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Abstract

“Characterization of the folding mechanism of a monomeric version of the
ARC repressor, a RHH superfamily member with knotted topology, by light

trapping force spectroscopy”

The topology of a protein, defined as the tridimensional path of the polypeptide chain in
space, restricts the moves that the chain can perform for searching its native state. For this
reason this property defines the folding mechanism of a protein. However, in recent years has
been discovered some proteins that seek their native states through complex and intricate
movements. Such is the case of knotted proteins which topology challenge current theories of
protein folding and have opened new questions about protein folding mechanisms.

The first knotted structure was identified in 2000, since then many others have been
discovered reaching the 2% of the structures in the Protein data bank (PDB). The low relative
abundance of the knotted structures contrast with simulation of polymer models showing that
knotted structures are easy to exist in those systems. This suggests that proteins somehow have
avoided knotted topologies.

Another interesting thing to investigate about knotted proteins is the function that may have
the knotted topology on this proteins and how that structures may fold. It has been determined
that some knotted motifs are conserved in families and superfamilies despite of the low
sequence identity. These results suggest that knotted motifs could provide some comparative
advantage with respect to normal proteins. In this regard some theoretical and experimental
evidence show that knotted topologies could enhance the stability of proteins. Nevertheless,
none of these studies explain how this topologies does it.

In this work we seek to elucidate the energetic consequence that brings the knotting of a
polypeptide chain to its folding mechanism. For this, we compare the folding process of a
knotted protein with their unknotted counterpart. In terms of experimental approach this
problem impose two challenges, the first one is that the knot formation should don’t disturb
the structure of the protein. The second one is that we must control de topology of the
unfolded state in order to ensure the homogeneity of the thermodynamic species under
experimentation. The first challenge was archived using the mARC protein from the RHH
superfamily of transcription factors. This protein is a monomeric version of the ARC repressor
from the p22 phage and it was constructed connecting the C terminus of the first subunit to the
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N terminus of the next one using a 15 residue glycine-rich polypeptide linker. Structural
models mMARC shows that the linker forms a flexible loop that doesn’t form contacts with
hydrophobic core of the protein. Moreover, homology models indicate that the loop can move
around the protein generating two conformations: a knotted and an unknotted one.

The second challenge was addressed by characterizing the folding mechanism of mARC
using optical tweezers. This approximation allows us to pull the protein from its C and N-
terminal ends to control the topology of the unfolded state and thus to compare the energy
differences between the knotted unfolded state and the unknotted unfolded state of mMARC.

In the other hand, by a rearrangement of the secondary structure of mARC it is possible to
generate a non-cyclic permutant, pARC. This protein is reported to have the same architecture
and folding stability of mARC but, its topology prevents knotting. So, pARC was used as a
topological control of the effect of knotting the mARC protein.

We found that mARC can be captured in two conformations characterized by different
contour length (Lo, total extension of a polymer chain). One group of molecules has a L, of 43
+ 7 nm and corresponds to the expected for the unknotted conformation of mMARC. The other
group of molecules shows a Ly of 37 £ 7 nm and corresponds to the expected for the knotted
conformation. On the contrary pARC only shows one type of molecules characterized by a L
of 22 £ 7 nm. All together these results support the hypothesis that mMARC is present in two
conformations, one knotted and other unknotted. Moreover, applying Crook’s theorem to the
irreversible work associated to the unfolding and refolding transitions of mARC and pARC
allowed to determine the free energy (AG) at equilibrium required to the unfold the knotted
(AGy= 21,8 + 0,4 kcal/mol), unknotted (AG,= 12,3 £ 0,5 kcal/mol) conformations of mARC
and pARC (AGs= 7 £ 0,4 kcal/mol). These results indicate that knotted mARC is more stable
than their unknotted counterpart by 8,9 + 0,9 kcal/mol mainly due to the energetic cost to tie
the unfolded state of the protein. This value corresponds to the energetic cost of knotting a
polypeptide chain of 120 residues in its unfolded state and explains the source of the
stabilizing effect of the knotted topology in mARC.

For the kinetic characterization we performed constant force experiments. It was only
possible to study two molecules of mMARC. Despite of the differences between the kinetic

parameters calculated for them, both corresponds to the unknotted conformation of the protein.



Resumen

La topologia de una proteina, definida como el camino tridimensional que sigue la cadena
polipeptidica en el espacio, impone restricciones naturales al conjunto de movimientos que
esta puede realizar para alcanzar su estado nativo. Por esta razon esta propiedad define el
mecanismo de plegamiento de una proteina. Sin embargo, en los ultimos afios se han descrito
proteinas que obligan a la cadena polipeptidica a buscar su camino de plegamiento a través de
intrincados y complejos movimientos, es el caso de las proteinas anudadas. Estas proteinas
suponen un desafio para las teorias de plegamiento actuales y han abierto nuevas interrogantes
respecto al mecanismo de plegamiento de las proteinas.

La primera proteina anudada fue identificada en el afio 2000, desde entonces se han
descrito muchas otras llegando a representar del 2% del Protein data bank (PDB). Esta baja
abundancia relativa de proteinas anudadas contrasta con lo observado en simulaciones de
modelos de polimeros que indican que la probabilidad de formar este tipo de estructuras es
alta. Esto hace pensar que las proteinas evitan la formacion de nudos. No obstante no se
conoce la tendencia natural de una proteina a anudarse.

Otra interrogante que nace del estudio de proteinas anudadas tiene relacion con la funcién
gue cumplen estas estructuras en las proteinas que las presentan y como estas proteinas logran
plegarse. Se ha demostrado que algunos motivos anudados se conservan en distintas familias y
superfamilias a pesar de su baja identidad de secuencia. Esta evidencia sugiere que dichos
motivos podrian aportar alguna ventaja comparativa a las proteinas que los presentan. En este
aspecto, estudios tedricos y evidencias experimentales indican que la topologia anudada podria
aumentar la estabilidad de las proteinas. Sin embargo, ninguno de dichos estudios explica
cémo la topologia anudada confiere estabilidad.

En este trabajo tratamos de determinar las consecuencias que tiene sobre el mecanismo de
plegamiento de una proteina el obligar a su cadena polipeptidica a anudarse. Para ello se
comparé el proceso de plegamiento de una proteina anuda con la de su contraparte no-
anudada. Experimentalmente esto sugiere dos desafios importantes: primero, es necesario que
la formacién del nudo no altere significativamente la estructura de la proteina. Segundo, es
indispensable poder controlar la topologia del estado desplegado para asegurar la
homogeneidad de los estados termodindmicos estudiados. El primer desafio fue abordado

utilizando como modelo de estudio la proteina mARC de la superfamilia de factores de
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transcripcion RHH. Esta es una versién monomérica del represor ARC del fago p22 generada
al unir el extremo carboxilo de una subunidad con el extremo amino de la siguiente utilizando
un péptido conector de 15 aminoacidos rico en glicina. Modelos por homologia de mARC
muestran que el peptido conector puede formar un lazo flexible que no genera contactos con el
centro hidrofébico de la proteina. De esta manera, dependiendo de la posicion de dicho lazo se
pueden generar dos conformaciones de mMARC, una conformacion anudada y otra no-anudada.

El segundo desafio experimental fue abordado caracterizando el mecanismo de plegamiento
de mARC utilizando pinzas épticas. Esta aproximacion permite estirar la proteina desde sus
extremos y aplicar una fuerza sobre ella, de esta forma se puede controlar la topologia del
estado desplegado y con ello poder comparar la diferencia de energia libre entre el estado
desplegado anudado y no-anudado de mARC.

Por otra parte, mediante un rearreglo de los elementos de estructura secundaria de mARC
puede generarse una permutante no circular de ella, pARC. Esta proteina presenta la misma
arquitectura y estabilidad al equilibrio que mARC pero su topologia le impide formar nudos.
Asi, esta permutante fue utilizada como control del efecto topoldgico del anudamiento de
MARC.

Los resultados obtenidos al estirar mARC a velocidad constante permitieron identificar dos
tipos de moléculas con largos de contorno (Lo largo de una molécula completamente estirada)
diferentes. Un grupo de moléculas presentd un Lo de 37 = 7 nm, que coincide con lo esperado
para la conformacién anudada de mARC. El otro grupo mostré un Lo de 43 £ 7 nm, esperado
para la conformacién no-anudada de esta proteina. Al contrario, pARC sélo mostré un tipo de
moléculas con un Ly de 22 £ 7 nm. De estos resultados se concluye que mARC esté presente
en dos conformaciones, una anudada y otra no anudada.

De los experimentos de estiramiento a velocidad constante se obtuvo el trabajo irreversible,
realizado fuera del equilibrio, asociado a las transiciones de desplegamiento y replegamiento
de mARC y pARC. Utilizando el teorema de Crooks fue posible calcular, a partir de estos
datos, el AG en condicion de equilibrio para el desplegamiento de las conformaciones anudada
(AGy= 21,8 + 0,4 kcal/mol) y no-anudada (AG,= 12,3 = 0,5 kcal/mol) de mARC asi como
también de pARC (AGs= 7 = 0,4 kcal/mol). Estos resultados indican que mARC anudado es
mas estable que mMARC no-anudado por 8,9 + 0,9 kcal/mol, este valor corresponde al costo
energético de anudar una cadena polipeptidica de 120 residuos en su estado desplegado. Esta

es la primera vez que es posible determinar experimentalmente este valor. Ademas, esta
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diferencia de energia explica, cbmo es que la topologia anudada confiere estabilidad en esta
proteina.

Para caracterizar cinéticamente las proteinas se realizaron experimentos a fuerza constante.
Sélo fue posible estudiar dos moléculas de mARC las cuales, a pesar de las diferencias que
muestran en sus parametros cinéticos calculados, corresponden a la conformacién no-anudada

de la proteina. No fue posible realizar estudios cinéticos con pARC.
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Introduccion

La topologia de una proteina, definida como el camino tridimensional que sigue una cadena
polipeptidica en el espacio, es el factor principal que determina el mecanismo de plegamiento
de las proteinas (Onuchic & Wolynes 2004) ya que impone restricciones naturales al conjunto
de movimientos que una cadena polipeptidica puede realizar para alcanzar su estado nativo,
debido a la imposibilidad de entrecruzar la cadena principal. La importancia de la topologia se
apoya en evidencias experimentales que han demostrado que las proteinas con topologias mas
complejas, es decir, estructuras estabilizadas por residuos que se encuentran distantes en su
secuencia (Figura 1A), presentan cinéticas de plegamiento méas lentas que proteinas con
topologias més simples (Figura 1B y C) (Baker 2000, Plaxco y cols 1998). Adicionalmente
estudios tedricos que consideran casi exclusivamente la topologia para describir el proceso de
plegamiento, tales como los modelos simplificados de proteinas (Dill y cols 1995, Fersht
1997, Kouza y cols 2006, Onuchic y cols 1997) y simulaciones moleculares con potenciales
basados en la estructura nativa (G0), reproducen adecuadamente observaciones experimentales
de una amplia gama de proteinas con diferentes topologias (Hills & Brooks 2009, Koga &
Takada 2001, Paci y cols 2002). No obstante, desde hace algunos afios se han reportado
estructuras con topologias anudadas que desafian estos preceptos y han abierto nuevas

interrogantes respecto al mecanismo de plegamiento de las proteinas.
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Figura 1. Relacion entre el orden de contacto y la velocidad de plegamiento de proteinas
pequefias. El orden de contacto es una medida de la complejidad topoldgica de una proteina. A. La
topologia de una cadena polipeptidica es mas compleja cuando la estructura de una proteina es
estabilizada por contactos entre residuos distantes en la secuencia, esto lleva a un alto orden de contacto.
B En cambio, la topologia de una proteina es sencilla si dos residuos cercanos en la secuencia forman
un contacto en el estado nativo, esto implica un menor orden de contacto. C. Grafico de log k v/s OC
para proteinas pequefias que se pliegan en dos estados. Se observa una relacion lineal inversa lo cual
indica que a menor complejidad topolégica mayor es la velocidad de plegamiento. Adaptado de Baker
2000.

1. Topologias anudadas vy su efecto en el mecanismo de plegamiento de proteinas. La idea de

la existencia de nudos en las proteinas fue abordada por primera vez por Masfield en 1994. El
concluyé que las estructuras anudadas eran muy complicadas debido a que su topologia obliga
a la cadena polipeptidica a buscar su camino de plegamiento a través de movimientos muy
complejos lo cual deberia impedir un plegamiento eficiente y descarté por completo su
existencia (Mansfield 1994). Sin embargo, Taylor en 2000 identificd un nudo complejo en la
estructura de la enzima &cido hidroxiacético isomeroreductasa de plantas (Figura 2A, Taylor
2000). Desde entonces se han descubierto sostenidamente mas proteinas que presentan
topologias anudadas (Figura 2), por lo que los motivos anudados han sido reconocidos como
motivos estructurales significativos llegando a representar el 2% de las estructuras depositadas
en el PDB (Khatib y cols 2006, Kolesov y cols 2007, Lua & Grosberg 2006, Virnau y cols
2006). La baja abundancia de estructuras anudadas en proteinas contrasta con la tendencia
natural de formar nudos observado en simulaciones realizadas con modelos de homopolimeros
globulares (Lua y cols 2004, Tubiana y cols 2013, Virnau y cols 2005) las cuales indican que
la probabilidad de encontrar estructuras globulares anudadas es de alrededor del 80% (para
polimeros de largo de cadena de 400 monomeros en adelante). Experimentalmente se ha

abordado un modelo macroscépico de cadenas poliméricas utilizando cuerdas de material



flexible agitadas en ambientes confinados (Raymer & Smith 2007). En este estudio la cuerda
en si no puede generar interacciones de ningdn tipo consigo misma por lo que la informacion
obtenida da cuenta sdlo de la posibilidad intrinseca de cualquier cadena (cuerda) flexible a
formar nudos por efectos del ambiente (agitacion y confinamiento). Los resultados arrojan una
probabilidad méaxima de formar nudos de un 50%, la cual se alcanza con un largo de cuerda de
1,5 m en adelante (largo comparable con polimeros grandes, como los estudiados en las
simulaciones antes mencionadas). En conjunto los antecedentes mostrados sugieren que las
proteinas actuales evitan de algin modo la formacién de nudos debido a que este tipo de
estructuras no son dificiles de formar en modelos de polimero o cuerdas. Sin embargo, aln no

se conoce cual es la tendencia intrinseca de una cadena polipeptidica a formar un nudo.

Figura 2. Ejemplo de topologias anudadas presentes en proteinas. Las proteinas anudadas estan
presentes en todos los dominios de la vida y pueden tener diferente complejidad topolégica. A. Enzima
acido hidroxiacético isomeroreductasa de plantas presenta un complejo nudo 4; o en “forma de ocho-”.
B. Ubiquitin-hidrolasa humana, contiene uno de los nudos més complejos reportado (5,), con 5 cruces.
C. tRNA-metiltrasnferasa de H. influenzae presenta un nudo 3; o “en forma de trébol” el nudo mas
comun y menos complejo que pueden presentar estas proteinas. Extraido de Mallam 2009

Otra pregunta que ha surgido a través del estudio de este tipo de proteinas tiene relacion
con la funcién que cumplen las topologias anudadas y como estas estructuras logran plegarse.
Se ha demostrado que algunos motivos anudados se conservan en familias y superfamilias a
pesar de su baja identidad de secuencia (Sulkowska y cols 2012) por lo que algunos autores
proponen que dichos motivos anudados podrian aportar alguna ventaja comparativa a las
proteinas que los presentan. En este sentido, se ha propuesto que el anudamiento puede
aumentar la estabilidad de una proteina (Dzubiella 2009, Sutkowska y cols 2008) e
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incrementar su estabilidad cinética disminuyendo la velocidad de desplegamiento (Soler &
Faisca 2013). En este aspecto, un estudio interesante es el realizado por King y cols (2010) en
el cual se compararon las propiedades de plegamiento de proteinas similares diferenciadas
solo por la presencia o ausencia de la topologia anudada. En dicho estudio se observo que la
proteina anudada presenta una mayor estabilidad comparada con el control no anudado (King
y cols 2010). Sin embargo, en este trabajo la metodologia utilizada no permite controlar la
topologia del estado desplegado por lo que no se tiene certeza de las especies termodinamicas
que se comparan. Por esta razdn no es posible, a nuestro juicio, atribuir de manera concluyente
el aumento de estabilidad observado sélo a la presencia de la topologia anudada. Ademas, este
estudio no explica el motivo por el cual se produce un incremento de la estabilidad en estas
proteinas.

En este trabajo intentamos conocer cuales son las consecuencias termodindmicas y
cinéticas para el mecanismo de plegamiento de una proteina cuando se obliga a que su cadena
polipeptidica se anude. Esto requiere esencialmente poder comparar la diferencia de energia
libre entre las conformaciones nativas y desplegadas del polipéptido anudado con la diferencia
de energia libre entre las conformaciones nativas y desplegadas de la cadena polipeptidica no-
anudada. De esta manera, el AAG entre ambos equilibrios nos permitiria conocer el costo (o
ganancia) energético que resulta al restringir la cadena polipeptidica en una topologia anudada
para el proceso de plegamiento. La figura 3 esquematiza esta situacion.

Desde el punto de vista experimental este esquema trae dos desafios importantes. Primero,
se requiere que la formacién del nudo no altere de manera significativa la estructura de la
proteina para que la diferencia de energia libre se deba so6lo al efecto de la topologia y no a
otros factores, como la formacion de interacciones entre la zona del nudo y el resto de la
estructura de la proteina. Segundo, se debe controlar la topologia del estado desplegado de la
proteina para asegurar la homogeneidad de los estados termodinamicos bajo experimentacion.
El primer requerimiento fue abordado utilizando como modelo de estudio la proteina mARC
(Robinson & Sauer 1996b) de la familia de factores de transcripcion RHH. El segundo
requerimiento se abordd mediante la caracterizacion de su mecanismo de plegamiento
utilizando pinzas oOpticas. La ventaja de esta metodologia es que permite estudiar el
mecanismo de plegamiento de una proteina estirdndola desde puntos especificos de su
estructura y extraer pardmetros termodindmicos sobre su estabilidad y también informacion

sobre las barreras cinéticas que limitan este proceso (Bustamante y cols 2005, Cecconi y cols



2005, Shank y cols 2010). Como se describe a continuacion, el estudio de este modelo con la
metodologia de pinzas Opticas nos permitié abordar experimentalmente el esquema propuesto

en lafigura 3

D.

anudado

] anudadoI

N no-anudzado N anudado

Figura 3. Esquema de equilibrio y diagrama de energia libre entre estados plegados anudados y
no-anudados y estados desplegados anudados y no-anudados. EI modelo a estudiar debe permitir
comparar los equilibrios entre estados nativos anudados y no-anudados y sus estados desplegados
respectivos. La diferencia de energia libre entre ambos equilibrios corresponde al costo (o ganancia)
energética de anudar una cadena polipeptidica.

2. Superfamilia de factores de transcripcion RHH como modelo de estudio de proteinas

anudadas. La familia de factores de transcripcion RHH se caracteriza por una arquitectura
generada por dos motivos de estructura secundaria denominados RHH (B lamina - a hélice - a
hélice) que se entrelazan para formar un arreglo de 4 hélices empacadas en contra de una
pequeiia hoja B (simetria RHH,, Figura 4) (Schreiter & Drennan 2007). En general los
miembros de esta familia han sido descritos como homodimeros cuya arquitectura funcional se
genera por la asociacion de dos motivos RHH aportados por dos subunidades idénticas.
Miembros homodiméricos de esta familia son el represor ARC y Mnt del bacteriéfago p22
(SCOP, Murzin y cols 1995). Dentro de esta familia, el represor ARC es la proteina mejor
caracterizada en términos de su mecanismo de plegamiento, el cual ha sido descrito mediante
un modelo de dos estados (Waldburger & Jonsson 1996; Brown & Sauer 1999; C. R.
Robinson & Sauer 2000). De manera interesante, el homodimero de ARC ha sido convertido
en un monomero al unir el extremo carboxilo de una subunidad con el extremo amino de la
siguiente utilizando un péptido conector de 15 aminoacidos rico en glicina (Robinson & Sauer
1996b). La unidn de los dos motivos RHH en una cadena polipeptidica resulta en una proteina

monomeérica denominada MARC (del inglés monomeric ARC). Estudios cinéticos y de
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estabilidad de mARC, realizados en condiciones de equilibrio con agentes caotrdpicos, indican
que el péptido conector no afecta el mecanismo de plegamiento respecto al dimero silvestre
(Robinson & Sauer 1996a). Sin embargo, modelos de la estructura de mARC generados en
nuestro laboratorio muestran que dependiendo de la posicion del lazo flexible formado por el
péptido conector de 15 aminoéacidos es posible generar dos conformaciones para la proteina
MARC, una conformacion anudada (Figura 5A) y una conformacién no-anudada (Figura 5B).
Ambas conformaciones se logran sin alterar el centro hidrofobico de la proteina. Debido a que
el péptido conector utilizado para unir ambos motivos RHH es artificial y rico en glicina se
postula que el lazo es flexible y no establece contactos especificos con el resto de la estructura
de la proteina por lo que puede dar origen a ambas conformaciones.

Por otra parte, mediante un re-arreglo de los elementos de estructura secundaria de mARC
es posible generar otra version monomeérica del dimero ARC. Esta permutante, pARC, no
presenta el péptido conector de 15 amino&cidos rico en glicinas y por lo tanto no puede
generar topologias anudadas (Figura 5C). Sin embargo, pARC mantiene la arquitectura del
dimero ARC y presenta la misma estabilidad al equilibrio y cinética de plegamiento que
MARC (Tabtiang y cols 2005). Dichas caracteristicas permiten proponer a pARC como
control del efecto topolégico del anudamiento en mARC.

Para comprobar la hipétesis de que mARC se encuentra en dos conformaciones, se requiere
capturar cada conformacion de la proteina y realizar estudios de desplegamiento controlando
la topologia del estado desplegado. Esto es posible utilizando técnicas de manipulacion de

moléculas individuales como pinzas Opticas.



Figura 4. Arquitectura RHH2. Simetria RHH,, la arquitectura de los factores de transcripcion RHH
es generada por la asociacion de dos motivos RHH y consiste en cuatro hélices a empacadas contra una
pequeiia hoja P antiparalela. Adaptado de Schreiter & Drennan 2007.

Figura 5. Estructura y representacion topoldgica de las diferentes versiones monoméricas del
represor ARC. El modelo de la estructura generado para mARC predice la existencia de dos
conformaciones dependiendo de la posicién del lazo formado por el conector flexible de 15
aminodcidos utilizado para generar el mondmero. Si el conector se presenta en la posicion indicada en
verde (A) la proteina forma un nudo al ser estirada desde sus extremos, por el contrario, cuando el
conector se encuentra en la posicion indicada en rojo (B) la proteina no forma el nudo. En el caso de
pARC (C) los elementos de estructura secundaria se han reordenado de tal forma de conservar la
arquitectura pero al cambiar la topologia la proteina no puede formar nudos.



3. Estudios de plegamiento a nivel de moléculas individuales mediante pinzas épticas. Las

ventajas que ofrecen los estudios de molécula individual por sobre los experimentos clasicos
(en multiplo) son variadas, entre ellas podemos mencionar: caracterizacion individual de
poblaciones que pueden no ser homogéneas (como el caso de la proteina en estudio en este
trabajo), los estudios de plegamiento se realizan utilizando una propiedad fisica de la molécula
como coordenada de reaccion (distancia extremo a extremo, por ejemplo), utilizan poca
muestra y permiten controlar la topologia del estado desplegado de la proteina en estudio
(Bustamante 2008). Ademaés, permiten la obtencién de parametros termodindmicos al
equilibrio a partir de datos obtenidos fuera del equilibrio mediante la utilizacion de teoremas
de fluctuaciones como el de Crooks (Crooks 2000). Asi también, estas metodologias permiten
realizar estudios cinéticos en condiciones de equilibrio siguiendo el cambio de extension de la
molécula ante una fuerza externa constante en tiempo real (Liphardt y cols 2001).

En los experimentos de pinzas Opticas la manipulacion de las moléculas se realiza a través
de hebras de ADN de doble cadena que se unen a la proteina mediante puente disulfuro en
puntos especificos de la cadena polipeptidica (Figura 6, Cecconi y cols 2008). De esta manera
es posible estirar la proteina desde puntos especificos de la estructura y asi elegir el eje de
aplicacion de la fuerza. En el caso de proteinas anudadas la Unica forma de caracterizar el
efecto del nudo es tirando desde los extremos amino y carboxilo ya que sélo asi la proteina
permanece anudada en su estado desplegado (Taylor 2000). De acuerdo a la hipétesis de las
dos conformaciones de mARC, la union de las hebras de ADN en los extremos de la cadena
polipeptidica podria capturar la proteina en su conformacion anudada (Figura 6B derecha) y
no-anudada (Figura 6B izquierda). El estiramiento de ambas conformaciones permitiria
controlar la topologia de su estado desplegado y por ende acceder a los parametros
termodinamicos asociados a los equilibrios de la figura 3. Vale decir, partiendo desde una
conformacion nativa anudada hacia una conformacion desplegada anudada (Figura 3 derecha)
y desde una conformacidn nativa no-anudada hacia una conformacion desplegada no-anudada
(Figura 3 izquierda). Dichos datos harian posible calcular la diferencia de energia entre los
estados desplegados anudado y no-anudado (AAG) y con ello determinar el costo (o0 ganancia)

energético de anudamiento de la proteina mARC.



laser

antibodies
digoxigenin S S

Proteln
hand les

biotin
¥ streptavidin

Polystyre
bead

/ \pipette

[

Figura 6. Disefio experimental de un experimento de pinzas dpticas. A. Diagrama general de un
experimento de pinzas Opticas, la proteina modificada es mantenida entre dos microesferas de
poliestireno, una de estas es mantenida fija sobre la punta de una pipeta microscopica, por succion. La
otra es mantenida en la trampa Optica y puede ser movida para manipular la molécula. B. La
modificacién con ADN permite la captura de cada una de las conformaciones esperadas para mARC, a
la derecha se muestra la captura de la conformaciéon anudada y a la izquierda la captura de la
conformacién no-anudada. Adaptado de Cecconi y cols 2008.




Hipdtesis
El estado desplegado anudado de la proteina mARC es mas inestable que su estado

desplegado no-anudado.

Objetivo general

Determinar la diferencia de estabilidad entre el estado desplegado anudado y no-anudado de la

proteina mARC.

Objetivos especificos

1) Purificar y modificar quimicamente las proteinas mARC y pARC para su utilizacion en
experimentos de pinzas opticas.

2) Comparar el estiramiento mecanico de mARC y pARC para determinar si mARC puede
presentarse en diferentes conformaciones y comparar sus parametros termodindmicos y

cinéticos.
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Materiales y métodos

1. Lista de reactivos
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20.

21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.

Reactivo

2-Propanol

Acido acético glacial

Acido Clorhidrico (32%)
Acrilamida

Agarosa

Amortiguador de carga de ADN 6X
Ampicilina

Bis-acrilamida

Bis-Tris

Bisulfito de sodio

Cloruro de Guanidinio
Cloruro de Potasio
Dihidrogenofosfato de potasio
dNTP

DreamTaq DNA Polymerase

DTDP
DTT
EDTA

Estandar de peso molecular de ADN
(1 kb)

Estandar de peso molecular de
proteinas, pretefiido.

Etanol (100%)

GelRed

Glicerol (85%)

Glicina

Hidrogenofosfato de sodio
Imidazol

IPTG

Medio de cultivo LB Broth
MES 1-Hidrato

MOPS

Persulfato de amonio
Reactivo de Bradford
SDS

Tris base

Marca

Merck
Merck
Merck
Amresco
Bioline
Thermo
Scientific
USBiological
Amresco
Calbiochem
Merck
Winkler
Merck
Merck
Bioline
Thermo
Scientific
Sigma
Calbiochem
Merck
Thermo
Scientific
Thermo
Scientific
Merck
Biotium
Merck
USBiological
Merck
USBiological
Bioline
MO BIO
Winkler
Calbiochem
Amresco
Bio-Rad
Merck
Calbiochem

Nuamero de
catalogo
1.01040.4000
1.00063.2500
1.00317.2500
341
B10-41026

RO61

A2260
1725
391335
1066570500
BM-0845
1.04936.1000
1.04873.0250
B10-39025

EP0702

43791-1G
3860
1.08418.1000

SM0313

26616

1.00983.2500
B1.41002
1.04094.1000
C13042598
1.05104.1000
C9101551
B10-37036
12106-1
712030
6310
0486-25G
500-0006
1.13760.0100
9210
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35. Triton X-100 Sigma X100-1L
36. Tween-20 USBiological P4379

2. Métodos

2.1. Expresion y purificacion de proteinas. Las secuencias de proteinas se disefiaron con un

marcador de afinidad de hexa-histidina (His x6) para facilitar su purificacion. Ademas, en el
caso de las mutantes utilizadas en experimentos de pinzas épticas (llamadas OT, por Optical
Tweezers) se incluyeron residuos de cisteina expuestos a solvente en los extremos de la
cadena polipeptidica para su modificacion con hebras de ADN (Cecconi y cols 2008). En el
caso de mMARC_OT se mutaron los residuos G3C y A122C (Figura 5A y B, panel inferior), y
en pARC_OT los residuos mutados fueron G3C y G105C (Figura 5C, panel inferior).

Las proteinas se obtuvieron a partir de cultivos de bacterias E.coli BL21 (DE3) hechos en
medio LB Broth suplementado con ampicilina 100 pg/ml (como marcador de seleccion), a una
temperatura de 37 °C y agitacién constante de 220 rpm. Su produccién se indujo durante una
hora utilizando 0,5 mM IPTG a una DOggonm=1,0 en el caso de mARC y de mARC OT; vy a
DOgoonm= 0,5 para el caso de pARC_OT. Finalmente las bacterias se colectaron por
centrifugacion a 5000 rpm durante 15 minutos y a 4 °C.

Las bacterias colectadas se lisaron utilizando el amortiguador A (10 mM Tris-HCL pH
8,0, 50 mM Fosfato pH 8,0, 40 mM Imidazol pH 8,0, 5M GdnHCI) durante 1 hora a 37 °C con
agitacion constante de 220 rpm. En seguida el lisado se centrifugd a 15000 x g durante 15
minutos a temperatura ambiente y el sobrenadante se inyectd en una columna de afinidad a
Ni?* (HisTrap FF Crude, GE Healthcare) previamente equilibrada en amortiguador A.
Posterior a un lavado de 10 volimenes con amortiguador A, las proteinas se eluyeron de la
columna utilizando una solucién de 0,2 M acido acético y 5 M GdnHCI. La fraccién mas
concentrada se incubé con 50 mM DTT durante 12 horas, a temperatura ambiente, y luego se
inyectd en una columna de exclusién molecular Superdex™ 75/300 GL (GE Healthcare),
previamente equilibrada con amortiguador B (25 mM Tris-HCI pH 7,6, 0,2 M KCI, 0,2 mM
EDTA). Se colectaron las especies con un volumen de exclusion de alrededor de 13 ml, las

cuales corresponden a las proteinas monomeéricas segun la calibracion de la columna.
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2.2. Sintesis de moléculas de ADN modificadas. En un extremo 5  las moléculas de ADN

presentan un grupo tiol (-SH) libre para formar un puente disulfuro con las cisteinas de la
proteina y en el otro extremo 5 las moléculas de ADN presentan biotina o digoxigenina para
la union direccional a las microesferas mediante interacciones especificas antigeno-anticuerpo
0 biotina-estreptavidina (Cecconi y cols 2008).

Se sintetizaron hebras de ADN de doble cadena de 558 pb mediante PCR utilizando
DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Scientific) y el plasmido pGEMEX como templado.
Para poder generar ambos tipos de moléculas de ADN fue necesaria la utilizacion de
partidores modificados (Tabla 1). EI volumen de reaccion de PCR fue de 9,6 ml por cada tipo

de molécula de ADN a sintetizar. En la tabla 2 se presenta el protocolo de PCR utilizado.

Tabla 1. Secuencia de partidores utilizados para la sintesis de
hebras de ADN para manipulacién de proteinas en pinzas opticas.
Nombre | Secuencia

F Bio | 5’-Biotina-CAA-AAA-ACC-CCT-CAA-GAC-CC-3’

F_Dig | 5’-Digoxigenina-AA-AAA-ACC-CCT-CAA-GAC-CC-3’
R_SH | 5’-thioMC6-D-GCT-ACC-GTA-ATT-GAG-ACC-AC-3’
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Tabla 2. Protocolo de PCR para la sintesis de las moléculas de ADN.

Mezcla de reaccion de PCR

Concentracion final
Reactivos en el medio de|Protocolode PCR

reaccion
DTT 16 mM
Amortiguador 1X
DreamTaq Etapa | Numero ciclos | Temperatura |Duracion
BSA 0,02 mg/ml
dNTP 0,2mM 1 1 94°C 0:03:00
Glicerol 2,5%
Partidor Bio/Dig | 0,5 uM 94°C 0:00:45
Partidor SH 0,5 uM 2 34 55°C 0:00:40
Vector pPGEMEX |0,08 ng/ul 72°C 0:01:30
DreamTaq 0,025 U/ul 3 1 72°C 0:05:00
H,O c.s.p 9,6 ml Al finalizar se mantiene a 4°C

Los productos de PCR se purificaron utilizando el Plasmid Midi Kit (QIAGEN) segln las

indicaciones del fabricante, suplementando todos los amortiguadores con 3 mM DTT.

2.3. Modificacion quimica de proteinas con hebras de ADN. Inmediatamente después de

colectar las proteinas desde la columna de exclusién molecular, las proteinas purificadas se
incubaron con un exceso de DTDP (50X respecto a la cantidad de proteina) durante dos horas
a temperatura ambiente. La modificacion de los residuos de cisteina de las proteinas con la
sonda se determin0 mediante un método espectrofotométrico. La reaccion de DTDP con
grupos tiol libres forma 2-tiopiridona la cual presenta un maximo de absorcion a 343 nm
permitiendo su seguimiento por cambios en la absorbancia a esa longitud de onda (Grassetti &
Murray 1967).

El DTDP en exceso se retird utilizando dos columnas Micro Bio-Spin (Bio-Rad) en serie
equilibradas en amortiguador C (25 mM Tris-HCI pH 7,6, 0,2 M KCI, 0,1 mM EDTA,
0,001% Tween-20).

En paralelo el ADN se incub6 durante dos horas con 10 mM DTT. El exceso de reductor se
retird utilizando dos columnas Micro Bio-Spin (Bio-Rad) en serie, equilibradas con
amortiguador C.

Finalmente las proteinas se incubardn en presencia de ADN en una relacion en masa de 8:1
(ADN:Proteina) 6 horas a temperatura ambiente y otras 12 horas a 4°C.
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2.4. Purificacién del complejo ADN-proteina-ADN. EI complejo proteina-ADN se purifico
utilizando resina Ni-NTA (QUIAGEN). En un tubo de microcentrifuga (de 1,5 ml) se

depositaron 400 ul de resina, la cual se centrifugoé a 5000 rpm durante 2 minutos para descartar

la solucion de almacenamiento. EI ADN no unido a la proteina se retird lavando la resina 8
veces mediante sedimentacion (5000 rpm por 2 minutos) utilizando amortiguador D (25 mM
Tris-HCI pH 7,6, 0,2 M KCI). .La muestra se eluyd de la resina utilizando el amortiguador E
(25 mM Tris-HCI pH 7,6, 0,2 M KCI, 1M Imidazol pH 7,6), agitando suavemente por 10
minutos y centrifugando a 15000 xg durante 3 minutos. El sobrenadante corresponde al
complejo ADN-proteina-ADN purificado.

Posterior a su purificacion, el complejo proteina-ADN se suplementé con 50% glicerol y
0,1 mM EDTA para su almacenamiento a -80°C hasta su utilizacidén en experimentos de pinzas

Opticas.

2.5. Electroforesis en gel de agarosa. La sintesis de las hebras de ADN mediante PCR se

analizo utilizando electroforesis en gel de agarosa al 1%. La electroforesis se realizd en
amortiguador TAE (40 mM Tris, 20 mM acido acetico y 1 mM EDTA, pH 8,0) a voltaje
constante (100 volts). Los geles se tifieron usando GelRed (Biotium) y se revelaron usando un

transiluminador UV.

2.6. Electroforesis en gel de poliacrilamida. La purificacion de proteinas se analizd por

electroforesis en gel de poliacrilamida (Bis-Tris) al 10% en condiciones desnaturantes y
reductoras en presencia de SDS. Los geles se cargaron con 10 pg de proteinas totales usando
amortiguador de carga 4X (Laemmli 1970). La electroforesis se llevd a cabo usando el
siguiente amortiguador de corrida: 50 mM MES, 50 mM Tris, 0,1% SDS, 1 mM EDTA pH
7,3y 5 UM Na,SOg, a voltaje constante, primero a 80 volts para permitir el ingreso de las
proteinas al gel separador y luego a 100 volts. Finalmente los geles se tifieron con azul de
Coomasie G-250 y se destifieron usando una solucion de acido acético 10% v/v y etanol 30 %
V/v.

Para el anélisis de las proteinas modificadas con ADN se siguid el mismo protocolo
anterior con las siguientes modificaciones: se utilizd el amortiguador de carga para ADN 6X
(Thermo Scientific) sin reductor, se prepar6 amortiguador de corrida sin SDS vy sin bisulfito.

La electroforesis se realizé durante dos horas y media a voltaje constate (100volts). Los geles
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se tifieron con GelRed (Biotium) para detectar ADN y se revelaron utilizando un equipo
G:BOX F3 (SYGENE).

2.7. Espectrometria de masas. Los experimentos de espectrometria de masas se realizaron en

la unidad de espectrometria de masas del Centro de Estudios para el Desarrollo de la Quimica
(CEPEDEQ) de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmaceéuticas de la Universidad de Chile,
con la ayuda del Dr. Andrés Barriga. La técnica MALDI-TOF se utilizé para determinar los
pesos moleculares de las diferentes proteinas y sus mutantes, en presencia y ausencia de
DTDP.

2.8. Experimentos de pinzas Opticas. Los experimentos de pinzas oOpticas se realizaron

utilizando un instrumento de trampa simple llamado “miniTweezers” debido a su tamafo
compacto. Corresponde a una trampa 6ptica analitica capaz de medir fuerzas en el orden los
picoNewtons (pN), distancias en la escala de Amstréngs (A) y eventos temporales del orden
de los milisegundos (ms).

Se realizaron dos tipos de experimentos, estiramiento a velocidad constante (rampa de
fuerza) y a fuerza constante (pinza de fuerza). Los experimentos de rampa de fuerza
consistieron en tirar la proteina desde sus extremos a una velocidad constante alejando la
esfera atrapada en la trampa Optica de aquella fija en la pipeta, la velocidad utilizada en todos
los experimentos fue de 100 nm/s y los extremos de fuerza utilizados fueron de dos a treinta
pN con un tiempo de replegamiento de cinco segundos. En los experimentos de pinza de
fuerza se siguid el cambio de extension de las moléculas estudiadas como funcién del tiempo
manteniendo la fuerza constante durante cuatro minutos utilizando el modo automatico del
equipo, de esta manera se estudio cada molécula en un rango de fuerzas que fueron desde los
5,4 hasta los 6,8 pN aumentando en intervalos de 0,2 pN cada vez. Los experimentos se

realizaron utilizando el amortiguador B.

2.9. Procesamiento de los datos obtenidos en pinzas opticas. El procesamiento de los datos de

los experimentos de estiramiento a velocidad constante se realizd en el programa
“TweezerAnalysis” (Jesse Dill) que opera en MATLAB (MathWorks®). Los datos obtenidos
de los experimentos hechos a fuerza constante se procesaron utilizando el programa

anteriormente mencionado junto con el programa HaMMy (McKinney y cols, 2006) para
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determinar las constantes cinéticas asociadas al desplegamiento y replegamiento de las

proteinas estudiadas.

2.10. Analisis de datos de los experimentos de estiramiento a velocidad constante. Para los

datos de estiramiento a velocidad constante se determiné la fuerza a la cual los eventos de
desplegamiento y replegamiento ocurrieron. Ademas, se determind la distancia involucrada en
cada evento, para ello la curva se ajusto a una recta antes y después del evento y se determino
la distancia entre las rectas. Adicionalmente se calculd el trabajo asociado a los eventos de
desplegamiento y replegamiento como el area bajo la curva correspondiente al cambio de
extension asociado a cada evento (W = F - Ax).

Los datos de fuerza y extension se utilizaron para calcular el largo de contorno (largo
tedrico de un polimero completamente estirado) de las proteinas estudiadas. Para ello se aplico
el modelo de la cadena vermiforme (WLC, por su sigla en inglés) (ecuacion 1) que
relaciona la fuerza aplicada a un polimero flexible con la extension que experimenta en un

bafio térmico (Bustamante y cols 1994).

FP 1 Fy+x0)\ > 1 (F;+x)

kT 4 L, 4 L,

Ecuacion 1. Modelo de la cadena vermiforme.

F: Fuerza (pN), Fd: Distancia entre cisteinas en el estado plegado, la cual corresponde a 4 nm para
MARC_OT y 1,7 nm para pARC (nm), kg: constante de Boltzman (pNnm/K), T: temperatura absoluta
(K), P: largo de persistencia (hm) se utiliza un valor de 0,65 nm (Cecconi y cols 2005), L,: largo de
contorno (nm), x: extension (nm).

El largo de contorno tedrico de una proteina puede calcularse de acuerdo al nimero de
aminoacidos de su cadena polipeptidica (ecuacion 2). Este valor debiera tener un limite
méaximo correspondiente al nimero de aminoacidos entre cisteinas utilizadas para estirar la
molécula. Como se muestra en la figura 5 pARC posee 103 y mARC 120 aminoéacidos entre
las cisteinas por lo que segun la ecuacion 2 se esperan valores maximos de Lo de 37 y 43 nm

respectivamente.

LD == N - 0,35 nm/aa

Ecuacion 2. Célculo del largo de contorno tedrico de una proteina
Lo: largo de contorno (nm), N: nimero de aminoacidos.
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2.11 Calculo de pardmetros termodindmicos. El teorema de fluctuaciones de Crooks

(ecuacion 3) permite calcular la energia libre (AG) en condiciones de equilibrio asociada al
cambio de extension de una molécula a partir de las distribuciones de trabajo de
desplegamiento y replegamiento obtenidos fuera del equilibrio (Crooks 2000). En el caso del
estiramiento de una proteina, este valor corresponde a la diferencia de energia libre entre el
estado compacto y extendido y por lo tanto se le ha asociado a la estabilidad de la proteina. De
acuerdo a este teorema, el AG al equilibrio corresponde al trabajo en el que se entrecruzan las
distribuciones de trabajo de desplegamiento y replegamiento obtenidas al estirar y relajar
repetidas veces la proteina.

P.(W) — plBw-ac]]
Pe(—W)

Ecuacion 3. Teorema de fluctuaciones de Crooks.

Pu(W): distribucién de trabajo de desplegamiento, P«(-W): distribucion de trabajo de replegamiento, f3:
(keT)™, con kg constante de Boltzman (pNnm/K) y T temperatura absoluta (K), W: trabajo (pNnm),
AG: energia libre de Gibbs (pNnm).

2.12. Andlisis de datos cinéticos. Las constantes cinéticas (k) obtenidas a partir de los datos de

los experimentos realizados a fuerza constante se analizaron utilizando el modelo de Bell (Bell
y cols 1984) el cual relaciona la constante cinética de un proceso con la fuerza a la cual este
ocurre (ecuacion 4). Como se desprende de la ecuacion esta es una relacion lineal entre el
logaritmo natural de k y la fuerza a la cual ocurre el proceso cuya tasa de cambio corresponde
a la distancia hacia el estado de transicion y su intercepto en el eje Y corresponde al logaritmo
natural de k a cero fuerza.
k(F) = kye" k=T
+i
(ksT)

In(k) = In(k,) + F

Ecuacién 4. Modelo de Bell.

k(F): constante cinética en funcion de la fuerza (s™), F: fuerza (pN), ko: constante cinética a cero fuerza
(s, kg: constante de Boltzman (pNnm/K), T: temperatura absoluta (K), Ax": distancia al estado de
transicion (nm).
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Los datos obtenidos de los experimentos cinéticos ofrecen una manera alternativa de
calcular los AG de desplegamiento mediante dos aproximaciones. Una es mediante el calculo
de la constante de equilibrio a partir de las constantes cinéticas extrapoladas a cero fuerza, y la
segunda corresponde al calculo del trabajo realizado a fuerza media.

La fuerza a la cual la velocidad de desplegamiento iguala a la velocidad de replegamiento
es conocida como fuerza media (Fy2). A temperatura y presion constante el trabajo reversible
esta dado por: W, (F)=AG + kETln[Kﬂq (F)] 4 AG(F).ceiramiente (Liphardty cols 2001),

a fuerza media la expresion kzTIn[K, (F)]=0 ya que K,,=1 por lo que

Weew (Fif':):&G +&GE‘3“”E”"“’””, considerando que W.

. (Fl};z) es aproximadamente
Fi, -Ax (Fljrq) se puede obtener una expresion para calcular el AG de desplegamiento a

fuerza cero a partir del trabajo realizado a fuerza media (ecuacién 5).

Ecuacién 5. Célculo de AG a partir de trabajo realizado a fuerza media.

AG : energia libre de Gibbs estandar a fuerza cero (pNnm), Fy,,: fuerza media (pN), dxgy,2: diferencia
de extension entre el estado plegado y desplegado a fuerza media (nm), el AG de estiramiento se
calcula del area bajo la curva de WLC entre 0 y la fuerza media (pNnm).

AG” = [F 12 - Ax (F 1, )] — AGestiramiento
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Resultados.

Purificacion y modificacion quimica de las proteinas mARC y pARC para su utilizacion en

experimentos de pinzas Opticas. Utilizando el método expuesto por Cecconi y cols (2008) se

puede estudiar el mecanismo de plegamiento de proteinas Unicas, evitando el uso de
poliproteinas (naturales o artificiales) como lo requieren otros métodos (Rief 1997). Esto se
logra manipulando la proteina a través moléculas de ADN unidas a residuos de cisteina
expuestos a solvente (Figura 6). Las moléculas de ADN unidas a la proteina funcionan como
espaciadores que impiden interacciones inespecificas entre las microesferas (Cecconi y cols
2005). La manipulacion se puede realizar desde cualquier punto de la estructura de la proteina,
permitiendo la eleccion del eje de aplicacion de la fuerza. En el equipo de pinzas dpticas, el
complejo proteina-ADN se une a microesferas por unién antigeno — anticuerpo o por
interaccion biotina — estreptavidina. Una esfera es atrapada en la trampa Optica y corresponde
a la que presenta anticuerpos contra digoxigenina en su superficie, mientras que la otra esfera
(que presenta estreptavidina en su superficie) es mantenida fija en la punta de una pipeta
microscépica por succién. Este disefio experimental permite estudiar la proteina en el rango de
fuerzas bajas (entre 0 y 140 pN) lo cual da la posibilidad de explorar cambios

conformacionales fuera del equilibrio y también al equilibrio (Cecconi y cols 2008).

Purificacion de mARC, mARC _OT y pARC _OT. El protocolo de purificacion de las proteinas

se baso en uno previamente descrito por Robinson y Sauer (1996b), sin embargo, fueron
requeridas algunas modificaciones que se explican a continuacién. EI primer paso consistio en
una cromatografia de afinidad a Ni?* en condiciones desnaturantes de tal manera de inactivar
las proteasas celulares y evitar al méaximo la degradacién de la proteina a purificar. Sin
embargo, al dializar las mutantes OT para replegarlas se observo formacion de una elevada
cantidad de agregados. Esto fue solucionado utilizando una columna de exclusiéon molecular,
de esta manera las proteinas se replegaron en la columna y al mismo tiempo se separaron de
oligbmeros de alto peso molecular y otras impurezas remanentes de la cromatografia de
afinidad a Ni**. La figura 7A muestra los cromatogramas de la purificacion de mARC,
MARC_OT y pARC_OT obtenidos mediante el protocolo previamente descrito. De acuerdo a
la calibracion de la columna, los picos mayoritarios corresponden a las proteinas con los pesos

moleculares esperados para su conformacion monomérica globular. Estas especies fueron
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colectadas para su marcacion con las hebras de ADN. Notese que las mutaciones OT no
afectan el perfil de elusion respecto a la proteina silvestre, lo que indica que dichas mutaciones
no interfieren en el correcto plegamiento de las proteinas. El rendimiento de recuperacién de
la proteina luego de la cromatografia fue 33% para mMARC, 22% para mARC_OT y 63 % para
pARC_OT.

/
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Figura 7. Purificacion de mARC, mARC_OT y pARC_OT. Las proteinas se purificaron en dos
pasos cromatogréficos, luego se analizaron las muestras por SDS-PAGE (Bis-Tris). A. Cromatografia
de exclusion molecular, en negro mARC_OT, en verde mARC y en rojo pARC_OT, los picos
mayoritarios (indicados por las flechas negras) corresponden al monémero de estas proteinas, los picos
minoritarios corresponden a impurezas u oligémeros. B. SDS-PAGE en geles Bis-Tris para mARC y
mMARC_OT, el carril 2 corresponde a mARC vy el carril 3 corresponde a mARC_OT, ambas proteinas
presentan un peso molecular de alrededor de 15 kDa de acuerdo al estandar de peso molecular (carril 1,
flecha blanca). C. SDS-PAGE en geles Bis-Tris para pARC_OT y mARC, al igual que en B ambas
proteinas (MARC en 2 y pARC_OT en 3) presentan un peso molecular de alrededor de 15 kDa de
acuerdo al estandar (carril 1, flecha negra).

Sintesis de moléculas de ADN modificado. Se sintetizaron moléculas de ADN de 558 pb

mediante PCR utilizando los partidores modificados que presentan en un extemo 5’ un grupo
sulfhidrilo (SH) libre y en el otro extremo 5’ biotina (BIO) o digoxigenina (DIG) (materiales y
métodos). En la figura 8A se muestra un gel de agarosa de los productos de PCR para la
sintesis de las moléculas de ADN. Se pueden observar (carril 2 y 3) bandas de alrededor de
500 pb que corresponden con el tamafio esperado para las moléculas de ADN sintetizadas. En
la tabla 3 se muestran los rendiminetos de los diferentes pasos de sintesis y purificacion de las
moléculas de ADN, el rendimiento de la purificacién fue de un 90 % y no vari6 mayormente

de una preparacion a otra. En cambio, la cantidad de ADN obtenido de la reaccion de PCR
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vario dependiendo de la polimerasa y la calidad del agua utilizada. En consecuencia, el paso
critico en la generacion de las hebras de ADN fue la reaccién de PCR.

Tabla 3. Rendimiento de pasos de sintesis y purificacion de moléculas de ADN modificado

Etapa Concentracion (ug/pl) | Volumen (ul) | Masa (ug) | % de rendimiento

PCR 0.05 9600 484 100
Purificacion 0,09 5000 435,6 90
Precipitacion 10,9 40 435,6 90

La union de las proteinas al ADN se realiza mediante puentes distlfuro entre el grupo
sulfhidrilo de su extremo 5’ y los residuos de cisteina expuestos al solvente de las proteinas.
Por lo tanto, se determind la reactividad de los grupos sulfhidrilo presentes en las moléculas de
ADN mediante la formacion de dimeros de ADN. Como se observa en la figura 8B los
productos de PCR incubados durante doce horas en ausencia de DTT muestran dos bandas,
una mayoritaria de 500 pb (tamafio del monémero) y una minoritaria de alrededor de 1000 pb
correspondiente al tamafio del dimero esperado. En cambio, los productos de PCR incubados
en 10 mM de DTT durante doce horas solo presentan una banda de 500 pb correspondiente al
mondémero de ADN De la intensidad relativa de estas bandas se puede concluir que
aproximadamente del 25% (en algunos casos 50%) de las moléculas de ADN forman el

dimero esperado.
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1000 pb
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Figura 8. Sintesis y prueba funcional de moléculas de ADN modificado. Geles de agarosa al 1%
utilizados para el andlisis de las moléculas de ADN. A. Sintesis de moléculas de ADN modificado, el
carril 1 corresponde al estandar de peso molecular, el carril 2 corresponde al producto de PCR para la
sintesis de ADN maodificado con Biotina (BIO) y el carril 3 corresponde al producto de PCR para la
sintesis de la molécula modificada con digoxigenina (DIG). B. Prueba funcional de grupos sulfhidrilo
de moléculas de ADN, carril 1 estandar de peso molecular, carril 2 productos de PCR en ausencia de
DTT, carril 3 productos de PCR incubados por 12 horas en 10 mM DTT.

Modificacion gquimica de proteinas. Para modificar las proteinas con las hebras de ADN se

requiere un paso previo de activacion de las cisteinas expuestas a solvente, para ello se utilizo
la sonda DTDP (Cecconi y cols 2008). Considerando que cada proteina posee 2 residuos de
cisteina se espera una estequiometria de reaccion de 2:1 (DTDP: Proteina). La modificacion de
las proteinas con DTDP se siguié por un método espectrofotométrico (Grassetti & Murray
1967) lo que permitié calcular la estequiometria de reaccion. Como control negativo se utilizo
MARC ya que esta proteina no presenta residuos de cisteina. Como se observa en la tabla 4 los
resultados muestra una estequiometria de alrededor de 2:1 (DTDP: proteina) lo cual esta de
acuerdo con lo esperado para esta reaccion. Adicionalmente, la modificacion de las cisteinas
por DTDP se determind mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF). En la figura 9 se
comparan los espectros de masas obtenidos para las diferentes proteinas, en presencia y
ausencia del modificador. Se observa que s6lo mMARC_OT y pARC_OT presentan un aumento
de 220 kDa lo cual corresponde al peso molecular de dos moléculas de DTDP por proteina.
Estos resultados apoyan los resultados obtenidos por el método espectrofotométrico y
permiten concluir que la reaccion de DTDP con las cisteinas es satisfactoria y presenta la

estequiometria adecuada.
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Tabla 4. Resultados de modificacion de proteinas con DTDP

Proteina pmol proteina | pmol SH | pmol SH/ pmol proteina
mARC (12 uM) 2,4x10° ~0 0
mARC_OT (23 uM) 4,6x107 8,4x10° 1,8
pARC OT (20 uM) 4,3x10° 7x107 1,6
~ .
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Figura 9. Espectros de masas para proteinas en presencia y ausencia de DTDP. En la figura se
muestra los espectros de masas obtenidos para cada una de las proteinas estudiadas, la linea continua
(—) corresponde a la proteina sin modificar y la linea discontinua (——) corresponde a la proteina
incubada con DTDP. A. Espectro de masas para mARC, la proteina no se modificd con la sonda
(mARC no presenta cisteinas). B. Espectro de masas de mARC_OT, la proteina sin modificacion
muestra un pico a un peso molecular correspondiente al esperado para esta proteina sin modificacién
(flecha roja), en cambio, la proteina incubada con DTDP presenta un pico a un peso molecular
correspondiente a la proteina completamente modificada (flecha azul). C. Espectro de masas de
pARC_OT, de la condicion sin modificador se obtuvo un pico a un peso molecular que da cuenta de la
proteina sin modificacion (flecha roja). Por el contrario, la proteina modificada con DTDP muestra un
pico a un peso molecular que da cuenta de la proteina completamente modificada (flecha azul).
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Luego de la modificacidn de las cisteinas con DTDP la sonda en exceso se retird utilizando
dos columnas Micro Bio-Spin (Bio-Rad) en serie para luego ser mezcladas con ADN en una
proporcion de 8:1 (ADN: Proteina). Al finalizar la incubacion, las proteinas modificadas se
purificaron y analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida (Bis-Tris) como se
describe en materiales y métodos. En la figura 10 se muestran los geles de la purificacion de
los complejos proteina-ADN hechos por modificacion de pARC_OT (Figura 10A) y
MARC_OT (Figura 10B). En ambos casos se pudo observar una banda sobre los 1000 pb en la
fraccion purificada que corresponde al complejo ADN-proteina-ADN. Al incubar con 20 mM
DTT las muestras correspondientes a los complejos la banda de alto peso molecular

desaparecio y s6lo se observo una banda de 500 pb correspondiente al monémero de ADN.

Caracterizacion del mecanismo de plegamiento de mARC y pARC mediante metodologias de

moléculas individuales. Modelos por homologia generados para mARC predicen que la
proteina puede encontrarse en dos conformaciones dependiendo de la posicion del lazo
formado por el péptido conector utilizado para unir las subunidades del dimero de ARC. Una
conformacién anudada (Figura 5A) o una conformacién no-anudada (Figura 5B). Debido a
que los nudos estan matematicamente definidos en cuerdas cerradas (Zinn-Justin & Zuber
2010), una manera de determinar si la cadena polipeptidica estd anudada o no es tirar desde
sus extremos ya que de esta forma cerramos el sistema y se hace imposible desatar el nudo
mientras estiramos la cadena (Taylor 2000). De esta manera, al unir las hebras de ADN a
ambos extremos de la cadena polipeptidica podemos capturar cada una de las conformaciones
posibles para mMARC (anudada o no-anudada, Figura 6B). Esto permitiria que al estirar
MARC_OT desde sus extremos se pueda caracterizar cada una de las conformaciones
esperadas para esta proteina. Siendo asi, se espera observar dos comportamientos; uno que dé
cuenta de la conformaciéon anudada y otro que dé cuenta de la conformacion no-anudada.
Como control se utiliz6 la permutante pARC (Tabtiang y cols 2005), la cual presenta la misma
arquitectura que mARC pero con una topologia que le impide anudarse. En este caso se espera
observar un comportamiento Gnico que dé cuenta del completo estiramiento mecénico de
pARC.
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A

1000 pb

500 pb

Figura 10. Purificacion de complejo ADN-Proteina. Geles de poliacrilamida (Bis-Tris) al 10%
tefiido con GelRed para visualizar ADN. A. Modificacién quimica de pARC_OT, el carril 1 es estandar
de peso molecular, el carril 2 corresponde al ADN utilizado en la reaccion de modificacion, el carril 4
es la mezcla de reaccion previo a su purificacidn, en el carril 5 esta el frente de cargar, el carril 6 son
los lavados y el carril 8 corresponde al complejo ADN-proteina (flecha roja), de 2 a 8 se puede
observar el enriquecimiento de la banda por sobre los 1000 pb y la disminucion de la banda de 500 pb,
dando cuenta de la purificacién del complejo ADN-proteina. B. Modificacion quimica de mARC_OT,
el carril 1 corresponde al ADN utilizado en la reaccion de modificacion, el carril 3 es la mezcla de
reaccion previo a su purificacion, en el carril 4 esta el frente de cargar, el carril 5 corresponde a
estandar de peso molecular, el carril 6 son los lavados y el carril 8 corresponde al complejo ADN-
proteina (flecha roja), al igual que en A de 1 a 8 se puede observar el enriquecimiento de la banda
sobre los 1000 pb y la disminucién de la banda a 500 pb.

Estiramiento de las proteinas a velocidad constante. Este experimento consiste en estirar la

proteina desde sus extremos a una velocidad de estiramiento constante para aplicar fuerza
sobre las moléculas como si fuese un agente desnaturante y asi estudiar las transiciones de
desplegamiento y replegamiento de la proteina (Shank y cols 2010). Los datos obtenidos de
estos experimentos se representan en curvas de fuerza vs extension como se muestra en la
figura 11A. En esta figura se puede observar que al aumentar la distancia entre las
microesferas ocurre un incremento no lineal de la fuerza aplicada. Este incremento en la

extension y la fuerza (curva roja, Figura 11A), es debido a la resistencia que oponen las

26



moléculas de ADN al ser estiradas. Ya que la proteina en su estado nativo es mas rigida que el
ADN (Bustamante y cols 2000, Rief 1997) presenta una mayor resistencia a la deformacion y
no aporta a la extension del ADN. Sin embargo, cuando la tension es lo suficientemente
elevada para romper las interacciones que estabilizan el estado nativo se observa un repentino
incremento de la distancia entre las microesferas. Este evento corresponde al
desplegamiento de la proteina y la fuerza a la cual ocurre este evento corresponde a la fuerza
de desplegamiento para dicha proteina (flecha roja en la Figura 11A) (Cecconi y cols 2005).
De manera analoga al desplegamiento, al disminuir la fuerza (curva azul en la Figura 11A) se
incrementa la probabilidad de formar las interacciones del estado nativo permitiendo el
replegamiento de la proteina. Este cambio se observa como una disminucion abrupta de la
distancia entre las microesferas debido a la compactacion de la proteina. La fuerza a la que

esto ocurre corresponde a la fuerza de replegamiento (flecha azul en la Figura 11A).
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Figura 11. Curva de fuerza v/s extension, obtenida de los experimentos de rampa de fuerza, para
una molécula de mMARC_OT vy sobreestiramiento del ADN. A. Curva de fuerza vs extension, la
curva roja corresponde al aumento de la fuerza a medida que la extensiéon aumenta, la fuerza indicada
por la flecha roja corresponde a la transicion de desplegamiento. La curva azul muestra la caida de la
fuerza a medida que la extension disminuye, la fuerza indicada por la flecha azul corresponde a la
transicion de replegamiento. B. Sobreestiramiento del ADN, cuando las moléculas modificadas con
ADN son estiradas por sobre los 65 pN se observa el fendmeno de sobreestiramiento del ADN en
donde se puede observar un plateau de aproximadamente 200 nm (70% de la extensiéon total del ADN)
y luego una caida en la fuerza (flecha negra).
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Para determinar que los cambios descritos anteriormente correspondan a una sola molécula
se realizo un control que consistio en estirar el complejo ADN-proteina hasta 65 pN. A esta
fuerza se ha descrito que ocurre el sobreestiramiento del ADN lo cual se observa como un
plateau en la curva de fuerza vs extension que da cuenta del 70% de la extension total de
ambas hebras de ADN (Smith y cols 1996). Se espera, entonces, que la presencia de un unico
complejo ADN-Proteina entre las microesferas de poliestireno genere una curva con un
plateau que corresponda al 70% del total de la extension de ambas hebras de ADN. Dado que
el largo total de ambas hebras de ADN es de alrededor de 340 nm (1100 pb) se espera
observar un plateau de entre 200 a 250 nm, aproximadamente. En efecto, al estirar los
complejos estudiados a fuerzas de 65 pN se observa el comportamiento descrito anteriormente
(Figura 11B). Ademas, al aplicar fuerzas superiores a 65 pN la unién de la estreptavidina con
la biotina se rompe, observandose una caida de la fuerza hasta cero pN sin cambio alguno en
la extension (flecha negra en la Figura 11B). Algunas moléculas no alcanzan a ser estiradas
hasta a observar el sobreestiramiento del ADN pero si se observa una caida Unica, este criterio
también puede ser utilizado para seleccionar las moléculas a analizar. En este trabajo se
utilizaron ambos criterios para seleccionar los datos que provenian de moléculas unicas (8

moléculas con sobreestiramiento y 19 moléculas con sélo caida unica).

Los experimentos de estiramiento a velocidad constante se realizaron con 27 moléculas
diferentes y en total se obtuvieron 2719 transiciones de desplegamiento y replegamiento
observadas entre dos y treinta pN. En este intervalo de fuerzas, la molécula muestra
transiciones unicas tanto para el desplegamiento como para el replegamiento de mARC_OT lo
que sugiere que la proteina se despliega en una sola etapa sin la presencia de intermediarios.
Esto concuerda con estudios hechos mediante experimentos de estabilidad en condiciones de
equilibro utilizando agentes caotropicos (Robinson & Sauer 1996a), los cuales han descrito el

mecanismo de plegamiento de mMARC utilizando un modelo de dos estados, sin intermediarios.

No obstante, al observar las fuerzas de replegamiento de las moléculas estudiadas se
distinguieron dos tipos de transiciones de replegamiento. Esto se desprende de la distribucion
bimodal que muestra el histograma de las fuerzas de replegamiento realizado de todas las
transiciones observadas. Como se observa en la figura 12A existen dos tipos de transiciones de
replegamiento, unas que ocurren a bajas fuerzas con un promedio de 5,3 + 0,6 pN y otras que

ocurren a fuerzas elevadas con un promedio de 8,4 + 1 pN.
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Figura 12. Andlisis de datos de fuerza-extensién de mMARC_OT. A. Histograma de fuerzas de
replegamiento para mARC_OT, muestra claramente dos tipos de transiciones de replegamiento
B. Fuerza en funcion de la extension de los eventos de replegamiento de para mARC_OT, se
observan dos poblaciones de moléculas diferenciadas por sus fuerzas de replegamiento, a
fuerzas bajas (simbolos rojos) y a fuerzas altas (simbolos verde). C. Histograma de fuerzas de
desplegamiento para mMARC_OT, no es posible detectar dos comportamientos de manera clara.
D. Fuerza vs extension para el desplegamiento de mARC_OT, las moléculas que despliegan a
fuerzas altas (simbolos verdes) estan representadas por una curva de WLC con Ly de 37 nm
(curva verde), por otro lado, las moléculas que despliegan a fuerzas bajas (simbolos rojo) estan
representadas por una curva WLC con L, de 43 nm (curva roja).

Debido a que de una molécula de proteina se pueden obtener mdltiples transiciones de
desplegamiento y replegamiento (en promedio se obtuvieron 100 transiciones por molécula) es
importante determinar si ambos tipos de transiciones indicadas por el histograma de fuerzas

pueden ser originadas por una molécula o dependen de la proteina atrapada entre las

microesferas. Dicho de otra manera, es necesario determinar si es posible clasificar las
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moléculas atrapadas entre las esferas de acuerdo a las fuerzas de replegamiento que ellas
experimentan; baja o alta. Para evaluar esta posibilidad se compararon los eventos de
replegamiento de cada una de las moléculas estudiadas con todas las demas, sin generar
grupos a priori, mediante un analisis de varianza (ANOVA). Este analisis agrup6 las
moléculas que presentan la misma varianza de sus eventos de replegamiento. Los resultados
de dicho analisis permitieron generar dos grupos de moléculas (Figura 13A) con diferencias
significativas en el promedio de sus fuerzas de replegamiento (p<0.05) segun la prueba
estadistica de Turkey. Estos resultados indicaron que las transiciones observadas dependen de
la molécula analizada. Es decir, aquellas moléculas que repliegan a bajas fuerzas no pueden
replegar también a altas fuerzas, y viceversa. Se encontré que un grupo de 20 moléculas (958
eventos de replegamiento) mostro el patron de fuerza-extension de elevada fuerza (simbolos
verdes, Figura 12B). El otro grupo de 7 moléculas (380 eventos de replegamiento) mostré el
patron de fuerza-extension de baja fuerza (simbolos rojos, Figura 12B). Este comportamiento
“molécula dependiente” de las fuerzas de replegamiento soporta la hipétesis de que la proteina
MARC puede estar en dos conformaciones que se mantienen una vez que estas han sido
atrapadas en la trampa éptica.

Habiendo clasificado las moléculas de acuerdo a su comportamiento respecto a las fuerzas
de replegamiento, se procedié a determinar el nimero de residuos involucrados en el
desplegamiento y replegamiento de ambos tipos de moléculas. Para determinar el nimero de
aminoacidos involucrados en estas transiciones se determiné el largo de contorno (Lo), que
corresponde a la extension maxima de un polimero cuando estd completamente estirado. El Ly
de un polimero puede ser determinado a partir del modelo de la cadena vermiforme (WLC,
por su sigla en inglés). Sin embargo, este modelo pierde poder predictivo a bajas fuerzas
(Bouchiat y cols 1999), es decir, en el intervalo de fuerzas en donde se observa normalmente
el replegamiento de la proteina. Por esta razdn, normalmente los estudios utilizan las
transiciones de desplegamiento para calcular el largo de contorno de las moléculas. El
histograma de fuerzas de desplegamiento de todas las moléculas (Figura 12C) no mostré dos
tipos de conformaciones tan claramente como ocurrio con los eventos de replegamiento. No
obstante, un analisis estadistico de los datos, similar al realizado para los datos de
replegamiento, pudo separar dos comportamientos como los observados para las fuerzas de
replegamiento (Figura 14B). Un grupo de 20 moléculas (960 eventos de desplegamiento)

presentaron el patron de fuerza-extension de elevada fuerza (en promedio 14,1 = 3,3 pN,
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simbolos verdes en la Figura 12D). El otro grupo de 7 moléculas (421 eventos de
desplegamiento) presento el patron de fuerza-extension de baja fuerza (en promedio 8,1 £ 2,2
pN, simbolos rojos en la Figura 12D). Consistentemente, estos grupos coincidieron con los
grupos obtenidos a partir del andlisis de los datos de replegamiento los cuales muestran una
segregacion mucho mas evidente. En conclusion aquellas moléculas que se despliegan a
fuerzas altas también se repliegan a fuerzas altas y las moléculas que despliegan a fuerzas

bajas también se repliegan a fuerzas bajas.
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Figura 13. Anélisis de ANOVA de los eventos de desplegamiento y replegamiento de mARC_OT.
A. ANOVA de los eventos de replegamiento de mARC_OT, el andlisis agrupa las moléculas que
presentan la misma varianza generando dos grupos de moléculas (cuadros rojo y verde). B.
ANOVA de los eventos de desplegamiento, se puede observar una mayor dispersion de los datos
pero aun asi es posible segregar los datos en dos grupos que coinciden con los grupos generados
en A (cuadros rojo y verde).
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La variacién de la fuerza versus extension de cada uno de los dos tipos de moléculas puede
ser representado, aproximadamente, por el modelo WLC utilizando largos de contorno
diferentes. La curva del modelo WLC que representa mejor el comportamiento de las
moléculas que despliegan a fuerzas bajas puede obtenerse con un valor de Ly de 43 nm (curva
roja en la Figura 12D) el cual corresponde al Ly esperado para mARC no-anudada. Por otra
parte, la curva del modelo WLC que representa mejor el comportamiento de las moléculas que
se despliegan a fuerzas altas correspondié al de una molécula con un Ly de 37 nm (curva
verde en la Figura 12D). De acuerdo a célculos teéricos (Dzubiella 2009) el largo de contorno
de una proteina deberia disminuir en 5-6 nm debido a la presencia de un nudo del tipo 3;
(como el esperado para mARC) por lo que el Lo, determinado para las moléculas que
despliegan a altas fuerzas (37 nm) correspondié al Lo, esperado para mMARC en
conformacién anudada. Sin embargo, por causa de la gran dispersion de los datos este
método para determinar el largo de contorno fue muy aproximado y poco confiable. Para
calcular el Ly de cada grupo de moléculas, sin trazar una curva aproximada, se compararon las
extensiones observadas con aquellas predichas por el modelo WLC. Para ello a partir de las
fuerzas de desplegamiento se calcularon las extensiones tedricas predichas por el modelo para

una molécula de Lo de 43 nm y luego se obtuvo la razon entre las extensiones experimentales y

dxy i =l - - -
las calculadas (===, Los histogramas de las extensiones fraccionales presentados en

x (oaiculado)

la figura 14 muestran dos tipos de moléculas con extensiones fraccionales de 1 + 0,2 y 0,86 +
0,17 lo que equivale a valores de Lo de 43 £ 7 nm y 37 £ 7 nm, respectivamente. Estos
resultados apoyan la hip6tesis de que mMARC puede ser atrapado en dos conformaciones ya se
observan los largos de contorno esperados para cada conformacién predicha para esta

proteina.
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Figura 14. Histograma de extension fraccional de mARC_OT. Histograma de extensiones
fraccionales de desplegamiento de mARC_OT, las barras en verde corresponden a las moléculas que
despliega a fuerzas altas las que presentan una extensién fraccional de 0,86, las barras en rojo
representan a las moléculas que despliega a bajas fuerzas y presenta una extension fraccional de 1
aproximadamente.

Para asegurar que los resultados obtenidos con mARC_OT se debieron a una diferencia
topoldgica entre los dos tipos de moléeculas identificados, se utilizo la proteina pARC ya que
su topologia impide la formacion de un nudo al ser estirada desde los extremos amino y
carboxilo (Figura 5C). Como se desprende del histograma de fuerzas de replegamiento
generado a partir de las 483 transiciones de replegamiento obtenidas de 13 moléculas
diferentes (Figura 15A), la permutante pARC mostré una distribucién unimodal con un
promedio de 59 + 0,8 pN. Una situacién similar se observd para los eventos de
desplegamiento de pARC_OT (573 transiciones, Figura 15C) lo que sugiere que pARC no fue
capaz de originar conformaciones con diferentes largos. Las transiciones de desplegamiento
fueron analizadas de la misma forma que las de mMARC_OT. Dicho analisis arrojé un unico
largo fraccional de 0,6 + 0,2 el cual equivale a un largo de contorno de 22 = 7 nm.

En resumen, los resultados obtenidos para mMARC y su comparacion con pARC permiten
postular que MARC_OT en solucion existe en dos conformaciones: una anudada,
caracterizada por un Lo de 37 = 7 nm y una no-anudada, caracterizada por un Lo de 43 + 7

nm.
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Figura 15. Andlisis de datos de fuerza-extension de pARC_OT. A. Histograma de fuerzas de
replegamiento para pARC_OT, se observa una distribucién unimodal con una fuerza promedio de
alrededor de 6 pN. B. Fuerza en funcién de la extension de los eventos de replegamiento de moléculas
de pARC_OT, muestra un comportamiento centrado en replegamientos a bajas fuerzas (alrededor de 6
pN). C. Fuerza vs extensién para el desplegamiento de pARC, se observa comportamiento Unico
caracterizado por un WLC con L, de 23 nm. D. Histograma de extensiones fraccionales de pARC, la
distribucion esta centrada en 0,6 lo cual indica que pARC se comporta como una proteina mas pequefia
de lo esperado de acuerdo a su secuencia.
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Calculo del AG al equilibrio a partir de trabajo de desplegamiento/replegamiento. Para

determinar la estabilidad asociada al desplegamiento de las proteinas estudiadas en
condiciones de equilibrio su utilizo el teorema de Crooks (Crooks 2000). Este teorema permite
determinar el AG en condiciones de equilibrio a partir del trabajo irreversible realizado en
condiciones fuera del equilibrio. El trabajo realizado durante el desplegamiento y
replegamiento se calculé a partir del area bajo las curvas de fuerza vs extension. De esta
manera, para cada transicion de replegamiento o desplegamiento se calculé un trabajo
asociado a este proceso (ver materiales y métodos). El AG al equilibrio fue calculado como el
trabajo en el que se interceptan las gaussianas ajustadas a los histogramas de trabajo de
desplegamiento y replegamiento de las proteinas estudiadas (Flecha amarilla en la Figura 16).
En el caso de mMARC_OT se analizaron los datos provenientes de cada grupo de moléculas de
manera independiente. Para aquellas moléculas identificadas como anudadas o de menor
largo de contorno se calcul6 un AG de 21,8 £ 0,4 kcal/mol (AG;, Figura 16A) y para las
moléculas identificadas como no-anudadas o de mayor largo de contorno se calculé una
estabilidad de 12,3 £ 0,5 kcal/mol (AGs,, figura 16B). En el caso de pARC_OT, el analisis de
los datos de trabajo arrojoé un AG de 7 + 0,4 kcal/mol (AGs, Figura 16C).
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Caracterizacion cinética del desplegamiento de mARC. Los estudios cinéticos son importantes

ya que permiten observar intermediarios metaestables que pueden no ser detectados en los
experimentos de estiramiento a velocidad constante. Ademas permiten explorar caracteristicas
estructurales importantes del estado de transicion y dan la posibilidad de caracterizar las
barreras energéticas que separan los diferentes estados termodinamicos (Cecconi y cols. 2005,
Ozkan y cols. 2001).

La caracterizacion cinética consiste en mantener las proteinas a una fuerza constante
durante un tiempo determinado. La fuerza en el equipo de pinzas épticas es medida por el
cambio del momentum de la luz producido por el desplazamiento del objeto atrapado fuera del
centro de la trampa (Smith y cols. 2003). Durante los experimentos de pinza de fuerza la
trampa es mantenida fija a una fuerza determinada utilizando el sistema de retroalimentacion
del equipo. Este sistema monitorea continuamente la posicion del objeto atrapado entre los
laseres y ajusta la posicion de la trampa de tal manera de mantener una fuerza constante
aplicada a la microesfera. La mantencion de una fuerza constante se logra debido a que el
equipo ajusta la distancia entre ambas microesferas de manera tal de que la microesfera
atrapada entre los laseres quede siempre a la misma distancia del centro de la trampa (Liphardt
y cols. 2001). A modo de ejemplo, en la figura 17A se muestran los cambios de extension de
una molécula de mARC obtenidos en funcién del tiempo a una fuerza constante de 5,8 pN.
Como se observa en el histograma de posicion asociado a la trayectoria se pueden distinguir
solo dos estados separados por una distancia de 13 nm. Lo anterior indica que mARC_OT no
visita estados intermedios en el régimen de fuerza constante debido a que esta distancia
corresponde a la observada para el desplegamiento y replegamiento de estas proteinas en los
experimentos de estiramiento a velocidad constante. El tiempo que transcurre la molécula en
cada estado puede ser utilizado para determinar las constantes cinéticas de desplegamiento y
replegamiento a cada fuerza estudiada (Garcia-Manyes y cols. 2007, Liphardt y cols. 2001,
Schlierf y cols. 2004). Por ejemplo, para determinar la constante cinética para el paso del
estado nativo al desplegado (N->D; k;) se genera un histograma acumulativo con los tiempos
de residencia observados para el estado nativo (compacto) a lo largo de la trayectoria a
determinada fuerza (Figura 17B). Dado que estos histogramas son acumulativos muestran
como varia la probabilidad de encontrar el estado nativo en funcion del tiempo y pueden ser
utilizados para determinar la constante cinética suponiendo un decaimiento exponencial

simple, como se muestra en la figura 17B. Este procedimiento se repitio para las trayectorias
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estudiadas a diferentes fuerzas con lo cual se pudo determinar cémo variaba la constante de
desplegamiento en funcion de la fuerza. De la misma manera se pudo determinar cémo
variaba la constante de replegamiento (U->N, k) considerando los tiempos de residencia del
estado extendido (desplegado). En la figura 18 se muestra la variacién de la constante de
replegamiento y desplegamiento de mARC obtenida de trayectorias de dos moléculas
diferentes estudiadas a varias fuerzas. Como se observa la variacion del logaritmo natural de
las constantes en funcion de la fuerza fue aproximadamente lineal lo cual permite utilizar el

modelo de Bell (Bell y cols 1984) para calcular las constantes cinéticas a cero fuerza.
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Figura 17. Trayectoria de plegamiento para mARC_OT obtenida de experimentos de pinza de
fuerza e histograma de tiempos de permanencia. A. Cuando la proteina es mantenida a una fuerza
constante puede “saltar” entre un estado compacto (plegado) y un estado extendido (desplegado), estos
estados se caracterizan por una extension determinada como se observa en el histograma de
extensiones asociado a la trayectoria. El tiempo promedio de permanencia en un estado u otro depende
de la fuerza aplicada. B. Histograma de tiempos de permanencia para las transiciones de
desplegamiento para mARC_OT a fuerza media (5,8 pN), sobre ese histograma se ajusta una
exponencial simple (curva negra) y se calcula la constante cinética.
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Figura 18. Chevron de fuerzas para moléculas de mARC_OT. Las constantes cinéticas de
desplegamiento y replegamiento obtenidas a partir de los experimentos a fuerza constante se analizaron
mediante un grafico de chevron y se extrapolaron a fuerza cero utilizando un ajuste de la ecuacion Bell.
En negro y rojo se indican las moléculas de mARC_OT estudiadas, los puntos (®) corresponden a las
constantes cinéticas de desplegamiento y los tridngulos (A) a las constantes cinéticas de
replegamiento.

En el caso de los estudios realizados utilizando pinzas Opticas la coordenada de reaccion
corresponde a su extension. En consecuencia, fue posible determinar cuanto debe deformarse
el estado nativo o el estado desplegado para alcanzar el estado de transicion. Este parametro
corresponde la distancia al estado de transicién (Figura 19) y su valor se calcula a partir de la
pendiente del ajuste al modelo de Bell realizado en el grafico de logaritmo natural de la
constante cinética en funcion de la fuerza (Liphardt y cols. 2001). En el caso de las moléculas
de mARC_OT estudiadas se observd que la distancia al estado de transicion de ambas
moléculas fue similar tanto desde el estado nativo como desde el estado desplegado, por lo que

estaria indicando que ambas proteinas siguen la misma ruta de plegamiento (ver tabla 5).
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Figura 19. Diagrama de energia libre v/s coordenada de reaccién. En el caso de los experimentos
de pinzas Opticas la coordenada de reaccion es la extension de la molécula estudiada, asi se puede
calcular el cambio de extension desde el estado plegado y desplegado hasta el estado de transicion
directamente. La suma de AX'y 5 con AX'p St debe ser igual a la diferencia de extension entre el estado
plegado y desplegado.

Dado que los estudios cinéticos permiiteron obtener las constantes cineticas de
plegamiento, estos también permitieron calcular la estabilidad en condiciones de equilibrio
para las moléculas estudiadas de manera alternativa a los estudios termodindmicos realizados
en condiciones fuera de equilibrio mediante el teorema de Crooks. En este trabajo se utilizaron
dos aproximaciones para calcular el AG de plegamiento a partir de datos cinéticos. Un método
utilizado fue el célculo de la constante de equilibrio a partir de las constantes cinéticas de
desplegamiento y replegamiento extrapoladas a cero fuerza. La otra aproximacion fue el
calculo del AG a fuerza media (F152) la cual corresponde a la fuerza en la cual la velocidad de

desplegamiento iguala a la velocidad de replegamiento.

Sin embargo, antes de asignar los valores cinéticos, se debe especificar qué tipo de
molécula esta atrapada en la trampa Optica debido a que como se mostrd anteriormente existen
dos poblaciones de proteinas que podemos capturar. En la tabla 5 se muestran los diferentes
parametros cinéticos calculados para las moléculas de mARC_OT estudiadas, se puede
observar que existen diferencias entre los pardmetros obtenidos para cada una de las moléculas
lo que podria dar indicios de que cada una corresponde a una conformacion distinta de
mARC_OT (anudada y no-anudada). Sin embargo, el calculo del largo de contorno para
ambas moléculas arrojo un valor consistente con la conformacion no-anudada de mMARC_OT
(43nm).
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En el caso de pARC_OT esta molécula no mostré transiciones a fuerza constante durante el

desarrollo de este trabajo.

Tabla 5. Pardmetros termodinamicos y cinéticos calculados a partir de experimentos de pinza

de fuerza.
, # * AG AGF
Molécula | ko(N=>D) | ko(D>N) | AXN-> | AXD=> (keal Fip | dxFip (keall
ca ca
estudiada (sh (sh $(nm) | #(nm) (pN) | (nm)
mol) mol)
mARC_O | 2,5x10%+ 22027 + 15,6 +
o 44+1 16+10 | 58 13 4,6
T1 6 x10° 51771 2
mARC_O | 2,2x10° + 097+ | 10,7 %
. 55 +57 10+1 6,2 13 4,8
T2 2,4 x10° 0,8 1

Kon_yD): constante cinética de desplegamiento a fuerza cero, kop,n): constante cinética de replegamiento a
fuerza cero, AxN .y Axp s+ distancias al estado de transicion desde el estado plegado y desplegado,
respectivamente; AG estabilidad al equilibrio calculado a partir de las constantes cinéticas de desplegamiento y
replegamiento, dxgy,: diferencia de extension entre el estado plegado y desplegado, AGgyp,: cambio de energia

libre de Gibbs calculado a fuerza media.
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Discusion

MARC se encuentra en solucion en dos conformaciones, una anudada y otra no-anudada.

El objetivo de este trabajo fue determinar las consecuencias de la topologia anudada sobre el
mecanismo de plegamiento de las proteinas. Para ello se utiliz6 la proteina mARC como
modelo de estudio basados en la hipotesis de que la proteina puede estar presente en una
conformacién anudada o no-anudada dependiendo de la posicion del lazo formado por el
péptido conector utilizado para generar la version monomérica (Figura 5A y B). La posibilidad
de que dos motivos RHH fusionados en la misma cadena polipeptidica formen estructuras
anudadas se apoya en la evidencia de que miembros monoméricos naturales de la familia
RHH, como VirC2 de A. tumefaciens (PDB id. 2RH3) y MJ0366 de M. jannaschii (PDB id
2EFV) presentan topologias anudadas en su estructura (Lu y cols. 2009, Bdlinger y cols.
2010).

Los resultados presentados apoyan la hipdtesis por dos observaciones principales: primero,
la observacion de moléculas caracterizadas por largos de contorno de 37 nm que son 6 nm mas
cortas de lo esperado para la molécula completamente estirada (43 nm). Segundo, la
utilizacion de un control topologico generd exclusivamente una poblacion indicando que la
heterogeneidad de mARC no se debi6 a artefactos experimentales debido que pARC, una
proteina con idéntica arquitectura pero imposibilitada de formar nudos, mostré un unico tipo
de moléculas como se desprende de los histogramas de fuerza y de extension fraccional. Con
respecto a este ltimo gréfico, en la figura 15D se pudo observar que la mayoria de los eventos
pueden describirse con una extension fraccional de 0,6 + 0,2 (Lo= 22 £ 7 nm). No obstante, la
misma figura también muestra un segundo pico méas pequefio centrado en 1 (Lo = 37 nm). Esta
segunda poblacion no corresponde a un tipo diferente de moléculas debido a que dichas
transiciones se originaron de moléculas que también presentaron transiciones de Lo, mas
cortos. Es decir, al estirar repetidas veces una misma molécula de pARC se pudo observar
ambos tipos de transiciones, a diferencia de lo que ocurre con mMARC que el tipo de transicion
observada dependid del tipo de molécula atrapada.

El hecho de que al estirar pARC se observen dos largos de contorno distintos para una
misma molécula podria deberse a que luego del primer ciclo de desplegamiento/replegamiento
la proteina quede parcialmente plegada, de esta forma en el préximo estiramiento el evento

ocurrira a fuerzas similares pero con un menor cambio de extension.
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La conformacién anudada de mARC es més estable que su conformacién no-anudada. En

general las estabilidades reportadas para los cambios conformacionales en proteinas son
diferencias de energias libres entre dos estados termodindmicos, normalmente entre el estado
nativo y desplegado de una proteina. Por esta razon es muy importante definir tanto las
caracteristicas del estado nativo como el desplegado. Este requerimiento no es trivial para el
caso de las proteinas anudadas debido a que no se tiene claridad si en el estado desplegado
estas proteinas permanecen anudadas en presencia de agentes caotropicos (King y cols 2010,
Mallam & Jackson 2006, 2007; Mallam y cols 2008, 2010; Wang y cols 2013). Sin embargo
nuestra aproximacién no posee estos problemas debido a que nos permite controlar la
topologia del estado desplegado de las especies involucradas.

Los valores de AG calculados mediante el uso del teorema de Crooks indican que la
conformacion anudada de mARC es mas estable (AG; = 21,8 = 0,4 kcal/mol, Figura 17A) que
su conformacion no-anudada (AG,= 12,3 £ 0,5, Figura 17B). Sin embargo, como se desprende
de los equilibrios planteados en la figura 3 esta diferencia de estabilidad es calculada respecto
a estados desplegados con diferentes topologias. Debido a que los AG calculados mediante el
teorema de Crooks corresponde a valores en condiciones de equilibrio, pueden ser utilizados
para generar un ciclo termodinamico que nos permita calcular la diferencia de energia libre
entre las demas especies involucradas (Figura 20). Por ejemplo, experimentalmente no es
posible acceder a la diferencia de energia libre entre el estado desplegado anudado y
desanudado (AAG;.;) pero este valor podria ser calculado si conocemos la diferencia de
energia libre entre la conformacién nativa anudada y no anudada. Lo notable de la
aproximacion de moléculas individuales es que permite contar el nimero de moléculas que se
encuentran en cada conformacion y asi calcular la diferencia de energia libre a partir de la ley
de distribucion de Boltzman (Boltzmann 1964). Debido a que se encontraron 20 moléculas
que originan estados desplegados anudados y 7 moléculas que originan estados desplegados
no-anudados, se calculd una diferencia de energia libre de 0,6 kcal/mol. Este valor es cercano
a cero e indica que ambas conformaciones son energéticamente muy similares entre si lo cual
concuerda con la hipdtesis de que lazo de mARC es una estructura flexible que puede ser
interconvertida facilmente. Utilizando este valor experimental podemos cerrar el ciclo y
determinar el costo de anudar esta proteina. Este valor es de 8,9 + 0,9 kcal/mol lo que indica
que el estado desplegado anudado es mas inestable que el estado desplegado no-anudado. Este

valor es muy elevado e indica que la formacion del nudo en el estado desplegado es altamente
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desfavorable. Debido a que el lazo que forma el nudo en mARC es rico en glicinas se asume
gue no genera contactos con el centro hidrofobico de la proteina. Debido a esto podemos
considerar que el efecto del nudo sobre el mecanismo de plegamiento de la proteina es
puramente topoldgico. Entonces, el valor calculado para el costo de anudamiento de mARC
corresponde al valor general de obligar a un polipéptido de 120 residuos a anudarse en su
estado desplegado. A nuestro conocimiento esta es la primera vez que es posible
determinar experimentalmente este parametro. El calculo de este valor tiene varias

implicancias.
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Figura 20. Ciclo termodinamico para moléculas de mARC_OT. Conaociendo la abundancia relativa
de cada tipo de estado nativo (anudado y no-anudado) se puede calcular el valor de AG asociado al
equilibrio entre estos estados. Dicho valor junto con las estabilidades calculadas para el
desplegamiento de cada conformacion permiten calcular el costo energético de anudamiento de una
proteina de 120 residuos en su estado desplegado.
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Primero, simulaciones de diferentes modelos de polimeros globulares muestran que la
probabilidad de formar estructuras anudadas en cadenas poliméricas grandes (de 1000
monomeros en adelante) es de alrededor del 80% (Lua y cols 2004, Tubiana y cols 2013,
Virnau y cols 2005). Estos modelos son simplificaciones de la cadena polimérica en las que
cada mondmero corresponde a una esfera que esta conectada a las demas mediante varas. Aun
cuando pueden ser muy informativos, esos modelos no permiten relacionar bien el tamafio de
la cadena utilizada en la simulacion con el tamafio de una cadena polipeptidica real. Esta
ambigledad en los modelos puede llevar a interpretaciones erradas, por lo que el valor
experimental obtenido en esta tesis puede ser muy Util para calibrar los modelos simplificados
con la situacién real de polimeros.

Segundo, aunque no se ha cuantificado como en nuestro caso y las evidencias son
indirectas, se ha observado que en proteinas naturalmente anudadas la topologia anudada se
mantiene en el estado desplegado, indicando que la formacién del nudo en este estado puede
ser energéticamente favorable (Mallam y cols. 2010, Wang y cols. 2013). Nuestros resultados,
obtenidos para el anudamiento de una proteina que no ha evolucionado para hacerlo,
permitirdn comparar los costos energéticos de anudamiento para proteinas naturalmente
anudadas y con ello determinar qué factores influyen para hacer mas favorable el proceso de
anudamiento.

Tercero, bastantes trabajos tedricos y experimentales han indicado que la topologia anudada
puede aumentar la estabilidad de las proteinas. Sin embargo, ninguno de estos estudios ha
logrado explicar la razén del dicho aumento de estabilidad (Dzubiella 2009, King y cols. 2010,
Sayre y cols. 2011, Soler & Faisca 2013, Sutkowska y cols. 2008). Esto se debe a que los
experimentos realizados en esta area se han hecho con metodologias que no permiten
especificar a ciencia cierta los estados termodindmicos que se comparan. No obstante, la
aproximacion de moléculas individuales utilizada en este trabajo no tiene este problema ya
que podemos controlar la topologia del estado desplegado y con ello definir sin ambigiedades
los estados termodindmicos que se comparar. Nuestros resultados muestran que el estado
desplegado anudado de mARC es mas inestable que el estado desplegado no-anudado de
MARC. Esta desestabilizacion del estado desplegado debida al efecto topologico del nudo es

la razon del incremento de la estabilidad de una proteina al anudarse.
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Los estudios cinéticos fueron realizados sélo con mARC no-anudada. Los estudios cinéticos

solo se pudieron realizar en dos moléculas de mARC, y a pesar de que los parametros
cinéticos calculados para cada molécula difieren entre si y podrian sugerir que cada una es
diferente de la otra (quizés porque tengan conformaciones diferentes, anudada o no-anudada),
las evidencias sugieren que ambas moléculas pertenecen al mismo tipo. En primer lugar, el
cambio de extension entre los estados plegado y desplegado a fuerza media para ambas
moléculas es similar (ver tabla 5). En segundo lugar, ambas moléculas presentan eventos de
desplegamiento y replegamiento a bajas fuerzas por lo que corresponden a moléculas no-
anudadas de acuerdo al analisis de los experimentos de estiramiento a fuerza constante. En
tercer lugar, los valores de AG calculados a partir de las constantes cinéticas (16 + 10y 10+ 1
kcal/mol) para ambas moléculas estan muy cercanos los valores de estabilidad calculados por
el teorema de Crooks para las moléculas no-anudadas (12,3 + 0,5 kcal/mol) y los AG
calculados a fuerza media también son parecidos entre ambas moléculas. En cuarto lugar, las
distancias al estado de transicion calculadas para ambas proteinas son similares indicando que
la ruta de plegamiento de ambas moléculas es la misma o similar. Ademas, la baja cantidad de
datos obtenidos impide asegurar que las diferencias observadas se deban a diferencias
topoldgicas de las moléculas. Se requiere comparar una mayor cantidad de datos. Las
diferencias observadas en estas moléculas pueden deberse a fluctuaciones generadas por el
bafio térmico lo cual es normal en este tipo de estudios (Bustamante 2008).

Estudios teoricos y resultados experimentales sugieren que la topologia anudada puede
disminuir la velocidad de plegamiento y/o desplegamiento de una proteina (Soler & Faisca
2013, Sulkowska y cols. 2008, Virnau y cols. 2006). Para evaluar estas posibilidades es
indispensable poder comparar los parametros cinéticos de la conformacion no-anudada de
MARC con los de la conformacion anudada y de los de pARC. Sin embargo, no fue posible
obtener datos cinéticos ni de pARC ni de la conformaciéon anudada de mARC durante el
desarrollo de este trabajo por lo que es indispensable obtener informacion cinética de dichas
proteinas.

Una alternativa para obtener los datos cinéticos requeridos podria ser utilizar el andlisis de
Dudko (Dudko y cols. 2008). Este analisis permite calcular las constantes cinéticas
dependientes de la fuerza a partir de los histogramas de fuerza de desplegamiento y

replegamiento obtenidos en los experimentos de estiramiento a fuerza constante.
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Comparacién entre el mecanismo de plegamiento de mARC y pARC. Debido a que la proteina

pARC mantiene la arquitectura de mARC pero con una conexion diferente de elementos de
estructura secundaria es interesante realizar algunas comparaciones para revisar el efecto de la
topologia en cuanto a su mecanismo de plegamiento. EI comportamiento de pARC es muy
similar al comportamiento observado en las moléculas que presentan un Lo esperado para una
molécula no-anudada de mARC. En este contexto, se pudo observar que el promedio de
fuerzas de replegamiento de pARC (5,9 = 0,8 pN) fue muy similar al promedio de fuerzas de
replegamiento de mARC no-anudado (5,3 + 0,6 pN). Lo mismo ocurrié con los promedios de
fuerza de desplegamiento (8,6 £2 pN para pARC y 8,1 +2 pN para mARC no-anudada). No
obstante, aparte de la imposibilidad de formar nudos por parte de pARC, esta proteina se
escogié debido a que pARC presenta la misma estabilidad termodinamica que mARC
reportada en experimentos realizados en presencia de agentes caotropicos (Tabtiang et al.
2005). En consecuencia, también se esperaba que ambas proteinas presentaran la misma
estabilidad calculada mediante el teorema de Crooks.

Sin embargo, la estabilidad mas baja calculada para mARC mediante mediaciones de
moléculas individual es 12,3 £ 0,5 kcal/mol. Este valor es 5,9 kcal/mol mayor que la reportada
en experimentos con agentes caotropicos y 5,3 kcal/mol mayor al valor de pARC obtenido en
este estudio mediante pinzas Opticas. Dicho de otra manera, el valor de estabilidad calculado
mediante moléculas individuales para pARC es méas cercano al reportado en experimentos con
agentes caotropicos que el obtenido para mARC. Se especula que esta diferencia puede
deberse a dos factores.

Se ha demostrado que al desplegar térmica o quimicamente una proteina esta puede
mantener una estructura residual (Aune & Salahuddin 1967, Neri y cols. 1992, Robic y cols.
2003, Russell y cols. 2000, Smith y cols. 1996a, Yi y cols. 2000) cuya presencia puede no ser
considerada al determinar la diferencia de energia mediante agentes caotrépicos tales como
urea o cloruro de guanidinio. En cambio, en la aproximacion de moléculas individuales de
pinzas oOpticas la destruccidn de la estructura residual deberia estar contenida en los calculos
energéticos debido al estiramiento de la molécula. En nuestro caso sabemos que las proteinas
estdn completamente estiradas (desplegadas) porque los largos de contorno calculados
corresponden a la extension completa de la proteina de 120 residuos (43 nm) en el caso de la
conformacién no-anudada y 103 residuos (37 nm) para la conformacion anudada. De esta

manera los valores de estabilidad calculados mediante métodos de desplegamiento mecanico
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podrian sobrestimar el valor obtenido en solucion debido a que estos Gltimos no consideran el
componente energético asociado al desplegamiento de la estructura residual. Basandose en
esta hipotesis, y considerando que la estabilidad de pARC a través del teorema de Crooks (7 +
0,4 kcal/mol) es cercana al valor determinado en experimentos realizados con agentes
caotropicos (5,9 kcal/mol, Tabtiang y cols. 2005) se predice un mayor contenido de estructura
residual para mARC. Esta diferencia es interesante, ya que pARC es una permutante lo cual
podria afectar, de alguna manera la cantidad de estructura residual respecto a mARC. Se
requieren estudios de NMR con pARC y mARC para comprobar las suposiciones sobre las
diferencias en estructura residual originadas por un cambio topolégico.

Otra posibilidad que puede explicar las diferencias observadas entre los AG obtenidos por
el teorema de Crooks y los obtenidos por experimentos hechos con agentes caotrépicos es el
error asociado al célculo del trabajo de desplegamiento y replegamiento a partir de las curvas
de fuerza vs extension obtenidas de los experimentos de estiramiento a velocidad constante.
Existen antecedentes que indican que dicho error podria ser de hasta un 100% (Mossa Yy cols.
2009) dependiendo del método utilizado para integrar el trabajo a partir de la curva de fuerza
vs extension. Considerando esto, es posible que los datos de estabilidad calculados en este
trabajo estén alterados debido a que el método utilizado para el célculo del trabajo no ha sido

probado respecto a su exactitud.
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Conclusiones

La proteina mARC se encuentra en solucion en dos conformaciones, una anudada con largo de

contorno de 37 = 7 nm y una no-anudada con un largo de contorno de 43 + 7 nm.

La conformacién anudada de mARC es mas estable que la conformacién no-anudada. Esto se
debe a que el estado desplegado anudado de la proteina es mas inestable que su estado

desplegado no-anudado.
La diferencia de energia (AAG) ente el estado desplegado no-anudado y el estado desplegado

anudado de mARC corresponde al costo de anudamiento de una cadena polipeptidica de 120

residuos en su estado desplegado y tiene un valor de 8,9 + 0,9 kcal/mol.
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