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RESUMEN

|
La Hemocromatosis Hereditaria (HH) es un desorden del metabolismo del hierro
caracterizado por un aumento en la absorcion intestinal, acumulacién y progresiva sobrecarga
de Fe. Dos mutaciones en la proteina HFE, H63D y C282Y, dan cuenta de aproximadamente
el 90% de los: casos de HH. Observaciones recientes de Arredondo y Nifiez (2003-2004)
utilizando como modelo las células intestinales humanas Caco2, han indicado que la sobre-
expresion del mutante 63D no causa la inhibicién de la captacién apical de Fe observada al
sobre-expresar HFE-wt, Experimentos de biotinilacion diferencial mostraron ademds, que la
sobre-expresion de HFE-wt producfa un aumento de su presencia en la zona apical de la
célula intestinal comparado con el control que sélo expresa HFE-wt enddgeno. Sin embargo,
en células qufaii sobre-expresaban el mutante H63D no se observé ninguna diferencia en la
distribucidén de HFE, respecto del control. Mediante técnicas bioinforméticas se busca en este
trabajo una explicacién a tales fendmenos, tomando como base, el posible efecto de la
mutacion H63D de HFE sobre la interaccion HFE/T{R1, la finica interaccién hasta ahora
descrita para HFE. Los resultados obtenidos evidencian un aumento de la estabilidad del
complejo HFE/T{R1 cuando HFE lleva la mutacién H63D, respecto del Wt. Este aumento en
la estabilidad del complejo HFE/TR1 es més notorio a pH 6,0, el cual, corresponde al pH
endosomal, lo que nos permite inferir que la mutacion H63D de HFE disminuye la tasa de
disociacién del complejo HFE/TR1, haciendo que una proporcién HFE sea reciclado junto
con TfR1 hacia la membrana basolateral y por lo tanto incapaz de traficar hacia la membrana

apical donde cumpliria su funcion inhibitoria de la captacion apical de Fe.




1. INTRODUCCION

El Hierro (Fe) es considerado el elemento traza mds importante para la vida. Esta involucrado en una
gran variedad de procesos bioldgicos como transporte y almacenamiento de oxigeno, fosforilacion
oxidativa, metabolismo de neurotransmisores y sintesis de ADN. Sin embargo, el Fe es considerado
ademas como un elemento potencialmente toxico puesto que produce un aumento en el stress oxidativo
(por medio de la reaccién de Fenton) siendo dafiino para las células en altas concentraciones. Es por esto
que los mecanismos de regulaciéon de la homeostasis y metabolismo de Fe son complejos y han

comenzado a ser desvelados recientemente.

En condiciones normales, el 70% del Fe inorgénico se encuentra en la hemoglobina o depositado en
Ferritina 0 Hemosiderina (en el sistema reticuloendotelial y células del parénquima hepatico). El resto se

encuentra en diversas protefnas o circulando unido a Transferrina (Tf) (INACG, 1997).

Las células pueden obtener el Fe circulante de dos formas; la mds comiin y general es mediante la
internalizacion de Fe-TT a través de la endocitosis del complejo formado por la Fe-Tf y su receptor, el
receptor 1 para Transferrina (TfR1). Este complejo es internalizado hasta un sistema endosomal que al
ser acidificado (de pH 7,5 a 6,0) permite Ia liberacion del Fe de la Trasnferrina que luego es transportado
hacia el citoplasma. El complejo apoTf-T{R1 por su parte, es reciclado hacia la superficie celular donde
el pH neutro del medio permite Ia liberacién de la apoTf (Aisen & Brown, 1980; Weinberg, 1989).

El otro mecanismo, que s6lo se activa bajo circunstancias especiales, es el transporte directo de Fe desde
la membrana de manera independiente de Tf. Este proceso se realiza mediante el transportador de
membrana DMT1 (Gunshin et al., 1997). La mayoria de las proteinas involucradas en el metabolismo

del Fe son a su vez reguladas de manera post-transcripcional mediante el sistema IRE/IRP (Haile et al,




1992; Emery-Goodman et al., 1993; Theil, E. 1993; Dix et al., 1993). Dicho sistema consiste en que el
ARNm de ciertas proteinas como Fn, TfR1, DMT1 (IRE) poseen un “elemento de respuesta al Fe” o
“iron responsive element” (IRE) ubicado en la regién 5" o 3* no codificante del transcrito. A estos sitios
IRE se Ies une la proteina IRP (iron regulatory protein) cuya actividad de unién a ARNm estd regulada
inversamente por la concentracién de Fe intracelular, es decir, a menor concentracién de Fe mayor
actividad de unién a ARNm y viceversa, Si el transcrito en cuestion tiene su fragmento IRE en la region
5" no codificante, como pasa por ejemplo para Fn y la 5-amino-levulinico Sintetasa Eritroide, la unién
de IRP inhibe el proceso de traduccién de dichas proteinas (es el caso de proteinas que deben disminuir
al disminuir el Fe). Si el fragmento IRE est4 en la regién 3 no codificante del trascrito, la unién de IRP
estabilizard el ARNm aumentando su expresion. Es el caso de TfR1 y DMT1 dado que se requieren
mayores cantidades de dichas proteinas en ausencia de Fe (Samaniego et al., 1994; Gray & Hentze,

1994: Groossen et al., 1990; Leibold & Guo, 1992; Kithn & Hentze, 1992; Haile et al., 1992).

Por sobre todos los sistemas de regulacion del Fe corporal, el procese clave y critico del metabolismo
del Fe es su absorcion a nivel intestinal desde la dieta. Dicha absorcién es regulada por los niveles
corporales de Fe. La absorcién serd bloqueada (bloqueo mucosal) o aumentada, dependiendo de la
cantidad de Fe existente en el sistema. Se ha determinado que existen dos sitios de regulacion de la
absorcion intestinal de Fe: 1) Regulacion en la etapa de captacion e incorporacion y 2) Regulacién en la
etapa de transferencia del Fe hacia el medio basolateral (transporte) (Brown et al.,, 1958; Flanagan,

1989).

Para detectar los niveles de Fe del cuerpo, la célula intestinal es capaz de realizar endocitosis de Fe-Tf
mediante el ciclo endocitico del receptor de Transferrina (TfR1) {Weinberg, 1989; Crichton & Ward,

1991; Nufiez et al., 1996) y mediante un efector proveniente del higado Hlamado Hepcidina (Nemeth E.




et al., 2004; Nicolas, G. et al., 2002; Fleming RE. 2001). Estos a su vez regularan la captacién (DMT1)
y transferencia (IREG1) del Fe dietario. En las células intestinales que absorben Fe dietario, el ciclo Fe-
TETIR1 s6lo se produce en la membrana basolateral puesto que TiR1 solo se expresa en dicha
membrana. La fase de mayor regulacion en el proceso de absorcién intestinal de Fe es la captacion o
transporte de Fe desde el lumen intestinal hacia el citoplasma del enterocito. Dicho transporte esta
mediado por el transportador de metales divalentes DMT1 que es una proteina con 12 segmentos
transmembrana que funciona como transportador activo acoplado a protones y es capaz de transportar
metales como Cu™, Zn'? y Cd*" ademés de Fe (Gunshin et al., 1997). Se ha reportado que DMT1 no
solo se expresa en células intestinales, si no también en higado, hipocampo, corteza y rifién (Trinder et
al., 2000; Williams et al., 2000; Ferguson et al., 2001; Tchemitchko et al., 2002). Existen al menos dos
variantes de empalme de DMT1; una que contiene el fragmento IRE y otra que no lo posee, siendo la
primera la tnica regulada directamente por los niveles de Fe intracelular. DMT1 también ha sido
localizado en endosomas tardios y lisosomas, indicando que puede participar también en procesos de
transporte del Fe que llega a los endosomas transportado mediante TfTfR1 hacia el citoplasma

(Fleming et al., 1998-99; Gruenheid et al., 1999; Andrews et al., 1999).

Con todo lo anterior es posible hacerse una idea de lo complejo y finamente controlado que resulta el
sistema de regulacion de la absorciéon y metabolismo del Fe. Algunas de las aproximaciones a este
sistema se han hecho en base al estudio de sus disfunciones, siendo una de las mas ampliamente

estudiadas la Hemocromatosis Hereditaria (HH).

La HH es un desorden autosémico recesivo del metabolismo del hierro ligado al sistema mayor de
Histocompatibilidad (HLA/MHC clase I). Es uno de los desérdenes genéticos mds comunes en la raza

humana con una frecuencia de 1 a 2 individuos entre 400, observindose mayoritariamente en




descendientes de raza europea. La incidencia de HH es mayor que la sumatoria de la fibrosis quistica,
fenilcetonuria y distrofia muscular (Feder et al., 1996; Parkkila et al., 1997a). La HH consiste en una
falla en la regulacion de la absorcion intestinz_il de Fe, produciendo un aumento en la saturacién de Tf y
la posterior acumulacién y deposito progresivo de Fe en células parenquimdticas de algunos dérganos
(corazoén, higado, pancreas, rifiones, etc.) causando en ellos toxicidad y disfuncién celular lo que a largo
plazo puede generar: diabetes, cirrosis hepética, hipogonadismo y fallas cardiacas. Esta enfermedad, al
ser acumulativa, no presenta sintomas caracteristicos si no que aparece como una serie de disfunciones
organicas. Debido a su alta penetrancia e incidencia, la HH ha generado gran interés cientifico
prolongandose por afios la bisqueda de los genes involucrados en esta patologia, llegando incluso a
pensarse que existia una posible relacion entre la expresién anormal de Fn y TfR1 que llevaran a la
acumulacién de Fe en los individuos afectados. (Santos et al., 1996; Felitti & Beutler, 1999; Fleming &

Sly, 2002)

En 1996 Feder y cols. identificaron un gen que aparece mutado en mas del 80% de los pacientes de HH
en el brazo corto del cromosoma 6 y que codifica la proteina HFE. Curiosamente, esta proteina result6
poseer una estructura tridimensional similar a la de proteinas MHC de clase I, relacionadas con
funciones inmunoldgicas. Los seis primeros exones del gen HFE codifican un péptido sefial de 22
aminodcidos, tres dominios extracelulares ol, 02 y o3 (residuos del 23 al 293) un dominio
transmembrana (residuos del 294 al 316) y un pequefio dominio citoplasmético (residuos del 317 al 343)
codificando una proteina de 343 aminoscidos (ver Fig.1). La posterior caracterizacion y cristalizacion de
la proteina permitié describir su morfologia en mas detalle y comprobar su parecido estructural con
proteinas MHC clase I. Entre sus principales caracteristicas destacaba ¢l hecho que los dominios ol y
o2 forman un superdominio que incluye dos alfa hélices antiparalelas y un “canastillo” de hojas p

formando un “bolsillo” andlogo al que poseen las proteinas de MIC clase I pero demasiado angosto




para poder alojar un péptido lo que sugiere que la funcién de HFE no seria anéloga a la funcién de las

proteinas MHC clase I a pesar de su similitud estructural (Lebrén et al., 1998). (ver Fig.1)

Junto con el descubrimiento del gen de HFE en 1996 (Feder et al., 1996) se describié también la primera
mutacion en éste, que podria ser responsable de la HH. Dicha mutacién corresponde al cambio de una
base en el ex6n 4 y consiste en cambiar la G (guanina) 845 por una A (adenina) del marco de lectura
abierto, lo que produce el cambio de la cisteina 282 por una tirosina (C282Y). Dicha mutacién involucra
a un aminoécido altamente conservado y elimina un puente SS intramolecular, crucial para el
plegamiento corret:to de HFE. Esta situacidn implica que la proteina mutada no puede interactuar con la
chaperona $2m en el reticulo endoplasmico y no puede traficar hacia la superficie celular generando una
proteina no funcional que es retenida en el reticulo endoplasmético y aparato de Golgi, siendo degradada
rapidamente ( Waheed et al., 1997; Parkila et al.,1997b; Feder et al.,1997; Gross et al., 1998; Waheed et

al.,1999).

Al describirse esta mutacion se pudo comprobar la relacién de HFE con la HH pues se observé que el
85% de los pacientes de HH eran homocigotos para C282Y. Dichos pacientes presentan una reducida
expresion en la superficie celular de la proteina mutada (Parkilia et al., 2000), lo que confirmd Ia

importancia de la asociacién de HFE con B2m cuya importancia funcional fue demostrada mediante la

obtencién de ratones knock-out de B2m (B2m -/-) (Santos et al., 1996; Levy et al., 1999) y HFE los que
presentaron una solﬁrccarga de Fe similar a la observada en pacientes de HH.

|
Una segunda mutacién en HFE, mds comtin que C282Y, pero que produce una versién menos severa de

la enfermedad, corresponde al cambio de la C(citosina) 187 por G(guanina) en el segundo exon, de

manera que la His 63 es cambiada 2 un Asp en la secuencia aminoacidica correspondiente al dominio o1
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Figl. Representacion esquematica de la estructura de HFE.

Las a-hélices superiores corresponden a las a-hélices 1 y 2 del siiper dominio al-2. En estas o-hélices se
encuentra la region de interfase con TfR1. En Rojo en la parte inferior, correspondiente al dominio a3 se
observa el puente disulfuro critico para el plegamiento de HFE y su interaccion con $2m, el cual es eliminado
cuando esta presente la mutacién C282Y principal responsable de la HH. Ademas se indican dos de los
residuos mas relevantes para la interaccion HFE/TfR1 (V100, W103.), el residuo His 63 que es cambiado a
Asp en la otra mutacion responsable de HH y el singular cluster de 4 His que aun no tiene funcion conocida.




de HFE. Esta mut;cic’)n podria afectar la interaccién HFE/TR1 (que se explicara més adelante) debido a
su posicion en la proteina, sin embargo, su efecto es aun desconocido. (Waheed et al., 1997: Fleming &

Sly, 2002)

A diferencia de la mutacion C282Y la mutacién H63D no complica el plegamiento normal de la proteina
HEE y es destina hacia la membrana plasmética de igual forma que HFE-wt. Otra diferencia entre ambas
mutaciones es que a pesar de que la mutacion H63D esta presente en un 15 a 40 % de la poblacién
caucasica, es muy poco frecuente como homocigoto. Por otra parte ocho de nueve pacientes
heterocigotos para la mutacién C282Y tienen la mutacién H63D en el otro alelo (Beutler, 1998), sin
embargo el riesgo (‘ie sobrecarga de Fe en los heterocigotos C282Y/H63D es 200 veces menor que en los
pacientes homocigotos para C282Y.
!l

Ademés de las mu!taciones ya mencionadas se han descrito otras mutaciones en HFE en pacientes que
presentan sobrecarga de Fe. Estas mutaciones incluyen, S65C, G93R, 1105T (Barton et al., 1999; Mura
et al., 1999) siendo la mas comin S65C. Se han descrito también dos mutaciones que producen un

cambio en el marco de lectura (P160AC y V68AT) (Pointon et al., 2000), dos mutaciones sin sentido

(Piperno et al., 2000) y una mutacién en el sitio de splicing (Wallace et al., 1999).

La primera prueba de que HFE participa directamente en la homeostasis de Fe fue el descubrimiento de
su interaccién con TfR1 con una afinidad similar a Tf (ver Fig.2) (Bennet et al., 2000; Davies & Enns
2003). Estudios h}%ciales demostraron que esta interaccién era dependiente del pH, permitiendo la
asociacion de HFE .rcon TiR1 con alta afinidad a pH 7,5; correspondiente al pH en el medio extracelular
y una elevada pérdida de afinidad a pH 6,0; correspondiente al pH de los compartimentos endosomales

Tf positivos, lo queiE sugeria su disociacién en dichos compartimentos (Lebrén et al., 1998-1999; Roy &




Enns, 1999). Por otro lado estudios posteriores llevaron a pensar que HFE competia con Tf por la unién
al receptor (TiR1) 3’r que de esta manera podia regular la entrada de Fe transferrinico en las células. Sin
embargo, dado quc;: la constante de disociacion del complejo HFE/T{R1 es del orden nanomolar (2-5
nM) y la concentracidn plasmatica de Tf es de aproximadamente 35 pM, es muy probable que Tf pueda
saturar completamente a TfR1 aun en presencia de HFE (Lebrén et al., 1998; Feder et al., 1998).
Entonces aunque sea cierto que HFE reduce Ia afinidad de TfR1 por Tf, dicho suceso es sdlo aplicable a
Ia situacién de células no polarizadas que obtienen todo su Fe mediante el ciclo T/TIR1 (Roy & Enns,
1999). En este sentido otros estudios sugirieron que IHFE regulaba el flujo (ciclo) transferrinico de Fe en
células intestinales de manera de programar a los enterocitos inmaduros para que estos absorbieran la
cantidad adecuada” de Fe segln las necesidades corporales, asi en la HH, la disfuncién de HFE
produciria un mensaje de falta de Fe en el enterocito inmaduro de manera que éste absorbiera grandes de

cantidades de Fe dietario al madurar (Roy & Enns, 2000).

Sin embargo, las investigaciones mds recientes sobre la materia han sugerido que HFE no gjerce su
|
l!

funcién directamente sobre TfR1 y lo necesita s6lo para ser endocitado hacia endosomas Tf positivos.

Junto con lo anterilor, la demostracién de que HFE puede ejercer un rol regulatorio de la absorcion de Fe
independientemen‘se de TfR1 y que posee funciones que difieren segin el tipo celular donde sea
estudiado (HT29, E!TRVb, Caco?2, Hela) (Davies & Enns, 2004; Carlson & Enns, 2004; Arredondo y
Ntfiez 2001), han reforzando la idea de que HFE es una proteina poli-funcional y su papel en la
homeostasis de Fe es dindmico y realizado en endosomas interactuando con ofras proteinas y no

necesariamente en la membrana basolateral alterando la interaccién THTfR1 o programando al

enterocito inmaduro (Ver Review de Pietrangello, 2004)




Pero ;Cuél es la funcién de HFE en las células intestinales que absorben el Fe dietario, si no sucede en
1a membrana basolateral regulando el ciclo de la Tf? Esta titima pregunta ha sido el motor de una serie
de experimentos relacionados con HFE y la homeostasis de Fe realizados por nuestro grupo en el
Laboratorio del Hierro y Biologia del Envejecimiento. Dichos experimentos fueron realizados utilizando
como modelo células polarizadas con similares caracteristicas a las células intestinales que absorben Fe
(Caco2), y mostraron que la sobre-expresion de HFE (Wt) produce una disminucién drastica en la
captacién y transcitosis de Fe, junto con una disminucién significativa del reservorio de hierro 1abil
(Labile Iron Pool o LIP). Como era de esperarse, debido a la disminucién en la absorcién de Fe y la
baja del LIP, se observé un aumento en la actividad IRE/IRP, un aumento en la expresion de TfR1, una
disminucion en Ia expresion de Tfy un aumento en la expresion de DMT1, el transportador apical de Fe.
Sin embargo, pese al aumento en la expresion de DMT1, se mantiene disminuida o reprimida la
absorcion de Fe, situacién que nos llevé a pensar en una posible inhibicién del transportador por parte de
HFE (Arredondo M. & Niifiez M.T. 2001). Al realizar los mismos experimentos descritos anteriormente
pero esta vez sobre-expresando HFE-H63D en células polarizadas, para intentar observar el efecto de
dicha mutacién en la regulacién de la absorci6n de Fe, los resultados obtenidos son muy similares a los
controles, por lo que puede inferirse que sélo es posible observar el efecto del HFE endogeno, puesto
que el sobre-expresado, (H63D) no es funcional (Arredondo M. & Nufiez M.T. 2004 aun por publicar)

(Ver Tabla 1).




Células Caco2 /sobre-expresan
HFE-Wt HFE-H63D
Fe-uptake - = Control
Fe-transcitosis ¥ = Control
L.ILP ¥ = Control
DMT1 T = Control
TfR1 T = Control
Fn J = Control

Tablal. Resumen de los resultados obtenidos por Arredondo, et al., (2003-04) para las
distintas variables de la homeostasis de Fe en células Caco2 que sobre-expresan HFE-Wt o
HFE-H63D. En el caso de las células que sobre-expresan HFE-H63D el termino “=Control”
se utiliza para indicar que dichas células no presentaban diferencias respecto a los controles
(células Caco2 sin transfectar, s6lo con su HFE endogeno).

Con estas primeras evidencias, la mirada de nuestro grupo se ha centrado en la posible interaccion
inhibitoria entre HFE y el transportador apical DMTI1. Para ahondar mdas en esta linea se han
desarrollado una serie de experimentos que incluyen: 1) Inmunoprecipitacion de HFE con DMT]1, 2)
ensayos de biotinilacion para observar posibles cambios en la distribucion intracelular de HFE y/o TfR
y/o DMTI1. Entre estos experimentos, han sido los ensayos destinados a establecer cambios en la

distribucion apical/basolateral de DMT1 y HFE los que han reportado los resultados mas interesantes.

En dichos ensayos se ha observado que al sobre-expresar HFE hay un aumento en la destinacion apical
de esta proteina que en condiciones controles es mas bien basolateral, en cambio, al sobre-expresar
HFE-H63D no hubo tal cambio, pese a que la cantidad de sobre-expresion era similar en ambos casos.
En el caso de DMT1, éste aumentd su presencia en la zona basolateral al sobre-expresar HFE y HFE-
H63D, en cambio TfR1 no sufre ningun tipo de modificacion y permanece siempre casi 100% en el lado

basolateral (ver Fig3.).




Dominio
Helical
de TfR1

Fig2. Representacion esquem:atica de
la interaccion HFE/TfR1.

Se observa el calce entre las hélices al y
a2 de HFE y TfRI1. Se destacan los
aminoacidos mas relevantes de HFE para
la interaccion, como son W103 y V100.
Ademas se puede observar el residuo
63(His) que si bien no esta directamente
en la zona de interaccion esta en una
posicion tal que aun podria tener un
efecto electroestatico sobre esta. Para
efectos de simplificacion de la figura se
elimino toda estructura de tfR1 que no
corresponda al  dominio  helical
participante en la interaccion con HFE,
del cual solo se aprecia el siiper dominio

Super- al-2.
dominio
al-2 de
HFE

Antibody Basolateral Apical
C HFE H63D | C HFE H63D
TIR LN
— S——
DMTI1 o= —ew -
HFE
B2-M | " eapeEES - o

Fig. 3. Distribucién Apical/Basolateral de HFE, DMTI,
TfR1 y b2m en células Caco2 controles ( C) y células
Caco2 que sobre-expresan HFE-wt (HFE) o HFE-
H63D (H63D).(Resultados de Arredondo et al 2004)

Se observa claramente como al aumentar la sobre-
expresion de HFE-wt hay un aumento en su presencia
Apical respecto del control, sin embargo, este aumento en
la destinacién apical no se observa en las células que
sobre-expresan HFE-H63D, a pesar que el nivel de sobre-
expresion es similar. Los resultados se ven apoyados
ademas por el hecho de que los cambios de distribucion
observados para HFE (wt y H63D) se observan también
para la b2m, la cual solo mantiene su expresion endégena.
Junto con eso se observa que TfR1, una proteina
basolateral aparece s6lo en el lado basolateral,
funcionando a manera de control.




Entonces, ;Qué sucede con HFE que al ser sobre-expresado aparece en mayor cantidad en el lado apical
respecto de los controles? ;Qué sucede en el caso de HFE-H63D, que pese a estar sobre-expresado no
aumenta su presencia en el lado apical? ;jSerd acaso que HFE trafica hacia la zona apical como parte
normal de su funcién y en el caso de la mutacién H63D este es retenido en ¢l endosoma o reciclado

hacia la membrana basolateral?

Con todo esto en mente decidimos elegir la interaccion HFE/TfR1 como posible candidata para regular
el destino post-endosomal de HFE, puesto que como s¢ menciond, dicha interaccion es el tnico
mecanismo conocido por el cual HFE es capaz de ser endocitado (pues HFE no posee secuencia propia
de endocitosis) y ademés porque evidencia reciente indjcaria que la dependencia de la interaccion
HFE/TR al pH no es absoluta ya que al unir a HFE una region de destinacion a lisosoma (LAMP)
pudieron observarse complejos de HFE/TfR1 en dichos compartimentos (Davies, et al. 2003). En
Particular lo que nos interesa en este trabajo es observar si la mutacion H63D de HFE tiene algin efecto
en la interaccion HFE/T{R1 que pudiera dar cuenta de las diferencias en la destinacion apical de HFE y

H63D al ser sobre-expresado.

Asi, esta tesis se desarrollé bajo la premisa de describir el efecto de la mutacién H63D en la interaccién
HFE/TfR1 mediante tres métodos bioinforméticos (In-Silico) utilizados con el fin de calcular la energia
libre de unién entre ambas proteinas en busca de pruebas que permitieran explicar los cambios en Ia
distribucién apical/basolateral de HFE debido a la mutacion H63D. Los tres métodos utilizados
consideran principalmente las contribuciones electrostaticas de la interaccién y los demds tipos de
contribuciones a la energia libre de interaccién, como por ejemplo contribuciones hidrofobicas y

entropias conformacionales no son calculados explicitamente o bien no son considerados. Sin embargo
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debido al carécter ionizable de los amino4cidos involucrados en la mutacion en estudio (His — Asp) es
probable que el efecto de esta sobre la interaccion HFE/TfR1 sea mayoritariamente de caricter
electroestitico, de manera que podria ser satisfactoriamente calculable o medible con los métodos

utilizados.

Los resultados obtenidos a partir de los métodos de calculo utilizados indican que la mutacién H63D de
HFE aumenta la estabilidad de la interaccion HFE/TfR1, es decir, dicha mutacién podria aumentar la
afinidad de HFE por TfR1 en los endosomas (puesto que el aumento en la estabilidad es més notorio a
pH 6,0 que corresponde al pH endosomal) haciendo menos disponible a HFE para ser transportado a
otra regién de la célula y/o cumplir su funcién. De este modo, nuestros resultados de modelamiento
molecular nos entregan una explicacion satisfactoria al hecho de que exista una disminucién de la
presencia de HFE en la region apical de células Caco2 al ser sobre-expresado HFE-H63D, comparado

con la cantidad de HFE apical en células Caco2 al ser sobre-expresado HFE-Wh.




1.1 Hipétesis de Trabajo

La mutacién His63Asp de HFE (HFE-H63D) modifica la interaccion de HFE con el receptor 1 de
transferrina (TfR1) en compartimentos endosomales, disminuyendo la disponibilidad de HFE

para traficar a Ia membrana apical.
I

|
|
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1.2 Objetivo General

Describir mediante técnicas bioinformaticas el efecto que la mutacién H63D de HFE tiene sobre la
interaccién HFE-TfR1 de manera de obtener un modelo capaz de explicar los cambios en la
distribucién apical/basolateral de HFE-H63D, respecto de HFE-wt, reportados anteriormente por

nuestro laboratorio.

1.3 Objetivos Especificos

e Descripcién cualitativa de los cambios de la superficie electrostdtica de HFE y TiR1, ya sea por
el cambio de pH de 7,5 a 6,0 y/o por la introduccién de la mutacién H63D de HIE utilizando el
programa DELPHI con el fin de obtener mapas de Ia distribucién de cargas en las diferentes
condiciones.

e Célculo de la energia libre de Gibbs de uni6n entre HFE y TfR tanto para HFE-W1 como para
HFE-H63D a pH 7,5 v 6,0 utilizando tres aproximaciones computacionales, de manera de
observar la existencia de cambios en la estabilidad de la interaccién debido al cambio de pH y/o
a Ia mutaciéon H63D de HFE. El uso de mas de un método de célculo permitird darle robustez a
los resultados que se obtengan si estos siguen una misma tendencia. El cambio de pH nos
permitira verificar si nuestros sistemas de célculo son capaces de predecir correctamente el
efecto del pH sobre la interaccion, los cuales han sido descritos in-Vitro por Lebrén et al., 1998-

1999 y Roy & Enns, 1999.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. DESCRIPCION GENERAL DEL HARDWARE

" Para el desarrollo de los célculos y simulaciones realizadas en esta tesis se utilizaron dos plataformas

computacionales:

1.) Silicon Graphics OCTANE R10000. Sisterna Operativo IRIX 6.4

2.) PC Cluster 8 CPU Intel Pentium ITI. Sistema Operativo MANDRAKE-Linux

2.2 DESCRIPCION GENERAL DEL SOFTWARE UTILIZADO

Nombre

Desarrollado por

INSIGHT 1L
(Mo6dulos: Biopolymer,
DELPHI, Discover)

Accelrys Inc.
San Diego, California. EE.UU.

MOLARIS
(Médulos: Bind PDLD/S,
Simplified electrostatics)

Dr. Arieh Warshel y Dr. Z.T. Chu.
Chemistry Department,
USC. Los Angeles, California. EE.UU.
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2.3. DESCRIPCION DE LOS METODOS DE CALCULO

El posible efecto de la mutacién H63D en HFE sobre la interaccion HFE/TfR1 fue examinado utilizando
una funcién semi-empirica de energfa libre. Al utilizar esta aproximacio6n para examinar las diferencias
en energfa libre de unién causadas por una mutacién puntual (H63D), contribuciones como la entropia
de asociacidn y otras contribuciones que no sufren mayores cambios con la mutacién y por lo tanto se
mantienen iguales para el modelo wt y el mutante, se cancelan mutuamente, de manera que los cambios
en Ia energia libre de union pueden atribuirse principalmente a contribuciones electroestaticas, no-
polares (hidrofobicas y de van der Waals) y entropia de las cadenas laterales, causadas, por el cambio de
un aminoécido:
AAGpig ® AAG™ + AAG™ + AAG™ (1)

donde la doble diferencia (AA) corresponde al efecto de la mutacion sobre el cambio de energia libre de

.y T lec, o "
unién (AGind). Los superindices “* ™ Y™ corresponden a las componentes electroestética, no-polar

(hidrofdbica y de van der Waals) y entropia de las cadenas laterales respectivamente.

Si bien, considerar los efectos de los cambios estructurales debido a la unién de dos proteinas, es un
tema generalizado en todo calculo de cambio de energia libre de union (AGpid), en este trabajo los
asumiremos como pequefios basandonos en los siguientes hechos: i) Se encuentran disponibles las
estructuras 3D (cristalograficas) de HFE-Wt y TfR1 asf como Ia del complejo HFE-W#/TfR1 y se ha
reportado que no hay mayores cambios en las estructuras (interfase entre las proteinas) al comparar el
complejo con sus componentes por separado. ii) Se ha reportado que los cambios estructurales en HFE a
causa de la mutacién H63D son pequefios y no afectarian su funcionalidad (como el caso de la mutacidon

C282Y) (Lebrén et al., 1998-1999; Roy & Enns, 1999). iii) Los cambios estructurales a causa de la
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formacion del complejo pueden considerarse similares para el Wt y el mutante H63D y por lo tanto se

cancelarian mutuamente.

En cuanto a las contribuciones no-polares a la energia libre de union, dos de los tres métodos utilizados
(FPDB y Simpliﬁ?d_Electrostatics) no las consideran, mientras que el método PDLD/S sélo las
considera de formal implicita en los calculos. Sin embargo puesto que la mutacién H63D implica a dos
aminoacidos ionizables de carga opuesta y que las contribuciones electroestdticas son consideradas
actualmente como la contribucién mas relevante a los procesos de interaccién proteina-proteina
(Sheinerman, Norel & Honig, 2000}, cualquier efecto que la mutacién H63D tuviese sobre la energia
libre de unién entre HFE y TfR1 ser considerado como un efecto mayoritariamente electroestatico, por
lo tanto asumiremos en este trabajo que:

AAGhping ® AAG™ + AAG™ (2)
donde el hecho de que el término AAG™ aparezca de menor tamafio indica su menor relevancia en los
calculos. En consecﬁencia examinaremos los efectos de la mutacién H63D sobre la interaccion
HFE/TR1 utilizando tres métodos bioinformaticos basados en el cdlculo de energias electroestéticas y

sus contribuciones Ft la interaccién entre moléculas.

|
i

Debido a que HFE I’y TiR1 interactian en dos regiones distintas de la célula intestinal, las cuales poseen
b

distinto pH (7,5 en el espacio extracelular y 6,0 en los endosomas) fue importante considerar esta

variacién en nuestros calculos.

i
R
!

Se ha descrito, in-Vitro, la disociacion del complejo HFE/TfR1 a pH 6,0 (Lebrén et al., 1998-1999;
Roy & Enns, 1999).

Por lo tanto con lostres métodos de célculo seleccionados buscamos obtener resultados para:
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AGR=AG™-AGET™ @)
H H,6.0 H,7.5
AAGE =AG ;i —AG; “@
donde AAGZ™ corresponde al cambio en la energia libre de unién debido a la mutacién puntual

introducida (H63D) y AAGP  corresponde al cambio en la energia libre de unién debido al cambio de

pH (7,5 — 6,0). Al aplicar el cambio de pH a tanto a complejos con HFE-Wt como a los que contenian
la mutacién H63D, se determiné si el pH incide en la magnitud del efecto putativo de la mutacién de
HFE en la interaccion HFE/TfR1. Ademias, si la prediccion del efecto del pH sobre la interaccion HFE-
wt/TfR1 se correspondfa con los datos experimentales disponibles (Lebron et al., 1998-1999), servirfa

como control de las cualidades de nuestros modelos.

2.3.1 Estructuras tridimensionales de HFE y TfR1: Obtencién, refinamiento, mutacion.

Las estructuras 3D de HFE-Wt, TfR1 y el complejo HFE-Wt/TfR1 obtenidas a partir de cristalografia de
rayos X fueron adquiridas de la base de datos Brookhaven Protein Data Bank (PDB ID: 1A6Z, 1CX8 y
respectivamente). Los residuos y/o cadenas laterales faltantes o erréneamente asignados fueron
reemplazados por los correctos (segin secuencia de aminoécidos) utilizando las librerias FRAGMENT

y RESIDUES del modulo BIOPOLYMER del programa INSIGHT II (Ver cuadro de Software).

La mutacion H63D de HFE fue realizada por reemplazo directo del residuo His por un Asp utilizando el
modulo BIOPOLYMER de INSIGHT II tanto pata HFE solo como para HFE en el complejo con TiR1.

El campo de fuerza utilizado para las proteinas fue CVFF y fue revisado con PROCHECK para

corregir los dngulos @ y w de algunos residuos. Luego todas las proteinas fueron sometidas a




minimizacion (Steepest descent y Conjugate Gradients con 1000 iteraciones para cada une) para

relajar las tensiones causadas por el cristal.

2.3.2 Procedimiento utilizado para simular el cambio de pH que sufre la interaccién HFE/T{R1 al

pasar del medio extracelular a los endosomas.

Como se describi6 anteriormente, la interaccién HFE/TfR1 es dependiente del pH, siendo muy fuerte al
pH extracelular, 7,5 y muy débil al pH endosomal 6,0. (Lebron et al., Roy & Enns, 1999) Puesto que
esta puede ser una caracteristica clave de esta interaccién, se requirié de un método para poder realizar
todos los calculos a ambos pH's. Para esto se modificé el estado de ionizacién de los residuos de
Histidina (cadena lateral) pues su pKa es cercano a 6,0 y se sabe que es un candidato a sufrir un cambio
en su estado de ionizacién a causa de un cambio del pH. Entonces para todos nuestros calculos se
defini6 el pH 6,0 como un estado en el que todos los residuos de His tienen carga formal +1,0 y se
definié como pH 7,5 el estado en que Ios residuos de His tenfan carga formal 0. Todos los demds

residuos se mantuvieron con la carga que presentan a pH 7,0.

2.3.3 Métodos utilizades para calenlar Ia energia libre de unién entre HFE (Wt y H63D) y TiR1.

a.) Métode electroestitico simplificado. (Simplified Electrostatics Methed /S.E.M)

Este método es un modulo del sofiware MOLARIS (Para mas detalles ver cuadro de Sofiware} y su

funcién es calcular la contribucion electroestatica de cada aminodcido presente en la zona de interfase

entre dos proteinas. Los aminodcidos que se consideraran como parte de la zona de interaccién entre las

proteinas son designados arbitrariamente segiin observacién de la estructura. Con ellos se generan dos
!

grupos denominados a y b. El grupo & contiene los aminoacidos designados como “aminodcidos de la
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interfase pertenecientes a la proteina a” el grupo b, contiene los “aminoécidos de la proteina b que sean
considerados como participantes en la interaccion con a”. Luego, el programa calcula la interaccion
electroestatica entre pares de residuos, es decir cada residuo del grupo a con todos los residuos del grupo

b y viceversa, mediante la ecuacion:
AG;.I;: EAG(qw =0—>qw=qu)qm'=§bj—AG(qai=0—)qai=qai)qu=0=qafq-bjWanj , (9
donde gy gsjcorresponde a la carga de los residuos a; y b; respectivamente.

Expresando Wi como:

332

W aibj=m= —————
Vaibj€aibj (6)

, donde rj es la distancia entre los residuosiy jen A (siendo i del grupo ay j del grupo b), 332 es un
valor utilizado para obtener resultados en keal/mol y ;5 1a constante dieléctrica definida por Ia funcién de
distancia:

gi=8er=1+&"(1—€Xp pry) (7)
en la cual €= 60 y p = 0,16. De una manera mas general, se puede designar un valor fijo para Ia
constante dieléctrica a utilizar, segin el cardcter de la interaccion. Si la interaccion es carga-carga se
utiliza g;= 40 y si la interacciéon es carga-dipolo o dipolo-dipolo, se utiliza £; = 4 para compensar los

efectos de polarizacion y reorganizacidn que no se consideran explicitamente.

Luego, el componente electroestatico de la energia libre de unidén entre los grupos a y b puede
aproximarse a la energia libre de unién entre las dos proteinas cuya zona de interfase qued6 definida por

dichos grupos, quedando expresada como:

a b
AGy¥AGre ety qay gy
=l =l
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Para més detalles sobre este método y su desarrollo matematico ver Lee, Chu & Warshel 1982; Muegge,

Shweins & Warshel 1998.

Para la interaccion HFE (wt 6 H63D)/TfR1 los grupos a y b fueron definidos de la siguiente manera: El
grupo a contiene los residuos 60 — 110 de HFE, que corresponden mayormente a los residuos de las a-
hélices a1 y a2 ademas del loop entre ellas. EI grupo b contiene a los residuos 496 — 593 de TfR1
correspondientes a las a-hélices 1 y 2 de su dominio helical, las cuales forman la interaccion con HFE.

Los valores de AAG!", ya sea por efecto del pH o de la mutacion H63D de HFE, se obtuvieron
mediante la siguiente ecuacion: AA ;::;=AG;1.§3 D'AG;}:;:d 9)

AA GII;:‘:d =AGt?ir?d _AG;{:d (10)

Sin;plified Electrostatics Method (S.E.M)

onii— TfR1
HFE
*
Grupo_a Grupo_b

Fig. 4. Representacion esquematica del método de calculo “Simplified Electrostatics” del
programa MOLARIS. En este método, se generan arbitrariamente dos grupos @ y b, los que estaran
compuestos por la porciones de HFE (a) o TfR1 (b) que participen en la interaccién HFE/TfR1. Luego el método
calcula las interacciones electroestaticas de cada residuo del grupo @ con todos los residuos del grupo b mediante
la ecuacién &, obteniendo una sumatoria de las interacciones de todos los componentes del grupo, esta sumatoria
puede ser considerada como la componente electroestética de la energia libre de union entre los grupos ay by
por lo tanto entre HFE y TfR1. (La estrella simboliza el i-ésimo residuo de HFE)
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b.) Método “Resolucion lineal de la ecuacion de Poisson-Boltzmann mediante el método de

diferenciacién finita” (Finnite Difference Poisson-Boltzmann /FDPB)

Este método de célculo, implementado en el modulo DELPHI del paquete de programas INSIGHT II,
permite calcular la distribucion del potencial electroestdtico en una proteina. Consiste en un método para
resolver de forma lineal la ecuacion de Poisson-Boltzmann que considera a la proteina y al solvente
como dos continuos dieléctricos con una frontera discreta entre ellos, donde el solvente corresponde a
todo el espacio de una caja periddica (grid), definida arbitrariamente, que no es ocupado por la proteina.
Para la aplicacién de este método se requiere el uso del método diferenciaciéon finita, dada la

uniformidad y rugosidad de la frontera PROTEINA-SOLVENTE,

Este método calcula la energia libre electroestatica total de las moléculas y esta tiene la signiente forma:
I
AGYE=> g (11)
i

donde ¢; representa la carga de cada atomo y ¢ es el potencial total en esa carga debido a todas las otras
cargas vy al apantallamiento por solvente. Entonces el cambio en la energia libre electroestdtica a causa
de la unién entre HFE y TfR1 (paso desde HFE y TfR1 libres a la formacion del complejo) se representa

como:

AGY” "—%ZCPA ¢ 12

donde Ag;corresponde al cambio en el potencial electroestatico a causa de la unién entre HFE y TiR1.
Para calcular los cambios en energia libre electroestética por efecto de una mutacién puntual, la

contribucion de dicho residuo a la energia libre de unidn puede calcularse de la siguiente forma:

AG™ =1 g A+ A" (13)

21




i
i!
!
donde la suma es sobre todas las cargas atdmicas gi del residuo en cuestién. Ag™ es el cambio en el

potencial electroestatico en la i-ésima carga del residuo mismo (potencial de reaccion o solvatacion) al

|

producirse la formacién del complejo. Ag™ es el cambio en el potencial en la i-ésima carga debido a

todas las otras cargas de ambas proteinas al momento de acomplejarse.

Cabe destacar, que el': primer y segundo término de la ecuacion (13), corresponden a las contribuciones
b

de solvatacién e interacciones carga-carga del residuo 7 a la energfa electroestatica respectivamente. Los

cambios o reorganizaciones que podrian ocurrir en otros residuos no-mutados no se calculan

explicitamente, si no que el uso de una constante dieléctrica 4 para las proteinas permite la inclusién

implicita de la reorganizacién de los dipolos y la polarizabilidad electrénica.

La contribucién a la energia libre de unién se obtiene realizando calculos con el método FDPB a las
proteinas en el estado disociado y en el complejo, obtenicndo luego la diferencia entre ambas, es decir:
AG™™® = (Complejo _| (HFE + TfR1)). Luego, para obtener ¢l efecto de la mutacién H63D de HFE, o del
cambio de pH sobre la energia libre electroestatica (de unién), AAG®, se realiza la diferencia en AG™*

entre el estado silvestre y el mutante, o entre el estado pH 6,0 y 7,5:

i?
I
!

!

AAGmAAG™ =AGE,—AGyT  (14)
AAGL mAAGT™=AGr-AGET  (15)

En este trabajo se utilizé este método para dos objetivos:
i) Generacién de un mapa de potencial electroestdtico tanto de HFE (wt y H63D) como de TiR1 de

manera de observar la existencia de complementariedad de cargas entre HFE y TfR1 y si el cambio de pH
(7,5 - 6,0 y/o la mutacién H63D producian una efecto sobre la distribucién del potencial electroestatico

en HFE. Los resultados a obtener de estos mapas son meramente cualitativos.

;
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ii) Calculo de los cambios en la componente electroestatica de la energia libre de union entre HFE y TfR1

ya sea por causa de la mutacion (H63D) o por el cambio de pH (7,5 — 6.0).

Los parametros utilizados para llevar a cabo estos experimentos comprenden: 1) el tamafio de la caja
periodica, 2) la constante dieléctrica del medio y la proteina, 3) el nivel de convergencia del calculo, 3)
el tipo de frontera proteina-solvente y fueron configurados de la siguiente manera para todos los
calculos:

- Tamafio de la caja periodica (Grid dimensions): 161 en cada direccion con una escala de 2grids/ﬁ aprox.
- Condiciones de borde o frontera (Boundari conditions): Borde completamente Coulémbico (aprox. de
Debye-Huckel).

-Valor final de convergencia: 1x10™* kT/e como valor final de error residual en el potencial.

*(Para mas detalles sobre el desarrollo e implementacion de este método de calculo ver: Sharp,

K.A.1998 y www.accelrys.com)

¢.) “Protein Dipoles Langevin Dipoles Semi-Macroscopic Method” o PDLD/S.

Este método, parte del programa MOLARIS, es una mezcla de caracteristicas de modelos microscopicos
y macroscopicos, que permite gozar de la mayor precision de los métodos microscopicos, con la rapidez
y facilidad de los métodos macroscépicos, al calcular energias electroestaticas. La caracteristica mas
importante de este método es la representacién explicita del solvente, no como un continuo dieléctrico,
sino como un conjunto de dipolos puntuales llamados dipolos de Langevin (dado que siguen las leyes de
polarizacién de Langevin). Estos dipolos, que estan fijos en una grilla cubica, son capaces de representar
la polarizacién promedio del agua en cualquier punto del sistema ocupado por ellos. Junto con esto, el
programa considera explicitamente todos las cargas y dipolos permanentes de la(s) proteina(s), asi como

también todas las interacciones carga-carga, carga-dipolo y dipolo-dipolo, entre una proteina y el
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solvente y/o una proteina y un ligando (u otra proteina). Sin embargo, hay ciertas interacciones, como
por ejemplo el caso de los dipolos inducidos, que son consideradas implicitamente mediante el valor

designado para la constante dieléctrica de la(s) proteina(s) presentes en el sistema.

De la misma manera que los métodos mencionados anteriormente, este método permite calcular la
contribucién electroestatica a la energia libre de unién y ciertas contribuciones no-polares (hidrofobicas
y vdw) a la interaccién enfre una proteina y un ligando o entre dos proteinas. Sin embargo, las

contribuciones no-polares no son descritas explicitamente.

Para lograr sus objetivos, el sistema es sometido a un ciclo termodinimico (Fig.5) que considera a una
de las protefnas como receptor y a la otra, o parte de la otra, como ligando. Dentro de este ciclo, los
pasos mas relevante incluyen calculos para ambas proieinas separadas en agua y Iuego juntas en agua,
ademds se considera el efecto sobre Ia unién cuando el “ligando™ no esta cargado (medicion de efectos
no-polares en la interaccién) y también se consideran las energias libres de solvatacion al Hevar en cada
caso la constante dieléctrica del medio desde €, =80 hasta &, {0 &, que es ¢l valor designado para la cte.
en la proteina, para discusién ver review de Schutz y Warshel, 2001). Como puede observarse en la
figura N°5, el ciclo se divide en dos partes: El ciclo interior (2, d, e, h), el cual describe de forma

microscopica, la contribucién electroestatica (AG,‘,’}:;,) a la energia libre de unién absoluta de un

ligando a una proteina, donde la conformaciones, tanto de la proteina como del ligando se mantienen sin
cambio, pero el solvente puede suftir relajaciones en cada paso del ciclo.

Los ciclos exteriores (a, b, d, h) y (h, e, f, g) se utilizan para obtener las estimaciones semi-
macroscopicas de las energias electroestdticas relevantes. Esto es llevado a cabo mediante el ciclo
PDLD/S de tres pasos, donde la constante dieléctrica del solvente pasa de & a &, luego las cargas del

Iigando son cambiadas (segiin el caso pasan de 0 a q o viceversa) y finalmente la constante dieléctrica
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del solvente vuelvé a ser &,. De acuerdo a lo anterior, la energa libre total de unién puede expresarse

|
1

como: !

(AGbind)s'—m=(AGI?iI§§)s’_>s+(Awad+AG ~TAS")

vdw

, 16
(DG ), ~(8GY )G, o)y HAG,, 4G, ~TAS), 1O

s

e Vi 55
donde f representa ”al ligando en su estado cargado (nativo) y I se refiere al ligando cuando todas sus
cargas son llevadas a 0. (), indica que la forma correspondiente es evaluada en una tinica configuracién

( s para el complejo y s” cuando ligando (/) y proteina (P} se encuentran en el estado disociado). El

términe AGY, ;corresponde a Ia energia de solvatacién del ligando en agua (sin las contribuciones

hidrofobicas y de van der Waals). AGY,., es el cambio en la contribucién electroestética a la energia de

[f
it

solvatacion del complejo (P+) al cargar el ligando (I' — I) y AG%™. es la contribucion electroestética a

elecd”

la energia libre de unién del ligando no cargado I". AG,,y AG,,, corresponden a las contribuciones

hidrofébicas y de van der Waals a la energia de unién respectivamente, y —TAS’ representa la

contribucidn entropica asociada con la unién del ligando no cargado.

De acuerdo a lo anterior, la ecuacién 16 es evaluada utilizando el modelo PDLD/S, lo cual significa
reemplazar los términos microscopicos AGee., Por sus contrapartes semi-macroscopicas. Para este fin,
se utilizan los ciclos exteriores ((he,f,g) ¥ (a,b,¢c,d)) (ver Fig.5) donde la constante dieléctrica del medio
es llevada desde &, a un valor que corresponde a la constante dieléctrica asumida para la protefna gp.

Las contribuciones PDLD/S en los diferentes pasos del ciclo se encuentran en la Fig. 5.

Si bien, todo lo descrito hasta ahora sobre este método estd disefiado en base a célculos de unién
proteina-ligando, en nuestro caso decidimos seguir este camino y tomar una porcién de una de las

I
proteinas para hacerla semejante a un ligando. Ademds, debido a que intentar obtener estructuras
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promedio (que representen la reorganizacién de la(s) protefnas al separarse el complejo) mediante
dindmica molecular (MD) genera muchos resultados probables, pero no necesariamente precisos,
decidimos utilizar el método PDLIY/S en el cual la reorganizacion de la(s) proteinas es ignorada, es
decir, se considera solo la estructura original del complejo y la parte superior del ciclo de la Fig. 5, sin
considerar la relajacion de las proteinas. Entonces la contribucion electroestitica a la energia libre de

unién queda expresada como:

n

ec L P FA P 1 1 AVPL
AG =<(AG£;” —AG L -AGX —)+ — )> Qa7
€n E. (PLt+PP)

donde AGE¥ AGP: , AGE; corresponden a las contribucién electroestatica a la energia libre de

sol ? sol

solvatacién del complejo protefna-ligando, el ligando solo y la proteina sola respectivamente, 1 )
£

in L

es un término utilizado para escalar desde el sistema microscopico al sistema semi-microscopico y AV,

corresponde a las interacciones electroestéticas del ligando en el vacio. Con este método entonces, si
bien estamos considerando proteinas y solvente como continuos con constantes dieléctricas continuas, la
representacion explicita de todos los atomos, cargas y dipolos, junto con la representacién explicita del
solvente (dipolos de Langevin), permite utilizar dichos parmetros microscopicos, con una base fisica
concreta, y realizar tratamientos semi-macroscopicos que entreguen resuitados precisos sin ser
computacionalmente muy costosos. Para mas discusi6n y detalles acerca de este método referirse a: Lee,

Chu & Warshel 1982 ; Muegge, Shweins & Warshel 1998; Schutz & Warshel 2001).

Para llevar a cabo el ciclo termodindmico y los calculos anteriormente descritos, el programa
MOLARIS divide el sistema en 4 regiones. La Regidn I contiene los residuos cargados que seran
considerados como proteina ligando (residuos de interés). La Region II, contiene los 4dtomos de la otra

proteina, que queden incluidos dentro de una esfera de 19 A de radio desde el centro de Ia Region I. La
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Regién III es la grilla de Langevin convertida en esfera. Esta esfera estd compuesta por dipolos de
Langevin que representan el solvente. La Regidn IVa contiene el resto de la proteina que no quedo
dentro de la Region Il y la Regién IVh es tratada como un continuo dicléctrico. Las interacciones y
contribuciones electroestéticas de las Regiones I, I y IIl son tratadas explicitamente, mientras que
aquellas en la Regidn IV(a y b) se consideran como regiones de solvente sobrante y son tratadas como un
continuo macroscépico. En nuestro caso el sistema utilizado, para todos nuestros calculos con el
programa MOLARIS (PDLD/S) quedo configurado de la signiente manera y son representados
esquematicamente en Fig6:

- Region I: Definida como un trozo de 12 residuos de aminoacido de la hélice n°1 del dominio
helical de TfR1, compuesta por los residuos desde L618 hasta A630 (LLSPVRDLNQYRA). En
esta seccién se encuentran los residuos mas relevantes de TiR1 para su interaccién con HFE
(Lebrén et al., 1998-1999).

- Regién II: Incluye todos los dtomos de HFE que quedan dentro de una esfera de 19 A de radio,
cuyo centro corresponde al centro de la Region 1. Entre los residuos que se incluyen en nuestra
Regicén I esta la totalidad de las hélices a al y a2 y el loop entre ellas, los cuales conforman la
zona de interaccién de HFE (incluidos residuos cruciales para su interaccion con TfR1 como
V78 y W81 (Lebrén et al., 1998-1999) y ademas se encuentra el residuo 63 que contendra la
mutacién cuyo efecto sobre la interaccion HFE/T{R1 deseamos analizar.

- Regién III: Como se dijo més arriba esta compuesta por dipolos de Langevin que representan el
solvente de manera explicita.

- Regién IV: Compuesta por el resto de los dtomos de HFE que no caben dentro de la Region Il y
por sectores del solvente que son tratados como un continuo no-explicito.
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Fig. 5. Ciclos termodindmicos utilizados en
estudios de unién de un ligando (I) a una
proteina (p) mediante el método PDLD/S
de MOLARIS.

Estos ciclos solo  consideran las
contribuciones electroestiticas a la energia
libre de union. Esto se logra al cambiar las
cargas del ligando de su valor real (cuadrado
negro) a cero (cuadrado achurado). El ciclo
interno (a.b,d,h) describe el proceso de union
a nivel macroscopico. Los ciclos exteriores
(a, d, c, b) y (h, e, f, g) se utilizan para
obtener las estimaciones semi-macroscopicas
de las energias electroestiticas relevantes.
Esto se lleva a cabo utilizando el ciclo de tres
pasos del sistema PDLD/S, en los cuales, la
constante  dieléctrica del solvente es
cambiada de €, a g;, (donde €in es la constate
dieléctrica utilizada para las macromoléculas)
y luego vuelve a pasar de €;, a €.

on I
egion II
R=19 A

Fig6. Representacion esquematica de las regiones utilizadas para nuestros cilculos con el método PDLD/S del
programa MOLARIS.

Se describen aqui la estructura de las regiones I y Il generadas. En rojo, se observa la Regidn I compuesta por un trozo
de la hélice 1 del dominio helical de TfR1. La Regidn II esta compuesta por todos los atomos que quedan dentro del
circulo (esfera) amarillo, el cual tiene un radio de 19 A desde el centro de la Regidn I y esta compuesto, como se
observa, de las hélices ol y a2 de HFE y el loop que las conecta, incluyendo el residuo 63.




3. RESULTADOS

Se exponen en esta seccién los resultados obtenidos utilizando los tres métodos bioinformaticos
descritos anteriormente (seccién 2.3) con los que se modelé mediante aproximaciones similares, el
efecto de la mutacion H63D de HFE sobre la interaccién HFE/TfR1. Ademas, puesto que el cardcter
dependiente del pH de dicha interaccién es conocido y ha sido establecido experimentalmente (Lebron
et al, 1998-1999; Roy & Enns, 1999), todos los célculos fueron realizados a pH 7,5 y 6,0 (utilizando el
método descrito en la seccién 2.3) de manera de corroborar si nuestros sistemas de calculo podian
reproducir el efecto del pH observado para la interaccién HFE/TfR1 y si éste tenia algin efecto

diferente sobre dicha interaccién al encontrarse presente la mutacion H63D de HFE.

!I
3.1 Mapa de potencial electroestitico de HFE(wty H63D) y TfRI apH 6.0y 7.5.

Los mapas de potencial electroestético, obtenidos mediante el programa DELPHI (FDPB) permiten
observar de mangra cualitativa los cambios en la distribucién de potencial electroestatico en las
proteinas que puedan ocutrir a causa de mutacién, cambios de pH por ejemplo.
iu

En primer lugar seI: obtuvieron mapas de potencial electroestatico para HFE-wt y TfR1, por separado, a
pH 7.5 v puede observarse complementariedad electroestatica entre las zonas de interaccion de ambas
proteinas, siendo llIa zona de interaccién de TfR1 electroestiticamente positiva (azul) y la zona de
interfase de HFE-Wt mis bien electroestaticamente negativa (rojo) a neutra (blanco). Al variar el pH de

7,5 a 6,0 (cambio en el estado de ionizacién de los residuos de His) se observd en HFE-wt una

neutralizacién (paso de rojo a blanco) de las zonas de potencial electroestitico negativo ubicadas en, y
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cerca de, la zona de interaccion, mientras .que la interfase de TfR1 se hizo aun mas positiva, lo que
podria ser un indicador de la disociacién del complejo HFE/TfR1 a pH 6,0 se debe en parte a una

disminuci6n en la complementariedad electroestética a causa de la acidificacién del medio.

Se realizaron luego los mismos mapas, pero esta vez para HFE-H63D a pH 7,5 y se observé un
incremento del potencial electroestatico negativo en las Zonas cercanas al residuo 63 y en la zona de
interaccion. Al cambiar el pH a 6,0; no se observé la neutralizacién de las zonas de potencial
electroestitico negativo observada en HFE-Wt. Todo esto sugiere que la mutacién H63D de HFE
produce un cambio en la distribucién de potencial electroestatico en 1a superficie de interaccién de HFE.
Esto podria traducirse en un incremento en Ia complementariedad de potencial electroestatico entre HFE

y TfR1 a ambos pHs lo que resultaria, a su vez, en un aumento de la afinidad entre ambas proteinas.

(Fig7)

3.2 Simplified Electrostatics Method.

Con este método simplificado se realizé una primera aproximacion al calculo de las energias libres de
unién con el fin de establecer de forma cuantitativa el efecto de la mutacion H63D de HFE observado de
manera cualitativa en la seccién anterior. Como este método es puramente Couldmbico, sélo entregaria
los cambios en la componente electroestética de la energia libre de unién, pero puesto que el pH y la
mutacién H63D tendrén mayoritariamente un efecto sobre esta componente. Los cambios en €sta,

podran traducirse o aproximarse a cambios en la energia libre de uni6n absoluta.

En primer lugar se calcul6 la energfa electroesttica libre de unién entre HFE y TR1 apH7,5y6,0en

los cuales el valor obtenido para el pH 7,5 se consideraran como el nivel cero o estabilidad inicial. En

29




pH 7,5 pH 6,0

Fig7.1 Mapas de potencial electroestitico para HFE-wt, HFE-H63D a pH 7,5 y 6,0.

En los pancles a — d se muestran los mapas de potencial electroestitico para HFE-Wt y HFE-H63D. Se puede observar
claramente que HFE-Wt sufre un notable cambio en la distribucion de potencial en su superficie de interaccion al pasar de pH
7.5 a 6,0 (paneles a y b), cambio que tiende hacia la neutralizacion y positivisacién de dicha superficie. En el caso de HFE-
H63D (paneles ¢ y d) se observa que la presencia de la mutacién disminuye el efecto del pH sobre la distribucion de cargas en la
superficie de interaccion, manteniéndola en una configuracion similar a la observada a pH 7.5. Nétese que HFE esta siendo
observado desde arriba, es decir, la superficie que se expone en la figura corresponde mayoritariamente al saper dominio al-2.
La escala a la derecha de cada molécula representa ¢l potencial electroestatico y va de -10 (rojo) a 10 (azul) kT/e.




Figura 7.2 Mapas de potencial electroestatico para TR apH 75y 6,0.

Se muestra en los paneles € y f el comportamiento de la zona de interaccion de TfR1 con HFE (zona con
superficie solida) frente al paso de pH 7.5 (panel €) a pH 6,0 (panel f). Se observa que TfR1 pasa de ser
relativamente positivo a pH 7,5 a mas positivo aun a pH 6,0; con lo cual se puede inferir que el cambio en la
distribucion de cargas en HFE-Wt y TfR1 al pasar a pH 6,0 disminuye significativamente la
complementariedad electroestatica observada entre ambos a pH 7,5. Sin embargo, esta perdida de
complementariedad a pH 6,0 es menor cuando HFE presenta la mutacion H63D, e incluso, es aparentemente
mayor o mas notoria a pH 7,5 comparado con HFE-Wt. La escala a la derecha de cada molécula representa el
potencial electroestatico y va de -10 (rojo) a 10 (azul) kT/e.




los resultados obtenidos con este método, se observé un aumento en la energfa libre de unién a pH 6,0;

es decir, el complejo pierde estabilidad al pH endosomal con un M'Gﬁgd de 16.3 keal/mol, lo cual es

termodinamicamente significativo como para sugerir la disociacién del complejo en este pH.

Luego se realizaron los célculos de encrgia electroestatica libre de unién para el complejo HFE-

mut

H63D/TR1 a pH 7,5 y se observé un leve aumento de la estabilidad de interaccion (AAGy;,) de -1.5

kcal/mol lo que podria corroborar lo observado en los mapas de potencial electroestatico. (Ver

Fig7.1/7.2)

A continuacién se repitieron los calculos anteriores, pero esta vez a pH 6,0. El valor de AA ad

obtenido fue -3,7 kcal/mol lo gque acorde a lo observado en 3.1 (Fig7.1/7.2) podria sugerir que la
interaccién entre HFE-H63D y TfR1 se hace mds estable a ambos pH's. Sin embargo, la mutacién
parece tener un efecto mayor sobre la interacci6n al pH endosomal, esto podria traducirse en una menor

tasa de disociacién del complejo HFE-H63D/TfR1 en los endosomas.

Estos resultados, resumidos en la Tabla2 podrian entregar una explicacién al porqué no se observo un
aumento de la presencia apical de HFE-H63D al ser sobre-expresado en células Caco2 (Arredondo et al.
2004) siendo que este aumento si se observé al sobre-expresar HFE-Wt (Arredondo et al. 2003-
04)(Tabla 1 y Fig.3) puesto que, si disminuye la tasa de disociacién entre HFE-H63D y TiR1, una
mayor proporcion de HFE-H63D seguira el curso de reciclaje de TfR1 y no podria traficar a Ia zona

apical de la célula.
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Tabla 2. Resultados de los calculos de energia libre de interaccion entre HFE(Wt & H63D) y TfR1
realizados mediante el método “Simplified Electrostatics” del software MOLARIS

tAAGEL (HFE-wt) 16,3
*AAGSiI:d (HFE-H63D) 14
s AAG oy GH=75) -1,3
sAAG (pH=6,0) =37
“Todos los valores en Kcal/mol

¥ Representa el efecto de la mutacién H63D sobre la energia libre de unién entre HFEy ~ TfRL.(AG} ™ PESAGET)

" Representa el efecto de la variacion del pH desde 7.5 a 6.0 sobre la energia libre de union entre HFE (Wt & H63D)
entre HFE y TIRL(AGS™ -AGE™ 6 AGoa" P -AG 5 )

bind

3.3 Resolucién Lineal de la ecuacion de Poisson-Boltzmann mediante el método de la diferencia
finita (FDPB) (Modulo DELPHI de InsightIl)

Como se explicé en la seccion Materiales y Métodos, este programa sitia una proteina dentro de una
caja periddica, en la cual los espacios no ocupados por la molécula son simulados como un continuo

dieléctrico que representa al solvente y para el cual se utiliza la constante dieléctrica del agua (¢=80).

La proteina, es simulada como otro continuo dieléctrico con =4 y se le es asignado, ademéas del campo
de fuerza, un set de cargas para representar la distribucion de estas en la proteina (dicho “set” de cargas
esta compuesto por informacion empirica sobre las cargas de cada aminodcido). Luego mediante
iteraciones lineales de la ecuacion de Poisson-Boltzmann se obtiene la energia electroestatica total de la

proteina.
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Para obtener valores de energia libre de union entre HFE y TfR1 se realizaron los célculos de energia
electroestatica total de las dos proteinas por separado y del complejo HFE/TfR1 para luego realizar la
diferencia:

AGping = (Complejo) - ((HFE)+{T'R))

Este procedimiento, al igual que con el método anterior, se realizé para los sistemas HFE-Wt/TfR1,
HFE-H63D/TfR1 a pH 6,0 y 7.5. Como ya lo habian sugerido los mapas de potencial electroestatico
(Fig7), los que se obtienen utilizando este mismo software, se observé en los resultados obtenidos un
aumento de la estabilidad del complejo HFE/TfR1 cuando HFE llevaba la mutacion H63D, sobre todo, a

pH 6,0.

Los resultados se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados de los calculos de energia libre de unién entre HFE(Wt & H63D)
y TfR1 realizados mediante el método “Finite Difference Poisson-Boltzmann”
(FDPB) del modulo DELPHI del paquete InsightIl :

t AAGE, W 47,1
t AAG,q HB3D 35,3
sAAGq 7,5 ~0,4
s AAGL: 6,0 -12,2

*Todos los resultados en kcal/mol

S Representa el cambio en energia libre de union producido por la introduccién de la mutacion H63D en HFE
T Representa el cambio en la energia libre de union entre HFE y TfR1 al pasar de pH 7.5 a 6,0 (paso desde el
medio extracelular al medio endosomal)
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3.4 Bind PDLD/S

Como se menciono en la seccidn 2.33, este método simula la interaccion proteina-ligando, en la cual el
ligando corresponde a la porcién de la hélice 1 del dominio helical de TfR1 que contiene los
aminodcidos mas relevantes para la interaccién con HFE. Sin embargo a pesar de esta situacion, este
método tiene la ventaja de representar de manera explicita el solvente y gran parte de las interacciones
entre proteina-proteina y protefna-solvente, ademas de considerar la contribucién no polar y el efecto de

mutacién y/o cambio de pH sobre la energfa de solvatacion de la proteina y el ligando al unirse.

Con este método calculamos la energfa libre de unién (componente electroestatico + componente no-
polar de manera implicita) entre HFE y TIR1 a pH 7,5y 6,0 y célculo de la energfa libre de unién para
HFE-H63D y TfR1 a pH 7,5 y 6,0. Luego con los valores de AGuina totales realizamos las diferencias
pertinentes para obtener los valores de AAGmu (AGuesp — AGwr) ¥ AAGpn (efecto cambio pH. AGep—
AGys) correspondientes al cambio en 1a energfa libre de unién a causa de la mutacién H63D y del pH

Ii

respectivamente |

Los resultados, resumidos en la Tabla 4 entregaron un AAGE;Id de 9,8 kcal/mol para la interaccién
I

HFE-wt/TfR con Io que se infiere la correcta prediccion del efecto del pH sobre la interaccion al igual

que en los otros métodos. Para el caso de la mutacion H63D de HFE el AAG;IL fue de 5,62 kcal/mol y

AA ;",-;:; pr7,5de - 0,9 keal/mol y AAGS;;; pa 6o de -3,8 keal/mol.
!
I
[
Estos valores vuelven a sugerir que la mutacion H63D de HFE produce un efecto estabilizador del

complejo HFE/TR1, el cual es més ficilmente observable a pH 6,0. Esto puede explicarse por el
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cambio de ionizacion en las His al pasar de pH 7,5 a 6,0; pues el aumento de su carga formal de 0 a +1,0
produce la perdida parcial de la complementariedad de cargas entre ambas proteinas, por lo que el
cambio de His a Asp, el cual posee carga formal -1,0 a ambos pH's (6,0 y 7,5) sera mas notorio al pH

endosomal (6,0).

Tabla 4. Resultados de los célculos de energia libre de union entre HFE(Wt & H63D) y TfR1
realizados mediante el método “Bind, PDLD/S” del software MOLARIS?

t AAGf,’gd (H63D) 5,6
tAAGY, (W o
SAAGyy (19 S
s AAGg 60) -3,8

$Todos los resultados en kcal/mol

§ Representa el efecto de la mutaciéon H63D sobre la energia libre de union entre HFE y TfR1.( AGEERSD_AGEE™')

' Representa el efecto de la variacién del pH desde 7.5 a 6,0 sobre la energia libre de union entre HFE (Wt & H63D) y
TIR1. (AGEX-AG™ O AGES S NG E)

3.5 Resumen y comparaciéon de resultados

Como una forma de darle mas sentido a los resultados anteriormente expuestos, se presentan en esta
seccion dos formas de compararlos: En la figura 8 se presentan dos graficos que resumen los resultados
obtenidos utilizando los tres métodos bioinformaticos descritos. El grafico 8A resume los resultados
obtenidos para el efecto del paso de pH 7,5 a 6,0 sobre la interaccion HFE/TfR1 con HFE-Wt y HFE-
H63D. En este grifico, se observa como los tres métodos bioinformaticos (SEM, FDPB y PDLD/S)
predicen una pérdida de estabilidad del complejo HFE/TfR1 cuando el pH pasa de 7.5 a 6,0; situacion
que se asemeja al lo observado in-Vitro, donde la afinidad entre HFE y TfR1 disminuyo drasticamente a

pH 6,0 (Lebron et al.1998-1999).
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En la tabla 5 se puede observar ademas, que es el método PDLD/S el que entrega un resultado mas
cercano al valor obtenido in-Vifro, sin embargo los tres métodos siguen la misma tendencia por lo
menos a nivel cualitativo. Cabe destacar que en el caso del efecto del cambio de pH sobre la interaccion

HFE-H63D/T{R1, los tres métodos predicen una pérdida de estabilidad que es menor a 1a obtenida para

|
. |

el wt, sin embargo,
|

realizados afin. fl

5»
!!

En la Figura 8B se I;resenta un gréfico similar al de la figura 8A, pero en esta ocasién se comparan los

estos datos no pudieron compararse con resultados in-Vitro pues no han sido

resultados obtenidos para el efecto de la mutacién H63D de HFE sobre la interaccion HFE/TfR1 a pH
7.5y 6,0. Se observa en esta figura que los tres métodos utilizados predicen que la mutacién aumenta la
estabilidad del complejo HFE/T{R1, situacion que es mas notoria a pH 6,0.

|
Ademas en la tabla &5 se puede observar como los datos obtenidos por los métodos PDLD/S y FDPB son
similares a Jos datoé obtenidos in-Vitro para el efecto de la mutacién H63D de HFE sobre la interaccion

HFE/T{R1 (Lebron et al. 1998-1999).

A modo de resumen podemos decir que a primera vista, los resultados bioinformaticos aqui expuestos,
predicen el efecto del pH sobre la interaccion HFE/TfR1 de manera similar a lo observado in-Vitro,
déndole asi validez a los demés resultados obtenidos en este trabajo. De modo mas particular, se observa
que el efecto de la mutacién H63D de HFE también es reproducido de manera eficiente por los métodos

bioinformiticos utilizados, respecto del valor in-Vitro disponible.
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A) | Efecto del cambio de pH desde 7,52 6,0 sobre la N T Efecto de la mutacion HE3D de HFE sobre Ia N
interaccion HFE/TIR1 para HFE-Wt y HFE-HG3D. interaccion HFE/TfR apH 7,5y 6.,0.
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Fig. 8. Comparacion de los resultados obtenidos mediante tres métodos de calculo.

A) En este grafico se comparan los resultados obtenidos utilizando los tres métodos bioinformaticos descritos en este
trabajo, para el efecto sobre la interaccion HFE/TfR1, del paso de pH 7.5 a 6,0.

B) Comparacion de los resultados obtenidos, con los tres métodos bioinformaticos descritos en este trabajo, para el efecto
de la mutacién H63D de HFE sobre la interaccién HFE/TIR1 tanto a pH 7,5y pH 6,0.

Tabla 5. Comparacion entre los datos obtenidos in-Vitro por Lebron et al. y los obtenidos en el presente
trabajo utilizando tres métodos bioinformaticos para el efecto del cambio de pH de 7,5 a 6,0 y la presencia
de la mutacion H63D de HFE sobre la interaccion HFE/T{R1.

Efecto del cambio de pH 7,5 a 6,0 sobre la interaccién HFE/TfR1.

YAAG?, HFE-wt *(obs) 4,7 kcal/mol
t AAG™., HFE-wt ‘(calc— PDLD/S) 5,6 kcal/mol
t AAG?!, HFE-wt “(calc - FDPB) 47,1 kcal/mol
t AAGEY, HFE-wt “(calc SEM) 16,3 kcal/mol
Efecto de la mutacion H63D de HFE sobre la interaccién HFE/T fR1apH 75

SAAG™ pH 7,5 *(obs) - 0,7 kcal/mol
$AAGE™ pH 7,5 *(calc - PDLD/S) - 0,9 kcal/mol
SAAG™ pH 7,5 *(calc — FDPB) - 0,4 kcal/mol
SAAG™ pH 7,5 *(calc — SEM) - 1,3 kcal/mol

* AAGPL Representa el cambio en la energia libre de union entre HFE y TfR1 al cambiar el pH de 7,5 2.6,0

$ AAG;‘:; Representa el cambio en la energia libre de unién entre HFE y T{R1 cuando HFE lleva la mutacion H63D.

* (obs) Indica que los datos corresponden a observaciones in-Vitro realizadas por Lebron et al. 1998-1999.
£ (calc) Indica que los datos fueron calculados utilizando alguno de los tres métodos descritos en este trabajo.
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4. DISCUSION

En el estudio de Je homeostasis de Fe en humanos, y especialmente en los estudios concernientes a un

tipo de desregulacion de esta homeostasis, conocida como Hemocromatosis Hereditaria, el

descubrimiento de HFE y la posterior caracterizacion de su interaccién con el receptor 1 para
!

i
]

Transferrina (Tle)llmarcan un hito clave.

En primer Ingar porque HFE resulté ser la proteina que estaba mutada en més del 80% de los casos de
HH v porque su relacién con TfR1 permitié relacionarla por primera vez con el metabolismo del Fe y asi
enfocar las investigaciones hacia la elucidacién de su rol en la regulacién, tanto de la absorcién
intestinal, como de Ja homeostasis de hierro en general (Feder et al. 1996; Bennet et al., 2000; Davies &

Enns 2003).

En este contexto mucho se ha dicho acerca del rol de HFE y su interaccién con TfR1 y diversas teorias
se han generado al respecto.
]

Estas, favorecian en un inicio, la idea de que HFE cumplia su rol regulador directamente sobre TiR1, ya
fuera compitiendo con (Fe)-Tf por la unién a TfR1 o modulando el reciclaje de TiR1 entre la membrana
y los compartimentos endosomales (Feder et al, 1998;Roy & Enns, 1999; Roy & Enns, 2000).
Investigaciones recientes, sin embargo, han entregado evidencias que permitian pensar en un rol mas
poli-funcional para HFE que diferiria segin el tipo celular (epitelio intestinal, higado, macréfagos)
(Davis & Enns 2004). En este nuevo escenario, la interaccion con TfR1 no era la funcién propiamente

tal de HFE, sino que le servia como transporte desde la superficie celular hacia los compartimentos
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endosomales. Este transporte, a su vez estaria mediado por las cantidades de TiR1 presentes en la
superficie celular, que son un reflejo de las necesidades celulares (corporales) de Fe.
Entre estas evidencias se encontraba por ejemplo:

i) La observacién de HFE unido a TfR1 dentro de los endosomas {pH 6,0} por algin tiempo permitiendo su co-
localizacién en lisosomas si HFE llevaba un péptido sefial que lo destinara a dicho compartimiento (LAMP)

indicando que el pII endosomal no producia una disociacion total del complejo (Davies et al, 2003).

it) El hecho de que HFE soluble podia reproducir sélo algunas de las consecuencias de la expresion de HFE-Wt
(Zhang et al., 2003; Davies et al., 2004).

iif} La observacion en células Caco2 (células polarizadas utilizadas como modelo intestinal humano) que la sobre
expresion de HFE producia un aumento de su presencia en el lado apical de la célula, situacién que no se repetia
cuando se sobre-expresaba el mutante H63D. (Arredondo et al., 2003-2004)

iv) La observacion de que HFE tanto Wt como W81 A (mutante incapaz de unirse a TfR1) eran capaces de inhibir
la exportacién de Fe desde células similares a enterocitos intestinales (HT29) en las cuales se observa una
disminucioén en la expresion de Hefastina proteina encargada de oxidar el FFe cuando este es exportado del lado

basolateral de la célula hacia la sangre. (Zhang et al., 2003; Davies et al., 2004)

Puesto que en nuestro laboratorio estamos centrados en el rol que ejerce HFE sobre Ia absorcion
intestinal de Fe, las investigaciones se concentraron en despejar las incdgnitas sobre la funcién de HFE
en la regulacién de dicho proceso. Para lo cual se ufilizaron como modelo, células polarizadas Caco2
que reproducen las caracteristicas de un enterocito intestinal humano (sobre todo en cuanto a la

absorcion de Fe y expresion de B2m, TfR1, DMT], etc.).

Estas células fueron sometidas a sobre-expresion de HFE tanto Wt como H63D, que es una de las
mutaciones conocidas de HFE que produce HH, pero cuyo efecto sobre la funcién de HFE no es aun
claro. La sobre-expresion de HFE-Wt result6 en células incapaces de absorber Fe de forma normal que

presentaron un fenotipo deficiente de Fe, con aumento en los niveles de TfR1 y disminucién de los
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niveles de Ft, ademds del incremento en la expresion de DMT] sin aumentar por ello la absorcién de
hierro. Esta situacion nos sugirié la posibilidad de que HFE interactuase de manera inhibitoria con

DMTI.

Se observé ademis, un aumento de la presencia de HFE-Wt en la zona apical de las células respecto de
los controles y la transcitosis de ésta desde el lado basolateral al apical, lo cual reforzé aun mas la
posible participacion de HFE en la regulacion de la absorcion apical de Fe. Luego, al sobre-expresar el
mutante H63D se obtuvo un fenotipo similar a los controles, indicando esto, que la proteina mutante no
era funcional (pese a haber sido descrita anteriormente como correctamente plegada y capaz de llegar a
la superficie celular basolateral; Lebron et al., 1998-1999) y que las células respondian sélo con su HFE-

Wt endégeno.

Los experimentos de destinacién apical/basolateral realizados a las células que sobre-expresaban HFE-
H63D mostraron una distribucién similar a los controles en el lado apical y similar a la sobre-expresion
de HFE-Wt en el lado basolateral, indicando que, a pesar de que los niveles de sobre-expresién eran
similares en ambos casos (HFE-Wt y HFE-H63D), la proteina mutante era incapaz de llegar al lado
apical y por lo tanto incapaz de regular a DMT1, por lo que dichas células presentaron un fenotipo

similar a los controles.

Entonces, jcomo explicar la ausencia de HFE-H63D en el lado apical? Dados los conocimientos
adquiridos sobre HFE, el mejor candidato a explorar en este caso fue la interaccion HFE/TfR1 que, si
bien se postula que no seria la interaccién funcional primaria de HFE, si regula el transito de esta 1iltima,
desde la membrana basolateral hacia el endosoma y serfa ademss, la inica interaccion hasta hoy descrita

para HFE.
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Entonces, /podra eli: efecto de la mutacion H63D de HFE estar relacionado con la interaccién

HFE/TfR1? El objetivo de este trabajo fie buscar una respuesta para la pregunta anterior, y de esta
manera intentar explicar los cambios en la distribucién apical/basolateral de HFE-H63D mencionados

anteriormente.

En este sentido el futuro de HFE (distribucién al lado apical, etc.) estd muy relacionado con la
interaccion HFE/T{R1, pues ésta, es la unica interaccion hasta ahora descrita para HFE y se produce
durante la estadia de ambas moléculas en la superficie basolateral. Luego, juntas son endocitadas a los

compartimentos endosomales.

!
!
Con el fin de responder a las preguntas antes mencionadas, se utilizaron técnicas bioinforméticas que

nos permitieran calcular los cambios en la energia libre de unién entre HFE y TfR1, cuando HFE se

encontraba en su forma silvestre (Wt) o con la mutacion H63D.

Ademids, puesto que la interaccion HFE/TfR1 es pH dependiente, disminuyendo su afinidad
drésticamente al pH endosomal 6,0 respecto de la alta afinidad al pH extracelular 7,5; utilizamos los
mismos métodos de calculo para intentar predecir el efecto del pH sobre la energfa libre de unién, puesto
que si los célculos predecian un comportamiento similar al observado experimentalmente, podriamos
validar Ios resultados obtenidos, a pesar de no poseer sus contrapartes experimentales.
|
Si bien estamos hablando de energfa libre de uni6n, es necesario mencionar que los métodos de calculo
utilizados consideran mayoritariamente la contribucién o componente electroestitica de dicha energia
libre de union, los rclslultados obtenidos son de cardcter semi-cuantitativo y las energias obtenidas son
u
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slo relativas (solo aplicables a esta comparacion entre HFE-Wt y HFE-H63D) y no valores absolutos.
Sin embargo, la informacién que se obtiene sobre dicha componente electroestatica de la energia de
union, es suficiente para inferir si cierta mutacion aumenta o disminuye la energia libre de unién entre
dos moléculas. Es la componente electroestética de dicha energfa, la filerza mayoritaria involucrada en
el proceso de asociacién, quedando practicamente invariables las otras componentes (como las
contribuciones entropicas) respecto de la contribucion electroestética. Dichas contribuciones menores, se
cancelaran mutuamente quedando el efecto de la mutacion sobre la energfa de interaccién evidenciado

solo por la energia electroestatica involucrada.

En cuanto al cambio de pH, se resolvié por mantener todos los residuos con las cargas correspondientes
a pH 7,5 y s6lo se cambi6 la carga de los residuos de Histidina, pues su pKa intrinseco es cercano a 6,0

vy por lo tanto podria protonarse a dicho pH pasando de formal 0,0 a +1,0.

Los resultados obtenidos a partir de dichos célculos, indican que la mutacién H63D de HFE aumenta la
estabilidad del complejo HFE(F163D)/TfR1 respecto del estado silvestre. Este aumento en la estabilidad

del complejo es especialmente notorio al pH endosomal (6,0) y casi insignificante a pH 7,5.

Al observar los mapas de potencial electroestatico podemos, por lo menos de manera cualitativa,
entender el porqué de esa diferencia en estabilidad y su diferente valor a los dos pH's utilizados. HFE-wt
a pH 7,5 posee en su superficie de interaccion un potencial electroestético principalmente negativo (roja)
el cual se complementa con el potencial electroestético positivo de la zona de interaccion de TiR1
(azul). Al bajar el pH a 6,0 Ia superficie de interaccion de HFE sufre una fuerte “neutralizacion” de las
7onasque aparecian como mds negativas a pH 7,5; mientras que la zona de interaccién de TfR1 se hace

aun-mas positiva, lo que podria indicar el porqué de la disociacién del complejo al pH endosomal (6,0).
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Sin embargo, al introducir la mutacién H63D en HFE, se puede observar que aumenta el tamafio y la
intensidad de la zona negativa de la superficie de interaccién de HFE a pH 7,5, sobre todo alrededor del

residuo 63(ASP).

Al cambiar el pH a 6,0 la neutralizacién observada para el wt es muchisimo menor y se mantiene aun un
foco de cargas negativas cercano al residuo 63. Esto, junto al aumento en la positividad en la zona de
interaccidn de TiR1, podria explicar porqué a ambos pH’s hay un aumento en la estabilidad del
complejo y porqué ésta, es mas notoria a pH 6,0; ya que la mantencién de la complementariedad

electroestatica entre HFE(H63D) y T1R1 sigue siendo notoria a este pH y lo es también a pH 7,5.

Cabe destacar, que los tres métodos de calculo pudieron predecir una significativa pérdida de afinidad
(aumento en la energia libre de unién) entre HFE (wt o H63D) y TfR1 al pasar de pH 7,5 a 6,0; con lo
que se obtiene un control sobre la calidad de los célculos. Sin embargo, los valores obtenidos para los
AAG de unién producto de la mutacién H63D son en ambos pH's bastante pequefios (- 3,68 kcal/mol a
pH 6,0 y - 0,89 a pH 7,5 kcal/mol en PDLD/S) lo que podria interpretarse como valores
termodindmicamente insignificantes, pero, segiin se ha establecido, valores de AAGpimg mayores o
iguales a -2 kcal/mol, son suficientes para considerar que una mutacién puntual tiene un efecto

significativo sobre la estabilidad del complejo (Wells & DeVos, 1996).

Los resultados aqui expuestos, indican que la mutacion H63D de HFE aumenta la estabilidad del
complejo HFE-TfR1, situacion que se hace mas notoria al pH endosomal (6,0). Lo anterior resultaria en
una disminucion en la tasa de disociacién del complejo una vez en el endosoma, aumentando el reciclaje
de HIE a la superficie celular (basolateral) junto a TfR1 impidiendo, por la disminucién de la

disponibilidad de HFE libre, la(s) funcion(es) de HFE.
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En el caso de las células intestinales (polarizadas), dicha funcién serfa la inhibicién del transportador
DMTT1 ya sea en el endosoma, evitando que este entregue Fe hacia el citosol, o en la regién apical de las
células donde regularia el Ia captacion de Fe desde el lumen intestinal (llegando alli por medios de

trafico aun por describir).

Sin embargo, a pesar de lo favorables que aparecen los resultados obtenidos con técnicas
bioinforméticas, en cuanto a su capacidad de explicar resultados obtenidos por nuestro grupo
anteriormente, estos poseen aun una alta carga de incertezas que provienen de factores tanto intrinsicos
de los métodos utilizados, como de nuestra habilidad para generar pardmetros que nos entreguen un
buen modelo. Por ejemplo, para el caso del método PDLD/S, la limitacién en el mimero de dtomos que
se pueden incluir en la Regién I nos obligd a representar a TIR1 como un ligando muy pequefio que se
une a HFE, con lo cual se podria estar pasando por alto alguna otra interaccién que no cupo en la Regién
I del sistema generado. De manera mas general, es decir, para todos los métodos utilizados, esta el
problema del pH, pues entre 6,0 y 7,5 sélo cabia la posibilidad de que hubiese un cambio del estado de
protonacién en Ios residuos de His, pero esto en el caso de que dichos residuos estuviesen en agua y
aislados de la proteina. En cambio, dentro de las proteinas, los grupos ionizables pueden sufrir cambios
en sus pKa’'s debido a sus interacciones con residuos cercanos y su nivel de exposicién al solvente. El
problema, radica en el célculo de estos ApKa que requieren un tratamiento previo a la realizacién de
otros célculos y mds aun, presentan su propia carga de errores en su determinacién, Quizas se puede
decir en este sentido, que nuestra metodologia en cuanto al cambio de pH fue bastante simple. Una
situacion que quizds debimos considerar es el cambio en el estado de ionizacion sélo en el residuo 63,
cuando este es His y no tocar las demds Histidinas de HFE o TfR1 que pueden tener un comportamiento

diferente. Sin embargo, puesto que los métodos utilizados fueron capaces de predecir correctamente la
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perdida de afinidad entre HFE y T{R1 al pasar de pH 7,5 a 6,0; creemos que nuestros resultados son, si

bien perfectibles y refinables, suficientemente robustos para responder a las preguntas aqui planteadas y

abren una seria de nuevas oportunidades de experimentacién.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo se buscoé una forma de encontrar una explicacion a ciertos resultados obtenidos en el
laboratorio del Hierro y Biologia del Envejecimiento utilizando técnicas bioinformaticas. Los
experimentos antes mencionados buscaban determinar si al sobre-expresar HFE en su forma silvestre o
en la forma que lleva la mutacién H63D en células Caco-2 se producfan cambios en la distribucién

apical/basolateral de HFE, TfR1, DMT1 o 2m (la chaperona de HFE).

Los resultados obtenidos mostraron que la sobre-expresion de Ia forma silvestre de HFE producia un
aumento de la presencia de esta proteina en la zona apical, efecto que fue corroborado por el incremento
en los niveles de f2m en la zona apical pese a que esta tltima no fue sobre-expresada. Luego, al sobre-
expresar el mutante (|i’e HFE, H63D, se observo que pese a que el nivel de sobre-expresion era similar al
utilizado para HFE-\;V’[, no habia en este caso un aumento de su presencia en el lado apical, asi como
tampoco aumenté el nivel de $2m en la misma zona. Todo lo anterior, nos llevo a preguntarnos cual
seria el porqué de dicha diferencia en la distribucién apical/basolateral entre ambas formas de HFE. De
ese modo, generamos nuestra hipétesis de trabajo, en la que el principal candidato para producir los
cambios de distribuclilén de HFE, dado que lleva la mutacion H63D, seria la interaccion HFE/T{R1 que
es hasta ahora la tUnica interaccidn conocida de HFE. En este sentido, nuestros estudios
computacionales se centraron en describir dicha interaccién y el efecto que la mutacion H63D podria
tener sobre ésta, como forma de explicar los resultados antes obtenidos.

|

|
Los estudios bioinforméticos realizados para la comprobacion de esta hipétesis, que dan forma a este

trabajo, fueron calculos de energias libres de uniébn como método de medicion de la afinidad o

estabilidad de la interaccién entre HFE y TfR1, tanto al variar entre HFE-Wt y HFE-H63D, como al
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pasar de pH 7,5 a pH 6,0 pues esta interaccién es pH dependiente ( perdiendo afinidad a pH 6,0} y los
pH’s utilizados corresponden al pH extracelular y endosomal respectivamente. Los resultados obtenidos
al utilizar 3 métodos diferentes de cdalculo, indican que la mutacién H63D de HFE aumenta Ia
estabilidad del complejo, situacién que es especialmente notoria al pH endosomal (6,0). Esta situacion
resultaria entonces en una disminucién de la probabilidad de que HFE-H63D se disocie de TfR1 en los
endosomas y pueda traficar hacia la zona apical de la célula donde ejerceria su funcién. De esta manera
podemos decir entonces, que los resultados obtenidos mediante el calculo computacional de las energias
libres de unién para la interaccién HFE(Wt o H63D)/TfR1 permiten explicar el porqué de las diferencias
en la distribucién apical/basolateral de HFE-Wt y HFE-H63D, comprobando asi nuestra hipétesis, que
proponfa que la interaccion HFE/TfR1 controla el destino post-endosomal de HFE o la proporcion de
esta ultima que puede traficar hacia otras zonas de la célula donde cumplir su ain esquiva funcién.
Podemos entonces decir que con los resultados experimentales que dan origen a la Hipé6tesis presentada
y la posterior explicacién de dichos resultados (e hipétesis) mediante métodos bioinforméticos, damos
un paso adelante en la dilucidacién del efecto de la mutacién H63D sobre la funcién normal de HFE,
pudiendo entregar pruebas que dan cuenta que HFE es una proteina multifuncional dentro de lo que es la

regulacion de la absorcion intestinal de hierro.
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