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RESUMEN

El intercambio de segmentos (IdS) es un mecanismo de asociacion y plegamiento de
proteinas que conlleva al intercambio de contenido de estructura secundaria, cuyo equilibrio
se alcanza en tiempos de dias-afios y requiere una alta concentracion de proteina. Un modelo
de estudio que realiza 1dS es el dominio de unién a ADN de la subfamilia FoxP, donde la
asociacion de algunos de sus miembros estd favorecida, tanto cinética como
termodinamicamente con respecto a los modelos de estudio clasicos de 1dS. Sin embargo,
antecedentes de la literatura solo evalGan la homodimerizacion in vitro de la subfamilia FoxP,
conduciendo al planteamiento de la hip6tesis de este trabajo que postula que es posible la
heterodimerizacion entre los dominios de unién a ADN de FoxP1 y FoxP2 y que el ADN
favorece tal asociacion in vitro. De acuerdo con esto, se evalud la heterodimerizacion
mediante estudios cinéticos monitoreados por anisotropia de fluorescencia, observandose
que, aunque la formacién del homodimero de FoxP1 estd favorecida con respecto a la del
heterodimero, la constante de disociacion (Kp) del heterodimero es de ~ 3 ordenes de
magnitud inferior a la del homodimero de FoxP2. Esto no s6lo da cuenta de que la formacion
del heterodimero ocurre in vitro corroborando la hip6tesis planteada, sino que ademas esta
favorecida respecto al homodimero de FoxP2 y a concentraciones fisioldgicas.
Adicionalmente, se procedié a la determinacion de los parametros energéticos de las
reacciones de asociacion y disociacion utilizando la aproximacion de Eyring, obteniendo
informacion sobre la contribucion entalpica y entropica del heterodimero. Se observo que la
barrera energética para alcanzar el estado de transicion (ET) en la heterodimerizacion, es
mayor respecto a la homodimerizaciéon de FoxP1 en ~ 4 kJ-mol, dando cuenta de las
diferencias a nivel entélpico entre ambos dimeros. Finalmente, la presencia de ADN
disminuye la constante de velocidad observada para la asociacion del homodimero de FoxP1,
sugiriendo que el complejo monémero-ADN es menos susceptible a la unién de un segundo
monomero. Estos resultados dan cuenta del rol de las propiedades de dimerizacién en la
actividad de regulacion transcripcional de estas proteinas y su importancia en un contexto
bioldgico, dado que las condiciones de dimerizacion de las proteinas FoxP son extrapolables

a las condiciones de pH y temperatura fisiolégicas.

Vi



ABSTRACT
Analysis of the heterodimerization between DNA-binding domain of the human

transcription factors FoxP1 and FoxP2

Three-dimensional domain swapping (DS) is a unique folding and association
mechanism which involves the exchange of identical structural segments between two
monomers to form an intertwined dimer, although for a typical DS protein model, the
association equilibrium takes between several days to years to be reached. The DNA-binding
domain from human FoxP transcription factors is a model of a group of proteins that undergo
DS. This association of some of its members is both kinetically and thermodynamically
favored compared to classic DS study models. However, most investigations have evaluated
only the homodimerization in vitro, leading to the hypothesis of this work which suggests
that the heterodimerization between FoxP1 and FoxP2 is feasible and favored via binding to
the cognate DNA. To test the hypothesis, both homodimerization of FoxP1 and its
heterodimerization with FoxP2 were evaluated through kinetic assays by fluorescence
anisotropy experiments. Our results show that FoxP1 dimerization is favored compared to
the heterodimer association, whereas the heterodimer dissociation is favored with respect to
the homodimer dissociation, with both events occurring at a physiological concentration.
Interestingly, the dissociation constant (Kp) for the heterodimer is ~ 3 orders magnitude lower
than that of the FoxP2 homodimer. In addition, the Eyring approach was used to provide
information about the enthalpic and entropic contribution of the kinetic reactions from homo-
and heterodimers, indicating that the energy barrier that separates the monomers and the
transition state (ET) during the heterodimerization process is ~ 4 kJ-mol! higher than for
FoxP1 homodimerization. In notable contrast, the dissociation energy barrier of the
homodimer is ~ 2 kJ-mol! higher than for the heterodimer, suggesting that enthalpic
differences between both kinds of dimers explain most of their properties. Finally, incubation
of the FoxP1 monomer with its cognate DNA decreases the homodimer association rate
constant, suggesting that the monomer-DNA complex is less prone to bind a second
monomer. These results give clues about the relationship between the dimerization properties
of the proteins and their transcriptional regulation activity in a context that is close to

conditions found in a biological environment.

Vi



INTRODUCCION

Plegamiento y asociacion de proteinas.

Las proteinas son macromoléculas esenciales para el funcionamiento de la célula.
Estas ejecutan una amplia gama de roles que van desde lo estructural, enzimatico, hasta
inmunolégico (Alberts, 2015). Tales funciones se deben a dos fendmenos importantes: el
proceso de plegamiento, y la asociacion en complejos de proteinas y también con otras

moléculas, siendo ambos fundamentales para describir la vida a nivel molecular.

El plegamiento de proteinas es un mecanismo dirigido principalmente por la
secuencia de aminodcidos y sus interacciones (Anfinsen, 1973). Estas interacciones permiten
la formacion de una estructura tridimensional estable, de minima energia denominado
“estado nativo”. Por su parte, la formacién de complejos da origen a estructuras cuaternarias
que aumentan la diversidad funcional y regulatoria de estas moléculas. Particularmente, la
formacion de dimeros es una de las asociaciones mas frecuentes en las células (Mei y cols.,
2005) y es fundamental en procesos tales como la catélisis enzimatica, transduccion de
sefiales y expresion génica. Para dichas funciones, la especificidad de union y la estabilidad
de las interacciones intermoleculares son fundamentales. Bajo este contexto, los dimeros se
pueden clasificar como obligados y no obligados. Estos dltimos especificamente, son
biolégicamente mas dindmicos, ya que, al ser transitorias sus interacciones intermoleculares
pueden asociarse y disociarse in vitro e in vivo. Algunos dimeros no obligados pueden formar
tanto homodimeros como heterodimeros, afiadiendo un mayor nivel de complejidad

funcional y de regulacion.

La dimerizacion puede ocurrir simultdneamente con el plegamiento de sus
mondmeros, como es el caso de los dimeros obligados (Nooren, 2003), a diferencia de los
no obligados donde cada monémero puede adquirir una estructura estable de forma
independiente. En ambos casos, la dimerizacidon se genera tras la formacion de nuevos
contactos intermoleculares por medio de interacciones no covalentes (Woodbury, 2008). Sin
embargo, existe un tipo de asociacién particular que escapa de esta definicion, la cual se

conoce como dimerizacion via intercambio de segmentos (1dS).



Dimerizacion via intercambio de segmentos (1dS).

La dimerizacion via intercambio de segmentos o IdS ocurre cuando dos o mas
mondmeros intercambian parte de su contenido de estructura secundaria. Este particular
mecanismo de asociacion involucra el intercambio de estructura secundaria tipo —alfa hélice,
estructura beta o incluso, un dominio completo— formando un dimero entrelazado. Para llevar
a cabo tal dimerizacion los contactos intramoleculares de los monémeros son reemplazados
de manera intermolecular, manteniendo el mismo contenido de estructura secundaria.
Aunqgue una porcion de la proteina que no experimenta este intercambio es la denominada

“region bisagra”, es la encargada de conectar las unidades entrelazadas (Figura 1a).

A diferencia los mecanismos mas comunes de dimerizacion , en el 1dS, el monémero
y dimero estan separados por una amplia barrera energética definida por el desplegamiento
de cada cadena (Rousseau y cols., 1998). Esto conlleva a que la interconversion monémero-
dimero pueda tardar dias e inclusos meses, como es el caso de la proteina regulatoria del
ciclo celular p13sucl, donde el proceso mencionado tarda tres meses a 25°C bajo condiciones
fisiologicas in vitro (Rousseau y cols., 2001). Lo anterior sugiere que hay una relacion directa
entre la perturbacion de la estructura nativa del mondmero y la cinética de asociacion via
intercambio de segmentos, ya sea por cambios de pH, temperatura, uso de agentes
desnaturantes, e incluso mutaciones que perturban el estado nativo monomérico (Liu y
Eisenberg, 2002).

En concordancia con lo anterior, la gran mayoria de las proteinas estudiadas muestran
cinéticas y afinidades dramaticamente diferentes a los tiempos bioldgicos y concentraciones
de proteina al interior celular (Newcomer, 2002). En este contexto, la subfamilia P de la
familia de factores de transcripcion humano Fox es un modelo de proteinas biolégicamente
interesante que forma dimeros via intercambio de segmentos. Se ha descrito que estos
factores forman dimeros via 1dS (Figura 1b). Las caracteristicas cinéticas de este proceso
especifico los convierten en una excepcién con respecto a los modelos de estudio clasicos de

IdS mencionados anteriormente.



FoxP1 o FoxP2

a . b p
) Monémero ) Dimero entrelazado
Figura 1. Dimerizacién via intercambio de segmentos en [FoxP\. Comentado [c1]: figura no puede ir antes de que la
a) Elementos de estructura del monémero del dominio de unién a ADN de FoxP1. menciones en el texto. Vuelve a colocarla donde estaba....

Cambié las leyendas a tamafio 11 porque el 10 es demasiado

b) Elementos de estructura secundaria tras el intercambio de segmentos formando el dimero B
chico e incdmodo para leer.

entrelazado entre FoxP1 con su homélogo o posiblemente con el monémero de unién a ADN de
FoxP2. Las flechas color naranja indican la ubicacién de la “region bisagra” tanto en el mondémero
como dimero entrelazado.



Dominio de unién a ADN de la subfamilia FoxP como modelo de la dimerizacion via
intercambio de segmentos (1dS).

El dominio de unién a ADN de la subfamilia FoxP (Figura 2a) posee adaptaciones
estructurales Unicas en comparacion a otros miembros de la familia Fox que le permiten
generar dimeros via IdS. La region bisagra posee una adaptacion clave que es la sustitucion
de un residuo de alanina por prolina en la secuencia “FP(A)FY” (Figura 2b) altamente
conservada dentro de la familia. Adicionalmente, las proteinas FoxP humanas, comparadas
con otros modelos cuya asociacion es via IdS, pueden alcanzar el equilibrio monémero-
dimero entrelazado en horas, a bajas concentraciones de proteina (orden micromolar), sin
perturbaciones y en ausencia de ligandos (Medina y cols., 2016; Stroud y cols., 2006). Este
comportamiento de los mondmeros de FoxP1 se ha explicado en base a su alta flexibilidad y

desorden a nivel local, otorgandole las propiedades descritas (Medina y cols., 2020).

En humanos, se han descrito cuatro miembros (FoxP 1-4) con roles en la
organogénesis cardiaca y pulmonar, diferenciacion neuronal y regulacion del sistema inmune
(Li y cols., 2004). Estas proteinas requieren de una expresion génica espacio-temporal
especifica, sugiriendo que interacciones como la homo- y la heterodimerizacion podrian ser

relevantes al momento de ejercer funciones diferenciales.
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Figura 2. Andlisis de la estructura y de la secuencia del dominio de unién a ADN de la

subfamila [FoxP]

a) Diagrama de representacion del monémero y homo- o heterodimero entrelazado del
dominio Forkhead de FoxPl. (Modificado de Medina y cols., 2016). El contenido estructural
intercambiado para la formacion del dimero corresponde a las hélices 3y 5, hebras 2 y 3y lazos 1y

2 (Stroud y cols., 2006).

b) Andlisis de secuencia del dominio de unién a ADN (modificado de Stroud y cols., 2006).
Se detallan los residuos involucrados en la unién ADN (sombreado azul), en las interacciones
intermoleculares (circulos naranjos) y el residuo de alanina (sombreado rojo). El contenido de
estructura secundaria se indica bajo la secuencia.

Comentado [c2]: Lo mismo, cambiar la posicién de la figura
de acuerdo al texto




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de la alta identidad de secuencia del dominio de unién a ADN (Figura 2b)
dentro de los miembros de la subfamilia P, la estabilidad de sus dimeros via 1dS es muy
diferente; FoxP3 es el dimero entrelazado més estable, aprecidndose solo como dimero en
solucion (Bandukwala y cols., 2011). En el caso de FoxP2, estudios in vitro demuestran que
posee una constante de disociacion (Kp) de 2,4 mM a 4°C, observandose como mondmero
en solucién hasta una concentracion de 100 uM (Perumal 2015). EI comportamiento de
FoxP1 es notablemente diferente a FoxP2, ya que existe como una mezcla de monémero-
dimero con una constante de disociacion de ~1 uM a 37°C (Medina y cols., 2019), lo que
equivalente a ~3 drdenes de magnitud inferior a FoxP2 y a la mayoria de las proteinas
caracterizadas que se asocian por IdS. Lo anterior refuerza la idea que las propiedades de
heteroasociacion entre monémeros y el tiempo de vida del dimero formado podrian ejercer

funciones transcripcionales mas complejas.

Dado estos antecedentes, la diferencia entre los dominios de unién a ADN de FoxP1
y FoxP2 es la més interesante debido a su alta homologia y sus funciones celulares
solapantes. Ambos dominios de union a ADN comparten un 88% de identidad de secuencia
(64% de la secuencia completa de proteina), pero poseen drésticas diferencias al comparar
su afinidad por la dimerizacion. Lo anterior es paradéjico ya que estudios celulares reportan
que tanto los homodimeros de FoxP1 y FoxP2 y el heterodimero FoxP1-FoxP2 participan en
la regulacion de genes blancos (Li y cols., 2004) relacionados al desarrollo esofagico y
pulmonar (Shu y cols., 2007) y se co-expresan en areas cerebrales especificas durante el
desarrollo (Ferland y cols., 2003). Ademas se han descrito mutaciones en sus dominios de
unién a ADN asociados a desordenes cognitivos como por ejemplo a trastornos del lenguaje

expresivo (Bacon y Rappold, 2012).



A pesar de estas propiedades en comin, no hay estudios que especifiquen la
interaccion proteina-proteina que conlleva a la formacion de heterodimeros y tampoco si el
ADN estaria modulando esa interaccion (Mendoza y Scharff, 2017), por lo que se desconoce
cdmo los heterodimeros de FoxP interaccionarian con las regiones regulatorias de sus genes

blancos y el rol que tendria la dimerizacion por 1dS en ello.

Con respecto a la caracterizacion biofisica in vitro de ambos dominios de unién a
ADN, solo se ha evaluado la estabilidad de los monémeros y la homodimerizacion via 1dS
de FoxP1 (Chu y cols., 2011; Medina y cols., 2016) y FoxP2 (Perumal y cols., 2015). Esto
deja abierta la posibilidad de explorar las propiedades de asociacién via intercambio de
segmentos para la heterodimerizacion entre ambas proteinas. Aunque gran parte de la
literatura respecto al IDS in vitro es sobre homodimeros, hay estudios que han demostrado
que existe la heterodimerizacion mediada por 1dS, como es el caso de la asociacion de las
proteinas ZO1-PDZ2 y Z0O2-PDZ2. Estas proteinas participan en las uniones estrechas y
forman dimeros entrelazados tanto in vitro como in vivo, formando homo- y heterodimeros
debido a la alta conservacion del dominio PDZ2 (68%) (Wu y cols., 2007). Esto permitiria
sugerir —dado el porcentaje de identidad de secuencia y una estructura conservada— que la
heterodimerizacion entre los dominios de FoxP1 y FoxP2 seria posible, al menos, in vitro
(Figura 1b).

La mayoria de las proteinas FOX interacciona con su ADN blanco como monémeros,
a través del dominio de unién a ADN “forkhead”, estructuralmente conservado entre sus
miembros. En cuanto al rol del ADN en el 1dS de FoxP, ensayos in vitro previos sélo han
evaluado la estabilidad y afinidad de los monémeros de FoxP1 (Chu y cols., 2011) y FoxP2
por ADN (Morris y Fanucchi, 2016). Sin embargo, no se ha estudiado el potencial rol de este
dominio en modular la interaccion entre FoxP1 y FoxP2 considerando la gran diferencia en

las propiedades de dimerizacion de ambas proteinas.



Diferentes estudios in vitro con otros modelos de heterodimerizacién han mostrado
la relevancia del ADN. Tal es el caso de los factores de transcripcion Fos y Jun, donde la
presencia de ADN favorece la formacion de heterodimeros (Kohler y Schepartz, 2001).
Similar es el caso de la familia de factores de transcripcion c-Myc, Max y Mad, donde el
heterodimero Mac-c-Myc es el complejo con mayor afinidad de unién y velocidad de
asociacion, pero es el homodimero Max-Max el que se asocia con una mayor velocidad a
ADN. Finalmente, se ha observado que la union del primer monémero a ADN disminuye la
afinidad por el segundo monémero en un orden de magnitud, independiente de si el dimero

formado es homo- o heterodimero (Hu y cols., 2005).

Estos datos indican que la presencia de ADN puede tanto favorecer como
desfavorecer la asociacion y que este ligando podria generar un patron de asociacion
diferencial en el contexto de formacién de dimeros. Por lo tanto, la interaccion con ADN
podria modular la asociacion via intercambio de segmentos para la formacion de

heterodimeros entre los mondmeros de FoxP1 y FoxP2 de la subfamilia FoxP.



HIPOTESIS

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados, se plantea la siguiente hipétesis:

“Los dominios forkhead de unién a ADN de los factores de transcripcion FoxP1y
FoxP2 dimerizan in vitro formando heterodimeros, los cuales se ven favorecidos por la

presencia de ADN”.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la heterodimerizacion entre el dominio de unién a ADN de FoxP1 y FoxP2,

evaluando el efecto del ADN en el proceso de asociacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar biofisicamente el heterodimero por medio de estudios cinéticos para la

obtencion de los parametros termodindmicos de activacion.

2) Evaluar el efecto del ADN en la formacion del heterodimero para determinar el rol

del ligando en la modulacion del 1dS.



MATERIALES Y METODOS

Materiales

Reactivos Quimicos

2-mercaptoetanol, Sigma-Aldrich (San Luis, Misuri, EE. UU.)
Acido etilendiaminotetraacético, Merck (Darmstadt, Alemania)

Clorhidrato de tris (hidroximetil) aminometano (Tris-HCI), Merck (Darmstadt,
Alemania)

Cloruro de guanidinio, Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, EE.
uu.)

Cloruro de Sodio, Merck (Darmstadt, Alemania)
Dimetilsulféxido, Sigma-Aldrich (San Luis, Misuri, EE. UU.)
Extracto de levadura, Merck (Darmstadt, Alemania)

Fosfato dipotasico, Merck (Darmstadt, Alemania)

Fosfato mono potésico, Merck (Darmstadt, Alemania)
Glicerol, Merck (Darmstadt, Alemania)

HEPES, Merck (Darmstadt, Alemania)

Imidazol, Merck (Darmstadt, Alemania)

Isopropil-b-D-tiogalactopirandsido (IPTG), Sigma-Aldrich (San Luis, Misuri, EE.
uu.)

Kanamicina Merck (Darmstadt, Alemania)
Peptona de caseina (Triptona) Merck (Darmstadt, Alemania)

Proteasa del virus del tabaco (TEV), Laboratorio de Bioguimica y Biologia
Molecular, Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile (Santiago, Chile).

Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP), Merck (Darmstadt, Alemania)
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Amortiguadores

e Amortiguador A (Tris-HCI pH 7,8 50 mM; NaCl 500 mM; B-mercaptoetanol 2 mM
suplementado con imidazol 30 mM o 40 mM)

e Amortiguador B (Tris-HCI1 pH 7,8 50 mM; NaCl 500 mM; B-mercaptoetanol 2 mM,
imidazol 500 mM)

e Amortiguador de trabajo (HEPES pH 7,8 20 mM, NaCl 150 mM, B-mercaptoetanol 2
mM)

¢ Amortiguador de ensayo (HEPES pH 7,8 20 mM; NaCl 20 mM; glicerol 5% v/v; p-Me 2
mM).

Medios de cultivo

e Luria-Bertani (LB) (Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 170 mM)
e Terrific (TB) (Triptona 12 g/L, extracto de levadura 24 g/L, KH2PO4/K2HPO4 90 mM
pH 7,8 y glicerol al 0,4 % v/v)

Columnas

e His-trapHP, GE Healthcare Bio-Sciences (Pittsburgh, Pensilvania, EE. UU.)

e Micro Bio-SpinV, Bio-Rad (Hercules, Pensilvania, EE. UU.)

e Superdex 75 Increase 10/300 GL, GE Healthcare Bio-Sciences (Pittsburgh, Pensilvania,
EE.UU.)

Equipos

e Fluorimetro Jasco FP-8300, Jasco Inc (Easton, Pensilvania, EE. UU.)

¢ HPLC Waters 1525-2487, Waters Corporation (Milford, Massachusetts, EE. UU.)

e Centrifuga Eppendor 5810R, Eppendor (Hamburgo, Alemania)

e Centrifuga Sorval RC6+, Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, EE. UU.)

Sistemas comerciales
¢ E.Z.N.A® Plasmid DNA mini kit I, OMEGA bio-teck (Norcross, Georgia, EE. UU.)
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Tabla 1. Materiales Bioldgicos
Cepa y plasmidos usados en este trabajo.

Cepay plasmidos

E. coli BI21(DE3)-C41

PET-TEV-sFoxP1
pET-TEV-sFoxP1-A39P
PET-TEV-sFoxP1-N32C
pET-TEV-sFoxP2

Tabla 2. Fluoréforos

Descripcion

Células de E. coli quimicamente
competentes usadas para expresién de
proteinas. Presenta el gen que codifica la
ARN polimerasa del fago T7 bajo el
control de un promotor inducible por
IPTG.

Plasmidos que contienen en su
extremo N-terminal una etiqueta de
polihistidina 'y el sitio de
reconocimiento de la proteasa del
virus del tabaco (TEV), junto con el
dominio S de la RNasa A.

Fluoréforos usados en este trabajo.

Fluordéforo
Oregon Green 488

Alexa 488

Tabla 3. Oligonucleotidos

Descripcion

Sonda reactiva que posee un grupo
maleimida que reacciona con las
cisteinas de las proteinas.

Sonda unida covalente en el extremo
3’ con el oligonucledtido;

5’- CAAGGTAAACAA
GACAACGTAAACAA-3’

Oligonucledtido usado en este trabajo

Oligonucleétidos

5’- CAAGGTAAACAA
GACAACGTAAACAA-
3

Descripcion

ADN de doble hebra con la secuencia
de conceso especifica para la
interaccion con el dominio de union a
ADN de FoxP1 humano.

Origen

Laboratorio de Bioquimicay
Biologia Molecular,
Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile
(Santiago, Chile).

Laboratorio de Bioquimicay
Biologia Molecular,
Facultad de Ciencias de la
Universidad de  Chile
(Santiago, Chile).

Origen

Thermo Fisher Scientific,
(Waltham, Massachusetts,
EE. UU.)

Integrated DNA
Technologies  (Coralville,
California, EE. UU.)

Origen

Integrated DNA
Technologies (Coralville,
California, EE. UU.)
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Métodos

Induccion y purificacion de las proteinas FoxP1 y FoxP2 y mutantes a partir de E. coli
BI21(DE3)-C41

Para el cultivo de bacterias, se usaron 50 ml de medio Luria-Bertani suplementado
con kanamicina 35 pg/mL, dejandose en agitacion a 37°C durante toda la noche (12-16
h) para al dia siguiente, inocular 25 0 50 ml en 1 0 2 L en medio Terrific respectivamente
suplementado con kanamicina a la misma concentracion. EI medio inoculado se incub6 a
37°C en agitacion hasta alcanzar una densidad optica (DO) de ~0,8 (para FoxPl y las
mutantes) o ~1,2 (para FoxP2) a 600 nm. Luego, se indujo la expresion agregando isopropil-
b-D-tiogalactopiranésido (IPTG) para alcanzar una concentracion 0,5 mM, continuando la

incubacion a 25°C durante toda la noche en agitacion.

Tras la incubacion, las bacterias fueron recolectadas por centrifugacion a 6112.2 x g
durante 15 min a 4°C. El sedimento obtenido, se resuspendi6 y homogeneizé en
amortiguador A (suplementado con imidazol 30 mM [FoxP1 y sus mutantes] o 40 mM
[FoxP2]). Luego, el contenido se lisé por sonicacion y se centrifugo a 38465 x g a 4°C durante
20 min, recuperandose la fraccion soluble, la cual fue cargada en una columna de afinidad a
niquel His-trapHP (previamente equilibrada con el amortiguador antes mencionado. El
contenido de la columna se lavé con 10 volimenes de amortiguador A, y finalmente se eluy6

el contenido adn unido a la columna usando una gradiente entre el amortiguador A y B.

A la fraccion de eluido, que contiene la proteina de interés se afiadio EDTA a una
concentracion final 1 mM y proteasa TEV a una relacion 1:20 (mg TEV: mg de proteina
total) para posteriormente incubarla toda la noche a 4°C en agitacion. Esto ultimo se realiz6
con el objetivo de remover la etiqueta de polihistidinas. El contenido finalmente fue
centrifugado durante 15 min a 38465 x g a 4°C y el liquido sobrenadante se dializé contra
amortiguador A durante 3 h para ser cargado en la columna Histrap previamente equilibrada
para la obtencion de la proteina de interés, colectandose en el frente de columna (fraccion no

unida a la matriz de la columna) y enriquecida con la proteina de interés.
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Derivatizacion de muestras con fluoréforos

La mutante N32C del dominio de unién a ADN de FoxP1 posee un residuo de cisteina
que permite su conjugacion con la sonda Oregon Green 488. En primera instancia, para evitar
la agregacion durante la realizacion del protocolo, la solucidn de proteinas se suplement6 con
cloruro de guanidinio a una concentracion final de 4M. Luego, se concentrd hasta ~3mg/ml
para ser incubada con 10 mM de agente reductor tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) a
temperatura ambiente por 30 min, removiéndose posteriormente por columnas de exclusion
molecular micro Bio-SpinV acorde a las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se
procedi6 a concentrarla hasta ~100 uM y se afiadio la sonda disuelta en dimetilsulféxido
(DMSO) a una concentracion de 500 uM, incubandose por 16 h en agitacion a 4°C y
protegida de la luz. La reaccion de conjugacion se detuvo con B-mercaptoetanol a una
concentracion de ~30 mM. El exceso de sonda no conjugada se removid por cromatografia
de exclusion molecular usando la columna Superdex 75 Increase 10/300 GL (previamente
equilibrada con amortiguador de trabajo (recuperando la fraccion monomérica de la proteina.
Finalmente, la concentracion de proteina unida covalentemente a la sonda fluorescente se
calculd de acuerdo con lo descrito por el proveedor del “Oregon Green 488 Protein labelling
kit”.

La secuencia de ADN utilizada para los ensayos de asociacién proteina-ADN
contiene en el extremo 3’ la sonda Alexa 488, previamente derivatizada por Integrated DNA

Technologies, Inc.

Mediciones de anisotropia de fluorescencia

Para la medicién de anisotropia de fluorescencia, se utilizé el fluorimetro Jasco FP-
8300 equipado con una fuente de luz de Xeno6n y un set de polarizadores de excitacion y de
emision. Para la recoleccidn de datos, se uso el software provisto por el equipo que realiza el

calculo automatico de la anisotropia observada (r), de acuerdo con la siguiente ecuacion:

I}—GI
r = =Gl M

Ij+2GI;
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Donde [, e I, corresponden a las intensidades de fluorescencia de emision en los
planos paralelo y perpendicular respectivamente, y G al factor de dispersién que permite
corregir la distorsion en la emision en cada plano dependiente de la longitud de onda. Para la
sonda Oregon Green 488 (OG), las muestras se excitaron a 485 nm, registrandose la emision
a 525 nm y para la sonda Alexa 488 usada con ADN, las muestras se excitaron a 495 nm,

registrandose la emision a 520 nm.

Los resultados se analizaron usando el software ©GraphPad (San Diego, California,
EE. UU.). Los datos de anisotropia fueron normalizados para ser posteriormente analizados

en términos de la ecuacién 2:
r=r1+ (rmax - rO)(l - e(_k()bs.t)) (2)

Donde 1, es la anisotropia inicial y 7,,, €s la anisotropia maxima alcanzada

respectivamente a tiempo t infinito, y Kobs corresponde a la constante de velocidad observada.

Ensayos de cinéticas de asociacidn por anisotropia de fluorescencia

Para los ensayos de asociacion entre proteinas se utilizdé la mutante FoxP1-N32C
derivatizada con OG (FoxP1-OG) a una concentracion constante de ~200 nM, pre-incubada
a 37°C durante 30 min en amortiguador de ensayo. Los ensayos se realizaron en duplicado a
diferentes temperaturas (30, 33, 37, 40 y 42°C, £0,5°C), afiadiéndose a la solucion inicial de
FoxP1-OG diferentes diluciones de proteina no derivatizada (FoxP1 o FoxP2) en un intervalo
de ~1 a 50 veces la Kp de FoxP1 (~1 uM), procediendo de inmediato a su mezclay al registro
automatico de la anisotropia observada (r) en intervalos de tiempo fijo (10 s) hasta alcanzar

el equilibrio de cada reaccion.

Para cada ensayo realizado se asumid que cualquier imprecision al medir la
concentracion de proteina afiadida, es pequefia con respecto a la variabilidad del eje Y,
correspondiente a la anisotropia. Ademas, las réplicas de cada condiciéon de ensayo se
analizaron de forma independiente para la obtencidn de la constante de velocidad observada.

kobs-
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Ensayos de cinéticas de asociacion en presencia de ADN

Previo a los ensayos de cinéticas de asociacion en presencia de ADN es necesario
evaluar la interaccion de los monémeros con ADN bajo las condiciones de ensayo. Para ello
se utiliz6 una secuencia de ADN vya derivatizada con el fluoréforo Alexa 488 en su extremo
3’). La unidn proteina-ADN se evalud por medio de titulacion, ya que la reaccién alcanza el
equilibrio méas rapido que el tiempo minimo de medicién del equipo (cada 10 s). Para ello,
se dispuso en la cubeta de medicién, una solucién de ~400 nM de la secuencia de ADN
derivatizada en amortiguador de ensayo, a la cual se le adicionaron alicuotas de proteina
(FoxP1) hasta una razon proteina: ADN de 1:20 registrandose la anisotropia (r) observada

tras cada adicion hasta alcanzar el equilibrio.

Para evaluar el efecto del ADN en la asociacion se utilizo el mismo procedimiento de
los ensayos de cinéticas de asociacion descritos previamente, pero con las siguientes
diferencias: Primero, se procedi6 a pre-incubar FoxP1-OG con diferentes diluciones de
ADN, en una razén proteina: ADN de 0 a 20 veces. Segundo, se afiadié una concentracion
de 5 uM de FoxP1 silvestre por cada ensayo, registrandose la anisotropia observada (r) en

intervalos de tiempo fijo (10 s) hasta alcanzar el equilibrio para cada reaccion.

Anadlisis cinético y termodinamico de los ensayos de cinéticas de asociacion

Acorde a los principios de la ley de velocidad que permite relacionar la velocidad de
una reaccion con las concentraciones iniciales de reactivos presentes, los ensayos se
realizaron con un exceso de concentracion de proteina silvestre (FoxP1 o FoxP2) respecto a
la concentracion de proteina derivatizada FoxP1-OG, con el objetivo de asegurar que la
reaccion bimolecular fuera de pseudo-primer orden. El mecanismo de unidn a seguir
corresponde a un modelo simple de disociacion de dos estados, acorde a la siguiente ecuacion
de velocidad:

k,
2M—D
kg
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donde M es el monémero y D es el dimero, representados por medio de una reaccion
reversible, donde ka corresponde a la constante de velocidad de asociacion y kq corresponde

a la constante de velocidad de disociacion.

La razon entre las dos constantes de velocidad da como resultado la constante de
disociacion al equilibrio (Kp):
kq
Ko=7.
a
Bajo condiciones de pseudo-primer orden, existe una constante de velocidad
observada, la cual se predice que como una funcion lineal de la concentracion de proteina

silvestre afiadida, como se describe en (4):
kops = kq + [P]1+ kg

Donde kobs corresponde a la constante de velocidad observada y [P], a la
concentracion de proteina no derivatizada afiadida. Por ende, la regresion lineal simple de
kobs versus [P] permite obtener la constante de velocidad de asociacion ki, y la constante de
velocidad de disociacion kqg. El andlisis de regresion lineal asume que resultados dentro dos

desviaciones estandar de la media se consideran significativos.

Al evaluar la cinética descrita en funcion de la temperatura, se obtienen los
pardmetros termodinamicos del complejo en el estado de transicion. Esto es posible al evaluar
la dependencia de la constante de velocidad con la temperatura utilizando la ecuacion de
Eyring (5), derivada de la ecuacién de Arrhenius y la teoria del estado de transicion
(Gutfreund, 1995):
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donde k es la constante de velocidad determinada experimentalmente, T, es la temperatura en
Kelvin, kg, es la constante de Boltzman (1,38x10-23J - K1), h, es la constante de Planck
(6,626x1034J - s) y R, es la constante de los gases (8,314 J - mol! - K1), Finalmente, AS*
y AH* corresponden a la entropia de activacion y entalpia de activacion respectivamente,
obtenidas tras el analisis grafico de la ecuacion de Eyring, permitiendo asi, el célculo de la

energia libre de Gibbs (AG*) del estado de transicién:

AG* = AH¥ — TAS*
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RESULTADOS
Asociacién entre los dominios de unién a ADN de la subfamilia FoxP

Del conjunto de proteinas que dimerizan via 1dS no existe una relacion clara entre las
funciones que ejecutan y el mecanismo por el cual intercambian segmentos. (Huang y cols.,
2012). Por lo tanto, para abordar las caracteristicas de dimerizacion de las proteinas FoxP es
necesario entender como la asociacion y disociacion modulan la estabilidad del dimero y asi,

predecir la posible heterodimerizacion entre sus miembros.

Para estudiar las propiedades de dimerizacién, se evalud la cinética de asociacion
usando FoxP1 derivatizada con el fluoréforo Oregon Green 488 (OG) en presencia de FoxP1
silvestre acorde a Materiales y Métodos. Para determinar si los cambios de anisotropia de
fluorescencia permiten monitorizar la dimerizacion, se realiz6 un control con la mutante
A39P de FoxP1, la cual se ha descrito como mondmero obligado (Figura 3) (Chu y cols.,
2011).

1,20
—@— FoxPl-FoxP1
—0— FoxP1-FoxP1-A39P
o
o 1,107
=
)
a
o
1S
1,00
T T T
0 2 4 6 8

Tiempo (min)

Figura 3.- Cinética de asociacion para el homodimero de FoxP1 y su mutante A39P.

Anisotropia observada (ros) normalizada por la sefial inicial (ro) en funcion del tiempo (min). Se
registro automaticamente la anisotropia de fluorescencia a intervalos de tiempo fijo tras la mezcla de
FoxP1-OG (200 nM) con exceso de monémero FoxP1 silvestre (circulos rojos) o FoxP1-A39P (20
MUM) (circulos azules) a 37°C (+0,5). Se presentan los datos acumulados para ambos ensayos en
duplicados, en presencia de amortiguador de ensayo.
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Los resultados de la indican la anisotropia en el tiempo de cada ensayo a 37°C
(Figura 3). El ensayo realizado con la proteina FoxP1-A39P presento valores de anisotropia
en el tiempo que no dan cuenta de una reaccion de unién (aumento esperado), indicando asi
que la proteina derivatizada y esta mutante no estarian formando dimeros bajo las
condiciones ensayadas. Esto refleja el impedimento de FoxP1-A39P por dimerizar, incluso
en presencia de la proteina silvestre. Adicionalmente, con el monémero de FoxP1 silvestre
se observé un cambio de la anisotropia que sigue una tendencia de una exponencial simple,
indicando asi la asociacidn de las proteinas formando homodimeros. Acorde a estos primeros
resultados, el seguimiento de los cambios temporales de anisotropia permite evaluar la

dimerizacion de FoxP1 de manera especifica bajo las condiciones de ensayo.

Considerando las condiciones de pseudo-primer orden del ensayo descrito
previamente (Materiales y Métodos), se procedid a la caracterizacion cinética de la
homodimerizacion de FoxP1 bajo las condiciones de ensayo. Para ello, es necesario
determinar las constantes cinéticas de asociacion (ka) y de disociacion (kq) de este evento de
dimerizacion. En primera instancia, se evalué la dependencia de la cinética con la
concentracion de proteina silvestre afiadida a la reaccion, permitiendo asi, la obtencién de

una constante de velocidad observada (Kobs).

Considerando la Kp reportada para la homodimerizacion de FoxP1 (Medina y cols.,
2016 y 2019), se realizaron tres diluciones de FoxP1 silvestre en el intervalo de concentracion
de 2 hasta 7,5 uM (Figura 4). En cada uno de estos ensayos, la concentracion de FoxP1-OG
se mantuvo constante en 0,2 uM. Los valores de anisotropia obtenidos a intervalos de tiempo
fijo fueron ajustados a una ecuacion exponencial simple (Materiales y Métodos), permitiendo
la obtencion de las constantes de velocidad observadas (kobs) por cada dilucion (Figura 4a).
El gréfico indica el cambio de magnitud de la kops en funcidn de la concentracion de FoxP1
a 37°C (Figura 4b), el cual se ajustd a un modelo de regresion lineal, obteniéndose las
constantes cinéticas de asociacion k.= 4,15+0,08 x 10* (M~! - min™1) y la constante de

disociacion kg = 98+1 x 1073 (min™1).
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Figura 4.- Efecto de la concentracién de FoxP1 en la cinética de asociacion.

a) Cinética de asociacion para el homodimero de FoxP1 a 37°. Anisotropia normalizada en funcién
del tiempo (min). Se registrd la anisotropia automaticamente en intervalos de tiempo fijo tras la
mezcla de FoxP1-OG (200 nM) con un exceso de monémero de FoxP1 silvestre con tres diluciones:
2 UM (circulos verdes), 5 uM (circulos azules) y 7,5 uM (circulos rojos) en presencia de amortiguador
de ensayo. Todos los ensayos se realizaron en duplicado. La linea continua representa el ajuste no
lineal de los datos a un modelo de una exponencial simple.

b) Dependencia de la kons con FoxP1 silvestre. Constantes de velocidad observada kons en funcion
de la concentracion de mondmero de FoxP1. La linea continua que conecta los datos representa al
ajuste por regresion lineal, con un valor de pendiente correspondiente a 4,15+0,08 x 10* (M~1 -
min~1) e intercepto de 981 x 103 (min~1) con un R?=0,99.
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Dada la diferencia entre los valores de Kp para la homodimerizacion de FoxP1 (rango
micromolar), en comparacion con la homodimerizacién de FoxP2 (rango milimolar)
(Medina y cols, 2016, 2019), se desconoce si la heterodimerizacion es posible y de ser asi,
cudles serian sus caracteristicas cinéticas y la afinidad de union. Como primera aproximacion
para determinar la formacion de heterodimeros, se evalud su eventual formacion en el orden
de magnitud de concentracion respecto a la homodimerizacion de FoxP1 (en el rango
micromolar). La identidad de secuencia entre ambas proteinas permitiria inferir la posibilidad

de la formacion de heterodimeros.

Para la evaluar esta asociacion se realizaron tres ensayos con diluciones de monémero
de FoxP2 silvestre en un intervalo de concentracion entre 10-25 uM a 37°C (Figura 5a). El
cambio de anisotropia indica que la heterodimerizacion con FoxP1-OG ocurre bajo las
condiciones ensayadas, similar a la homodimerizacion de FoxP1 (Figura 4a). En este caso,
el valor de la constante cinética observada (kops) para cada concentracion se grafica en la
obteniendo por analisis de regresion lineal los valores de k,=0,38+0,02x 10* (M~* - min~1)
y k¢=193#8 x 1073 (min~1!) (Figura 5b). Estos resultados indican que a 37°C el
heterodimero presenta una menor velocidad de asociaciéon y una mayor velocidad de
disociacion respecto a los ensayos de homodimerizacion de FoxP1 (Figura 4), que permiten
sugerir que la formacion del homodimero de FoxP1 estd mas favorecida que la formacion del

heterodimero.

La obtencion de las constantes de velocidad permite estimar la afinidad de unién de los
mondmeros mediante la constante de disociacion (Kp). En el caso de la homodimerizacion
de FoxP1 el valor de Kp es 2+0,2x10°° M y para la heterodimerizacion es 51+3x10° M. Al
comparar el orden de magnitud de este valor para ambos tipos de dimeros, se observa que, a
pesar de que la afinidad por la formacion del heterodimero es menor a lo observado para el
homodimero, es al menos dos 6rdenes de magnitud mayor a lo descrito para el homodimero
de FoxP2 (Perumal, 2015).
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Figura 5.- Efecto de la concentracién de FoxP2 en la cinética de asociacion.

a) Cinética de asociacion para el heterodimero (FoxP1-FoxP2) a 37°. Anisotropia normalizada en
funcién del tiempo (min). Se registrd la anisotropia automaticamente en intervalos de tiempo fijo tras
la mezcla de FoxP1-OG (200 nM) con exceso de monémero de FoxP2 silvestre con tres diluciones;
10 pM (circulos verdes), 15 uM (circulos azules) y 25 puM (circulos rojos) en presencia de
amortiguador de ensayo. Todos los ensayos se realizaron en duplicado. La linea continua representa
el ajuste no lineal de los datos a un modelo de una exponencial simple.

b) Dependencia de la kons con FoxP2 silvestre. Constantes de velocidad observada kops (Circulos
blancos) en funcion de la concentracion de mondmero de FoxP2. La linea continua que conecta los
datos representa al ajuste por regresién lineal, con un valor de pendiente correspondiente a
0,380,02 x 10* (M~ - min~1) e intercepto de 1930,8 x 10% (min~1) con un R?=0,96.
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Caracterizacion del homodimero de FoxP1 y el heterodimero entre FoxP1-FoxP2.

Tras la obtencion de los pardmetros cinéticos se procedié a profundizar en la
caracterizacion energética de las reacciones de asociacion y disociacion de ambos dimeros
(FoxP1-FoxP1 y FoxP1-FoxP2), considerando que la heterodimerizacion (FoxP1-FoxP2)
ocurre bajo las condiciones de ensayo descritas, y que existen diferencias cinéticas y de
afinidad con respecto a la homodimerizacion de FoxP1. Para ello, es necesario obtener tanto
la contribucidn entalpica como entropica de estos eventos que permitan dilucidar los aspectos

moleculares y energéticos que expliquen las diferencias observadas.

Se evalud, por lo tanto, la dependencia de las constantes de velocidad con la
temperatura, realizando ensayos de asociacion a 30, 33, 37, 40 y 42°C. En el caso de la
homodimerizacién (Figura 6), se evalud la asociacion con tres diluciones en duplicado de
proteina silvestre FoxP1 por cada temperatura en el rango de 9 hasta 13uM. A su vez en la
heterodimerizacion (Figura 7) se evalu6 la asociacion usando tres diluciones en duplicado
de cada proteina silvestre FoxP2 por temperatura en el rango de 10 hasta 40 uM. De estos
ensayos, se obtuvieron las constantes de velocidad de asociacion (ka) y la constante de
velocidad de disociacion (kq) detalladas en la Tabla 4. Acorde a esto, se aprecia que la
constante cinética de asociacion (ki) para la heterodimerizacion en el intervalo de
temperaturas ensayado es menor respecto a la ka de la homodimerizacion de FoxP1, a

diferencia de la constante de disociacion (kg) que es mayor para la heterodimerizacion.
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Figura 6- Efecto de la temperatura en la cinética de asociacién para el homodimero de FoxP1.
Cinéticas de asociacion a diferentes temperaturas. Anisotropia normalizada en funcion del tiempo
(min). Se registré la anisotropia automaticamente tras la mezcla de FoxP1-OG (200nM) con exceso
de monémero de FoxP1 silvestre en un intervalo de diluciones de 1 UM hasta 13 M. Los ensayos se
realizaron a cinco temperaturas 30°C (a), 33°(b), 37°C(c), 40°C(d) y 42°C(e) en presencia de
amortiguador de ensayo. Todos los ensayos se realizaron en duplicado. La linea continua representa
el ajuste no lineal de los datos al modelo de una curva exponencial simple.
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Figura 7.- Efecto de la temperatura en la cinética de asociacion para el heterodimero.

Cinéticas de asociacion a diferentes temperaturas. Anisotropia normalizada en funcién
del tiempo (min). Se registré la anisotropia automaticamente tras la mezcla de FoxP1-OG (200nM)
con exceso de FoxP2 silvestre en un intervalo de diluciones de 10 uM hasta 40 uM en presencia de
amortiguador de ensayo. Los ensayos se realizaron a cinco temperaturas 30°C (a), 33°C (b), 37°C
(c), 40°C (d) y 42°C (e) en presencia de amortiguador de ensayo. Todos los ensayos se realizaron en
duplicado. La linea continua representa el ajuste no lineal de los datos al modelo de una curva
exponencial simple.
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Tabla 4. Efecto de la temperatura en la cinética de asociacion para el homodimero de FoxP1y
el heterodimero FoxP1-FoxP2.

To

(+0,5°C)

30

33

37

40

42

k,?

(M~!-min™1) x 104

Homodimero Heterodimero

0,8+0,04

1,09+0,23

4,15+0,08

5,77+0,24

7,70+0,57

0,15+0,02

0,25+0,05

0,38+0,02

1,20+0,14

1,64+0,22

kq?

(min~1) x 1073

Homodimero Heterodimero

3,1+0,1

16+0,5

98+1,0

135+10

248x34

3045,6

69,45+4,4

193,6+0,8

987+3

2288+22

(X 107°M)
Homodimero  Heterodimero
0,4 0,02 20+0,46
1,5£3,1 27,8458
2,4+0,5 51+2,7
2,3+0,2 82.319,6
3,2+0,5 140+£19

2Constantes cinéticas de asociacion (ki) y de disociacion (kq) resultantes de la regresion lineal de las
constantes observadas (Kobs) Obtenidas a partir de las cinéticas de asociacion del homodimero

(Figura 5) y del heterodimero (Figura 6) a cada temperatura.
b Constantes de disociacion al equilibrio (Kp) determinada por ecuacion 4 en materiales y métodos.
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Teniendo en cuentas las diferencias descritas, se procedi6 a la caracterizacion
energética de ambos procesos (de asociacion y disociacién), utilizando la aproximacion de
Eyring. Este andlisis permite determinar la dependencia de la velocidad de ambas reacciones
con respecto a la temperatura y por tanto obtener los parametros termodinamicos de
activacion (entalpia y entropia) que definen los aspectos energéticos de ambas reacciones
respecto al estado de transicion (ET). Para ello, se evaluaron las constantes cinéticas en

funcion de la ecuacién 6 de materiales y métodos.

A partir del analisis grafico de la ecuacién de Eyring se pueden obtener los parametros
termodinamicos de entalpia (AH¥) y entropia (AS*) de activacion para las reacciones de
asociacion y disociacion (Figura 8). Segun los resultados, la entalpia de activacion de
asociacion (AHj) para el homodimero es 33+4 kJ-mol™', mientras que para el heterodimero
es 37+4 kI-mol™', a diferencia del cambio de entalpia de disociacion (AHff), que para el
homodimero corresponde a 69+7 kJ'mol’ 'y para el heterodimero corresponde
a67+6 kJ'mol™'. Estos resultados indican que la entalpia de activacion para la
heterodimerizacion es aproximadamente 4 kJ - mol~* mayor que la homodimerizacidn,
mientras que, para la disociacién, la entalpia del homodimero es aproximadamente 2 KJ -
mol~! mayor a la entalpfa del heterodimero. Por lo tanto, la heterodimerizacion requiere
mayor energia para alcanzar el ET respecto a la homodimerizacion FoxP1, a diferencia de la

disociacion, donde el requerimiento energético es mayor para el homodimero de FoxP1.

Con respecto al cambio en la entropia de activacion, las entropias de asociacion (ASZ)
son 0,06+0,01 J- mol ™! K! y 0,07+0,01 J- mol 1 -K! para la homo- y heterodimerizacion,
respectivamente, a diferencia del cambio de entropia de disociacién (ASj), que para ambos

dimeros corresponde a 0,15+0,02 J-mol'K!. Acorde a estos resultados, no se aprecian
cambios significativos que permitan distinguir la reaccion de dimerizacion, ni la reaccion de

disociacion entre el heterodimero y la homodimerizacion de FoxP1 en términos entrdpicos.
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Figura 8.-Anélisis de Eyring para la asociacion y disociacion del homodimero de FoxP1y el
heterodimero.

Gréficos de Eyring que expresan la dependencia de In(k/T) con el inverso de la temperatura (1/K)
para la asociacion (seccion superior del grafico) y disociacion (seccién inferior del grafico) para el
homodimero de FoxP1 (circulos rojos) y el heterodimero FoxP1-FoxP2 (circulos azules). La linea
continua que conecta los datos representa al ajuste por regresion lineal para la determinacion de los
parametros termodinamicos de activacion acorde a lo descrito en Materiales y Métodos. Para el

homodimero: AHZ=33+4 K] - mol~! ; AS¥ =0,06 + 0,01 ] - mol~* - K~ y R?=0,96 (asociacion) y
AH%=69 + 7k - mol™* ; AS} =0,15+0,02 J-mol~1- K~ y R® =0,97 (disociaci6n). Para el
heterodimero:AH=37+4 kJ - mol~1 ; AS¥ =0,07 + 0,01 ] - mol~1-K~1 y R?=0,95 (asociacion) y
AH¥=67+6 k] - mol~1 ; AS} =0,16 + 0,02 ] - mol~1 - K~ y R?=0,97 (disociaci6n).
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Cinética de asociacion del homodimero de FoxP1 en presencia de ADN.

Tal como se ha manifestado anteriormente, la interaccion con el(los) ligando(s) puede
ser fundamental en el proceso de formacion de dimeros entrelazados. En el caso de la
subfamilia FoxP, la interaccion con ADN podria modular la asociacion entre FoxP1 y FoxP2.
Para determinar la influencia del ADN en la asociacion, se procedio en primera instancia a
evaluar la asociacion entre FoxP1 y un oligonucleétido que interactGa especificamente con
el dominio de union a ADN de esta proteina (Koh y cols,. 2009). Para ello, se realiz6 un
ensayo de titulacion entre el mondémero de FoxPl silvestre y ADN de doble hebra
correspondiente a la secuencia especifica de union para FoxP1 (materiales y métodos), el
cual esta derivatizado con fluordforo. La Figura 9 muestra el cambio de anisotropia para el
ADN en funcién de la adiciéon de FoxP1, que en el ensayo esta a una concentracion de 400
nM. La tendencia de los valores obtenidos indica una estabilizacion de la anisotropia a los
~400 nM de concentracion total de FoxP1l silvestre, dando cuenta de una interaccion

estequiométrica entre la proteina y el ADN en razén 1:1.

Como segunda aproximacion, se procedio a evaluar la cinética de asociacion del
homodimero de FoxP1 en presencia de ADN de diferentes concentraciones de ADN no
derivatizado. En la Figura 10a se muestran los ensayos de asociacion para el homodimero
sin ADN vy a diferentes razones ADN: proteina, mientras que en la Figura 10b se muestra la

variacion de kops con la razén ADN: proteina.

Acorde a lo anterior, a medida que aumenta la concentracién de ADN se observa una
disminucidn en la anisotropia al alcanzar el equilibrio, lo cual indica que la presencia de ADN
disminuye la fraccion de dimero de FoxP1. Al evaluar el cambio en la kops (Figura 10b), se
observa que disminuye en aproximadamente 1,5 veces cuando la razdn ADN: proteina es 1
en comparacion a la reaccion de asociacion sin la presencia de ADN, no observando ni
fraccion de dimero (y, por tanto, Kobs) cuando la razon de ADN: proteina es superior a 1. De
acuerdo con lo observado se podria sugerir que el ADN disminuye la capacidad de union

entre los monoémeros de FoxP1 en las condiciones ensayadas.

30



1,6

0.2 0.4 0.6 0.8
[FOXP1] (uM)

Figura 9.-Interaccion entre ADN y mondmero de FoxP1 silvestre.

Anisotropia observada (ros) normalizada por la sefial inicial (ro) en funcién de la
concentracion de monémero FoxP1 silvestre. Se dispuso de ~400 nM de ADN derivatizado en
amortiguador de ensayo, al cual, se le adicionaron alicuotas de FoxP1 silvestre. Las lineas rectas que
conectan los datos (circulos rojos) representan la relacion estequiométrica entre proteina: ADN.
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Figura 10.- Efecto del ADN en la cinética de asociacion del homodimero a 37°C.

a) Anisotropia observada (ros) normalizada por la sefial inicial (ro) en funcién del
tiempo (min). Se registro la anisotropia de fluorescencia a intervalos de tiempo fijo tras la mezcla de
FoxP1-OG (200nM) pre incubado con diferentes concentraciones ADN con 5 UM de monémero
FoxP1 silvestre. De menor a mayor razén ADN: proteina; Sin ADN (circulos naranjos); ADN:
proteina= 0,5 (circulos rojos); ADN: proteina= 1 (circulos verdes); ADN: proteina= 4 (circulos
azules); ADN: proteina= 20 (circulos grises).

b) Dependencia de la kobs en presencia de ADN. Constantes de velocidad observada Kobs
(circulos blancos) de la asociacion del homodimero en funcién de la razén ADN: proteina.
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DISCUSION

Considerando que la asociacion entre FoxP1 y FoxP2 no ha sido caracterizada in
vitro, en este trabajo de tesis se evalu6 la asociacién entre los dominios de unién a ADN de
FoxP1 y FoxP2. Para ello, se abordaron los aspectos cinéticos y termodindmicos que
diferencian el evento de homodimerizacion de FoxP1 con la heterodimerizacion. Junto con

esto, se estudio el rol de la interaccion con ADN en el evento de asociacion de estas proteinas.

Mediante ensayos de anisotropia de fluorescencia fue posible evaluar la formacion de
dimero entre los dominios de unién a ADN entre FoxP1 y FoxP2. A partir de los resultados
obtenidos se pudo observar la formacion de heterodimeros in vitro y en condiciones
notablemente diferentes comparadas con la homodimerizacion de FoxP2 (Perumal, 2015).
Esto, debido a que los parametros obtenidos tras los ensayos realizados a 37°C (Figuras 4 y
5) estan en el mismo orden de magnitud que los de la homodimerizacion de FoxP1, por lo
que dan cuenta de un valor de Kp de cerca ~3 drdenes de magnitud menor a lo obtenido para
FoxP2. A pesar de que en primera instancia el comportamiento del heterodimero podria no
ser el esperado (ya que las propiedades de FoxP1 y FoxP2 son muy diferentes), es la dindamica
estructural del dominio de unién a ADN de FoxP1 la que podria tener un fuerte impacto sobre
FoxP2, ya que, de acuerdo a reportes de nuestro laboratorio, la presencia de regiones
intrinsecamente desordenadas que facilitan el intercambio de segmentos (Medina y cols,
2020) en FoxP1 podrian cumplir un rol preponderante en la heterodimerizacion. Esto indica
que diferencias en la identidad de secuencia promueven cambios en la dindmica de
interaccion entre ambas proteinas, que podrian reflejarse en las propiedades de asociacion

(cinética y termodinamica).

Con el objetivo de obtener los pardmetros cinéticos y, por tanto, termodinamicos del
proceso de heterodimerizacion, se procedié a evaluar la asociacion en funcion de la
temperatura (Figuras 6 y 7). Acorde a los resultados obtenidos, se aprecian diferencias en
las constantes cinéticas kon Y korf (Tabla 4). En estos, la homodimerizacion presenta valores
de kon entre 4 a 10 veces superior a la heterodimerizacion, indicando que la asociacion esta

favorecida para el homodimero de FoxP1 en el intervalo de temperaturas. Por otro lado, el
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evento de disociacion esta favorecido de 2 hasta 10 veces mas en la heterodimerizacion con
respecto a la homodimerizacion. Este fenémeno podria relacionarse, con las interacciones no
covalentes que estarian optimizadas en el homodimero de FoxP1 a diferencia de lo que
ocurriria en el heterodimero donde las diferencias en ciertos residuos de aminoécidos podrian
impactar en la optimizacion de estas interacciones. Por su parte, que el heterodimero posea
una menor kon Se podria atribuir ademas a una mayor energia requerida para desestabilizar
los contactos propios del mondmero de FoxP2, asi como posibles cambios conformacionales
que debe experimentar para dimerizar (Schreiber y cols., 2009). Lo anterior puede ser
fundamentado tras el analisis de los parametros cinéticos bajo la aproximacion del pseudo
equilibrio de Eyring para determinar (a partir de las barreras energéticas) cuales son las

propiedades del estado de transicion (ET) en el homodimero de FoxP1 y heterodimero.

Las entalpias de activacion de los dimeros (Figura 8) indican una diferencia en la
entalpia de disociacion (AHj) de ~2 k] - mol~* mayor para el homodimero, lo que se puede
relacionar con la mayor cantidad de contactos que deben romperse en relacién con el
heterodimero para alcanzar el ET. Por otro lado, la diferencia en la entalpia de asociacion
(AH?I) observada (~4 kJ - mol~1) mayor para el heterodimero sugieren que FoxP2 requiere
romper aquellas interacciones que estabilizan su monémero para alcanzar el ET. Por lo tanto,
los resultados entélpicos obtenidos permiten dilucidar los requerimientos energéticos de la

heterodimerizacion en comparacion a la homodimerizacion de FoxP1.

Al comparar la asociacion de FoxP1 con modelos clasicos de IdS, se aprecian
diferencias significativas. En el caso de la proteina cianovirina-N, se report6 un valor de kg=
8.2 x 10 s1 a 52°C y Kp=15,3mM a 19°C por lo que su entalpia de activacion para la
asociacion es de ~600 kJ-mol-1, mientras que para la disociacién es de ~650 kJ-mol-!, siendo
estas barreras unas 16 veces mayor respecto al homo- y heterodimero estudiados en este
trabajo (Liu y cols., 2012). Esto da cuenta de la optimizacién en la dindmica de asociacion
de FoxP1 (y disociacion) y su potencial rol en la regulacién transcripcional en un contexto
celular donde se requieren complejos transitorios y/o que se vean estabilizados por la

asociacion con otras proteinas.
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Considerando la caracterizacion energética de este trabajo, seria importante evaluar
aquellos residuos que podrian ser preponderantes en la estabilidad del dimero FoxP1-FoxP2
y en su energia de interaccion. Acorde a esto, se han reportado “hot spot residues” que
corresponden a residuos ubicados en o cerca de sitios de interaccion y que pueden cambiar
los valores de kon y kot de forma especifica (Schreiber, 2002), pudiendo influir en la

formacion del ET.

Respeto a la contribucidn entropica, es complejo otorgar una interpretacion molecular
certera que justifique los cambios observados en ambas dimerizaciones, ya que, eventos
como cambios estructurales, flexibilidad de las proteinas y reordenamiento del solvente
deben tenerse en consideracion (Fox y cols., 2018). Acorde a esto, los cambios de entropia
tanto para la reaccion de asociacion como la de disociacion se podrian relacionar con la
libertad conformacional de FoxP1 (sin descartar otros factores) ya que al ser similares los
valores de entropia entre ambas dimerizaciones no se puede diferenciar la contribucion del

monomero FoxP2 al proceso.

Entre los factores que controlan la velocidad de las reacciones se encuentran la
interaccion con ligandos. En este trabajo se evalu el efecto del ADN en la homodimerizacion
de FoxP1. Los resultados observados en las figuras 10a y 10b indican que la velocidad de
asociacion del monomero de FoxP1 disminuye progresivamente en funcion del aumento de
la concentracion de ADN. Esto permite sugerir la estabilizacion de la fraccion monomérica,
a través de un complejo monémero-ADN en desmedro de la dimerizacion. En esta ocasion
solo se pudo evaluar la homodimerizacion en presencia de ADN, pero es posible extrapolar
este resultado en el contexto del heterodimero, ya que acorde a esta premisa, la estabilizacion
mondmero-ADN no facilitaria la unién de un segundo mondmero, independiente si es FoxP1
0 FoxP2. Una de las causas que permitirian explicar la estabilizacion de la proteina tras la
unién a ADN son los cambios a nivel estructural tanto de los sitios de reconocimiento y
unién a ADN como también del resto del mondémero de FoxP1 tras la interaccion con ADN,
considerando ademas la estabilizacién producto de las interacciones electrostaticas que se
forman (Van Der Vaart, 2015).
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Estudios en FoxP2 indican que la union del monémero a ADN implica un
reordenamiento de estructura terciaria acompafiado por una disminucion en la flexibilidad de
la proteina, aunque, la extension de este cambio estructural dependeria de la afinidad de unién
a la secuencia (Webb y cols., 2017). Por lo tanto, seria relevante evaluar si el ADN
estabilizara el heterodimero ya formado, permitiendo asi, dilucidar el mecanismo de unién

entre ambas proteinas en presencia de ADN.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis afirman que la cinética de estas
proteinas ocurre en tiempos y condiciones biolégicamente relevantes. Acorde a esto se
pueden formar homodimeros de FoxP1 y heterodimeros FoxP1-FoxP2 con una dinamica que
permite su rapida asociacion y disociacion. Las caracteristicas obtenidas en este trabajo dan
cuenta del potencial rol del 1dS en la regulacién transcripcional de estas proteinas. Junto con
esto, la interaccion con ADN afiadiria otro nivel de complejidad en esta regulacion a nivel
celular, por lo que la relacion entre la dindmica estructural, el mecanismo de asociacion y la
interaccion con ligandos son fendmenos concertados que reflejan la complejidad del

mecanismo de accion de estos factores de transcripcion.
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CONCLUSIONES

FoxP1 y FoxP2 forman heterodimeros in vitro con una afinidad 1.000 veces mayor al

homodimero de FoxP2, y cerca de 15 veces menor al homodimero de FoxP1.

Las diferencias entre la heterodimerizacion y la homodimerizacion de FoxP1 obedecen
a una mayor entalpia de activacion en la asociacion y una menor entalpia de activacion

de la disociacion.

El ADN disminuye la velocidad de homodimerizacion de FoxP1 tras la formacion del
complejo mondmero-ADN, por lo que este ligando favorece la estabilidad de la fraccion
monomérica y no facilita la interconversion hacia el estado dimérico, a diferencia de lo

planteado inicialmente en la hipGtesis de este trabajo.
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