaraxde
estar limitada a un evento de isomerizaa@®trans de los residuos de prolina

presentes en E7Ep.
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[1l.1 Dependencia de la reaccién de pre-equilibrio con la temperatura.

La teoria del estado de transicion se utiliza para analizardeid&dl de las reacciones
qguimicas. En ésta, las Unicas entidades fisicas consideradas smactov®s, o estado basal, y
las especies mas inestables en la coordenada de reaccién, losdestaatosicion (TSE . En el
estado de transicion las interacciones intermoleculares estan en gtedesnacion y ruptura.
Este estado representa la barrera energética que tienen que superataotesgaara proceder
hacia los productos. Por lo tanto, cuanto mas grande es, mas lenta es la reaccion y viceversa .

La dependencia de los eventos cinéticos con la temperatura es una néaramie
fundamental para obtener informacién acerca de los intermediarios y derémasanergéticas
que los separan [98] ya que nos permiten obtener los pardmetros termodinamicos.del TSE

Cuando las prolinas presentes en péptidos o expuestas en regiones flexibletedantro
proteinas isomerizan dicha reaccidn presenta una dependencia caracteridaceemperatura.

La mismase encuentra determinada por una entalpia de activatiét) ¢ercana a las 22
kcal/mol y un cambio en la capacidad calorifia€g’) nulo. [99]. El valor deAH*, también
denominado energia de activacion, se relaciona con la cantidad minimergla énterna que
requieren las moléculas para iniciar la reaccion.

Por lo tanto, para determinar si los residuos de prolina se encontraban involearkdos
reaccion de pre-equilibrio analizamos la dependencia de la fase lemisociacion con la
temperatura (l11.3). El experimento se llevo a cabo midiendo el cambio enstdrapia de
fluorescencia luego de mezclar 600 nM de FabM1 en una cubeta que conteniadd®&1iia-
E7Ep a diferentes temperaturas. Todos los datos se pudieron ajustar a idmaeikpanencial
simple, siguiendo el mismo criterio de ajuste planteado en el capiteldoa, obteniéndose un
valor dekyps €n cada caso. De modo representativo en la Figura 1l11.3 a y b se muastran |
cinéticas medidas a las temperaturas extremas, 7.5 °C y 40 °C. igurdalF.3 ¢ se muestral
valor de lakops en funcién de la temperatura donde se observé un aumento exponencial.
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Figura ll.3. Dependencia de la fase lenta de asociaciéon del complejo E7Ep:FabM1 con la temperatura.
Cambio en la anisotropia de fluorescencia de FITC medido luego de adicionar 600 nM FabM1 a una cubeta que
contenia 100 nM FITC-E7Ep medido a 7.5 °C (a) y a 40 °C (b). Los datos fueron ajustados a una funcion mono-
exponencial y los residuales se muestran debajo de los graficos. (c) Valores de la k,ps obtenidos a partir del ajuste
de los datos de las cinéticas medidas a distintas temperaturas.

La ecuacion de Eyring, la cual parte de la teoria del estado dedrapgierriva de la

ecuacion de Arrhenius, relaciona la temperatura con la constante cingéidir de la siguiente

-AG*

kT i)

ecuacion: k

obs

dondeh es la castante de Plancky,* es la constante de Boltzmann, R es la constante de los
gases y T es la temperatura expresada en Kelvin. La misma ecuadaiénr@escribirse para
relacif@=AH*-T.AS"

obtener su forma lineal teniendo en cuenta la como:
k.. AH™1 AS™ k

In—22 = - —+ +In—2. (11.2)
T R T R h

De esta Ultima ecuacion deriva el grafico de Eyringepthf/(ko* T)) en funcién de 1/Ta
partir del cual puede obtenerse de la pendiente del grafico el valvt*dede la ordenada al
origen el valor de entropia del estado de transit®n

En la Figura Il1l.4 puede observarse que el valor Bgdaorrespondiente a la fase lenta de

asociacion en funcion de 1/T en el del gréfico de Eyring presentd una rdiaeainla cual es
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compatible con reacciones que presentahepnulo. A partir de la pendiente de la recta
obtuvimos el valor d&AH*= 24.2 + 0.7 kcal/mol, y de la ordenada al origen eA§e=13.8
cal/mol (Figura I11.4). La tendencia lineal observada junto con el valonhie fueron

compatibles con lo observado para la reaccion de isomerizacion de los residuos de prolina [100].

LN[k(h/k*T)]

I 1
0.00335 0.00350 0.00365

1/T
Figura lll.4. Eyring Plot determinado para la fase lenta de asociacion del complejo FITC-E7Ep:FabM1. Las

Kops Calculadas a diferentes temperaturas (Figura 111.4) se graficaron en funcion de la temperatura y los datos fueron
ajustados a una funcion lineal.

L
0.00320

Por lo tanto, estos resultados apoyan la hipétesis que hemos planteado emiteyirm
cual establece que la reaccidén de pre-equilibrio observada en el conjiigd-&M1 podria
estar gobernada por un proceso de isomerizacion de una o ambas prolinas presentes en
péptido E7Ep. Sin embargo, mediante este resultado no se puede descartaomegilacion
ocurra en alguna region expuesta del anticuerpo. Es por esta razén llevambs a ca

experimentos de Resonancia Magnético Nuclear (RMN) del péptido E7Ep en su estado libre.

[11.2 Andlisis del péptido E7Ep por Resonancia Magnética Nuclear.

Latécnica de RMN se basa en la capacidad que presentan algunos nucleassatémic
cuando sonsometidos a uncampo magnético externo, de  absorber radiacion
electromagnética en la region de las frecuencias de radio. Como la flaoeeaxta de esta
absorcion depende del entorno quimico de estos nucleos, esta técnica sampleale para
determinar la estructura de la molécula en donde se encuentran éstosmAsiria
espectroscopia de RMN se puede utilizar con fines cinéticos o termazbisantomo
presentaremos en la presente seccion de la tesis.

Todos los experimentos de espectroscopia de Resonancia Magnética Nuelear s

realizaron utilizando el péptido E7Ep en abundancia naturdCdel cual es un is6topo activo
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para realizar mediciones de RMN. Soélo aproximadamente el 1% de los C ereselats
proteinas son°C, mientras que éfC, mas abundante (99%), es magnéticamente inactivo. Por

esta razon, se utilizé el péptido a altas concentraciones (3 mM).

[11.2.1 Asignacion de los desplazamientos quimicos del péptido E7Ep.

En primer lugar para poder analizar la conformacion de los residuos de prolinagsresent
en el fragmento E7Ep, asignamos las resonancias de todos los carbonos e hidtégenos
péptido. Los experimentos que realizamos para llevar a cabo la asigndq@éptaio fueron:
'H-3C HMQC (correlacién heteronuclear cuantica maltiple, de sus siglas en) igdids™C
HMQC —-TOCSY (espectroscopia de correlacién total, de sus siglas en ifigi&d)TOCSY y
'H-'H NOESY (espectroscopia de efecto nuclear Overhauser). En los experifeiQas y
TOCSY la magnetizacion se transfiere entre nucleos acoplados estdéarfa través de
enlaces), permitiendo por consiguiente ver las correlaciones escalaresp{spinEn el caso
del *H-*C HMQC se obtiene un pico de correlacion entre el desplazamiento quimice del
el de los'H directamente unido. La magnetizacién se transfiere del protén al carbono unido
covalentemente a través de la constante de acoplamiento heteronuciearliace,)Jyc. En los
espectros TOCSY la magnetizacién se transfiere, después de un periodocsakedmiezcla,
de un protén a todos los protones que forman parte del mismo sistema de sginead#
proton presenta un pico de correlacién con otros protones que pertenecen al misneodast
spins. El grado de transferencia de la magnetizacion a lo largo delasidéespins depende de
la duracion del tiempo de mezcla,)(to mixing time Para la asignacion del péptido E7Ep
realizamos la version heteronucléar'*C y la versién homonucledd-'H.

Por otro lado, en los espectros NOESY se pueden observar las interaecivaes
protones debidas a acoplamiento dipolar (a través del espacio). Por lo taotcelkcion entre
dos sefales indica que los hidrogenos, responsables de esta correlaciorerestams en la
estructura tridimensional sin importar el nimero de uniones quimicas queplrarselLa
magnetizacion se transfiere durante un periodo de mezcla de un ndcleo acatno ea el
espacio; cuanto mas largo es este periodo mas largo alcance tigaasfarencia de la
magnetizacion, correlacionando ndcleos mas lejanos.

A partir del analisis de los datos obtenidos en los espectros 2D pudiigrearses todos
los residuos del fragmento E7Ep (Tablas Ill.I y IIl.II). Las prolinasceny en trans se
identificaron a partir de los desplazamientos quimicos dé*@sy *°C. , los cuales difieren

significativamente en ambas configuraciones [101].
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Tabla lll.I.. Asignacién de los desplazamientos quimicos de 'H y '°C para E7.s (E7Ep) de los residuos
asociados a las_prolinas en configuracion trans a 20°C y pH 7.5.

Residuo NH  °C,  'H, ®Cs  'Hg Otros”

D36 57.7 4.04 40.5 2.52/2.65

E37 56.4 4.23 30.0 1.81/1.94 y 35.9 (2.14/2.18)

138 8.20 61.1 4.04 38.6 1.76 y1 27.0 (1.32/1.05), &1
172 (0.7), y2 17.2
(0.77)

D39 8.28 541 4.53 411 2.51/2.59

G40 7.97 44.5 3.91/4.01

P41 63.1 4.29 31.9 2.16/1.81 y 26.9 (1.82/1.88), o
49.5 (3.50/3.50)

A42 8.37 52.4 4.21 18.9 1.29

G43 8.25 45.0 3.79/3.84

Q44 8.08 55.2 4.23 29.5 1.85/1.98 y 33.5 (2.22/2.22), 2
(6.76)

A45 8.29 52.1 4.20 19.2 1.25

E46 8.33 541 4.45 29.5 1.76/1.95 y 35.8 (2.18/2.22)

P47 63.0 4.29 31.8 2.16/1.88 y 27.0 (1.86/1.92), 9§
50.4 (3.66/3.59)

D48 7.87 55.8 4.22 41.9 2.42/2.52

Los desplazamientos quimicos del ™H son reportados en ppm con una precision de = 0.02 ppm. Los
desplazamientos quimicos del '*C son reportados en ppm con una precision de = 0.1 ppm.
Primero se muestran

los desplazamientos quimicos
desplazamientos quimicos del proton.

del Carbono, entre paréntesis se muestran los

Tabla lILIl. Asignacién de los desplazamientos quimicos de 'H y '°C para todos los residuos del péptido
E7Ep asociados a ambas prolinas en cis a 20°C y pH 7.5.°
Residuo NH  °C, Hq °Cg Hg Otros”
G40 7.94 44 1 3.61/3.89
P41 62.2 4.49 34.4 2.02/2.26 y 24.6 (1.82/1.74), 8 50.0
(3.43/3.41)
A42 8.54 52.4 4.26 19.0 1.29
G43 8.37 45.0 3.79/3.84
Q44 8.13 55.2 4,22 29.5 1.98/1.85 y 33.5 (2.22/2.22)
E46 7.97 53.8 4.34 30.7 1.74/1.83 y 35.6 (2.08/2.08)
P47 63.0 4.57 34.0 2.15/2.18 y 24.2 (1.83/1.74), § 49.7
(3.48/3.38)
D48 7.98 55.8 4.34 41.9 2.53/2.41

a

Los desplazamientos quimicos del ™H son reportados en ppm con una precision de = 0.02 ppm. Los

desplazamientos quimicos del "*C son reportados en ppm con una precision de + 0.1 ppm.
® Primero se muestran los desplazamientos quimicos del carbono entre paréntesis, los desplazamientos quimicos

del protén.
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Como se muestra en las Tablas Ill.1 y lIl.Il, dos grupos de sefiales se observa®n en |
regiones comprendidas entre los aminoacf@lys40 hasta GIn-44 y Glu-46 hasta Asp-48 de la
secuencia de E7 HPV-16.

En la figura 11l.6 se muestra una regién seleccionada del especti¢-'‘de HMQC
correspondiente a los grupos £He las posiciones 3 § de las prolinas, donde pueden
observarse los desplazamientos quimicos d&@sy *°C.. En el caso de los isémerds, para
la P41 se observa un desplazamiento quimico de 34.4 y 24.6 ppm paga elel *°C,
respectivamente. Por otro lado, para la P47 se observd un desplazamiento quiddidd yde
24.2 ppm, para las mismas posiciones. En el caso de los isomémasselos desplazamientos
quimicos de los mismos nucleos fueron 31.9 y 26.9 ppm para la P41y 31.8 y 27.0 ppm para lg
P47 [101].

A B
31.5 P47trans 22.8,
32.0 | P41trans 23.8|
‘ o = P4lcis
g 325 | 24.8 === P47cis
£ 330 258‘
o O
® 335 O QacHyy ‘
= 26.8 P41trans
340 | @o P47cis P4§>‘°’
rans
345 | D@ pg1¢is@ 27'8:
24 22 20 18 2.0 1.8 16
1
H (ppm)

Figura l11.6. Asignacion de los desplazamientos quimicos del péptido E7Ep. Region seleccionada del espectro
de "H-"*C HMQC mostrando la asignacion de los desplazamientos quimicos de los grupos CH, de las posiciones B
(A) y 6 (B) de las prolinas.

Asimismo, las conformacioness y trans de las prolinas también pudieron asignarse a
través de los espectros NOESY. En la Figura I1l.7 pueden observarse los HNBEsy H.-
HN;.; de alta intensidad, tipicos de las prolina en la conformacés y los NOEs fuertes H
H..1 y H.-HNi.; caracteristicos de las prolina en su conformacisn

En su conjunto, los resultados de RMN indicaron que ambos residuos de prolina del
péptido E7Ep se encuentran en un equilibrio conformacitiedtansy que este proceso de
isomerizacion afecta la conformacién de sus residuos adyacentes.imha cdinclusion la
determinamos teniendo en cuenta las diferencias en los desplazamigniaos observados
en las regiones comprendidas entre los aa 40-44 y aa 46-48 del fragmento E7Emssegun |

mismos se encuentren asociados a los residuos de prolina en la configrisaztéens (Tablas
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Figura lll.7. Asignacion de los desplazamientos quimicos del péptido E7Ep. Region seleccionada del espectro
NOESY mostrando las correlaciones caracteristicas de las prolinas en conformacion cis o trans.

Por otro lado, a partir de integrar el volumen de las sefales de los pmmsetiecion o
cross-peakspresentes en los espectrid->C HMQC (Figura 111.6) pudimos obtener las
fracciones molares de las prolina en las conformacioigeg trans, Xis ¥ %rans La fraccion
molar del isbmerais, X%, fue de 0.152 0.020 y 0.04% 0.005 para la P41y la P47 en las
mediciones realizadas a 30 °C. Cabe destacar que en todas las tengpersayadas el

isbmerotranses el mas poblado para ambos residuos de prolina (no mostrado).

[11.2.2. Determinacion de las constantes de isomerizaggntrans de los residuos de prolina
presentes en E7Ep.

Con el fin de determinar las constantes cinéticas de intercambio kdre
conformacionegis-trans de las prolinas presentes en E7Ep realizamos espectros de NOESY.
Como se describié anteriormente, este experimento permite determinar ioteaatipolares
entre protones cercanos en el espacio durante un cierto tiempo, que se d@eoindtade
mezcla {,). Si durante esk, ocurre el intercambio conformacional de los residuos de prolina, o
sea, si se encuentran durante una fracciém.aal la conformacidris y durante otra fraccion
en la conformaciotrans se puede observar un pico de intercambio, correlacionando las sefiales
de ambas conformaciones.

A partir del gréfico de las intensidades de los picos diagonales y daiclus de

intercambio medidos a diferentés puede obtenerse la constante cinética de intercambio
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conformacional que pata cortos tienen la expresion:

@(tm)s k.t (I11.2).

diag

donde }ossesla intensidad del pico de intercambigagla intensidad del pico diagonal,
tm el tiempo de mezcha key la constante cinética del proceso de isomerizacién (ver materiales y
métodos).

Dado que los picos correspondientes a los d¢l conférmelotrans de las P se
encontraban superpuestos, utilizamos lpgatia estimar las constantes cinéticas de intercambio.
Para el caso de la P47, en donde los protdneesentan diferentes desplazamientos quimicos
en ambas conformaciones, se us6 un promedio de la intensidad de los dos prptoaasada
isbmero y la media de la intensidad de los correspondientes picos deainitiercPara P41
cuyos protones$ resuenan al mismo desplazamiento quimico en ambas conformaciones, se uso
directamente esa intensidad para el céalculo. En el caso de P4l1ntambiieron los picos de
intercambio y picos diagonales H, de los dos conformeros bien resueltos, por lo que también

se usaron para el calculo.

3%t =03s 't,=05s A
' ! AN
U T B
—~ 365 | _ ] .
g H @ 353
L 37
I 343
2 35t =08s
3.60 ) \| | -
4 /\j‘ r\\@ 4
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348 343 338 333 348 343 338 333 349 3.44 3.39 349 3.44 3.39
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Figura lll.8. Cinética de la isomerizacion cis-trans de las prolinas estimadas por RMN. Region seleccionada
de los espectros de NOESY medidos a distintos tiempos de mezclas (t.,) a 30 ‘C. Puede observarse la variacion de
las intensidades de los picos de intercambio correspondientes a los H, de la P47 (panel izquierdo) y P41 (panel
derecho). Los picos de intercambio se encuentran marcados con cuadrados.

En la figura 1l11.8 se muestra una regién seleccionada de los espectrosY NOHSs
cuales puede observarse la variacion de las intensidades de los pigescaenbio del Hle la

prolina 41 (derecha) y de la prolina 47 (izquierda) cop.eQabe destacar que en los espectros
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de NOESY medidos a 20 °C no se observaron los picos de intercasitrans de los residuos
de prolina, indicando que a esta temperatura la constante de isomerikagidlelleria ser
menor al limite de deteccién del equipo. Por lo tanto, los experimentoSYE&&Emidieron a
30 °C y a 40 °C, realizandose como control espectros HMQC a las tempenatine@ionadas
para corroborar la asignacion (no mostrado).

Luego de procesar los datos obtenidos en los experimentos NOESY, a paatir de |
relacion Losdlaiag €n funcion del f, pudieron determinarse las constantes cinéticas de
isomerizacion de las P41 y P47 del fragmento E7Ep (Tabla I, Figura 111.8). EgusaF
19 se muestra, utilizando como ejemplo la P41 en la configuraggncomo varian las
intensidades de los picos diagonales y los picos de intercambio gprErldl panel izquierdo
de la figura puede observarse la dependencia de las intensidades del gnoaldig.g en
funcién del §, la cual presenta un decaimiento exponencial, debido al relajamiento tsahsve
(T2) de la magnetizacion. En el panel del medio se muestran las intissidia los picos de
intercambio ({0s9 €n funcidn del en la cual se observa un rapido aumento en las intensidades
y luego un decaimiento producto de la relajacién. Por ultimo, en el panel derdalfigdea se
observa quechséldgag €n funcion del 4 presenta una relacion lineal, a partir de la cual se

calcularon las constantes cinéticas para la isomerizacion de los residuos de prolina.

A B C

10 —r——— 71— — 1
A 300 |- T
8| °. 1 . ] ]
i . . 1 i
R 6r . 15 20F ¢ . ]
o i . e 1 ° ® ]
S 4 1 _g o i
L _-;‘:100- . - 1
= - L o

O L 1 L 1 L 1 0 1 1 L 1 L 1

0 0.4 0.8 1.2 0 0.4 0.8 1.2

Tiempo de mezcla (seg)
Figura II1.9. Calculo de la cinética de la isomerizacidn cis-trans de las prolinas estimadas por RMN. Ejemplo
de la intensidad del pico de intercambio quimico (/.0ss) (A) y de la intensidad del pico diagonal (lgg) (B) de la P 41en

su conformacién cis en funcion del tiempo de mezcla a 30 °C.. Se muestra la relacion less/lgiag (C). Los datos
fueron ajustados segun la ecuacion lll.I para estimar la velocidad de intercambio cis-trans de las prolinas.

La misma tendencia dgag Y delcoss Y, por ende, de la relaciogokdlgiag con el f e

observo para ambas prolinas del péptido en sus conformaciegdsans (no mostrado).
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Tabla lILIIl. Cinética de isomerizacion cis - trans de las prolinas de E7Ep medidas a diferentes temperaturas.
T (K) ki (s7)* ke (87 Koq (kifks) | Koq (HO)®
303 P41 0.078 + 0.006 0.0077 +0.0005 10.1 £2.0 5.58 +0.9
P47 0.103 + 0.053 0.005 =+0.0008 20.6 £3.8 19.40 + 21
313 P41 0.195 + 0.006 0.024 +0.0009 8.1+0.6 552 +0.7
P47 0.237 +0.024 0.0156 + 0.0008 15.2+23 17.02+0.4

 Constante cinética estimada para la reacciéon de isomerizacion cis - trans de las prolinas a partir de experimentos
NOESY a diferentes tiempo de mezcla.

P Constante cinética estimada para la reaccién de isomerizacion trans - cis de las prolinas a partir de experimentos
NOESY a diferentes tiempo de mezcla.

i° anstante de equilibrio obtenida de la integracion del volumen de las sefiales de ambos isdbmeros en el espectro
H-""C HMQC.

Por otro lado, a partir de integrar el volumen de las sefales de los is@mgrtans de
las prolinas en el especttd-*C HMQC (Figura 111.6) se determiné la fraccién molar de cada
isomero yasiel valor de la contante de equilibri§.{) para la isomerizaciodis - transen cada
caso. Estos valores coincidieron ampliamente dentro del error experimentaiscealdres
obtenidos de los experimentos NOESY, a partir de la relacion entre l&@ntessinéticak; y
k1. (Tabla lll.IV).

Por ultimo, calculamos la entalpia de activaciéH¥j de la reaccién de isomerizacion a
partir de las medidas realizadas a 30 °C y 40 °C. El valaHdeara la isomerizaciétnans-cis
fue de alrededor de 20.9 kcal/mol para P41y de alrededor de 20.8 kcal/mol pareeRd@s mi
que el valor deAH* para la reaccién de isomerizaciéis-trans fue ce alrededor de 16.6
kcal/mol para P41 y de alrededor de 15.1 kcal/mol para P47 (Tabla Il1.1V).

[11.3 Andlisis comparativo entre el proceso de isomerizacion cis-tranasdprblinas presentes
en E7Ep y la reaccion de pre-equilibrio.

En primera instancia, analizamos comparativamente las poblacionedades@aero de
los residuos de prolina presentes en el fragmento E7Ep con la poblacion espdages
competentes para la unién al ligando obtenidas a partir de los experimerdtsosi de
fluorescencia (Tabla I11.1V). La poblacion del isomenis para la P41 y la P47 calculada al
integrar los picos cruzados en los especib§C y a partir del valor de la constante equilibrio
de isomerizacioKeq fue de alrededor del 3 a 15%. Este resultado indica que la conformacion
mayoritaria que poseen las P41 y P47 del fragmento E7Ep es el igéangrpresentando una
poblacién de aproximadamente el 85-97%or otro lado, tanto el valor promedio de las
amplitudes, como el de las constantes cinélicgsk ; obtenidas a partir del ajuste de los datos
cinéticos de anisotropia (Esquema II.1) revelaron que solo alrededor del 15% dectadanol

presentan la conformacion competente para la union, mientras que el 85% rdetante
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iIsomerizar previo a unir el ligando (Tabla IlLIII) . Al comparar estos resultaggsusde
concluir que el porcentaje de E7Ep que poseen sus prolinas en la configaiacancide con
el de la especie competentes para la union. Esto nos permitié estajpiec el evento de pre-
equilibrio presente en el proceso de formacion del complejo FabM1:EpE7 sendedoeeso de
isomerizacidrtrans<is presente un alguno de los residuos de prolina del fragmento E7Ep.

La coincidencia de los valores de las constantes cinéticaspyHd@orrespondientes a la
reaccion de isomerizacion de las prolinas de E7Ep y los correspondientesaeclan de pre-
equilibrio refuerzan nuestra hipétesis. Por un lado, la reaccién de pre-equilibeatarasa
k=0.003 st y un AH* de 24 kcal.mot para la reaccién de ida. Estos valores coinciden
sorprendentemente con las constantes de isomerizean®Tis las cuales fueron de 0.002 y
0.0015 & para las P41y P47, y aH* fue de alrededor de 21 kcal/mol para ambas prolinas
(Tabla IILIII). Esta concordancia indica que la reaccion de pre-equilibrio sermna limitada
por la isomerizaciotrans<is de la P41 y/o P47 presentes en el fragmento E7Ep.

Tabla IIl.IV. Valores comparativos del mecanismo pre-equilibrio presente en la formacion del complejo
E7Ep:M1Fab y la isomerizacién de las prolinas en el fragmento E7Ep libre.

Fase lenta de asociacion estudiada por anisotropia
Poblacién de la especie

- proceso de ida Proceso inverso
competente para la union
: I
constantes k; y Amplitudes k(s AH* ks (s AR
K., 2 de la a (kcal/mol) a (kcal.mol
-1 anisotropia® ")
14% 17% 0.003 24 0.02 N.D.
Isomerizacion cis/trans de Pro-41/ Pro-47 estudiada por RMN
g . . isomerizacion trans a isomerizacion cis a
Poblacion del isomero cis :
cis trans
constantes volumen ko (s)° AH* ki (s™) AH*
kiy k" los picos ! (kcal/mol) ° (kcal/mol)
0.0023 / ~20.9/~20. | 0.029/0.04 ~16.6/~15
0, O, O, o,
7% I 3% 15% / 5% 0.0015 8 5 1

& Amplitudes y constantes cinéticas de la fase lenta de asociacién obtenidas a partir de experimentos de anisotropia
medidos en el fluorimetro realizados a 20 °C .

® Poblacion de isémeros y constantes cinéticas obtenidos de experimentos de RMN realizados a 30 y 40 °C y
extrapolados a 20 °C de las Pro 41 y Pro47, respectivamente .

Por otro lado, el proceso inverso de la reaccion de pre-equilibrio posee una eatestant
0.02 §', en concordancia con la velocidad de isomerizaci$trans obtenidas para las P41 y
P47, cuyos valores fueron de 0.03 y 0.04respectivamente. Estas similitudes nos permitieron
concluir que la reaccién inversa de pre-equilibrio se corresponde a un proceso deasane
cistransde la/las Pro-41 y/o Pro-47 presentes en el fragmento E7Ep.

El conjunto de los resultados presentados en esta seccidn nos permitieroim gaedia

reaccion de pre-equilibrio conformacional descripta en el capitulo anterior correspdade
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isomerizacidrtrans-cis de unoo ambos residuos de prolina presentes en el fragmento E7Ep, y
que el anticuerpo M1 mediante un mecanismo de seleccién conformacional eeeosac
antigeno E7Ep con sus prolinas en la conformacion menos estalie: Par lo tanto, el evento
rapido correspondiente a la union bimolecular descripto en el capitulo Il se pudo asoc
evento de unién del anticuerpo M1 con E7Ep presentando sus prolinas en el conéismero
(E7Enpis). Mientras que la fase lenta de asociacion se pudo adjudicar a &immiontrans<is

de las prolinas presentes en el fragmento E7Ep en su estado libre, sieedoclan de

isomerizacion el paso limitante en la formacion del complejo E7Ep:FabM1 (esquema II).

K,=0.16 K,=8.5+10° M Ky~ 6
k,=0.003 5! ky= 6.4.10" M s

E7EPyons = E7Ep, +FabM1 *—= (E7Ep,:FabM1) *— [E7Ep,,:FabM1]
k,=0.02 s k,=7.5s"

Esquema Il. Modelo minimo que reprensenta la formacion del complejo FabM1:E7Ep.
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Conclusiones

- El fragmento E7Ep presenta dos residuos de prolina (P41 y P47) altamente coaservad
entre las failias HPV a7 y HPV a9, las cuales incluyen los tipos de alto riesgo mas
prevalentes en la poblacion humana. Esta conservacion sugiere un posible oolafuohei

las mismas en la proteina E7.

- El gréfico de Eyring mostré un comportamiento lineal y a partir de la peadiehtmismo
se determin6 un valor deH*= 24.2 + 0.7 kcal/mol. Este valor coincide con lo establecido

para las isomerizaciones de los residuos de prolina.

- Mediante la asignacion del péptido por RMN se observo la presencia de ubriequil
conformacionalcis-trans de ambos residuos de prolina presentes en E7Ep, siendo la

conformaciorcis la conformacion menos establel 0%).

- Mediante espectros NOESY a diferentes tiempos de mezclaazatisilos valores de las
contantes cinéticas correspondientes a la isomerizacion de los residupslina. Estos
valores coincidieron sorprendentemente bien con las constantes cinéticgsodiezges al

evento de seleccion conformacional descripto en la formacion del complejo E7Ep:FabM1.

- Las poblaciones del isémeunis de las prolinas presentes en E7Ep determinadas por RMN
coincidieron ampliamente con el porcentaje inicial de moléculas quenfaiese la

conformacién competente para la unién en el modelo de seleccién conformacional.

- El valor de AH* para la isomerizaciétrans<is de las prolinas de E7Ep coincidi6

relativamente bien con el valor del* correspondiente a la reaccién de pre-equilibrio.
- La amplia concordancia observada entre valores termodinamicos y cinétieosdecion

de pre-equilibrio y la isomerizacion de los residuos de prolina en E7Ep nos @emiti

concluir que ambos se tratan del mismo procégBsequema ).
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Capitulo IV
Identificacion de la prolina de E7Epinvolucrada en la interaccibn con el Ac

M1 y tendencias conformacionales de E7Ep
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El conjunto de los resultados presentados en los capitulos Il y Il nos pernaseagoar
la reaccion de pre-equilibrio descripta en la formacion del complejo E7EpiFahM evento
de isomerizaciorans<is de las prolinas presentes en el fragmento E7Ep. No obstante, dado
que los valores de las constaritesk; y el de AH* obtenidos mediante RMN para el evento
de isomerizacién fueron muy similares entre si para ambas prolinas (dWla no fue
posible discernir a partir estos resultados cual/es de los residuos de peliBZEp se
encontraban involucradas en mecanismo de reconocimiento del anticuerpo. Par, lentaint
presente capitulo nos propusimos identificar cuél de los residuos de prolinBmpdtticipa en
la interaccion con el anticuerpo M1.

Por otro lado, se ha determinado a partir de ensayos de RMN y cristaloguafika
region estructurada de BIPV-16 comienza en el residuo 51 de la proteina [50,51]. Por lo
tanto, la region bisagra de E7, la cual comprende el sitio de reconocimigviig ge encuentra
en la region desordenada de la proteina. Por otra parte, se identificOaquegést de E7
comprende una region inmunodominante en el reconocimiento de linfocitos B. Dade hae s
propuesto que existe una relacién entre las tendencias conformacionales qa@ #mbopt
epitopes y su inmunogenisidad [102], en el presente capitulo nos propusimos estudiar la

tendencias conformacionales en solucion de E7Ep y de sus variantes de prolina.
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IV.1. Célculo de la afinidad del AcMo M1 por los péptidos de E7Ep variantes de prolina
Basandonos en el hecho de que el péptido E7Ep posee dos residuos de prolina, no:

propusimos determinar cual residuo se encontraba involucrado en la unién con ML1. fi@pn tal

realizamos ensayos al equilibrio entre el anticuerpo M1 y el epitoge &rEuna o ambos de

sus residuos de prolina sustituidos por alanina, y analizamos la afinidams dBstintos

complejos. Las secuencias de los diferentes péptidos se muestramaac@t indicando los

residuos sustituidos subrayados y en negrita:

E7Ep: DEIDGPAGQAEPD
P41A: DEID@AGQAEPD
PA7A : DEIDGPAGQAED

P41A+P47A: DEIDQAGQAEAD

La metodologia utilizada para calcular la constante de disociaci@s derhplejos fue la
misma que en el caso del péptido E7Ep (capitulo I). Los protocolos de purifigacién
marcacion de los péptidos mutantes con FITC también fueron los mismosa&e/ga (ver

materiales y métodos).
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Figura IV.1. Constante de disociacién de los complejos formados entre FITC-E7Ep mutantes de prolinay el
FabM1. Cambio en la anisotropia de fluorescencia de 100nM FITC-P47A (circulos negros) , FITC-P41A (circulos
vacios) y FITC-P41A+P47A (triangulos vacios) y de FITC-E7Ep (cuadrados vacios) como control, luego de la
adicién de cantidades crecientes de FabM1. Los diferentes complejos antigeno:FabM1 se incubaron en tubos
separados 30 min antes de la medicién. La linea muestra el ajuste a un modelo 1:1 a partir del cual se obtuvo la
constante de disociacion al equilibrio del complejo [FITC-P47A: FabM1] : Kp= 160 = 8 nM. [FITC- E7Ep: FabM1]: Kp
=122 nM (extraido de Figura 1.6)

Como puede verse en la figura IV.1, no se observaron cambios en la anisotropia de
fluorescencia en las titulaciones realizadas entre los péptidos Y#YAA+P47A conle
anticuerpo M1. Tampoco se observaron cambios en titulaciones realizadasmtregianes

uM (no mostrado), sugiriendo que en caso de que hubiese interaccion entre M1 y estos
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fragmentos, la afinidad se encontraria en el orden mM o mas. En cam@oplsservaron
cambios en la anisotropia de fluorescencia de 100 nM FITC-P47A al ssiditdn el FabM1.

Los mismos se ajustaron al modelo de estequiometria 1:1 utilizadac@pitelo | de esta tesis
(ver ecuacion .1 y materiales y métodos) a partir del cual se obtu¥y ldel complejo
P47A:FabM1 Kp= 160 + 8 nM). Este valor fue muy similar a la afinidad que presenté M1 por
el péptido E7TEpKp = 122 nM), indicando que la P41 de E7 HPV-16 es reconocida por el

anticuerpo M1 mientras que la P47 no participa de la interaccion.

IV.2. ldentificacion del residuo de prolina involucrado en la reaccion de pre-eqailibr
descripta enE7EpFabM1.

Una vez identificada que la P41 de la proteina E7 era reconocida poceégrdiM1,
nos propusimos determinar si la misma se encontraba involucrada en |&rredecpre-
equilibrio observada en la formacién del complejo E7Ep:FabM1. Con tal fimadzdla
presencia de la fase lenta de asociacibn monitoreando el cambio arasdgopiTC-P47A

luego de la adicion de FabM1 en el tiempo.

(a) (b) (c)
0.100 |- 0.10 | 0.10 |
0.080 |- 0.08 0.08 -
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0.040 | 0.04 2
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101 102 103 10! 102 108
—
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Figura IV.2. Dependencia de la concentracion de la fase lenta de asociacion del complejo [FITC-
P47A:M1Fab]. (a-f) Cambio en la anisotropia de florescencia en FITC luego de la adicion de concentraciones
crecientes de FabM1 (0.1; 0.15; 0.2 ; 0.3 ;0.4 y 1 uM, respectivamente) en una cubeta que contenia 50 nM FITC-
P47A. Los datos fueron ajustados a una funcion mono-exponencial y los residuales se muestran debajo de cada
grafico.
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Como puede observarse en la Figura V.2, la cinética de asociacion del complej
P47A:FabM1 presentd una fase lenta en la reaccién asociacion, por Isdaesbudio la
dependencia de la misma con la concentracion de FabM1 utilizando eb imisoedimiento
que el realizado para caracterizar la fase lenta de asociaciboomglejo E7Ep:FabM1
(Capitulo Il). Las cinéticas medidas a distintas concentracionesbii#lFs#e ajustaron a una

funcion exponencial simple y se obtuvieron los valores 8gd& las amplitudes en cada caso.
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Figura IV.3. Valores de las amplitudes correspondientes a la fase rapida y lenta de la reaccion de
asociacion. a) Valor de la amplitud de la fase lenta de asociacion (circulos llenos) obtenidas a partir del ajuste de
las cinéticas mostradas en la Figura IV.2 y valor de la amplitud de la fase rapida de asociacién (cuadrados blancos)
obtenida a partir de substraer al valor inicial de anisotropia extrapolado de cada ajuste el valor de anisotropia del
fragmento E7Ep libre. b) Valor relativo de la amplitud correspondiente a la fase lenta (circulos llenos) y a la fase
rapida (cuadrados vacios) de asociacion.

El valor de anisotropia extrapolado a t=0, obtenido de sustraer el valor de itaciohpl
la fase exponencial al valor de anisotropia final de los ajustesddecg#tica, se mantuvo
constante para todas las concentraciones ensayadas dando un valor promedio de r = 0.04
Considerando el valor de anisotropia del fragmento E7Ep P47A likre,0.032, obtuvimos el
cambio de anisotropia correspondiente a la reaccion de asociacion bimodculad.008
(Figura IV.3 A), el cual se mantuvo constante y coincidio perfectamentd eatoeobtenido
para el péptido E7Ep (Figura 11.6). La amplitud de la fase lenta de déacialotenida a partir
del ajuste de los datos mostrados en la figura V.2, vario con la conaamttedrabM1 (Figura
IV.3A) y mostro los mismos valores que lo observado para el fragmento E7Ep (Figura 11.6 )
Por lo tanto, la amplitud relativa de la fase rapida y lenta de agwoctidel complejo E7Ep
P47A:FabM1 coincidieron con los obtenidos para E7Ep, y para 1 uM de FabM1 el 90 % del
cambio total de la anisotropia se correspondio a la fase lenta de asociacion (Figura IV.3 B) .
Los valores y la tendencia que presentkjacon la concentracién de Fab M1 también

coincidié6 ampliamente con las obtenidas para el comp@éfp:FabM1, permitiendo en este
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caso un ajuste de los datos al modelo de seleccion conformacional destrgbtcapitulo Il de
esta tesis (Figura 1V.4). Los valores obtenidos a partir del ajustesdeatos fueron los
mismos que los obtenidos para el complejo E7Ep:Fabi#d3.2 + 0.3 15 s*, k;=2.0 £ 0.2
10%st y K= 117 + 31 nM.
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Figura VI.4. Dependencia de la concentracion de la fase lenta de asociacion. Las k., se obtuvieron a
partir de los ajustes de los datos de la figura IV.2 (linea continua) y de la figura I.5 (linea punteada, control positivo)
para los complejos E7Ep P47A:FabM1 y E7Ep:FabM1, respectivamente. Los valores fueron ajustados al modelo
de pre-equilibrio descripto en la Figura I1.4.

Los resultados mostrados previamente, en los cuales se observd una amptarcoa
entre los valores determinados al equilibK®, y los valores cinéticok;, ki y K, obtenidos
para los complejos formados por M1 y los péptidos E7TEp y E7EpP47A, indicaron que el
anticuerpo M1 reconoce mediante mecanismo de seleccion conformaciong) ada7&l P41
en la configuraciowis, mientras que la P47 no participa de esta reaccion.

IV.3. Determinacion del epitope minimo de reconocimiento del anticuerpo M1.

Como mencionamos, el fragmento E7Ep comprende dos regiones inmunodominantes
descritas en E7 [103], los cuales se indican subrayados sobre la sealenEiaEp:
DEIDGPAGQAEPD. Por lo tanto, una vez identificado que la P41 de E7 es la reconocida por

el anticuerpo, nos propusimos analizar la afinidad de M1 por el fragmegie fde abarca

uno de los epdpes inmunodominantes descrito en E7. La metodologia ensayada fue la misma
que la utilizada para calcular la afinidad de los diferentes comm@eigzados en esta tesis
(Capitulo | y Materiales y Métodos). Los datos de la titulacibn mostradta fegura 1V.5 se
ajustaron al modelo estequiométrico 1:1 (ver ecuacion |.1, y materiales y métqubosir del

cual se determind la afinidad de la de la interaccion [FHET4g2, :FabM1], Kp = 520 + 50

nM. Este valor corresponde aA6G= -8.43 kcal. mat.
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Figura IV.5. Constante de disociacion del complejo FITC-E7354, :FabM1. Cambio en la anisotropia de
fluorescencia de 300 nM FITC- E73¢.42 luego de ser incubado con concentraciones crecientes de FabM1. Cada
concentraciéon testeada se incubo en tubos separados durante 30 min previo a la medicion. La linea muestra el
ajuste a un modelo 1:1 a partir del cual se obtuvo la constante de disociacion al equilibrio del complejo FITC-E736.42
:FabM1 Kp = 520 + 50 nM. Se muestra comparativamente la titulacion del complejo FITC-E7Ep:FabM1 cuya Kp =
122 nM (Figura 1.6)

El valor de laKp del complejo FITCE73642:FabM1 fue aproximadamente 5 veces
mayor que la calculada para el complejo FHTes4s: FabM1 Kp 120 nM, Figura 1.6) y
alrededor de 25 mayor que la observada para la proteina dtte2nM, Figura 1.3B). La
difererencia en la afinidad podria deberse a dos motivos posibles: a qéptelo EZs42 NO
comprenda el epitope completo reconocido por el anticuerpo, o que el epitoperegextbae
la proteina o en el péptido de mayor tamafigske7 adopten en solucion una determinada

conformacion que favorezca la asociacion del fragmento minimo a FabM1.

IV.4 Tendencias conformacionales de E7Ep y sus variantes de prolina en solucién.

En general, los péptidos pequefios suelen mostrar un contenido marginal de estructura, «
diversos equilibrios de estructuras nacientes. Esta estructura mayorideisgsesecundaria,
con bajo numero de interacciones a largo alcance y estabilizada localmente [104].

En el laboratorio se ha realizado un analisis detallado sobre las tesdenc
conformacionales que posee el dominio intrinsecamente desordenado de la profé#ja En
la presente tesis nos propusimos extender el estudio a la regién bisdgrardiina, que
comprende el epitope de reconocimiento del anticuerpo M1. Por otra parte, dado que E7Ef
posee dos residuos de prolina y estos residuos pueden encontrarse iniciando o inbeloumpie
estructuras secundarias, también nos propusimos estudiar las tendencias canfalesadel

péptido E7Ep con sus residuos de prolina sustituidos por alanina.
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Como se mencion6 previamente, la técnica espectroscépica que permiter obtene
informacion del tipo y la cantidad de estructura secundaria presente en ufreaprote este
caso en un péptido, es el dicroismo circular [90]. Por lo tanto, realizamosanedide CD en
el UV lejano utilizando como buffer 10 mMTris-HCI (pH 7.4), 5 mM NaCl y rdifées

aditivos estabilizadores de estructura secundaria.

IV.4.1 Trifluaoetanol como estabilizador de estructura hélice-

Con el objetivo de analizar la tendencia a formar estructura hétieépéptido E7Ep y
de sus variantes de prolina, se midio el espectro de CD de los difgpéptaos frente al
agregado del solvente 2.2.2 trifluoroetanol (TFE) (50% v/v), el cual estabilinzerdles
preexistentes de estructura hélicen péptidos.

o5l E7Ep | _ogl E7N ] _ogl E7 25.40

E 1 1 1 1 E 3 1 1 1 1 1 1 L 1 1 - E 1 1 1 1 1 1 L 1 L L
200 210 220 230 240 250 200 210 220 230 240 250 200 210 220 230 240 250
Longitud de onda (nm)

[©]MRw X 107 (deg.cm?-dmol ")

Figura 1V.6. Tendencias conformacionales de E7Ep frente al agregado de TFE. La linea continua muestra el
espectro de CD de los péptidos en buffer Tris pH7.5 10 mM, y la linea puntuada muestra los espectros de CD de los
péptidos luego del agregado de TFE 50% v/v. Los espectros correspondientes a E7N y E7.5 49 fueron adaptados del
trabajo realizado por Noval et al. [62]

En la figura IV.6.A se muestra el espectro de CD de E7Ep frente al dgrdgalFE
donde puede observarse una despreciable estabilizacion de estructura héliEstalfesultado
fue muy similar a lo observado para el fragmento comprendido entre los residuosi®$a40
proteina E7 HPV-16 (BZ40) estudiado en nuestro laboratorio, en el cual ademas se demostré
mediante estudios de RMN la ausencia de estabilizacion de Hédigedaicida por TFE [62].
Por otro lado, en ese mismo trabajo, se observd la estabilizacion déuesthédice-alfa que
presenté el dominio N-terminal de E7 frente al agregado de TFE, en cuyaesiee@D se
observé un incremento en el minimo a 208 nm y una banda negativa a 222 nenisacastde

este tipo de estructura ([62], figura IV.6.B).
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Figura IV.7 Tendencias conformacionales de los fragmentos mutantes de prolina de E7Ep frente al

agregado de TFE. La linea continua muestra el espectro de CD de los péptidos en buffer tris pH 7.5 10 mM, y la
linea puntuada muestra los espectros de CD de los péptidos luego del agregado de TFE 50% v/v.

Al igual que en E7Ep, tampoco se observo estabilizacion de estructucasati@ipre-
existentes en ninguno de los péptidos E7Ep con sus prolinas sustituidas (FigirdE$tos
resultados sugieren que el fragmento E7Ep no posee tendencia a formar estéliceiaen

solucién, y que las prolinas presentes en esta region no alteran este comportamiento.

IV.4.2 SDS como estabilizador de estructura secundaria.

Otro estabilizador de estructura secundaria marginal pre-existente mugdotifpara
analizar tendencias conformacionales en polipéptidos es el detergentededed sulfato
(SDS). El tipo y la cantidad de estructura inducida por este detergente degehgdetencial
del péptido a formar hélice-o laminaf y de la concentracién de detergente utilizada.

El efecto del SDS es menos predecible que el del TFE en cuatipo de estructura
estabilizada. En general, a bajas relaciones molares de péptido/SD&h(@miones debajo de
la concentracién micelar critica —CMC-) puede predominar una estructura tipo [sina-
secuencia tiene el potencial para formar esta estructura, aunque endstcasfactante (por
arriba de la CMC) en general se interrumpe la hoja beta dando origen a una,hgilieé
fragmento tiene la potencialidad para formarla. Péptidos sin ningun potgaraidbrmar algun
elemento de estructura secundaria permanecen desestructurados independieient@nte
concentracion de SDS [105].

En la figura IV.8A se muestra el espectro de CD del fragmento E7Ep sangige de
concentraciones sub-micelares (1ImM) y supreelares (25mM) de SDSEn la misma puede
observarse que en ninguno de los dos casos hubo estabilizacién de estructuraaeeatela
resultado coincidié con lo descrito para el fragmentg; lg@studiado en nuestro laboratorio,
donde no se observo estabilizacién de estructuras secundarias pre-existeetes dgneigado
de SDS analizado por las técnicas de CD (Figura IV.8B) y de RMN [62]. A difardacio
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descripto para Bé4y para E7Ep, se determind que el dominio N-terminal de la proteina E7
(E7N) presento estabilizacion de estructuras hélice-alfa en concentrazipnesnicelares y de

estructura lamina-beta en concentraciones sub-micelares de SDS (Figura IV.8C) [62] .
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Figura 1V.8. Tendencias conformacionales de E7Ep frente al agregado de SDS. La linea continua muestra el
espectro de CD de los péptidos en buffer formiato pH 4 10 mM, la linea puntuada muestra los espectros de CD de
los péptidos luego del agregado de SDS 1mM, y la linea con rayas luego del agregado de SDS 25 mM. Los
espectros correspondientes a E7N y E755 4o fueron adaptados del trabajo realizado por Noval et al. [62]

Por otra parte, no se observo estabilizacion local de ningun tipo de estracturdasia
en los péptidos de E7Ep con los residuos de prolina sustituidos, ya que lomsspedtD
medidos en condiciones sub-micelares y supra-micelares de SDS mostraismaberfil que

el espectro medido sin detergente (Figura 1V.9).

(@)

o_l

-5k

10k

P41A

pa7A | [

P41A+P47A

[©mRw X 103 (deg.cm?-dmol")

1 1 1 1 L1 1 1 1 1 ]
210 220 230 240 200 210 220 230 240 250

Longitud de onda (nm)

1 1 1 1 1 1
200 210 220 230 240 250 200 250

figura IV.8 Tendencias conformacionales del fragmento E7Ep con sus prolinas sustituidas frente al
agregado de SDS. La linea continua muestra el espectro de CD de los péptidos en buffer tris 10 mM, la linea
puntuada muestra los espectros de CD de los péptidos luego del agregado de SDS 1mM, y la linea con rayas
muestra los espectro de CD luego del agregado de SDS 25mM.

Estos resultados indican que la region que comprende el epitope de reconodi@ie
E7 no presenta tendencia a formar estructura helicetaminag. Por otro lado, también

indican que las P41y P47 presentes en dicha region no afectan la tendencia observada en E7Ej
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IV.4.3 Andlisis de estructura tipo poliprolina Il por variacion de temperatura.

La estructura hélice tipo poliprolina Il (PIl) es la conformacién prevalenteggones
intrinsecamente desordenadas y en péptidos desestructurados [106,107]. Las baptsitasnpe
son condiciones que estabilizan la estructura PIl. Por lo tanto, realizassy®® de barrido
térmico en el CD, con el fin de determinar la presencia de PIl en E7Ep sus versiones
variantes de prolina. Los espectros de CD caracteristicos de estrlichres@&ntan una banda
positiva alrededor de 218 nm de baja intensidad, y un minimo intenso alrededor de 198 nm.
Una forma de determinar la estabilizacién de estructura PIl es grafieaaegpectro diferencia,
5-75°C. La region del espectro diferencia que refleja la cantidad de esteiditi de estructura
Pll es la que comprende el maximo (218 nm) ya que en la regién d el minimo (128nmént

hay aporte de sefial correspondiente a regiones desordenadas.
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Figura IV.9. Estructura Pll en E7Ep y sus variantes de prolinas. (a) Espectro de CD de E7Ep medido a: 75 °C
(linea continua), 20 °C (linea puntuada) y 5 °C (lineas cortadas). Inserto: espectro diferencia 5-75 °C. (b) Valor del
cambio en la elipticidad molar a 218 nm (delta 218 nm) obtenido de los espectros diferencia 5-75 °C de cada

péptido. Los valores correspondientes a E7N y E7.5.4¢ fueron extraidos del trabajo realizado por Noval el al. [62].

En la figura IV.9A se muestra la variacion del espectro de CD de E@iEgdac
temperatura donde se observa un incremento del minimo a 198 nm y un aumentonda la ba
positiva a 218 nm a medida que disminuye la misma. Este comportamigictiivo de la
presencia de estructura PIl y puede observarse en mayor detalle en eb edifsreincia
(IV.9A, Inserto). La misma tendencia se observd en los espectros de CD déecltentes
péptidos de E7Ep con sus prolinas mutadas (no mostradda figura 1V.9B se muestra en un
gréfico de barras el valor del cambio en la intensidad a 218 nm de lotr@splferencia de:
E7Ep, los péptidos mutantes de prolina, E7N 3 k7 En el mismo pudo observarse que E7Ep

posee mayor tendencia a formar estructura Pll que los fragmentossde \EE7N estudiados
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en el laboratorio [62] y por otro lado, que la tendencia a formar este tipo deueatna varia
entre E7Ep y los péptidos variantes de prolina.
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Conclusiones

- Las titulaciones realizadas al equilibrio con los diferentes péptidos mutantesguermit
concluir que la P41 de E7 es reconocida por el anticuerpo M1. Por otro lado, nos
permitieron inferir que la P47 de la proteina no interviene directa ni indirecta en la
uniéon con M1, ya que las titulaciones realizadas con el péptido mutantepReb&hté una

afinidad muy similar por M1 que la que presento6 el péptido E7Ep.

- Los estudios cinéticos mostraron que la P41 se encuentra involucradaastildnree
pre-equilibrio descripta en la formacién del complejo E7Ep:FabM1 mientraga ¢4 Ino
participa de esta reaccion. Por lo tanto, se pudo concluir que el anticuerpecdhbce
especificamente a la P41 de E7 en su conformad®mediante un mecanismo de

seleccién conformacional.

- El 80% de la energia total de union proviene del reconocimiento del anticuerptaM1 a

region comprendida entre los residuos 36-42 de E7.

- El fragmento E7Ep no mostré tendencia a formar estructura hééoepresencia de los
estabilizadores de este tipo de estructura, TFE y SDS supra-micetar.otr® lado,
tampoco metrd tendencia a formar estructura lamfhdrente al inductor SDS en

condiciones sub-micelares.

- Los péptidos de E7Ep con sus residuos de prolina mutadas mostraron el mismo
comportamiento que E7Ep frente al agregado de TFE y SDS, sugiriendo que tessproli
presentes en esta region no estarian iniciando ni interrumpiendo ningun tipo derastruc

secundaria.

- A bajas temperaturas se observo estabilizacion de estructura tipo Pll en el péptido E7Ep
y en los péptidos variantes de prolina. La magnitud de la estabilizacion determinada por
delta 218 nm para el fragmento E7Ep y las versiones mutanetes de prolina se mantuvo

constante.

- El fragmento E7Ep present6 las mismas tendencias conformacionales descriptas para la
region 25-40 de la proteina E7.
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En este trabajo de tesis abordamos un estudio integrado sobre la inteeat@ola
oncoproteina viral E7 del tipo de alto riesgo HPV-16 y el anticuerpo monocloneifiespi! 1.
En una primera etapa, identificamos el epitope de reconocimiento aeleapti M1 mediante
una aproximacion de diseccién de dominios. Luego, en una segunda etapa, realizamos ur
estudio detallado de la interaccion entre el epitope viral y el anticeggmaos permitio

describir mecanisticamente la formacion del complejo.

El anticuerpo M1 reconoce una region inmunodominante, poco conservada y desordenada de la
proteina E7.

El mapeo epitdpico ensayado mediante ELISA y las titulacionesagatizal equilibrio
con distintos fragmentos de E7 nos permitieron concluir que el fragmento compraricedose
residuos 36-48 de la proteina E7 HPV-16 constituye el sitio principal de recoemtcindel
anticuerpo M1. Este resultado coincidié con la localizacion de los epBopet-E7 descriptos
en bibliografia que se han identificado mediante ensayos de ELISAnddizan panel de
anticuerpos monoclonales y policlonales [71,103]. En estos trabajos se identificzson
epitopes inmunodominantes en E7 de HPV-16 (aa 10-14, aa 38-41 y aa 44-48), dentro de lo¢
cuales dos se encuentran en la region reconocida por el anticuerpo M1. A sstaveggién
también resultdé ser inmunodominante en humanas.

En el trabajo realizado por Chemggol se ha determinado el grado de conservacion y
la evolucion de secuencia en la proteina E7 mediante el analisis dgp@i e PVs de
diferentes especies de vertebrados [48]. En dicho trabajo se estableci$ wpggdnes de E7N
que presentan mayor conservacion de secuencia corresponden a los motivogjlisaakedian
funciones importantes de la proteina, como lo son: el sitio de ubiquitinaeidmgtivo “E2F-
mimic’ ubicados en la region conservada CR1, y el motivo de union a Rb LXCXE, el sitio de
fosforilacién por casein kinasa Il (CKIll) y la regién acidica ubicados en la regitservada
CR2 (Figura 1A). Estos motivos lineales estdn unidos por regiones poco conservadas de
longitud y secuencia variables denominatiosnectores o linkers El sitio de reconocimiento
del anticuerpo M1 de la proteina E7 abarca parte de la region conservada CR2 (agpaéte0),
de la region conectora que une la regién acidica con el dominio C-terminél-&& y no
comprende ningun residuo de la region globular (Figura | A). Como mencionamos, se ha
determinado mediante estudios estructurales [50,51] y de alineamientos de ia€ld8:18]
que la region estructurada de E7 HPV-16 comienza en el residuo 51 de la proteina.

La regidn conectora, la cual abarca gran parte del sitio de reconocimieatdicleerpo

y denominamos “bisagra” en este trabajo de tesis, posee una longitud promédiot+e5.4
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residuos y se encuentra enriquecida en aminoacidos que presentan alta jaexaleggiones
desordenadas (M, K, R, S, Q, P y E) [48], constituyendo los mismos el 50% deletdeal
secuencia de E7Ep.

E7N (1-40) E7C (51-98)
A l 1T |

/ L3
~

Linker 1: E2F-mimic-Lx[CS]xE Linker 3: CKIl-Acidic-E7C
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Figura I. A) Conservacién de secuencia del dominio desordenado E7N obtenido a partir del alineamiento de 217
tipos virales de vertebrados. CR1 y CR2: regiones conservadas, L1, L2, L3: regiones linker poco conservadas.
Adaptado de Chemes y col. [48] B) Conservacion de secuencia del epitope de reconocimiento E7Ep entre los tipos
virales pertenecientes a la familia HPV a7.

En este trabajo de tesis se analizd la conservacion de secuen@iaretgon que
comprende al epitope E7Ep entre las familias de lPY a9, que comprenden los tipos de alto
riesgo mas frecuentes en la poblacién humana. En este analisis se qusayiesar de ser una
region poco conservada entre todos los PVs, los residuos de prolina presentegsitepeide
reconocimiento de M1 se encuentran altamente conservados en la é@nffigura 1B) y en
los tipos virales de alto riesgo -18 y -45 pertenecientes a la famSiligCapitulo Ill). La
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presencia y la conservacion de su posicion en la secuencia de los resigummadesugirieren
un posible rol funcional de las mismas en la proteina E7, como se dissutiafinal dela
presente seccion.

Debido a que se trata de una regiéon inmunodominante y con baja conservacion global de
secuencia, esta region de la proteina E7 se utiliz6 como modelo pasareblttede anticuerpos
especificos a través del uso de fagos [109]. En esta tesis hemos mqatragloanticuerpo
monoclonal M1 es altamente especifico para E7 de la cepa de alio H¥V-16 ya que
presentd una baja reactividad cruzada contra la proteina de los tiposhiralels3, -11. A su
vez, alineamientos de secuencia sugieren que M1 deberia presentar hmjalagatruzada
(con excepcion de HPV-31) por el resto de los tipos virales mas prevalerigepablacion
humanaHPV -45, -33 y -6. Este es un resultado sumamente alentador ya que sugiere, junto con
la capacidad que mostr6 M1 de reconocer a E7 en biopsias de tejidoslodemia HPV-16

[65], la posibilidad de utilizar al anticuerpo M1 para fines diagnosticos.

Los mecanismos de SC y Al se encuentran presentes en la formacion detjocompl
E7Ep:FabM1.

Algunas interacciones Ag:Ac, como la que ocurre entre E7Ep y FabM1 presentan
mecanismos de reconocimiento complejos que involucran, ademas del evento de union
bimolecular, eventos adicionales correspondientes a rearreglos conformacionapeedgre
ocurrir antes (SC) o después (Al) del evento de union. Distinguir entre ambos esocemarios
importante en inmunologia ya que ambos mecanismos se encuentran presenteteyasunas
en la formacién de los complejos Ag:Ac. Sin embargo, son escasos losesuglidescriben el
mecanismo presente en la formacion de los complejos. Esto se deliteen gae el equipo
utilizado generalmente para calcular las constantes cinéticasail@ca® y disociacion de estos
complejos consiste en el biosensor éptico de resonancia de espejos (SiR#).SKRP es una
técnica muy eficaz para calcular las constantes de asociacion iaci@ocorrespondientes al
evento de union, valiéndose del cambio en el indice de refraccion de una sugerfite se ha
fijado uno de los ligandos, no brinda informacion sobre reacciones unimoleculares
correspondientes, por ejemplo, a rearreglos conformacionales.

Por otro lado, como mencionamos en la introduccion, se han resuelto a la fecha
alrededor de 800 estructuras de complejos Ag:Ac [5] dentro de las cuales glesbarado
ejemplos que describen que las estructuras de los antigenos o los anticaggoosegun los
mMismos se encuentren en su estado libre o unidos formando el complejo. En oascsose

asume que dichas diferencias estructurales se deben a un mecanigmtededacido [16]. Un
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ejemplo lo constituye el antigeno correspondienteagd V3 de la proteina gp120 del virus del
HIV-1, en el cual se ha descripto a partir de la obtencién de la estrdetdos complejos
formados entre este antigeno y tres anticuerpos monoclonales diferentespéptedeladopta
diferentes conformaciones segun a qué anticuerpo se encuentre unido y han adastigsado
diferencias a un mecanismo de ajuste inducido [110]. Sin embargo, si bien ¢ss dat
estructurales brindan informacion detallada sobre los distintos estados @midoaies que
pueden adoptar el antigeno o el anticuerpo en el estado unido, no permiten distiloguir s
cambios conformacionales ocurren antes o después del evento de union.

Como mencionamos, los estudios cinéticos son los que permiten identificar vy
caracterizar los mecanismos involucrados en la formacién de los comilejaspresente tesis,
a partir de una amplia variedad de técnicas experimentales que incluggpentroscopia de
fluorescencia, dicroismo circular y resonancia magnética nuclear, junto catilizacion
herramientas de analisis cinético hemos establecido que los mexanmlemSC y Al se
encontraron presentes en la formacion del complejo E7Ep:FabM1. Por un lado, elevidor
constante cinética correspondiente a la fase lenta de asociacién determinadaopopinis
mostré un decaimiento a medida que aumentd la concentracion de FabM1, coneptotami
caracteristico del mecanismo de seleccion conformacional (Capitulo 11) [89,11bjrétado,
la discrepancia observada entre el valor de la constante de disociaciidaoatequilibrio y la
obtenida a partir de los valores cinéticos sugirié la presencia de un ¢se®o en el
mecanismo de union. Nosotros hipotetizamos que este evento se correspondasfa con
mecanismo de ajuste inducido presente en el complejo; los valores deslasonstantes
observadas en la reaccion de disociacién del complejo apoyaron nuestra hipbtséisis
detallado de los datos nos permitié construir un modelo para la interaccionF&i®p: y

estimar las constantes microscopicas de cada evento (Figura Il).

10€



Discusién General

E7:FabM1 KDequiIibrio= 20 nM

K,=0.075
ky,=64-10" M s
k;=0.003s" o Ks~6
E7EpPpattrans <—> E7Eppaqgs + FabM1 > (E7Eppgqcis: FabM1) > [E7Eppgaq - FabM1]
k,=004s"
10% <— 90%
Seleccion Conformacional Uni6én bimolecular Ajuste Inducido

Figura Il. Modelo minimo de reconocimiento de la formacion del complejo E7Ep:FabM1. Los diferentes
eventos presentes en la formacion del complejo se indican en rojo. Se muestran en % las poblaciones de E7Ep con
sus residuos de prolina en cis y trans en el equilibrio. El valor de la Kp correspondiente a E7entera:FabM1 se
muestra arriba a la derecha.

Como puede observarse, el evento correspondiente a reaccion de pre-equilibrioyes lent
ocurre en el orden de los minutos. La reaccién de pre-equilibrio fue propuestagemanti
Unicamente en un modelo de “cierre de leucina”, en el cual determinaron goéceerpo
selecciona especificamente el conférmero monomérico del antigeno en luganfdemero
nativo dimérico [112]. En dicho trabajo determinaron el valor de la constante dacesoc
lenta, el cual fue de 0.3'5 Este valor es alrededor de dos 6rdenes de magnitud mayor que el
observado en el complejo E7Ep:FabMdpd~ 1.10° s%). Por otro lado, también se describi6 la
reaccion de pre-equilibrio en un anticuerpo SPE7 IgE, en el cual se demostimde arélisis
estructurales y cinéticos que el mismo presenta al menos dos conformd8®)88]. En dicho
trabajo describieron las constantes microscopicas de la reaccion de pleieqlaks cuales
fueron k;=17 s'y k,=58 s'. Estos valores son varios 6rdenes de magnitud mayores que el
observado para la reaccién de pre-equilibrio del epitope E7Ep (Figura 1l). Por lo tanto, puede
concluirse que la reaccion de pre-equilibrio presente en E7Ep es extremadiamianty no se
han descripto hasta el momento ejemplos en los cuales se observe undeveateccion
conformacional que ocurra en esta escala temporal.

No obstante, el valor de la constante de asociacién bimole&yar7(10 s'M™) se
encontré en el limite superior de los valores descriptos para los comptejds [82]. Este
valor fue muy similar al observado en los ejemplos de “cierre de leugini&l anticuerpo
SPE7, sugiriendo que en los tres casos en los anticuerpos ha ocurrido el pragesa@at
“maduracion de la afinidad”, ya que se ha propuesto que el aumento dedadaéi lo largo de
la respuesta inmune se encuentra estrechamente relacionado al auméntk,,ede los

complejos Ag:Ac [82].
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Por ultimo, el tercer evento mostrado en la Figura Il corresponde al mecaleisjuste
inducido que ocurre en el complejo E7Ep:FabM1. Si bien hemos determinado un valor
estimativo de K~6 para este paso, seran necesarios experimentos agdi@analeerminar de
describir el tercer evento de rearreglo conformacional. No obstante, cabe mequ®ea el
ejemplo del anticuerpo SPE7 descripto anteriormente también se ha propuestemueviento
correspondiente a un Al y se ha determinado el valor de la constante que dksicolpFoceso
indirectamente.

Si bien el mecanismo de unidn entre macromoléculas es discutido @&moteda Al o
SC[113], en esta tesis hemos mostrado cdmo ambos participan en la formaco@mgédjo
E7Ep:FabM1. El modelo presentado apoya la teoria que establece que anmdntismuscde

unién son importantes y participan complementariamente [114].

La reaccion de pre-equilibrio observada en E7Ep corresponde a una isomerizaeicansign
la P41 de la proteina E7.

Dada la presencia de dos residuos de prolina en el fragmento E7Ep, y ldecwilacen
escalas temporales entre el evento de pre-equilibio descripto en sstg ta reaccion de
isomerizacion de prolina (fo10° s%) [91], nos propusimos analizar si las prolinas estarian
involucradas en la reaccion de pre-equilibrio. Mediante ensayos de RMN deteosiigam
ambos residuos de prolina presentes en el fragmento E7Ep se encontraban lemno equili
conformacionatis-trans, siendo la conformacioais la menos estable (10%). Luego, mediante
espectros de NOESY a diferentes tiempos de mezcla calculasiasonatantes cinéticas
correspondientes a la reaccion de isomerizacion. La excelente concordaecidaobhtre los
valores de las constantes de isomerizacifirans y de las constantes microscoépicas de la
reaccion de pre-equilibro determinada a partir de los ensayos de anisotropia/( Tadpbatulo
[II) nos permitieron asignar la reaccion de pre-equilibrio presente en la formatidongsejo
E7Ep:FabM1 a la isomerizaci@is-trans de uno o ambos residuos de prolinas del epitope. A su
vez, la coincidencia observada entre los valores de entalpia de actidederisomerizacion
cis-trans (AH* ~ 20 kcal/mol) y de la reaccion de pre-equilibiidd* ~ 22 kcal/mol), junto con la
similitud observada de la poblacion del isdmer® determinada por RMN (~ 10%) y las
especies competentes para la union determinadas por los ensayos de anigelfSpia
reforzaron nuestra conclusion (Tabla IV, Capitulo IIl). Finalmente, mediante ensayos de
mutagénesis puntual de ambas prolinas, determinamos que la P41 de la pibtsina que se
encuentra involucrada en la reaccion de pre-equilibrio y en la union al anticuezptramgue

la P47 no participa de la reaccion (Capitulo V).
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Se han descripto anticuerpos que reconocen a sus antigenos con sus prolinas en |
conformacioncis. Un ejemplo lo constituye el antigeno correspondient®oa V3 de la
proteina gp120 del virus del HIV-1, para el cual se describi6 mediante RMN gaetares su
estructura una prolina @is en unturn que une las dos cadenas de una estructura horquilla-beta,
la cual es reconocida especificamente por un anticuerpo neutralizante [1df§.ej@mplos lo
constituye un antigeno peptidico correspondiente a la proteina de envoltura delevieus
encefalitis japonesa y un antigeno relacionado con la trombosis autoinmune [116d17]. N
obstante, no se ha descripto mecanisticamente hasta el momento comtadoumecion de
estos complejos Ag:Ac. Por lo tanto, el modelo planteado en la presgsieteual establece
que el anticuerpo monoclonal M1 reconoce especificamente a su epitopedB7lEade sus
prolinas en la conformacion minoritari@is mediante un mecanismo de seleccion
conformacional podria ser el que se encuentre gobernando la formacion de estos complejos
Ag:Ac. En caso de que esto ocurriese, es interesante destacar quededzeciontrans<is
observada en el epitope E7Ep enlentece notoriamente la reaccion globdindal aniticuerpo.

Por lo tanto, dado que los ejemplos presentados anteriormente incluyen protelessesta

mecanismo podria tratarse de una estrategia viral de evasion para la respuesta inmune.

Plasticidad conformacional en la region bisagra de E7 HPV-16 y posible comunicamidn
dominios.

Como hemos mencionado, las proteinas o los dominios intrinsecamente desordenado:
presentan estructura extendida y poseen la capacidad de adoptar diferentesacmmiesm
segun el entorno al que se expongan. En la introduccién hemos descripto lastittalguda
conformacional que presenta la proteina E7 y mencionamos que gran parteptiststiad se
la confiere el dominio intrinsecamente desordenado E7N [61].

En este trabajo estudiamos las tendencias conformacionales dedritagf@Ep, el cual
comprende gran parte de la regidén “bisagra” de la proteina E7, medianteida tlcCD a R
fisioldgico (Capitulo 4). Pudimos determinar, al igual que lo observado al finalodahio
E7N (aa 33-40) [118], que esta region presenta estructura extendida tipo poliprolina 1l en
solucion. Este resultado sugiere que la region E7Ep extenderia o estabsizerigon PlI
presente en el final de E7N. Por otra parte, se demostré que los residuogdeppesentes en
E7Ep se encuentran en un equilibrio conformacioigtrans, siendo la conformaciorrans la
mas estable representando alrededor del 90% de la poblacién. Por lo tantactarasell
observada en E7Ep se encuentra asociada a la conforntaai@nde las prolinas presentes en

esta region. Este comportamiento es predecible considerando que los residuosalerpial



Discusién General

conformacion transfavorecen la formaciéon de estructura de tipo hélice PIl, mientras dae en
conformacion ecis la estructura Pll se encuentra desfavorecida por impedimento ef@ético

Por otra parte, si bien los ensayos realizados en esta tesis no rpatetgeminar
qué tipo de estructura secundaria forma el fragmento E7Ep cuando presenta sus prialinas en
conformacioneis, los experimentos cinéticos de CD (Capitulo Il) y los experimentos de RMN
(Capitulo 1) indicaron que la isomerizacion de las prolinas provocan un cambiestruletura
secundaria del péptido. Este comportamiento puede ser comprendido tomando en cuanta que
isomerizaciortis-transde los residuos de prolina produce un cambio de orientacion del enlace
peptidico de 180 grados (Figura lll.1, capitulo Ill). Como citamos, en los ejemplos de los
epitopes que presentan residuos de prolina en la conformté&ise ha visto quias prolinasse
encuentran formando una estructura tipo girduon. Por lo tanto, una posibilidad que deberia
ser comprobada por estudios cristalograficos de alta resolucion es que laEggmmadopte
este tipo de estructura cuando presenta sus prolinas en conforrnsaion -

Seha descripto en la bibliografia la existencia de isomerizacida#sns en residuos
de prolina ubicados en regiones interdominio que median la comunicacién entreilissidm
la proteina. La proteina adaptadora Crk, por ejemplo, posee dos dominios SH3dosneata
una region bisagra. En dicho trabajo identificaron un residuo de Pro en equilibrio
conformacionalcistrans y determinaron que dicha reaccidbn de isomerizacion media la
interaccién entre los dominios de la proteina, regulando el mecanismo de bididintde la
misma[95]. Cabe destacar que son varias las evidencias que sugieren la comueitaeitos
dominios E7N y E7C de la proteina E7. Las mismas surgen de un analisislugoa de
secuencia de E7 en el cual se identifico la co-evolucion entre un resehente en E7N y un
residuo presente en E748]. Otras evidencias surgen de la presencia de blancos celulares que
interactian con ambos dominios de E7 (Figura lll) y por ultimo, del efecto protectar de
oxidacion que presentd un residuo de cisteina ubicado en E7C (aa 59) sobre un residuo di
cisteina ubicado en E7N (aa 23), determinado a partir de un estudio redox deilte [Edte
HPV-16 realizado en el laboratorio [119]. Una posibilidad seria que la isomerizaciés de
residuos de prolina presentes en la region bisagra de E7 medien, en casatirlelaexis
comunicacién entre los dominios E7N y E7C de la proteina.

Un resultado curioso que apoya el posible rol funcional de las isomerizacigoredircke
en E7 surge de los experimentos de RMN realizados en el laboratorio |os demmlestraron
que solo la P41 y la P47 ubicadas en la region “bisagra” de la proteinausstent en
equilibrio conformacionatis-trans mientras que las P6 y la P17 ubicadas en E7N presentan

Unicamente la conformaciotrans (resultados no publicados).
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Equilibrios conformacionales e interacciones en E7.

Se ha propuesto que la plasticidad conformacional que presenta la protgiodria7
explicar como una proteina de tan solo 98 residuos es capaz de interactuascoa H00
proteinas blanco y como consecuencia de estas interacciones producir laa&@éredal ciclo
celular, y establecer asi las condiciones necesarias para que pleidascompletar su ciclo de
vida.

En la Figura 1l se muestran dentro de un esquema representativo de E7obs siti
reconocidos por los distintos ligando de la proteina. Como puede observarse las regiones
conservadas CR1 y CR2, las cuales comprenden los motivos lineales de union dd E7, y e
dominio E7C presentan los sitios principales de union. Como ya mencionamo®) ekesit
reconocimiento de M1 comprende parte la region acidica y gran parte de la reggna 7.

Si bien la regién bisagra representa una regién inmunodominante de la proteinal hasta
momento no se han mapeado blancos celulares que interactien directamesta Egion. No
obstante, cabe destacar que para aproximadamente el 50% de los blances cataiptos
para E7 aun no se conoce la region de interaccidn con esta proteina. Por pmthidgamcurrir

gue la region bisagra de E7 una distintos blancos dependiendo de la confonisaxtéens de

sus residuos de prolina.

Se han descripto multiples blancos celulares que interactian con E7, no obstante
muy escasos los estudios que describen detalladamente la formacitos d@eplejos. Uno de
ellos es la union entre el motivo lineal LXCXE y el dominio AB de laefmat supresora de
tumores Rb realizada en el laboratorio [120]. En dicho modelo el mecanismo de @nién s
caracterizd por presentar un evento de union ragige @.10 + 0.01- 10° M’s?) que se
describié por un modelo de dos estados. Se ha determinado que la region LXCxXE de E7 s¢
encuentra en equilibrio conformacional entre estructura extendida y estructoealig(i118].

No obstante, el modelo de dos estados observado en la union LXxCxE:RbAB indica que las
transiciones conformacionales en el dominio E7N de la proteina ocurren muy rapido. E
contrastea lo descriptoenel mecanismo de union presentado en este trabajo de tesis, en el cua
se mostré que la interaccidn entre el epitope E7Ep y el anticuerpo éitisentra limitado por

un evento de seleccion conformacional que involucra una reaccién de isomeiiea@8iduos

de prolina presente en E7Ep, el cual ocurre en el orden de los minutos.

Las diferentes escalas temporales de los equilibrios conformacioresanlos en la
region extendida de la proteina E7 puede encontrarse asociada a una gran diversidad d

mecanismos de unién, una caracteristica sobresaliente del dominio datmesée desordenado
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E7N que puede contribuir aln més a su capacidad de unir multiples ligando.
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Figura Ill. Representacion esquematica de la estructura de la proteina E7 mostrando los sitios de union de
sus proteinas blanco. La estructura del dominio E7C del tipo viral HPV-45 resuelta por RMN fue utilizada como
modelo. El dominio E7N de un monémero de E7 se muestra extendido en naranja. La localizacién aproximada de
las regiones CR1 y CR2 y de los motivos lineales: E2F-mimic, DYRK1A, Lx[CS]xE, CKI|, la region acida, NES y PDZ
fueron indicados. Las proteinas blanco fueron agrupadas de acuerdo a la region de la proteina E7 que se ha
reportado que unen. Las proteinas que no han sido mapeadas se encuentran agrupadas debajo de la figura. M1: El
sitio aproximado reconocido por el anticuerpo M1. Se muestran los estudios detallados que se han realizado

indicando los valores de K reportados. Adaptado de Chemes y col [48].

Por otro lado, si bien no lo analizamos en esta tesis, es posible gquéhadel
anticuerpo M1 a E7 afecte la union entre la proteina viral y otros ligandmralb de este
modo su funcidén. Por ejemplo, se ha reportado la presencia de anticuerpos anti-E7 que
reconocen las regiones comprendidas entre los aa 10-14 y aa 41-45 de la proteina, qu
mostraron tener actividad antiproliferativa en células que sobre-expresan Edhtmedh
mecanismo independiente de Rb1].

En conclusién, en este trabajo de tesis elucidamos el mecanisesmdecimiento entre
un anticuerpo y un epitope inmunodominante de una oncoproteina viral. Por un lado,
determinamosgjue el anticuerpo es altamente especifico por su proteina antigeno sugiriendo s
posible uso potencial para fines diagndsticos o terapéuticos. Por otro laiifjcésheos que

el anticuerpo reconoce especificamente a una prolina del epitope en syuraoitn
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minoritaria cis, indicando que este epitope fue presentado por las células presentadoras de
antigeno en su conformacién no nativa. Luego de este mecanismo de setatfcidmacional,
describimos el evento de unién y determinamos que la constante de asdmaociéoular del
complejo se encuentra en el limite superior de las descriptas imtelasciones Ag:Ac. No
obstante, la reaccion global se encuentra limitada cinéticamente psooraizaciontrans-
cis de un residuo de prolina, siendo la misma extremadamente lenta, inusualgracaiones
Ag:Ac. Finalmente, identificamos un tercer evento presente en la fidrmdel complejo
E7Ep:FabM1, el cual postulamos que es un mecanismo de ajuste inducido @Gurtaalam
afinidad del complejo alrededor de seis veces.

Asimismq la proteina E7 es modelo de proteina intrinsicamente desordenada, y el
presente trabajo sirve de ejemplo de como reconoce el sistema inneutigoedé antigenos ya
que la conformacion IDP se encuentra ampliamente representada entreeimmpnatalesA
Su vez, este trabajo aportd nuevos conocimientos sobre las proteinas intensecam
desordenadas en general, indicando como elementos estructurales discretos putdtela re
interaccion con sus ligandogzinalmente, el estudio mecanistico detallado llevado a cabo en
esta tesis permitio aportar explicaciones a la diversidad de nmacarie union presentes en E7

detras de su inusual capacidad de unir multiples ligandos celulares.
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Purificacion del anticuerpo monoclonal E7M1 y obtencion del fragmento Fab

Para la produccion de IgG del AcMo M1 se inyectaron ratones BALB/c con (6 ml
pristane (Sigma) intra-peritoneal 15 dias previos a la inoculacion con lasdimégbridoma de
M1 (0,5-1,5 x 106 células por ratén). A partir de las dos semanas de inoculacilslés se
comenzé con la recoleccion del liquido ascitico (LAT). Luego de la ret@hedel LAT, el
mismo se centrifugd a 12.000 rpm durante 20 min y se descart6 el precipitadalcue la
concentracion de proteinas totales por el método de Bradford, y se diluyé en bufferriEBS
250 mM, NaCl 1,5 M, pH 7,4) hasta alcanzar una concentracion de 10 mg/ml. Se@mdcipi
LAT agregando una solucion saturada de sulfato de amonio al 5@rphte 2 horas a 4°C, se
centrifug0, se resuspendié en buffer TBS (Tris 256mM, NaCl 0.15 M) y se dializ@ d@t
voliumenes del mismo buffer por 12 hs a 4°C. Luego, la muestra se dializ6 t00tra
volimenes de buffer formiato 25 mM pH 4 a 4°C durante doce horas, se centrifugd y e
sobrenadante fue sembrado en una columna de intercambio catibnico SP- Sepharost
(Amersham-Pharmadigreviamente equilibrada en buffer formiato pH 4 25 mM. Se utilizé un
gradiente lineal de sal en el cual eluyé la muestra. La fracciorspondiente a la IgG se
concentrd y se cuantifico por absorbancia a 280 nm, utilizando el coeficieaiir@on 1,5
ml/mg cm’.

El fragmento univalente Fab se obtuvo a partir de la digestion con papagima)8e la
IgG. Se utiliz6 una relacion de masa de papaina/lgG de 1/200 en presencidVdl&EDTA y
de 7 mM 2-mercaptoetanol incubando a 37° C durante 90 min, agitando cada 15 min. La
reaccion se detuvo con 25 mM de lodoacetamida (sigma). El producto de digestiéhzo
toda la noche a 4°C contra Tris-HCI 20 mM pH 8,5, se sembr6 en la columna @Hype
previamente equilibrada con el buffer A (Tris-HCI 20 mM pH 8,5), y se eluydandiz un
gradiente de 0-20% B (A+1M NaCl). Se dializ6 contra kelffer TBS la fraccion
correspondiente al fragmento Fab ON a 4°, luego se concentro y se sembré @omna de
filtracion por tAmiz molecular Superdex 75 (Amersham-Pharmacia). Finalngdtitagmento
Fab se concentr6 y se cuantific6 por absorbancia a 280 nm, utilizando electefide
extincién 1,5 ml/mg cM. Para su conservacién y almacenamiento, se alicuoté a -80°C en

glicerol 10% previo congelamiento enlijuido.

Expresion y purificacion de las proteinas E7.
Para la proteina de E7 HPV-16 entera se utilizo la construccion pMakekiamente
clonada en nuestro laboratorio. Para E7HIV-18 se utilizé la construccion pGEX-E718. Las

proteinas recombinantes HPV-16, -18, -11 se expresaron y se purificaron a partir de un



Materiales y Métodos

protocolo puesto a punto en el laboratorio [49,122].

Control de calidad de proteinas.

La pureza de todas las preparaciones de proteina fue mayor al 95%, y foaadsepbr
geles PAGE desnaturalizantes y por andlisis de espectrometria de(M#ssDI-TOF). El
correcto plegamiento y el estado de oligomerizacién fueron evaluados medpettas de
dicroismo circular en el UV cercano y lejano, espectros de emision desflencea de

triptofano y corridas en columnas de filtracion molecular.

Cuantificacion de la concentracion de proteina
Debido a que cada técnica de determinacion de la concentracién de prigeéasus
limitaciones inherentes, tanto para las proteinas recombinantes comoopaeptidos

sintéticos, se determind la concentracion por diferentes metodologias:

- Absortividad de residuos aromaticos a 280 nm: Se determiné la concentracién de proteina
espectrofotométricamente utilizando el coeficiente de absorcion mol&wsdaminoacidos
tirosina y triptéfano calculados segun [123]:

A280 (MM-1 cm-1) = 5,5 #W + 1,49 #Y [1]

donde #W y #Y son el nimero de residuos de Trp y Tyr, respectivamente.

- Absortividad del enlace peptidico a 220 nm: Se realizaron curvas de c¢alilda@bsorcion a
220 nm en funcion del numero de enlaces peptidicos utilizando la proteina Gigpticd E2

SEW (ver siguiente seccién) como patrén en condiciones de pH &cido. Se naidgbibancia
de las muestras incégnita por duplicado y la concentracion fue estimadeepooladion en la

curva patrén.

- Método de Bradford: Se determiné la concentracion de proteina utilizando una ¢romalpa
seroalbumina bovina (BSA) en el rango 0-10 pg/ml. Se midié la absorbancia a 595lasn de
muestras patron (1 ml) luego de agregar 1ml de reactivo de Bradford (Sigma).r8éndete
absorbancia de las muestras incégnita por triplicado, y estos valores de alsdiEna

utilizados para estimar la concentracion de proteina interpolando en la curva patron.

Sintesis quimica y marcaciéon de los péptidos

Los péptidos fueron sintetizados por sintesis en fase solida (KeclhtyFacale
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University USA) con sus extremos amino-terminales libres y sus extremmsxio-terminales
amidados. Los mismos fueron obtenidos como crudos de sintesis y la purifs@cgatizd por
cromatografia de fase reversa (C8) y posterior liofilizacion. Se siguiguetisie protocolo para
los péptidos que fueron derivatizados con isotiocianato de fluoresceina (FITCY. de2rada
péptido fue incubado en una solucién 1.5mg/ml de isotiocianato de fluoresceméfean
bicarbonato de sodio a pH 8 por dos horas a temperatura ambiente (~25°C). El pémtatio m
fue separado del reactivo de marcacion utilizando una columna de desalado GED10,
Healthcare), y del péptido que quedo sin marcar a través de una cromatogfasie rdeersa
(C8). Utilizando este protocolo, el porcentaje de moléculas de péptido marcadaoltie
mayor al 70%. La pureza de las preparaciones fue evaluada por espectrometdsade
MALDI -TOF y los péptidos fueron cuantificados utilizando tanto los coeficidetebsorcion
del enlace peptidico a 220nm como utilizando el coeficiente de extincadar rde la
fluoresceinag495nm=75,000 M-1cm-1) [124].

Las secuencias de los péptidos sintéticos son:

E71-20: NBH-MHGDTPTLHEYMLDQPETT-COOH
E721-29: NH-DLYCYEQLN-COOH

E716-40: NH-QPETTDLYCYEQLNDSSEEEDEIDG-COOH
E71-40: NH-MHGDTPTLHEYMLDQPETTDLYCYEQLNDSSEEEDEIDG-COOH
E2 SEW: NBH-SEWQRDQFLSHD-COOH
E736-53:NH-DEIDGPAGQAEPDRAHYN-COOH
E736-48:NH-DEIDGPAGQAEPD-COOH
E736-48P41A:NHDEIDGAAGQAEPD-COOH
E736-4847,A2NH,-DEIDGPAGQAEAD-COOH
E736-4841ap474NH2-DEIDGPAGQAEAD-COOH

Electroforesis en geles desnaturalizantes de poli-acrilamida

Todos los SDS-PAGE fueron realizados segun el método de Laemmli. Préwvio a
siembra de las muestras en el gel, éstas fueron tratadasuéi@n Tris-HCI| 125 mM, pH 6.8,
4% SDS, 0,02% Azul de Bromofenol, 25% v/v glicerol, 0,2 M DTT. Las proteinas fueron
detectadas cocoomansie Blue

Ensayos de ELISA

Los ensayos de ELISA fueron realizados en placas de poliestireno de 96spocill
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(Maxisorp, Nunc) sensibilizadas con los diferentes antigenos en TBS, salediespenes
particulares. Como solucion de bloqueo se utilizé6 seroalbumina bovina (BSA) 1% en TBS
(BSA/TBS). Los sueros de los ratones y el liquido ascitico del AcMoudtbri diluidos
BSA/TBS y su reactividad fue detectada por incubacion con anticuerpos polisideataton
conjugados a peroxidasa anti-IgG (Jacksatijuidos en solucion de bloqueo. El ensayo se
revel6 con OPD (2mg OPD/ml buffer fosfato 100 mM citrato pH540480%) y se detuvo la
reaccion con k5O, 4N. Luego, el color de la reaccién se midié a 492 nm en un lector de
ELISA (SLT. spectra). Todas las incubaciones se realizaron a tempenatiente durante 60

min y las determinaciones se realizaron por duplicado.

- Reactividad AcMo E7M1 contra E7 HPV-16 y HPV:-Faara la sensibilizacion de la placa de
ELISA se utiliz6 como antigenos: E7 HPV-16 y E7 HPV-18,u@®ocillo, incubandose ON a
4° C.

- ELISA de mapeo epitopicaLa placa se sensibiliz6 con diferentes péptidos que abarcan
distintas regiones de E7 HPV-16, con los dominios amino terminal (E7 N) y carbexiinal

(E7 C) de la proteina, y con la proteina entera (E2Os antigenos utilizados fueron: E7 0.5
ug/pocillo, E7C 0.5 ug/pocillo, y E7Nt, E71-20, E7 16-40, E7 21-29, E7 36-48, E736-53, E7
49-57 y E2 1 ug/pocillo. Los distintos fragmentos se incubaron en buffer TBS+ 0.4&8M Na
toda la noche a 4° C. El agregado de 0.6 M NaCl se realizé para megficielecia de pegado

de los péptidos a la placa [125Fomo control y negativo se utilizaron sueros de ratones sin
inmunizar. Las diluciones de los sueros y del liquido ascitico del AdMéueron de 1/200 y

se realizaron en TBS/BSA.

Estudios de union por espectroscopia de Fluorescencia
Los ensayos de unidn se realizaron en un espectrofluorémetro Aminco Bowma?y Serie
arreglado en geometria L (SPectronic Co. Rochester, NY, EEUU). Las tihdacide
fluorescencia de FITC de E7 entera y los diferentes péptidos con el gaiddie se llevaron a
cabo fijando la longitud de onda de excitacién en 495 nm y registrando la emisién a 530 nm.
Las colecciones anisotropicas se realizaron utilizando polarizadordedigeznlectando
las intensidades verticales y horizontales a las mismas longitudesldeantes mencionadas.

Se promediaron al menos 5 medicione$ g 8 90 y se calculé la anisotropia (r) segan [91]:
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r=(lw-G*Ivh)/(lw+2G* Ivh) [1]

donde | es la intensidad de fluorescencia, v y h se refieren a verticakgritakj el primero de
excitacion y luego de emision, y el factor de correccion G esta definido como:
G = lhv/1hh [2]

El valor r se puede utilizar para medir la difusion rotacional de lascoiat que en el
caso de proteinas globulares se relaciona con el peso molecular de ilea pnoiediante la
ecuacion de Perrin:

O=nM/RT(v+h) [3]

donden es la viscosidad del medio, T es la temperatura en Kelvin, Rcesstante de

los gases, M es el peso molecular, v es el volumen especifico de la proteina y h es lahidrataci
En todos los casos, a menos que se indique lo contario, las medicional&zaeoreerbuffer
TBS, 1mM DTT a 20°C.

Titulaciones antigeno-anticuerpo al equilibrio

Todas las titulaciones se realizaron incubando una cantidad fija de EYTEBPV-16,
FITC-E73653, FITCE73648 FITC-E736420 los fragmentos FITC-E7Ep mutantes de prolina con
cantidades crecientes de FabM1 en tubos separados. Se dejé incubando porylbegy&Te
midio la anisotropia de fluorescencia para las diferentes concentradienktl. Para la
determinacion de la constante de disociacion al equilibrio, dada la estetpia 1:1, se utilizo

el siguiente modelo:
[Ag]+[Ac]< [AgAC] [4]

donde Ag es [antigeno] y Ac es [anticuerpo], y la concentracion total de ambas es:
Agt= Ag+ AgAc

Act= Ac+ AgAc

La constante de disociaciod) se define como:

Ko =[Ag]* [ Ac]/[ AgAd 5]
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de lo cual se deduce que la concentracion de complejo [Ag Ac] para cada punto seré:
[ AgAq - 05 {([Agt] +[Act]+ Kd)+ ([Act]+[ Agt]+ Ko - (4* [Agt]+ [Act])°'5}[6]

sabiendo la concentracién de antigeno y anticuerpo en cada punto, dado que ladid&aden

fluorescencia es lineal a la concentracion del complejo, se puede obt€¢pdelaomplejo.

Estudios cinéticos de asociacion

- Dependencia de la fase lenta de asociacion con la concentizif@ase lenta de asociacion se
midi6 utilizando el fluorimetro. Se analiz6 el cambio de anisotropiaudeeicencia de 50 nM
FITC-E7Ep o0 50 nM FITC- P47A E7Ep luego de la adicién de cantidades crealenhds.

Los datos de cada cinética individual se ajustaron a una funcién simptseacial
obteniéndose una constante de asociacion observada para cada reacciomdenciepge la

koS en funcion de la concentracion se ajustd a un modelo de pre-equilibrio descripto
previamente [85]

K
Ko =Ki+K 1%|—-D2 7
obs=F1+F-1 ([MlFat‘]+KD2) [7]

donde lak,pses la constante de asociacion observada para cada concentracion de FabM1,
ki y k1 son las constantes de la reaccién de pre-equilibrioppees la constante de equilibrio
bimolecular. Usando los parametros obtenidos a partir del modelo de pre-equilibriopgpudim
obtener la constante d€; = ki/k; y K, = 1Kp,. A su vez, con estos valores es posible calcular

una constante de disociacion al equilibrio global a través de la siguiente ecuacion,
Ko(globay = (1HK1)/(K1*Ko).

Finalmente, usando el valor deKa; y la constante de asociacion de segundo orden

obtenida en los experimentos stepped-flowk,) fue posible calcular la constarke= Kp,* ko.

-Dependencia de la fase lenta de asociacion con la tempetauese lenta de asociacion se
midi6 a diferentes temperaturas en las mismas condiciones deseripth®xperimento de la
dependencia de esta fase con la concentraEicdambio en la anisotropia de fluorescencia fue
medido luego de la adicion de 600 nM de FabM1 en una cubeta que contenia 10BIM-de
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E7Ep. Los datos fueron ajustados a una funcién exponencial simple obteniéndosstdate
observada para cada reaccién. A partir de un grafico de Eyring se pudieron detkrgninar
parametros de activacion a partir de la relaciok [infk*T)] vs 1/T, dondeh es la constante de
Planck,k* es la constante de Boltzman, T es la temperatura expresada en griatdoy Ke
corresponde a la constante observada determinada a cada temperatura. ridiketdepdel
grafico puede obtenerse la entalpia de activacifif*(R), donde R corresponde a la constante

universal de los gases.
Estudios cinéticos de asociacion y disociacion medidos en stopped flow.

- Principios operativos del equigtopped-flow

El curso cinético de la interaccion de FabM1 con E7Ep se midio ntibzan aparato
de flujo detenido dstopped-flowApplied Photophysics SX18.MV (Figura A) (Leatherhead,
Reino Unido). EI mismo permite seguir el cambio de sefial (absorbancia oderari@3 a partir
de la mezcla de dos reactantes en funcion del tiempo, para tiempasmaogy Para este equipo

el tiempo muerto de reaccidn experimental es aproximadamente de 2 ms.

) Fuente

| de
Piston £ Luz

—=m—_

=

ADN

——————ur—d }
L J
Mezclador v

" Detector

1
\ 1 Jerin
\ - ga
e

\«-—w-——- d
e

Computadora =l-

Figura A. Diagrama de funcionamiento del equipo de stopped flow. El piston empuja los émbolos de
las dos jeringas donde estan cargadas las muestras. Estas se juntan en el mezclador desplazando un
volumen de liquido tal que acciona la jeringa de stop cerrando el circuito. A partir de este momento
comienza a registrarse la sefial de fluorescencia. El tiempo muerto del equipo es de aproximadamente 2
ms.

El equipo permite la coleccion de 1000 puntos en intervalos de tiempo vaeiatoe8-
20 ms hasta 0-1000 segundos Cada una de las muestras se almacena engan&neel

momento deseado, se acciona un piston que mueve volimenes equivalentesjelgngada
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hacia una celda donde se mezclan. El liquido que estaba en éstplaeadeacia la jeringa de
stopcerrando un circuito e iniciando la adquisicion de datos.

- Consideraciones experimentalesstepped-Flow

Todas las concentraciones reportadas corresponden a aquellas resultargeslalelen
volumenes iguales de ambas jeringas. Las reacciones fueron monitoreadesdasidai
fluorescencia de FITC, excitando a 495nm. Cada medicién reportada corresponde al promedic
de entre cinco y diez colecciones de 1000 puntos cada una. En todos los tmmpsratura se
mantuvo constante a 25°C utilizando un bafio térmico.
- Determinacion de las constantes cinéticha reaccion de asociacion bimolecular fue medida
en condiciones de segundo orden mezclando cantidades equimolares de FabM1 YyHATC-E
Bajo estas condiciones, los datos pueden ser analizados por la siguient@gnedessegundo
orden [87]:

Fu)=}g+{Af{nﬂfubﬁkm41+[Aﬂfubkkmﬁ+wp} 8]

donde F es la fluorescencia en el tientpAF es el cambio de fluorescencia durante la urkgn,
es la fluorescencia &= 0, [M1Fab} es la concentracion inicial de M1Fabky esla velocidad
constante de union de segundo orden. Se tuvo en cuenta el desvié de la sgBal detm
término lineal dependiente en el tiempg.(c

Las cinéticas de disociacion se midieron desplazando el complequieshétrico
[FITC-E7Ep:M1Fab] con un exceso de 20 veces del péptido E7Ep sin marcar. aoselat
ajustaron a una funcién exponencial doble obteniéndose los valores de las e®nstant
observadas de disociacikg:

F(t)=F,+A-e" + A, e [9]

donde A, son las amplitudes, s el valor inicial de fluorescencia o de anisotropia de

fluorescencia yk; 2 son las constantes de disociacién de cada fase.

Experimentos de dicroismo circular

Las mediciones en el UV lejano se llevaron a cabo en un espectroptiaridasco J-
810 usando un controlador de temperatura externo Pelitendencias conformacionales de
E7Ep y los péptidos mutantes de prolinas se determinaron frente a dife@nfasestos que
estabilizan diferentes tipos de estructura. Se midieron los especti©b @: ausencia y

presencia de TFE 50%. También se midieron en presencia de SDS 1mM % @518M. Por
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ultimo se realiz6 un barrido térmico de los péptidos desde los 5 hasta los 75°C.

Experimentos de resonancia magnético nuclear

Losexperimentos de RMN se llevaron a cabo a 600.13 MHz en un espectrémetro Bruker
Avance 600 MHz equipado con un magneto UltraShield Plus y una criosonda de triple
resonancia. Los datos de RMN fueron procesados en Linux con los softwares
NMRView/NMRPipe [126,127]. El péptido E7Ep en una concentracion 3 mM fue disuelto e
agua pH 7,5 (10% o 100%,0D v/v). Se asignharon los desplazamientos quimicos de los
protones y los carbonos analizando los siguientes experim&tb€ HMQC, *H-*C HMQC
-TOCSY (70 ms tiempo de mezclay-*H TOCSY (70 ms tiempo de mezclafi-'*H NOESY
(250 ms tiempo de mezcla). Para obtener las velocidades de isomer@adi@ns de las
prolinas de E7Ep, se realizaron experimentos de NOESY con tiempo da weezables tanto
a 30 como a 40 °C . A 30 °C los tiempos de mezcla fueron: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8, 1, anc
1.2 segundos ya 40C 0.15,0.3,0.5, 0.7y 0.9. Los espectros fueron tomados con 8K*800 el
las dimensionest, con 24 scans. A cada temperatura se realizd un espdet’té HMQC
para observar cambios en el desplazamiento quimico con la temperatura.

En los espectros de NOESY la intensidad del pico diagonal derdss-peakde
intercambio quimico estan relacionados con el tiempos de mezctafravés de las siguientes

ecuaciones:

~(k+T, "' )z, (kAT
{ . 1. (z,)=sinh(ki )el <) [10]

14, (T,,) = cosh(k, )e
donde cosh y sinh es el coseno y el seno hiperbdlico, respectivaknemstante cinética del
proceso de intercambio, y; Bs el tiempo de relajacion. Asumiendo que las velocidades de
relajacion T son las mismas para los protones en la conforma@@antransse obtiene que:

I sinnh(kec,,)

Cross(¢ ) =

o coshiic. ) tanh(ke,)  [11]

Para tiempos de mezcla cortos, la ecuacion 11 puede simplificarse a:

Icross
- 12
g (tr) = Kt [12]

La ecuacion 12 se utiliza para analizar la cinética de isorognizais-trans de las

prolinas. Las constantes de isomerizacion pueden obtenerse ajustandenkidddes de los
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picos diagonales y los picos de intercambio de los protdeslas prolinas. De los espectros
'H-3C HMQC también se pudo calcular el equilibrio termodinamico de la iscan#nrcis-
trans obteniendo la fraccion molakixy Xuans, 12 cual se obtuvo integrando los volumenes de los

picos de intercambio correspondientes a los isémeros de las proliriay emtrans
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