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Crosslinking: reaccién quimica de entrecruzamiento mediante la reaccién residuos de Lysina
Cryobuffers: condiciones crioprotectantes

CTE: Cadena de Transporte Electrénico

CTT’S: constructos de TFAM con la cola C-termina deleccionada (CTT1, CTT2, CTT3. CTT4)
D

D1: constructo TFAM para el dominio HMG1, de Ser44-GIn125

D2: constructo TFAM para el dominio HMG2, deLeu149-Arg227

D2C: constructo TFAM para el dominio HMG2 con la cola C-terminal, deLeu149-Cys246
DBDs: DNA Binding Domains

DLS: Dynamic Light Scattering

DM: Density Modification

Dmax : distancia maxima intramolecular
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DPE: Distal Promoter Element

DPN-1: Dynamin-related Protein 1

E

Errer: Eficiencia dEl fenémeno FRET

EMSA: Electrophoretic Mobility Shift Assay

EOM: Ensemble Optimitzation Method

ESRF: European Sincroton Facility

F

FAD: dinucledtido de flavina y adenina

Footprinting: andlisis de digestiéon controlada sobre ADN

FRET: Fluorescence Ressonance Energy Transfer

G

GSH: glutatién reducido

GSL: glicoesfingolipidos

H

H1: constructo TFAM para el dominio HMG1 junto con el linker (Ser43-Leul52)
H2L: constructo TFAM para el dominio HMG2 junto con el linker y cola C-terminal (Ser115-Cys246)
H2S: constructo TFAM para el dominio HMG2 junto con el linker (Ser115-Glu219)
HisTag: cola de Histidinas para permitir la purificacién mediante una columna de afinidad catiénica
HisTrap: columna de afinidad por Histidinas

HMGbox: High Mobility Group domain

HMGbox SS: HMGbox sequence specific, de union especifica

HMGbox NSS: HMGbox nonsequence specific, de union inespecifica

HU: Heat-Unstable nucleoid

HSP: Heavy Strand Promotor

HSP1: Heavy Strand Promotor 1

HSP2: Heavy Strand Promotor 2

I

1 (0)): intensidad de dispersion inicial
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[HF: Integration Host Factor

L

LEF-1: Lymphoid enhancer-binding factor 1
Linker: regién connectora

LOAD: Late-onset Alzheimer’s

Loop: lazo

LSP: Light Strand promotor

LSP22Br: secuencia de uniéon de TFAM a LSP cristalizada en complejo, con Timina remplazada pro 5-Bromo
Uracilo

M

MAM: Membrana Mitocondrial Asociada a RE

MAD: Multiple-wavelenght Anomalous Dispersion,

MBP-TFAM: TFAM con la dina MBP en N-terminal. MBP (Maltose Binding Protein)
MD: Molecular Dynamics

MELAS: Mitochondrial Encefalomiopatia, Lactic Acidosis ans stroke-like episodes
MLS: Mitochondria Leader Sequence

MR: Molecular Replacement o Reemplazamiento Molecular
MonoS: columna de intercambio de intercambio anidnico

mtADN: ADN mitocondrial

mtRNAP: RNA polimerasa de mitocondria

mtSSB: proteina mitocondrial de unién a DNA de cadena tnica

mTERF: Factor mitocondrial de terminacién de transcripciéon

Mtfb1p: factor de transcripcién mitocondrial en Saccharomyces cerevisiae
MTP: poro de transicién mitocondrial

MW: peso molecular aparente

N

NAD: Dinucledtdo de Adenina y Adenina

NER: mecanismo de reparacion por escision de base

NCR: Non Coding Regions
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NCS: non- crystallographic symmetry

NRF-1: factor nuclear de respiraciéon 1

0

On: Origen replicacién cadena H

O.: Origen replicacién cadena L

Open complex: burbuja creada para permitir la transcripcion por parte de RNApolimerasa
P

PAC: Plataforma Automatizada de Cristalografia

PIC: complejo de pre-iniciacion de la transcripcién (Pre-Initiation Complex)

proximity ratio (P): valor extraido de los experimento de spFRET, relacionado con Errer
PPARs: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor

PPE: Proximal Promoter Element

PPR domain : pentatricopeptide repeat

R

R: distancia entre fluoréforos

Rmerge: parametro estadictico

Ry : radio de giro

RE: reticulo endoplasmatico

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

RNAi: RNA interferencia

RNApol T7: RNA polimerasa del bacteriéfago T7

ROP41p: RNApolimerasa mitocondrial en Saccharomyces cerevisiae

ROS: especies reactivas de oxigeno

S

SAD: Single-wavelenght Anomalous Diffraction

SAXS : Experimentos de rayos X de bajo angulo (Small Angle X-ray Scattering)
SeMet: Seleno Metionina

Screenings: soluciones de escaneo de condiciones de cristalizacion

Sliding: mecanismo de deslizamiento de proteinas de unién al ADN

SNPs: single nucleotide polymorphisms
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spFRET o smFRET: single-particle FRET

SPR: Surface Plasmon Ressonance

SRY: Sex-determining Region Y

SRY.B: proteina hibrida entre dominio HMGbox de SRY y dominio HMGbox de HMG1
Stacking: apareamiento entre bases de dos hebras diferentes

STED : Stimulated Emission Depletion Microscopy

Sup 75 HL 26/60: gel filtracién superdex 75 High Load 26/60

T

TAS :Termination-associated sequences

TBP: TATA box-Binding Protein

TEV protease: protease de sitio especifico del virus del Tabaco (Tobacco Etch Virus)
TLS: Tranlation Libration Screw-motion

TFAM: mitocondrial Trancription Factor

TFAM-HisTag: TFAM con la dina HisTag en C-terminal

TFB1M/TFB2M: Factor de Transcripcién Mitocondrial %2

TRX2: tiorredoxina mitocondrial

U

UBF: Upstream Binding Factor

Unwound o unwind: desenrollamiento
\"/

VDAC: canal dependiente de voltage anidnico

Ve= volumen de elucion
A

AP: Potencial electrostatico de membrana

11

uM/uE: movilidad relativa del complejo vs la movilidad del ADN libre
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RESUMEN

En esta tesis se ha conseguido la caracterizacion bioquimica, biofisica y estructural del factor
de transcripciéon mitocondrial A humano, TFAM.

TFAM presenta multiples funciones en la biogénesis de la mitocondria y esta implicada en
transcripcion, replicacion, empaquetamiento del ADN mitocondrial, reparaciéon del ADN
mitocondrial.... Para tratar de hallar los mecanismos moleculares se procedié a la resolucién
de la estructura cristalografica de TFAM en complejo con su secuencia diana de unién en el
promotor LSP (Light Strand Promotor).

La estructura de TFAM en complejo con una secuencia de 22 pb de LSP (Rubio-Cosials, Sidow
et al.) mostraba como TFAM impone una torsién global del ADN de 180°, con ambos dominios
HMGbox introduciendo un punto de curvatura mediante la unién al surco menor del ADN.
Estudios en solucién mediante SAXS (Small Angle X-ray Scattering) de TFAM en forma no
unida permitieron asignar un alto grado de flexibilidad para la regién connectora entre los
dominios HMGbox y la cola C-terminal, ambas regiones cargadas positivamente. Esta
flexibilidad de la zona connectora permite un gran nimero de conformaciones diferentes para
TFAM en su forma libre, donde los dos dominios HMGbox se encuentran con posiciones
relativas diferentes.

Posteriormente mediante estudios de spFRET (single-particle FRET), se confirm¢ el sistema
de curvatura del ADN definido por la estructura cristalografica con la introduccién de una
torsion en éste en forma de U. Los estudios de SAXS y spFRET indicaban que esta uni6n
presentaba un comportamiento ligeramente dindmico, posiblemente debido a la flexibilidad
intrinseca que muestra la regién connectora entre los dos dominios HMGbox en solucién.

Los resultados obtenidos permiten entender la multitud de funciones asignadas a TFAM y en
concreto, su papel en la activaciéon de la transcripcion a partir de LSP.

OBJETIVOS

El objetivo del trabajo realizado durante la tesis doctoral fue caracterizar el factor de
transcripcion mitocondrial humano A, TFAM, tanto en su forma libre como en la forma unida
al ADN, concretamente a su secuencia de unién a la regiéon promotora LSP. La primera etapa
del proyecto implicé la obtencién de la proteina estable y establecer un protocolo de
formacion del complejo con el ADN. La segunda fase consistié en la caracterizacién molecular
de la uniéon de TFAM a LSP. Para ello se aplicaron diversas metodologias: cristalografia de
proteinas, dispersiéon de rayos X a bajo angulo en solucién (SAXS), técnicas basada en el
principio de fluorescencia (FRET), ensayos bioquimicos,.... Todo ello permitié entender los
mecanismos moleculares del complejo TFAM-ADN y su relaciéon con las multiples funciones
asociadas a TFAM dentro de la mitocondria.
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A. MITOCONDRIA

1. Introduccion a la mitocondria

La palabra mitocondria proviene de mitochondrion del griego uito¢mitos, hilo,
+ Yovdplov chondrion, granular. La mitocondria tiene un tamafio medio de aproximadamente
0.3-1.0 por 5-10 um. Puede desplazarse a través del citoplasma celular, y su estructura basica
la forman dos membranas diferentes en cuanto a composicién y funcién. La mitocondria es
conocida como el proveedor oficial de ATP, fuente de energia para la célula.

1.1. Historia

Las primeras observaciones de estructuras intracelulares que posiblemente representaban
mitocondrias fueron publicadas en 1840. La mitocondria fue el primer organulo celular
relacionado con una enfermedad humana. Esto sucedié en 1962, cuando Luftet describié un
paciente con hipermetabolismo el cual presentaba disfuncién mitocondrial.

1.2. Origen de la mitocondria: teoria endosimbiosis

Lynn Margulis formul6é la teorfa de la endosimbiosis que propone que las actuales
mitocondrias son descendientes de organismos primitivos con capacidad aerdbica, los cuales
fueron “ingeridos” por células protoeucariotas anaeroébicas hace 1.500-2.000 millones de
afios. Como consecuencia de esta asociaciéon las dos especies se habrian beneficiado: el
huésped utilizando energia generada por la actividad aerébica de la bacteria incorporada, y
éste accediendo a nutrientes que conseguiria el huésped.

La teoria de la endosimbiosis se basa en algunas semejanzas entre las bacterias actuales con
las mitocondrias y los cloroplastos: ambos organulos tienen unas dimensiones parecidas a las
bacterias, poseen hebras circulares de ADN en su interior y sus ribosomas son 70S, similares a
los de las bacterias. Ademas, son capaces de replicarse de forma independiente en el interior
celular y la doble membrana de estos organulos sugiere una incorporacién por invaginacion
de la membrana del protoeucariota, la membrana interna seria de origen procariota y la
externa de origen protoeucariota.

2. Estructura

A continuacié se describen brevemente los diferentes compartimentos presentes en
mitocondria (Fig_A1).
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Fig_A1l: Imagen microscopica de una mitocondria acompafiado de un esquema ilustrativo que muestra la
estructura mitocondrial (fuente: Wikipedia).

2.1. Membrana externa

La membrana externa mitocondrial engloba todo el orgdnulo y estd formada por un ratio
proteina: fosfolipido similar a la membrana plasmadtica eucariota. Presenta un gran niimero
de porinas, proteinas que actiian formando canales y permitiendo la difusién de proteinas de
igual o menor peso molecular a 5000 Da. La membrana mitocondrial externa se encuentra
asociada a la membrana del Reticulo Endoplasmatico (RE), en una estructura llamada MAM
(Membrana Mitocondrial Asociada a RE). Esta estructura es importante para la sefializacion
de calcio entre RE y mitocondria, asi como en el transporte de lipidos entre RE y mitocondria.

2.2. Espacio intermembrana

El espacio intermembrana es aquél situado entre la membrana exterior y la interior. Debido a
que la membrana exterior es completamente permeable a moléculas pequeias, la
concentracién de moléculas pequeiias, como iones y aztcares, es la misma entre el espacio
intermembrana y el citosol. Sin embargo, las moléculas mayores deben presentar una
secuencia especifica de sefializacién para ser importadas a través de la membrana exterior,
con lo que la composicién de proteinas en este espacio es diferente de la del citosol. Una de las
proteina situadas en este espacio intermembrana es el CitocromoC.

2.3. Membrana interna

La membrana mitocondrial interna contiene proteinas involucradas en cinco tipos de
funciones: fosforilacién oxidativa, transporte especifico de metabolitos dentro y fuera de la
matriz, fusién y fisiéon de mitocondria e importacién de proteinas.

La membrana interna contiene mas de 151 polipéptidos diferentes, y tiene un elevado ratio
proteina:fosfolipido (en peso mas de 3:1, es decir, alrededor de 1 proteina por 15
fosfolipidos). La membrana interna constituye un 50% del total de proteina en la mitocondria.
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Esta membrana es rica en un fosfolipido inusual, cardiolipina (Fig_A2). La cardiolipina tiene 4
acidos grasos (comunmente los fosfolipidos presentan sélo dos acidos grasos), y puede
ayudar a impermeabilizar la membrana interna. Al contrario que la membrana externa, la
membrana interna no contiene porinas, lo que la hace altamente impermeable a todas las
moléculas, por lo que todos los iones y moléculas requieren transportadores de membrana
especificos para entrar o salir de la matriz.

,ﬁ,q; W
N \/l
(R} (R}

L L

Fig_A2: Férmula de la cardiolipina. Posee una estructura dimérica inica que contiene unidos cuatro acidos grasos y
dos cargas negativas. Una de las principales funciones de la cardiolipina es que sin su presencia en la membrana
mitocondrial interna, una gran cantidad de enzimas de la fosforilaciéon oxidativa no podrian desarrollar su funcién
correspondiente. Variaciones en el contenido o estructura de cardiolipina se han descrito en numerosas
alteraciones patolégicas (fuente: Wikipedia).

2.4. Cristae

La membrana interna se encuentra compartimentada en numerosas crestas o cristae,
permitiendo asi expandir su superficie ampliando su capacidad para producir ATP. Por
ejemplo, en el caso de mitocondria de higado, el 4rea de la membrana interna es cinco veces
mayor que la membrana exterior. La cantidad de cristae esta relacionada con la demanda de
ATPy, por tanto, depende del tipo de célula.

2.5. Matriz

La matriz es el espacio que encierra la membrana interna. Contiene un 66% del total proteico
de la mitocondria. La matriz es importante para la producciéon de ATP con la ayuda de la ATP
sintasa, que se encuentra en la membrana interna. La matriz contiene una elevada
concentracion de enzimas (implicadas en funciones como la oxidacién del piruvato y acidos
grasos), ribosomas mitocondriales, tRNA y varias copias de ADN mitocondrial (mtADN).

2.6. Membrana Mitocondrial Asociada a RE (MAM)

MAM es otro elemento estructural conocido por su papel critico en la fisiologia celular y la
homeostasis. Se trata de un espacio membranoso situado entre el RE y la membrana exterior
de la mitocondria. MAM es imprescindible para RE, ya que presenta las chaperonas de RE
(incluidas lectina, calnexina,...) que controlan la homeostasis de RE, pero también juegan un
papel en el inicio de la apoptosis medidada por estrés en el RE, mediante la sefalizacién por
calcio en el RE (Fig_A3). Los roles opuestos de las chaperonas localizadas en MAM sugieren la
existencia de mecanismos que regulen el equlibrio entre estado pro-homeostatico o pro-
apoptotico. Recientemente, la GTPasa Rab32 ha sido identificada como regulador de las
propiedades de MAM.
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La mitocondria estd en contacto estrecho con las vias de secreciéon. De forma mayoritaria,
estos contactos ocurren en MAM. Esta region entre RE y mitocondria ha sido recientemente
asignada como mayor eje de sefalizacién celular. La sefializacion en MAM utiliza la
transferencia de calcio entre RE y mitocondria. La importacién eficiente de calcio en RE
mantiene las chaperonas funcionales y evita la acumulacién de proteinas desplegadas en RE,
hecho que sucede en situaciones de estrés en RE; pero en la situacion inversa, existe un rapido
flujo desde RE y se transfiere a la mitocondria conduciendo a la apoptosis por estrés. Por otra
parte, el metabolismo mitocondrial se beneficia del incremento de calcio mediante un
incremento de producciéon de NADH a través de piruvato, pero una sobrecarga o exceso de
calcio resulta en una produccién masiva de especies reactivas de oxigeno y una pérdida del
potencial de membrana mitocondrial. Por lo tanto, el transporte de calcio de RE a MAM actda
como un arma de doble filo, sugiriendo que bajo mecanismos de regulaciéon desconocidos
puede actuar como pro-homeostatico o pro-apoptotico.

Ademdas, MAM estd involucrada en la biosintesis y trafico de fosfolipidos entre RE y
mitocondria. Es en MAM donde se encuentra las enzimas que participan en la biosintesis de
GSL (glicoesfingolipidos). GSL son componentes esenciales de las membranas de todas las
células eucariotas, conformando un 76% de las membranas.

MITOCHONDRIA

Increased Energetic
Rt Collapse

Fig_A3: Regulacion del equilibrio homeostasis/apoptosis mediante la estrecha comunicacion existente entre MAM
y mitocondria. La mitocondria estd en contacto estrecho con las vias de secrecién. Mayoritariamente, estos
contactos ocurren en MAM. Esta regién entre RE y mitocondria ha sido recientemente asignada como mayor eje de
seflalizacién celular, en la interaccién entre MAM y RE se encuentra involucrada la mitofusina Mtfn2. La
sefializaciéon en MAM utiliza la transferencia de calcio entre RE y mitocondria a través del canal VDAC (Voltage-
dependent Anion Channel). Una importacion eficiente de calcio entre RE y mitocondria permite mantener las
chaperonas de RE estables. En situaciones de estrés en RE, existe un rapido flujo de calcio conduciendo a una
apoptosis por estrés. La mitocondria también puede llegar a apoptosis en situaciones donde existe una mayor
produccién de ATP, dando lugar a un elevado ntimero de especies ROS. Por lo tanto, el transporte de calcio de RE a
MAM acttia como un arma de doble filo, sugiriendo que bajo mecanismos de regulacién desconocidos puede actuar
como pro-homeostatico o pro-apoptoético. (Bui, M. et al. 2010)

3. Organizacion y distribucion de la mitocondria

Las mitocondria se encuentran en casi todo los eucariotas. La variedad en el nimero y la
localizacién depende del tipo de célula. En los organismos unicelulares normalmente
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encontramos una sola mitocondria, mientras que en células de higado humanas encontramos
entre 1.000-2.000 mitocondrias por célula, representado un 1/5 del volumen celular.

Normalmente se encuentran formando un entramado 3D en complejo con el citoesqueleto
(Fig_A4). La asociacién con el citoesqueleto determina la forma de la mitocondria, lo que
puede afectar también la funcién. Recientemente se ha propuesto que vimentina, uno de los
componentes del citoesqueleto, es critico para la asociacién mitocondria-citoesqueleto.
Ademas, la forma general o final de las mitocondrias depende del balance entre fusién y fision
de cada mitocondria. Estos procesos se encuentran controlados por una serie de proteinas,
incluida dynamin-related protein 1 (DPN-1) y de mitofusinas (por ejemplo, mfn-1y 2).

Fig_A4: Distribucién de la mitocondria (en rojo, anticuerpo contra hsp70) en relacion con los filamentos
intermedios (en verde, anticuerpo contra vimentina) en células de fibroblasto. (De Vos, K. et al. 2007)

La mitocondria también presenta un movimiento a través de la célula, posiblemente gracias a
la participacién de los motores actina/miosina y dineina/kinesina a lo largo de las redes de
microfilamentos y microtibulos (Iborra, Kimura et al. 2004).

4. Funcion

Una de las funciones mas conocidas de la mitocondria es producir ATP a través de la
respiracion, y asi regular el metabolismo celular. Sin embargo, la mitocondria tiene otras
funciones ademas de producir ATP.

4.1. Cadena de transporte electrénico (CTE) y fosforilaciéon oxidativa

La Cadena de Transporte Electrdénico (CTE) se considera la principal funcién mitocondrial,
ya que proporciona alrededor de un 90% del requerimiento celular de ATP.

En la mitocondria entran acidos grasos que son oxidados a acetilCo enzima A (acetilCoA) en el
proceso llamado B-oxidacién. El piruvato (producto final de la glicélisis en el citoplasma
celular) también entra a la mitocondria, y se descarboxila por la piruvato descarboxilasa, que
incorpora la molécula de la coenzima A y se produce acetilCoA. Posteriormente acetilCoA se
oxida en el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs, al final del cual se generan dos
moléculas de CO; y 4 pares de atomos de hidrégeno, los cudles se transfieren al dinucleétido
de nicotinamida y adenina (NAD+) y al dinucleétido de flavina y adenina (FAD) que se
reducen a NADH y FADH,, respectivamente. Estos compuestos tienen una capacidad donadora
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de electrones muy elevada y esta energia se va liberando en una serie de reacciones redox que
tienen lugar en las crestas mitocondriales, donde se encuentra una serie de complejos
enzimaticos y coenzimas formando la cadena de transporte de electrones (CTE) o cadena
respiratoria mitocondrial (CRM) (Fig_A5).

Las proteinas que intevienen en CTE estan agrupadas en complejos localizados en la
membrana de las crestas. Las coenzimas estan envueltas en los lipidos y difunden a lo largo de
la membrana o a través de la superifice. El complejo I, NADH ubiquinona oxidoreductasa (o
NADH deshidrogenasa), es el mas grande y esta compuesto por un minimo de 42 polipéptidos.
Cataliza la transferencia de electrones desde el NADH a la ubiquinona o coenzima Q (CoQ). El
complejo II, succinato CoQ oxidoreductasa, esta formado por 4 péptidos y cataliza la oxidacién
de succinato a fumarato (dentro del ciclo de Krebs), y transfiere los electrones. La citocromo C
oxidoreductasa o complejo Il estd formada aproximadamente por 10 subunidades. El
citocrom C actiia como intermediario para la transferencia de electrones entre los complejos
Il y IV y esta localizado en el espacio intermembrana. El complejo IV, citocromo C oxidasa
(COX) formado por 13 subunidades, transfiere 4 electrones desde el citocromo C al oxigeno
molecular, y se genera una molécula de agua.

Esta transferencia de electrones de un miembro de CTE a otro genera energia que se invierte
en la sintesis de ATP por una via indirecta. En el inicio de la cadena, las moléculas de NADH y
FADH; transfieren los electrones al siguiente complejo enzimatico, y liberan los protones a la
matriz mediante mecanismos no conocidos adn. Cuando los complejos enzimaticos
transfieren electrones al siguiente componente de la cadena, utilizan energia generada en este
proceso para bombear protones al espacio intermembrana traspasando la membrana interna.
Esta acumulacion de protones en el espacio intermembrana genera un potencial eléctrico que
tiende a llevar a los protones de nuevo hacia la matriz. Pero la membrana interna es
extremadamente impermeable a los protones y es necesaria la accién del complejo V (Fo-F1-
ATP sintasa) para que estos puedan ser transportados de nuevo al interior mitocondrial. La
energia generada con la entrada de protones se utiliza para sintetizar ATP a partir de ADP
citoplasmatico, importado a través del transportador de nucledtidos de adenina (ANT). El
complejo V esta constituido por 12-14 polipéptidos, y presenta dos regiones: la Fo, que esta
ligada a la membrana y Fi, que representa la parte catalitica de la molécula incrustada en la
matriz mitocondrial. El proceso de sintesis de ATP es conocido como fosforilacién oxidativa.

El ano 1961, Meter Mitchell propuso el proceso del metabolismo oxidativo por el cual las
células consiguen ATP. Para que la fosforilacion oxidativa tenga lugar hacen falta dos
condiciones: que la membrana interna esté intacta de forma que los protones s6lo puedan
volver a la matriz por un proceso acoplado a la sintesis de ATP; y que se acumule una
concentracion elevada de protones en el espacio intermembrana.
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Fig A5. Esquema de CTE que consiste en 5 complejos respiratorios, localizados en la membrana interna de la
mitocondria, cada complejo compuesto por multiples subunidades. CTE finaliza con el proceso de la fosforilaciéon
oxidativa que da lugar a la generaciéon de moléculas de ATP. (Wallace, K.2008)

4.1.1. La importancia del equilibrio: CTE y fosforilacién oxidativa, consecuencias de
su desacople

Como se ha comentado anteriormente, los complejos proteinicos en la membrana interna
(NADH deshidrogenas, citocromo C oxidoreductasa y COX) llevan a cabo la transferencia de
electrones y el incremento de energia gracias al bombeo de protones (H+*) en el espacio
intermembrana. Este proceso es eficiente, pero un pequeiio porcentaje de electrones pueden
reducir el oxigeno dando lugar a formas o especies reactivas del oxigeno (ROS), como el
superdéxido (027). Eso puede provocar estrés oxidativo en la mitocondria y contribuir a la
disfunciéon de la mitocondria asociada con el envejecimiento (ver apartado Introduccién
A.7.1.5).

En situaciones de exceso de calorias y ausencia de ejercicio, existe una ausencia de transporte
de ADP citosélico a mitocondria que provoca la imposibilidad de sintetizar moléculas de ATP
nuevas. Sin embargo, CTE contintla generando electrones hasta que existe una
hiperpolarizacién del potencial de membrana o electrostatico (AP) que inhibe el bombeo de
protones. Es en este punto donde CTE frena y los transportadores de electrones quedan
totalmente reducidos (es decir, cargados de electrones). Los electrones pueden ser
transferidos espontaneamente a 0, generando asi un incremento de ROS y llevando a la
célula a una situacion de estrés oxidativo.

En contraste, en los individuos que realizan ejercicio activamente y generan ADP, la ATP
sintasa mantiene AP hipopolarizado y los electrones contintan fluyendo a través de la CTE
manteniendo el AP. De esta forma los transportadores de electrones se mantienen de forma
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oxidada y pueden captar electrones. Esto implica una reduccién de la generacién de ROS,
reduciéndose asi el estrés oxidativo (Wallace 2005).

4.2. Almacenamiento de iones de calcio

La concentracion de calcio en la célula puede regular diversas reacciones, ya que se encuentra
ligada a muchos procesos de sefializacion. La mitocondria puede transitoriamente almacenar
calcio, contribuyendo a la homeostasis de la célula. De hecho, la rapidez con la que puede
captar el calcio para luego liberarlo rapidamente, hace que la mitocondria actie como
“tampon citosdlico” para el calcio, un proceso que puede ir relacionado con la comunicacién
con RE através de MAM.

4.3. Funciones adicionales

La mitocondria juega un papel central en muchas otras acciones metabdlicas, como la
regulacién del potencial de membrana, apoptosis programada, regulacién de la proliferacién
celular y sintesis de esteroides.

Algunas de estas funciones adicionales mitocondriales son llevadas a cabo especificamente en
algunos tipos de células. Por ejemplo, las mitocondrias de células de higado pueden
detoxificar amonio, un residuo producto del metabolismo proteico. Una mutacién en alguno
de los genes que regulan estas funciones puede resultar en una enfermedad mitocondrial.

5. Genoma mitocondrial

En 1963 Nass y Nass (Nass and Nass 1963) descubrieron que las mitocondrias contienen su
propio DNA (mtDNA). En la actualidad se conoce la secuencia completa del mtDNA de mucho
vertebrados e invertebrados, y se sabe que sus funciones esenciales estdn muy conservadas.
Aunque el mtDNA de algunas especies de protozoos ciliados, algas o levaduras es lineal, la
gran mayoria de mtDNAs son circulares. El sitema genético mitocondria mas estudiado es el
de los humanos.

De acuerdo con la ampliamente aceptada teoria de la endosimbiosis, la mitocondria proviene
de una alpha-proteopacteria (Gray, Burger et al. 1999). Con el paso del tiempo, los genes
ancestrales bacterianos han sido transferidos al genoma nuclear, algo que se puede evidenciar
con la presencia de genes ortélogos en el genoma mitocondrial de algunas especies y en el
genoma nuclear de otras especies. La transferencia genética explica porqué todas las
proteinas necesarias para la replicacion, transcripciéon y traduccién del genoma mitocondrial
estan codificadas en el nucleo. Sin embargo, no es aun conocido porqué la mitocondria
conserva un genoma independiente. Es posible que exista una relacién entre regulacion de la
expresion génica del genoma mitocondrial y regulacién del metabolismo de la célula
eucariota, a través de la CTE. De hecho es sabido que en cloropastos la transcripciéon génica
estd directamente relacionada con el estado de reducciéon u oxidacion del organulo
(Pfannschmidt, Nilsson et al. 1999).
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5.1. Caracteristicas del genoma mitocondrial humano

El genoma mitocondrial humano consiste en una molécula de ADN circular (mtADN) de
alrededor 16,6kb, donde cada cadena codifica (Anderson, Bankier et al. 1981) (Fig_A6). Las
dos cadenas de mtADN pueden ser diferenciadas en funcion de su diferente contenido en G/C
y pueden ser separadas por densidad en gradientes desnaturalizantes, dando lugar a cadena
pesada o H, y ligera o L.

mtADN codifica para 37 genes: 13 para subunidades de la cadena respiratoria [, I1I, IV y V; 22
para tRNA mitocondrial (para 20 de los aminoacidos estandar, mas un extra gen para Leucina
y Serina), y 2 para rRNA. Una mitocondria puede contener entre 2 y 10 copias de este ADN.
Cabe destacar que el codigo genético de mitocondria presenta variaciones respecto al nuclear,
presentando un c6digo de uso alternativo.

Como en procariotas, una gran porciéon del mtADN que codifica con ausencia de regiones
repetidas e intrones. Los genes mitocondriales son transcritos de forma policistrdnica, y luego
son procesados (escindidos y poliadenilados) para dar resultado a mARNs maduros. La
mayoria de genes que codifican proteinas son deficitarios de codén de terminacién, después
del tltimo codoén con sentido se encuentra una base T o un par TA, e inmediatamente después
empieza otro gen. El codén de terminaciéon se formard después de la transcripcién por
poliadenilacién del extremo 3.

No todas las proteinas son codificas en este ADN, la mayoria estdn codificadas en genes
nucleares y las correspondientes proteinas son luego importadas a mitocondria. La
transcripcién mitocondrial se da a partir de las secuencias promotoras para la cadena H y L
(HSP, LSP), que se encuentran adyacentes pero con direccién opuesta. Ademas, cerca del sitio
LSP encontramos la regién de inicio de replicacién para la cadena H (Ox), mientras que el
inicio de replicacién para L (0.) se encuentra en otra posicién del genoma.

Se creia que el estado normal de mtADN era una estructura superenrollada poco asociada con
proteinas, en comparacién con el ADN nuclear (nADN). Las primeras publicaciones sugerian la
asociacion del mtDNA con la membrana interna a través de la “proteina knob” (Albring,
Griffith et al. 1977). Observaciones en levadura demostraron que mtADN se encuentran
organizando en estructuras supramoleculares llamadas nucleoides, que contienen diversas
copias de mtADN (3-4) y unos 20 polipéptidos diferentes (Miyakawa, Sando et al. 1987).
Posteriormente, han sido descritas las mismas estructuras para mtADN humano, asociados a
la membrana mitocondrial (Hobbs, Srinivasan et al. 2001). La presencia de estas estructuras
conocidas como nucleoides, se ha propuesto como mecanismo de segregacién (Kajander,
Rovio et al. 2000).
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Fig_A6. Representacion del genoma mitocondrial, molécula circular donde las dos cadenas son codificantes (L y H).
Los rombos representan tARNs, mientras que mARNs y rARNs se encuentran coloreados en forma de cajas.
(Kyriakouli. D, et al. 2008)

5.2. D-loop

En biologia molecular, un loop desplazado o D-loop es una estructura de ADN donde las dos
cadenas de la doble hélice de ADN se encuentran separadas por la acciéon de una tercera
cadena de ADN. La tercera cadena tiene una secuencia nucleotidica complementaria a una de
las cadenas principales y se complementa con ella, provocando el desplazamiento de la otra
cadena en esa regién. Los D-loop se encuentran en determinadas situaciones, incluyendo
mecanismos de reparaciéon ADN por recombinacion, en telémeros (conocido como T-loop), y
en estructuras semi-estables del mtADN.

5.2.1. D-loop en mitocondira

En 1971 Kasamatsu, et.al. descubrieron por microscopia electrénica un fragmento corto de
mtADN con tres cadenas al que llamaron ‘Displacement loop’ (Fig_A7). Alrededor del 95% de
los eventos de replicaciéon de la cadena H finalizan a unos 600 pb rio abajo del Oy (Brown,
Shine et al. 1978). Los productos nacientes arrestados de la cadena H permanecen
estabilizados en la molécula circular parental, formando una estructura de triple cadena
caracterizada por el desplazamiento de la cadena parental H. Esta triple estructura se conoce
como displacement-loop (D-loop) y se encuentra involucrada en muchos casos de cancer.

La funcién del D-loop no estd aun clara, aunque recientemente se estd sugiriendo su
participacion en la organizacién de los nucleoides mitocondriales (He, Mao et al. 2007)

La zona que incluye el D-loop (entre tRNAPhe y tRNAPro, de 1.122pb) contiene el origen de
replicacion de la cadena pesada y los promotores de la transcripcion de las dos cadenas. Los
segmentos D-loop son variables en tamafio en funcién de la especie. Esta regidon también se
conoce como la zona de control y alberga regiones llamadas “hipervariables” debido a su
elevada variabilidad de secuencia.
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La estructura del D-loop para diferentes animales contiene también secuencias conservadas
como CSBs (conserved sequence blocks), TASs (Termination-associated sequences) y
estructuras de conformacion similar a t-RNA (Shadel and Clayton 1997), que probablemente
juegan un rol en la replicacién del DNA.
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Fig A7. (A) Esquema del mtADN, con la ampliacidn de la zona de control o D-loop. En ella se encuentran HSP, LSP,
On, TAS, CSBs. (B) Imagen microscopica donde aparece el genoma mitocondrial con la presencia del D-loop,
sefialado con una flecha (Kasamatsu H, et.al. 1971)

5.2.1.1. D-loop: regiones ricas en citosinas y relacidon con cancer

El D-loop es una regidn rica en citosinas. Aunque es sabido que las islas ricas en citosinas
tienen una predisposicién ha sufrir inserciones y/o delecciones, hasta hace 10 afios no se
empezd a investigar la regiéon del D-loop y la presencia de mutaciones debido a la gran
cantidad de citosinas. Recientemente ha sido identificada una regién rica en citosinas (C-
tract), llamada D-310, como Hot-spot (punto caliente) para mutaciones puntuales presentes
en varios canceres (Fig_A8) (Mambo, Gao et al. 2003).

Esta region consiste en un conjuno de 12-18 citosinas que son interrumpidas por una base de
timina en la posiciéon 310. Un 37% de las lesiones pre-malignas albergan alteraciones en el C-
tract, inserciones o deleciones de uno o dos nucleétidos. La prevalencia incrementa de
hiperplasia benigna a displasia y carcinoma in situ , implicando entonces que las mutaciones
en C-tract pueden ser utiles como marcadores en la progresiéon maligna de determinados tipos
de cancer, aunque son necesarios estudios clinicos que demuestren esta correlacién (Ha, Tong
etal. 2002).
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Fig_A8. Esquema del D-loop mostrando la regién conocida como D-310, rica en citosinas, donde el residuo 310 es
una timina (Mambo, et al. 2003)

Mambo, et al. sugirieron que el D-loop, y en particular la regiéon D310, es extremadamente
susceptible a mutaciones posiblemente debido a la combinacién de vulnerabilidad al dafio por
agentes y la ineficiente reparacién. Debido a que el area D310 se encuentra en la regién CSBI],
que presumiblemente controla la replicacién y transcripcién del mtADN, es muy probable
entonces que variaciones en la longitud del C-tract de D310 tenga un importante papel en la
regulacién del metabolismo del mtADN.

5.2.1.2. D-loop: CSBII y formacién de quadruplex

La zona del D-loop es una de las mas divergentes entre los diferentes genomas mitocondriales
en vertebrados, pero existen tres pequefios bloques de secuencia altamente conservadas
(CSB: CSBI, CSBII y CSBIII) situados entre LSP y Oy, y con la misma extension. Estas regiones
parecen ser importantes para la estabilizacién de los encebadores ARN en la cadena molde del
mtADN (Shadel and Clayton 1997).

La secuencia conservada humana CSBII tiene una longitud de 16pb, donde 15 son GC con
todas las guaninas situadas en una cadena H. Se ha demostrado que la terminacién especifica
de secuencia puede ser debida a la formacién de estructuras de G-quadruplex que se forman
en el ARN rico en guaninas después de la transcripcidon de CSBII (Wanrooij, Uhler et al.).

Las estructuras G-quadruplex se encuentran en secuencias ricas en guaninas debido a al
stacking planar de cuartetos o tétradas de G. Estas estructuras son muy estables debido a los
enlaces de hidrogeno entre guaninas entre el cuarteto y ademas, estdn estabilizados por iones
monovalentes que se mantiene en la cavidad central. Las secuencias ricas en G se encuentran
a lo largo del genoma humano en telémeros, ADN ribosomal, regiones de cambio de
inmunoglobulinas, minisatélites y en regiones promotoras. Se ha sugerido que mas de un 40%
de promotores contienen secuencias motivo con predisponibilidad a formar Gquadruplex
(Huppert and Balasubramanian 2007). La presencia de estos Gquadruplex en secuencias
promotoras implica un mecanismo de control o regulacién génica.

5.3. Organizacion del genoma mitocondrial: Nucleoides

Los nucleoides presentan una dinamica estable, facilitando los procesos de heradibilidad y
segregacion de estos ensamblados (Kajander, Rovio et al. 2000). Se cree que la organizacién
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en nucleoides contribuye a la rapida segregacién de mtADN durante la maduracién del odcito,
proceso conocido como bottleneck. Un nivel elevado de fusién mitocondrial parece ser
esencial para el mantenimiento del mtADN en nucleoides. Debido a los continuos procesos de
fusion y fision mitocondrial, es necesaria una estructura como los nucleoides que permita el
acceso de mtADN a un amplio pool de proteinas para que difundan por el ADN y de esa forma
permitir los procesos de replicaciéon y transcripcidon necesarios para la supervivencia de la
mitocondria y célula (Bogenhagen, Rousseau et al. 2008).

Andlisis cuantitativos del tamafio de los nucleoides, asi como de la cantidad de mtADN
presente en cultivos de células de mamifero sugieren una media de 5-7 mtADN
empaquetados en una esfera de didmetro 70 nm (Iborra, Kimura et al. 2004). El
empaquetamiento en nucleoides y su densidad seria similar al caso de los nucleoides
bacterianos. Ademads de esta similitud también en ambos casos se encuentran asociados a
componentes de membrana, aunque se desconoce exactamente el mecanismo de anclage.
Recientemente, se ha descrito mediante el uso del microscopio STED (Stimulated Emission
Depletion Microscopy) combinado con biologia molecular, nuevas dimensiones para los
nucleoides (Fig_A9). STED revel6 un tamafio de nucleoide muy uniforme en mamiferos
entorno a 85-111 nm, inferior al visto mediante microscopia confocal. Esta uniformidad en el
tamafio del nucleoide sugiere la fuerte conservacién evolutiva para el mantenimiento del
mtADN. Ademads, a diferencia de otras publicaciones donde se adjudicaba 2-8 copias de
mtADN por nucleoide, el uso de STED permite observar una media de 1.4 moléculas de
mtADN por nucleoide, lo cual indica que muchos nucleoides s6lo contienen una copia de
mtADN (Kukat, Wurm et al.).

A

confocal el STED

Fig A9: Los nucleoides presentan un tamafio uniforme en las células. (A) mtADN, en verde, se encuentra
compactado en nucleoides en células de fibroblasto humano. En azul vemos la tincién del nucleo y en rojo, la
tincidn de las redes tubulares de mitocondria. Escala de la barra es 20 pum (B) Imégenes de microscopio confocal,
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donde el diametro de los nucleoides parece ser de unos 300 nm. (C) Imagen de STED donde el diametro de los
nucleoides es de unos 99 nm. Esta técnica permite una mayor resolucién y, por lo tanto, un mejor calculo del
tamafio de los nucleoides. Escala de barra en (B,C) de 0.5 um. (Kukat, et al.)

El empaquetamiento de mtADN en nucleoides es posible gracias a la ayuda de proteinas de
unién al ADN, y de forma mayoritaria por el factor de transcripcién mitocondrial A, TFAM, y la
proteina de unién a cadena sencilla, mtSSB (Kaufman, Durisic et al. 2007).

En el trabajo del grupo de Bogenhagen D.F,, et al. (Bogenhagen, Rousseau et al. 2008) e Iborra
F.J., et al. (Iborra, Kimura et al. 2004). se propone un modelo de estructura del nucleoide
(Fig_A10), con una zona core del nucleoide y una zona periférica. La zona core seria
claramente el centro de biosintesis del mtADN, con procesos como la replicacién y
transcripcion. Este core se encontraria rodeado por una zona periférica que contiene todas
aquellas proteinas que no interaccionan con mtADN eficientemente; pero si se encuentran en
la extraccion de nucleoides de forma nativa, como seria el caso de ATAD3 que no contacta
directamente con mtADN. Por otra parte, existe una estrecha relacion entre nucleoide y
ribosomas mitocondriales, reflejandose asi una coordinacién entre la sintesis de proteinas
codificadas en mtADN y un ensamblaje de complejos.
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Fig_A10. Estructura del nucleoide y la distribucién de proteinas durante la biogénesis del mtADN, como se ha
detallado claramente se puede distinguir una zona core y una periférica. (Iborra, Kimura et al. 2004).

5.4. Heridabilidad del mtADN

La mitocondria se divide por fisién binaria de forma similar a la divisién celular bacteriana,
pese a que a diferencia de la bacteria, la mitocondria es capaz de fusionarse con otras
mitocondrias. La regulacion de esta division difiere entre eucariotas. En la mayoria de células
eucariotas unicelulares, el crecimiento y la division esta ligada al ciclo celular. Por ejemplo,
una sola mitocondria puede dividirse de forma sincronizada con el nucleo. El proceso de
divisién y segregacion debe ser bien regulado de forma que cada célula hija recibe al menos
una mitocondria. En otros eucariotas, por ejemplo en mamiferos, la mitocondria puede
replicar su ADN y dividirse en repuesta a necesidades energéticas de la célula, mas que estar
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sincronizado con el ciclo celular. Cuando las necesidades energéticas de la célula son elevadas,
la mitocondria crece y se divide. Por el contrario, si las necesidades son menores, las
mitocondrias son destruidas o se convierten inactivas. La comprensiéon de la dindmica
mitocondrial, descrita como el balance entre el proceso de fusion y fisién, ha sido relacionado
con alteraciones morfolégicas mitocondriales que juegan un papel importante en diversas
patologias.

La mitocondria se hereda por via materna (Giles, Blanc et al. 1980). Es el odcito, con unas
100.000 moléculas de mtADN, el que aporta la inmensa mayoria de mitocondrias en el
momento de la fecundacién. El mtADN paterno se elimina en la fase temprana de la
embriogénesis. Parece que las escasas moléculas de mtDNA aportadas por el espermatozoide
son eliminadas al ser reconocidas por sefiales de ubiquitinacién (Sutovsky, Moreno et al.
2000), y en ningin caso parece que participen en el genotipo de la descendencia. La
heredabilidad uniparental deja poca oportunidad a la recombinacién genética mediante
diferentes linajes de la mitocondria. Por esa razéon se cree que el mtADN se reproduce
mediante fision binaria.

La practica ausencia de recombinacidn de genética en el mtADN hace que sea una fuente de
informacion para los estudios de genética de poblaciones y biologia evolutiva, debido a que el
mtADN es heredado como una tnica unidad. De hecho la relacién entre mtADN de diferentes
individuos puede ser representado con un arbol genealdgico.

5.5. Elevada tasa de mutacion en mtADN

La elevada tasa de mutacién del mtADN en comparacién con el ADN nuclear (nADN) (Singh,
Neckelmann et al. 1987) es probablemente consecuencia del déficit de histonas que protege la
doble hélice de ADN. Por otra parte, el mtADN también puede ser dafiado por exceso de
moléculas ROS subproductos de la fosforilacién oxidativa. Este efecto dafiino esta favorecido
por el hecho que el mtADN esta en contacto con la membrana mitocondrial interna y, por lo
tanto, muy cerca de CTE que genera ROS.

Pesé a que se han descrito algunos mecanismos de reparacién del mtDNA en respuesta a
dafios especificos (Croteau, Stierum et al. 1999), hasta este momento no parece existir dentro
de la mitocondria un sistema general reparador de mutaciones, lo que puede provocar que
ciertas mutaciones se vayan acumulando.

5.6. Mecanismo de reparaciéon de mtADN

Los mecanismos de reparacién para ADN fueron primero descritos para nADN, aunque hoy en
dia existen evidencias que muestran su presencia en organulos como mitocondria y
cloropastos. El mecanismo de reparacién por escisiéon de base (BER) parece ser el mas bien
caracterizado, mientras que mecanismo de reparacion por escisiéon de nucleétido (NER) ain
no ha podido ser caracterizado en mitocondria de mamiferos.

-39-



Los mecanismos de reparacién se encuentran coordinados con otras vias metabdlicas del
ADN, asociadas a la membrana interna mitocondrial (Fig_A11). Los mecanismos de reparacion
en mitocondria se encuentran regulados o pendientes de respuesta al estrés. El genoma
mitocondrial no codifica para las enzimas que participan en reparacién, asi que existe un
translocacion de proteinas codificadas en nucleo, que son transportadas de citosol a
mitocondria. Finalmente, cabe destacar que cambios en la fiabilidad y eficiencia de los
mecanismos de reparacién son la causa de la acumulacion de dafios en el mtADN, enfermedad
y envejecimiento (Boesch, Weber-Lotfi et al.)
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Fig_A11. Organizacién de los procesos de reparacion por estrés oxidativo que suceden dentro de la mitocondria.
Las principales enzimas de la reparacién se encuentran en color verde, mientras que factores que participan en
reparacion se encuentran en amarillo y lila, en gris se encuentran las principales proteinas de interaccién con ADN.
(Boesch, et al)

6. Mitocondriay apoptosis celular

El estudio de la muerte celular programada o apoptosis ha sido foco de interés cientifico
desde hace afios. Se trata de un proceso critico para la existencia de muchos organismos,
necesaria para modular el sistema nervioso durante el desarrollo y para mantener un
funcionamiento normal del sistema inmunolégico. La alteraciéon de los mecanismos normales
de apoptosis pueden provocar consecuencias graves: cancer y enfermedades
autoinmunitarias si se carece, e infartos o degeneracién nerviosa tipica de la enfermedad de
Alzheimer si se produce en exceso.
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La apoptosis puede ser iniciada por una variedad de agentes que dafian el ADN, por ejemplo
radiaciones UV y X, y determinadas drogas terapéuticas. Las proteinas que detectan el dafio en
el ADN e inician la apoptosis también pueden afectar el ciclo celular: divisién para que el dafio
pueda ser reparado; o bien muerte celular, si las alteraciones son irreversibles.

Se conocen como minimo tres procesos o mecanismos generales que realcionan la
mitocondria con apoptosis (Fig_A12):

e Interrupcion de transporte de electrones
e Alteracion del potencial redox celular

e Liberacion de factores que promueven la activaciéon de caspasas (por ejemplo, la
proteina citocromo C)

Durante la apoptosis, la mitocondria libera citocromo C al citosol (por mecanismos ain no
conocidos), es en el citosol donde el citocromo C, juntamente con la molécula Apaf-1
(Apoptotic Protease Activating Factor) y la procaspasa-9, forman el “apoptosoma”. El
apoptosoma activara la caspasa 9, que inciara la cascada proteolitica que deriva en apoptosis.
La salida del citocromo C de la mitocondria parece encaminar la célula hacia la muerte, bien
sea por un mecanismo apoptoético mediante la activacidn de las caspasas por Apaf-1, o por un
proceso necroético mas lento causada por el déficit de transporte de electrones, que puede
provocar la generacion de radicales de oxigeno libre y la disminucién de la produccién de
ATP. El bloqueo de la liberacién de citocromo C por parte de Bcl-2 inhibe la apoptosis.

Ademas del citocromo C, la mitocondria libera otras moléculas, como el factor inductor de
apoptosis (AIF) y la procaspasa-3, ambos pro-apoptéticos.

El poro de transicién mitocondrial (MTP), un canal no selectivo de estructura parcialmente
definida que tiene componentes en las dos membranas mitocondriales, ha estado implicado
en la pérdida de calcio y también en la muerte celular. En algunos sistemas experimentales se
ha visto que la fase inicial del proceso apoptético (es decir, el estado que precede a la
desintegracion nuclear) estd precedido por la pérdida del potencial de membrana interna
como consecuencia de la apertura de MTP, regulada por Bcl-2 (Marchetti, Hirsch et al. 1996).
Esta apertura podria comportar la salida de sustratos metabdlicos y substancias antioxiantes
esenciales (ATP, NADH, glutatién reducido o GSH) de la mitocondria. La disminucién de GSH
puede afectar enormemente la viabilidad mitocondrial ya que es necesario para la reducciéon
del per6xido de hidrégeno y otras especies reactivas de oxigeno (ROS).

Por otra parte, la apetura del MTP en la membrana interna podria provocar que se
equilibrasen las concentraciones de protones de la matriz y del espacio intermembrana, con lo
que se desacoplaria la CTE. En este caso el volumen mitocondrial aumenta por la entrada de
moléculas de agua. Esto puede comportar la rotura de la membrana externa, con la liberacion
desde el espacio intermembrana de proteinas activadoras de las caspasas (Wallace 2005).
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Fig A12. Representaciéon esquemadtica de la mitocondria, Donde se pueden diferenciar los mecanismo que
conducen a la generacidon de ROS (acoplados a la CTE) y la via mitocondrial de activacidon apoptoética. (Wallace,D.
2005).

7. Mitocondria y enfermedades

El concepto de enfermedad mitocondrial se aplica s6lo a aquellas enfermedades que tienen
alterado el funcionamiento de la CTE, aunque existen enzimas mitocondriales también
implicadas en enfermedades del metabolismo intermediario, como por ejemplo en
alteraciones de la B-oxidacion o el ciclo de Krebs. Como se ha visto, en la CTE participan
polipéptidos codificados por la mitocondria y sintetizados en la matriz mitocondrial, y
también muchas subunidades codificadas por el nADN, sintetizadas en el citosol y guiadas
hasta la membrana interna de la mitocondria mediante péptidos-sefial amino-terminales. Es
por ello que las enfermedades mitocondriales pueden tener el origen no Unicamente en
defectos del genoma mitocondrial, sino también en defectos del genoma nuclear. Por ejemplo,
todos los factores para la replicacién del mtADN son codificados por el nADN, por lo que no
resulta extrafio que las mutaciones en nADN afecten de una forma importante el
funcionamiento de la mitocondria.

7.1. Clasificacion de las enfermedades mitocondriales

El hecho de que las mitocondrias estén ampliamente distribuidas entre los diferentes tejidos y
organos hace que las tipicas clasificaciones anatémicas no sean oportunas para el conjunto de
las enfermedades mitocondriales. La primera caracteristica que define a las enfermedades
mitocondriales es la gran heterogeneidad de las manifestaciones clinicas. Los fenotipos
pueden ser diversos y coincidentes: una mutacién concreta en el mtADN puede producir
fenotipos muy variables, y mutaciones diferentes pueden provocar sintomas similares.
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Las enfermedades mitocondriales muestran unos patrones de herencia variables: materna,
mendeliana, y una combinacién de las dos. Las alteraciones primarias en el mtADN se
traducen en una disminucién de la produccién de energia, sea cudl sea el gen mutado. Los
tejidos con mayores necesidades energéticas (cerebro, corazén, musculo...) son los mas
afectados. Las enfermedades resultantes se transmiten por herencia materna. Otro grupo de
enfermedades se encuentra asociado a deleciones multiples del mtDNA pero se transmiten de
forma autosémica, por este motivo se cree que son consecuencia de una comunicacion
defectuosa entre el ntcleo y la mitocondria.

Los desordenes mitocondriales se presentan frecuentemente como patologias neurolégicas,
pero también se pueden mostrar como miopatias, diabetes, endocrinopatias o variedad de
otras manifestaciones sistematicas. En la mayoria de los casos, las enfermedades son
transmitidas de las madres a sus hijos.

En otras enfermedades, debidas a defectos en genes nucleares provocan disfuncién de
proteinas mitocondriales, éste es el caso de la ataxia de Friederich’s y enfermedad de Wilson.
Asi bien, el ambiente (fenotipo) también puede interaccionar con las predisposiciones
hereditarias y causar enfermedades mitocondriales. Por otra parte, también existe el efecto
del estrés oxidativo y su relacion con la disfuncion mitocondrial y determinades
enfermedades.

7.1.1. Enfermedades debidas a mutaciones en mtDNA

Las enfermedades debidas a mutaciones puntuales en mtDNA pueden ser divididas en 3
categorias:

e Mutaciones con cambio de pauta de lectura, debido a inserciones o delecciones en el
mtDNA, que pueden ser heredadas o espontaneas

e Mutaciones sin efecto en la codificacion

e Mutaciones en gener de sintesis de proteinas (rARN y tARN). Posiblemente, unas de
las mutaciones en la sintesis de proteinas mas comunes es a nivel del nucleétido 3243
(A>G) en el gentRNALeu(UUR), Esta mutacién es interesante debido a la variabilidad
que presenta en sus manifestaciones clinicas. Cuando se encuentra en niveles bajos
(10-30%) en sangre, el paciente puede manifestar sélo diabetes tipo Il con presencia o
ausencia de sordera. Entre un 0.5-1% de los casos de diabtes tipo Il son debidos a esta
mutacién en mtADN. En contraste, cuando esta presente en mas de un 70% del
mtADNs, no hay presencia de diabetes tipo 1], pero los efectos son mucho mas severos
incluyendo cardiomiopatias, encefalomiopatias, sindrome de MELAS.

Las manifestaciones clinicas relacionadas con mutaciones en mtDNA afectan a cerebro,
coraz6n, musculo esquelético, higado, y sistema endocrino, que son los mismos tejidos
afectados en el envejecimiento. Sintomas especificos incluirfan ceguera, sordera, desordenes
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de movimiento, demencias, enfermedades cardiovasculares, debilidad muscular, disfuncién
renal, y problemas endocrinos como la diabetes.

7.1.2. Mitocondria y diabetes

Estudios en pacientes con diabetes tipo II han revelado problemas en las funciones y
biogénesis de mitocondria, generalmente una regulacion a la baja. Los pacientes resistentes a
insulina, con diabetes tipo II, presentan un déficit o fallo energético en mitocondria. Ademas,
una disminucién en los niveles de en el coactivador 1 de peroxisome-proliferation-activated
receptor gamma (PPARy), (PGC-1), el principal regulador de la biogénesis en mitocondria y la
oxidacién de acidos grasos.

Por otro lado, existe una relaciéon causa/efecto muy estrecha entre defectos en mitocondria y
problemas con la secrecion de insulina por células 8 en dos modelos de raton. En el primer
modelo, el factor de transcripcion mitocondrial A (TFAM) es inactivado en células -
pancreaticas. Esto conduce a un incremento en la concentracidon de glucosa en sangre y, un
progresivo declive en masa de células  por apoptosis (Silva, Kohler et al. 2000). En el
segundo modelo, se redujo la afinidad por ATP del canal ATP-dependiente de K, resultando en
una severa reducciéon en sérum de insulina y hiperglicemia (Koster, Marshall et al. 2000).
Estos modelos demuestran que la produccién de ATP mitocondrial es critico en el sistema de
sefializacién de las células 8 para la liberacién/secrecion de insulina

7.1.3. Enfermedades neurodegenerativas

Se ha especulado que las neuronas pueden ser especialmente vulnerables a la disminucién del
metabolismo mitocondrial relacionado con el proceso de envejecimiento. El tejido neuronal es
postmitotico y, en consecuencia, se pueden acumular mutaciones espontaneas en el mtADN
que no seran eliminadas, ya que no existe seleccion clonal por divisién celular. La disfuncién
mitocondrial puede generar radicales libres y dafio oxidativo, factores implicados en la
patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas.

En numerosas enfermedades neurodegenerativas se han observado defectos en la
fosforilacion oxidativa y una produccién incrementada de radicales libres, que no estan
causados por defectos en mitocondria. En estos casos se cree que la disfuncién mitocondrial
es probablemente un epifenémeno que en todo caso contribuye a precipitar la muerte celular.

A continuacién se presenta un resumen breve de las principales enfermedades
neurdegenerativas y del papel que tiene la mitocondria en ellas.

7.1.3.1. Esclerosis lateral amiotréfica (ELA)

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una de las enfermedades degenerativas que aparece
hacia los 40-50 afios, y en un tiempo medio de tres afios comporta la pardlisis y la muerte del
individuo. La mayoria de los casos son esporadicos y de causas desconocidas. Entre un 10-
20% de los pacientes son casos familiares y entre estos, en un 10% se han encontrado
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mutaciones en el gen de la superoéxido dismutasa, gen esencial para la eliminacién de radicales
07, los cuales no son especialmente téxicos pero pueden transformarse en radicales hidroxil
(OH-), mucho mas dafiinos. De esta manera, se ha sugerido que ELA se produciria en casos
donde el equilibrio de especimenes ROS esta alterado y ello conduciria al dafio oxidativo.

7.1.3.2. Enfermedad de Alzheimer (AD)

Es la demencia mas frecuente de la vejez. Un 5% de los casos se transmiten de forma
autosémica dominante y son causados por mutaciones en el gen de la proteina amiloide o
presenilina. La gran mayoria de pacientes con AD representan casos esporadicos sin que se
conozca el defecto genético que los origina. Neuropatoldégicamente se caracterizan por la
presencia de agregados neurofibrilares y de placas amiloides, y por pérdida neuronal. En
cerébros de enfermos se ha visto que la actividad COX esta reducida. Diversas mutaciones en
el mtADN se han asociado con AD, pero no se ha demostrado un papel de éstas en la
patogénesis de la enfermedad.

7.1.4. Mitocondria y cancer

Defectos genéticos en determinados genes nucleares que codifican para proteina
mitocondriales han sido directamente relacionados con algunos cancers hereditarios. Un
ejemplo seria el caso de la fumarato hidratasa, que ha sido relacionada con carcinomas
renales.

Ademas también cabe destacar el papel de ROS en cancer. En ratones knock-out para MnSOD
(superodxido dismutasa) presentan un incremento del 100% en la incidencia de cancer y es
posible revertir este fenotipo mediante la incorporacién de cADN para MnSOD (Van Remmen,
Ikeno et al. 2003). Por lo tanto, mutaciones que afecten la fosforilaciéon oxidativa o la CTE
conllevaran a un incremento de ROS y, por tanto, estos agentes ROS pueden contribuir al
incremento de incidencia o desarrollo de cancer.

7.1.5. Posible relacién con el envejecimiento

Durante CTE existen alguna perdidas de electrones que dan lugar a la formacién de radicales
libres altamente reactivos y dafiinos (ROS). ROS pueden resultar en un elevado estrés
oxidativo para la mitocondria y, en consecuencia, a un elevado porcentaje de mutaciones en el
mtADN, dando lugar a anormalidades enzimaticas y desembocando en la alteracién de la
mitocondria. Como ya se ha explicado anteriormente, la tasa de mutaciéon del mtDNA es 10
veces superior a la del nADN. Mientras que mutaciones en células de la linea germinal
provocan enfermedades de herencia materna, la acumulacién de mutaciones somaticas en
tejidos postmitéticos puede tener como consecuencia el declive progresivo del metabolismo
mitocondrial observado en el desarrollo de enfermedades heredadas y también en el
envejecimiento. El inicio tardio y el curso progresivo de muchas enfermedades mitocondriales
sugiere que el funcionamiento de las mitocondrias empeora con el tiempo.
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Diversos trabajos han descrito incrementos estadisticos significativos en la acumulacién de
mutaciones somaticas en el mtADN con la edad, tanto deleciones como mutaciones puntuales
(Goodell and Cortopassi 1998). Lo que no estad claro es que el envejecimiento implique la
disminucioén de la actividad del CTE. Existen estudios que detectan reducciones en la actividad
de algunos complejos, mientras que otros no encuentran correlaciéon entre edad y capacidad
energética del musculo (Barrientos, Volpini et al. 1996). Es posible que estos resultados
contrapuestos sean consecuencia de diferencias en cuanto a factores como el grado de
ejercicio o el consumo de tabaco u otras sustancias téxicas en los grupos estudiados por
diversos laboratorios.

7.1.5.1. Teoria mitocondrial del envejecimiento

La teoria mitocondrial del envejecimiento propone que si las especies ROS se producen en
exceso y no son neutralizadas por mecanismos antioxidantes de los que dispone la célula,
pueden reaccionar con el mtADN y dafiarlo. Esto afectara el funcionamiento de la propia CTE,
y entonces se producirdn mads radicales libres. Este circulo vicioso puede comportar una
disminucién en la produccién de ATP que alteraria el potencial transmembrana e induciria la
via de la apoptosis celular. El exceso de oxidantes también puede afectar a lipidos de
membrana, proteinas y otras macromoléculas.

Las mutaciones somaticas son probablemente consecuencia del dafo oxidativo, que se
incrementa con la edad tanto en ratas como en humanos. Diversos trabajos sugieren que las
mutaciones somaticas se acumulan con la edad en tejidos postmitdticos a causa del dafio
ocasionado por ROS. La disminuciéon de la fosforilacién oxidativa resultante alteraria la
capacidad energética del tejido hasta sobrepasar un determinado limite a partir del cual
apareceria el envejecimiento y sintomas o enfermedades degenerativas que normalmente lo
acompaifian (problemas cardiovasculars, disfuncién cerebral, cataratas, cancer, afectacion del
sistema inmunoldgico, etc.).

8. Mitocondria y efectos secundarios en terapias farmacéuticas

Recientemente, se ha descubierto que la mitocondria puede resultar en diana involuntaria
para diversos tratamientos con fAirmacos y, posiblemente, es la responsable de algunos de los
eventos limitantes de dosis asociados a una amplia variedad de farmacos (Wallace 2008).

Como se ha comentado anteriormente la mitocondria estd involucrada en una gran variedad
de funciones, cadena de transporte electrénico, ciclo acidos grasos, oxidacién de aminoacidos,
ciclo de Krebs, etc. Por lo que la afectaciéon de estas funciones por via directa o indirecta
conlleva a la desregulacion de la mitocondria y afecta su biogénesis.

Cada afio un porcentaje pequeiio de farmacos son retirados del mercado debido a efectos
secundarios inesperados durante los test pre-clinicos y los siguientes ensayos clinicos.
Recientemente se ha descubierto que una fraccién de estos fArmacos presenta la mitocondria
como diana involuntaria, como se muestra en la Fig_ A13. Los mecanismos que generan
toxicidad en mitocondria se pueden clasificar en:
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e Inhibidores directos de la fosforilacién oxidativa
e Sustratos Inhibidores de la oxidaciéon en mitocondria

e Inhibidores de la biogénesis en mitocondria
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Fig_A13. Esquema de los mecanismos que generan toxicidad en mitocondria debido al uso de farmacos que
interactiian con procesos clave para la viabilidad de mitocondria. (Wallace,K. 2008)

Inhibidores directos de la fosforilacién oxidativa

Son compuestos quimicos que interfieren directamente en la fosforilacién oxidativa
incluyendo inhibidores de componentes individuales de CTE y desacopladores de la
fosforilacién oxidativa. Ejemplos clasicos de inhibidores de CTE son rotenone, antimicina A,
cyanide.

Sustratos Inhibidores de la oxidacién en mitocondria

Los sustratos inhibidores de la oxidacién en mitocondria son, la mayoria de ellos, miméticos
estructurales de los sustratos naturales. Se trata de inhibidores por competicién de las
respectivas reacciones. Algunos ejemplos incluyen la inhibicién de la oxidacién de acidos
grasos por valproic.

Inhibidores de la biogénesis en mitocondria

La biogénesis de mitocondria es un proceso complejo que involucra un gran nimero de pasos,
entre ellos la replicacion, transcripcién, transduccion....
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Un ejemplo claro de estos efectos secundarios seria el efecto que provocan en la RNA
polimerasa mitocondrial (mtRNAP) algunos antimicrobianos y el uso de antivirales analogos
de ribonucleosidos (AVRNSs).

En la replicacién: Un ejemplo seria el de los antivirales analogos de nucleosidos
disefiados para interferir con la transcripcion inversa del RNA invasor viral. La ADN
polimerasa de mitocondria puede adquirir estos andlogos en la sintesis de ADN
durante la replicacién. Esto provoca la truncacién y un mtDNA inestable, provocando
la delecién final del mtADN. La disminuciéon del nimero de copias de mtADN
provocaria de forma directa una reduccién de las proteinas sintetizadas en
mitocondria que participan en CTE y, por lo tanto, un problema energético.

En la traduccién: La sintesis de proteinas también se encuentra afectada. Algunas

terapias antibacteriales implican el uso de oxazolidinonas y cloramfenicol que pueden
unirse a las proteinas mitocondriales e inhibirlas.

En la transcripcién: Los ribonucledsidos antivirales (AVRNs) después de entrar en la
célula son metabolizados a la forma activa trifosforilada. AVRNs puede actuar como
sustrato para la mtRNAP y, en consecuencia, inhibir la transcripcién mitocondrial. El
uso de AVRNs por mtRNAP y la consiguiente inhibicion de la transcripciéon
mitocondrial, ha sido sugerida como causante de la disrupciéon funcional de la
mitocondria y, en consecuencia, de la toxicidad en pacientes que reciben AVRNs
durantes los ensayos clinicos para tratar infecciones de virus RNA.
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B. REGULACION Y TRANSCRIPCION MITOCONDRIAL

1. Transcripciéon mitocondrial
1.1. Unidades de la transcripciéon mitocondrial

Tal como se ha comentado anteriormente, el mtADN en mamiferos consiste en un ADN
circular de doble cadena de 16.5 Kb que codifica solo para 37 genes (Fig_B1): 13 subunidades
de la fosforilacién oxidativa, 2rRNAs (12S rRNA y 16S rRNA), y 22tRNAs. El genoma
mitocondrial codifica proteinas esenciales para los complejos I, IlI, IV y V de la CTE, pero
curiosamente las subunidades del complejo II se encuentran todas cosificadas por el genoma
nuclear. Los genes del mtADN se encuentran agrupados de forma muy asimétrica entre la
cadena H (heavy, pesada) y la cadena L (light, ligera), llamadas asi por su diferencia de
densidad en un gradiente de cloruro de cesio. La cadena H presenta la mayoria de los genes,
12 de los 13mRNAs, 2rRNAs y 22tRNAs, mientras que la cadena L codifica sélo para la
subunidad ND6 del complejo I y 8 tRNAs (Attardi and Schatz 1988).

i proportion of
o small RNAs
[l (RNAs

[[] mRNAs
B rRNAs N-
[l small RNAs

Fig_B1. Proporciéon entre tRNAs, mRNAs y rRNAs en el genoma mitocondrial humano, donde un 86% consiste en
tRNAs (Mercer, et al. 20011)

Existen dos regiones no codificantes (NCR) en el mtADN que regulan la transcripcién y
replicacion. La region no codificante mayor es de unos 1200 pb y cominmente se conoce
como el D-loop (Fig_B2), contiene las regiones promotoras de transcripcién para las dos
cadenas y el origen de replicaciéon para la cadena H (Ou). Ademas, diversos estudios han
constatado la asociaciéon de multiples proteinas al D-loop, indicando que el D-loop es el
principal sitio de regulacién de la transcripcién. La otra regién no codificante, se encuentra
localizada entre tRNA Cys y tRNA Asn, y es relativamente pequefia (30pb), contiene el origen
de replicacion para la cadena L (0y).
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Fig B2. Esquema del D-loop con los diferentes promotores (LSP, HSP1, HSP2) y sitios de unién a proteinas que se
encuentran en mtADN de vertebrados. Las fechas indican la direccion de la transcripcién para las cadenas del
mtADN. Las formas ovaladas indican las proteinas involucradas en la transcripcién, tanto iniciacién como
terminacion de ésta (Peralta, et al. 2011).

1.2. Promotores para la cadena H: HSP1 y HSP2

Para la cadena H se han identificado dos regiones promotoras, HSP1 (Heavy Strand Promotor
1) y HSP2 (Heavy Strand Promotor 2) (Fig_B2). Existe mucha controversia entorno a la
existencia de HSP2, ya que no es facilmente observable en ensayos in vitro. Sin embargo, las
evidencias in vivo sugieren fuertemente la existencia de un segundo sitio de iniciacién
(Montoya, Christianson et al. 1982). Los promotores HSP1 y HSP2, definidos mediante los
ensayos de proteccién a S1 nucleasa, se encuentran localizados muy cerca, espaciados por
100 pb en la regiéon D-loop y son transcritos en la misma direccién (Martin, Cho et al. 2005).
La transcripcién iniciada desde el promotor HSP2 da lugar a un transcrito completo de la
cadena H que contiene la informacién para 2 rRNAs, 12 mRNAS y 13 tRNAs, con una
frecuencia 20 veces menor al transcrito a partir de HSP1. Mientras que la transcripcién desde
HSP1 termina de forma prematura rio abajo de 16S rRNA, transcribiendo sélo para tRNA Val,
tRNA Phe y 2 rRNAs. La transcripcién iniciada desde HSP1 parece que finaliza como resultado
de la unién especifica del factor de terminacién de la transcripcion MTERF1 (Kruse,
Narasimhan et al. 1989). La terminacién de los transcritos desde HSP2 ha sido menos
estudiada, pero existe una region rica en A/T, llamada H2 cercana a tRNA Phe, que se ha
propuesto como regién de terminacién (Camasamudram, Fang et al. 2003). Recientemente se
han identificado varias proteinas que se unen a la regiéon de terminacién H2 de ratén, entre
ellas ATAD3.

1.3. Promotor para la cadena L: LSP

Los transcritos originados desde el LSP codifican para una proteina (ND6) y una coleccién de
tRNAs. Ademas, se han detectado eventos de poliadenilaciéon en la posiciones 160-185 nt, rio
debajo de la region promotora LSP dentro de la zona del D-loop, es decir, existen productos de
una transcripcion truncada (Bonawitz, Clayton et al. 2006). Estudios de mapeo demuestran
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que los transcritos son truncados alrededor de CSBII y éstos sirven como encebador para la
iniciacién de la replicacion de la cadena H a partir de Oy situado cercano a CSBII. Ademas, esta
region presenta una gran proteccién frente a DNasal, sugiriendo que la unién de proteinas a
esta regién puede inducir la terminacién de la transcripcién (Mercer, Neph et al.). Esta
terminaciéon prematura puede ser importante para la formacion de encebadores para la
replicacién, por lo tanto, la identificacién de las proteinas que se unen a D-loop puede ser un
importante hallazgo.

Los eventos de terminacién combinados con la iniciacion en el HSP1 conllevan a un
mecanismo de control de la cantidad entre rRNA y mRNA.

1.4. Sitio de inicio de transcripcion LSP/HSP

Para el promotor HSP1 se definid el sitio de inicio de transcripcion a partir del nucleétido
559+/-1 y a para HSP2 en el nucleétido 561. Mientras que para LSP el inicio de la
transcripcién es en el nt 407+/-1 (Fig_B3). Ademas han sido identificadas las secuencias
necesarias para el inicio de la transcripcién. Para el promotor HSP1 se asign6 la secuencia
situada entre -16 y +7 del inicio de transcripcién, mientras que para LSP se definié la regién
de -28 a +16 (Chang and Clayton 1984).

De cada secuencia necesaria para el inicio de la transcripcién es posible definir una region
consenso (con la introduccidén de ciertos espacios) (Fig_B3): 5-CANACC(G)CC(A)AAAGAPyA-3’,
donde el inicio de la transcripciéon ocurre de 6 a 8 nucleétidos después de 3’. Esta regién de
consenso de inicio de la trasncripcién se caracteriza por una region rica en citosinas seguida
por un conjunto de adeninas.

De forma interesante, la busqueda de otras regiones homologas indica la presencia de una
secuencia en CSBIII, muy similar a HSP1, que sélo difiere en un nt. En el caso de HSP1
presenta una guanina como inicio de transcripcién, mientras que para CSBIII presenta una
adenina. Lo cual sugiere que esta posicion es esencial para la regién de control (Chang and
Clayton 1984).
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Fig B3. (A) Secuencia de la region de control D-loop que contiene LSP y HSP, los rectangulos indican regiones
imprescindibles para el inicio de la transcripcion. Las flechas en LSP y HSP indican la direccién de la transcripcion.
(B) Secuencia homdloga entre HSP y LSP, asi como la regién CSB3. (Chang, et al. 1984). En esta figura Chang, et al.
llama HSP al referirse a HSP1.

Un dato observado por Chang, et al. es que cuando se delecciona la regién de -60 a -16 en
HSP1 existe una menor reduccién de los transcritos, que para el caso de LSP.
Sorprendentemente esta region coincide con la secuencia de unién a TFAM y, ello, se podria
relacionar con el hecho que HSP1 no es tan sensible a TFAM.

2. Maquinaria de la transcripcion en mamifero

En la transcripciéon encontramos elementos que actian de forma cis o trans, los elementos
trans han sido descubiertos mas lentamente. En un principio se defini6 que para la
transcripciéon es necesario: RNA polimerasa mitocondrial (mtRNAP)(Tiranti, Savoia et al.
1997) y por lo menos tres factores de transcripcién: factor de transcripciéon mitocondrial A
(TFAM) (Fisher and Clayton 1988), factores de transcripcion B (TFB1M&TFB2M)
(Falkenberg, Gaspari et al. 2002) para el inicio, y el factor mitocondrial de terminacién
(mTERF) para la terminacién (Fernandez-Silva, Martinez-Azorin et al. 1997).

2.1. RNA polimerasa mitocondrial (mtRNAP)

Relativamente relacionada con RNA polimerasa del bacteriéfago T7 (RNApol T7). Sin embargo
RNApol T7 puede iniciar la transcripcién por ella sola, mientras que la mtRNAP requiere de
los factores TFAM y TFB2M para la unién y apertura del promotor de ADN. TFAM es una
abundante proteina que une y dobla la secuencia promotora de ADN de 15-40pb rio arriba del
sitio de inicio de la transcripcioén, y estimula la reclutacién de la mtRNAP y TFB2 al promotor.
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TFB2M asiste a la mtRNAP durante la apertura (melting) del promotor y acerca el sitio activo
de mtRNAP para interaccionar con la primera base del hibrido RNA-DNA.

Recientemente se ha publicado la estructura cristalografica de la mtRNAP humana a una
resolucién de 2.5 A que permite entender las diferencias funcionales entre mtRNAP y RNAP
de bacterioéfago T7 a través de las diferencia estructurales (Ringel, Sologub et al.) (Fig_B4). La
estructura muestra:

e Un dominio catalitico carboxiterminal necesario para catalizar la incorporacién de
nucleétidos. Este dominio catalitico es similar a la RNApol T7.

e Un dominio amino-terminal (NTD) que remotamente se parece al dominio de unién al
promotor de RNApol T7.

e Un novedoso dominio “pentatricopeptide repeat” (PPR domain) es un dominio
helicoidal que connecta con el NTD mediante un linker rico en prolinas, practicamente
lineal. Este dominio consiste en nueve a-hélices, de la cuales 4 constan de 2 dominios
PPR. Los dominios PPR son tipico de proteinas de plantas y mitocondrias. Las
proteinas que presentan dominios PPR se encuentran involucradas en el
procesamiento de RNA.

e Una extension N-terminal flexible

La estructura de mtRNAP tiene la forma de una mano derecha con los subdominios
correspondientes a la palma, dedos y pulgar, caracteristicos de la familia polA de las
nucleotidil transferasas, donde la palma y dedos corresponden con el dominio C-terminal
(CTD), que se encuentra muy conservado. El pulgar presenta el dominio N-terminal y el PPR.

b ( Y
jomain
AT-rich Intercalating Specificity
recognition loop  hairpin Thumb  Palm Fingers 100D  Paim
368 457 467 501 €24 647 705 790 937 1085 1108 1230
1 89 99 225 247 271 326 411 553 739 769 883
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Fig B4. (A) Estructura cristalografica de mtRNAP. (B) Representacién grafica de los diferentes dominios presentes
en mtRNAP y T7RNAP. Para mtRNAP, en marrén se muestra la regién N-terminal flexible, en azul el dominio PPR.
En gris claro se muestra el dominio amino-terminal, en forma de pulgar, que contiente el loop de reconocimiento
de zonas AT y la horquilla intercalante. En gris oscuro se muestra el dominio C-terminal. (Ringel, et al.)

El dominio PPR secuestra o retiene el loop de reconocimiento de zonas ricas en ‘AT’, que une
al ADN en el caso de RNApol T7, lo que probablemente explicaria la necesidad del factor
TFAM durante la unién al promotor. De hecho, la sustitucién del residuo conservado Arg en el
‘loop de reconocimiento’, o la exposicion de este loop por deleccion de la parte N-terminal de
mtRNAP, no presenta ningun efecto en la transcripcion.

Por otra parte, el dominio CTD y la horquilla intercalante, que provocan la apertura del ADN
en RNApol T7, estdn reposicionados, explicando asi la necesidad de TFB2M durante la
apertura del promotor.

Ringel, et al. proponen un modelo donde TFB2M se insertaria entre la horquilla intercalante
para su restructuracion. La restructuracién de la horquilla intercalante permitiria su acciéon en
la apertura del promotor. Ademas, TFB2M se situaria cercano al sitio de activaciéon en CTD
para estabilizar el substrato de la transcripcién mediante la unién de la cadena molde y el NTP
llegado. Es asi como la pérdida de funciones evolutiva, como unién y apetura del ADN de
mtRNAP, implica la accién de factores de iniciaciéon tanto en trans como cis, para permitir que
la regulacién del genoma mitocondrial se adapte a las funciones de la mitocondria y los
cambios en el ambiente.

Ademas de su papel en transcripcién, mtRNAP sirve como primasa para la replicaciéon del
ADN mitocondrial.

2.2. TFB1My TFB2M
2.2.1. Descubrimiento

Estudios en modelos de sistemas Saccharomyces cerevisiae y Xenopus laevis revelaron el
requerimiento o la necesidad de otro factor de transcripcién mitocondrial (MTF1p), distinto
de TFAM, sugiriendo la existencia de un segundo factor de transcripcién mitocondrial en
vertebrados. Fue en este momento cuando se describieron en humanos dos factores de
transcripciéon homologos a sc-mtTFB/MTF1p, llamado TFB1M y TFB2M, relacionados ambos
con la familia de RNA metiltransferasas (Seidel-Rogol, McCulloch et al. 2003).

Para este factor existen dos isoformas humanas, llamadas TFB1M y TFB2M, identificadas de
forma independiente. Andlisis filogenéticos de esta familia de proteinas indican que la
presencia de estos dos homodlogos de TFB en metazoos es el resultado de una evento de
duplicacién génica ocurrido en las primeras etapas de la evolucién en eucariotas, antes de la
divergencia en fungi y metazoos (Cotney and Shadel 2006).

En levadura, la RNA polimerasa mitocondrial (ROP41p) se encuentra asociada con sc-mTFB
de 43 kDa. La estructura primaria de sc-mtTFB recuerda a o-factors de procariotas, pero la
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estructura cristalografica revela cierta homolgia con rRNA metiltransferasas. Aunque
individualmente ni RPO41p ni MTF1p pueden interaccionar con promotores mitocondrailes
de levadura, juntos llevan a cabo reconocimiento especifico del promotor (Diffley and Stillman
1991).

De forma interesante, al igual que el factor de levadura, los dos TFBMs humanos estan
relacionados con rRNA metiltransferasas. TFB1M puede unir S-adenosil-metionina y metilar
rRNA. Sin embargo, estd actividad no es necesaria para la activacién de la transcripcién
llevada a cabo por este factor.

2.2.2. TFB1M/TFB2M interaccionan con la maquinaria transcripciéon

Inicialmente se demostr6 que tanto TFB1M como TFB2M son capaces de interaccionar
directamente con TFAM, ya que coimmunoprecipitaban en extractos de células HelLa y se
observé interaccion directa in vitro. Ademas se ha identificé que era la cola C-terminal de
TFAM la que interacciona con TFB1M y TFB2M (McCulloch and Shadel 2003).

También se ha descrito que tanto TFB1M como TFB2M pueden interaccionar directamente
con mtRNAP formando un heterodimero estable mediante co-purificacién (McCulloch and
Shadel 2003).

El grupo de Falkenberg, et al describieron que TFB2ZM presenta al menos un orden de
magnitud mayor en promover la transcripciéon que TFB1M (Falkenberg, Gaspari et al. 2002).
Ademas, observaron que al eliminar TFB2M de los extractos mitocondriales existia una
pérdida del nivel de transcripcién.

2.2.3. TFB1M/TFB2M y su dualidad funcional

En un principio tanto TFB1M como TFB2M fueron descritas como isoformas con dualidad
funcional, con capacidad para participar en la transcripciéon y actuar como metiltransferasas
(McCulloch and Shadel 2003). Sobretodo en el caso de TFB1M, en el que se constat6 la
actividad rRNA metiltransferasa y su capacidad para metilar los residuos adenina adyacentes
en la estructura stem-loop conservada en moléculas rRNA del 16S bacteriano y 12S
mitocondriales humano (Seidel-Rogol, McCulloch et al. 2003) (Fig_B5). Por lo tanto, en un
determinado momento se plante6 la cuestién de porqué estas proteinas, y sobretodo para el
caso de TFB1M, presentaban la dualidad funcional participando tanto en la transcripcién
como en la traduccién de proteinas (Shoubridge 2009).

1. En cultivo de células de Drosphila, knockdown de RNA interferencia (RNAi) para la
isoforma TFB2M resultaban en una disminucién de la transcripcién y del nimero de
copias mtDNA, mientras que RNAi para la isoforma TFB1M no presentaba ningin
efecto en la transcripciéon ni replicacién, pero si implicaba una reduccién de la
traduccién (Matushina Y, et al. 2005). Cabe destacar que tanto la sobreexpresion de
TFAM como TFB2M incrementaba el nimero de copias de mtDNA, mientras que la
sobreexpresiéon de TFB1 no afectaba.
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2. Ratones knockout para TFB1M mostraban que una pérdida de TFB1M anula la
traduccién mitocondrial (Metodiev, Lesko et al. 2009). Estos resultados demostraban
que las dos isoformas de TFBM presentaban funciones indipendientes y diferentes in
vivo: TFB1M actiia como dimetiltransferasa modificando 12S rRNA, mientras que
TFB2M presenta un papel en el inicio de la transcripcién.

Esto sugierié que TFB1M presentana una pérdida en la capacidad de activar la transcripcién y
que las dos isoformas de TFB no funcionaban de la misma forma.

)
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Fig B5. Representaciéon de la funciéon de TFB1M en el ensamblaje de los ribosomas mitocondriales. EI RNA

producto de la transcripcion del mtADN, es posteriormente traducido mediante los ribosomas mitocondriales 558.
Préviamente es necesaria la acciéon metiltransferasa por parte de TFB1 a la subunidad pequena 28S (Metodiev, et
al.)

2.2.4. Papel en transcripciéon de TFB2M

Recientemente, se ha demostrado que TFB2M lleva a cabo una serie de interacciones con el
ADN cerca del inicio de transcripcion y facilita la apertura del promotor, aunque no es esencial
para el reconocimiento del mismo (Ringel, Sologub et al.) (Fig_B6). Ademas, TFB2M es capaz
de interaccionar con el sustrato de la transcripcion, sugiriendo asi que TFB2M actia como
componente transitorio en el sitio de catalisis del complejo de iniciaciéon de la transcripcion
(IC). Mapeando TFB2M se ha detectado una regiéon de N-terminal (residuo 1-62) que se
encuentra involucrada tanto en el proceso de apertura como en la interacciéon con el nuevo
producto de la transcripcién. Sin embargo, cabe destacar que TFB2M por el sélo es incapaz de
unirse al promotor, ya que no se ha detectado ningin producto mediante footprinting
(Sologub, Litonin et al. 2009).
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Fig B6. (A) Secuencia proteica de TFB2M y su participacién en la interaccién con mtRNAP, funcién de apertura y
interacciones con ADN. (B) Representacion de las regiones de proteccion de TFAM (-40 a -14), mtRNAP (-7 a +15),
TFB2M/mtRNAP (-14 a +15) (Ringel, et al.).

2.3. mTERF y la terminacién de la transcripcién

Los eventos especificos de terminacién o fin de la transcripcion juegan un papel importante
en la direccion de los niveles de transcritos en la mitocondria. La elevada relacién entre la
sintesis de rRNA y mRNA ha sido atribuida a la mayor frecuencia de transcripcién de la
cadena H a partir del sitio HSP1. HSP1 dirige la transcripcién a partir de su sitio dentro del
gen tRNA Phe. La mayoria de los transcritos iniciados en HSP1 terminan rio abajo del 16
rRNA, en una secuencia terminadora fuertemente bidireccional localizada dentro del gen
tRNA Leu(UUR). Este evento de terminaciéon requiere la participacién del factor de
terminacion de la transcripciéon (mTERF). La actividad de promover el fin de la transcripciéon
de mTERF es bidireccional, y dado que no existen genes codificados rio abajo del sitio de
union de mTERF, puede entonces también actuar en el fin de la transcripcién de la cadena
ligera.

mTERF es una proteina de 39 kDa, que contiene tres dominios cremallera de leucinas y une a
la secuencia de 28 pb situada rio abajo del gen que codifica para 16S rRNA, en el gen para
tRNA Leu, donde se conoce que finaliza la transcripcién. La estructura cristalografica de
mTERF en complejo con ADN revela que esta proteina estd formado por 9 repeticiones
helicoidales que estan reorganizadas de forma triangular en sentido contrario a las agujas del
reloj, dando lugar a un nucleo hidrofébico central. Este tipo de organizacién permite definir
un nuevo dominio llamado dominio Zurdo (Jimenez-Menendez, Fernandez-Millan et al.)
(Fig_B7). Ademas tanto la estructura cristalografica como experimentos de SAXS permiten
concluir que mTERF genera una curvatura en el ADN de 35°, lo cual permite entender el
mecanismo in vivo de esta proteina.
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Fig B7. (A) Estructura cristalografia del factor de terminaciéon mTERF, con las nueve repeticiones. La regiéon N-
terminal estd contactando con el DNA1, mientras que la regién C-terminal estd en contacto con el DNA2. (B)
Representacién de las nueve repeticiones helicoidales que estan reorganizadas de forma triangular en el sentido
contrario a las agujas del reloj, definiendo el dominio Zurdo. (C) Representacion de los residuos mutados en el
repeat VIL (Jiménez-Menendez, et al.)

La proteina recombinante humana mTERF es activa como mondémero y no parece ser
necesaria su fosforilacion para que sea activa (Asin-Cayuela, Schwend et al. 2005).
Interesantemente. Durante la caracterizacion inicial de esta proteina, se observé que mTERF
era capaz de estimular el inicio de la transcripcién a partir de HSP1, indicando la existencia de
un nexo de comunicacién entre mTERF y la maquinaria de inicio de la transcripcioén, es decir,
entre la terminacién y el inicio de la transcripciéon (Kruse, Narasimhan et al. 1989; Asin-
Cayuela, Helm et al. 2004). Ademas, mTERF puede unir simultaneamente el sitio de iniciacién
en HSP1 y el de terminacion, resultando en un looping de rRNA. Se ha propuesto que estas
interacciones pueden promover la reiniciaciéon de la transcripcién en HSP1 resultando en un
elvado ratio de sintesis de rRNA, por tanto, un aumento del ratio rRNA/mRNA. Y este hecho es
consistente con el conocimiento que la diferencia en ratio entre rRNA y mRNA es debido a la
diferencia en transcripcién entre HSP1 y HSP2.

2.4. TFAM

Los promotores LSP y HSP comparten rio arriba una secuencia de uniéon para TFAM (Fisher
and Clayton 1988). TFAM fue primero caracterizado como una proteina HMGbox (High
Mobility Group) que estimula la transcripciéon mediante la unién especifica a sus sitios de
unién rio arriba en LSP y HSP.
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Estructuralmente TFAM consiste en dos motivos HMGbox en tandem y una cola C-terminal.
TFAM asi como otras proteinas HMGB puede doblar y desenrollar el DNA, propiedades
potencialmente ligadas a su habilidad para estimular la transcripciéon después de la unién al
DNA. En la unién especifica y la promocion del inicio de la transcripcién parece jugar un papel
importante la cola C-terminal de TFAM (Dairaghi, Shadel et al. 1995).

Ademas de su unién especifica de secuencia, TFAM puede unir de forma no especifica a otros
sitios de ADN, desarrollando asi su funcién como proteina empaquetadora del mtADN en
estructuras compactas llamadas nucleoides.

Estudios con ratones knockout para TFAM mostraban una letalidad embrionaria y una
ausencia de forma en el mtADN confirmando asi el papel de TFAM en el mantenimiento del
mtADN en mamiferos (Larsson, Wang et al. 1998). Ademas, los niveles de TFAM correlacionan
con la abundancia de mtADN, ya que se observé que la sobreexpresion de TFAM provocaba
un incremento del nimero de copias de mtADN (Ekstrand, Falkenberg et al. 2004). En
concreto, la cantidad de mtADN cuantificada en tejidos somaticos y embrionarios era
proporcional a la cantidad de TFAM expresada en ellos, sugiriendo que TFAM podria
funcionar como factor limitante en el nimero de copias de mtADN (Kanki, Ohgaki et al. 2004).

3. Modelos para el complejo de iniciacion de la transcripcion mitocondrial

El modelo de inicio de la transcripciéon (o PIC, pre-initiation complex) y el papel de las
proteinas involucradas estd en continua discusiéon debido a la gran investigaciéon en
mitocondria y la gran cantidad de informacién disponible cambiante en breve espacio de
tiempo.

A continuacion se realiza un breve resumen de alguno de los modelos mas aceptados y su
evolucion con el tiempo.

Inicialmente, se describié un modelo basado en las interacciones conocidas para las proteinas
descritas como esenciales en el inicio de la transcripciéon: TFAM, TFB1M y TFB2M, mtRNAP
(McCulloch and Shadel 2003) (Fig_B8). Donde mtRNAP realiza el reconocimiento y unién ala
secuencia promotora con la ayuda de TFAM. TFAM permitirfa la interaccién con el ADN ya sea
gracias a su reconocimiento especifico de secuencia o mediante la generacién de una
conformacién estructural determinada debido a su capacidad para curvar el ADN. De acuerdo
con este modelo, TFB2ZM presentaria una funcién de “adaptador” que facilitaria la
accesibilidad de mtRNAP a la secuencia promotora, gracias a la interaccién de TFB2M con la
cola C-terminal de TFAM.
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Fig_B8. Modelo de inicio de la trancripcién mitocondrial en base a las interacciones entre las diferentes proteinas
(McCulloch&Shadel 2003), donde la cola C-terminal interacciona con TFB2M que actua como puente o cimiento
entre TFAM y mtRNAP.

Posteriormente se propuso el modelo de la burbuja de transcripcién o “open omplex”, donde la
region promotora de -35 a +10 pb se encuentra cubierta por el complejo de inicio de la
transcripcion formado por TFAM, TFB2M y mtRNAP, existiendo una apertura o burbuja de 3 o
4 pb rio abajo del sitio de inicio de transcripcidon (Sologub, Litonin et al. 2009) (Fig_B9).
Sologub, et al. sugerian un mecanismo de inicio de la transcripciéon gobernado por mtRNAP
asistida por dos factores de iniciacién de la transcripciéon, TFAM y TFB2M. Donde mtRNAP
poseé funciones de reconocimiento de la secuencia promotora, pero depende de TFAM y
TFB2M para la apertura del promotor (Sologub, Litonin et al. 2009).

En este modelo, TFAM se une al mtADN, protegiendo la region rio arriba del sitio de incio de la
transcripcion en LSP entre 14-35 pb, y asiste al ensamblaje del complejo de inciacion
TFB2M/mtRNAP y/o facilitaria la apertura inicial del promotor. El principal papel de TFB2M
es la apertura del promotor y estabilizar el complejo abierto mediante la unién simultanea del
sustrato para la transcripcion y el RNA naciente. Ademads, parece ser que el desplazamiento de
TFB2M puede ser el evento que gobierne la transicion del estado de iniciaciéon de la
transcripcion al estado de elongacién.

DNA
template strand

nontemplate strand
priming
substrate

Fig_B9. Modelo de complejo para el inicio de la transcripcion, donde TFB2 favorece la apertura del ADN y favorece
la participacién de mtRNA. (Sologub, et al.)

Al mismo tiempo se planteé un modelo de inicio de la transcripcion donde el complejo de
inicio de la transcripcién mitocondrial esta regulado por un sistema de dos componentes in
vitro, siendo estos dos componentes mtRNAP y TFB2M, llevando a cabo la iniciacién

-60-



especifica a partir de los promotores mitocondriales, LSP y HSP1 (Shutt, Bestwick et al.). Es
decir, TFAM seria prescindible para el inicio de transcripcién. Aunque existe cierta
dependencia entre la cantidad de TFB2M y su actividad, cuando menor es la cantidad de
TFB2M mayor es la dependencia de la accién de TFAM. Este modelo de dos componentes,
donde TFAM resulta prescindible, difiere totalmente con las anteriores descripciones del PIC
basadas en un sistema de tres componetes. Cabe destacar que en sistema in vitro existen
muchas variables a tener en ecuenta que pueden afectar los resultados observados, como la
concentracion de proteinas, la concentracion de sal en el sistema,... Recientemente se ha
descrito que concentraciones de sal bajas pueden favorecer la formacion o estabilizaciéon de la
burbuja de transcripcion y crear artefactos en el sistema (Shutt, Bestwick et al.).

Otro punto de controversia es que Shutt, et al. observaron que la utilizaciéon del promotor
(LSP o HSP1) varia en funciéon de la cantidad de TFAM presente. Detectaron que la cantidad de
TFAM necesaria para activar el promotor HSP1, es mayor que para LSP. Ademads la
estimulaciéon de LSP por TFAM era significativamente mayor que para HSP1. Esta diferencia
entre transcripcién de LSP y HSP1 en funcién de la cantidad de TFAM es debida a los
diferentes roles de los transcritos originados desde HSP1 y LSP. La transcripcién a partir de
LSP ademés de dar lugar a un mRNA (ND6) y tRNAs, también produce los encebadores
necesarios para iniciar la replicacién del mtADN a partir de Oy, mientras que la transcripcion
a partir de HSP1 genera 2 rRNAs necesarios para la biogénesis de los ribosomas
mitocondriales y la traduccién.

Por lo tanto segin este modelo, el PIC se trataria de un sistema de dos componentes homélogo
al de levadura que ayudaria a entender la regulacién diferencial de los promotores del mtADN
mediante la participacién de TFAM, que actuaria como activador trasncripcional en lugar de
ser un componente obligado del complejo de iniciacién de la transcripcién: LSP in vitro no es
intrinsecamente mas activo que HSP1, pero es mas sensible a la estimulaciéon por TFAM que
HSP1. Es por ello que los autores proponen un mecanismo de iniciacién similar en los dos
promotores, pero TFAM los activa por mecanismos distintos. Ademas, se especula que la
necesidad de mayores cantidades de TFAM en HSP1 podria indicar un mayor orden o
estructuracion del complejo TFAM/mtADN asi como involucrar secuencias de la region inter-
promotora (Shutt, Bestwick et al.).

4. Biogénesis mitocondrial: coordinacion entre genes nucleares y
mitcondriales

La regulacién de la biogénesis mitocondrial involucra la accién coordinada de genes nucleares
y mitocondriales, ya que la actividad de la mitocondria no es independiente y requiere de la
expresion de determinados genes nucleares para sintetizar enzimas cataliticas, para formar
parte de los complejos de CTE, para sintetizar proteinas que participen en la importacién y
ensamblado de complejos, para proteinas involucradas en procesos de expresion y replicaciéon
del mtADN.
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El factor nuclear de respiracién 1 (NRF-1) ha sido relacionado con la biogénesis mitocondrial.
Los genes diana para NRF-1 han sido identificados mediante la caracterizacién funcional de
los sitios de unién de NRF-1 dentro de sus promotores. Muchos de los genes identificados
como diana son subunidades de los cinco complejos de CTE. No obstante la red regulatoria
controlada por NRF-1 se extiende desde los genes que codifican para subunidades CTE a otro
tipo de genes. Por ejemplo, genes involucrados en el ensamblaje del aparato respiratorio o
constituyentes de la transcripcion y replicaciéon del mtADN, o bien componentes de la
importacién de proteina, etc. TFAM, proteina molecular codificada en nucleo, es una de las
dianas génicas para NRF-1 viéndose asi reflejado el papel de NRF-1 como integrador en
interacciones o la relacién nicleo-mitocondria.

NRF-1 es una proteina de 68 kDa que presenta un dominio C-terminal de activacién de la
transcripcion. Esta proteina se une como homodimero a los sitios palindrémicos especificos
del ADN. La fosforilacién de una serina en el dominio N-terminal incrementa la afinidad a ADN
y, por lo tanto, sus funciones de activacion trans.

Se ha descrito el coactivador transcripcional PGC-1 como coordinador de la regulacién de la
biogenésis mitocondrial a través de nucleo (Fig_B10). Este coactivador transcripcional lleva a
cabo multiples funciones como modifciacién de la cromotina a través de modificaciones post-
traduccionales, interaccion con RNA polimerasa I, procesamiento de mRNA o reclutamiento
de otros coactivadores transcripcionales, como NRF-1. Ademas PGC-1 es el inico que exhibe
un enriquecimento en determinados tejidos (como musculo esquelético o tejido adiposo) y es
altamente inducible (la expresién de este activador se ve incrementada en situaciones de
demanda de ATP o calor) (Kelly and Scarpulla 2004).

tron Transport

oo oo
[-Oxidation,

Fig_B10: Representacién esquematica del papel regulador de PGC-1 en la célula y sus diferentes interaccién con
factores de transcripcion, represores, supresores de tumores, etc. (Nelly, et al. 2004)

5. Relacion entre la formacion de encebadores para la replicacién y la transcripcion
de LSP

Aunque la zona del D-loop es una de las mas divergentes entre los diferentes genomas
mitocondriales, en vertebrados existen pequefios bloques de secuencias altamente
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conservadas situados entre LSP y On. Estos tres elementos son llamados “conserved sequence
blocs” (CSBI, CSBII y CSBIII) y presentan diferente extension (Fig_B11). Estas regiones
parecen ser importantes para la estabilizacién de los encebadores RNA en la cadena molde del
mtDNA (Shadel and Clayton 1997). En general, la mayoria de los transcritos finalizan la
transcripcion hasta el final de su ADN molde. No obstante, existen evidencias de un fenémeno
de terminacion de la transcripcién en CSBII in vitro, correspondiente con la posiciéon 300-282
en el genoma mitocondrial, dando lugar a transcritos prematuros de unos 100pb
aproximadamente (Pham, Farge et al. 2006).

La secuencia conservada humana CSBII tiene una longitud de 16pb, donde 15 son GC con
todas las guaninas situadas en una cadena. El RNA sintetizado a partir de LSP contiene las
guaninas, y este hecho contribuye a favorecer la estabilidad de la estructura hibrida ARN-ADN
en CSBII (Xu and Clayton 1996). La estabilizaciéon del hibrido ARN/ADN inmediatamente rio
arriba del Oy puede incrementar la probabilidad de iniciacién de la replicacion. Esto puede ser
beneficioso en casos donde es necesaria una rdpida amplificacién del mtDNA (Bonawitz,
Clayton et al. 2006).

H1 RNA
5
H2  pna
o - - - . - i
| TAS |_,-’,-' |c531 | cssz| |cssa| ‘ LsP \ HsP| F |125|v |1as 5 | S
A |l | |
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. |‘ DNA ) RNA
...... I
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Fig B11. Representacién esquematica del D-loop (marcado con lineas diagonales discontinuas), donde se
representa las regiones conservadas: CSBI, CSBII, CSBII; las secuencias promotoras para la cadena L y H: LSP y HSP.
Los rectangulos azul oscuro hacen referencia a las zonas descritas de interaccion TFAM con ADN. El rectangulo rojo
representa el sitio de unién para mTERF. En la parte inferior se observa la sintesis de RNA continua, asi como el
bloqueo en CSB2 para dar lugar a los encebadores. (Farge, et al. 2006)

Recientemente se ha demostrado que el proceso de terminacién prematura de la
transcripcién en la cadena L es un proceso dependiente de secuencia (Pham, Farge et al.
2006). Mientras que mutaciones en CSBIII provocan una leve disminucién de la terminacién
de la transcripcidon prematura, los mutantes en CSBII casi eliminan la formacién de productos
prematuros de la transcripcidn, en concreto los mutantes de la regién 300-304. La mutacién
en CSBI no provoca ningun efecto.
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Fig B12. (A) Representacidn de las regiones CSB en la secuencia de mtADN. Los residuos en rojo muestran la zona
donde ocurre la terminacién. Las guanina subrayadas son las susceptibles de formar G-quadruplex. (B) Las flechas
indican los residuos cuya mutacién provoca una reducciéon de la terminacién prematura de la transcripcion. (Farge,
etal 2006)

Ademas se ha demostrado que esta terminaciéon especifica de secuencia es debida a la
formacion de estructuras de G-quadruplex que se forman en el ARN después de la
transcripcion de CSBII (Wanrooij, Uhler et al.). También se demostré que la secuencia de poli-
dT rio abajo de CSBII es importante para la terminacién prematura de la transcripcion. Este
mecanismo es reminiscente del sistema de terminacién en procariotas independiente de Rho,
con la excepcion que las estructuras de G-quadruplex reemplazan la formacién de un hairpin
loop (una horquilla) en el mARN bacteriano durante la terminacién de la transcripcion.

6. Transcripciéon mitocondrial en levadura

El mtADN de S.cerevisiae (86 Kb) tiene una organizacién compleja con abundantes zonas no
codificantes y genes interrumpidos por intrones, mientras que el mtADN mamifero es mucho
mas pequeio (16 Kb) y contiene muy pocas regiones no codificantes y ausencia de intrones.
Ademas, la iniciacién de la transcripciéon en S.cerevisae ocurre a partir de multiples
promotores, mientras que en mtADN de mamiferos sélo existen tres secuencias promotoras
descritas (Gaspari, Falkenberg et al. 2004).

La maquinaria basica para la transcripcién en S.cerevisiae consiste inicamente en dos factores
o componentes: RPO41 o sc-mtRNAP, y el factor de transcripcién MTF1p, también conocido
como sc-mtTFB. En este caso la transcripcién es totalmente independiente de productos
codificados en nucleo. En contraste, la transcripcién en mamiferos se ha definido como un
sistema de tres componentes: mtRNAP, TFB2M y TFAM, aunque recientemente existe mucha
controversia en este campo. Es interesante destacar que el homélogo de TFAM en levadura,
ABF2p, no presenta actividad en la transcripcién pero tiene un importante papel en el
empaquetamiento del mtADN.

En levadura, el heterodimero RPO41/MTF1p se une a una regién del promotor de 9nt (regién
consenso ATATAAGTA) desde donde se incia la transcripcién (Mangus, Jang et al. 1994).
MTF1p permanece asociada a RPO41 durante la iniciacién y en los primeros estadios de la
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elongacién, pero es liberada cuando empieza la etapa de elongaciéon. RPO41p es una RNA
polimerasa de subunidad, que comparte similitud de secuencia con las polimerasas T7 y T3 de
bacteri6fagos. Aunque RPO41 puede iniciar la transcripcién no selectivamente a partir de
ADN sintéticos, la especificadad del factor MTF1p es necesaria para el reconocimiento de la
secuencia promotora y la iniciacion selectiva (Winkley, Keller et al. 1985). De forma
interesante, RPO41p mediante su interaccion con los promotores mitocondriales y los
nucleodsidos trifosfatos, puede actuar como sensor para la disponibilidad de ATP. La
abundancia de transcritos mitocondriales esta relacionada con la respiracion y la sintesis de
ATP, y cuando es necesario un requerimiento energético elevado (es decir, elevada
concentracion de ATP) existe una activacién del inicio de la transcripcién de la subunidades
de la cadena respiratoria.

7. Sistema de traduccion en mitocondria

La sintesis de las 13 proteinas codificadas en mtADN es llevada a cabo por un mecanismo de
traduccidn especializado situado en la matriz mitocondrial (Fig_B13). Los componentes de la
magquinaria mitocondrial de la traduccién (factores de traduccién, factores de elongacion y
mitoribosomas) son parecidos a la maquinaria de bacteria y difieren de los encontrados en el
citosol celular.

El mitoribosoma mamifero es una particula 55S, compuesta por una subunidad pequeiia, 28S,
y una mayor, 39S, y contiene muchas mas proteinas y RNAs que el ribosoma bacteriano 70S.

La transcripcién a partir de LSP y HSP da lugar a productos policistronicos, donde los tRNAs
son escindidos para procesar los transcritos y dar lugar a mRNA y rRNA. Este proceso de
punctuacion es llevado a cabo mediante la actividad endonucleasa de RNasa P. La proteina
ERAL1, localizada en la matriz mitocondrial, se une a rRNA de la subunidad pequeiia 28S,
siendo un principal constituyente de la subunidad pequefia del ribosoma mitocondrial y
permite su ensamblaje. Se ha podido observar que muchas de las proteinas que participan en
el metabolismo del RNA presentan interacciones con el factor de transcripciéon y
empaquetamiento TFAM, existiendo un vinculo entre transcripcién, traduccién y nucleoides,
todo ello localizado en la matriz mitocondrial (Uchiumi, Ohgaki et al.).
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Fig_B13. Mecanismo de traduccién, procesamiento de RNA y ensamblaje de mitoribosomas, localizado en la matriz
mitocondrial. (Uchiumi, et al.)
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C. FACTOR DE TRANSCRIPCION MITOCONDRIAL HUMANO A,
TFAM

El factor de transcripciéon mitocondrial humano A, TFAM, es la proteina objeto de nuestro
estudio. A continuacion se detallara alguna de las caracteristicas de esta proteina.

1. Introduccion

El primer factor de de transcripcién identificado en células de mamifero fue el factor de
transcripciéon mitocondrial A humano, TFAM, (Fisher and Clayton 1988). El aislamiento del
gen que codifica para TFAM revel6 que es un miembro de la familia de proteinas high-
mobility-group (HMGB) (Parisi and Clayton 1991), que confieren a TFAM las propiedades
para curvar y cubrir el ADN. Los dominios HMGbox presentan una estructura ampliamente
conservada donde tres hélices alpha se encuentra plegadas en forma de L.

TFAM se encuentra involucrado en varios procesos relacionadas con el ADN como
transcripcion, replicacion y mantenimiento del ADN mitocondrial (Thomas and Travers
2001). Relacionado con su capacidad para activar la transcripcion, TFAM puede unir de forma
especifica el ADN rio arriba de LSP y HSP1, como se pudo comprobar mediante ensayos de
footprint (Fisher, Topper et al. 1987). En estos promotores, el sitio de unién para TFAM se
encuentra situado rio arriba del sitio de incio (-12 a -39pb). Parece ser que la distancia de
10pb entre la region definida para el inicio de la transcripcién y la regién de unién para TFAM
es critica para la transcripcién (Chang, Hixson et al. 1986). El segundo sitio de inicio de
transcripciéon, HSP2, presenta una secuencia de 15 pb similar a la conservada en los otros
promotores, pero aparentemente no presenta sitio de uniéon para TFAM rio arriba.

TFAM es una proteina de 246 aminoacidos (24.4 kDa) codificada y sintetizada en el nucleo,
que es posteriormente translocada a mitocondria gracias a la presencia de una regiéon N-
terminal, llamada MLS (mitochondrial leader sequence) que presenta la propiedades
necesarias para importar la proteina hasta la matriz de la mitocondria, incluyendo cargas
positivas uniformemente distribuidas asi como potenciales hélices amfipaticas. (Fig_C1).

El andlisis de la secuencia peptidica revela dos regiones conservadas que fueron descritas
como dos dominios HMGbox en tdndem, y aunque el segundo dominio es mds divergente,
éstos presentan un 26% de identidad y 36% de similitud global cada una (permitiendo
espacios)(Parisi and Clayton 1991). El 70% de la proteina esta compuesto por los dominios
HMGbox, lo cual hace pensar en la relevancia funcional de estos dominios para TFAM. Como
mas adelante se detallara, existen dos tipos principales de proteinas HMGB en funcién del
numero de HMGbox y su capacidad de unién al ADN de forma especifica o inespecifica. Fue
Parisi et al., quienes observaron la relacion existente entre los dominios HMGbox de TFAM y
HMGbox del factor humano nuclear de transcripcién, UBF (Upstream Binding Factor), proteina
humana conocida por ser importante para la transcripcion en el nicleo.
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Aunque el tamafio de UBF humano (hUBF) y TFAM sea dispar (97 kDa y 25 KkDa,
respectivamente), su similitud en cuanto a secuencia primaria de aminoacidos es indudable.
La primera HMGbox de TFAM es mucho méas similar a la primera HMGbox de hUBF. Sin
embargo, la segunda HMGbox de TFAM es similar a la segunda de hUBF, siendo ambas mucho
mas cortas y divergentes que otro tipo de HMGbox (Parisi and Clayton 1991).

A partir de la estructura primaria de la proteina se predijo la existencia de una secuencia
linker entre los dos dominios HMGbox , con un niimero de residuos y carga positiva similar a
la cola C-terminal. La cola C-terminal ha sido descrita como critica para el reconocimiento
especifico de secuencia, asi como para una eficiente activacién de la transcripcién (Dairaghi,
Shadel et al. 1995).

HMG1 HMG2
MLS helix1 helix2 helix3 LINKER nhelix1 helix2 helix3 Cter TAIL

1 43 55 121 124 153 161 221 225 245

Fig_C1. Representacion de los diferentes dominios de TFAM. Naranja para el primer dominio HMGbox (HMG1) con
sus tres hélices y en verde para el segundo dominio HMGbox (HMG2). Entre los dos dominios se encuentra un
linker (en amarillo), y finalmente un cola C-terminal (en gris). En la regién N-terminal se encuentra MLS, para
translocar la proteina a mitocondria. La delimitacién de los dominios se ha hecho en base a la estructura
tridimensional (Rubio-Cosials, et al.).

2. Descubrimiento de TFAM

TFAM fue primero definida como factor de transcripcion mitocondrial 1 (Mtfl), necesario
para el reconocimiento in vitro de los dos principales promotores en mitocondria humana.
Posteriormente se descubrié que presentaba la capacidad de unir secuencias de ADN de
forma inespecifica (Fisher and Clayton 1988). Ademas, se detectd un patrén de migracién con
la presencia de multiples bandas al aumentar el ratio de TFAM por ADN, lo cual representaba
complejos TFAM/ADN con diferente estequiometria.

Inicialmente, la investigacién entorno TFAM se focalizé en el papel como factor de
transcripciéon mitocondrial. La comparaciéon de las secuencias para LSP y HSP sugiere que
TFAM pueda funcionar de forma independiente a la orientacién (Fisher, Topper et al. 1987).
Mediante ensayos de afinidad se observo que el complejo TFAM/LSP era mas estable que para
el caso TFAM/HSP, cuando se realizaban ensayos de competicién con una secuencia random.
Ademas para la realizacion de experimentos de transcripcion in vitro era necesaria una menor
cantidad de TFAM para estimular LSP que para HSP, y esto seguramente tiene mucho que ver
con la diferencia funcional de ambos promotores in vivo. Los resultados in vitro sugerian ya
entonces que la concentraciéon de TFAM podia regular la seleccién del promotor donde la
cantidad de TFAM es importante para regular transcripcién/regulaciéon del mtADN.
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No obstante, en 1987 Fisher, et al. no asociaban una implicacién funcional a la capacidad de
TFAM de unir inespecificamente a ADN, sino que la discusién sobre este aspecto se limitaba a
reflexionar sobre la capacidad de algunas proteinas de unién especifica a unir ADN de forma
inespecifica para regular la unién de determinados activadores o represores a unirse a
determinadas regiones del genoma.

3. Isoforma de TFAM y modificaciones post-traduccionales
3.1. Isoforma

El gen de TFAM (ID 7019) se expande unas 10 Kb y consiste en 7 exones y cinco intrones. Se
ha identificado una isoforma alternativa de TFAM in vivo que corresponde a la deleccién del
exon5 conocida como TFAM-Aexon5 (Tominaga, Hayashi et al. 1993). TFAM-Aexon5 es
producto de una pequefia deleccién en una pequefia regidn de 32 aminodacidos de la HMGbox2
de TFAM. Aunque no se conoce funcién in vivo para TFAM-Aexon5, en experimentos in vitro se
pudo constatar que esta isoforma es incapaz de llevar a cabo la transcripcién (Dairaghi, Shadel
et al. 1995), pero presenta una débil protecciéon a DNasal en la mitad del sitio LSP mas
proximal al sitio de inicio de la transcripcién. TFAM-Aexon5 retiene la habilidad de union
inespecifica a ADN.

Esta isoforma es similar a la isoforma existente de UBF, factor de transcripcién para RNA
polimerasal (O'Mahoney, Brandon et al. 1991). Como TFAM, UBF presenta multiples HMGbox
y una cola C-terminal. Sin embargo, al contrario de TFAM donde la cola es basica, en el caso
de UBF la cola es acidica y se cree que interacciona con HMGbox1 de UBF modulando su
capacidad de unién a ADN, en vez de estabilizar su uniéon. Existe una forma alternativa de UBF,
UBF2, presente in vivo y donde la segunda HMGbox ha resultado parcialmente deleccionada.
La isoforma UBF2 no presenta habilidad para activar la transcripcion in vivo. Tanto TFAM
como UBF presentan una pérdida de la funcién transcripcional cuando se delecciona uno de
los exones por splicing alternativo, esta pérdida parece afectar la capacidad de regular la
unién a ADN. Aunque el papel de UBF2 y TFAM-Aexon 5 parece ser desconocido in vivo, es
posible que éstas formas cortas de proteina muestren funciones de unién en otros sitios del
genoma nuclear o mitocondrial.

3.2. Modificacion pos-traduccional: acetilacion de TFAM

La acetilacién de los grupos e-amino de lysina es una importante modificacion reversible que
permite regular la expresion génica. En particular en nucleo, la acetilaciéon de histonas activa
la expresion génica probablemete debido a la neutralizaciéon de parte de la carga positiva de
las histonas implicando una reduccién de las interacciones histona-ADN e histona-histona.
Ello provoca la desestabilizacion de la estructura del nucleosoma y permite la accesibilidad de
factores de transcripcion al genoma. Aunque la acetilacién fue definida para las histonas
existe una creciente lista de proteina-NO histonas, las cuales juegan un papel en la regulacién
de la transcripcién y la proliferacion celular. En particular HMG1 y otras proteinas HMGbox
son acetiladas.
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Para la proteina de nucleo HMG1, estas modificaciones post-traduccionales ocurren en las
lisina situadas en las posiciones 2 y 11 en la regiéon N-terminal de HMG1 (Sterner, Vidali et al.
1978). La afinidad de unién de la proteina acetilada es significativamente mayor para
estructuras de ADN distorsionadas (ADN cisplatinado) y four-way juntion (Ugrinova, Pasheva
etal. 2001).

TFAM de higado de rata se encuentra acetilada en un dnico residuo de lisina y esta acetilaciéon
no varia de forma substancial con la edad (Dinardo, Musicco et al. 2003). Se ha sugerido que la
acetilacién de TFAM podria regular la unién de la proteina al ADN, conformacién del ADN o
interacciones de TFAM con otras proteinas de la maquinaria de transcripcion o replicaciéon de
mtADN.

3.3. Modificacion pos-traduccional: fosforilaciéon de TFAM

Es interesante notar que existen diversos sitios posibles de fosforilacién para la zona
codificante de TFAM (Cho, Ha et al. 1998) que fueron publicados para el caso de la proteina
homologa en S.cerevisiae, ABF2p, donde la fosforilacién provocada por estimulos externos
provoca una pérdida de afinidad a ADN. Se ha predicho diferentes puntos de fosforilacién para
TFAM humana, en base a los puntos existentes en su homoélogo (Fig_C2).
Rat MALFRGMWGVLRTLGRTGVEMCAGCGGRI PSPVSLICIPKCFSS-LGN

Human MAFLRSMWGVLSALGRSGAELCTGCGSRLRSPFSFVYLPRWFSSVLASCIPKKPVSSYLR
Mouse MALFRGMWSVLKALGRTGVEMCAGCGGRIPSSISLVCIPKCFSS-MGSY|PKKPMSSYLR

Rat TEQLPKFKAKHPDAKVSELIRKIARMWRELPEAEKKVYEADFKAEWKVYKEAVSKYKE
Human KEQLPIFKAQNPDAKTTELIRRIAQRWRELPDSKKKIYQDAYRAEWQVYKEEISRFKE

Mouse TEQLPKFKAKHPDAKLSELVRKIAALWRELPEAEKKVYEADFKAEWKAYKEAVSKYKE

*

Rat SQLMGLEKEARQKRLEKKKAQVKRRELILLGKPKRPRSAYNIYVSESFQEAKDESAQG

Human PSQIMSLEKEIMDKHLKRKAMTKKKELTLLIGKPKRPRSAYNVYVAERFQEAKGDS POE]

Mouse SOLMGMEKEARQRRLKKKALVKRRELILLIGKPKRPRSAYNI YVSESFQEAKDDSAQG
* * -

Rat LKLVNQAWKNLSHDEKQAY IQLAKDDRIRY DNEMKSWEEHMAHVGRSDL IRRSVKRPPG
Human  |[KDKTVKENWKNLSDSEKELYIQHAKEDETRYHNEMKSWEEOMIHVGRKDLLRRTIKKORK
Mouse LKLVNEAWKNLSPEEKQAY IQLAKDDRIRY DNEMKSWEEOMAEVGRSDLIRRSVKRS -G
Rat DISEN

Human YGREEC
Mouse DISEH

Fig_C2. Alineamiento de la secuencia proteica para TFAM en humano, rata y ratén. Con asteriscos se muestran las
zonas de posible fosforilacién, mientras que las cajas indican los dos dominios HMGbox. Las cajas indican los dos
dominios HMGbox (Cho, et al. 1998)

4. TFAMy la curvatura del ADN

Poco después de su descubrimiento fue posible caracterizar una de las caracteristicas basicas
de TFAM para llevar a cabo su funcién de factor de iniciacién de la transcripcién y proteina

involucrada en el empaquetamiento del ADN, que seria su capacidad para doblar y enrollar el
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ADN (Fisher, Lisowsky et al. 1992). Mediante estudios con ADN circular relajado y
topoisomerasa, se demostré6 que TFAM era capaz de introducir vueltas de superhélice o
supererollamiento negativo. Esta capacidad de introducir superenrollamiento negativo parece
estar ampliamente ligado con el hecho que TFAM es un activador transcripcional, que
frecuentemente provocan perturbaciones conformacionales en la estructura del ADN como la
introduccién de vueltas de hélice negativas que promueven un desenrollamiento local y la
apertura del ADN.

Ademas mediante ensayos de permutacion circular Fisher et al., constataron la alteraciéon
conformacional que TFAM induce en los promotores HSP y LSP después de su unién
especifica, mediante la introduccién puntos de curvatura en el mtADN. También observaron
que el doblamiento del ADN no requeria una unién estable y sucedia también en secuencias
control inespecificas. Por lo tanto, Fisher et al. fueron los primeros en disociar la unién
especifica del doblamiento del ADN.

Mediante AFM bajo condiciones de alto vacio se realizé la medida del numero de eventos de
unién individuales, donde la unién de TFAM inducia doblamientos del ADN de 100+20° en una
corta distancia (Kaufman, Durisic et al. 2007) (Fig_C3). Estas mediadas difieren de lo
observado en el caso de ABF2p mediante AFM en modo tapping (Friddle, Klare et al. 2004)
que eran de unos 78°. Una dato a destacar era la presencia de proteina en la base de
estructuras tipo loop o Q.

-

&;l.
-~
-

100 nM

Fig_C3. Imagenes de AFM en condiciones de elevado vacio, donde se puede observar la compactacién del ADN y sus
especies intermedias. La imagen muestra la formacion de loops a baja ocupacion de TFAM, las flechas indican la
presencia de TFAM en la base de las estructuras tipo Q. En el panel derecho se muestra un esquema del la unién de
TFAM al ADN, los puntos representan a TFAM (Kaufman, et al.).

5. TFAMy su uniéon al ADN

TFAM presenta la propiedad de unir ADN de forma especifica e inespecifica. Esta capacidad de
unir tanto a sitios especificos del ADN como a regiones inespecificas la hace unica dentro de
la familia de proteinas HMGB. Ademas, TFAM presenta la capacidad de unir a otros tipos de
ADN, como ADN danado con cisplatino o horquillas de recombinacion.
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5.1. TFAM: unidn especifica de secuencia (LSP,HSP1)

Como se ha comentado anteriormente, TFAM participa en el inicio de transcripcién mediante
su unioén especifica a regiones rio arriba de las zonas promotoras para la transcripcion, LSP y
HSP1 (Fig_C4).

L-strand

Human mtDNA
~16.6Kh

A
S(UCN) }\\ ATPSH

Fig_C4. Esquema del genoma mitocondrial humano con la ampliacién de la zona llamada D-loop, donde se
encuentra las regiones promotoras de la transcripcién.

5.1.1. Region de proteccién para LSP y HSP1 por parte de TFAM

Mediante analisis por footprinting se identificaron dos regiones de unién de TFAM a mtADN
en las zonas proximales a los promotores (LSP y HSP1). Los dos sitios de unién (HSP-proximal
y LSP-proximal) se encuentran situados entre la posicién -12 a -39pb, rio arriba del sitio de
inicio de transcripcion, pero con orientacién opuesta a la direccién de transcripciéon (Fig_C5).
Ello sugiere que TFAM podria funcionar de forma bidireccional (Fisher, Topper et al. 1987).

e HSP1
TFAM protege débilmente la region rio arriba de -13 a -35pb (posicién 559 nt) en la
cadena no-codificante. La debilidad de la interaccion TFAM-HSP (comparada con la

interaccion TFAM-LSP) se ve reflejada en los analisis de proteccion mediante DNasa |,
donde es necesario un mayor ratio de TFAM para la proteccion.

o LSP
Aproximadamente 23pb son protegidos fuertemente en cada cadena, con una marcada
asimetria entre la cadena no-codificante, donde la proteccién completa sucede de -12 a
-35 del sitio de inicio, mientras que en la cadena codificante, la proteccién completa
sucede de -16 a -39pb.
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Sitio inicio
transcripcion

Cadena 530 *:5: |—b

codificante CACACACCGCTGCTAACCCCATACCCCGAACCAACCAAACCCCAAAGACA

IS P | e e e e e e

Cadena no- * ¥ k% * [

codificante AATGTGTTAGTTGGGGGGTCACTGTTAAAAGTGCATACCGCCAAAAGATA
———————————————————————— % %

LSP 440 420

Fig_C5. Regiones de proteccion frente a ensayos de digestion con DNasa para las secuencias HSP y LSP. Los
asteriscos muestran los sitios de corte para DNasal. La linea solida muestra la regiéon de proteccién para
codificante y la linea discontinua para la cadena no-codificante. En la figura HSP hace referencia a HSP1. (Fisher, et
al)

Por lo tanto, las dos regiones proximales de unién que presenta TFAM (HSP1, LSP) estan
situadas exactamente a la misma distancia respecto al sitio de iniciacién y su longitud es
aproximadamente unos 23pb. Sin embargo, existen dos diferencias a destacar. La afinidad de
TFAM por su sitio proximal a LSP es mayor que para HSP1 (la proteccién de LSP sucede con
ratios de TFAM 4 veces menor). Ademas, al contrario del caso para LSP donde la proteccion se
da en las dos cadenas, para HSP1 existe menor proteccion para la cadena codificante de HSP.

Las dos regiones de unién para TFAM son andlogas en posiciéon y funcién transcripcional,
ademas presentan cierta homologia de secuencia lo cudl sugiere que en algin momento una
duplicacion, parcial o completa, de un promotor bidireccional permitié la separacion de la
transcripcién de ambas cadenas, y permitid asi la regulaciéon diferencial de las dos unidades
de transcripcién representadas por la cadena L y H. Por lo tanto, la duplicaciéon de esta
secuencia podria haber permitido la “especializaciéon” de promotores especificos de cadena en
el mtADN (Fisher, Topper et al. 1987).

5.1.1.1. Afinidad por las regiones de unién LSP, HSP1 de TFAM

In vitro, TFAM presenta una mayor afinidad para unirse a LSP que a HSP1 (Fisher and Clayton
1988). Mediante ensayos de afinidad se observd que el complejo TFAM/LSP era mas estable
que para el caso TFAM/HSP1, cuando se realizaban ensayos de competicién con una secuencia
random. Ademas para la realizaciéon de experimentos de transcripcién in vitro era necesaria
una menor cantidad de TFAM para estimular LSP que para HSP, y esto seguramente tiene
mucho que ver con la diferencia funcional de ambos promotores in vivo. Por lo tanto, TFAM
podria regular la seleccién del promotor y en consecuencia la estrecha relaciéon entre
transcripcion y regulaciéon del mtADN. Esta diferencia en la activaciéon entre HSP1 y LSP fue
asociada a la necesidad de una perturbacién estructural mayor en HSP1 (Chang and Clayton
1984).

Recientemente mediante ensayos de Surface Plasmon Ressonance (SPR), se confirmé que
TFAM presenta una mayor afinidad por su regién de unién a LSP comparado con la afinidad
por HSP1. La diferencia de afinidad entre estas dos secuencias es de un orden de 10 veces.
Kaufman et al, definian la presencia de un dimero sobre la secuencia de 45 nt y un tipo de
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unién cooperativa; tanto la presencia del dimero como el efecto cooperativo de TFAM sobre
ADN seran discutidos mas adelante (Kaufman, Durisic et al. 2007).

5.1.1.2. Patron de reconocimiento de TFAM en LSP

Fisher et al, mapearon los contactos entre TFAM y pares de bases especificos de LSP que
estabilizan el complejo proteina-ADN, tanto para humano como para ratén, usando el sistema
de metilacion por interferencia (que consiste en metilar purinas, en el &tomo de N7 guanina y
en N3 de adenina, y observar la incapacidad de TFAM para unir a los fragmentos metilados).
Estos experimento revelaron que tanto hTFAM (humano) como mTFAM (ratén) contactan
purinas de ambas cadenas del ADN tanto en el surco mayor como menor en la regiones
definidas mediante los ensayos de proteccidon usando DNasal (Fisher, Parisi et al. 1989).

Estos experimentos muestran que hTFAM realiza extensivos contactos con el surco mayor a lo
largo de todo el ADN, lo que hace pensar que se trata de un tipo de reconocimiento a lo largo
de toda la secuencia, dando lugar a una forma de complejo proteina-ADN extendida. Sin
embargo, en el caso de mTFAM el patréon de reconocimiento es mucho mas simple,
consistiendo en dos regiones de contacto situadas en los extremos de las secuencia de union,
separadas por una vuelta de ADN (~10 pb). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que entre
estos dos dominios de mTFAM no existen pares GC, lo cual es prerequisito para el mapeado de
los contactos en el surco mayor mediante metilacién por interferencia. Por lo tanto, estos
autores concluyeron que mTFAM permaneceria a lo largo del surco mayor en una forma
extendida del complejo proteina-ADN, y algo similar a la que existiria para hTFAM.

En el patrén de reconocimiento por hTFAM y mTFAM es posible diferenciar dos motivos de
unién en funcién del sitio de inicio de la transcripcién; uno mas proximal y mas conservado, y
otro mas distal (Fig_C7). (Fisher, Parisi et al. 1989).

Finalmente, estos autores observaron que ambos factores contactan de forma extensiva con el
surco mayor y menor en aproximadamente las mismas posiciones en relacién al sitio de inicio
de la transcripcidn, realizando contactos en mas de una cara de la doble hélice y con TFAM
uniéndose a lo largo del ADN de forma extendida. El hecho de que el tipo de reconocimiento o
unién a ADN para hTFAM y mTFAM fuese similar, mientras que la secuencia sea divergente,
sugirié que esta divergencia no implicaba grandes cambios estructurales en los motivos de
ADN (Fisher, Parisi et al. 1989).
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Sitio inicio
13pb transcripcion
LSP s —
SAATGTGTTABTTOGCOOGOTOACTOTTAAAAGTIGCATACCGCCAARMASZ
humana > TTACIACAATCAACCCCCCACTOACAB®T TTTCAICGTATGGCGGTTTTS
N -
LSP FTTTTTACAB®OTACTAAAATATAABTCATATTTTEGGGAACTACTAGAGY
ratén TAAAAATOTTCOTOAT TTTATATTCAGTIATAAAKCCCTTGATGATCTS
. P - 7 10 "
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Fig C7: (A) Regiones promotoras para hLSP y mLSP alineadas en funcién del sitio de inicio de transcripcién. Las
cajas punteadas indican las regiones de protecciéon mediante footprint andlisis. Los residuos de contacto con elADN
presentan un circulo. Las cajas verdes y naranja destacan los dos motivos de contacto definidos dentro de la regién
de proteccion de TFAM. (B) Alineamiento de secuencia entre las zonas de unién de TFAM a mLSP y Hlsp, donde se
muestran los motivos de contacto con cajas de colores y con lineas verticales, la conservacion entre las secuencias.
(Fisher, et al. 1987)

5.1.2. Regién de protecciéon de TFAM en las secuencias X e Y

Ademas de las regiones de unidén localizadas en HSP1 y LSP, fueron identificados dos sitios de
unién adicionales para TFAM mediante andlisis de footprinting mediante DNasa 1. La
proteccion llevada a cabo por TFAM se extiendia aproximadamente desde la posiciéon 230 a
290, esta region considerablemente mayor a las zonas proximales de HSP1 y LSP puede ser
dividad en dos subzonas que presentan cierta homologia a LSP y HSP1 (Fisher, Topper et al.
1987) (Fig_C8). Por lo tanto, existen cuatro regiones de union especifica para TFAM situadas
dentro D-loop: H para la zona proximal de HSP1 (523-551), L para la zona proximal de LSP
(418-445), X de la posicidon 233 a 260 e Y de la posicion 276 a 303.

Mirando con mas detalles la localizacion de las secuencias X e Y podemos observar que éstas
se encuentran parcialmente incluidas dentro de CSBII y CSBI, respectivamente (Fig_C8).
Aunque no existe informacién funcional en relacién a estas secuencias X y Y, recientemente
algunos experimentos indican la relacién entre CSBII (donde la secuencia Y se encuentra
parcialmente localizada) y la terminacién prematura de la transcripcién para LSP, que da
lugar a la formacién de encebadores para la replicacién de HSP desde Oy (situado también en
D-loop) (comentado anteriormente en el capitulo transcripcién mitocondrial).
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Fig_C8. Esquema de los sitios de unién para TFAM dentro del D-loop observados mediante ensayos de proteccién
con DNasal. (A) Ubicacion relativa de los sitios de unién de TFAM dentro del D-loop con las regiones de inicio de
transcripcién para la cadena H y L, asi como las regiones conservadas CSBII y CSBIII. (B) Comparacién de secuencia
de las diferentes regiones de uniéon a TFAM. (Fisher, et al. 1987)

La comparacion de los sitios de unidon de ortélogos para TFAM permite establecer similitud
entre secuencias: L: 94+2%, H: 85£7%, X: 79+15% e Y: 61+£14%. Los sitios H y L no presentan
delecciones ni varianza entre las diferentes secuencias de ort6logos; mientras que los sitios X
e Y presentan delecciones y una menor similitud (Foran, Hixson et al. 1988). El andlisis de
estos resultados permite sugerir que los sitios H y L probablemente presentan una funcién
similar en chimpancés, gorilas y humanos; mientras que las secuencias X e Y, si presentasen
funcién, seria bajo unas condiciones restrictivas mucho mas relajadas que para H y L.

5.2. TFAM: unidn inespecifica de secuencia

Inicialmente se demostré que TFAM podia unir de forma especifica a mtADN de -12 a -19 pb
respecto al sitio de inicio de la transcripcion para HSP1 y LSP. Posteriormente se demostré
que TFAM puede contactar con el ADN de forma no especifica de secuencia (Fisher, Parisi et
al. 1989), asi como la capacidad de curvar y compactar el ADN (Fisher, Lisowsky et al. 1992).

La capacidad de TFAM para unir ADN doble cadena de forma inespecifica con una elevada
afinidad no podia ser detectada mediante ensayos de protecciéon con DNasal. Estudios de AFM
demostraron que TFAM une aproximadamente cada 35pb, independientemente de la
secuencia, por lo tanto, ello sugeria su relevancia en el empaquetamiento del mtADN
(Kaufman, Durisic et al. 2007).

Ademas, diversas técnicas permitieron concluir que TFAM unia de forma cooperativa al ADN.
Mediante EMSA, la movilidad electroforética del complejo presenta un doble retardo al
aumentar la concentracién de proteina. Mediante imagenes de AFM, la cuantificacién de TFAM
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en forma unida a ADN generaba una curva sigmoidal, correspondiente a una primera unién de
TFAM a ADN, una segunda fase donde la unién se da de forma exponencial y finalmente una
fase plateau; experimentos adicionales de SPR dilucidaron la existencia de cooperatividad
positiva en respuesta a la concentracién de proteina (Kaufman, Durisic et al. 2007). Kaufman
et al, sugerié dos hipdtesis para explicar la unién cooperativa de TFAM. La cooperatividad
podia ser debida gracias a la interaccidn entre proteinas unidas al ADN, o debida a cambios en
la estructura del ADN proximal.

5.2.1. Unién alaregién D-loop

Ademas de su union inespecifica por todo el mtADN, TFAM presenta una flexibilidad en el
reconocimiento de secuencias de mtADN en el D-loop, dependiendo de las conetraciones de
saturacién. Mediante andlisis footprint in organello demostraron que existia un gran nivel de
interacciéon de TFAM dentro de la regién de control D-loop, en una extensién de alrededor 500
pb. Comparando estos resultados con estudios de protecciéon in vitro mediante DNasal
indicaron que este tipo de interacciones proteina-ADN eran debidas a la unién no especifica
de secuencia realizada por TFAM en la regién control del mtADN (Ghivizzani, Madsen et al.
1994).

Ademas de las regiones de unién inespecifica, Ghivizzani et al, definieron regiones de baja
afinidad para la unién de TFAM a D-loop con un cierto nivel de proteccién a metilaciéon del
ADN (nunca 100%) y proteccién a DNasal. Estas regiones se encuentran situadas adyacentes a
CSBI, CSBIII; y presentan extensiones de 70pb y 30pb respectivamente. Cabe destacar que se
observaron in organello numerosos sitios de hipermetilaciéon en la cadena L situados entre
HSP y CSBI. Ello sugiere alteraciones especificas en la conformaciéon de ADN inducido por la
union de TFAM a ADN, ya que ésta presenta capacidad para doblar y distorsionar el ADN
uniéndose al surco menor y mayor del ADN.

Este modelo de unién en fase o “Phased TFAM DNA binding” observado cerca de los elemento
CSB in vitro ha sido propuesto como consecuencia de la organizaciéon de TFAM en mtADN para
facilitar la interaccion de ortos elementos en trans y cis (Ghivizzani, Madsen et al. 1994).

5.3. TFAM: union a otro tipo de ADN

TFAM es capaz de unirse a estructuras como ADN cruciformes y reconocer ADN dafiado con
cisplatino; seguramente esta capacidad viene conferida gracias a que forma parte de la familia
de proteinas HMGbox (Yoshida, Izumi et al. 2002) .

5.3.1. Unién de TFAM a ADN dafiado

El mtADN es mucho mas susceptible a dafios que el nADN, debido a la falta de un
empaquetamiento supraestructural como la cromatina. Esto sugiere que los mecanismos de
reparaciéon en mitocondria deberian ser mas efectivos que los existentes en nucleo, ya que el
dafio es mayor. Han sido identificados diversos genes especificos de mitocondria involucrados
en reparacion, como la glicosilasa mitocondrial homoéloga a MutY de E.coli (mtMYH) y la
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glicosilasa 8-oxoguanina mitocondrial (mtOGG1), ambas presentan actividad glicosilasa con
reconocimiento para ciertos tipos de ADNs dafiados (Boesch, Weber-Lotfi et al.).

La mitocondria actia como un centro fundamental de decisién en muchos de los tipos de
respuesta apototica. Por lo tanto, en la mitocondria existe una dualidad de respuesta entre
apoptosis y mecanismos de reparacién del ADN.

5.3.1.1. Unién a ADN dafiado con cisplatino por TFAM

Cisplatino es una potente agente anticancerigeno usado para tratar muchos tipos de tumores
sélidos. El efecto citotoxico del cisplatino se cree que es debido principalmente por su
interaccion con el ADN, creando entrecruzamientos en el ADN que pueden ser en cis o trans.
El entrecruzamiento que ocurre con mayor frecuencia se da entre purinas vecinas, pudiéndo
ocurrir dentro de la misma cadena (intracadena o en cis) o entre cadenas distintas
(intercadena o en trans) (Fig_C9).
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Fig_C9. El compuesto cisplatino es capaz de provocar la muerte celular debido a su interaccién con ADN, por ello es
usado como un potente anticancerigeno. Una vez ha tenido lugar la hidrdlisis del cisplatino, éste puede
interaccionar con el ADN. Existen muchos tipos de complejos ADN-cisplatino. Dentro los complejo intracadena uno
de los mas frecuentes ocurre entre guanina adyacentes (65%) o entre una guanina y adenina (25%). También
puede suceder entre dos bases situadas en la misma cadena, pero distanciadas. Estos aductos causan una
perturbacién en el ADN provocando la activacion de los mecanismos de reparacion. Cisplatino puede también crear
aductos entre bases de distintas cadenas, llamados intercadena. Aunque este tipo de alteraciones son bastante
poco frecuentes (sobre un 1%), se cree que son bastante citotdxicas. (Fuente: Wikipedia).

Existen ciertas proteinas que son capaces de unirse al ADN dafado por cisplatino, como por
ejemplo YB-1 o proteinas que forman parte de la familia HMGB, por ejemplo, HMG1 o HMG2
(proteinas nucleares). TFAM muestra dos veces mas afinidad por ADN cisplatinado que HMG1
y HMG2 (Yoshida, [zumi et al. 2002). Mediante electroforesis ha sido posible constatar que
TFAM presenta una mayor afinidad por ADN cisplatinado que por ADN dafiado por oxidacién.
Esta mayor afinidad se encuentra relacionada con el grado de dafio en el ADN, ya que el ADN
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cisplatinado presenta 4-5 puntos de entrecruzamiento por el platino por oligonucleétido,
mientras que el ADN oxidativamente dafiado en el estudio presenta un 8-oxo-dG por
oligonucleotido (Yoshida, [zumi et al. 2002).

Las proteinas que reconocen ADN cisplatinado de forma preferente pueden ser clasificadas en
dos categorias (Fig_C10). Por una parte, proteinas que participan en mecanismos de
reparacion del ADN y reconocen de forma especifica los sitios dafados, es decir, funcionando
como primer paso en el proceso de reparaciéon. Por otra parte existen proteinas que
pertenecen a la clase de proteinas “arquitecturales”, es decir, proteinas que se unen a este tipo
de ADN por similitud estructural con sus sitios de unién naturales. Dentro de esta segunda
clase encontrariamos las proteinas pertenciente a la familia HMGbox, y concretamente, TFAM.
Se ha descrito que estas proteinas inducen una curvatura en el ADN posterior al provocado
por la modificacién con cisplatino. El hecho que TFAM pueda unir de forma preferente a ADN
dafiado por oxidacion proporciona informacién sobre como funciona la mitocondria
(Zlatanova, Yaneva et al. 1998).

Estas dos clases de proteinas podrian estar involucradas en procesos de citotoxicidad, aunque
en papeles opuestos. Las proteinas que reconocen de forma especifica el ADN cisplatinado son
clave para alterar la actividad anticancer de la terapia con cisplatino.

A. damage repaired

fw»
damage- racognll ion
protein repa:r enzymes

B. repair blocked

architectural
proteins
(HMG1, H1, ote) repair blocked

Fig C10. Representacion esquematica de los dos modos de acciéon de las proteinas que reconocen de forma
preferente ADN cisplatinado. (A) Proteinas que reconocen especificamente los lugares con ADN cisplatinado y
permiten la actuacidon de los mecanismos de reparacion. (B) La unién de proteinas arquitecturales como TFAM
interfieren en los mecanismos de reparacion bloqueando la unién de los sistemas de reparacion. (Zlatanova, et al.
1998).

5.3.1.2. Unién a ADN oxidado por TFAM

Las células eucariotas producen radicales libres o especies reactivas de oxigeno (ROS) debido
a pequeilos desacoples de la CTE. La acumulacién de ROS provoca dafios de tipo oxidativo en
el mtADN que estan relacionados con procesos de envejecimiento, cancer y otro tipo de
enfermedades humanas. Una de las formas oxidadas de ADN mas comunes se da en la base
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guanina, 8-oxo-7,8-dihydroguanina (8-oxo-dG). Este 8-0x0-dG es una de las alteraciones mas
abundantes en el ADN, provocadas por la exposicién a ROS (Kasai, Crain et al. 1986).

TFAM es capaz de reconocer de forma preferente ADN oxidado. La afinidad de uni6én de TFAM
a ADN oxidado es mayor que para la glicosilasa mitocondrial mtMYH. (Yoshida, Izumi et al.
2002).

5.3.2. Unién de TFAM a ADN cruciforme

La estructuras tipo Holliday o Four-way Junction son estructuras cruciformes debido a la
interaccién mévil de cuatro cadenas de ADN, ampliamente conservadas de bacterias a
mamiferos. Estas estructuras son llamadas asi, ya que fue Robin Holliday quien las descubrié
en 1964, observd estas estructuras mientras estudiaba los procesos de recombinacién
homologa en levadura.

Mediante estudios con rayo X y RMN ha sido posible estudiar la estructura tridimensional de
four-way junction. Existen dos posibles formas (Fig_C11); la forma extendida con las hebras en
posicién antiparalela, o la forma con las hebras en posicion paralela o forma de X

Fig_C11. Estructuras de ADN que representan four-way junction (A) es la forma extendida, no estable, y (B) es la
forma planar X. En presencia de la suficicente cantidad de cationes divalentes, adquiere la forma X. PDB cédigos;
1C7Y y 31IGT. (Khuu, et al. 2009).

Algunas proteinas HMGB presentan una gran afinidad de unién para four-way junction que
mimetizan a las estructuras Holliday u horquillas de recombinacién, que son intermediarios
putativos de la recombinacién. También se sabe que la recombinacién del ADN juega un papel
critico en la replicaciéon delnADN y su reparacion. Es sabido que en levadura una buena
funciéon de la recombinaciéon es esencial para mantener el mtADN. Recientemente se ha
detectado actividad recombinatoria en extractos de mitocondria de rata, pese a que la
existencia de recombinacién en mitocondria de mamiferos es ain un hecho de controversia y
discusion. Ademas se han descrito estructuras tipo Holliday en el D-loop, cercano al origen de
replicacion. Por lo tanto, parece ser que este tipo de estructuras intermediarias de la
recombinaciéon fomarfan un papel importante en el mantenimiento del mtADN en mamifero.
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TFAM une a estructuras tipo four-way junction con aproximadamente 10 veces mas afinidad
que a su correspondiente ADN linear y practicamente con la misma afinidad que a sus
secuencia de unién en LSP de 30 nt. TFAM se une como mondémero a estas estructuras y
ambos dominios HMGbox presentan capacidad para unirse (Ohno, Umeda et al. 2000).

Ello hace plantear la posibilidad que este tipo de estructuras sean fisiolégicamente
importantes en la biogénesis mitocondrial. Particularmente en levadura, las reacciones de
recombinacién son importantes en el mantenimiento del mtADN y la proteina ABF2p,
homologa de TFAM, estabiliza las horquillas de recombinacién o estructuras Holliday
intermediarias in vivo.

Por lo tanto, la unién de TFAM a intermediarios de la recombinacién como son las estructuras
cruciformes podria estar involucrado en los procesos de recombinacién implicados en el
mantenimiento del mtADN.

6. HMGbox

TFAM presenta dos dominios HMGbox. La principal caracteristica de un dominio HMGbox es
su interaccién con el surco menor del ADN y su capacidad para distorsionar la estructura del
ADN de forma pronunciada después de la unién (Grosschedl_1994).

Las proteinas HMGbox son, después de las histonas, la segunda familia de proteinas
cromosomales mas abundantes. En contraste con las histonas, se encuentran en cantidades
variables y se cree que unen a un 10% de nucleosomas. Hace mas de 50 afios fueron
identificadas como contaminates de preparaciones de histona H1.

6.1. Clasificacion HMGbox

Dentro de la superfamilia de HMG existen tres diferentes clases estructurales, en funcién de su
masa molecular, caracteristica de unién a ADN y secuencia aminoacidica en los motivos HMG
(Fig_C12): HMG-nucleosome-binding family (HMGN), HMG-AT-hook family (HMGA) y HMG-box
family (HMGB). Dentro de la familia HMGB podemos encontrar dos tipos de proteinas: HMGB
de unioén inespecifica y HMGB de unién especifica.

H1-like AT-hook region

HmMGB —— Union inespecifica (HMGB1, NHPS)

HMGN NBD

Fig_C12. Representacion esquematica de los diferentes grupos y subgrupos dentro de la familia de proteinas HMG.

En general, las proteinas HMGbox de unién inespecifica a ADN presentan dos dominios
HMGbox y una cola C-terminal acidica (ej: HMGB1), mientras que las proteinas HMGbox de
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unién especifica presentan un tipo de unién especifica con un solo dominio HMGbox y una
cola C-terminal no acidica (ej: como los factores determinantes de sexo SRY y SOX).

También existen proteinas tipo HMGB que presentan mas de dos dominios HMGbox, seria el
caso de la proteina UBF. UBF contiene seis dominios HMGbox, que interaccionan con el ADN
en forma de dimero. Cada dominio individual de UBF presenta propiedades funcionales
diferentes para el reconocimiento del ADN e interaccién proteina-proteina (Kuhn, Voit et al.
1994).

Otra diferencia notoria entre HMGB de unién especifica y uniéon no especifica, es su diferente
distribuciéon. Normalmente las proteinas de unidén especifica se encuentran restringidas a
determinados tipos celulares, mientras que las no especificas son ubicuas. Esta restriccion en
la distribucién puede tener una importante implicacidn reguladora, que ayude a las proteinas
a ensamblarse en complejos nucleoproteicos s6lo en tipos celulares especificos (Weir, Kraulis
etal. 1993).

Otra caracteristica fascinante de los domios HMGbox es que presenta capacidad para
reconocer estructuras irregulares del ADN, como estructuras cruciformes de ADN o ADN
dafiado por cisplatino (Bianchi, Beltrame et al. 1989).

El caso de TFAM es mas diverso y dificil de clasificar en alguno de los dos subgrupos definidos,
ya que contiene dos dominios HMGbox y una cola C-terminal basica. Ademas TFAM presenta
la habilidad de unir de forma especifica e inespecifica el ADN.

6.2. Caracteristicas estructurales de dominios HMGbox

Los dominios HMGbox suelen constar con unos 80 aminoacidos y presentan tres hélices alpha
(I IL, I1I), que constituyen el 80% de los aminoacidos del dominio.

Las tres hélices se encuentran relacionadas formando un plegamiento en forma de L, tipico y
conservado para todos los dominios HMGbox (Fig_C13). Las hélices I y II se encuentran en
estrecho contacto formando un angulo de 80° con la tercera hélice, mas larga que las
anteriores. Existen una serie de residuos aromaticos en el dominio HMGbox que permite la
ordenacion de la tres hélice en forma de L (frecuentemente se encuentran conservados). En la
region N-terminal que tiene forma extendida y estabiliza la hélice 11, se encuentra un motivo
de aminoacidos conservados (Lys-Arg-Pro) (Grossched], Giese et al. 1994).

Es interesante notar que los residuos basicos en la superficie concava de las hélices I y 1l
participan en la unién con el surco menor del ADN (Giese, Pagel et al. 1994).
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1 (x) ¥}
rHMGl-A GKGDPKKPRGKMS SYAFFVQTCREEHKKFKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTY IPPKG- - - - - -
rHMG1-B - FKDPNAPKRPPSAFFLFCSEYRPKIKGEHP -G- LS IGDVAKKLGEMWNNTAADDKQPYEKKAAKLKEKY EKDT ARYRAKGK - - - - - -
HMG-D SDKPKRPLSAYMLWLNSARESIKRENP -G- IKVTEVAKRGGELWRAMKD - -KSEWEAKAAKAKDDYDRAVEEFEANGG- - - - - -
Nhpéa KEKDPNAPKRALSAYMFFANENRDIVREENFE -D- ITFGOVGKKLGEKWKALTPEEKQPYEAKAQADKKR YESEKELYNATLA
hsSRY - - --QDREVKRPMNAF IVWSRDQRRKMALENP -R-MRNSEISKQLGYQWKMLTEAEKWPFFQEAQKLOAMHREKY PNYKYRPR- - - - - -
MLEF-1 =~ ------ HIKKPLNAFMLYMEKEMRANVVAECT -L - KESAATNQI LGRRWHALSREEQAKY YELARKERQLHMOLY PGWSARDN - - - - - -

Fig C13. (A) Alineamiento secuencial de diferentes HMGB de unién especifica e inespecifica. Los lugares X e Y son
las posiciones definidas para la intercalacion de residuos hidrofébicos en HMGbox de unién no especifica. (B)
Plegamiento tipico para los dominios HMGbox, que consiste en tres hélices alpha.

6.3. HMGbox inducen curvatura en el ADN

Es ampliamente sabido que HMGbox presentan la capacidad de doblar el B-ADN lineal,
mediante la intercalacion de residuos hidrofébicos en el surco menor del ADN.

La curvatura inducida por las proteinas HMGB sobre el ADN fue previamente demostrada
mediante ensayos de recircularizaciéon con ligasa por la proteina procariota HMG1 (Paull,
Haykinson et al. 1993). La determinaciéon de la estructura tridimensional de complejos de
dominios HMGbox con ADN muestran que la induccién de la curvatura es debida a la
intercalacion de residuos hidrofébicos voluminosos de los dominios HMGbox entre sucesivas
bases en el surco menor, acompafiado por un desenrollamiento parcial (por la apertura del
surco menor y curvatura hacia el lado del surco mayor). Los residuos intercalantes de los
dominios HMGbox se encuentran rodeados por residuos conservados que forman contactos
electrostaticos con el ADN.

Generalmente, la curvatura del ADN en proteinas de unién inespecifica involucra multiples
residuos hidrofébicos que intercalan dos pasos diferentes del ADN, mientras que las de unién
especifica sélo presentan un punto de intercalacién en el ADN mediado por un unico residuo
(Klass, Murphy et al. 2003) (Fig_C13). La mutacién de los residuos intercalantes provoca una
pérdida o disminucién de la curvatura y, por lo tanto, una disfuncién.

6.4. Secuencias putativas de union HMGbox

Han sido descritas regiones consenso de ADN para el reconocimiento y unién por parte de las
HMGB de unidn especifica. Estas regiones consenso han sido definidas a través del estudio de
los sitios de union para SRY, LEF-1, SOX; y su alineamiento (Laudet, Stehelin et al. 1993). Pese
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al bajo nivel de homologia ha sido posible definir un motivo de unién en el surco menor del
ADN (Fig_C14).

5-AACAAAGG-3
i

Fig_C14. Secuencia consenso para los dominios HMGbox de unién especifica. (Laudet, et al. 1993)
7. Funciones de TFAM
A continuacidn se describen algunas de las principales funciones de TFAM en mitocondria:

e Mantenimiento del mtADN

e Inicio de la transcripcién

o Sintesis de encebadores para la replicacion

e Regulacién de la biogénesis del mtADN, control entre transcripciéon y niimero de
copias de mtADN

e Implicacién en mecanismos de reparacién del mtADN

7.1. Mantenimiento del mtADN

Como se ha descrito en la introducciéon del genoma mitocondrial, el mantenimiento de la
integridad del mtADN es importante para permitir un buen funcionamiento celular y evitar
condiciones patolégicas. TFAM juega un papel crucial en el mantenimiento del mtADN, siendo
uno de los principales componentes.

La propiedad de unién inespecifica para TFAM junto con el hecho que se encuentra en
abundancia sugiere que juega un papel importante en la estabilizacién y el mantenimiento de
mtADN. ABF2p, proteina homdloga a TFAM en levadura, tiene una funcién en el
empaquetamiento del ADN. Aunque son muy divergentes evolutivamente, ABF2p no presenta
linquer entre las dos HMGbox ni una cola C-terminal, existe una intercambiabilidad de
fenotipos por lo que respecta al empaquetamiento (Diffley and Stillman 1991).

Otros experimento han demostrado la funcién de empaquetamiento del mtADN por parte de
TFAM. La anulacién o disrupciéon homozigota del gen tfam es letal, en parte debido a que ello
provoca una disminucién del nimero de copias de mtADN, resultando en una pérdida de la
capacidad para llevar a cabo la fosforilacién oxidativa (Matsushima, Matsumura et al. 2003).
En células heterozigotas, la expresién de TFAM se encuentra reducida sobre un 50% y la
cantidad de mtADN disminuye hasta la mitad.

El mtADN de mamiferos se encuentra empaquetado en complejos nucleoproteicos llamados

nucleoides, que pueden ser visualizados como pequefios cuerpos esféricos situados en la

matriz (Nass 1969). Cada nucleoide contiene entre 1 y 10 genomas, dependiendo del tipo

celular. Una de las proteinas que se encuentra en mayor cantidad en estas estructuras
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nucleoproteinica es TFAM, tal y como se observé mediante estudios inmunocitoquimicos
(Garrido, Griparic et al. 2003).

Recientemente, Kukat et al., fueron capaces de cuantificar la cantidad de TFAM por nucleoide
gracias al uso del microscopio STED en combinacién con biologia molecular (Kukat, Wurm et
al.). Concluian que existen aproximadamente 1000 moléculas de TFAM por molécula de
mtADN, es decir, una molécula de TFAM por 16.6pb de mtADN en fibroblastos humanos. Estos
autores ofrecfan un modelo estructural de como TFAM unia a mtADN mediante Pyhre & I-
Tasser (Fig_C15). El modelo estructural propuesto en cuanto a volumen presentaba una
correlacion con el calculo anterior de 16pb por cada TFAM.

I

o

5 A

' -;l;l: ‘

Fig_C15. Prediccién de la estructura de TFAM en complejo con ADN mediante Phyre & I-Tasser. En la figura de
abajo se representa la superficie de TFAM en forma unida a ADN, donde la superficie accesible a solvente se
muestra en color verde. En base al volumen correspondiente los autores calcularon el nimero de moléculas de
ADN por nucleoide. (Kukat, et al.).

7.1.1. Modelo de compactacién y coordinacién de mtADN

Existe un modelo propuesto para la compactaciéon de mtADN por parte de TFAM en base a las
observaciones mediante AFM (Kaufman, Durisic et al. 2007) (Fig_C16). En él, el proceso de
compactacién propuesto empieza con la unién de un dimero de TFAM y el correspondiente
doblamiento del ADN. Posteriormente se produce la formacion de estructuras tipo loop o X, y
multiples moléculas de ADN pueden ser unidas. Cuanto mas TFAM se une a los sitios
proximales, el tamafio del contorno del ADN decrece rapidamente, lo cual es facilmente
compatible con el modelo de unién cooperativa al ADN. Si la unién de TFAM al ADN sigue
incrementando se produce la formacion de estructuras de tipo globular, donde los complejos
TFAM/ADN se encuentran altamente compactados. Estas estructuras compactas serian
parecidas a los nucleoides.

En la teoria propuesta por Kaufman, la formacién de los loops forma parte de los primeros
pasos hacia la compactacién. In vivo se han observado estructuras similares en fracciones
enriquecidas con nucleoides de mitocondria de higado de rata (Van Tuyle and McPherson

1979). Ademas es sabido que las proteinas con dominios HMGbox presentan la capacidad de
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afectar la estructura del ADN induciendo superenrollamiento, plegamiento y formacién de

B My
kY

D Naked DNA
Steps in compaction

1) Initial binding

2) Linking of DNA

3) Loop filling %
4) Coordination of loops

Filling in of adjacent binding sites
Formation of compaction centers

Fully compacted DNA

Fig_C16. Imagenes AFM, en condiciones de ultra vacio del proceso de compactacién del ADN por parte de TFAM.
Modelo de compactacién propuesto por Kaufman et al. El primer paso seria la unién de TFAM, seguidamente se
daria la formacidn de estructuras tipo Q o X, que permitirian la unién de diversas moléculas de ADN. La union de
mas moléculas de TFAM permitiria la compacatacion fina del ADN. Barra de escala de 100 nm (Kaufman et al.)

7.1.2. Equilibrio entre transcripcién vy empagquetamiento del mtADN

Cémo la dinamica de los nucleoides esta regulada no es sabido aun. Se ha especulado que la
dindmica del nucleoide mitocondrial requiere la regulaciéon o la existencia de una elevada
afinidad de TFAM con el ADN para promover la transcripcién o replicaciéon del mtADN, similar
a los mecanismos que existen en la dindmica del genoma nuclear. Recientemente, se ha
descrito la cantidad de complejo TFAM/ADN que permite la existencia de eventos de
transcripcion junto con el empaquetamiento del mtADN.

Furukawa et al,, han descrito como la forma en que el mtADN se encuentra empaquetado por
el efecto de TFAM tiene un impacto en la activacién de la transcripciéon o su inhibicién
(Fig_C17). Una molécula de TFAM unida cada 20pb permite la activacién de la transcripcion in
vitro, mientras que el mismo ensayo con protamina no permitia la transcripcién,
posiblemente debido a que no ofrecia una conformacién de ADN adecuada. Teniendo en
cuenta esta estequiometria, es posible especular que la transcripcion es activa cuando existe
una 6ptima conformacion del ADN, es decir, cuando TFAM se une a ADN en un apropiado
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intervalo. No obstante, en relaciones molares elevadas, la transcripciéon del ADN empaquetado
con TFAM resulta inhibida (Furukawa,2012).

A TFAM

[

w F_

=

Accessible

TFAM/DNA complex DNA to promoter
[optimal molar ratio]

T7 promoter

) -1y Inaccessible
TFAM/DNA complex v to promoter

[high molar ratio]

Fig C17. Ilustraciéon esquematica del empaquetamiento del mtADN con TFAM y su actividad transcripcional. TFAM
ofrece una conformacidn activa de ADN para los procesos de transcripcion, cuando el ADN se encuentra doblado o
superenrollado, mientras que cuando existe un sobre empaquetamiento del ADN por exceso de TFAM existe una
inhibicion de la transcripcion. (Furkawa, et al.)

7.1.3. Modelo de titracién de TFAM para regular el numero de copias de mtADN

Mediante estudios de deplecién y sobreexpresion de TFAM es posible concluir que la cantidad
de TFAM es el principal determinante de la concentracién de mtADN. Y el efecto inverso,
cuando la cantidad de mtADN es disminuida mediante el tratamiento con bromuro de etidio,
la cantidad de TFAM disminuye dependiendo de la cantidad de mtADN (Seidel-Rogol and
Shadel 2002). Por lo tanto, TFAM es un factor limitante de dosis para mtADN. Kang et al.
postularon que TFAM titraba la cantidad de mtADN en funcién de su unién a mtADN (Kang,
Kim et al. 2007).

Naked mtDNA Free TFAM
O )
' ;
Degradation Stable Degradation

Fig_C18. Titracion del mtADN por TFAM.TFAM se muestra como un criculo cerrado. E1 ADN descubierto y TFAM en
su forma no unida son inestables en mitocondria y, por ello, rdpidamente degradados (Kang, et al.2007).
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7.2. Inicio de la transcripcion y especificidad de secuencia

Durante una serie de afios ha sido ampliamente discutido el papel de reconocimiento de
secuencia especifica por TFAM y su papel en el inicio de la transcripcén. Analisis mutacionales
de TFAM permitieron observar que en todos los mutantes creados para TFAM, la actividad
transcripcional parecia estar correlacionada con la unién especifica a ADN, sugiriendo que
estas dos funciones pueden ser inseparables. Ademas revelaron que la cola C-terminal es
importante para el reconocimiento especifico del ADN y esencial para la activacién de la
transcripcion (Dairaghi, Shadel et al. 1995).

Anteriormente, 20 afnos atras, estaba ampliamente aceptado que TFAM era el principal
componente necesario para el inicio de la transcripcidn a partir de los dos promotores HSP1 y
LSP, localizados en la regién del D-loop del mtADN (Chang and Clayton 1984) (Fisher and
Clayton 1985) (ver Introduccioén, apartado B.1). La unién de TFAM especifica de secuencia a
las regiones situadas rio arriba de los sitios de inicio de transcripcién, de -12 a -39 pb del sitio
de inicio, se crefa que era imprescindible para la activacién de la transcripcién (Hixson and
Clayton 1985) (Topper and Clayton 1989).

Recientemente existe una amplia discusidon entorno al modelo inicio de la transcripcién, como
se ha descrito en la introduccién, transcripciéon mitocondrial (ver Introduccién, apartado B.3)

Uno de los posibles roles de TFAM en el modelo de iniciacién de la transcripcion puede ser el
de introducir perturbaciones estructurales especificas en el mtADN, lo que puede facilitar el
inicio de la transcripcién (Gaspari, Falkenberg et al. 2004). Este modelo podria explicar
porqué parece ser crucial la distancia entre el sitio de unién de TFAM y el sitio de incio de la
transcripcion. (Dairaghi, Shadel et al. 1995). Ademas, también ha sido demostrado que TFAM
es capaz de interaccionar con TFB2M, hecho que podria conllevar a la reclutacion de mtRNAP.

7.3. TFAM y sintesis de encebadores para la replicaciéon

Como se ha comentado anteriormente la utilizacién del promotor varia en funcién de la
cantidad de TFAM presente.

La cantidad de TFAM necesaria para activar el promotor HSP1, es mayor que para LSP.
Ademads la maxima cantidad de estimulacién de LSP por TFAM es significativamente mayor
que para HSP1. Esta diferencia en activaciéon de LSP y HSP1 en funcién de la cantidad de TFAM
se relaciona con los diferentes roles de los transcritos originados desde HSP1 y LSP. La
transcripcion a partir de LSP ademas de dar lugar a un mRNA (ND6) y tRNA, también produce
los encebadores necesarios para iniciar la replicaciéon del mtADN a partir de Oy. Mientras que
la transcripcién a partir de HSP1 genera 2rRNAs necesarios para la biogénesis de los
ribosomas mitocondriales y la traduccién. Entonces, cambios en la concentraciéon de TFAM
pueden ser responsables de provocar la transcripcién para dar lugar a replicacién o para la
expresién génica dependiendo de qué promotor esta activo, LSP o HSP1 (Shutt, Bestwick et
al.).
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Dado que la concentracion de TFAM por nucleoide no es constante, es posible definir un
sistema donde la concentracién de TFAM actia como activador transcripcional para la
regulacién entre expresién génica, replicacién y empaquetamiento del mtADN (Shutt,
Bestwick et al.) (Fig_C19).

A POLRMT B hemiTFA/
HSP4 LSP TFAM

inn-:wy initiation / \

i) R

other nuclecid
components
L |
- 8

Fig_C19. Modelo de regulacién de la regulacién del mtADN, donde de A a D existe un aumento en la concentracién
de TFAM. (a) Situacién la que con concentraciones de TFAM muy limitantes, HSP1 y LSP son activos dando lugar a
un cierto nivel de expresion génica y replicaciéon en nucleoides que tienen poca cantidad de TFAM asociada. (b) Un
incremento de la cantidad de TFAM puede desplazar el sistema hacia un mayor replicacion debido a la activacion
prferencial de LSP, mientras que se mantiene el nivel de transcripcién de HSP1. (c¢) Un mayor nivel de TFAM
asociada a nucleoides implicaria un maximo nivel de transcripcién a partir de ambos promotores y, por tanto, una
mayor expresion génica. (d) En concentraciones de TFAM mucho mayores seria de esperar una inhibicién de la
transcripcién a partir de los dos promotores y daria lugar a nucleoides latentes en cuanto a transcripcion y
replicacién. (Shutt, etal. 2011)

Existen evidencias cientificas que corroboran este modelo de regulaciéon de la biogénesis en
mitocondria dependiente de la concentracién de TFAM. Se ha observado que nucleoides con
menor cantidad de TFAM son maés activos en replicaciéon (Wai, Teoli et al. 2008). Ademas,
estudios en levadura demuestran que la composicién proteica de ABF2p de los nucleoides
varia en funciéon de las necesidades en la expresiéon del mtADN en respuesta a cambios
metabdlicos (Kucej, Kucejova et al. 2008).

Actualmente ain quedan preguntas por responder como qué mecanismo regula la cantidad de
TFAM en los nucleoides o si existe alguna modificacién prost-traduccional que regule la
actividad de TFAM.

7.4. TFAM y su posible papel en el mecanismo de reparacion del mtADN

El mtADN se encuentra situado en la membrana interna de la mitocondria, donde son
generadas la mayoria de las especies ROS, siendo altamente susceptible al dafio oxidativo. Un
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posible mecanismo de proteccion del mtADN es el empaquetamiento en los nucleoides,
asociados a la membrana.

Ademdas la mitocondria presenta una robusta actividad de mecanismos BER, pero no
mecanismos NER. Ha sido reportado que TFAM es capaz de inhibir mecanismos BER in vitro,
aunque este mecanismo no ha sido descrito in vivo en mitocondria. El efecto inhibitorio de
TFAM sobre los mecanismos BER es dosis-dependiente. Ello sugiere que TFAM modula la
reparacion del ADN mediante mecanismos de competicién por unién a ADN (Canugovi,
Maynard et al.)

Este efecto inhibitorio de los mecanismos NER puede influenciar en las terapias
quimioterapéuticas. Las proteinas con dominios HMGbox como HMG1 y TFAM inhiben de
forma especifica la reparaciéon de los entrecruzamientos 1,2-intracadena inducidos por el
cisplatino por los mecanismos BER/NER (Huang, Zamble et al. 1994). El cisplatino es un
medicamento usado para quimioterapia de varios tipos de cancer. Esta inhibicién por parte de
HMG1 y TFAM permite sugerir que la diferente sensibilidad de tumores a cisplatino es
mediada por proteinas con HMGbox como TFAM y HMG1(Huang, Zamble et al. 1994). Estos
resultados sugieren que el tipo y los niveles de proteinas HMGbox en un determinado tumor
pueden influenciar la respuesta del cancer a la quimioterapia con cisplatino y esto puede
proveer bases racionales para la sintesis de nuevas drogas anticancerigenas derivadas del
cisplatino.

8. TFAMy la funcién de su cola C-terminal
8.1. Unioén especifica a ADN e inicio de la transcripcion

Experimentos de mutagénesis e intercambio de dominios evidenciaban que, mientras que los
dominios HMGbox son necesarios para las propiedades de unién inespecifica, la cola C-
terminal es absolutamente necesaria para la unioén especifica a ADN y su actividad en el inicio
de la transcripcion (Dairaghi, Shadel et al. 1995).

El papel critico de la cola C-terminal humana de TFAM en transcripciéon fue confirmado
mediante la construcciéon de proteinas quimericas que intercambiaban regiones similares
(dominios HMGbox) entre hTFAM y ABF2p. ABF2p era incapaz de activar la transcripcion a
partir de hLSP, mientras que la adiciéon de la cola C-terminal conferia la especificadad de
reconocimiento para LSP y su actividad transcripcional. En todos los mutantes creados para
hTFAM, la actividad transcripcional parecia estar correlacionada con la unién especifica a
ADN, sugiriendo que estas dos funciones pueden ser inseparables.

Ello relacionaba inmediatamente a la cola C-terminal como regidn critica para la union
especifica de secuencia y la activacién de la transcripcién en LSP. No obstante, la cola C-
terminal es necesaria pero no es suficiente para esta funcién, ya que mutaciones de TFAM con
la cola C-terminal pero con HMGbox1 deleccionada o la isoforma Aexon5 son incapaces de
activar la transcripcion (Dairaghi, Shadel et al. 1995).
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8.2. Unidén a TFB2M

Como se ha descrito anterioremente existe una interaccion fisica entre la cola C-terminal y
TFB2M (McCulloch and Shadel 2003) (ver Introduccién, apartado C.2.2). Para testar la
hipétesis que la cola C-terminal de TFAM es necesaria para la iniciaciéon de la transcripcion
debido a su interacciéon con TFB2M, se han usado mutantes de la cola C-terminal de TFAM
para realizar experimentos de unién con TFB2M (Dairaghi, Shadel et al. 1995). TFAM, con una
deleccién de 5 aa en la cola C-terminal es capaz de interaccionar con TFB2M, mientras que la
pérdida de 10 aminodacidos o total de la cola C-terminal provocaba una severa o pérdida total
de la interaccion in vitro con TFB2M. Por lo tanto, parece que la cola C-terminal de TFAM
seria un punto importante de interaccion ficisa y funcional con TFB2M.

8.3. Estabilizacion de complejo mtADN/TFAM y desenrollamiento

Existen evidencia cientificas que describen que la cola C-terminal dirigia o fortalecia la union
del complejo TFAM/ADN, posiblemente debido a que la cola C-terminal presenta 8
aminoacidos basicos (4 Arg y 4 Lys), de 25 aminoacidos totales. De forma que posiblemente la
cola C-terminal contribuye a la estabilizaciéon del complejo TFAM/mtADN mediante
interacciones eletrostaticas (Ohgaki, Kanki et al. 2007). Mediante ensayos de afinidad con
TFAM y TFAM-AC (construcciéon con la cola C-terminal deleccionada segin la prediccién de
estructura secundaria) con tres secuencias de oligonucleétidos diferentes (LSP, TAS y COXI).
Ohaki et al, observaron que TFAM presentaba una constante de afinidad 3 ordenes menor que
TFAM-AC. Sorprendentemente, la ausencia de cola C-terminal incrementa la disociacién,
sugiriendo que la cola C-terminal es importante para la estabilizacién de la asociacion.

Ademas, ha sido descrito que el D-loop puede ser resuelto mediante desenrollamiento de
estados de ADN supergirados y TFAM puede desenrollar el ADN. Ohgaki et al, compararon la
capacidad para llevar a cabo el desenrollamiento de la proteina recombinante TFAM y TFAM-
AC. Mientras que TFAM es capaz de llevar a cabo un superenrollamiento negativo del ADN en
presencia de topisomerasa, se requiere ocho veces mas cantidad de TFAM-AC para llevar a
cabo el mismo desenrollamiento. Aunque es posible que esta menor capacidad de
desenrollamiento se encuentre relacionada con la pérdida de afinidad de tres ordenes de
magnitud entre TFAM y TFAM-AC para unir a diferentes secuencias de ADN (Ohgaki, Kanki et
al. 2007).

9. Interaccion de TFAM con otras proteinas

Se ha definido el contacto de TFAM con diversas proteinas. En este apartado se describen
algunos de los contactos con proteinas mas caracterizados.
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9.1. Proteasa Lon
9.1.1. Introduccién

Lon es la principal proteasa en la matriz mitocondrial de eucariotas, y se encuentra
ampliamente conservada entre especies. Lon es miembro de la superfamilia de ATPasa
asociada a diversas actividades celulares (AAA+ATPasa), y forma una estructura de anillo
homo-oligomérica. Lon contribuye al control de la calidad de proteina en mitocondria
mediante la degradacion preferencial de proteina oxidadas (debido a su modificacidon) o
proteinas desplegadas antes de que suceda su agregacion.

Ademas de su funcién proteolitica, Lon mitocondrial presenta capacidad de unir ADN in vitro,
y se ha mostrado que interacciona con mtADN en cultivos celulares (Lu, Yadav et al. 2007).
También ha sido demostrado que Lon es un componente de los nucleoides mitocondriales,
junto con TFAM (Kucej and Butow 2007).

9.1.2. Efecto de Lon sobre la cantidad de TFAM vy el nimeros de copias mtADN

El modelo de raton knockdown de RNAi para Lon resulta en un incremento de la abundancia
de TFAM y el nimero de copias de mtADN. De forma inversa, una sobreexpresiéon de Lon
reduce el nivel de TFAM y, por lo tanto, el nimero de copias de mtADN, ya que como se ha
descrito anteriormente existe una relacién dependiente de dosis entre la cantidad de TFAM y
el nimero de mtADN. Por otra parte, la induccién de la deplecién de mtADN en células
knockdown para Lon no resulta en una degradaciéon de TFAM, provocando un aumento del
ratio TFAM: mtADN (Matushima_Goto_2010_PNAS).

Matushima et al, concluyen que la proteasa Lon regula la transcripcién mitocondrial
mediante la estabilizacion del ratio TFAM: mtADN via la degradacion selectiva de TFAM.

9.1.3. Degradacién de TFAM por Lon: reconocimiento

Se ha descrito que la degradacion de TFAM es estimulada cuando existe una deplecion del
mtADN (Matushima_Goto_2010_PNAS). Por lo tanto, TFAM en su forma no unida a ADN es
susceptible de ser degradada. Aunque el mecanismo por el cual Lon reconoce las proteinas
diana aun no es demasiado conocido, recientemente ha sido publicado que Lon proteasa de
E.coli reconoce zonas ricas en residuos aromaticos que en la estructura nativa de la proteina
se encuentran escondidos en forma de nucleos hidrofébicos, pero que son accesibles en
proteinas desplegadas (Gur and Sauer 2009). Curiosamente, los dominios HMGbox de TFAM
presentan 4 residuos aromaticos conservados en el nucleo hidrofébico, y estos se encuentran
parcialmente ocultos cuando TFAM se encuentra unida a ADN. Otra posible explicacién es que
la forma no unida a ADN de TFAM sea expuesta al estrés oxidativo, mientras que la forma
unida no lo sea. Y finalmente, la tercera hipétesis estaria relacionada con la capacidad de Lon
para unir a ADN y su localizacién en nucleoides. Seria posible que Lon detecte las grandes
superestructuras de compactacién que se forman cuando la cantidad de TFAM es mucho
mayor, de forma que Lon proteasa reconoce este exceso y lo degrada.
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9.2. Proteina supresora tumoral: p53

9.2.1. Introducciénap53

El gen de p53, también llamado el "guardidn del genoma", se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 17 (17p13) y codifica un factor de transcripcion nuclear de 43.7 kDa.

P53 resulta esencial para inducir la respuesta de la célula ante el dafio del ADN, deteniendo
el ciclo celular en caso de mutacién. p53 es un supresor tumoral que desempefia un papel
importante en apoptosis y control del ciclo celular. Esta involucrado en multitud de funciones
celulares como el arresto del ciclo celular, apoptosis, senescencia, dafio del ADN y reparacion.
Pertenece a una familia de factores de transcripcion, a la cual pertenecen también p63 y p73.
Estas tres proteinas colaboran en una compleja red de interacciones que aiin no se conoce en
su totalidad. Sin embargo, p53 es ubicuo (se expresa en todos los tejidos), mientras que p63 y
p73 presentan especificidad tisular.

La proteina humana p53 tiene 393 aminodacidos y presenta diversos dominios (Fig_C20)
(Wong, Rajagopalan et al. 2009):

e Un dominio acidico de activacién de la transcripcion (TAD), también conocido
como dominio de activacion 1 (AD1), que activa factores de transcripcion:
residuos 1-42, y el dominio de activaciéon 2 (AD2) importante para su funcion de
activacion apoptotica : residuos 55-75

e Un dominio rico en prolina importante para la actividad apoptética; residuos 64-
92

e Un dominio central de unién al ADN (DBD), contiene un 4tomo de zenc y diversos
residuos de arginina (residuos 102-292)

¢ Un dominio de oligomerizacion (residuos 316-325). La tetramerizacion es esencial
para la actividad de p53 in vivo

e Un dominio -Cterminal que se encuentra involucrado en la regulaciéon negativa de
la unién a ADN mediante el dominio central (residuos: 356-393)

1 61 102 286 325 355 360 393
pS3
Activation domain DNA binding domain Tetramerization Basic
donain domain

Fig_C20. Dominios estructurales y funcionales presenten en p53 (Wong, et al.)

9.2.2. Interaccién p53-TFAM

p53 intrinsicamente carece de estructura terciaria, aunque pre-existen hélices amfipaticas en
TAD1y TAD2.
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Estudios mediante RMN mostraron que TFAM se une primeramente al dominio N-terminal de
transactivaciéon de p53, con una constante de afinidad Kd: 1.95+0.19 pM. El dominio regulador
C-terminal de p53 ofrece un segundo lugar de unién para TFAM. Las hélices I y II de los
dominios HMGbox de TFAM constituyen la regién de unién para p53. El complejo HMGbox-
p53 se encuentra estabilizado por las interacciones electrostaticas de las cadenas laterales
negativas de p53 y las cargas positivas de HMGbox, asi como de interacciones de tipo
hidrofébico entre la superficie concava de p53 en N-terminal y el nucleo hidrofébico de
HMGbox (Wong, Rajagopalan et al. 2009).

La interaccién de p53-TFAM in vivo se puede ver incrementada ante un tratamiento
genotdxico (por ejemplo, cisplatino). p53 resulta fosforilada en diferentes residuos de Serina
de TAD1 y TADZ2, conferiendo una mayor carga negativa y, por lo tanto, favoreciendo el tipo de
interacciones electrostaticas entre TFAM-p53 (Nemajerova, Erster et al. 2005).

9.2.3. Relevancia biolégica de la interacciéon

Debido a que TFAM y p53 unen de forma preferente a ADN distorsionado, es posible que la
interaccion entre TFAM y p53 esté implicada en mecanismo de reparaciéon del ADN dafiado.

Existen diversas evidencias que sugieren que TFAM es un sensor de ADN dafiado, ya que
puede unir con una elevada afinidad a ADN dafiado oxidativamente y aductos de cisplatino. Su
interaccién con el supresor tumoral p53 se cree que puede jugar un papel en los mecanismos
de reparacién de ADN, ya que esta interaccién puede evitar la inhibicién de los mecanismos
de reparacion BER por parte de TFAM (Introduccién, ver apartado C.5.3).

Ademas, es sabido que p53 es capaz de translocarse a mitocondria como respuesta a
determinadas situaciones celulares, aunque aun no es conocido el mecanismo por el cual se
da la translocacién (p53 no presenta MTS). Existe la teoria que mediante tratamiento
genotdxico es posible que éste quede unido al transportador mitocondrial VDAC (canal
dependiente de voltage anidnico), mediante interaccién con sus cisteinas y metioninas, y
provoque una alteracién de la permeabilidad de membrana mitocondrial (Cullen, Yang et al.
2007). Ademas se ha demostrado que la sobreexpresiéon de TFAM y el bloqueo de su
translocaciéon pueden resultar en una acumulacién nuclear de la proteina (Pastukh,
Shokolenko et al. 2007). TFAM nuclear fue descrita como posible proteina que confiere
citoprotecciéon contra drogas quimioterapéuticas, por ejemplo: etopdsido, camptothecina y
cisplatino. La localizaciéon de p53 mitocondrial y la acumulacién nuclear de TFAM dan pie a
pensar que existe un trafico bidireccional de proteina después de dafio en el ADN: p53 pasaria
de nucleo a mitocondria, mientras que TFAM pasaria de mitocondria a nucleo).

9.3. TFB2M

9.3.1. Introducciéon TFB1M y TFB2M

Pese a que en un principio se creyé en la dualidad funcional de estas proteinas,
posteriormente diversos estudios sugerian que las dos isoformas de TFB no tenfan la misma
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funcién. TFB1M actiia como dimetiltransferasa modificando 12S rRNA, mientras que TFB2M
presenta un papel en el inicio de la transcripcion (McCulloch, Seidel-Rogol et al. 2002).

9.3.2. Interacciéon de TFB1M y TFB2M con TFAM

Se ha demostrado que tanto TFB1M y TFB2M son capaces de interaccionar directamente con
TFAM, ya que es posible observar su coimmunoprecipaticiéon en extractos de HeLa cells y su
interaccion directa in vitro. Ademas se ha identificado que es la cola C-terminal de TFAM la
que interacciona con TFB1M/TFB2M (McCulloch and Shadel 2003).

9.3.3. Relevancia biolégica de la interaccién TFAM con TFB2M

En LSP, TFB2M participa en el PIC, permitiendo la formacién de la burbuja de transcripcion, es
decir, ayuda a la apertura de la regién promotora. Adem4, estabiliza el producto inicial de la
transcripcion (RNA).

Mediante ensayos footprinting se ha podido constatar que TFB2M no presenta capacidad de
unién al ADN por si sélo, por lo que la implicaciéon funcional de esta interaccion fiscia entre
TFAM y TFB2M puede ser permitir la llegada de TFB2ZM a PIC por parte del reconocimiento
especifico de la secuencia de TFAM.

9.4. Tiorredoxina 2
9.4.1. Introduccién

Las tiorredoxinas son proteinas que actidan como antioxidantes, facilitando lareduccién de
otras proteinas a través de un intercambio tiol-disulfuro en la cisteina. Las tiorredoxinas se
encuentran en casi todos los organismos de forma ubicua y son esenciales para la vida en los
mamiferos. Es una enzima oxidorreductasade 12 kDa que contiene un sitio activo ditiol-
disulfuro. De entre los posibles sustratos in vitro encontramos:
ribonucleasas, coriogonadotropinas, factores de coagulacidn, receptores de glucocorticoides e
insulina.

Las tiorredoxinas se caracterizan a nivel de secuencia de aminodacidos por la presencia de dos
cisteinas vecinas formando un motivo CXXC. Estas dos cisteinas son la clave para la capacidad
de la tiorredoxina de reducir a otras proteinas. La tiorredoxina también posee una estructura
terciaria caracteristica denominada plegamiento tiorredoxina. Las tiorredoxinas son
mantenidas en estado reducido por la flavoenzima tiorredoxina reductasa, en una reaccién
dependiente de NADPH.Las tiorredoxinas actuan como donantes de electrones
para peroxidasas y ribonucleétido reductasa.

La tiorredoxina 2 (TRX2) de mamifero es una isoforma mitocondrial y se encuentra

ampliamente conservada. En mamiferos, TRX2 se encuentra codificada en nucleo y es

transportada a mitocondria mediante una secuencia de localizacidn situada en su extremo N-

terminal. Se ha demostrado que TRX2 interacciona con componentes de la CTE, juega un papel

en el control del potencial de membrana y participa en la via de sefializaciéon de la apoptosis
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mitocondrial. En 2005 fue resuelta la estructura de TRX2 humana en su forma oxidada y
reducida (Fig_C21). Aunque el plegamiento es muy similar entre tiorredoxina citosoélica
(TRX1) y tiorredoxina mitocondrial (TRX2), existen algunas diferencias en la transicién de
forma oxidada a reducida entre TRX1 y TRX2. Aunque existe dimerizacién en las dos formas,
en el caso de TXN2 no existe Cys involucrada en la dimerizaciéon y ésta se da mediante
contactos hidrofébicos (Smeets, Evrard et al. 2005)

Fig_C21. Estructura cristaldgrafica de TRX2. (A) Estrutura de la forma oxidada para TRXZ, donde es posible
diferenciar tres hélices alpha y cuatro hojas betta correspontientes al tipico plegamiento de TRX. (B) Dimero
formado por dos moléculas de TRX2 en estado oxidado.

Recientemente, se ha demostrado que la viabilidad de algunas células cancerigenas son mas
dependiente del sistema TRX que las células normales, sugiriendo que el sistema mitocondrial
TRX es una diana terapéutica para cancer (Zhang, Zheng et al.).

9.4.2. Interaccién TRX2 con TFAM

La tiorredoxina 2 (TRX2) interacciona directamente con TFAM in vivo y aumenta la capacidad
de unién a ADN dafiado. Mediante ensayos de pulldown se ha visto que es HMGbox1 de TFAM
quien interacciona directamente con TRX2, mientras que el dominio HMGbox2 no
interacciona. Ademas, se ha reportado que la interaccién de TRX2 con TFAM aumenta la
afinidad de TFAM por ADN dafiado de forma oxidativa o cisplatinado (Kidani, Izumi et al.
2009).

9.4.3. Relevancia biolégica de la interacciéon

TRX2 interacciona directamente con TFAM. Los niveles de expresiéon para TFAM y TRX2 se
ven incrementados en lineas celulares resistentes a cisplatino, y la sobreexpresién de estas
proteinas hace que las células sean resistentes a este tipo de drogas. Tanto TFAM como TRX2
presentan capacidad para unir a ADN cisplatinado y dafiado oxidativamente y, a su vez,
presentan capacidad para interaccionar con p53. Ello sugiere que la interaccién TFAM/TRX2
tiene relevancia en la via de la apoptosis mitocondrial y mecanismos ROS (Kidani, [zumi et al.
2009).
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10.TFAM en otros organismos
10.1. TFAM en Saccharomyces cerevisiae (ABF2p)

El homdlogo de TFAM para levadura, ABFF2p, es una proteina abundante compuesta por dos
dominios tindem HMGbox y un pequefio linker de ~6 aa. ABF2-p fue originalmente definida
como ARS-binding factor 2, con capacidad para unirse al origen de replicacion del ADN
nuclear, aunque mas tarde se encontré que estaba localizada en mitocondria (Diffley and
Stillman 1991). La disrupciéon o truncamiento del gen abfZ provoca una pérdida de la
compentencia respiratoria y mtADN, cuando las células crecen en glucosa. La expresiéon de h-
TFAM en la cepa de levadura deficitaria para abf2 mejora el fenotipo, por lo que existe una
homologia funcional entre h-TFAM y ABF2p.

10.1.1. Caracterizaciéon de ABF2p

Mediante un alineamiento de las secuencias para hTFAM y ABF2p, es posible observar que
existe un cierto grado de divergencia (Fig_C22). Mientras que ambas presentan dos dominios
HMGbox en tdndem, ABF2p es deficitaria para la cola C-terminal y linker. Esta divergencia en
secuencia hace pensar que existe una divergencia evolutiva que implica cambios funcionales
entre las dos proteinas (con un 21% de identidad y 33% de similitud aminoacidica) (Parisi, Xu
etal. 1993).

leader
h-mtTFA MAFLRSMWGV LSALGRSGAE LCTGCGSRLR SPFSFVYLPR SVLAS KKPVSSYLRF SKEQLPIFKA
[ I : - HH | - I O : |
sc-mtTFA MNS YSLLTRSFHE SSKPLEFNLAS TLIYKASKRTQ LRNELIKQQYP KRPTSAYFLY LQDHRSQFVK
: 1
HMG-Boxl

QNPDAKTTEL IRRIAQRWRE LPDSKKKIY(Q DAYRAEWQVY KEEISRFKEQ LTPSQIMSLE KEIMDKHLKR
1 = L - - = [ I [
ENPTLRPAEI SKIAGEKWQN LEADIKEKYI SERKKLYSEY QKAKKEFDEK LPp---==-== —=======--

HMG-Box2

KAMTKKKELT LLGHPKRPRS AYNVYVAERF QEAKGDSPQE K----LKTVK ENWKNLSDSE KELYIQHAKE
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204
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|
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Fig C22. Alineamiento de secuencia entre sc-TFAM y h-TFAM, con cajas se indican la secuencia de translocacién a
mitocondria y los dominios HMGbox. (Parisi, et al.)

10.1.2. Unién de ABF2p a ADN

ABF2p une a ADN de forma inespecifica, ya que puede unirse a multiples secuencias de ADN
con una afinidad similar. Ademdas exhibe cierta especificidad, por ejemplo, se une
especificamente a la secuencia de ADN llamada ARS1, secuencia de replicacién autonémica. Se
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trata de una region regulatoria situada en el origen de replicacion del ADN nuclear de
levadura. También se ha visto unién especifica para la secuencia adyacente al promotor donde
une la sc-mtRNAP (Diffley and Stillman 1991).

La diferencia en el tipo de unién a ADN entre ABF2p y TFAM, y la diferencia en la estructura
secundaria invitan a pensar que los sistemas han evolucionado para adaptarse. En levadura
encontramos un mtADN de 75 Kb con multiples promotores de transcripcién y origenes de
replicacion, sugieriendo que es necesaria la presencia de una proteina que empaquete el ADN
maximizando la accesibilidad de las principales regiones de control a la maquinaria. En
contraste, en vertebrados existe un pequefio genoma mitocondrial con menos zonas de
regulacién y, por lo tanto, requiere menos en términos de empaquetamiento (Parisi, Xu et al.
1993).

10.1.3. Participacién en transcripcién de ABF2p

A diferencia de TFAM en mamiferos, ABF2p no es necesaria para iniciar la trascripcion
mitocondrial en levadura, aunque ABF2p puede estimular la transcripcién in vitro de forma
leve.

Como se ha comentado anteriormente ABF2p presenta funciéon en el mantenimiento del
mtADN y una leve capacidad de activar la transcripcidon, mientras que TFAM presenta una
dualidad funcional participando tanto en la transcripcién como en el mantenimiento del
mtADN. Esta evolucién de TFAM en un potente activador de la transcripcién no parece ser
debida a cambios en las propiedades bioquimicas de HMGbox, sino posiblemnet debido a la
incorporacion de una cola C-terminal y una regién connectora entre los dos dominios HMGbox
en tandem. Por lo tanto, ABF2p parece tener la funcién de mantener el mtADN y
empaquetarlo en las estructuras conocidas como nucleoides, ya que es posible reemplazar
funcionalmente AB2p por HU, histone-like protein de E.coli (Megraw and Chae 1993).

Ademas existen resultados que sugieren que ABF2p se encuentra involucrada en la
replicaciéon y segregaciéon del mtADN, quizas mediante la formaciéon o estabilizacién de
intermediarios de la recombinacién.

10.1.4. Mecanismo de compactacién de mtADN en levadura

Mediante el uso de técnicas de AFM a elevada resolucién fue posible observar que ABF2p
induce pronunciadas distorsiones en la conformacién del ADN. Las imagenes de AFM indican
curvaturas de unos *78°, que coincide con otros angulos reportados para proteinas de la
familia HMG, por ejemplo, SRY dobla unos 70°, SOX curva 83°. Sin embargo, en el caso de
ABF2p contiene dos dominios HMGbox a diferencia de las otras proteinas que doblan +80°.
Cuando se incrementa la cantidad o cobertura de proteina es posible observar un notable
colapso de las moléculas de ADN en un denso complejo molecular. Ello sugiere que ABF2p es
capaz de compactar el ADN mediante la simple introduccién de curvas o doblamientos en el
esqueleto de ADN (Friddle, Klare et al. 2004) (Fig_C23).
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Fig_C23. Imagenes de AFM, donde se puede visualizar el efecto sobre la molécula de ADN linearizada pBR322 de
concentraciones crecientes de ABF2P. (A) No existe ABF2p. (B) ratio 1 ABF2p: 20 ADN. (C) ratio 1:4. (D) ratio (1:2).
(E) ratio 1:1. (F) imagen ampliada a partir de E. (Friddle, et al. 2004)

10.2. TFAM en Caenorhabditis elegans (HMG-5 o ce-TFAM)

HMG-5 de Caenorhabditis elegans, contiene dos dominios HMGbox y presenta una similitud de
secuencia con hTFAM. HMG-5 tiene capacidad de unir a ADN de forma inespecifica, ya que
puede unir tanto a mtADN humano, como mtADN de C.elegans y ADN de un plasmido
cualquiera. Ademas, HMG-5 puede interaccionar con ella misma. HMG-5 presenta la capacidad
de actuar cémo factor de empaquetamiento (Sumitani, Kasashima et al.).

10.2.1. Caracterizacién de HMG-5

HMG-5 presenta una secuencia con una identidad del 23.3% y una similitud de 42.3% con h-
TFAM. HMG-5 presenta los dos dominios en tandem HMGbox y entre ellos un linker de unos
27aminoacidos. Cabe destacar la casi total ausencia de la cola C-terminal, una cola de 10
aminodacidos al contrario de hTFAM donde son 25 residuos (Sumitani, Kasashima et al.).

Al igual que TFAM de mamifero puede interaccionar formando homodimeros, lo mismo se ha
descrito para HMG-5.

10.2.2. Unién de HMG-5 a ADN

HMG-5 se encuentra en la fracciéon nucleoide y se ha visto que une a mtADN de mamifero.
HMG-5 fue originalmente identificada como una proteina de unién ADN telomérico de doble
cadena (Im and Lee 2003). HMG-5 se expresa en el ndcleo de oécitos y células embrionarias,
pero no en adultos. HMG-5 se encuentra principalmente localizada en los extremos de los
cromosomas, indicando que HMG-5 se une a telémeros in vivo. Estas observaciones sugieren
que HMG-5 puede participar en los primeros estadios de la embriogénesis interaccionado con
los telémeros (Im and Lee 2003).
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HMG-5 no sélo une secuencias teloméricas de C.elegans compuestas por TTAGGC, sino que
también une a secuencias teloméricas humanas y de plantas, mtADN y el plasmido pUC19,
haciendo gala de su capacidad de unir ADN de forma inespecifica.

10.3. TFAM en Xenopus laevis (xI-TFAM)

La transcripcidén mitocondrial ha sido extensamente estudiada tanto en sistema de mamiferos
como en anfibios. La transcripcion en Xenopus laevis puede suplir el espacio ausente de

conocimiento entre la transcripcién en levadura y mamifero (Antoshechkin and Bogenhagen
1995).

xI-TFAM es capaz de regular la eficiencia de utilizacién de los promotores mitocondriales in
vitro, aunque no es capaz de reemplazar xI-TFB. Antoshechkin et al, observaron que xI-TFAM
no era un componente esencial para la maquinaria de transcripcidon basal, aunque puede
estimular significativamente la transcripcién especifica de promotor. Cabe destacar el hecho
que los autores también observan una diferencia en el grado de estimulaciéon de la
transcripciéon por xI-TFAM dependiendo del promotor.

10.3.1. Caracterizacién de xI-TFAM

xI-TFAM presenta dos dominios HMGbox en tdndem, con un alto grado de similitud o
homologia con h-TFAM. Al contrario del caso de ABF2p que presenta solo unos pocos residuos
entre el tindem de HMGbox, las proteinas de vertebrado (xI-TFAM y h-TFAM) presentan
también dos regiones altamente conservadas: una de ellas es la regidn situada entre las dos
cajas HMGbox y la segunda hace referencia a la cola C-terminal. Experimentos previos
sugieren que estas dos zonas altamente conservadas, linker y cola C-terminal, estan
involucradas en el reconocimiento especifico de ADN y la estimulacién de la transcripcién.

10.3.2. Uni6én de xI-TFAM a ADN

xI-TFAM puede unir de forma inespecifica al mtADN, realizando su funcién de
empaquetamiento del genoma mitocondrial, asi como unir de forma especifica.

Estudios de footprinting con DNasal permitieron identificar los sitios de unién de xI-TFAM
dentro de la zona de control cerca de los principales promotores de la transcripcion. xI-TFAM
cubre cinco regiones del D-loop. Tres de ellas son adyacentes a los promotores mitocondriales
y las otras dos se encuentran cercanas a CSBII. Estos resultados de footprinting son similares
a los de h-TFAM. La transcripcion bidireccional en Xenopus laevis, probablemente debido a la
uniéon de xI-TFAM como tetrdmero, que permite interacciones simétricas con otros
componentes de la maquinaria de transcripcion en los promotores adyacentes (Antoshechkin,
Bogenhagen et al. 1997).
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11.TFAMy su relacion en enfermedades

11.1. TFAM y estrés oxidativo
Modelos in vitro e in vivo han demostrado de forma directa e indirecta, mediante la proteccién
frente a estrés oxidativo y apoyo de funciones mitocondriales respiratorias, la participacion
de TFAM en enfermedades o procesos relacionados con el estrés oxidativo y el
envejecimiento. La inactivacion condicional y selectiva de alelos tfam en ratones transgénicos
hace que estos ratones desarrollen un fenotipo similar a la disfuncién progresiva motora que
sucede en Parkinson y muerte de neuronas dopaminérgicas. Este tipo de ratones muestran
una reduccidn de la expresiéon de mtADN y una deficiencia de la CTE (Ekstrand, Terzioglu et al.
2007).
Por otra parte, han sido generados ratones transgénicos que sobreexpresan TFAM. Estos
ratones presentan un aumento en el nimero de copias de mtADN en miocardio y proteccién
del corazén frente a disfunciones cardiacas de origen mitocondrial (Matsusaka, Ikeuchi et al.
2005). Los ratones transgénicos para TFAM exhiben un mejoramiento respecto al
envejecimiento, que correlacionan con la buena actividad de los complejos [ y IV en cerebro, y
reduccion de la peroxidacion de lipidos con la edad (Hayashi, Yoshida et al. 2008).
Ademas, se ha demostrado que la sobreexpresion de TFAM en mioblastos de rata acelera la
recuperacion de mtADN después del dafio con peréxido (Noack, Bednarek et al. 2006).

La construccién de estos ratones transgénicos para TFAM y sus efectos demuestran que TFAM
mediante su papel de mantenimiento de la integridad de mtADN, ofrece una proteccion frente
al estrés oxidativo.

Finalmente, cabe destacar que la terapia génica basada en la transfeccion de TFAM provoca
un marcado mejoramiento de las funciones mitocondriales con la edad (Keeney, Quigley et al.
2009).

11.2. TFAM y diabetes

La expresion génica de TFAM resulta alterada por las condiciones celulares y puede ser
directamente regulada por diferentes factores de transcripciéon como los factores nucleares
respiratorios (NRF-1 y NRF-2). Recientemente, se ha demostrado el papel regulatorio de
TFAM en el control del nimero de copias, su requerimiento para la biogénesis mitocondrial y
desarrollo embrionario en ratones knockout. Sin embargo, atin no es demasiado conocida la
regulacién de la expresiéon de TFAM.

La metilaciéon en dinucleotidos CpG inactiva la expresion de muchos genes. El promotor de
tfam consta de 2378 pb y contiene 67 CpG dinucleétidos, llamados islas CpG. Los sitios CpG
son concidos como sitios de metilacion en el genoma, imprimiendo y regulando la expresion
génica. Se ha predicho diferentes sitios de unién para NRF-1 en el promotor de TFAM y en
numerosos genes mitocondriales que codifican para elementos de CTE, como citocromo C.
Diversos resultados han sugerido que la metilacién de los sitios de unién para NRF-1
provocan el silenciamiento de la actividad del promotor TFAM y disminuyen el niimero de
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copias de mtADN. Ademas se ha podido demostrar que la expresién de TFAM queda afectada
por diversos estimulos exdgenos como glucosa (Choi, Kim et al. 2001).

Los autores sugieren que una exposiciéon a glucosa, creciente y suspendida en el tiempo,
provoca una metilacién de los sitios reconocidos por NRF-1. Ello provoca una disminucién de
la expresion de TFAM vy, por lo tanto, una reducciéon del nimero de copias del mtADN. Y
relacionan esta reduccion con el nimero de copias de mtADN con el hecho que células con
disminucién de mtADN o deplecién muestran problemas en el metabolismo de la glucosa
provocando un estatus diabético (Choi, Kim et al. 2001).

11.3. TFAM y obesidad

Como se ha comentado anteriormente, TFAM es una proteina codificada en el nucleo. La
disminucién de la expresiéon de proteinas mitocondriales codificadas en nucleo ha sido
relacionada con el desarrollo de obesidad en ratén, sugiriendo que variantes genéticas de
TFAM pueden influenciar la biogénesis mitocondrial y, en consecuencia, afectar el
metabolismo energético y estimular la deposiciéon de cuerpos grasos. Han sido identificados
dos polimorfismos (SNPs, single nucleotide polymorphisms) en la regién promotora bovina de
TFAM. La presencia de estos SNPs puede conllevar a la ganancia/pérdida de seis sitios
putativos de unién de factores de transcripcién ligados al metabolismo energético (por
ejemplo, NRF-1). Ello sugiere que el gen tfam juega un papel importante en el metabolismo
lipidico y quizas es un importante gen candidato para determinar la obesidad en mamiferos
(Zhihua,2005).

11.4. TFAM y cancer
11.4.1. TFAM y terapias contra cancer
TFAM ha sido localizada en ntcleo de células cancerigenas después del tratamiento con
ciertas drogas. Aunque ain no esta claro qué papel tiene la localizacién nuclear de TFAM,
podria ser que TFAM ofrece algin tipo de citoproteccién frente a tratamientos
quimioterapéuticos. Pastukh, et al. definian este cambio de localizacién como un posible

efecto de “distribucién ecliptica”, fenémeno en el que existe una distribucién irregular de una
determinada proteina entre dos o mas compartimentos celulares, donde la acumulacién de la
proteina en un compartimiento impide su deteccién en otro (Pastukh, Shokolenko et al. 2007).

11.4.2. Cancer colorectal por inestabilidad en microsatélite
El cancer colorectal (CRC) se puede mostrar por inestabilidad genémica de dos tipos:
inestabilidad cromosémica e inestabilidad en microsatélites. La inestabilidad por
microsatélites se caracteriza por inactivaciéon de proteinas involucradas en mecanismos de
reparacion del ADN. Como consecuencia, los tumores por inestabilidad en microsatélites
presentan una acumulacién de alteraciones genéticas, tanto en las repeticiones de
microsatélites codificantes como en las no codificantes.

Una de las regiones microsatélites potencial diana de mutaciones en TFAM es la repeticién
poli(A)10, en el exén 4 de tfam . La mutacién en este punto implica la interrupcion de la pauta
de lectura. La mayoria de veces se muestra en forma de una deleccion heterozigota de 1 base
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en la regién poli(A)10. Esta mutacion en la pauta de lectura del gen para TFAM da lugar a una
proteina truncada en el codén 149 (Leul49), dando lugar a una deleccién del segundo
dominio HMGbox2 y la cola C-terminal (Fig_C24).

mt-signal HMG box 1 linker HMGbox 2 1ail

Normal | . - [ ]
” 4250 1 152 225 246

Mutant

42 50 122 149

Fig C24. Esquema de los exones del gen tfam, donde en el exén 4 encontramos poli(A)10 susceptible de mutacidn.
Debajo aparecen los dominios para TFAM salvaje y para la forma truncada de TFAM. (Guo, et al)

La presencia de esta forma truncada para TFAM en células de cancer colorectal provoca una
disminucién del nivel de proteina salvaje tanto in vivo como in vitro. Esta disminucién en la
cantidad de TFAM provoca una disminucién de mtADN y, por lo tanto, una inestabilidad
mitocondrial. Ademas esta forma truncada de TFAM promueve el crecimiento de células de
cancer colorectal, es decir, promueve la tumorogénesis de este tipo de células. A diferencia de
lo que sucede en TFAM salvaje, que precisamente inhibe la tumorogénesis. También se ha
visto que esta forma truncada confiere resistencia a este tipo de células para la apoptosis
inducida por tratamiento con cisplatino (Guo, Zheng et al.).

11.5. TFAM y enfermedades neurodegenerativas

Las disfunciones mitocondriales han sido relacionadas con enfermedades neurodegenerativas
como Parkinson (PD) y Alzheimer (AD). Andlisis post-mortem sugieren una reduccién del
metabolismo del oxigeno y glucosa tanto en PD como AD. Por lo tanto, una reduccién de las
funciones mitocondriales (por ejemplo a través de la pérdida de integridad de mtADN debido
a la disfuncién de TFAM) puede conllevar a una situacién neurodegenerativa progresiva y
cronica como sucede en PD y AD.

Algunas variantes genéticas para mtADN (haplogrupos de mtADN) han sido relacionadas en
la modulacién del riesgo a sufrir estas enfermedades. Por ejemplo, se ha detectado el efecto
protectivo del haplogrupo ] y K frente a Parkinson, mientras que haplogrupos como H han
sido asociados con un incremento al riesgo de sufrir Alzheimer.

Debido a los resultados derivados del disefio de ratones transgénicos para TFAM, se promovié
el estudio de las variantes o polimorfismos presentes en el gen tfam y su relacién con
enfermedades. El gen humano tfam contiene siete exones y seis intrones y cubre 11.7Kb de la
region cromosdémica 10g21.1. Dentro del gen de TFAM encontramos diferentes variantes o
polimorfismos situados en intrones y exones. Las variantes (SNPs) mas citadas y relacionadas
con enfermedades para TFAM son rs1937 (ex6nl, posicion 167, G>C, Ser12Thr) y rs2306604
(intrén 4, IVS4+113 A>G) (Belin, Bjork et al. 2007). En rs1937 normalmente existe una G que
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da lugar al residuo Ser12, pero también existe la variante donde existe una C que da lugar al
residuo Thr (Reyes, Mezzina et al. 2002). Mientras que en rs2306604 puede existir un cambio
en el intrén 4 de A a G, pero ello no provoca ninguna modificacién directa en la proteina
codificada. Aunque no existen implicaciones funcionales significativas de estos polimorfismos,
han sido relacionados estadisticamente con AD y PD.

11.5.1. Enfermedad Parkinson (PD) y TFAM

Mediante estudios de genotipado y fenotipo de poblaciones control y poblaciones con
Parkinson, ha sido posible detectar que la variante intrénica rs2306604 modula el riesgo a
sufrir Parkinson. Los andlisis de genotipado revelaron que el genotipo rs2306604 (G/G vs.
A/A+A/G) eran mas frecuentes en pacientes con Parkinson que en control (Gaweda-Walerych,
Safranow et al.)

11.5.2. Enfermedad Alzheimer (AD) y TFAM
Diversos estudios han demostrado la relaciéon entre AD y los cromosomas 9, 10 y 12.
Interesantemente la regiéon 10q, que coincide con el gen para TFAM, ha sido ampliamente
estudiada debido a su relaciéon con AD.

Se ha descrito una leve asociacion de la variante rs2306604 (G) con la enfermedad de
Alzheimer. De hecho se ha sugerido que el alelo A puede potenciar el riesgo a sufrir Alzheimer
(Belin, Bjork et al. 2007).

Ademas, se ha detectado relaciéon entre el polimorfismo rs1937 y LOAD (Late-onset
Alzheimer’s). La presencia del alelo C tiene un papel protector frente al desarrollo de LOAD,
cuando se compara con la presencia del principal alelo G. Ello puede ser interpretado también
a la inversa, creyendo que la presencia del alelo G prsenta una mayor riesgo a sufrir LOAD
(Zhang, Yu et al.) (Alvarez, Corao et al. 2008).

11.6. TFAM e insuficiencia cardiaca

La insuficiencia cardiaca es una afeccién compleja caracterizada por la incapacidad del
coraz6n para responder a un gasto cardiaco acorde con la demanda metabdlica del resto de
los tejidos. Esta enfermedad representa el estado terminal de la cardiopatia isquémica,
valvular o hipertensiva. Recientes hallazgos indican que cambios en la morfologia
mitocondrial podrian ser relevantes en la fisiopatologia cardiovascular, pues influyen en la
capacidad metabdlica celular (Parra, Verdejo et al.). Tejidos que presentan una alta demanda
energética, como el corazén y el musculo esquelético, tienden a presentar una red
mitocondrial fusionada, mientras que aquellos con baja demanda energética, como el higado,
presentan una red mas fisionada.

El ratén con la deleciéon del factor mitocondrial TFAM desencadena una miocardiopatia
embrionaria letal, mientras que en los ratones heterocigotos se desarrolla miocardiopatia
dilatada severa, y son viables s6lo hasta los 20 dias de desarrollo (Larsson, Wang et al. 1998).
Ademas mediante estudios genéticos de pacientes con hipertrofia cardiaca, ha sido posible
identificar 2 variantes genéticas para TFAM, que no estan presentes en la poblacién control.
Se trata de una cambio situado en la regién no codificante -91 (5’UTR) (C>A), es una regién
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que contiene sitios de unién para factores de transcripcién como NRF. La segunda variante
consiste en una mutacion sin sentido en el ex6n 4, A105T. Este aminoacido se encuentra en el
primer dominio HMGbox, concretamente en la Hélice 3, posiblemente el cambio de Ala por
Thr puede afectar la unién de TFAM a mtADN. Estas dos variantes tan solo se identificaron en
uno de los pacientes y se trataba de un caso esporadico de hipertrofia cardiaca, con lo cual es
necesario un estudio con un mayor nimero de pacientes, para evitar limitaciones (Alonso-
Montes, Castro et al. 2008).
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A. RESULTADOS: CLONACION, EXPRESION, PURIFICACION y
CARACTERIZACION DE TFAM

En este apartado se detallara el trabajo realizado de clonacién, expresion, purificacion y
caracterizacién de TFAM y diversos constructos.

1. Analisis bioinformatico

La prediccidn de la estructura secundaria de TFAM en su forma madura (Ser43-Cys246), cuya
secuencia seflal para mitocondria ha sido procesada mediante el programa Psipred (McGuffin,
Bryson et al. 2000) permite observar que se trata de una proteina con alto contenido en
hélices alpha (Fig_Al), ya que como se comentd en la Introduccién, TFAM presenta dos
dominios HMGbox separados por un linker. Estos dominios HMGbox, normalmente formados
por unos 80 residuos, consisten en una regién N-terminal elongada seguida de tres hélices
alpha, dos pequefias y la ultima larga, que se empaquetan en forma de bota o L. Ademas de los
dominios HMGbox de TFAM, encontramos un linker (~25 residuos) y una cola C-terminal
(~27 residuos).

La predicciéon de la estructura secundaria es importante para abordar la clonacién de la
proteina, debido a que es importante mantener las regiones con conformacién secundaria
constantes, para evitar una posible desestructuracién de la proteina en el momento de
expresarla.
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AA: RIAQRWRELPDSKKKIYQDAYRAEWQVYKEEISRFKEQLT
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conf: Jadalk

Pred:

Pred: CCCC
AR: REEC

Fig A1l. Prediccidén de la estructura secundaria de TFAM en base al programa PsiPred, donde se indica el tipo de
conformacion predicha y la confianza de la prediccién para cada residuo. También se encuentran indicadas las
hélices de los dominios HMGbox. (Lobley, Sadowski et al. 2009).

2. Clonacion
2.1. TFAM-HisTag, MBP-TFAM
La proteina madura (43-246 aminodacidos, sin la sefial de translocaciéon a mitocondria) fue
clonada mediante las enzimas de restricciéon Nco [y Xho I (Biolabs) en el vector de expresion
PET28b (+) (Novagen) a partir del cDNA de TFAM cedido por el Dr. H.Jacobs (FinMIT,
Tampere, Finlandia). La clonacién en este vector permite introducir una cola de poli-
Histidinas (HisTag) en el extremo C-terminal, formada por 6 Histidinas consecutivas
permitiendo asi la purificacién de TFAM mediante una columna de afinidad cargada con
cationes.

Asi mismo, también se cloné la forma madura de TFAM dentro del vector pETM40 usando el
mismo tipo de enzimas de restriccion. Este vector permite la expresiéon de la proteina con una
fusién a la proteina de unién a maltosa (MBP) en el extremo N-terminal seguida de un sitio de
corte por digestién con TEV.

2.2. Constructos con la cola C-terminal deleccionada
Mediante programas de prediccién secundaria como Psipred, se observd que la cola C-
terminal no presentaba en su totalidad estructura secundaria predecible, lo cual indicaba que
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la cola C-terminal podia dificultar la cristalizaciéon de la proteina. Ademas como se ha
comentado en la Introducciéon (apartado C.8), esta cola C-terminal estd involucrada en
multiples funciones: especificidad de secuencia, interacciéon con TFBM, introduccién de
supercoling negativo, etc. Por ello, se decidi6 generar una bateria de mutantes con la cola C-
terminal deleccionada en diferentes puntos. Estos mutantes fueron generados a partir del clon
TFAM-HisTag y contenian la HisTag en C-terminal.

En la Fig_A2 se indican los diferentes mutantes, llamados CTT2 (Ser44-Glu238), CTT3 (Ser44-
Arg233) y CTT4 (Ser44-Arg227).

HMG1 HMG2
MLS helix1 helix2 helix3 LINKER helix1 helix2 helix3 Cter TAIL
1 4:5F- . 121 124 153 161 A 221 225 237 246
L58 L182
246

wiTFAM GRKDLLRRTI :(KzgB LQHHHHHH

CTT2 GRKDLLRR LQHHHHHH

g¥¥i GR LOHHHHHH

GRLQHHHHHH

Fig_A2. Representacion con cajas de la secuencia aminoacidica de TFAM, en la parte inferior se indica secuencia de
la cola C-terminal para TFAM y los diferentes constructos.En gris claro se indican los residuos a seleccionar en el
siguiente constructo inferior. Los nimeros indican el residuo final de cada constructo mas la cola HisTag.

2.3. Dominios: D1, D2, H1, H2S, H2L
Antes de conocer la estructura cristalografica de la proteina, se realizé la clonacién de los
dominios HMGbox de TFAM mediante el uso de programas de prediccién secundaria como
Psipred y el alineamiento con otros dominios HMGbox con estructura resuelta (SRY, LEF-1,
NHP6A, HMG1...). Se consiguieron tres constructos diferentes, a partir del mutante TFAM-
HisTag (Fig_A3):

. Dominiol (D1): Ser44-GIn125
. Dominio2 (D2): Leu149-Arg227
. Dominio2 + cola C-terminal (D2C): Leu149-Cys246

Ademas, una vez resuelta la estructura de TFAM en complejo con el ADN se disefiaron
constructos de los dominios con el linker, ya que la estructura dejaba entrever que este linker
era funcionalmente importante para la interaccion con el ADN. El dominio HMGbox 1 (HMG1)
mas linker fue clonado en el vector de expresiéon pOPINF, que afiade una Histag en el extremo
C-terminal y fue llamado H1. Para el dominio HMGbox2 (HMG2) mas linker, llamado H2S
(H2short), y linker+HMG2+cola C-terminal, llamado HZL (H2long), fue usado el vector
pOPINE anadiendo la Histag en el extremo C-terminal. El constructo H1 dentro del sistema
pOPINF presenta posibilidad de corte de la diana mediante digestion con proteasa 3C.
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Fig_A3: Representacion esquematica de los diferentes constructos de dominios realizados, donde HMG1 y HMG2
hace referencia a los dominios HMGbox de TFAM.

2.4. Mutagénesis dirigida: mutantes de union a ADN y mutantes en el linker
A partir de la estructura de TFAM en complejo con LSP22, fue posible dilucidar los contactos
que realizan los dominios HMGbox (HMG1, HMG2) con la bases del ADN. Para HMG1, los
contactos que contactan el ADN son: Tyr57, L58, Thr77, Thr78 y Ile81, para HMG2:
Pro178,GIn179, Tyr162, Asn163, Val166 y Leul82 (ver mas adelante en la descripcion de la
estructura)

Con la finalidad de realizar ensayos de afinidad al ADN y curvatura del ADN, se llevé a cabo
mutagénesis dirigida usando el constructo TFAM-Histag de cada uno de estos residuos, que se
mutaron a Ala. También se realizé un doble mutante (Leu58/Ala-Leu182/Ala)

Ademas, debido a la posible dimerizacién de TFAM se construyeron mutantes del linker:
M127A, E130A, E130R. Tanto los dobles mutantes como los mutantes para el linker no han
sido caracterizados caracterizados en su expresion, purificacion, etc...

3. Pruebas de expresion y solubilizacion de la proteina
Para obtener un buen rendimiento de expresiéon de la proteina se realizaron pruebas de
expresion, que presentan multiples variables para optimizar el proceso. Se realizaron estos
ensayos con cuatro tipo de cepas: BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS, Rossetta2, Rossetta pLysS; a
dos temperaturas diferentes (16°C y 37°C) con una agitacién de 250 rpm.La concentracién de
inductor era de 1mM IPTG, tiempos de expresion después de la induccién de 3.5 h para 37°Cy
24 h para 16°C, en medio LB.

Para el constructo TFAM-Histag, las condiciones de expresiéon eran similares en todos los
ensayos, asi que finalmente se escogi6 la cepa BL21(DE3)pLys y una temperatura de
induccion de 37°C (Fig_A4). Estas mismas condiciones se aplicaron para la expresién de los
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constructos con la cola C-terminal recortada (CTT), los dominios (D1, D2, D2C) y los mutantes
de unién a ADN. Sélo en el caso de los mutantes Leu58/Ala y Tryr57/Ala mostraron
degradacion durante la expresidn, por ello se realiz6 una expresién de 24 h a 16°C para tratar
de evitar esta degradacién. Por otra parte, la expresiéon de los constructos H2L y H2S no se
expresaron en ninguna de las cepas usadas, lo cual parece indicar que se trata de constructos
muy poco estables.

BL21(DE3)  BL21(DE3)pLysS

Fig_A4. Gel SDS-PAGE al 15% donde se muestra la expresién de TFAM-HisTag en BI21(DE3) y BL21(DE3)pLysS a
37°C con las siguientes muestras (leer de derecha a izquierda): M indica marcador, NI fraccién no inducida, I
fraccién inducida, S fraccion soluble y P fraccién insoluble. La flecha roja indica la banda correspondiente a la
proteina TFAM-HisTag.

Para la expresion del constructo MBP-TFAM, la cepa con mayor expresion de la proteina era
Rosseta2, independientemente de la temperatura. Durante la expresion de este constructo
existe una degradacion constante dando lugar a una forma truncada de la proteina (~60 kDa)
(Fig_AS5).

0a M NI

os [ E

64 [ <— MBP-TFAM
= - MEPTEAN

36

Rossetta2

Fig_A5. Gel SDS-PAGE al 12% donde se muestra la expresién de MBP-TFAM en RossettaZ a dos temperaturas
diferentes (37°C y 16°C) con las siguientes muestras: M indica marcador, NI fraccién no inducida, I fraccién
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inducida, S fraccidn soluble y P fraccién insoluble. La flecha gris indica la banda correspondiente a la proteina MBP-
TFAM, mientras que la flecha roja indica la forma truncada o degradada de MBP-TFAM. El buffer de lisis era
750mM NacCl, 50mM HEPES pH7.5, 1mM DTT, 1mM PMSF, DNasa.

El siguiente paso después de la expresion, es la solubilizaciéon de la proteina y para ello es
clave la eleccién del tampdn de solubilizacién en funcién de las caracteristicas fisico-quimicas
de la proteina. Mediante el servidor ProtParam (Bairoch, Apweiler et al. 2005) es posible
conocer algunos de los parametros fundamentales para decidir el tampén de solubilizacién
como son el pl tedrico de la proteina que determinara el pH del tampén o el nimero de Cys
que determinara la presencia de agentes reductores (Tabla_A1). Ademas, es sabido que las
proteinas de uniéon al ADN, como TFAM, requieren una gran concentracién de sal para
mimetizar la carga negativa del ADN.

Para determinar el tampoén de lisis se consideraron los parametros fisicoquimicos de los
constructos de proteina (Tabla_A1), se procedi6 a probar diferentes tampones, concentracion
de sal, agentes reductores, etc. Después de una nimero de pruebas y optimizaciones para
determinar el tampoén de solubilizacion se escogi6: 750 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7.5, 1 mM
DTT.

constructos Num aa PM (Da) pl Cys
TFAM-His 214 25652.4 9.65 2
CTT2 206 24715.4 9.72 1
CTT3 201 24116.6 9.65 1
CTT4 195 23334.7 9.55 1
D1 93 11113.6 9.76 1
D2C 109 13138 9.16 1

Tabla_A1. Tabla resumen con algunas de las propiedades fisico-quimicas de los diferentes constructos para TFAM
obtenidas mediante el servido ProtParam.

4. Purificacion
La purificacién de TFAM en su forma madura y soluble (25.6 kDa), asi como de los constructos
con la cola C-terminal (CTT’S) y los dominios con o sin extensidén de linker (D1, D2, D2C, H1),
todos ellos con presencia de HisTag, presenta dos etapas consecutivas: una primera etapa que
consistia en una columna de afinidad, cargada con un agente quelante que une a niquel y que
atrapa a las colas de histidinas, y la segunda en una cromatografia de exclusién molecular.

En la columna de afinidad (HisTrap5ml) para la purificacién de TFAM (Fig_A6 (A)) se aplicaba

un gradiente de imidazol lineal, donde alrededor de 12% existia un primer pico, debido a la

presencia de contaminantes con unién inespecifica a la columna cargada de niquel. A medida

que aumentaba la concentraciéon de tampé6n B (1 M imidazol, 750 mM NaCl, 50 mM HEPES pH

7.5, 1 mM DTT) se eluye la proteina interés (~20 % B). Las fracciones se cargaban en un gel
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SDS-PAGE (15%) para confirmar la presencia de la proteina, y posteriormente las fracciones
elegidas eran cargadas en la gel filtracién (Superdex 75 HL 26/60)

Tal y como se observa en los cromatogramas de ambas columnas de afinidad y de exclusion
molecular para TFAM(Fig_A6), la linea de absorbancia 280nm esta por encima de la de 260,
esto es indicativo de la ausencia de oligonucleétidos en la muestra, y esto es especialmente
importante en la purificacién de proteinas de unién a ADN. Las fracciones mas puras se
juntaron y concentraron para proceder al siguiente paso de purificacién.

La purificacion por gel filtraciéon o cromatografia de exclusiéon por peso molecular muestra
que la proteina eluye en un solo pico moderadamente ancho con un ligero hombro al
principio. El analisis de las fracciones por SDS-PAGE indic6 una alta pureza de las fracciones
eluidas, asf como la presencia de una banda superior para las fracciones primeras que podrian
explicar dicho hombro, correspondiente a contaminantes. La anchura del pico era compatible
con la presencia de distintos estados oligoméricos (dimeros, monémeros). La ausencia de un
pico en el volumen de exclusién de la columna de gel filtracién indicé ausencia de proteina
agregada y confirmé que el tampon de purificacion era apropiado. No obstante se observé un
patréon de degradaciéon correspondiente a un segundo pico en el cromatograma de la gel
filtracion, por ello se decidié realizar la purificacién a 4°C. El andlisis de las muestras por
electroforesis y protein mass fingerprinting se identific6 como producto de degradacién de
TFAM.

El rendimiento final de la expresion y la purificacién para TFAM-HisTag es aproximadamente
de unos 15 mg por 1 L de cultivo. Debido a que el rendimiento de la purificacién para el
constructo TFAM-Histag era mucho mayor que MBP-TFAM, se decidié abordar la
cristalizacion empleando este constructo.
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Fig_A6. (A) Cromatograma de elucién de TFAM de una columna HisTrap 5ml. Eje vertical iquierdo, densidad
optica de las fracciones eluyentes; eje derecho, porcentaje del tampén B. La pendiente verde simboliza el
incremento del porcentaje de tampén B. El cromatograma indica las fracciones eluyentes y su respectiva
absorbancia a 280nm (en azul) y a 260nm (en rojo). En general, para un proteina pura la relacién 260/280 es
de 0.7. Gel SDS-PAGE 15% de las fracciones eluidas en la columna de afinidad. En vertical se indican los pesos
moleculares del marcador utilizado. Carriles: M: marcador; W: fraccién de lavado de la columna; FT: fraccién
de carga de columna o “flowthrough”; 4-11: fracciones eluidas en A. (B) Cromatograma Superdex 75 HL 26/60
TFAM. La representacion del grafico sigue los mismos criterios que en (A), pero con ausencia del gradiente de
imidazol. Gel SDS-PAGE 15% de la fracciones de la gel filtracién. Obsérvese la pureza de las fracciones (>95%).

La purificacion del constructo MBP-TFAM implicaba cuatro pasos secuenciales (Fig A7):
columna de afinidad para MBP, digestiéon con proteasa TEV, gel filtraciéon de la muestra
digerida y finalmente una columna de intercambio catidénico o columna de heparina. Pese a
que normalmente las proteinas fusionadas con MBP presentan un alto rendimiento de
expresion y purificacion, ya que MBP permite una mayor solubilizacién de la proteina, y el
tipo de columna permite una elucién de la proteina en alta concentracidn, el rendimiento
final (~ 2 mg por 1L cultivo) era muy bajo comparado con TFAM-Histag. Posiblemente
debido a los consecutivos pasos de didlisis, tanto para digestiéon con proteasa TEV como
para la inyeccién en MonoS o columna de Heparina, que pueden provocar la
desestabilizacion de la proteina.
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Fig A7. Purificacion del constructo MBP-TFAM. (A) Perfil de elucion de la columna de afinidad por MBP,
mediante un el cambio de tampo6n con las mismas condiciones pero conteniendo 10mM maltosa era posible
eluir la proteina interés. Posteriormente se procedia a la didlisis de la muestra hasta 300mM de NaCl para la
digestion O/N con TEV a 20°C, ver fraccién O/Ntev. (B) Una vez digerida la muestra se cargaba en una columna
de exclusion por peso molecular, donde las fracciones 17-19 contenian TFAM, pero con presencia también de
MBP. (C) Mediante un ultimo paso en una columna de intercambio iénico se conseguia TFAM pura, debido a
que se aprovechaba el hecho que se trata de una proteina de unién al ADN (cargada positivamente) con lo cual
permanecia unida a la columna hasta alcanzar un porcentaje tal de sal que permita eluirla (ver fracciones 21-
23).

5. Homogeneidad de la proteina
Tanto para lo ensayos de cristalizaciéon como para el estudio mediante SAXS es importante
que la proteina sea lo méas estable y homogénea posible. Por ello una vez purificada se
realizaron diferentes ensayos biofisicos para caracterizar el estado de la muestra, antes de
la formacion del complejo con ADN.

5.1. Calibracion, posible dimerizacion TFAM

Mediante la calibracién de la columna de gel filtracion (Sup75 HL 26/60) se compara el
volumen de elucién (Ve) de la proteina con el Ve de las proteinas globulares estandar (por
ejemplo: ovalbumina, conalbumina, aprotinina,...) siempre en presencia del mismo
tampén que para TFAM (750 mM NaCl, 50 mM HEPES pH7.5, 5 mM DTT). La
representacion lineal de Kav ((Ve-Vo)/(Ve-Vo) vs log del peso molecular de los marcadores
o0 patrones, permite extraer el peso molecular de la proteina diana. Se obtuvo que el peso
molecular experimental de TFAM-Histag era ~46 kDa, valor muy cercano al peso
molecular teérico del dimero (2 x 25.6 kDa= 51.2 kDa) (Fig_A8).
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Fig_A8. Perfil cromatografico de la gel filtracién (Sup75 HL 26/60) durante la calibraciéon de la columana en las
condiciones de tampén para TFAM, donde se indican los volimenes de elucién (Ve) para las diferentes
proteinas globulares usadas como patrones y para TFAM.

Cuando se analiza la secuencia aminoacidica de TFAM se observan dos cisteinas, una
situada en la parte N-terminal (Cys49) y otra en el ultimo residuo de la proteina (Cys246).
Se crey6 que estan cisteinas eran las posibles causantes de la dimerizacién, por lo que
comparamos el Ve de TFAM con los constructos con la cola C-terminal deleccionada (CTT),
que destacan por la ausencia de Cys246 (Fig_A9). La diferencia en el Ve no parece implicar
estados oligoméricos distintos entre TFAM y CTT’S, lo que sugiere que el residuo Cys final
no participa en la posible dimerizaciéon de TFAM.
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Fig_A9. Perfil cromatografico de TFAM y los constructos CTT2/CTT3, donde se indican los diferentes Ve en
presencia del mismo tampdn de purificacién.

5.2. Caracterizacion de la degradaciéon en TFAM
Como se ha comentado anteriormente durante la purificaciéon del constructo TFAM-Histag,
existe una degradacion constante de TFAM por el extremo N-terminal, ya que esta
degradacion se arrastra ya durante la columna de afinidad (Fig_A10). En realidad, esta
degradacion estd formada por una doble degradacién de ~16kDa y ~6kDa, que pueden
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ser separadas mediante el uso de una segunda gel filtracidon, tal y como se indica en la
Fig A9.

Mediante secuenciacion N-terminal de la muestra de 16kDa fue posible obtener la
secuencia aminoacidica del inicio de los productos de degradacion. El producto de
degradacion de 16 kDa va de Thrl44 a Cys246, por lo tanto incluye
parte del linker.

Superdex 75 HL26/60 Superdex 75 10/300
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Fig_A10. Procedimiento para la caracterizacién de la degradacién en TFAM-Histag. Cuando se realiza la
purificacién de TFAM-Histag es posible observar un segundo pico en el cromatograma de la gel filtracidn, que
mediante gel SDS-PAGE al 15% se constata que se trata de dos degradaciones. La muestra con las fracciones
eluidas (21-27) son concentradas y cargadas en una segunda gel filtraciéon, que permite la separacion de las
dos degradaciones presentes (~16 kDa y ~6 kDa) y su posterior caracterizacién mediante secuenciaciéon N-
terminal y digestién proteica de las bandas recortada en membrana PVDF y gel SDS-PAGE.

5.3. Optimizacion del tampén proteico por Thermofluor y DLS
Se realizaron ensayos de estabilidad térmica de la proteina en funcién de la composiciéon
del tampon, técnica conocida como Thermofluor. Para este ensayo se usa un colorante
sensible a la hidrofobicidad del entorno (SyPro Orange) y se analiza la variacién en la
fluorescencia en funciéon del incremento de temperatura. Debido a que TFAM es una
proteina con poca presencia de nucleos hidrofébicos, este ensayo no resulto 6ptimo para
la caracterizacion de la proteina en solucion.

Es por ello que se utilizd la técnica conocida como Dynamic Light Scattering (DLS), que
mediante el analisis de la dispersidn que se produce después de que un haz laser de luz
monocromatica traspase una muestra, dado que el movimiento de las moléculas es funcién
del tamafo de las moléculas, el resultado es una funcién de correlacién que permite
calcular el coeficiente de difusion, la distribucién del radio hidrodinamico (perfil de
distribuciéon en funcion del volumen e intensidad de la particula en solucién) y la
polidispersidad del sistema. La polidispersidad es la desviacién estandar de la muestra.
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Seglin este parametro se pueden distinguir: muestra monodispersa si la polidispersidad es
inferior a ~20% y muestra polidispersa si la polidispersidad es superior al 30%.

Se realizaron mediadas de DLS a una concentraciéon de proteina de 13mg/ml, donde las
caracteristicas del tampoén proteico eran modificadas en cuanto a concentracion de NaCl y
pH de la solucién. Para determinar la calidad de la muestra se examinaba el valor
numérico de la polidispersidad y tamafio de la particula, asf como el perfil de distribucion
en funcién de la intensidad y volumen. Este principio fisico permitié establecer las
condiciones de tampon correctas para realizar experimentos de SAXS con la proteina en la
forma no unida, ya que las medidas de SAXS requieren reducir la concentracién de NaCl
para no afiadir ruido a la medida y la presencia de agente reductor para evitar dafio por
radiacién (Tabla_A2) (Fig_A11 Fig_A12). Fue posible observar que era necesario afiadir el
agente reductor, DTT, y que era posible disminuir la concentracién de NaCl hasta 200 mM.
Ademads el tampén en presencia de HEPES a pH7.5 ofrecia una mayor estabilidad a la
muestra.
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Fig_A11. Perfiles de intensidad y volumen de la muestra de TFAM en presencia de diferentes tampones,
claramente el mejor tampon es el usado para la purificacion. Particulas muy grandes dan lugar a una fuerte
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intensidad (grafico de la izquierda), a pesar de que el volumen que ocupan (grifico de la derecha)
practicamente no sea detectable.
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Fig A12. Perfiles de intensidad y volumen de la muestra analizada mediante DLS, para seleccionar la
concentracion ideal de NaCl del tampén para los ensayos de SAXS.

Curiosamente, a pesar de que la alta concentraciéon de NaCl (750 mM, 1M) optimiza la
extraccion de proteina tras la lisis, la reduccién a 200 mM da lugar a una menor presencia
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de agregados una vez la proteina ha sido purificada. No obstante, la polidispersidad es

menor a 750 Mm de NaCl (ver Tabla_A2).

Tampon dialisis Tamaifio promedio (nm) Polidispersidad
750mMNacCl, 50mM HEPES
10.33 0.207
pH 7.5, 5mM DTT
750mMNacCl, 50mM HEPES
pH 7.5, 0mM DTT 99.80 0.353
350mMNacCl, 50mM
41.90 0.299
HEPES pH 7.5, 5mM DTT
200mMNacCl, 50mM
12.97 0.269
HEPES pH 7.5, 5mM DTT
Tampon dialisis Tamafio promedio (nm) Polidispersidad
750mMNacCl, 50mM HEPES
pH 7.5, 5mM DTT 10.33 0.207
750mMNaCl, 50mM Bis-Tris
’ 492.5 0.954
pH 6.5, 5mM DTT
750mMNaCl, 50mM ADA pH 124.4 0.641

6.5, 5mM DTT

Tabla_A2. Valores numéricos del tamafio y polidispersidad de la muestra en composiciones de tampoén
diferentes, analizados mediante DLS. Tabla superior, variacién en la combinacién de NaCl y DTT. La tabla

inferior, variacién en el tipo de tampdn.
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B. RESULTADOS: FORMACION DEL COMPLE]JO PROTEINA-ADN

Como se ha comentado durante la Introduccién, en mamiferos la transcripcién ocurre a
través de tres regiones promotoras: LSP, HSP1 y HSP2. Se han caracterizado sitios de
union para TFAM en LSP y HSP1. Debido a que la afinidad de TFAM es superior para LSP y
que la implicacién funcional en la transcripcién parece ser mayor para LSP, se escogi6 la
secuencia de unién LSP para la cristalizaciéon con TFAM.

La cristalizacién de TFAM se ensay6 sobretodo con el constructo TFAM-Histag, aunque
también fueron usados los constructos CTT’s y el constructo MBP-TFAM después de la
digestién de su diana de proteolisis para separar MBP y TFAM.

1. Diseio de oligos para la cristalizacion

Para la cristalizacién de TFAM en complejo con su secuencia de unién a LSP fue necesario
realizar el disefio de los oligos de cristalizacion en base a la region de protecciéon de TFAM
analizada por footprinting (Fisher, Topper et al. 1987) y la secuencia consenso definida
para los dominios HMGbox de unién especifica de secuencia (Laudet, Stehelin et al. 1993).

Los andlisis de footprinting muestran una regién de protecciéon de ~27 pb para LSP y HSP,
donde las cadenas muestran un desplazamiento en la regidon de proteccién (Figl, donde la
linea sélida indica la regidon de proteccidn para la cadena no-codificante y el interlineado
para la cadena codificante).

559 !
530 550
* X%
HSP noncoding CACACACCGCTGCTAACCCCATACCCCGAACCAACCAAACCCCAAAGACA
407
LER E 1 *
LSP noncoding AATG GTTAGTTGGGCECGGOGTITGACTGTTAAAAGTGCATACCGCCAAAAGATA
———————————————————————— * *
440 420

Fig_B1. Andlisis footprinting con DNasa I para TFAM y sus regiones de unién en LSP y HSP1. Los asteriscos
indican los sitios de corte por TFAM en la cadena codificante y no codificante. La lines indican la zona de
protecciéon ofrecida por TFAM en la cadena no codificante, mientras que el interlineado indica la regién de
proteccion para la cadena codificante. (Dairaghi&Shadel, 1995).

Mediante la comparacién de las dos secuencias en HSP y LSP, definidas mediante
footprinting por TFAM, y el alineamiento de las secuencias consenso para los dominios
HMGbox; se establecid la secuencia madre de 29 pb a partir de la cual se disefiaron los
diferentes oligos con longitud y extremos variables (Fig_B2).
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Fig B2. Alineamiento secuencial de las dos regiones (HSP y LSP) donde TFAM ofrece proteccién frente a la
digestion con DNasal, con una linea vertical se indican las bases que coinciden entre las dos secuencias. En
cajas rojas se indica la secuencia general consenso para los dominios HMGbox de unién especifica. La zona
sombreada en gris hace referencia a la secuencia madre establecida para iniciar el disefio de los oligos para la
cristalizacion.

A partir de esta secuencia madre de 29 pb se realizé un disefio amplio de oligos para la
cristalizacién dejando extremos cohesivos y no-cohesivos, con longitudes variables,
“moviéndonos” a lo largo de la secuencia madre de 29 pb (ver Fig_B3)

bp sequence

33bp

28bp
ACTTTTAACAGTCA AAC
ZTbP GIGAAAATTGTCAGTGGG
& b’p TGTGAAAATTGTCAGTGGEG
25bp TTGAAAATTGT!
TTTGAAAAT
TTAACAGTI CCCCCAACTAAC
ATTGTCAGTGGGGGGTTGATTGA
22bp
_AACAGTCACCCCCCAACTAAC
_ TCTCAGTCGGGGGTTGAT
21bp
15bp
16bp

Fig3. Esquema de los diferentes oligos empleados para la cristalizacion, en azul se encuentra sefialada la
secuencia del oligo de 22 pb cristalizado en complejo junto con TFAM.

2. Formacion del complejo
Uno de los puntos clave para la cristalizaciéon de la proteina en complejo con ADN es la
optimizacion de las condiciones quimicas como el tampon para la formacion del complejo
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(concentracién de NaCl, pH, etc.) y el ratio proteina : ADN 6ptimo; para ello fueron usados
geles de retardo nativo (EMSA: Electrophoretic Mobility Shift Assay).

Cabe destacar que el método establecido para la formaciéon del complejo fue siempre
mediante didlisis escalonada en gradiente decreciente de NaCl.

2.1. Optimizacion de la condiciones del complejo

La composicién del tampédn para la formacion del complejo puede ayudar a estabilizar la
interaccion proteina/ADN. Uno de los factores claves en la formacion de complejos
proteina/ADN es la concentracion sal, ya que mucha de las interacciones que se dan son de
tipo electrostatico con lo que variaciones en la concentraciéon de sal pueden promover o
desestabilizar la formacion del complejo. En este caso se realizaron complejos a diferentes
concentraciones de sal que fueron analizados mediante un espectrofotometro y geles
EMSA. La medicién de la absorbancia a 340 nm permite observar la existencia de
agregacion de la muestra (Tabla_B1, Fig_B4), experimentos que permitieron delimitar la
concentracién de NaCl o6ptima entre 50-200mM NaCl. La visualizacién mediante
electroforesis de las muestras a diferentes condiciones permitié establecer cudl era la
concentracién de NaCl indicada para desplazar todo el ADN hacia la formacién del
complejo.

mM Abs Abs340nm
NacCl 280nm
0 0,723 0,012
50 0,845 -0,02
100 0,852 -0,028
200 0,856 -0,02
500 0,51 -0,009

Tabla_B1. Experimento de formacién del complejo a diferentes concentraciones de NaCl. A una concentraciéon
constante de proteina y ADN se realizaron didlisis a diferentes concentraciones de NaCl y luego realiz6 la
medida de la Absorbancia a 280nm (donde absorben los residuos aromatico de la proteina) y a 340nm
(longitud de onda indicador de efectos de agregacion).

Abs280nm m Abs340nm

0OmM 50mM 100mM 200Mm 500mM

Fig_B4. Experimento de formacién del complejo a diferentes concentraciones de NaCl. Mediante la observacion
de la relacion entre absorbancia a 280 nm y 340 nm, es posible caracterizar la concentraciéon de NaCl optima
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para formar el complejo. Esta concentracién se encuentra oscilante entre 50-200mM, finalmente el complejo
se formaba a 20 mM donde presentaba una menor cantidad de ADN libre.

Finalmente, el tampo6n 6ptimo empleado para la formacion del complejo presentaba las
siguientes caracteristicas: 20 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7.5, 5 mM DTT, donde la
longitud del ADN no afectaba a la composicién del tampén

2.2. Ensayos de uniéon con ADN

Los ensayos de retardo en la movilidad electroforética (Electrophoretic Mobility Shift
Assays, EMSA) o mas comdnmente llamados geles nativos de retardo, se basan en la
observaciéon de que complejos estables proteina/ADN migran mas lentamente que los
fragmentos de ADN libre en geles de poliacrilamida en condiciones nativas bajo la acciéon
de un campo eléctrico. Se usaron los ensayos EMSA para conocer el comportamiento de la
muestra cuando se utiliza una concentracién constante de ADN (0.1nmol) frente a
concentraciones crecientes de proteina de 0.025 nmol a 0.6 nmol (Fig_B5). El analisis de
los resultados indicé que TFAM-Histag formaba diversos tipos de complejos con el ADN, ya
que a medida que aumentaba la concentracién de proteina aparecian bandas mas
retardadas en el gel. La observaciéon de geles EMSA con diferente ratio proteina:ADN
permitia dilucidar la existencia de dos bandas de complejo (coger band, upper band). La
presencia de la banada upper band se daba en complejos con ADN de longitudes de 29 pb
hasta 20 pb. La existencia de esta doble banda sugeria la posibilidad de diferentes estados
oligoméricos dentro de la muestra.

Para los ensayos de cristalizacién se trabajé con relaciones 2:1 de proteina:ADN, ya que
era cuando existia una desaparicion de ADN libre.

0.6 0.5 04 0.3 0.2 0.15 0.10.075 0.050.025 nmol prot 05 04 03 0.2 0.150.10.075 0.050.025 0

v

LR RS &

Free DNA

0.1 nmol ADN 26pb 0.1 nmol ADN

Fig_B5. EMSA nativo del complejo TFAM-LSP26 y LSP22 (segtin Fig_B3). A una concentracién constante de
ADN se afiadi6 cantidades crecientes de proteina. Obsérvese que en ratios donde la presencia de proteina es
inferior a la de ADN existe una banda inicial (indicada como lower band), que desaparece al incrementar la
presencia de proteina en el complejo, transformandose en una banda mas retardada (indicada como upper
band)). Ademas existe una zona confusa o intermedia donde se encuentran las dos bandas. A muy baja
concentraciéon de proteina, aparecen bandas correspondientes a ADN libre en la parte inferior del gel.

124



A raiz de la estructura resuelta por Stott et al (Stott, Tang et al. 2006), en la que mediante
RMN evidenciaban la estructura de un bidominio HMGbox sintético, que contenia el
dominio HMGbox de SRY y el dominio B de HMG1, en complejo con un oligo de 16pb, por
ello, se decidié dividir la secuencia madre de 29 pb en dos secuencias, una de 15pb,
llamada Halfl, y otra de 16pb, llamada Half2. Al realizar los ensayos de unioén con los
oligos Half1 y otra de Half2, en ambos casos la desaparicion total del ADN libre sucedia en
el ratio 2 proteina: 1 DNA. Pero a diferencia de lo visto anteriormente para otros ADN’s, en
el caso del complejo con Half1 no existia una doble banda de retardo y TFAM parece tener
una afinidad ligeramente inferior, donde el primer retardo se da a 0.075 nmol frente a
0.05nmol para el oligo Half2 (Fig_B6).

Half1 Half2
CACTTTTAACAGTECACCCCCCARCTARCE)

secuencia madre 29pb

Half 1 EMSA Half 2 EMSA

_ nmol prot

Upper band

Lower band

s O !
0.1 nmol ADN

0.1 nmol ADN

Fig_ B6. EMSA nativo del complejo TFAM-Half1 (a la izquierda) y TFAM-Half2 (a la derecha). Mientras que en
Half2 a concentraciones crecientes de proteina existe un primer retardo a 0.05 nmol y un segundo retardo a
0.15 nmol. En el caso de TFAM-Half1 no existe doble banda y el primer retardo sucede a 0.075.

3. Purificacion del complejo
Una vez formado el complejo proteina (TFAM, CTT3 6 CTT2)/ADN con ratio 2:1 para los
diferentes oligos de cristalizacion usados (Fig_B3), se prosiguié a la purificaciéon de éste
mediante cromatografia de exclusién molecular.

La gel filtracion mostraba para todos los complejos proteina-ADN posibles, perfiles
cromatograficos con presencia de un doble pico, lo cual indicaba la heterogeneidad de la
muestra cargada (fig_ B7). Posteriormente, la heterogeneidad era ratificada mediante
EMSA donde se observaban diversas bandas de retardo. Ademas estd heterogenedad
parecia estar en equilibrio, ya que si se volvian a purificar las fracciones eluidas de la
primera gel filtracion era posible observar la doble banda en el gel nativo EMSA.
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La etapa de la purificaciéon del complejo no lograba disminuir la heterogeneidad de la
muestra por lo que se cred un punto de inflexién en la estrategia de purificacidn a partir
del cual se decidié eliminar la etapa de purificacién del complejo TFAM-ADN (que
normalmente se introduce para pulir la calidad de la muestra), ya que no se llegaba a una
pureza mayor, y ademas introducia un tiempo de experimento mas largo, diluia la muestra
y el rendimiento era menor.

Sup 75 10/30 EMSA gel

t @ % 16 16

e g

TFAM + DNAZ2

At2 A13 Atd AlE  Até A7

Fig_B6. (A) Gel filtracién (Superdex 75 10/30) del complejo TFAM/ADN 22. En el cromatograma (superior
izquierda) se observaron 2 picos cuyas fracciones fueron analizados por EMSA, gel nativo 5.5% archilamida
tefiido con SyBr-green (B) Gel filtracién (Superdex 75 10/300) de las fracciones (12-13) del gel anterior
(indicadas con circulo rojo) que da lugar a un pico tnico. Cuando se analizan las fracciones por EMSA es
posible observar que la muestra sigue siendo heterogénea. Obsérvese la relaciéon de OD a 280 nm (en azul) por
debajo de 260 nm (en rojo), indicativa de la presencia de ADN.
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C. RESULTADOS: CRISTALIZACION

La criba inicial de condiciones de cristalizacién se realiz6 con los screenings comerciales de
Hampton Research en placas de 96 pocillos y dispensacion liquida automatica mediante un
robot. Las placas se guardaban a dos temperaturas distintas, 4 y 20°C. En ellas se testaron
los constructos TFAM, CTT3 y CTTZ2, solos o en complejo con los diferentes oligos de
longitud variable.

1. Cristalizacion del complejo TFAM-LSP22

Se obtuvieron cristales con el complejo TFAM-LSP22 (con extremos romos) en la siguiente
condicion a 20°C: 20%PEG1000, 0.2M NaCl, 0.1M Na/K phosphate pH 6.2, a una
concentracion 10 mg/ml del complejo y gotas de 200 nl (Fig_C1). Eran cristales con forma
de aguja y no del todo tridimensionales, de poco grosor y formados por finas capas. Una
estrategia utilizada para incrementar el tamafio de los cristales fue escalar hacia placas de
24 pocillos con gotas de 2 pl y variar las condiciones de cristalizacién (concentracion de
precipitante, pH, volumen de la gota, temperatura, etc.); de esta forma se obtuvieron unos
cristales mas grandes. Estos cristales fueron congelados para evitar el dafio por radiacion
y la desecacién del cristal, es importante que durante el proceso de congelaciéon no se
formen cristales de agua que podrian afectar la ordenaci6on del cristal y para ello
normalmente se buscan soluciones quimicas de congelacién (cryobuffers o soluciones
crioprotectantes) que favorezcan la vitrificacion del tampén en el que estd inmerso el
cristal. En el caso de los cristales TFAM-LSP22 no hizo falta buscar soluciones de
crioproteccién, ya que las condiciones de cristalizaciéon ya eran por si mismas
crioprotectoras.

TFAM+LSP22
| 4 . 96 well plate
‘ : . A [complex]= 10mg/mi
1 H
Dia1 Dia2 Dia3
24 well plate

[complex]= 12mg/ml

37%PEG1000,
0.35M NaCl
0.1M Na/K P pH6.2

Fig_C1. Imagenes de los primeros cristales obtenidos con el complejo TFAM-LSP22. En la parte superior
aparecen los cristales obtenidos en placas de 96 pocillos mediante la dispensacién automatica de gotas usando
los robots de la Plataforma Automatizada de Cristalografia (PAC) del PCB, donde se muestra la evolucion de la
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gota en 3 dias. En la parte inferior se muestran algunas imagenes de los critales obtenidos después del proceso
de escalado a placas de gotas de 24 pocillos.

Estos cristales fueron difractados en la linea ID14-4 en la Instalacion Europea de
Radiacion de Sincrotrén (ESFR, Grenoble). Los primeros datos obtenidos mostraban una
difraccién atin débil (~4 A), pero sirvieron para determinar el grupo espacial y la celdilla
unidad. A partir de este momento se realizaron todo tipo de ensayos de optimizacién de
estos cristales (Fig_C2) (macroseeding, microseeeding, ensayos de deshidrataciéon quimica,
uso de additivos (TCEP, sarcosine), empleo de aceites para disminuir la velocidad del
proceso de vapor de difusion, etc.), asi como jugar alrededor del oligo empleado. Ello
implica jugar con el oligo de 22pb (llamado LSP22) alterando su longitud y tipo de
extremos de forma conservadora. Pese a la bateria de oligos creados alrededor del oligo
LSP22, tan so6lo se obtuvieron cristales con uno de los oligo variantes, y estos cristales
difractaban a una mayor resolucién que TFAM-LSP22 (Fig_C3). El resto dieron lugar a la
formacion de ntcleos cristalinos, pero no cristales.

(A)

TFAM-LSP22

0.1M Na/K phosphate
pH6.2

0.25M NaCl
PEG1000 30%

(B)

TFAM-LSP22
0.05M ADA
pHB.5

0.2M NaCl
35%PEG1000
8.5mg/ml

(C)

TFAM-LSP22
0.1M MES
pH6.5

0.25M NaCl
30%PEG1000
8.5mg/ml
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Fig_C2. Cristalizacion del complejo TFAM-LSP22, variando el tampdn de la solucién de cristalizacién y su pH
(indicados en A, By C). Es en el caso de la cristalizacion en las condiciones indicadas en (A) donde los cristales
crecen y difractan mejor.

SPHERULITES

XTAL

XTAL

SPHERULITES

SPHERULITES

Fig_C3. Esquema de los diferentes oligos variante del oligo LSP22 y su cristalizacion en la condicién:
37%PEG1000, 0.35M NacCl, 0.1M Na/K fosfato pH6.2. En azul se muestra la secuencia del oligo LSP22. Excepto
el ultimo oligo con extremos romos, los demdas presentan extremos cohesivos. Tan solo con un de los oligos
variante se obtuvieron cristales, para los otros casos sélo se obtuvieron estados de fase cercanos a la
nucleacion.

Mediante los procesos de optimizacién aplicados a los cristales TFAM-LSP22 fue posible
aumentar la resolucién hasta 3.2 A en ID23-1, pertenecientes al grupo espacial
ortorrdmbico primitivo (P222) y con los siguientes parametros de celdilla: a=56.12,
b=118.41, c=120.05; a=B=y= 90°. Cuando se escalaron los datos, las estadisticas indicaban
baja completitud (88.6 A) y multiplicidad (4.1) de los datos, y factores de error elevados
(Rmerge) (Rmerge €n la ultima capa de 61 %). Pese a ello se probo resolver la estructura
mediante reemplazo molecular con el programa Phaser usando la estructura resuelta del
segundo dominio HMGbox de TFAM (Gangelhoff, Mungalachetty et al. 2009), (codigo de
acceso en pdb: 3FGH). Debido a que la calidad de los datos y la resolucién no eran
suficientes, no fue posible encontrar una soluciéon valida. Ademas, el porcentaje de
identidad era reducido. Los valores de z score eran de 4, cuando se esperarian valores por
encima de 7 o 8).

1.1. Confirmacion de la presencia de ADN en los cristales
Para ratificar que los cristales eran producto de la cristalizacién de la proteina con el ADN
se realiz6 un ensayo simple, que consistia en cargar algunos de los critales obtenido en gel
nativo para un ensayo EMSA y tefilidos con SyBr, que detecta el ADN. Mediante este
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pequeiio ensayo se pudo constatar que los cristales estaban compuestos por proteina y
ADN, y que en el caso de la proteina esta parecia no estar degradada (Fig_C4).

TEAM-DNA22

Fig_C4. Gel nativo EMSA al 5% para TFAM-LSP22. Muestras xtall: mezcla de cristales para TFAM-LSP22
disueltos en el tampdn del complejo; cmplx: complejo TFAM-LSP22 en solucién; LSP22: oligo de 22pb usado
para la formacién del complejo y posterior cristalizacién. Mediante este ensayo se ratifica que los cristales
presentan la misma composicién que el complejo en solucién. Es interesante notar que LSP22 no migra como
una banda unica, hecho que se caracteriz6 posteriormente.

2. Cristalizacion TFAM-Half1
Durante la optimizacion de los cristales TFAM-LSP22, también se obtuvieron cristales para
la secuencia de oligo Halfl de 15pb en diferentes condiciones de cristalizaciéon y
temperatura (Fig_C5). Estos cristales presentaban un aspecto mas robusto, con caras
definidas y crecimiento mas tridimensional. Pese a la gran cantidad de cristales en
diferentes condiciones, la resolucidén de la difraccién de estos era pobre, no llegando a mas
de ~6 A (difraccion en ID14.4).

De la misma forma que para el complejo TFAM-LSP22, en este caso se llevaron a cabo
procesos de optimizacion y disefio de nuevos oligos variante de Half1. Pese a ello, no se
consiguié mejorar la resolucion de la difraccion.
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(A)

PEG2000MME 20%
Tris 0.1M pH7

4°C 4.9-8mg/ml
Difraccion: 6 A

B)

PEG2000MME 20%
Tris 0.1M pH7

20°C 4.9-8mg/ml
Difraccién: 20 A

(©)

PEG1000 20%
Tris 0.1M pH7
4°C 4.9-8mg/ml
Difraccién: 8.70A

Fig C5. Cristalizacion TFAM-Halfl. (A), (B) y (C) muestran los cristales para diferentes condiciones de
cristalizacién y temperatura, también se muestran los valores de difraccién obtenido en la linea ID14.4 en
Junio 2009.

3. Cristalizacion TFAMSeMet-LSP22

Con el objetivo de resolver el problema de la fase de forma experimental se decidi
derivatizar la proteina con seleno metionina (SeMet) durante la expresién mediante el uso
de un medio preparado para ello. De forma sorprendente, la cristalizacion de TFAM-SeMet
en complejo con el oligo LSP22 se daba en condiciones de cristalizacion mucho mas
extensas en gota pequeiia, que luego se escalaron a gota grande y se optimizaron (Fig_C6).
Ademas, los cristales pese a presentar la misma forma de aguja, resultaban mas robustos.
Finalmente fue alrededor de las misma condicién que los cristales TFAM-LSP22
(37%PEG1000, 0.35M NaCl, 0.1M Na/K Phosphate pH 6.2) donde se obtuvieron los
cristales con mayor resolucién (~2.6 A). Los datos de estos cristales permitieron trazar la
totalidad de la estructura, incluyendo proteina y ADN.
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Fig_C6. Optimizacién de los cristales obtenidos para TFAMSeMet-LSP22 complejo a una concentraciéon de
8mg/ml. (A) Condicién: PEG1000 30%, NaCl 0.25 M, Na/K phosphate 0.1 M pH 6.2, similar a la condicién de los
cristales nativos. Mediante el uso de Al’s oil fue posible disminuir la nucleacién y favorecer el crecimiento. (B)
Condicidon: PEG 3350 20%, NH4F 0.2M. (C) Condiciéon: PEG1000 30%, NaCl 0.25M, 0.1M HEPES pH7.5. (D)
Condiciéon: PEG1000 30%, NaCl 0.25M, 0.1M MES pH6.5.

4. Cristalizacion TFAM-LSP22Br
Una vez trazada la cadena polipeptidica de TFAM dentro de la densidad electrénica, se
buscé confirmar el orden y orientacion de la secuencia nucleotidica del ADN. Por ello se
decidié usar ADN derivatizados comercialmente, concretamente substituir una timina de
la secuencia original del oligo LSP22 por 5-BromoUracilo. Para ello se escogieron las
timinas que no estuvieran implicadas en interacciones proteina-ADN y que presentasen un
menor Bfactor o factor de temperatura (indicados en azul a continuacidn).

CadenaCs-T1 A2 A3 C4 A5G6T7 C8 A9 C10 C11 C12C13 C14 C15 A16 A17 C18 T19 A20 A21 C22 5
CadenaD3s-A22T21 T20G19 T18 C17 A16 G156 T14 G13 G12G11 G10G9G8 T7 T6 G5 A4 T3 T2 G115

Los ensayos de cristalizacion con estos oligos se realizaron alrededor de la condicién del
complejo nativo. Cabe destacar que la manipulacién de estos complejos implicaba trabajar
bajo condiciones con baja intensidad de luz, ya que el Bromo (Br) es sensible a la luz
debido a su facil excitacidn. Los mejores cristales se obtuvieron en el caso donde T19 de la
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cadena C era derivatizada a Br-Uracilo y estos cristales difractaban hasta 2.1 A (datos
medidos en ID23.2, ESRF) (Fig_C7).

Fig_C7. Cristalizacion del complejo TFAM-LSP22BrU. Las condiciones de cristalizacién eran las mismas en
todos los casos: 37%PEG1000, 0.35 M NaCl, 0.1 M Na/K Phosphate pH 6.2 a 8mg/ml. Mientras que para BrT14
no fue posible conseguir cristales, en el caso de BrT2 y BrT3 éstos eran labiles mostrando un mal
empaquetamiento del cristal. Los cristales obtenidos con BrT19 presentaban una morfologia de aguja y eran
robustos.

133



D. RESULTADOS: PROCESAMIENTO DE DATOS Y RESOLUCION DE
LA ESTRUCTURA

1. Difraccion y procesamiento de los datos de difraccion del cristal
TFAMSeMet-LSP22

Debido a que no era factible aplicar técnicas de remplazamiento molecular para resolver la
estructura nativa de TFAM en complejo con LSP22, se decidi6 resolver el problema de la
fase experimentalmente mediante el uso de proteina derivatizada con SeMet en complejo
con el ADN y utilizando el método de dispersion anémala a multiples longitudes de onda
(Multiple-wavelenght Anomalous Dispersion, MAD).

El mejor conjunto de datos pertenece a un cristal difractado en la ID14-4 del ESRF
mediante el uso de un gonidémetro cuya orientacién kappa es modificable, lo que permite
una coleccion de datos mucho mas completa con una precision ~4 microns. Para ello se
uso el minikappa a 60° permitiendo una recogida con todas las reflexiones posibles y
elevada redundancia, pero ademas favoreciendo la presencia de los pares de Friedel en la
misma imagen (Fig_D1). Para la recogida del set de datos primero se realizé un escaneo de
fluorescencia para escoger la longitud de onda 6ptima para la absorcién de Se (fueron
colectados datos a dos longitudes de onda distintas, inflexién: ip= 12.6665 KeV y pico: pk=
12.669 KeV).

A) (B)
(C) |
e == e B ;f —
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(D)

Fig_D1. Difracciéon de TFAM SeMet-LSP22. (A) Imagen del cristal difractado dentro del lazo de nylon que
permite mantener el cristal en cryobuffer. (B) Ejemplo de una imagen del patrén de difraccién del cristal TFAM
SeMet-LSP22 en ID14.4 ESRF. El patrén de difraccién se expande hasta una resolucién de 2.6 A y muestra una
ligera anisotropia. (C) Escaneo de fluorescencia para determinar la absorcién de Se en el cristal. En ella se
indica la energia del punto de inflexién (inf)= 12,666 5Kev (f=-9.33, f’= 2.89), y del pico de absorciéon (pk)=
12,669 Kev(f= -8.25, f’= 5.28). (D) Posicién de los dtomos de Se encontrados mediante SHELX. La linea roja
indica el eje binario que relaciona los atomos de Se de ambas moléculas. (E) Mapa de densidad electrdnica
después de llevar a cabo una correccién de anisotropia de los datos y una correccién del solvente. Es posible
obervar la continuidad en el mapa de densidad, donde es posible diferenciar una hebra de ADN en el eje
vertical.

El cristal era ortorrémbico primitivo y contenia 2 complejos proteina/ADN en la unidad
asimétrica, con un porcentaje de solvente del 65.83 % y un coeficiente de Matthews de
3.21 A3/Da. Los datos fueron indexados e integrados con el programa XDS (Kabsch)
aplicando una correccion del dafio por radiaciéon. El cristal pertenecia al grupo
ortorrémbico primitivo, P222, con los siguientes parametros de celdilla a=56.12;
b=118.41; c=120.05; a=B=y=90°. Posteriormente estos datos fueron escalados mediante el
programa SCALA (Evans 2006), que mediante el calculo de las extinciones sistematicas
permitia dilucidar que existia un eje helicoidal (1), otro no helicoidal (h) y uno de los ejes
(k) no se podia caracterizar. Por lo tanto, dentro del grupo ortorrémbico primitivo podia
tratarse de cristales con simetria P22210 P21242.

La estructura fue resuelta mediante el método de difracciéon anémala (single-wavelenght
anomalous diffraction, SAD) con el programa SHELXD (Sheldrick 2008), ya que los datos
fueron recogidos a la longitud de onda del pico. Mediante SHELXD fue posible identificar
10 sitios correspondientes a 5 de los seis residuos de SeMet que presentaba TFAM
derivatizada (la primera metionina hace referencia al inicio de traduccién y normalmente
es eliminada); por lo tanto, se ratificé la existencia de dos proteinas por celdilla. La
inspeccion visual de la posicion de los atomos pesados (Se) evidencia dos clusters de cinco
atomos cada uno relacionados por una simetria binaria, es decir, que existe una simetria
no cristalografica (Fig_D1 (D)). El faseado consecutivo con SHELXE revel6 que el grupo
espacial correcto era P2:2:2, presentando una pseudos-free correlation coefficient
significativamente diferente (deberia ser mayor) respecto P222;. Ademas mediante
SHELXE se aplico una correccién anisotrépica al mapa de densidad electrénica para poder
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realizar el trazado de la cadena polipeptidica y secuencia nucleétidica mediante el uso de
COOT (Emsley and Cowtan 2004). También se aplicé una correccion del solvente del mapa
de densidad electrénica mediante el programa DM (Density Modification) (Cowtan and
Main 1996) (Fig_D1 (E)).

Seguidamente, se procedi6 al refinado con REFMAC5 (Murshudov, Vagin et al. 1997), que
incluia refinado mediante TLS (Tranlation Libration Screw-motion), restricciones como
NCS (non- crystallographic symmetry) en regiones especificas (residuo 51-56; 104-108;
128-131; 143-147;158-160), y fue necesario construir una libreria para establecer los
pares de bases Watson y Crick para el ADN. El proceso de refinado se alterné entre uso del
programa REFMACS y construccidn a mano hasta llegar a un modelo final a una resolucién
de 2.75 A con los siguientes valores de los indicadores Rector = 0.24 A y Rpee = 0.30. El
modelo final incluia los residuos Ser43-GIn238 y Ser43-Thr234 para ambas moléculas de
proteina, y la secuencia entera del oligo LSP22. La representacion de Ramachandran
presentaba el % de residuos en regiones favorecidas, que era del 94.04% y deberia ser >
98%. Ademas, la estructura presentaba un 8.6% de rotameros pobres, pardmetro que
deberia ser < 1%.

2. Difraccion y procesamiento de TFAM-LSP22Br

Para confirmar la orientacién de la secuencia nucleotidica en la estructura fueron
disefiados oligos LSP22 con bases brominadas en determinadas posiciones (tal y como se
ha comentado en el apartado de cristalizacion). Los cristales que mejor difractaron fueron
aquellos con la secuencia mutada en la T19 de la cadena C (llamado BrT19), hasta 2.1 A
(Fig_D2). La recogida de datos se realizo en ID23.1 de ESRF, linea que presenta una
longitud de onda fija (A= 0.872600 A, E= 14.290 KeV). Esta longitud de onda se encuentra
situada en el patréon de absorcién de Br mas a la derecha, es decir, se realizé una recogida
de los datos de difraccién en un punto remoto. Para evitar dafio por radiacién en el cristal
y la pérdida de la senal del bromo optamos por una fuerte atenuacién de la energia y una
recogida de datos de forma helicoidal, mediante el uso de la interfaz helical collection
dentro de MxCube en el ESRF (Gabadinho, Beteva et al.).
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Fig_D2. Estrategia de recogida para los cristales TFAM-LSP22Br. (A) Imagen del cristal colocado dentro del
lazo, en este caso se aplicé una recogida de tipo helicoidal, que mediante la selecciéon de un punto inicial (1) y
un punto final (2) permite la recogida desplazada a lo largo del cristal, con un poder de difraccién similar y
estable (Flot_2010). (B) Escaneo de fluorescencia para determinar la energia de absorcién de &tomo de bromo
en el cristal. Debido a que la linea utilizada era de longitud de onda fija, ello implic6 hacer una recogida en un
punto desplazado a la izquierda del pico de absorcién wv= 0.872600 &, Kev= 14.290.

Debido a que estos cristales difractaban mejor, el conjunto de datos fue usado para llevar a
cabo un remplazamiento molecular usando como modelo el pdb obtenido a través de
TFAMSeMet-LSP22. El proceso de refinado implicé varios ciclos con el programa REFMAC
(incluyendo inicialmente pasos de curepo rigido, TLS, NCS). Los ultimos pasos de refinado
se llevaron a cabo mediante el programa AUTOBUSTER (Smart, Womack et al.), que realiza
un refinado mediante una novedosa restriccion basada en LSSR (Local Structure Similarity
Restraints) que permite explotar la informacién de estructuras relacionadas y facilitar el
uso de NCS. Dentro del programa AUTOBUSTER fueron usadas las aplicaciones Gelly, que
permiten fijar restricciones de geometria para evitar violaciones relacionadas con la
construccién a mano (util para el ADN), TLS y form factor correction (permite reunir los
datos a una longitud de onda donde el factor de dispersion es significativamente
diferente). El mapa de densidad de los datos con fases para TFAM-LSP22Br con el modelo
parcial TFAMSeMet-LSP22 mostraba un pico de sefal andémala (>50) en la posicidon
esperada para el bromo, confirmado la secuencia de ADN (Fig_D3).
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Fig_D3. Mapa de densidad anémala (Fo-Fc) donde se revela una sefial > 50 correspondiente al Br de la base de
bromoUracil que substituye T19 de la cadena C del oligo LSP22.

La estructura final inclufa los residuos Ser44-Lys237 para la cadena B y Ser44-Arg233
para la cadena B, asi como la secuencia nucleotidica completa para el oligo LSP22. La
superimposicion de la estructura obtenida mediante TFAMSeMet-LSP22 y TFAM-LSP22Br
no revela grandes cambios, de forma que la presencia del ADN brominado no implica
cambios estructurales en el conjunto global de la estructura. Por lo tanto, finalmente se
obtuvo la estructura de TFAM-LSP22Br con unas estadisticas de refinado 6ptimas para la
resolucién final de 2.45 A, Ructor= 18.2/ Riee= 22.8 (Tabla_D1) y un mapa de densidad
electrénica de suficiente calidad como para diferenciar el stacking entre las bases
pirimidinicas y purinicas del ADN (Fig_D4). El andlisis de la geometria final mediante el
servidor MolProbity (Chen, Arendall et al.) permitié observar que el 98.4% de los residuos
se encuentran en zona favorables (superior al 94.04 % de la estructura TFAM SeMet-
LSP22)
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TFAM-Br in complex to LSP-22

Data collection:

Space group

Cell constants

a.b.c(A)

a=F=7 ()

Wavelength (A)

Resolution range (outer shell) (A)
R, (outer shell) (%)

Average intensity (outer shell) (<[<I>/a(<I=)]>)

Completeness (outer shell) (%)

Redundancy

Refinement:
Resolution (4)
No. reflections
Ruerk / Rawe (%) §
No. atoms:
Protein
DNA
Water
Ligands
B-factors ™
Protein
Ligand/ion
‘Water+ligands/ion
R m s deviations:
Bond lengths (A)
Bond angles (°)

Main-chain conformational angle analysis $

Nr of residues in favored regions / outliers /
all residues

P2:12;2

1139.117.2, 56.53
90
0.87260
40.84 — 2.45 (2.58-2.45)
8.0 (46.7)

17.5(42)

99.8 (100)

7(7.4)

4084 -2.45
28,483
18.2/22.8

3238
1797
185
28

425
40.8
402

0.012
14

376/0/4

) Rsym =E| I -<I>|/Z], where I 15 the observed intensity and <I> 15 the statistically weighted absolute intensity of

multiple measurements of symmetry related reflections.
% MPE = Mean Phase Error.

! R=XIFo - k|Fc||/Z|Fo|, R from the working set and Rfree from the test set.

B factors as after Refmac5/Phenix refinement including TLS.

$ According to MOLPROBITY.

Tabla_D1. Estadisticas del procesado y refinado para TFAM-LSP22Br.
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Fig D4. Mapa de densidad electrénica definido para la estructura TFAM-LSP22. El mapa de densidad
electrénica se encuentra focalizado en una regién del ADN, donde se muestra el stacking presente entre las
bases del ADN, ademas es posible distinguir las moléculas de agua.
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Fig D5. Representacion de Ramachandran para la estructura TFAM-LSP22Br. 376 de los residuos se encuentra
en regiones Ramachandran favorecidas y todos los residuos (380) estan en regiones permitidas.
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E. RESULTADOS: ANALISIS ESTRUCTIRAL DE TFAM-LSP22

La proteina madura TFAM no cristalizé sin la presencia de ADN, los mejores cristales
fueron obtenidos con el oligonucledtido de la region de proteccion de TFAM para Light
Strand Promoter (LSP) de una extension de 22 pb.

La determinacién estructural mediante métodos experimentales, que incluyen datos de
rayos X de cristales con proteina derivatizada con selenio-metionina (SeMet-TFAM-LSP22)
o ADN derivatizado con Bromo-Uracilo (TFAM-LSP22Br), permitieron obtener una mapa
de densidad electronica suficiente para asignar la secuencia de TFAM y ADN. Un andlisis
detallado de las interacciones proteina-ADN muestran que ambos cristales no presentan
una diferencia substancial de la estructura de proteina nativa.

1. Curvatura del ADN ofrecida por la proteina en el complejo TFAM-
LSP22

TFAM es un proteina a-modular, que comprende dos dominios HMGbox (HMG1 y HMG2),
cada uno de ellos se extiende unos 75 residuos (residuos 44-120 y 125-225,
respectivamente) (Fig_E1). Estos se encuentran conectados por un linker en conformacién
helicoidal (residuos 124-152) y, finalmente, se halla una cola C-terminal en conformacién
practicamente extendida (residuos 226-237). Ambas HMGbox consisten en 3 hélices-a
plegadas en la tipica y conservada disposiciéon de L que presentan los dominios HMGbox.
La superficie interna de la L contacta con el surco menor del ADN mediante interacciones
polares o no-polares, con residuos especificos que parcialmente o de forma total se
intercalan entre las bases. Los dos dominios HMGbox presentan una orientacién o
disposicién de cabeza con cabeza, donde el brazo corto de la L, que incluye las hélices 1 y
2, estan orientados hacia la regién central de la estructura global y relacionada por un eje
de simetria binaria. A diferencia de la orientacion cola-cola para el constructo sintético
disefiado mediante ingenieria genética SRY.B, que presenta un complejo estable con el
ADN (fusiéon de HMGbox de unién especifica con HMGbox de unién inespecifica), donde los
dos brazos cortos de la disposiciéon L se encuentran mirando hacia el exterior del eje
central (Stott, Tang et al. 2006) (detallado mas adelante).

TFAM HMG1 contacta la regiéon 1 de LSP, que comprende la secuencia T1A2A3C4As5Cs,
mientras que HMG2 contacta la region 2 de LSP, con secuencia C14C15A16A17C18T19A20A21.
En estas regiones la proteina allana y ensancha el surco menor del ADN mediante la
separacion del esqueleto de fosfatos de ambas cadenas, imponiendo una curvatura final
del ADN de 180°. Dentro de los dominios HMGbox cabe destacar la existencia de dos
residuos que se intercalan en el ADN, Leu58 para HMG1 y Leul82 para HMG2, en los
puntos de mayor curvatura en las regiones definidas.

Entre estos dos dominios HMGbox, que se encuentran interaccionando con los surcos
menores del ADN, existe un linker helicoidal potencialmente basico alojado en el surco
menor de la zona del ADN situada entre la region 1 y region 2, con conformacion tipica de
B-DNA, exactamente en el surco menor (Fig E1(B)). La orientaciéon del linker es
perpendicular al ADN y al eje de simetria que relaciona los dos dominios HMGbox. El
linker destaca a simple vista por el hecho de que se encuentra estabilizando la curvatura
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inducida sobre el ADN por los dos dominios HMGbox mediante interacciones no
especificas con los extremos del ADN que sobresalen de la estructura (Fig_1E(A)).

Finalmente, encontramos una cola C-terminal posterior a HMG2. En la estructura final fue
imposible trazar toda la cola C-terminal, faltando 9 residuos finales, es decir, se traz hasta
Lys237 (Fig_1E(B)). Esta cola C-terminal, que al igual que el linker presenta un potencial
extremadamente bdasico, se ha relacionado con la habilidad de TFAM para la uni6n
especifica al ADN. Sin embargo, en la presente estructura esta cola C-terminal no muestra
una interaccion especifica con las bases del ADN.
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Fig E1. ComplejoTFAM-LSP22. (A) Secuencia de LSP cristalizada (en azul, mas intenso para la cadena C o rica
en citosinas, y azul cielo para la cadena D o rica en guaninas). Las cajas naranja, verde y amarilla simbolizan los
dominios HMG1, HMG2 y el linker (L) respectivamente, que contactan con el ADN. Los residuos de TFAM que
intercalan el ADN se muestran con fondo rosado, mientras que los residuos que realizan contactos con las
bases se muestran siguiendo el cédigo de colores de los dominios. Las cajas rojas indican el motivo AAC
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inverso y las cajas negras las regiones donde existe una fuerte desviacién en los valores de twist y roll. Las
lineas discontinuas representan los puentes hidrégeno tipo enlace bifurcados (B) Representaciéon de los
dominios de TFAM a lo largo de la secuencia, mostrando los residuos que se intercalan y el Ultimo residuo
trazado en la estructura. Debajo se muestra una representacion de la estructura 3D en forma de lazos. Los
dominios HMG1 y HMG2 con sus respectivas hélices se encuentran coloreados en naranja y verde,
respectivamente. El linker se representa en amarillo, mientras que las regiones flanqueantes, los extremos N-
terminal y C-terminal, en gris. Los residuos que se intercalan entre el ADN (Leu58 y Leu182) se muestran en
forma de barras.

El modo en el que el ADN se encuentra curvado en la estructura TFAM-LSP22 muestra
similitudes con lo que sucede en la familia de proteinas HU, que son proteinas de unién al
surco menor del ADN con una funcionalidad de tipo arquitectural en los nucleoides de
procariotas (Rice, Yang et al. 1996; Mouw and Rice 2007). Dentro de esta familia de
proteinas HU encontramos proteinas como IHF (Integration Host Factor), que induce una
curvatura en el ADN de hasta 180°, dando lugar a un forma final de U al ADN. Esta proteina
forma dimeros, y une al ADN mediante la intercalacién al surco menor de una hoja § o “f-
ribbon arm”. La interfaz de dimerizacién entre las dos subunidades es rica en residuos
positivos y sirve para neutralizar la repulsién existente entre las cargas negativas del
esqueleto fosfato.

2. Superficie electrostatica y conservacion general en TFAM

Al analizar el potencial electrostatico y representarlo sobre una superficie de Conolly de la
estructura de TFAM en complejo con ADN, observamos que se trata de una proteina con
un elevado potencial basico. En la superficie se distinguen tres regiones cargadas
positivamente, que coinciden con las regiones de maxima interaccién con el ADN: cara
interna de HMG1, cara interna de HMG2 y la regidn del linker (Fig_E2).

Fig_E2. Representacién de la superficie electrostatica de TFAM en complejo con ADN, en dos orientaciones
diferentes relacionadas por 180°. En azul se muestran las regiones cuyo potencial electrostatico esta cargado
positivamente y en rojo, cargado negativamente.

Al realizar una alineamiento de TFAM con diferentes homélogos en organismos
multicelulares (Fig_E3 (A)), es posible observar que existe un elevado grado de
conservacion entre las diferentes TFAM, excepto en la zona de la cola C-terminal. En el
caso de la Cola C-terminal existen diferentes longitudes e incluso ausencia de cola C-
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terminal, como es el caso del homdlogo de TFAM en levadura (ABF2p). Al representar la
conservacion existente en TFAM, con una degradaciéon de colores de rojo a blanco en
funcién del grado de conservaciéon de mas a menos (Fig_E3 (B)), es posible observar que
existe una distribuciéon de residuos conservados en regiones de la estructura.
Concretamente, cabe destacar que las regiones determinadas, donde existe interaccién
proteina-ADN hay un gran namero de residuos conservados, asi como en el linker.
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Fig E3. Conservacién entre TFAM homologas. (A) Alineamiento entre diferentes TFAM de organismos
pluricelulars (metazoos), donde se indican los dominios en tindem HMGbox, el linker y por ltimo la cola C-
terminal. El grado de conservacion o identidad entre residuos se indica en color rojo, donde los residuos con
fondo rojo estan conservados al 100%. Los tridngulos indican los residuos de intercalacién y con estrellas,
residuos destacados por su interacciéon con el ADN. (B) Representaciéon de TFAM en complejo con LSP22,
donde la coloraciéon representa el grado de conservaciéon de los residuos: 0-30%= blanco, 31-50%= amarillo,
51-69% = amarillo intenso, 70-89% = naranja; 90-99% = naranja fuerte; 100% = rojo.
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3. Caracteristicas del ADN LSP22 en la estructura TFAM-LSP22

En la estructura, el ADN sufre dos curvaturas muy marcadas de ~90°, cada una de ellas
provocada por una HMGbox, dando como resultado una curvatura global de 180° y
quedando en forma de U (Fig_E4 (A)). Dentro de las regiones 1 y 2 podemos definir los
puntos de mayor curvatura que consiste en la secuencia AzCsAsGe para la regiéonl y
C14Ci5A16A17 en la region 2. En un B-ADN canoénico, la distancia entre los fosfatos
distanciados por cuatro bases en el surco menor es de 11.7 A. En el caso de la regionl, la
distancia entre T, (cadena C) y T (cadena D) es de 22.4 A, mientras que para la regi6n2 la
distancia es de 21.9 A, entre A17 y Gio (Fig_E4 (A)). Ello indica el ensanchamiento que la
proteina causa en el surco menor.

En estas dos regiones existe un valor extremadamente positivo de roll (con maximos de
50° y 60°) debido a la fuerte curvatura inducida, que hace volcar el surco menor hacia el
surco mayor, mientras que el valor de twist disminuye (con un minimo de 10°) en el par de
bases central (C4As/TsGo, C15A16/T7Gg) con lo que el surco menor se encuentra doblado y
abierto. En la cara interna de cada doblamiento, es decir, en el surco mayor de las regiones
de LSP 1 y 2, los pares de bases con mayor valor de roll realizan interacciones Watson-
Crick regulares, asi como enlaces de hidrogeno bifurcados entre la misma cadena (Coll,
Frederick et al. 1987) ( Fig_E1 (B), Fig_E4 (A), (B)). Ademas existen moléculas de agua
coordinadas por los atomos de las bases, que estabilizan la torsion. En la cara externa de la
curvatura, es decir, en la parte del surco menor que interacciona con HMGbox, los atomos
de oxigeno del esqueleto fosfato son estabilizados mediante contactos polares y cargas
positivas de los residuos que conforman las tres hélices-a.
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Fig_E4. Caracteristicas de LSP22 en el complejo TFAM-LSP22, que presenta una forma de U, con las regiones 1
y 2 en naranja y verde, que simbolizan las zonas de contacto con los dominios HMG1 y HMG2, respectivamente.
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(A) Representacion en pastilla de los pares de bases que conforman el ADN LSP22, donde los puntos de
intercalacion son indicados con una flecha. (B) Representacion grafica de los parametros roll y twist.

4, Contactos TFAM con ADN
4.1. Dominios HMGbox y su interaccion con la region 1y 2

Como se ha detallado anteriormente los dominios HMGbox de TFAM interaccionan con las
bases del ADN. En HMG1, Leu58 de la hélicel se intercala entre A3 y C4 de la cadena C (rica
en citosinas) dificultando su stacking y contribuyendo fuertemente al incremento de roll
en este paso. Esta distorsion se encuentra estabilizada por un residuo cercano altamente
conservado, Tyr57 de la hélice 1, que parcialmente se intercala entre las bases T2o y Gi9 de
la cadena D, y realiza contactos del tipo puente de hidrégeno con Gio. La hélice 2 de HMG1
también contribuye a la distorsiéon del ADN, mediante la intercalacién parcial de Thr77,
Thr78 e lle81 (Fig_E5 (A)).

Por lo que se refiere a HMG2, éste presenta un patrén de interaccién diferente con la
region2. En la posicién equivalente a HMG1-Leu58, un residuo polar, Asn163, no se
intercala pero realiza puente de hidrégeno con T¢ y T de la cadena D. La cadena lateral del
residuo precedente, Tyr162, altamente conservado e incluido en el core hidrofébico de
HMG2, muestra una orientaciéon que permite formar puente de hidrégeno con Ais de la
cadena rica en citosina (cadena C), similar al residuo topolégicamente equivalente en
HMG1, Tyr57. La mayor distorsiéon dentro de la regién 2 estd provocada por un residuo
hidrofébico de la hélice 2 de HMG2, Leul82, que se intercala entre Ci5-Gg y A16-T7. A
diferencia de su homologo topoldgicamente en HMG1, IleB1, que soélo intercala
parcialmente. La intercalacién de Leu182 se encuentra compensada por Vall66, situada
en la hélice 1 de HMG2, que semi-intercala entre T7 y Gg de la cadena D. Ademas existen
diversos residuos que estabilizan esta distorsion de la region2, situados en el loop
formado entre hélice 1 y hélice2 descrito como y-turn (Ser177-Glu180) (Fig_E5 (B)).

4.2, Linker y su interaccion con el ADN

En la estructura, el linker se encuentra contactando HMG1 y HMG2, y compensando la
repulsion del esqueleto fosfato del ADN, que se encuentra cercano debido a la torsién
provocada por la unién de HMGbox al ADN. En particular, un grupo de residuos positivos
situados en el extremo C-terminal del Linker que realizan tres tipos de contacto con el
ADN (Fig_E4(C)). Dos de estos contactos son realizados por los residuos altamente
conservados Arg140 y Lys146. Arg140 contacta con el surco mayor de la regién 1, y Lys
146 realiza el mismo contacto con el surco mayor de la regién 2. Estos residuos realizan
contactos con los fosfatos del ADN mediante sus cadenas laterales cargadas positivamente,
permitiendo estabilizar la curvatura inducida por HMGbox en la otra cara del ADN.

El tercer contacto realizado por el linker es con el surco menor del ADN situado entre la
region 1 y la region 2 (regiones de contacto de HMGbox), que comprende las bases desde
A6 a G13 (cadena D) y desde Ag a C11 (cadena C). Lys139, Lys147 y otros residuos cercanos
conservados realizan contactos de tipo electrostatico, que permiten estabilizar la
curvatura en forma de U, sin realizar ningdn reconocimiento especifico de secuencia. Es
decir, el linker yace en el surco menor y estabiliza los dos puntos de curvatura. Mediante
su paso perpendicular a través del ADN, estabiliza los contactos de los dos dominios
HMGbox al otro lado del ADN y, por lo tanto, contribuye a facilitar la curvatura en forma de
146



U. En cambio en la estructura de la proteina bidominio artificial SRY.B, el pequefio linker
basico permanece estirado a lo largo del surco menor estabilizando la estructura global,
pero no realiza ningdn contacto que ayude a la estabilizacién del doblamiento, que es de
101° (Stott, Tang et al. 2006).
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MG1 - DNA Region 1
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b HMG2-DNA Region 2
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S Melf48 His137
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‘ Lys13%

Fig_E4: Representacion de la interacciones presentes en HMG1 (a), HMG2 (b) y linker (c) con el ADN, siguiendo
la pauta de colores original. En el panel de la izquierda se muestra con detalle las interacciones de los residuos
proteicos con la secuencia del ADN, los puentes de hidrégenos o enlaces salinos se muestran con un
interlineado negro. El panel central muestra los mismos residuos del anterior panel en la superficie de
potencial electrostatico. Finalmente en el panel de la derecha se muestra la conservacion de TFAM con los
residuos de interaccién con ADN enumerados.
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4.3. Cola C-terminal y su interaccién con el ADN

La cola C-terminal ha sido descrita como necesaria para el reconocimiento especifico del
ADN (Dairaghi, Shadel et al. 1995; Gangelhoff, Mungalachetty et al. 2009) y para su
interaccion con el factor de transcripciéon B2 para formar el complejo de iniciacién de la
transcripcién (McCulloch and Shadel 2003). En mamiferos, la cola C-terminal esta
conservada hasta el residuo Lys236 (Fig_E4). Esta cola se encuentra empaquetada de
forma antiparalela hacia la hélice3 de HMG2 hasta el residuo Ile235, que se encuentra
realizando un contacto tipo hidrofébico con el residuo Glu219 de la Hélice 3 de HMG2
(Fig_E5). En concreto cabe destacar 4 residuos de la cola C-terminal, Leu230, Leu231,
Arg232, 1le2325, que realizan contactos de tipo van der Waals con residuos del linker, con
la hélice 3 de HMG2 o con ella misma:

o Leu230: linker (Leul52, Leu149), hélice 3 (Met222)
o Leu231: hélice 3 (Met222, lle223, Glu219)

o Arg232: cola C-terminal (Thr234, leu230)

o [le235: hélice3 (Glu219)

Ademas, existen interacciones de tipo elestroctatico entre Arg232 con Glu219 (localizado
en hélice 3), Asp229 con Arg227 (localizado en cola C-terminal) y Arg227 con Glu148
(localizado en linker).

Por lo que se refiere a lo contactos que realiza la cola C-terminal con el ADN, tan solo
existen 3 contactos con el esqueleto fosfato del ADN, por parte de los residuos Arg232
(con A21 de la cadena C), Arg233 (con C22 de la cadena C), y Thr234 (con C22 de la
cadena C) (Fig_E5). Por lo tanto, en la estructura TFAM-LSP22 parece que la cola C-
terminal no realiza un reconocimiento especifico de secuencia del ADN, ya que no existe
interaccion con las bases del ADN. Aunque el ultimo residuo trazado es Lys237, que se
encuentra expuesto al solvente, los dltimos nueve residuos no presentes en la estructura
no parecen dar lugar a una zona especialmente cargada positivamente (Q23sRKYGAEEC:46).

Glu148

minal
tail

Fig_E5. Representacion de la Cola C-terminal (en gris) empaquetada de forma antiparalela contra la hélice 3 de
HMG2 (en verde) y que realiza ciertos contactos con el linker (en amarillo). Los residuos que forman parte del
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nucleo hidrofébico o implicados en interacciones con el ADN se muestran en forma de barras. Los oxigenos se
muestran en rojo y los nitrégenos en azul; los puentes de hidrégeno o enlaces iénicos se muestran con
interlineado. La posicion de tltimo residuo trazado, Lys237, finaliza la representacion.

5. El motivo simétrico AAC de LSP

Como se ha explicado anteriormente, HMG1 y HMG2 intercalan residuos de diferentes
hélice en el ADN: HMG1 intercala Leu58 de la hélicel entre los pares de base A3'C4AsGes de
la secuencia, mientras que HMG2 utiliza el residuo Leu182, de la hélice2, para intercalarse
entre los pares de base C14Ci5’A16A17 (el acento’ indica el paso intercalado). Por lo tanto,
cada leucina provoca la disrupciéon del stacking en diferentes pasos de su respectiva
regién. La superimposicion de los dos HMGbox (representado
esquematicamente Fig E6) muestra una coincidencia espacial de los aminoacidos que
contactan el ADN (por ejemplo, Tyr57 estructuralmente se alinea con Tyr162). Sin
embargo, existe un desplazamiento para los residuos que se intercalan, Leu58 y Leu182, y
los pares de bases intercalados. Si se realiza un alineamiento en base a los residuos que se
intercalan, entonces observamos que la secuencia A;A3’Cs se alinea con Cis’AieA17. Si
invertimos esta ultima secuencia, encontramos que la secuencia Ai7A16'Cis encaja
perfectamente con A;A3’Cs. Por lo tanto, es posible definir un motivo invertido, AA’C-10pb-
C’AA, que sigue una simetria similar a la simetria binaria HMGbox.

dominios

Region 1 Region 2 Region 1 Region 2
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Fig_E6. Alineamiento de las regiones 1 y 2, que presentan los parametros de roll y twist alterados. En azul se
muestra la secuencia de ADN (azul fuerte, cadena C; azul cielo, cadena D). En rosa se muestran los residuos que
se intercalan en el ADN, mientras que los contactos de los residuos de cada HMGbox con el ADN siguen el
codigo de colores aplicado a las HMGbox. El alineamiento de la izquierda estd hecho en base a los residuos
equivalentes estructuralmente, mientras que el derecho es en base a los residuos que se intercalan y permiten
diferencia la presencia del motivo AAC.
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F. RESULTADOS: ANALISIS DE LA FLEXIBILIDAD INTRINSECA DE
LSP22

El mecanismo por el cual una proteina o droga puede reconocer una secuencia de ADN
lleva afios siendo estudiado a través de las estructuras de ADN disponibles y las
estructuras de ADN en complejo con proteinas. El primero en ofrecer una explicacion a
este proceso fue el grupo de Rich (Seeman, Rosenberg et al. 1976), quienes postularon que
la dependencia de secuencia podia venir mediado por el reconocimiento del patron de
puentes de hidrogeno entre las cadenas laterales de la proteina a los largo de los pisos que
conforman el surco menor y mayor. Posteriormente, Travers, et al descubrieron
mediante el estudio de nucleosoma que existe la tendencia de algunas secuencias de ADN
a formar estructuras céncavas, mientras que otras frecuentemente forman estructuras
convexas (Travers and Drew 1997). Mas tarde Dickerson & Drew (Dickerson and Drew
1981) realizaron el primer andlisis de una estructura cristalografica de ADN y la
dependencia entre posibles deformaciones de la hélice y su secuencia. En particular, los
pasos que implica pirimidina-purina (C-G,T-A) tienden a presentar un roll positivo, es
decir, a doblarse hacia el surco mayor a través del eje largo o long axis. Mientras que los
pasos purina-pirimidina (C-G, A-T) muestran una tendencia hacia un roll negativo
comprometiendo el surco menor. A partir de ese momento surgi6 el concepto de la
tendencia local a una deformacién en funcién de la secuencia de ADN, es decir, la
flexibilidad intrinseca del ADN dependiente de su secuencia. Por ello en este apartado, se
quiso examinar las caracteristicas fisico-quimas de los pares de bases que conforman la
secuencia de union de LSP para TFAM.

La conformacién de un nucleétido depende de siete angulos de torsion (Fig_F1(a)), estos
angulos de torsién se encuentra definidos por angulos entre la base nitrogenada y el
azucar (x), entre el Os y el grupo fosfato del nucleétido anterior (a), entre Oz y el grupo
fosfato posterior (),... La dependencia entre estructura del ADN y la secuencia del ADN
puede ser explicada facilmente a partir del analisis a nivel del par de base (base-pair
level), donde es posible definir 6 pardmetros: shift, tilt, slide, roll, rise y twist (Fig_F1 (b)).
Los parametro de roll, twist y slide juegan un papel importante en la forma final de la
estructura de ADN, dando lugar a hebras de ADN mads largas o cortas, o con curvaturas
iniciales en determinados puntos. Mediante el estudio de estructura cristalografica ya
resueltas se ha podido constatar que roll, twist y slide exhiben una sutil dependencia con la
secuencia de ADN, por ejemplo, el par de base CA:GT es intrinsecamente menos rigido que
AC-TG, permitiendo adquirir deformaciones que afectan a la supra estructura helicoidal
final.

150



(a) Angulos de torsion en (b) Angulos entre steps
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Fig F1. Angulos que definen la estructura local del ADN. (a) 4ngulos de torsién en la unidad nucleotidica. (b)
Angulos que definen los steps del ADN (c) Ejemplo de como los parametros de roll, twist y slide afectan la
estructura local del ADN.

En colaboracién con Federica Battistini del grupo de Modesto Orozco en Intitut de Recerca
Biomeédica (IRB), se realiz6 el estudio de la secuencia de 29 pb definida mediante ensayo
de footprinting in organello por Shadel; et al. En concreto se realiz6 el andlisis a nivel de
par de base de los valores de: shift, tilt, slide, roll, rise y twist, mediante la base de datos
presente en este grupo (Fig_F2, 3). Mediante el andlisis de los valores para estos
parametros es posible diferenciar que existen diversos minimos energéticos en la
secuencia usada para la cristalizacién (sombreada en gris) que coinciden para todos los
parametros analizados. Cabe destacar que las regiones con minimos energéticos son
regiones menos rigidas, con tendencia a presentar deformaciones en su estructura, como
apertura de las bases relacionado con una pre-curvatura intrinseca del ADN. Si intentamos
relacionar estos minimos energéticos con los motivos AAC de contacto con HMG1 (en
naranja) y con HMG2 (en verde). En el caso de la intercalacién de Leu182 en el motivo AAC
invertido (5’-CAA-3’), el punto de intercalaciéon coincide exactamente con el minimo
energético, por lo que la intercalaciéon de Leul82 se veria favorecida por la forma inicial
del ADN. Para el caso de interaccién de HMG1 con el ADN, el punto de intercalaciéon por
parte de Leu58 no coincide exactamente con el minimo energético. Pero es posible que
exista una pre-curvatura inicial del ADN, sugerida por el minimo energético previo, que
facilite la interaccién de los residuos de HMG1 con el ADN y ello promueva la intercalaciéon
final de Leu58. Por lo tanto, cabe destacar que aunque existe este motivo AA’C-10bp-C’'AA
con similitud en el patrén de intercalacion de los residuos de TFAM, la secuencia de ADN
presenta caracteristica fisico-quimicas diferentes entre el primer motivo AAC y el segundo
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motivo invertido CAA. Pese a ello, la curvatura final inducida por los dos dominios en el
ADN es similar.
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Fig_F2. Parametros de shift, slide, rise y tilt para la secuencia LSP de 29 pb. El anélisis se realiza paca cada par
de bases secuencial. La secuencia sombreada en gris, hace referencia a la regiéon de ADN con la que se cristaliz6
TFAM, LSP22. Las regiones en naranja y verde indican el motivo AAC, en naranja para la regién de contacto de
HMG1 y en verde para la regiéon de contacto de HMG2. Con flechas en la parte superior se indica el sitio de
intercalacion de Leu58 para HMG1, y Leu182 para HMG2.
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Fig F3. Parametro de roll, twist y valor global energético (variation fce) para la secuencia LSP de 29pb. El
analisis se realiza paca cada par de bases secuencial. La secuencia sombreada en gris, hace referencia a la
region de ADN con la que se cristalizé TFAM, LSP22. Las regiones en naranja y verde indican el motivo AAC, en
naranja para la region de contacto de HMG1 y en verde para la regiéon de contacto de HMG2. Con flechas en la
parte superior se indica el sitio de intercalaciéon de Leu58 para HMG1, y Leu182 para HMG2.
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G. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y BIOFIiSICAS DE LOS
DOMINIOS HMGbox

En este apartado de resultados se mostrara la caracterizacién bioquimica y estructural de
los dominios HMGbox presentes en TFAM.

1. Analisis estructural dominios HMGbox de TFAM
Al superponer los dos dominios HMGbox de TFAM es posible observar que ambos
presentan el mismo plegamiento en forma de L (r.ms.d. 0.954), pero no son idénticos. Las
tres hélices involucradas en el plegamiento en forma de L presentan diferente dngulo
entre los ejes helicoidales, dando lugar a una forma mas estrecha y elongada para HMG2
comparado con HMG1.

Resulta interesante observar que la hélicel de HMG2 es una vuelta mas corta que HMG1,
caracteristica que se mantiene después de la unién al ADN, y que diferencia este dominio
de otros dominios HMGbox (Fig_G1). Esta hélice 1 mas corta en HMG2 se mantiene a lo
largo de todas la secuencias de TFAM de metazoos. A pesar de esa diferencia estructural
entre HMG1 y HMG2, ambas intercalan residuos no polares en el ADN.

También es importante destacar la presencia de los residuos intercalantes del ADN (Leu58
y Leu182) se encuentran situados en diferentes hélices en sus correspondientes dominios,
ya que en el caso de Leu58 se encuentra localizada en Hélicel y para Leu182 en Hélice2.
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Fig_G1. Superimposicién estructural de los dominios HMGbox para TFAM. (A) Representacidn estructural de
los dominios HMGbox en complejo con ADN, donde en naranja se muestra HMG1 y en verde HMG2, con las
diferentes hélices indicadas y las leucinas intercalantes representadas en forma de barras.

2. Analisis de union a ADN de los dominios HMGbox de TFAM
2.1. Diferente patron de reconocimiento
Estudios realizados a lo largo de 40afios han mostrado que los dominios de unién al ADN
(Vds., DNA Binding Domains) reconocen el ADN en una gran variedad de formas. Algunos
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DBDs como los represores bacterianos, se encuentra perfectamente plegados antes de unir
a los sitios de reconocimiento, exhibiendo asi una unién especifica de secuencia con una
gran afinidad y tiempos de residencia largo, mostrando un mecanismo conocido como
cerradura-llave (lock-and-key mechanism). En eucariotas la situaciéon es un poco mas
compleja, frecuentemente existen una relajacién en el reconocimiento de secuencia
especifica para poder ofrecer una mayor grado de adaptabilidad conformacional.

Aunque los dominios HMGbox muestran una similitud funcional (actuando como factores
de transcripcién, proteinas arquitecturales, etc.), la selectividad por la secuencia de ADN
es la principal diferencia. Mientras que los dominios HMGbox de unién especifica de
secuencia (HMGbox SS) contiene solo un sitio de intercalacion y diversos contactos con las
bases, los dominios HMGbox de unién inespecifica (HMGbox NSS) contiene dos puntos de
intercalacién. Ademas HMGbox SS son mas inestables en solucién en su forma no unida al
ADN (Dragan, Read et al. 2004).

Las estructuras de dominios HMGbox libres no muestran un dnico estado de transicidn,
sino que existen de tres a dos subdominios involucrados en el plegamiento, por ejemplo,
para el caso de HMGbox SS son mas inestables. Sin embargo la interaccién con ADN
estabiliza estos subdominios y da lugar a un tnico complejo cooperativo. En el caso de
HMGbox SS que en su forma no unida son extremadamente flexibles, al formar complejo
muestran una interfaz bien plegada que realiza contactos van der Waals entre residuos
apolares, que determinan la unién especifica de secuencia. En cambio en el caso de
HMGbox NSS, éstos son mas estables en solucién en su forma no unida, es decir, mas
rigidos, y la mayor fuerza de unién al ADN proviene de interacciones de tipo electrostatico
que son independientes de la secuencia de ADN. Las interacciones de tipo no electrostatico
en HMGbox SS y las de tipo electrostatico de HMGbox NSS son las que dirigen la curvatura
del ADN mediante la intercalacion de residuos (o cufias) de sus dominios globulares entre
las bases del ADN (proceso termodinamicamente poco favorable). Para ambos tipos de
HMGbox, las curvaturas son inducidas mas adelante mediante neutralizacion asimétrica de
los grupos fosfatos por parte de las extensiones basicas (Dragan, Read et al. 2004).

De entrada TFAM es una proteina interesante en cuanto a su clasificacién dentro de la
familia de proteinas HMGB, ya que pese a presentar dos dominios HMGbox caracteristica
asociada a los dominios HMGbox NSS, su actividad se encuentra asociada a unién
especifica de secuencia (por ejemplo en LSP) e inespecifica de secuencia. Este patron de
reconocimiento de HMGbox puede establecerse segin el nimero y posiciéon de los
residuos de los dominios HMGbox que se intercalan en el ADN (importantes para
estabilizar el grado de curvatura del ADN). Como se ha comentado anteriormente, los
dominios HMGbox contienen un residuo no-polar en la Hélicel que se intercala en el ADN
(llamado X en la Fig_G2). En el caso de los dominios HMGbox NSS presentan un segundo
residuo intercalador adicional localizado en la Hélice2 (llamado Y en la Fig G2), a
diferencia del HMGbox SS que en esta posicion muestran un residuo que forma puentes de
hidrégeno con las bases del ADN. Por lo tanto, en el caso de HMGbox NSS las posiciones X e
Y son residuos hidrofébicos, mientras que para HMGbox SS, X es un residuo apolar que se
intercala entre las bases del ADN e Y es un residuo polar que forma puentes de hidrégeno
con las bases del ADN. Ademas, el sitio X, tanto para HMGbox SS como NSS, se encuentra
normalmente precedido de un residuo aromatico, como Phe o Tyr.

155



Mediante esta clasificaciéon es posible determinar que HMG1 de TFAM puede ser
catalogado como HMGbox de unidén especifica de secuencia (HMGbox SS), ya que en la
posicion X aparece un residuo no polar (Leu58) que se intercala entre las bases del ADN,
precedido por un residuo aromatico (Tyr57), mientras que en la posicién Y presenta un
residuo polar (Thr77) que forma un enlace tipo puente hidrégeno con el ADN (Fig_G2).

Sin embargo, para el caso de HMG2, el residuo en la posicion X es un residuo polar,
Asn163, que forma puentes de hidrégeno con el ADN, en lugar de intercalar el ADN.
Ademads en la posicién Y existe un residuo apolar, Pro178, que no se intercala entre el
ADN, aunque de Pro178 a Glu180 existe contactos con las bases del ADN que favorecen la
curvatura inducida por el residuo intercalante Leu182. Este residuo Leu182 no encaja con
ninguna clasificaciéon de residuos intercalantes en dominios HMGbox y parece ser unico
(Fig_G2), pero conservado entre los homoélogos de TFAM.

Ademas de presentar un patrén de reconocimiento diferente para el ADN, donde HMG1
encaja como HMGbox SS y HMG2 se encuentra en una situacion intermedia de
clasificacidn, cabe destacar la diferencia en afinidad de estos dos motivos para su unioén
con el ADN.
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Fig_G2. Alineamiento secuencial en base a la estructura de los dos dominios HMG1 y HMG?2. Las posiciones X e
Y indican los sitios habituales de intercalacién para HMGbox, mientras que los tridngulos rojos indican los
sitios reales de intercalacion para HMG1 y HMG2. En naranja y verde se muestran los residuos que contactan
con la bases, manteniendo el cédigo de colores (naranja para HMG1, verde para HMG2). Los marcos rojos
indican los residuos 100% conservados entre HMG1 y HMG2, mientras que los marcos negros indican residuos
moderadamente conservados.

2.2. Diferente afinidad por la secuencia LSP22

Mediante ensayos EMSA se pudo comprobar la diferente afinidad de los dominios HMGbox
de TFAM por la secuencia LSP22, utilizada para la cristalizacién (Fig_G3). Para el caso de
TFAM observamos una formacién del complejo total a 0.4 nmol TFAM:0.1 nmol ADN,
mientras que para el caso del dominio HMG1 (constructo D1) observamos una
desparaicidn casi total de ADN libre en ratio 0.6 nmol D1: 0.1 nmol ADN y en el caso del
dominio HMG2 mas la cola C-terminal (D2C), la formacién del complejo implica una mayor
cantidad de ADN.

Este pequeio ensayo sugerié que la afinidad del dominio HMG1 por ADN es mayor que
para HMG2, pero siempre inferior al de la proteina nativa TFAM. Otros grupos han
constatado esta diferencia de afinidad mediante ensayos de calorimetria (Malarkey,
Bestwick et al. ; Ngo, Kaiser et al.).
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Fig_G3. Ensayo EMSA para comparar la afinidad de TFAM, el constructo D1 y D2C frente a una concentracion
de ADN contante de 0.1 nmol. En la parte superior se indica los ratios de proteina (0.1, 0.2, 0.4 y 0.6 nmol). El
carril @, corresponde a ADN libre.

El diferente patréon de interaccion de los residuos para HMGbox y la diferencia en las
caracteristicas de la secuencia LSP contactada por cada dominio HMG de TFAM, permiten
potenciar la idea de que ambas HMGbox son diferentes en su unién a ADN.

3. Andlisis electrostatico de los dominios HMGbox

Cuando se analizan los puntos isoeléctricos tedricos de ambos dominios HMG1 (Ser56-
GIn120) y HMG2 (Alal61-Val225) es posible observar la gran diferencia existente,
resultando HMG1 extremadamente bascio (pl 9.87) y HMG2 moderadamente acido (pl
5.71). Esta caracteristica es del todo sorprendente, ya que se trata de dominios de unién a
ADN, por lo tanto, se esperaria que ambos (y no s6lo HMG1) sean ricos en residuos basicos
para favorecer la interaccion con el ADN, cargado negativamente. Esta diferencia de
potencial entre dominios se encuentra extendida en otros dominios HMGbos de dos o mas
dominios, como es el caso de UBF.

El calculo de la superficie electrostatica muestra como en la superficie de contacto con el
ADN (cara interna de la bota) de ambos dominios tienen un elevado contenido de carga
positiva o potencial positivo (en azul ver Fig_G4), en concreto, la regiéon que incluye la
Hélice 1 y Hélice 2. Mientras que la superficie electrostatica de la parte externa de la bota,
no expuesta al ADN, no muestra una concentracioén de cargas positivas tan alta. Sobretodo
en el caso de HMG2, donde se puede diferenciar que la Hélice 3 presenta una mayor carga
negativa o mayor potencial negativo (mostrado en color rojo, ver Fig_G4) en comparacién
con la Hélice 3 de HMG1. Quizas es esta diferencia de carga lo que provoca que HMG1
presente una mayor afinidad por el ADN que HMG2Z, que en lugar de presentar una
constante de afinidad del orden nanomolar es micromolar (Ngo, Kaiser et al.)
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A) HMG1 electrostatic surface with DNA

Fig_G4. Representacién del potencial electrostatico en una superficie de Connolly para ambos dominios
HMGbox de TFAM, en complejo con el LSP (en gris) en dos orientaciones relacionadas por 180° (azul positivo,
rojo negativo). A la derecha encontramos la orientacién donde es posible observar la parte del dominio que
contacta con el ADN, mientras que a la izquierda se puede diferenciar la parte externa de éste. (A) Superficie
electrostatica para HMG1, donde se diferencia las tres hélices en naranja. (B) Superficie electrostatica para
HMG2, donde se diferencia las tres hélices en verde.

4. Representacion en forma de rueda de hélices alpha
La representacion de la distribucién de los residuos para cada hélice de HMGbox en un
plano unico, mediante la representacién conocida como Helical Wheel projection generada
por Don Armstrong y Raphael Zidovetzki (Eisenberg, Weiss et al. 1982) (Fig_G5), permite
obtener mas informacién acerca de las diferencias estructurales entre hélices.

) Hélice 1
La comparacion entre Hélice 1 de HMG1 (Ser56-GIn71) y HMG2 (Alal164-Glu190)
muestra que la Hélice 1 de HMG1 es una vuelta mas corta (tal y como se ha comentado
anteriormente, 3 vueltas para HMG1 y 2 vueltas para HMG2). Ademas para el caso de
HMG2 contiene menos residuos con carga positiva que para HMG1, asi como la
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distribuciéon de cargas positivas es muy diferente. Cabe destacar la presencia del
residuo Leu58, responsable de la intercalacion en el motivo AA’C.

o Hélice 2
Para HMG1, la hélice 2 incluye del residuo Thr77 a Glu90, y para HMG2 es del residuo
Pro178 a Asn191, que incluye el residuo Leu182, responsable de la intercalacién en el
motivo AA’C. En este caso ambas hélices presenta el mismo nimero de vueltas, que
son 3. La carga global es similar (4 residuos positivos, 2 negativos) y su distribucion
mas conservada.

o Hélice 3

Para HMG1, la hélice 3 incluye del residuo Asp93 a GIn120, y para HMG2 va de Asp194
hasta Val225. La hélice 3 de HMG1 es un paso de vuelta mas corta, frente a las 7
vueltas de la hélice 3 de HMG2. Es posible observar que estas hélices presentan una
superficie hidrofébica en la regién izquierda de la hélice, conservada entre ambas y
que corresponde con la parte interior del brazo largo de la estructura en forma de L.
Por lo que se refiere a las cargas, la Hélice 3 de HMG2 presenta un mayor nimero de
cargas negativas (10 residuos cargados negativamente frente a 6 en HMG1) y similar
numeros de residuos cargados positivamente. La distribucién de estas cargas es
alrededor de la parte accesible al solvente.

Por lo tanto, esta representacién de las hélices permite visualizar de una forma rapida las
diferencias quimicas entre HMG1 y HMGZ2, que afectaran al patréon de reconocimiento del
ADN por parte de los dos dominios. La Hélice2 de HMG2 y HMG1 presenta una
distribucién de cargas similar, mientras que Hélicel difiere. Ademas en Hélicel de ambas
HMGbox, el nimero de residuos cargados positivamente frente a los acidicos difiere, en
HMG1 3:1 frente 1:2 en HMG2.

En el caso de la Hélice2, la superficie de contacto con el ADN cubre un mayor nimero de
residuos en el caso de HMG1. Cabe destacar la presencia de los residuos Trp88 y Trp189,
altamente conservados entre TFAM de metazoos, y que curiosamente presentan la misma
posicion en la proyeccion, sugiriendo la importancia de este residuo.

Finalmente en el caso de la Hélice 3, que constituye el brazo largo de HMGbox, presenta un
superficie hidrofébica (cara interna) conservada entre HMG1 y HMG2, pero una
distribucién de cargas muy diferente para ambos casos. En el caso de HMG2, esta hélice
muestra un mayor ndimero de cargas negativas, lo cual explica porque la superficie
electrostatica de la superficie externa (contacto con el solvente) en hélice 3 de HMG2 es
mas negativa que en HMG1.

Las diferencias en cuanto a la superficie electrostatica y la distribuciéon de cargas podria
explicar porqué HMG1 y HMG2 presentan una diferente afinidad por el ADN y un diferente
patrén de reconocimiento.
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Fig_G5. Representacion en forma de rueda para las hélices de HMGbox de TFAM. Los residuos hidrofilicos se
muestran como circunferencias y los hidrofébicos como rombos, los cargados negativamente como triangulos
y los positivos como pentagonos. El grado de hidrofobicidad se muestra de mas a menos con la intensidad del
color verde. Los residuos hidrofilicos se muestran en tono naranja, cuanto mas intenso mas hidrofilico es el
residuo. Finalmente, los residuos cargados negativamente se muestran en rojo claro y los positivamente en
azul. En el caso de la Hélice 3 se muestra la presencia de una superficie hidrofébica con un medio circulo gris
claro. El interlineado azul que cubre regiones en Hélicel y Hélice2, indica la zona de contacto con el ADN. Los
asteriscos grises muestran las bases que contactan con las bases, y los asteriscos rojo claro muestran los
residuos intercalantes, Leu58 y Leu182.
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5. Analisis estructural entre HMGbox y su nucleo hidrofébico
Cuando se alinean las secuencias de los dos dominios HMGbox de TFAM en funcién de su
estructura, es posible destacar un conjunto de residuos conservados (Fig_G2). Al analizar
la localizacion de estos residuos en la superimposicion de HMG1 e HMG2, la mayoria de
ellos no participan en la interaccién con el ADN, sin6 que participan en el mantenimiento
del ntcleo hidrofébico y la estructuracion del dominio HMGbox en forma de L (Fig_G6).

Dentro los residuos conservados cabe destacar aquellos que mantienen una orientacion
casi idéntica entre ambos dominios (HMG1/HMG?2):

o Extension N-terminal: Pro50/Pro155, Pro53/Pro158

o Hélicel: Tyr57/Tyr162

o Hélice2: Glu79/Glu180, Trp88/Trp189

o Loop Hélice2-Hélice3: Leu91/Leul92

. Hélice3: Asp93/Asp194, Lys96/197, Tyr99/Tyr200, Tyr110/Tyr211,

Glu113/Glu220, Glu119/220

Cuando se alinea las secuencias de HMG1 y HMG2 con las estructuras resueltas de HMGbox
SSy HMGbox NS es posible observar los siguientes residuos conservados. Para HMGbox SS
son (Pro53/Pro158), (Trp88/Trp189), (Leu91/192). Mientras que para HMGbox NSS son
(Pro50/Pro155), (Ser55/Ser160), (Trp88/Trp189), (Lys96/197) y (Tyr110/Tyr211) (ver
Fig_G6). Si miramos con detenimiento la superimposicién de la Fig.5, observamos que los
residuos conservados entre los diferentes dominios presentan una funcién estructural de
mantenimiento del plegamiento del dominio, donde se pueden localizar dos zonas
importantes. La primera zona corresponderia a los residuos localizados en la bisagra de
los dos brazos, que permiten mantener el angulo correcto entre los dos brazos. Cabe
destacar las parejar de residuos aromaticos (Trp88/Trp189) (Tyr99/Tyr200) y
(Leu91/Leul92) que permiten formar un nucleo ofreciendo un correcto angulo de
empaquetamiento. La segunda zona corresponderia a los residuos que estabilizan la
extension N-terminal con la Hélice3: (Pro50/Pro155), (Pro53/Pro158), (Tyr110/Tyr211)
(Glu113/Glu220).

Es interesante indicar que el conjunto (Trp88/Trp189) se encuentra 100% conservado
entre las proteinas TFAM de organismos multicelulares, asi como los residuos Pro155,
Tyr211.

Ademas cabe destacar la presencia de residuos aromaticos sitiuados en la regién céncava
o cerca de ella formada por los dos brazos de la L. Estos residuos presentan un papel
importante en la interaccion con el ADN. Por ejemplo, unos de los residuos que se
encuentra conservado entre HMG1 y HMG2 es: Tyr57/Tyr162, que forma un puente
hidrégeno con las bases del ADN en el surco menor del ADN. Este residuo se encuentra
100% conservado entre diferentes TFAM de organismos multicelulares, asi como a través
de HMGbox SS'y HMGbox NSS (Fig_G7).
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Fig_G6. Superimposicion de los dominios HMG1 (naranja) y HMG2 (verde), donde se encuentran indicados
mediante representaciéon en barras los residuos conservados entre los dos dominios. La representaciéon
superior muestra la cara interna de la L, que contacta con el ADN; mientras que en la representacién inferior se
muestra la orientacion externa de la L. Para cada representacion se indican la zonas ampliadas que implican el
core hidrofébico que mantiene la correcta orientacion entre las hélices de los dominios HMGbox.
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Fig_G7. Alineamento secuencial de los dominios HMG1 y HMG2 contra HMGbox SS con estructura resuelta
(SOX2, SOX17, SRY, LEF1) en (a), y contra HMGbox NSS con estructura resuelta (NHP6A, HMGD, HMGB1,
HMG1) en (b). Es interesante destacar que en ambos casos la pareja Trp88/189 se encuentra conservado tanto
en HMGbox NSS como HMGbox SS.

6. Comparativa estructural entre dominio HMG2 en su forma unida y no

unida
Previo a la resolucion de la estructura de TFAM en complejo con ADN, fue resuelta la
estructura cristalografica del dominio HMG2 (Leul52-Gln221) en su forma no unida al
ADN (HMG2-unbound) (Gangelhoff, Mungalachetty et al. 2009) con una resolucién 1.35 A
(cédigo de acceso al PDB 3FGH). HMG2 cristalizo en el grupo espacial C2221 con los
siguientes parametros de celdilla a= 30.28 A, b= 99.35 A, ¢= 51.90 A. La estructura final
incluye los aminoacidos de Gly153-Leu219, con residuos con conformaciones alternadas
Ty162, Leu182, Val185, Lys197, Tyr200, Met215 y Ser217, los aminoacidos de la posicion
172 a 176 fueron trazados como alanina debido a la pobre densidad electrénica.

Al superponer las dos estructuras, HMG2-LSP22 y HMG-unbound, es posible observar que
éstas son similares, mostrando un plegamiento similar (r.m.s.d. 2.37 A). Al comparar las
dos estructuras (Fig_G8) es posible observar que en el caso de la estructura para HMG2-
LSP22 parece mas compacta.

Los autores que resolvieron la estructura HMG2-unbound destacaban que dado que HMG2
en el alineamiento de secuencia con HMG1 presenta un gap en la zona N-terminal de la
Hélice2, region definida como zona de contacto con el ADN, y el hecho que en la posicién
del residuo tipico de intercalacién en HMGbox, caracterizado por ser un residuo apolar
que se intercala entre las bases del ADN, en HMG2 existe Asn163; todo ello inducia a
pensar a los autores que este dominio HMG2 era incapaz de intercalarse en el ADN y que
presentaba unas propiedades de uniéon al ADN muy diferente. La resolucién de la
estructura en su forma unida al ADN ha permitido dilucidar algunos aspectos previamente
descritos.

Por lo que se refiere a la extension de las hélices, cuando comparamos Hélicel y Hélice2 de
las dos estructuras de HMG2, éstas coinciden en sus dimensiones y ambas son mas cortas
que HMG1. Pese a que Gangelhoff identificaba este gap o diferencia en longitud en la
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Hélice2 de HMG1 y HMGZ2, la superposicion de los dominios HMG1, HMG2-LSP22 y HMG2-
unbound permite localizar este gap de cuatro aminoacidos (practicamente una vuelta de
hélice menos) en la Hélicel de HMG2, tanto en su forma unida como no unida al ADN.

Ademas, la estructura HMG2-LSP22 permite aclarar la capacidad de intercalar un residuo
apolar entre las bases del ADN por parte de este dominio. Leu182 en la Hélice2 intercala
entre Ci5-Gs y A16-T7. Cabe destacar que este residuo Leul82 presenta en la estructura
HMG2-unbound una doble conformacion, una de ellas seleccionada en el complejo con el
ADN para intercalar entre las bases del ADN (Fig_G8). Gangelhoff et al. sugeria que los
residuos Tyr162 y Tyr200, situados en el nucleo hidrofébico y con orientaciones
alternadas en HMG2-unbound, eran importantes en la interaccién con el ADN. En la
estructura HMG2-LSP22, Tyr162 presenta una uUnica conformacién que realiza un enlace
tipo puente hidrégeno con la A16 de la cadena C, de la misma manera que el residuo
toplégicamente equivalente en HMG1, Tyr57. Cabe destacar el residuo altamente
conservado Tyr200, que muestra doble conformacién en la estructura de HMGbox2-
unbound, mientras que en la estructura TFAM-LSP22, presenta una Unica orientacion
donde el anillo aromatico contribuye al nicleo hidrofébico de HMG2 y su grupo hidroxilo
permanece en la superficie sin realizar interaccién de ninguin tipo con el ADN, a diferencia
de lo que proponia Gangelhoff, et al. Ademas cabe destacar Tyr211 que presenta una doble
conformaciéon en HMG2-unbound, mientras que HMG2-LSP22 existe un desplazamiento de
la hélice3 hacia el ADN que permite la interaccidn con el fosfato de la base A21.

HMG2 [~—
unbound \

Fig_G8. Superimposicion de HMG2-LSP22 (en verde) con HMG2-unbound (en lila), donde es posible ver
aumentada Leul82 con la doble conformaciéon en HMG2-unbound y seleccionada la posicién de intercalaciéon
en HMG2-unbound.
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H. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS DOS ESTRUCTURAS
CRISTALOGRAFICAS EXISTENTES PARA TFAM-LSP

Al mismo tiempo que fue publicada la estructura de TFAM en complejo con LSP22, se
publico la estructura de TFAM en complejo con un ADN de 28 pb que contenia la secuencia
de LSP (LSP28) a una resolucién de 2.5 A (Ngo, Kaiser et al.). En este caso se trataba de un
grupo espacial diferente, C2224, y pardmetros de celdilla a= 68.44, b= 81.91, c= 161.25; «
=B =y=90°. Pese a ello, la visualizacién de la estructura muestra como TFAM coordina los
dos dominios HMGbox para imponer una curvatura en el ADN con forma de U, similar a
LSP22. En esta estructura, es posible constatar que las cuatro regiones de TFAM: dos
dominios HMGbox, linker, y cola C-terminal, realizan extensivos contactos con el ADN. Por
lo tanto, la organizacién de la proteina y el contacto global con el ADN es similar entre las
dos estructuras. A continuacion se realiza un analisis comparativo de ambas estructuras.

1. Superposicion global

La superposicién global de las dos estructuras muestra un r.m.s.d. de 1.44 A. Ambas
estructuras muestran dos dominios HMGbox con el tipico plegamiento en forma de L,
donde la cavidad concava interacciona con el surco menor del DNA provocando un
curvatura de aproximadamente 90°. Ello resulta en una curvatura total del ADN de unos
180°, definida como curvatura en forma de U (Fig_H1).

Entre los dos dominios HMGbox se encuentra el linker helicoidal, que permite la
reorganizacion de los dominios y ademas permite estabilizar la curvatura en forma de U,
debido a que neutraliza las cargas negativas del esqueleto de fosfato del ADN. Finalmente,
se encuentra la cola C-terminal que en ambos casos se encuentra en una forma
parcialmente extendida y ha sido posible trazar la cadena principal hasta el residuo
Lys237. Pese a que faltan los 9 residuos finales, la zona de la cola C-terminal definida no
presenta ningun tipo de interaccién con las bases del ADN. (Fig_H1)

De entrada es posible observar que los dos puntos intercalantes de HMGbox en el ADN,
son entre los mismos residuos de ADN y por parte del mismo tipo de aminoacido: Leu 58
para HMG1 y Leul82 para HMG2. Ello confirma el motivo de reconocimiento definido
anteriormente como AA’C (‘ indica el sitio de intercalacién). Aunque es posible observar
que la estructura TFAM-LSP28, muestra la proteina en una forma un tanto mas compacta
que para el caso de la estructura definida para TFAM-LSP22 y, por lo tanto, TFAM-LSP28
muestra distancias de interaccién proteina-ADN ligeramente mas cortas.

Cuando analizamos con detalle los desplazamientos estructurales existentes entre las dos
estructuras resueltas, es posible observar que las mayores diferencias suceden entre la
zona N-terminal del linker (residuo 119 a 128, ~2.5 &), a lo largo de la Hélice2 del HMG2
(residuo 180-1193, ~2 &), y entre la parte final de la Hélice3 de HMG2 y la parte inicial de
la cola C-terminal.
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Fig H1. (a) Superimposicion global de las dos estructura de TFAM. La version en color corresponde con la
estructura TFAM-LSP22, mientras que en gris encontramos TFAM-LSP28. El patrén de colores es naranja y
verde para las dos dominios HMGbox, amarillo para linker, negro para la cola Cterminal y azul para el ADN. (b)
Zoom de las zonas de intercalaciéon al ADN para HMG1 (Leu58) y HMG2 (Leul82), y la cola C-terminal (en
negro se indica la distancia entre His212 y Lys237 para TFAM-LSP22 y en gris para TFAM-LSP28).

1.1. Superposicion de los dominios HMGbox

Cuando superponemos los complejos fijando los dominios HMG2 (TFAM-LSP22: 153-225,
TFAM-LSP28: 111-183. Notese que la secuencia aminoacidica de la estructura TFAM-
LSP28 asigna como nudmero 1 el primer residuo N-terminal trazado, correspondiente a
Ser43) encontramos que las dos estructuras encajan con un r.m.s.d. de 0.588 A. Mientras
que cuando superpone en HMG1 (TFAM-LSP22: 43-120, TFAM-LSP28: 1-78), el r.m.s.d.
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entre las dos estructuras es 0.367 A. Por lo tanto, existe una mayor similitud entre el
dominio HMG1 de las dos estructuras, que no entre HMG2 (Fig_H2).

Cuando se alinean las estructuras fijando HMG1 (Fig H2 (a)) existe un ligero
desplazamiento de HMG2, sin afectar el patréon de intercalacion en el ADN.
Especificamente cabe destacar el caso de la Hélice2 de HMG2, que presenta un mayor
desplazamiento entre las dos estructuras (de 3.87 a 5.26 A). Es en esta hélice donde se
encuentra el residuo intercalante, Leu 182, que muestra un desplazamiento de 3.54 A
(Tabla_H1). Mientras que cuando se superponen los dominios HMGZ2 de ambas
estructuras, es posible observar un desplazamiento de la parte N-terminal del linker de ~6
A que prosigue en HMG1 (Fig.H2 (b)). El linker se encuentra desplazado
aproximadamente a partir del residuo 138 y en direccién al dominio HMG1. Este
desplazamiento llega a ser maximo a nivel del residuo Pro123, mostrando una distancia de
6.13 A. Por lo que se refiere al desplazamiento entre los dos dominios HMG2, es posible
observar otra vez que existe un conformacién mas compacta para HMG2-LSP28 y que este
dominio presenta un desplazamiento general mas agudo que en el caso anterior
(Tabla_H2).

La representacion de los dominios HMG1 superpuestos muestran estructuras casi
idénticas, aunque es posible destacar una gran diferencia en cuanto a la conformacion del
residuo Leu58, donde el residuo Leu se encuentra en una orientaciéon diferente en ambos
casos. Pese a esta diferencia en la conformacion, ello no afecta la intercalacién en el ADN ni
al patrén de reconocimiento.

Residuo Desplazamiento en A
HMG2_Hélice 1 (inicio) Alal61 2.13
HMG2_Hélice 1 (final) Glu1l72 4.41
HMG2_Hélice 2 (inicio) Pro178 3.87
HMG2_Hélice 2 Leu182 3.54
HMG2_Hélice 2 (final) Asn191 5.26
HMG2_Hélice 3 (inicio) Asp194 4.60
HMG2_Hélice 3 (final) Val225 1.88

Tabla_H1. Valores de desplazamiento para HMG2 debido a la superposicién de HMG1-LSP22 vs HMG1-LSP28.

Residuo Desplazamiento en A
HMG1_Hélice 1 (inicio) Ser56 0.93
HMG1_Hélice 1 Leu58 1.15
HMG1_Hélice 1 (final) GIn71 4.25
HMG1_Hélice 2 (inicio) Thr77 2.55
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HMG1_Hélice 2 (final) Glu90 3.04

HMG1_Hélice 3 (inicio) Asp93 2.53
HMG1_Hélice 2 (final) GIn120 4.99
Linker Pro123 6.13

Tabla_H2. Valores de desplazamiento para HMG1 debido a la superposicién de HMG2-LSP22 vs HMG2-LSP28.

Fig_H2. Superimposicién de TFAM-LSP22 y TFAM-LSP28 para cada dominio HMGbox, (a) fijando HMG1 y (b)
para HMG2. Se indican las distancias o desplazamientos maximos.

La superimposicion local de HMG1 y HMG2 (Fig_H3) refleja que los dos dominios HMG1
son casi idénticos, mientras que en el caso de HMG2 existe una menor similitud entre las
dos estructuras, presentando tres zonas de menor encaje. Una de ellas se encuentra en el
loop situado entre Hélicel y Hélice2 (Glu172-Asp176, se desplaza de ~0.6 a 0.96 A); la
otra regiéon se trata del loop situado entre Hélice2 y Hélice 3 (Ser193-Glu198, con
desplazamientos de ~1.6 a 1.0 A), que afecta el talén de la L. Finalmente, es posible
observar que la hélice3 en su conjunto presenta una cierta disparidad entre las dos
estructuras, a diferencia de lo que se puede observar en hélice 3 de HMG1.
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Fig H3. Superposicion de los dominios HMGbox por separado. A la izquierda, superposicién HMG1, en naranja
para TFAM-LSP22 y gris para TFAM-LSP28, con el residuo Leu58 mostrado en forma de barra. A la derecha,
Superposicion HMG2, en verde para TFAM-LSP22 y gris para TFAM-LSP28, con el residuo Leu182 mostrado en
forma de stick y las zonas con mayor desplazamiento sombreadas en gris.

1.2. Organizacion de la cola C-terminal

Ambas estructuras carecen de los ultimos nueve aminoacidos de la cola C-terminal,
posiblemente debido a la flexibilidad intrinseca de esta cola C-terminal. Pese a ello se
mantiene un empaquetamiento similar, con el mismo nucleo hidrofébico entre la cola C-
terminal extendida y la hélice 3 de HMG2, descrito anteriormente (Resultados E.4.3). Cabe
destacar que en el caso de la estructura TFAM-LSP28 existe un empaquetamiento mas
estrecho entre la cola C-terminal y la hélice 3, ya que si calculamos la distancia Ca-Ca entre
Lys237 y His212 es menor para TFAM-LSP28 (7.62 A TFAM-LSP28 frente 9.18 A TFAM-
LSP22) (Fig_H4).

Fig_ H4. Representacion de la cola C-terminal para ambas estructuras, donde en negro encontramos la cola C-
terminal para TFAM-LSP22 y en gris para TFAM-LSP28.
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2. Analisis estructural del ADN LSP28 y LSP22

Pese a que en ambos cristales los ADN tienen diferentes longitudes (22pb y 28pb), ambos
contenian la regién de unién para TFAM en LSP que se habia caracterizado anteriormente
mediante ensayos footprinting. Ademas, tal y como se ha comentado, la intercalacién de
residuos por parte de los dominios HMGbox sigue el mismo patrén de reconocimiento y
sucede exactamente en los mismos puntos.

El analisis estructural global del ADN para ambas estructuras es parecido (r.m.s.d. 1.15 A),
con una curvatura en forma de U, aunque es posible observar que las dos estructuras de
ADN no son idénticas, sobre todo en la regién donde interacciona HMG2 (Cis-Az1).
Concretamente en la zona situada entre Ci4- A17, existe un desplazamiento del esqueleto
fosfato del ADN entre las dos estructuras (Fig_ H5A).

La conformacién de las dos zonas de ADN que interaccionan con los dominios HMGox
presentan una desviacion substancial de B-ADN canénico. En ambos sitios de intercalacion
existe un ensanchamiento del surco menor, por lo que existe un desenrollamiento local del
ADN, aunque globalmente el ADN no esta desenrollado.

El perfil para el angulo de roll y twist son similares para ambas estructuras. En ambos
casos es posible encontrar dos lugares de cambios pronunciados en los niveles de twist o
roll de los pares de bases, ello es indicativo de los sitios donde existe la intercalacion. Para
el parametro roll es posible localizar dos puntos con un incremento pronunciado, mientras
que en el caso del valor twist existe una disminuciéon importante en el par de bases
consecutivo al lugar de intercalaciéon. Aunque para TFAM-LSP22 los valores presentan un
mayor contraste o salto en los puntos de intercalaciéon. (Fig_H5B)

(B ) B TFAM-DNAZ22 TFAM-DNA28

.
&

BR8&R S

o o 2@

Fig_H5. Comparacion estructural del ADN definido en TFAM-LSP28 y TFAM-LSP22. (A) Representacidon tipo
cartoon del ADN de 22pb (en azul) y el de 28pb (en blanco), donde es posible diferenciar los puntos de
intercalacién que provoca la curvatura en forma de U del ADN. (B) Representacion de los perfiles para los
valores de roll y twist entre las diferentes base. En naranja y verde se encuentran representadas las regiones
del ADN que entran en contacto con HMG1 (naranja) y HMG2 (verde). Con flechas se muestran los lugares de
intercalacion para las leucinas.
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3. Contactos TFAM-ADN en TFAM-LSP22 y TFAM-LSP28

La estructura de TFAM-LSP28 pese a contener un nimero mayor de pb (28pb) concuerda
con los andlisis footprinting con DNAasa y los experimentos de interferencia por
metilacién, donde el monémero de TFAM realiza los diferentes contactos a lo largo de la
secuencia definida de 23pb (al igual del caso de la estructura TFAM-LSP22). Cada uno de
los dominios HMGbox une a los sitios de contacto definidos como sitios predichos de
contacto para HMGbox (Ngo, Kaiser et al.), al igual que sucedia en el caso de la estructura
de TFAM con la secuencia de 22pb.

En el complejo TFAM-LSP muchos de los contactos de las cadenas laterales con el ADN no
son especificos de secuencia, sino que ocurren en el esqueleto fosfato-azicar del ADN. Sin
embargo, existen un pequefio nimero de contactos con las bases a las que la proteina
accede tras abrir en el surco menor. Comparando los contactos presentes entre TFAM y
ADN de ambas estructuras, es posible observar que el patrén de interaccion con el ADN es
practicamente idéntico con algunos residuos que difieren en cuanto a tipo de contacto.
(Fig_He6)

Mientras que Ngo, et al. definid Leu 58 y su papel intercalante con la base A3 (de la cadena
rica en Citosinas), no identificaron la intercalaciéon de ningin residuo para HMGbox2. Los
autores concluyen que al encontrarse Asn163 en la posicion del residuo Leu58 en HMG1,
residuo polar en lugar de no-polar, HMG2 no realiza el mismo tipo de intercalacién que
HMG1. En el caso de Asn163 sdlo existe un ligero contacto con Te (cadena rica en G), a
diferencia de lo que sucedia para Leu58. Ademas, sefialaban la presencia de Pro178, en la
segunda posicidn tipica de intercalacién en HMGbox de unidn inespecifica. Esta Pro178 se
encuentra insertada en el surco menor y contacta con la G9 (de la cadena rica en G) y esta
desplazada mas de 2 A para realizar el contacto con la base en comparacién con la
estructura de HMG2 en su forma no unida al ADN.

Ademas analizando las estructuras parece que HMG1 de TFAM-LSP28 realiza contactos
con distancias inferiores, mientras que para HMG2 la distancia de las interacciones es mas
similar. Por lo que se refiere a linker y la cola C-terminal, éstos realizan contactos con el
esqueleto fosfato de ADN con el mismo tipo de residuos, que pasamos a describir en el
siguiente apratado.
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Fig H6: Esquema con los contacto que realiza TFAM con el ADN de LSP, tanto para TFAM-LSP28 como TFAM-
LSP22. En azul se muestra la secuencia de ADN de 22pb usada en ambos casos, mientras que en gris se
muestran las bases extra usadas por Ngo, et al. Para HMG1 y HMG2 se muestran los contactos especificos con
las bases, mientras que para Linker y la cola C-terminal se muestran los contactos existentes, que se refieren a
contacto con el esqueleto fosfato en su mayoria. Con asteriscos se muestran los residuos que presentan
diferente tipo de interaccion entre TFAM-LSP22 y TFAM-LSP28, en gris se muestran los residuos para TFAM-
LSP28 que presentan diferente tipo de interaccion. El simbolo + y en gris, indica aquellos residuos que para
TFAM-LSP28 muestran, ademas de la interaccion existente en TFAM-LSP22, otro tipo de contacto con el ADN.

3.1. Contactos HMG1 con ADN

Cuando se comparan los contactos en HMG1 es posible observar que en TFAM-LSP28
existe una menor distancia, aunque los contactos en cuanto a reconocimiento de bases se
mantienen y presentan el mismo patrén de reconocimiento. Los contactos permitian
definir la region de ADN entre las bases (T1-G6)(T22-C17) como zona de contacto con
HMG1, regién que concuerda con la definida anteriormente para la estructura de TFAM-
LSP22. Es esta region de ADN es posible destacar los residuos Leu58, Tyr57, Ser61, Thr77
y Thr78 como los principales residuos que interaccionan con las bases del ADN.

Es curioso observar que Leu58 en TFAM-28pb se encuentra intercalada entre las bases As-
C4 (de la cadena rica en citosinas), y presenta una conformacion diferente entre las dos
estructuras. En el caso de Leu58 en TFAM-LSP22, la distancia entre CD1Leu58-N1/C4 es de
3.4 A, mientras que para Leu58 en TFAM-LSP22 la distancia es de 3 A para
CD2Leu58_N3/A;. Ademas Thr78, que en la estructura TFAM-LSP22 se encuentra
formando interaccidon de tipo van der Waals con Ci7, para TFAM-LSP28 se encuentra
interaccionando con el esqueleto fosfato de Tig debido a que Thr78-TFAM-LSP28 queda
alejada de ADN (Fig_H7 y Fig_ H1).
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HMG1

Fig_H7: Superposicion del dominio HMG1 en complejo con el ADN, donde se observa la intercalacién parcial
del residuo Leu58.

Por lo que se refiere a los nucle6tidos extra usados por TFAM-LSP28, situados mas
adyacentes al sitio de inicio de transcripcion, tan solo existe interaccion con el esqueleto
azucar-fosfato y es por parte de dos residuos de HMG1: Tyr103 y Trpl107, que se
encuentran interaccionando con Azs.

3.2. Contactos HMG2 con ADN

Los contactos existentes en ambas estructuras permiten definir la regién de ADN entre las
bases (C14-A21)(Go-T2) como zona de contacto de ADN con HMG2, regiéon que concuerda
con la definida anteriormente para la estructura TFAM-LSP22. Por lo que se refiere a los
contactos proteina-ADN, en este caso parece ser la estructura TFAM-LSP22 la que se
encuentra mas cercana al ADN. Rubio, et al. definieron el residuo Leul82 como
intercalante y los siguientes residuos de contacto con las base del ADN: Tyr162, Val166,
Pro178 y GIn179. En cambio Ngo, et al. s6lo definié Pro178, Arg157 y GIn179 (Fig_H8).

Aunque HMG2 presenta un patrén de interacciéon similar entre las estructuras deTFAM-
LSP22 y TFAM-LS28, existen algunas diferencias en cuanto a residuos. Tyr162 no realiza
puentes de hidrégeno en TFAM-LSP28 y ademads interacciona con Ai7 (en lugar de Aig).
Leu182 se encuentra mas proximo a ADN en TFAM-LSP22 (3.54 vs 3.57). Ademas GIn179
en la estructura TFAM-LSP22 esta formando un puente hidrégeno con Ci4, mientras que en
TFAM-LSP22 se encuentra formado interaccion tipo van der Waals con Cis. Pese a estas
diferencias, cabe destacar la orientacién del residuo Leu 182, que en ambos casos se
encuentra intercalado totalmente entre las bases (Cis-A1¢, de la cadena rica en citosinas) y
(Gs-T7, de la cadena rica en guaninas).
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Fig H8: Superposicién del dominio HMG2 en complejo con el ADN, donde se observa la intercalacién total del
residuo Leu182.

3.3. Contactos linker con ADN

Los contactos entre linker y ADN son similares para ambas estructuras, destacandose el
papel de un grupo de residuos cargados positivamente situados en el extremo C-terminal
de linker. Estos residuos pueden ser clasificados en dos tipos. Mientras que Argl40
presenta el mismo patrdén de interacciones aunque con distancias més cortas (Arg140-Gis:
3.62 A para TFAM-LSP22, 3.12 A para TFAM-LSP28; Arg140-A;: 3.66 A para TFAM-LSP22,
2.79A para TFAM-LSP28). Para el caso del residuo Lys146 las distancias entre Lys146-Cy1
son similares, pero en el caso de TFAM-LSP28 existe un contacto extra con T; (de la
cadena rica en guaninas).

Ademas, es posible destacar los residuos Lys136 y Lys145 que se encuentran contactando
con el surco menor en las regiones de mayor curvatura, aunque estos contactos solo estan
presentes para la estructura TFAM-LSP22.

Finalmente existe otro pequeilo grupo de residuos Lys139, Met143, Th150 que
interaccionan con el surco menor del ADN de la regién rica en guaninas, con conformacién
similar a B-ADN canoénico.

3.4. Contactos cola C-terminal con ADN

Pese a que durante muchos afios se ha definido la cola C-terminal como elemento
imprescindible para el reconocimiento especifico de secuencia, mediante las estructuras
definidas para ambos ADNs (LSP22 y LSP28) no es posible identificar contactos con las
bases. Aunque si es posible destacar una serie de contactos el esqueleto fosfato del ADN a
nivel de las bases A1 y Cz2, de la cadena rica en citosinas. Los residuos que realizan estos
contactos son Arg232, Arg233 y Thr234 para ambos casos. Cabe destacar que en ambos
casos se ha podido trazar solo hasta el residuo Lys237, por lo que es posible que se pierda
informacién en cuanto a la existencia de otro tipo de contacto. Sin embargo, parece dificil
pensar que existe algin tipo de interaccion especifica con el ADN por parte de los nueve
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residuos no trazados, ya que la direccion de la cola C-terminal emerge en direccion
opuesta al ADN (Fig_H9).

Cola
C-terminal /7"

Fig_H9. Representacion de la cola C-terminal, en gris para TFAM-LSP28 y negro para TFAM-LSP22. Es posible
observar como el residuo Lys237 se encuentra orientado en sentido contrario al esqueleto del ADN.

4. Discusion final

Por lo tanto, la comparacion de las dos estructuras (TFAM-LSP22 y TFAM-LSP28) permite
ratificar la curvatura en forma de U con 180° que promueve la unién de TFAM al ADN.
Ademas se confirma el patrén de reconocimiento para HMGbox, mostrando los mismos
residuos de interaccidon con las bases de ADN y el motivo secuencial AA’C; asi como el
mismo tipo de contacto para linker y cola C-terminal. También se confirma que la cola C-
terminal no realiza ningun tipo de interaccién especifica con las bases del ADN y se
emerge en direccion opuesta al ADN.

Cabe destacar que el hecho mas sorprendente es que una estructura respecto a la otra
muestra un ligero desplazamiento de la zona N-terminal del linker que provoca una
reorientacion diferente para HMG2 respecto HMG1. De forma que, la estructura de TFAM-
LSP28 muestra una conformaciéon mas compacta que TFAM-LSP22. Ello sugiere un posible
papel del linker en la reorientacion respectiva de los dominios HMGbox.
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I. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LA ESTRUCTURA NOVEL
BIDOMINIO HMGbox

La presencia de miultiples dominios HMGbox en una proteina es en general una
caracteristica de proteinas con union de tipo inespecifica como HMGB1, HMGB2, ABF2...0
de proteinas con una menor especificidad de secuencia como es el caso de UBF (Upstream
Binding Factor), involucrada en transcripcién y que contiene entre 4 y 6 dominios HMGbox
dependiendo de la especie. Por ello cabe destacar la existencia de TFAM, como caso
peculiar, ya que presenta tanto una unién de tipo especifico como unién inespecifica y
presenta dos dominios HMGbox.

La estructura de TFAM en complejo con ADN es la primera estructura cristalografica de
una proteina nativa con dos dominios tandem HMGbox. Aunque previamente se habia
resuelto por RMN (Resonancia Magnética Nuclear) la estructura de una proteina hibrida
construida mediante ingenieria genética, llamada SRY.B (Stott, Tang et al. 2006). Stott, et
al. disefiaron una proteina hibrida donde substituyeron el dominio A de HMGB1, de unién
inespecifica, por el dominio HMGbox SRY de unién especifica. Dejando entre ambos
dominios HMGbox la regién connectora o linker basica existente entre dominio A y B de
HMGB1. La estructura de SRY.B fue resuelta mediante RMN en complejo con una oligo de
16pb con la secuencia consenso de unién de SRY.

En este apartado se pretende realizar un andlisis comparativo de ambas estructuras
(SRY.B, TFAM), para dilucidar los aspectos diferenciales y en comun.

1. Interaccion con ADN y curvatura final
La estructura SRY.B en complejo con el ADN ya mostraba que se trata de la longitud de
ADN limite para forma complejo. El alojamiento de los dos dominios HMGbox en esta
longitud de ADN es consistente con las longitudes de ADN ocupados por dominios Uinicos
HMGbox en complejo con ADN (9pb para SRY (Murphy, Zhurkin et al. 2001), 9pb para
LEF-1 (Love, Li et al. 1995), 7pb para HMG-D (Murphy, Sweet et al. 1999)).

En la estructura del complejo SRY.B con ADN, el ADN presenta una conformacién
intermedia entre forma A y B, debido a la introduccién de una curvatura global de ~101°
en forma de U incompleta (Fig_[1,A), suma de la curvatura inducida por SRY y el dominio B
en los dos extremos del ADN con magnitud similar. Mientras que en el caso de TFAM-
LSP22, la curvatura global del ADN debida al efecto de ambos dominios es de 180°
completando un U-turn.

Cuando analizamos la interaccién con el ADN de los dominios en el caso de SRY.B,
encontramos que el dominio SRY muestra el mismo patrén de reconocimiento e
intercalacién que en el caso de la estructura resuelta para SRY-DNA (Murphy, Zhurkin et
al. 2001) mediante la cadena lateral de un residuo Isoleucina. Asi mismo, el dominio B de
SRY.B se une al ADN de la misma forma descrita para HMGB1, donde existen dos residuos
intercalante (Phe, lle) (caracteristica de los dominios de unién inespecifica). Cabe destacar
que HMG1 de TFAM muestra un patréon de reconocimiento similar a SRY, mientras que el
tipo de interaccion de HMG2 no es similar al dominio B. Aunque en ambos casos el
dominio de unién especifica (SRY o HMG1) actiia como ancla para la unién de la proteina
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al ADN; dirigiendo asi la posterior unién en una regiéon adyacente por parte del dominio de
union inespecifica (B o HMG2).

2. Orientacion dominios HMGbox

Otra de las diferencias remarcables entre las dos estructuras es la diferente orientacion de
los dominios HMGbox uno respecto al otro (Fig_I1,B). En el caso de TFAM, tal y como se ha
comentado, los dominios se encuentran relacionados mediante un eje de simetria binario
perpendicular al ADN y orientados cara a cara (head-to-head), con la cara interna o
concava mirando una hacia la otra. En el caso de SRY.B, la orientacion de los dominios es
completamente diferente, pese a que también existe un eje de simetria binario que los
relaciona. SRY.B presenta los dominios orientados mediante el brazo largo de la L, es decir,
mediante la Hélice3 de ambos dominios (tail-to-tail).

3. Region connectora o linker
Una region de la estructura en la que es necesario incidir es la region connectora o linker.
Para SRY.B, la region linker entre los dos dominios estd constituida por la siguiente
secuencia: KGETKKKFK, y corresponde a la regiéon desestructurada en HMGB1. Al
contrario de lo que sucede en solucion para HMGB1, la regién del linker en complejo
ofrece una conformacion con cierto grado de rigidez y se encuentra localizado en la zona
del surco menor situada entre las regiones de contacto de los dominios HMGbox. Debido a
que este linker presenta cierta movilidad, no se encuentra completamente definida. Este
linker se encuentra desprovisto de una clara estructura secundaria, pero existen dos
puntos de contacto con el ADN donde se halla definido mas claramente. Estos dos puntos
corresponden con la zona N-terminal del linker que contacta con el sitio de unién de SRY, y
la zona C-terminal del linker que contacta con el sitio de unién del dominio B. Para TFAM
la situacién es una tanto diferente, ya que se trata de un linker de mayor longitud (25aa),
flexible en solucién (ver apartado SAXS) pero que en complejo con el ADN de 22pb yace en
el surco menor del ADN, donde el extremo C-terminal realiza contactos con diferentes
puntos del ADN estabilizando el U-turn.

Por lo tanto, parece ser que en ambos casos la regién flanqueante basica entre los
dominios (linker) parece potenciar la capacidad de unién al ADN proporcionado contactos
con el ADN adicionales, y finalmente estabilizando la curvatura.

Ademas por ultimo, es posible constatar que la diferencia en longitud del linker (9aa para
SRY.B, 25aa para TFAM) y ADN (16pb para SRY.B frente 22pb para TFAM), implica una
diferente posicién relativa de los dominios en las dos estructuras comentadas. Es decir, el
linker permite una reorganizacion de los dominios.
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Fig_I1. (A) Representacién de la estructura SRY.B en complejo con una ADN de 16pb, con la secuencia
consenso de unién de SRY. En rojo se muestra el dominio SRY y, en azul el dominio B de HMGB1. Entre los dos
dominios se encuentra la regién connectora coloreada en gris. La estructura se representa con dos
orientaciones diferentes relacionadas por un dngulo de 180°. (B) A la izquierda se encuentra representada la
estructura de TFAM en complejo con LSP22, con los dos dominios HMG1 y HMG2; asi como el eje de simetriay
el angulo de curvatura. A la derecha se encuentra representada la estructura de SRY.B, con el angulo final de
curvaturay el eje de simetria.
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]. INTERACCIONES PROTEINA-PROTEINA
1. Empaquetamiento cristalino

En la literatura, ha sido ampliamente propuesta la supuesta dimerizacién de TFAM en su
forma unida al ADN (Gangelhoff, Mungalachetty et al. 2009) (Kaufman, Durisic et al. 2007).
Ademas existen diversos experimentos que demuestran la unién cooperativa de TFAM en
presencia de ADN (Kaufman, Durisic et al. 2007; Wong, Rajagopalan et al. 2009). Por lo
tanto, parece bastante evidente que la uniéon de TFAM al ADN favorece una reorganizacion
de la proteina que podria ayudar a las interacciones proteina-proteina responsables de la
cooperatividad. Es por ello que en este apartado se analiza el empaquetamiento cristalino
para poder establecer cudl es la region causante de dimerizacién, o mejor dicho poder
acotar la zona donde se dan las interacciones proteina-proteina.

En el caso de TFAM en complejo con LSP22, la celda cristalina presenta dos moléculas de
proteina con sus respectivos oligos (2 cadenas de ADN por proteina) por unidad
asimétrica con las siguientes dimensiones del celdilla: a= 113.90, b= 117.20, c= 56.53;
a=B=y= 90° y grupo espacial P2;2:12. En este caso las dos moléculas de proteina se
encuentran relacionada por el linker, donde la hélice a del linker esta orientada con la otra
en una forma antiparalela con un ligero angulo de desplazamiento (Fig_J1). Parece que en
esta interaccidn existen residuos de capital importancia: Met127, Glu130, Lys131 que se
encuentran orientados frente a la otra molécula ofreciendo una posible interaccién por
enlaces salinos con los residuos contrapuestos o mediante interacciones hidrofébicas en el
caso de Met127. Por otra parte, es interesante fijarse en el hecho que las hebras de ADN de
las diferentes moléculas de proteina se encuentran casi formando un perfecto stacking
entre ellas, lo cual sugiere que quizas el ADN de alguna forma dirige la interaccion entre
proteinas a través del linker. No obstante, esta interacciéon no se observa en el caso de la
estructura TFAM-LSP28.

(@) (b)

LINKER | LINKER

Fig J1. Composicién de la celdilla unidad para TFAM-LSP22, con dos moléculas proteicas con sus respectivos
ADN (en color verde y morado) relacionadas mediante una simetria no cristalografica. (a) Orientacién de las
dos complejos con el linker paralelo al eje de visién, donde es posible observar como los ADN’s de los
diferentes complejos parece establecer un perfecto stacking formando un circulo perfecto. (b) Orientacion de
los dos complejos donde es posible ver el papel del linker, como se recolocan de forma antiparalela.
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Ademas al visualizar el empaquetamiento cristalino (Fig_]J2, parte superior) es posible
observar que existe una segunda interaccion proteina-proteina mediante la Hélice 3 del
dominio HMG1, donde ambas Hélice 3 presentan una orientacidn casi antiparalela con un
ligero desplazamiento, formando una X entre ellas.

En el caso de TFAM en complejo con LSP28, la celdilla unidad presenta tan solo una
molécula de proteina y sus dos cadenas de ADN por unidad asimétrica con las siguientes
dimensiones de celdilla: a= 68.44, b= 81.91, c= 161.25; a=B=y= 90° y grupo espaial C222;.
Al visualizar el empaquetamiento, es posible darse cuenta que al igual que para TFAM-
LSP22 existe una orientaciéon antiparalela entre Hélice 3 del dominio HMG1 entre las
moléculas proteicas (Fig_]2).

TFAM_LSP22

TFAM_LSP27

T

1 7 ‘
e VS5

‘H
X
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Fig J2. Empaquetamiento cristalino para TFAM-LSP22 (parte superior) y TFAM-LSP28 (parte inferior). En la
representacion se encuentran indicadas las moléculas simétricas para las estructuras resueltas y las
dimensiones de la celdilla.

También resulta interesante analizar el empaquetamiento cristalino de la estructura
resuelta por Gangelhoff, et al. del dominio HMG2 en su forma no unida al ADN. En este caso
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se encuentran dos moléculas proteicas por unidad asimétrica, perfectamente orientadas
de forma antiparalela mediante la Hélice 3 del HMG2. El cristal pertence al grupo espaial
C2224, con las siguientes dimensiones de celdilla: a= 30.28, b= 99.35, c= 51.91; a=p=y=
90°. Lo cual da lugar a un empaquetamiento cristalino divertido donde las L o botas
definidas por los dominios HMG2 dan lugar a una especie de consonante C (ver Fig_]J3)

Fig J3. Empaquetamiento del dominio HMG2 resuelto por Gangelhoff et al, con el c6digo de acceso a pdb:3FGH

Por lo tanto, existen tres posibles zonas de interaccién proteina-proteina (Fig_]J4)
mediante el empaquetamiento cristalino observado para las diferentes estructuras
resueltas:

° Hélice 3 de HMG2-Hélice 3 de HMG2, presente en la estructura resuelta
para el dominio HMG2 (Fig_]J4(A))

o Hélice 3 de HMG1-Hélice 3 de HMG1, presente en TFAM-DNA28 y TFAM-
DNA22 (Fig_J4 (B), (C))

o Zona central del linker, interaccion presente entre las dos moléculas de la
unidad asimétrica de TFAM-DNA22 (Fig_J4(C))
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(a) HMG2, PDB= 3FGH (b) TFAM-DNA28, PDB= 3TMM

(c) TFAM-LSP22, PDB= 3TQ6

Fig_J4. Empaquetamiento cristalino de TFAM en diferentes estructuras, con rectangulos de color gris donde se
indican las interacciones proteina-proteina existentes en la unidad asimétrica o con moléculas simétricas
dentro del empaquetamiento cristalino. (A) Empaquetamiento cristalino en la estructura de HMG2-unbound,
con el codigo de acceso: 3FGH. (B) Interaccién proteina-proteina en la estructura TFAM-LSP28, que implica la
interaccion entre HMG1 de la molécula con su simétrica. (C) Interaccién proteina-proteina en la estructura
TFAM-LSP22, que implica la interaccién entre linker de las dos moléculas de la unidad asimétrica, mas la
interacci6n a través de HMG1 con la molécula simétrica.

2. Analisis de la superficie de interaccion y prediccion de ensamblajes

El servidor PISA permite analizar estructuras y realizar predicciones de posibles
complejos estables mediante el analisis de propiedades fisico-quimicas como son los
enlaces de hidrégeno, energia de ganancia por solvatacién, calculo del area de interfaz,
enlaces salinos entre la interfaz, especificad hidrofébica, etc. (Krissinel and Henrick 2007).

La superficie accesible a solvente para el ensamblaje de la unidad asimétrica
([A:C:D]+[B:E:F]) (dénde A y B son las cadenas de proteina, y C/D/E/F son las cadenas de
ADN) es de 33294 A2 con una energia libre de solvatacién (AGint) después del ensamblaje
de -85.2 kcal /M.
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El calculo de la interfaz permite obtener la superficie de la region de contacto entre las dos
moléculas proteicas de la unidad asimétrica, que contactan a través del linker y extremo C-
terminal de la Hélice 3 de HMG2, la interfaz se calcula como la diferencia entre el total de
superficie expuesta al solvente de las estructuras por separado y juntas dividido entre las
dos: 593.1 Az Ademas, el valor estadistico P para la ganancia por energia libre de
solvatacion, mediada de la expecificidad de la interfaz (relacionado con la hidrofobicidad)
es AiG P-value=0.084, indicando una elevada probabilidad que suceda. Permite predecir
dos potenciales enlaces salinos (Tabla_]J2) y 6 puentes de hidrégeno (Tabla_J1) y el
ndmero de residuos implicados son 16 para molécula B y 17 para molécula A. Ademas
existe el parametro CSS (Complex Formation Significance Score) que presenta valores de 0
a 1 como indicador de la relevancia de la interfaz para la formacién del complejo. En el
caso de la interaccién por el linker, el valor CSS es de 0.862. Ello indica que esta interfaz
juega un papel esencial en la formacion del complejo.

Puentes hidrégeno Molécula B Distancia (A) Molécula A
1 Ser 124 (0G) 2.80 Ser124 (0G)
2 Arg227 (N) 3.79* Gly226 (0)
3 Lys228 (N) 3.05 Gly226 (0)
4 Lys228 (NZ) 2.80 Val225 (0)
5 Gly226 (0) 3.05 Lys228 (N)
6 Val225 (0) 3.21 Lys228 (NZ)

Tabla_]1. Potenciales puentes de hidrégeno entre las moléculas A y B de la unidad asimétrica a través de
linker y el extremo C-terminal de la Hélice 3 de HMG2. El asterisco indica distancias al limite de una distancia
estandar para un puente de hidrégeno o una interaccién electrostatica (2.5 A a 3.5 A).

Enlaces salinos Molécula B Distancia (A) Molécula A
1 Lys131 (NZ) 3.37 Glu130 (OE2)
2 Glu130 (OE2) 3.58 Lys131 (NZ)

Tabla_]2. Potenciales enlaces salinos entre las moléculas A y B de la unidad asimétrica a través de linker y el
extremo C-terminal de la Hélice 3 de HMG2.

En el mismo programa PisaServer la herramienta “assemblies” nos permite calcular
informacién de la estructura cuaternaria, indicando posibles interfaces favorecidas.
Mediante esta herramienta es posible encontrar la posible interfaz definida entre HMG1
de moléculas simétricas en el empaquetamiento cristalino que presenta una superficie de
1025.9 A2 y un P-value de energia libre por solvatacién de AiG P-value=0.367. Con 29
residuos para cada molécula implicados en la interfaz, 7 potenciales puentes de hidrégeno
(Tabla_]3) y 8 enlaces salinos (Tabla_]J4). En este caso el valor CSS es de 0.274, lo cual
implica que esta interfaz juega un papel auxiliar en la formacién del complejo.
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Puentes hidrégeno Molécula B Distancia (A) Molécula A

1 Arg59 (NH2) 2.79 Glu113 (OE2)
2 Tyr99 (OH) 3.15 Glu113 (OE2)
3 GIn125 (NE2) 3.86 GIn71 (OE1)

4 Glu63 (OE1) 2.77 Arg116 (NH2)
5 GIn71 (OE1) 2.94 GIn125 (NE2)
6 Tyr99 (OH) 3.05 Arg116 (NH2)
7 Glu113 (Oe2) 3.16 Tyr99 (OH)

Tabla_]3. Potenciales puentes de hidrogeno entre las moléculas Ay B a través del dominio HMG1.

Enlaces salinos Molécula B Distancia (A) Molécula A
1 Arg59 (NH2) 2.79 Glu113 (OE2)
2 Arg59 (NH2) 3.41 Glu113 (OE1)
3 Lys95 (NZ) 3.53 Glul112 (OE2)
4 Lys95 (NZ) 3.53 Glu112 (OE1)
5 Glu63 (0OE1) 2.77 Argl16 (NH2)
6 Glu63 (0OE2) 3.86% Argl16 (NH2)
7 Glu112 (OE1) 3.25 Lys95 (NZ)
8 Glu112 (OE2) 4 Lys95 (NZ)

Tabla_]4. Potenciales enlaces salinos entre las moléculas A y B de la unidad asimétrica a través del dominio
HMGT1. El asterisco indica distancias al limite de una distancia estandar para un puente de hidrégeno o una
interaccién electrostatica (2.5 A a 3.5 A).

Si comparamos las superficies de la interfaz y la ganancia por energia libre de solvatacion
de la interaccién a través de HMG1 de dos moléculas simétricas se ve mas favorecida
respecto a sus propiedades fisicoquimicas y area de la superficie que la interacciéon a
través del linker. Aunque el valor CCS para la interaccion a través del linker presenta un
valor mas relevante.

Para el contacto por HMG1, los residuos que participan en el mismo se encuentra en la
superficie exterior (es decir, la regiéon que no contacta con el ADN) del brazo corto de la
HMGbox formado por la Hélice 1 y Hélice2 para una molécula, y en la Hélice 3 para la
estructura simétrica (Fig_]5). Por lo tanto, existe una orientacion casi antiparalela entre la
Hélice 3 de HMG1 de diferentes estructuras que permite la interaccion de Hélice 3 con el
brazo corto de la HMG1 contigua. Este tipo de interaccién parece ser dirigida por la fuerza
ionica del entorno.

184



Fig J5. Representacion de dos estructuras simétricas de TFAM, donde exite el contacto entre HMG1 de ambas.
Mediante el servidor PisaServer o por inspeccion visual midiendo las distancias entre atomos, fue posible
determinar los posibles residuos de contacto con interacciones de tipo enlace salino o puente de hidrégeno.
Los residuos con este tipo de interacciones estan representados en forma de barra.

Para verificar estos posibles contactos es necesario realizar experimentos bioquimicos,
por ejemplo: crosslinking con el ADN y la proteina nativa y mutantes, que rompan estas
posibles interacciones, o analisis mediante EMSA, para entender mejor las interacciones
proteina-proteina que juegan un papel importante en el proceso de empaquetamiento del
mtADN.
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K. RESULTADOS: PERMUTACION CIRCULAR

1. Técnicas de medida de la curvatura del ADN

Para el ensayo de la curvatura inducida por una proteina sobre el ADN existen diversas
metodologias: métodos cristalograficos permiten calcular un angulo preciso pero dicho
angulo puede verse distorsionado por las fuerzas del empaquetamiento cristalino; RMN
(Resonancia Magnética Nuclear) permite el calculo del angulo en solucidn pero existe una
limitaciéon en el tamano del complejo; FRET (Fluorescence Ressonance Energy Transfer)
también permite el calculo del angulo en solucién pero implica un disefio mas elaborado
del experimento. Finalmente, existe una técnica llamada permutacion circular que permite
el calculo del angulo de curvatura mediante ensayos de movilidad electroforética. Esta
técnica fue muy usada a finales de la década de los ochenta para el estudio de curvatura de
proteinas HMGB como SRY (Ferrari, Harley et al. 1992) o IHF (Thompson and Landy 1988)
o TCFla (Read 1994), debido a que los requerimientos y material necesarios eran faciles
de alcanzar.

2. Ensayo de permutacion circular para el complejo TFAM-fragmento
ADN wt y mutado

Esta parte del proyecto se realizd bajo la supervision del Dr. Jordi Bernués en el IBMB-
CSIC.

Para analizar la curvatura que TFAM induce sobre LSP22, se aplic6 la técnica conocida
como permutacion circular, para la que se generaron fragmentos de ADN de 143 pb con la
secuencia de LSP22 situada en diferentes posiciones, en concreto 6 variantes diferentes
(Fig_K1, A), y se analiz6 la movilidad electroforética de los complejos. Curiosamente, era el
fragmento que presenta la diana LSP22 en la region central, el que presenta un retardo
mayor en los geles EMSA, ya que implicaba una conformacién del complejo con un
volumen mayor y, por tanto mas retardado. Posteriormente, se representaron los valores
de movilidad electroforética relativa (uM/uE) en funcién del lugar de flexibilidad (flexure
displacement) o posicidn relativa de LSP22 dentro del fragmento (D/L) (Fig_K1, C)

La curvatura calculada a través de este método es de ~67°, lo cual no corresponde con el
angulo observado por la estructura cristalografica. El experimento se realiz6 a diferentes
concentraciones de NaCl (20mM y 100mM) y diferentes pH (6.5 y 7.5), sin que existiera
ninglin cambio significativo (Fig_K1, B). Cabe destacar la presencia de bandas superiores
de retardo, posiblemente debido a la presencia de diferentes estados de oligomerizacion.
Este detalle también fue descrito anteriormente mediante la aplicaciéon de esta técnica
para TFAM, pese a que en este caso no pudieron identificar el grado de curvatura debido a
que identificaron dos minimos aparentes (Fisher, Lisowsky et al. 1992).
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Fig K1. Ensayo de permutacion circular con TFAM. (A) Representacién esquematica de los seis fragmentos
generados a partir de la digestion con diferentes enzimas de restriccion: Bgl II, Spe I, Eco RV, Stu I, Asp 718,
Bam HI, que serdn llamados A, B, C... en funcidn de la enzima usada. Es posible identificar la secuencia para el
oligo LSP22 situada en diferentes posiciones a lo largo de los 143 pb totales. (B) Gel nativo PAGE al 8%, para
los complejos de TFAM con diferentes fragmentos, a dos pH diferentes (7.5 y 6.5). El carril M indica marcador
de ADN. En los pocillos se identifican estados de agregacidon, relacionados con la unién de TFAM al ADN
restante producto de la digestién del plasmido (~ 1.9Kb), que permiten arrastrar el tipo de unién inespecifica.
(C) Representacion de pM/uE vs la posicion relativa de LSP22 en el fragmento para el caso de TFAM en la
condicién de pH 7.5, 100mM NaCl. Es posible ajustar una funcién polinémica y=0.7608x2-0.8128x+0.6707 con
un coeficiente de regresion r2= 0.97.

Ademas, se realiz6 el mismo experimento con una secuencia de ADN modificada para la
zona central, ya que existia la sospecha de que la regidon central de seis guaninas podria
generar la formacidn de supra estructuras llamada G-cuadruplex que ayudasen a una pre-
curvatura inicial del ADN. La secuencia mutada era: 5’-TAACAGTCACCAACCAACTAAC-3’,
con las dos citosinas centrales mutadas por dos adeninas. Ello no dié lugar cambios
visibles en la curvatura del ADN, observandose un angulo similar (Fig_K2).
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Fig K2. Secuencia LSP22 nativa y LSP22 mutada para las guaninas centrales. El gel de retardo muestra una
apariencia similar, la representaciéon de los valores experimentales permite fijar la siguiente funcién
polinémica de segundo grado y= 1.2074x2-1.0723x+0.96893 con un coeficiente de regresién r2= 0.94, dando
lugar a un angulo similar que en el caso TFAM-LSP22.

3. Ensayo con dominios

También se estudio la capacidad de unién y curvatura de HMG1 y HMG2, en concreto con
los dominios definidos como D1 (Ser44-Gln125) y D2C (Leu151-Cys246). En el caso de D1

presentaba union especifica por el ADN, pero una curvatura no significativa; y D2C no
mostraba unién al ADN de 143 pb(Fig_K3).

Este estudio permiti6 aclarecer que la capacidad de torsion del ADN por parte de TFAM no

esta solo gobernada por los dominios HMGbox, sino también por una acciéon cooperativa
de los demas segmentos.
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Fig K3. Permutacion circular para los dominios HMGbox de TFAM. (A) Representaciéon esquematica de los
constructos usados para el ensayo y los fragmentos de 143pb usados (idénticos a los casos anteriores). (B) Gel
nativo PAGE al 8%, para los complejos de los dominios (D1 y D2C) con diferentes fragmentos.

4, Limitaciones de la técnica

Como se ha comentado méas arriba el angulo de curvatura observado mediante
permutacidén circular fue de ~67° para TFAM. Ello difiere significativamente del angulo
determinado mediante la estructura cristalografica. Ademas, para el dominio HMG1 (D1)
no se observo curvatura sobre el ADN, pero si unién especifica, lo que resulta impactante,
ya que estd ampliamente descrito que los dominios HMGbox provocan una distorsion del
ADN después de su union. Es interesante remarcar que esta técnica esta sujeta a varias
limitaciones. Antes de todo cabe destacar que esta técnica permite calcular el angulo de
curvatura, pero no con la misma precision que por ejemplo la estructura cristalografica.

Existen dos factores que pueden haber afectado en esta variacién en el angulo de
curvatura entre las dos técnicas. Primero de todo, ha sido descrito que la longitud del
fragmento de partida (L) es importante (Thompson and Landy 1988). Fragmentos
demasiados largos pueden dar lugar a una disminuciéon del dngulo, debido a la existencia
de una mayor flexibilidad del ADN; mientras que fragmentos demasiado pequefios se
encuentran en el limite donde el coste elastico para que se produzca la curvatura no es
asumible. Esta distancia es conocida como “longitud de persistencia” (persistence length),
que corresponde con una longitude de 50 nm. Si calculamos la longitud del fragmento de
143pb, encontramos que esta distancia es de 48.6nm. Por lo tanto, es posible que los
fragmentos generados para usar la técnica fueran demasiado cortos para poderse producir
una curvatura extrema debido a la rigidez intrinseca del ADN. Otro de los factores que
pueden haber afectado al calculo del angulo es un problema mas tedrico, y es que la base
de esta técnica tiene en cuenta un modelo de curvatura que recuerda a un triangulo, con
tres vértices y el angulo 6 (ver materiales y métodos, apartado permutacion circular). Si
observamos la estructura cristalografica de TFAM en complejo con LSP22, no existe un
modelo tipo tridngulo con un solo dngulo (un lugar de intercalacién), sino una forma de U
con dos angulos (con dos lugares de intercalacion).
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L. RESULTADOS: DISPERSION DE RAYOS X A BAJO ANGULO (SAXS)

Estudios previos basados en dicroismo circular mostraron un incremento en el contenido
de hélices a de TFAM después de su unién con el ADN (Wong, Rajagopalan et al. 2009).
Ademas la estructura cristalografica de TFAM-LSP22 muestra como las dos moléculas,
proteina y ADN, se encuentran entrelazadas sugiriendo que existe una reorganizacion
estructural previa que facilita el encaje entre las dos moléculas.

Es por ello que se decidi6 analizar TFAM y el complejo TFAM-LSP22 en soluciéon mediante
el uso de la dispersién de rayos X a bajo dngulo (SAXS: Samll angle X-ray scattering), para
hallar nueva informacién que permitiera entender mejor el mecanismo de unién.

Esta parte del proyecto se realizé en colaboraciéon con Pau Bernadé, Centre de Biochimie
Structurale, Montpellier (Francia), quién ofrecié el soporte técnico, metodoldgico y de
analisis fundamental para llevar a cabo estos experimentos.

1. Descripcion de la técnica

La dispersion de rayos X a bajo angulo (SAXS: Samll angle X-ray scattering) ofrece
informacidén complementaria sobre el plegamiento o desplegamiento, la agregacion, la
posibilidad de conformacion extendida o existencia de linker flexible entre dominios;
aunque en un rango de resolucién bajo entre 50 A y 10 A, pero sin limitaciones de tamafio
como ocurre en RMN y microcopia electrdnica.

2. Caracterizacion de TFAM libre en solucion mediante SAXS

El andlisis de la curva de dispersion mediante la representacion de Guinier a partir de la
curva experimental (Fig_L1) permitié concluir que TFAM en solucién era una particula
con un peso molecular aparente de 24 kDa, coherente con el peso molecular de la proteina
TFAM expresada de 25.6 kDa. Por lo tanto, TFAM en solucién mediante experimentos de
SAXS se presentaba en forma de monémero. Ademas es posible calcular el radio de giro
(Ry) de la particula sujeta al estudio, TFAM presentaba un R, de 32.0+0.3 A, superior al R,
estimado para una proteina de ~24 kDa, alrededor de 18 A (segtin la ecuacién de Flory Ry=
3 x N x10033). Cabe destacar que durante las primeras recogidas de datos también se
realizaron mediadas de los constructos con la cola C-terminal deleccionada, llamados
CTT’s, ya que existia la posibilidad de que TFAM formase dimeros a través de la cola C-
terminal (hipotesis planteada por Kaufman et al). El analisis de estas curvas reflejé que no
existia diferencia alguna en pardmetros como I(0), Ry, Dmax (independientemente de la
concentracion testada) entre los constructos CTT’S y TFAM (Tabla_L1).
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Fig L1. (a) Curva de dispersion fusionada para TFAM, log(I) vs s. Para resoluciones inferiores se us6 la curva
correspondiente a una menor concentracién (1.5mg/ml) de proteina, para evitar efectos entre particulas,
mientras que para resoluciones superiores (1.5 a 3 nm-1) se usaron concentraciones mayores de proteina
(3mg/ml) y para la parte final (resoluciones de 3 a 5 nm-1) de 5.3mg/ml. Es posible observar que la parte final
de la curva, correspondiente a una mayor resolucion, presenta un mayor ruido. (b) Representacién Guinier,
log(I) vs s? cogiendo los puntos experimentales de baja resolucién. A partir de la pendiente de la ecuacion
linear aplicada es posible extraer el valor de Ry y extrapolando en y=0, el valor de I(0).

mg/ml R, 1(0) Mw
(kDa)
TFAM 1.3 3.10 23.261 24
5.5 3.36 28.082 29
7.4 3.39 27.112 28
CTT2 1.1 3.24 23.090 24.6
3.9 3.9 21.484 22.15
4.6 3.26 29.674 30.6
CTT3 3 3.24 23.090 24.6
5.4 3.13 23.7 24.6
7.1 3.20 25.573 26.365
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Tabla_L1. Resumen de los valores obtenidos entre diferentes concentraciones y constructos para TFAM. Los
valores no difieren entre los diferentes constructos ensayados, quedando descartaba la posible dimerizacién
de TFAM a través de la cola C-terminal, tal y como habia propuesto Kaufman et al. El valor 1(0) y en
consecuencia MW, presenta una pequefia variabilidad con la concentracién debido a posibles efectos de

interaccion entre particulas a concentraciones mayores.

La representacion de la funcion de distribucién (p(r)) (Fig_L2(a)), que refleja la
distribucion de la distancias interatomicas dentro de la particula, presentaba un largo
hombro final que se extiende dando como resultado un valor de longitud maxima en la
particula (Dmax) muy grande, 135+5 A. Esto reflejaba que TFAM en su forma no unida en
solucién era una particula elongada y con un gran grado de flexibilidad, presentando
diferentes conformaciones en solucién. Ademas la representacién de Kratky (Fig_L2(b)),
da lugar a un perfil correspondiente de proteina globular, es decir, con dominios bien
plegados; aunque también se mostraba una zona del perfil final totalmente plana
correspondiente a zonas de la proteina desplegadas. Por lo tanto, TFAM se encontraba

parcialmente desestructurada.
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Fig_L2. Andlisis de los datos de SAXS para TFAM en su forma no unida. (A) Representacién de la funcién de
distribucién (p (1)), que muestra un perfil con una cola alongada que da lugar a un pardmetro Dmax mayor. (B)
Representacion de Kratky para una proteina tipicamente globular, como BSA (en verde), con su perfil
gaussiano; y TFAM (en negro) que parece mostrar la presencia de regiones parcialmente desestructuradas.

2.1. Determinacion de la flexibilidad en TFAM
Para estudiar la flexibilidad y la coexistencia de diferentes conformaciones existentes para
TFAM se aplico el método conocido como EOM (Ensemble Optimitzation Method).
Mediante el programa RANCH se generé un conjunto de 10.000 estructuras basadas en las
coordenadas cristalograficas de la proteina, donde se permiti6 total libertad de
conformacion para la region del linker y la cola C-terminal, es decir, se definieron como
cuerpos rigidos los dos dominios HMGbox. Seguidamente mediante el uso del EOM (ver
materiales y métodos) y sus algoritmos genéticos fue posible seleccionar una
subpoblacion de 50 conformaciones, que de forma conjunta, permitian un buen ajuste con
la curva experimental de SAXS para TFAM mediante el programa CRYSOL (x2 = 0.59) (ver
Fig_L3.a). Ello indicaba que TFAM en solucién presentaba un elevado grado de plasticidad
para la region del linker y su cola C-terminal. La distribucién de R, de la subpoblacién era
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amplia y similar a la distribucién obtenida para el conjunto inicial de 10.000
conformaciones, y lo mismo sucedia para el perfil de la distancia entre dominios (ver
Fig L3, b y c). Ello indicaba que dentro de la subpoblacién, las 50 conformaciones eran
muy diferentes entre ellas y, por lo tanto, parece imposible definir TFAM como un sistema
de conformacién dnica en solucién. De hecho al representar graficamente las 50
conformaciones seleccionadas por EOM, se constataba la gran variedad de conformaciones
en el espacio y las diferentes posiciones relativas que adoptan HMG1 y HMG2 debido a la
flexibilidad del linker (Fig_L4)
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Fig L3. Determinacion de la flexibilidad en TFAM. (a) Ajuste de la curva teérica (en rojo) mezcla de las 50
conformaciones seleccionadas por EOM con la curva experimental (en negro) mediante el uso del programa
CRYSOL, donde es posible observar que el ajuste es perfecto a lo largo de toda la curva, excepto en la region
final debido al ruido presente en la curva experimental. (b) Distribucién del radio de giro (Ry) para la
poblacién inicial de 10.000 conformaciones (en negro) y la subpoblacién de 50 conformaciones seleccionada a
través de EOM (en rojo). (c) Distribucién de la distancia entre dominios para la poblacién inicial de 10.000
conformaciones (en negro) y la subpoblacién de 50 conformaciones seleccionada a través de EOM (en rojo).
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Fig_L4. Representacion de las 50 conformaciones seleccionadas por EOM superpuestas, alineadas en HMG2 (en
verde) donde es posible observar como la posicién relativa de HMG1 (en naranja). La representacién muestra
una amplia gamma de orientaciones para HMG1, linker (en rojo) y cola C-terminal (en amarillo) dejando
constancia de la gran flexibilidad de TFAM en solucién.

Una vez definidas las dos regiones que confieren la flexibilidad intrinseca a TFAM, linker y
cola C-terminal, se decidié acotar la flexibilidad en la region del linker. La posibilidad de
que el linker de TFAM pudiese formar una hélice o estable fue explorada mediante la
generacidon de una poblacion de 2.000 conformaciones mediante pre-BUNCH, donde se
definieron como cuerpos rigido HMG1, HMG2 y el linker helicoidal, donde las regiones
flanqueantes del linker se definieron como bisagras flexibles. Seguidamente mediante
EOM se seleccioné la subpoblaciéon de 50 conformaciones que mejor se ajustaban a la
curva experimental, pero en este caso el ajuste empeorod (x2 = 2.93). También se realiz6 el
ensayo inverso, ofreciendo flexibilidad a la region central del linker y definiendo dos
cuerpos rigidos que involucraban ambos HMGbox y las regiones flanqueantes, en este caso
el ajuste tampoco fue mejor

Por lo tanto, segin los resultados de SAXS, TFAM en su forma no unida en solucion
presenta dos regiones no estructuradas, el linker y la cola C-termina. Si combinamos esta
informacién con la estructura cristalografica en complejo con el ADN, es posible
comprender que existe una reorganizacion del linker después de la unién al ADN que
implica la adquisicién de una conformacién helicoidal junto con la interaccion con el ADN.

3. Caracterizacion de TFAM-LSP22 en solucion mediante SAXS
Una vez resuelta la estructura cristalografica del complejo TFAM-LSP22, que sugeria un
sistema rigido donde la proteina rodeaba el ADN induciendo curvatura en éste de 180°, y
con la observacion del extremado grado de plasticidad en su forma no unida en solucion,
se decidié aplicar la metodologia en soluciéon SAXS para el estudio del complejo TFAM-
LSP22.

3.1. Caracteristicas del sistema TFAM-LSP22
El calculo del R, de la muestra (Fig_L5) era aproximadamente de 26 A, en concordancia
con el R, tedrico seglin la ecuacién de Flory, 28 A. El R, del complejo TFAM-LSP22 es
inferior al de la proteina en su forma no unida, indicando que en el caso de TFAM-LSP22
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en solucién es una particula mucho mas compacta que la proteina libre, al igual de lo que
se observaba en la estructura cristalografica. Ademas, cuando se analiza la funcién de
distribucidn, p(r), ésta presentaba una forma mas similar a una campana de gauss tipica,
sin presencia del hombro final existente para TFAM libre (Fig_L5 (c)). Ello implica que el
valor final Dpay era aproximadamente de 82 A, a diferencia del valor para TFAM sola de
135 A. Reflejando asi en solucién, que el complejo TFAM-DNA22 es una molécula mucho
mas compacta que TFAM en su forma no unida. Finalmente, los ensayos de SAXS
permitieron dilucidar que TFAM en solucién se une de forma mondémerica al ADN, con
rangos de concentracion proteina en el complejo de 1 mg/mla 11 mg/ml.

(a) Curva experimental TFAM-LSP22

log(1)

(b) Representacion Guinier TFAM-LSP22
log(l)

p(r)

20 40 &0 80 700
r(A)

Fig L5. (a) Curva de dispersidon experimental para TFAM-LSP22 a 5 mg/ml, log(I) vs s. (b) Representaciéon
Guinier, log(I) vs s? cogiendo los puntos experimentales de baja resolucion. A partir de la pendiente de la
ecuacion linear aplicada es posible extraer el valor de Ry y extrapolar en y=0, el valor de I(0). (c) Funcién de
distribucién para TFAM-LSP22, con un valor Dmax inferior que para TFAM.
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Por otra parte la representacion de Kratky (Fig_L6) di6 lugar a un perfil correspondiente al
de una proteina globular con ciertas regiones flexibles. Si comparamos el perfil Kratky de
TFAM y TFAM-LSP22 observamos que en ambos casos se trata de sistemas flexibles, pese
a que en el caso de TFAM-LSP22 el sistema es mucho mas compacto.

Fig_L6. Representaciéon Krtaky para el complejo TFAM-LSP22.

3.2. Comparacion de SAXS con modelo cristalografico

Dado que existia la estructura de TFAM-LSP22 resuelta, mediante el programa CRYSOL y
el pdb disponible, se ajust6 la curva experimental de SAXS con la curva teérica originada a
partir del pdb TFAM-LSP22, pero el valor de discrepancia obtenido era muy alto, x2=6.8
(Fig_L7). También se ajusté a la curva experimental a la curva tedrica correspondiente a
las coordenadas de la proteina sola y el ADN solo, presentado valores de discrepancia
mayores. El hecho que la estructura cristalografica no pudiese explicar los datos de SAXS
en solucién sugeria la presencia de conformaciones ligeramente diferentes o movimientos
moleculares sutiles.
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Fig L7. Comparacién de la curva experimental de SAXS con las estructuras cristalograficas disponibles y sus
valores de discrepancia (¥?). (a) Comparacién con la estructura TFAM-LSP22. (b) Comparaciéon con las
coordenadas cristalograficas para la proteina. (c) Comparacién con las coordenadas cristalografica para el
ADN.
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3.3. Estudio de la dinamica del complejo TFAM-LSP22 en solucion

Para confirmar un modelo dindmico de unién y curvatura del ADN se calculd el % de
diferentes poblaciones con conformaciones diferentes para el complejo TFAM-LSP22 en
solucion. Para ello primero fue necesario generar diferentes “escenarios”, basados en el
modelo de definido para TFAM y su participacion en el inicio de transcripcion debido a los
resultados obtenidos. Los diferentes escenarios implicaban flexibilidad tanto en la
conformaciéon de la proteina como en la curvatura del ADN (ver definicién de los
diferentes escenarios en materiales y métodos: SAXS). Una vez obtenidos los modelos para
los diferentes escenarios se comparaba la curva tedrica promedio para los diferentes
modelos con la curva experimental de SAXS.

Fue en el caso del escenario 1 (Fig_L8), concretamente 1A, donde se obtuvo un mejor
ajuste con la curva experimental. En este escenario el ADN era idéntico al cristalografico,
con la curvatura de 180°, y se definié como cuerpo rigido toda la proteina excepto para la
cola C-terminal con total libertad (residuos 225-246). Otro escenario que también se
ajustaba aunque con una mayor discrepancia a la curva experimental era el escenario 6
(Fig_L11). En este escenario la proteina fue definida como un cuerpo rigido para HMG1 y
la region del linker, ofreciendo flexibilidad para la zona de HMG2. E1 ADN utilizado
presentaba una curvatura de 90° en la regiéon de HMG1, para el escenario 6A; en el caso del
escenario 6B, el ADN presentaba la misma curvatura de 90° en la zona de HMG1 mas una
curvatura mas débil de ~40° en la region correspondiente a la unién de HMG2. Para el
caso del escenario 2 (Fig_L9) el planteamiento era fijar la unién de HMG1 al ADN y definir
como dominios HMG1, HMG2 y la regidon del linker. El escenario_2A/B presentan
posibilidad de contacto con el ADN hasta el residuo final de HMG1, mientras que
escenario_2C/D presentan posibilidad de contacto hasta el final del linker. Pero en este
caso la discrepancia era mayor, hecho que era presumible ya que el andlisis de la curva
experimental nos indicaba que se trata de un sistema ligeramente compacto y el volumen
del escenario 2 es mucho mayor al experimental. Finalmente también se realiz6 el ajuste
con el escenario 3, 4 y 5; aunque el ajuste no era 6ptimo (Fig_L10).
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Fig_L8. Escenariol y su ajuste a la curva experimental. En el panel izquierdo se presentan el ADN utilizado,
idéntico al ADN con 180° de curvatura de la estructura cristalografica, mientras que la proteina presentaba
flexibilidad para la totalidad de su cola C-terminal (escenario_1A) o parcial (escenacrio_1B) (s6lo se indican

10 modelos, para simplificar la figura). En el panel derecho se muestra el ajuste para los subescenarios, en rojo
la curva experimental y verde la curva tedrica.
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Fig_L9. Escenario2 y su ajuste a la curva experimental. En el panel izquierdo se representa el ADN utilizado,
seguido de la forma final que presentan los complejos con diferente flexibilidad intrinseca en la proteina y
contacto para el ADN. El escenario_2A/B presentan posibilidad de contacto con el ADN hasta el residuo 120,
mientras que escenario_2C/D presentan posibilidad de contacto hasta el residuo 220. En el panel derecho se
muestra el ajuste para los subescenarios, en rojo la curva experimental y verde la curva tedrica.
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Fig_L10. Escenario3, 4 y 5, con el ajuste a la curva experimental. El escenario3 presenta un linker no
helicoidal con flexibilidad y posibilidad de unién al ADN hasta HMG1. El escenario4 esta formado por las 50

conformaciones que mejor definen TFAM en solucion y, finalmente, el escenario5 estd formado por un ADN
lineal de forma B. En el panel derecho se muestran los ajustes para los diferentes escenarios.
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Fig L11. Escenario 6 y su ajuste con la curva experimental. En este caso se define el conjunto HMG1 y
linker como un cuerpo rigido unido al ADN, mientras que se permite libertad para HMG2. El escenario 6A'y
6B, difieren en el tipo de ADN usado. En el panel derecho se muestran los ajustes para los diferentes
escenarios.

A partir de los diferentes escenarios creados y su ajuste se intenté definir poblaciones
mixtas dentro de la curva experimental mediante el programa EOM, es decir, a partir de
las curvas promedio para los diferentes escenarios se optimizaron las poblaciones para
que el ajuste con los datos experimentales fuera 6ptimo (Fig_L12).

Pese a ello nuestros modelos simplistas para el mecanismo dinamico no fueron suficientes
para mostrar una concordancia con los datos de SAXS, ya que existe un elevado porcentaje
de especies compactas. Posiblemente los fen6menos dinamicos dentro del complejo
TFAM-LSP22 son diferentes a los testados y muscho mas sutiles (por lo tanto, mas dificiles
de predecir) y aunque la estructura global del complejo en solucién es mas bien compacta,
SAXS es sensible a los pequefios cambios estructurales (por ejemplo, angulos de curvatura
que oscilan entre 180-160° o desplazamientos leves de HMG2 y linker).
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Fig_L12. Ajuste de poblaciones para el escenario 1A y escenario 6B, con diferente porcentaje. En la grafica es
posible diferenciar la curva experimental, en negro, y la curva teérica producto de los diferentes escenarios en
rojo. Existen dos puntos de maxima desviacion, en la parte inicial y la mitad de la curva.

Por otra parte también se probé con la estructura de TFAM en complejo con un ADN de 28
pb (Ngo, Kaiser et al.), descrita en el apartado de andlisis estructural. Mediante el analisis
comparativo de las dos estructuras fue posible distinguir la presencia de una molécula
mas compacta en el caso de TFAM-LSP28, con un desplazamiento del linker y el dominio
HMG?2. Por ello, se usé esta estructura con el ADN sobrante recortado para ajustar a la
curva experimental de SAXS. Como se puede observar en la fig_L13, el ajuste de la curva
experimental de TFAM-LSP27 es practicamente idéntico al de TFAM-LSP22. Por lo tanto,
queda por dilucidar el comportamiento del sistema TFAM-LSP en solucién mediante otro
tipo de herramientas que nos permitan entender los datos experimentales de SAXS.

M TFAM-LSP22 experimental

@ TFAM-LSP22 xtal
& TFAM-LSP27 xtal

log(l)

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
S

Fig_L13. Ajuste de las estructuras del complejo TFAM-LSP22 (en turquesa) y TFAM-LSP27 (en verde), con los
datos experimentales de SAXS (en azul).
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M. spFRET PARA EL ESTUDIO DE LA CURVATURA DEL ADN EN
SOLUCION

Como se ha comentado anteriormente el fendmeno fisico llamado FRET (Fluorescence
Ressonance Energy Transfer) puede ser usado para determinar cuantitativamente el
angulo de torsion que produce una proteina al formar complejo con un ADN marcado en
sus extremos con fluoréforos. Es por ello que una vez determinada la estructura de TFAM
en complejo con DNA-LSP22, se opt6é por realizar una colaboracién para estudiar esta
torsion en solucion mediante spFRET. Los resultados descritos en este apartado fueron
fruto de una estancia de 3 meses dentro del programa de movilidad JAE-preDoc en el
laboratorio del Prof. Jorg Lagowski en la unidad de Biofisica de Macromoléculas de DKFZ
(German Cancer Research Center), Heidelberg, Alemania. La supervisién del trabajo fue
llevada a cabo por la Dra. Katalin Téth.

La primera parte del proyecto consistié en el estudio de TFAM y la torsidn que ésta crea en
la secuencia LSP. Ademas se quiso constatar el modelo de dos puntos de curvatura por
parte de ambos dominios HMGbox, y fue por ello que el estudié implicé el uso de dos
secuencias de ADN de diferente longitud: 30pb y 50pb. Metodolégicamente implico el
marcaje con fluoroéforos de los diferentes ADN y la titracion del sistema para saber cuanta
TFAM era necesaria para llegar a la fase plateau de Erger. Para el marcaje de los fluoréforos
fue necesario evaluar el tamafio del ADN a estudiar (con la regién central de 22 pb usada
para la cristalizacion) y si existia libre rotaciéon de al menos una de las sondas. Para la
titracién fue necesario estudiar nuestro sistema y comprender si la formaciéon de una
doble banda de retardo por EMSA, es decir, la presencia de diferentes estados
oligoméricos, afectaba el estudio mediante FRET. También fue necesario establecer las
condiciones ideales para estabilizar los complejos TFAM-ADN bajo las condiciones
experimentales de spFRET.

La segunda parte del proyecto consistié en caracterizar la curvatura ocasionada por el
dominio 1 (HMG1) con o sin presencia de linker, para entender el papel del linker en la
uniéon de TFAM a la secuencia LSP22 y su perturbacién estructural. También se quiso
realizar el estudio del segundo dominio HMGbox, HMG2, y su unién y posible curvatura del
ADN. Este estudio implicé el uso de diferentes mutantes puntuales de los residuos que
juegan un papel mas importante en la unién de HMG2 con LSP22.

Finalmente, se intent6 realizar un estudio cinético del mecanismo “step-wise” propuesto
para la union de TFAM a LSP mediante el uso de time-resolved FRET dentro del sistema
spFRET. En la literatura cientifica encontramos diferentes ejemplos de uso de esta técnica
para este tipo de estudios, uno de los ejemplos es para el complejo TBP-TATA donde se
encontraron especies intermedias dentro de la curvatura del ADN hasta inducir la
curvatura final del complejo (Parkhurst, Richards et al. 1999).

1. Modelos de ADN para aplicar en estudios spFRET
El primer paso para llevar a cabo los experimentos de FRET fue el disefio de los oligos, en
base a los principios técnicos del fendmeno y el conocimiento de la estructura
cristalografica.
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El marcaje del ADN se realiz6 en la cara externa del ADN, es decir, en la cadena C (que
corresponde al oligo rico en citosinas) se marcé con el fluor6foro Alexa 488 en su extremo
5’; mientras que para la cadena D (oligo rico en guaninas) se marcé en extremo 5’ con
Alexa 594. En este sistema Alexa 488 es el donador y Alexa 594 es el aceptor. El marcaje de
los ADNs implicaba la adicién de un poli-linker para favorecer la libertad de rotacién de
los fluoréforos y, por lo tanto, intentar reducir la anisotropia (k2). Como se ha comentado
anteriormente (materiales y métodos: FRET), se disenaron dos construcciones de ADN con
diferentes longitudes (30 pb o 50pb) para los experimentos de FRET, con la secuencia de
ADN conocida como LSP22 en la zona central y las bases extra a los lados (Fig_M1). De esta
forma tenemos un ADN que, en su forma lineal, presentaria una distancia entre fluoréforos
de ~97 A para un ADN de 30 pb y ~162 A para 50pb y, por lo tanto, no se daria el
fendmeno de transferencia energética conocido como FRET. Si existe la curvatura de 180°
descrita en el cristal, los modelos construidos indican que la distancia entre los dos
fluoréforos se acortaria resultando en una distancia de ~56 A, dando lugar al fen6meno
FRET. Por lo tanto, la medida de Errgr para los complejos TFAM- ADN permite obtener un
calculo aproximado de la distancia entre los fluor6foros y, en consecuencia, del angulo de
torsion que ocurre en el ADN. Si el mecanismo de unién de TFAM en solucion es similar a
la estructura cristalografica, la distancia entre ambos fluor6foros (Egrer) sera similar entre
los complejos con diferentes ADN. Por lo tanto, el ADN de 30pb permitira llevar a cabo los
experimentos para dilucidar la Epger, permitiendo asi obtener la distancia entre los
fluoréforos y el calculo final de curvatura. Mientras que el ADN de 50pb nos permitira
dilucidar si se trata de un sistema con dos puntos de curvatura como describe la
estructura cristalografica (forma de U) manteniéndose una Epggr similar a ADN 30pb. O un
sistema con un solo punto de curvatura (forma de V), difiriendo la Errer entre los dos
ADNSs.
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Fig_M1. Modelo de FRET en el complejo TFAM-ADN en base a la estructura cristalografica. La secuencia de
ADN tiene dos cddigos de colores: verde para las bases dentro de LSP22 y azul para las bases extra afiadidas
para complementar la longitud final. En verde se indica la posicion para el fluoréforo Alexa 488 y rojo para el
fluoréforo Alexa 594. La distancia entre las sondas es de ~56 A (+ 10 A), si el sistema en solucién coincide con
el complejo cristalografico. (A) complejo entre TFAM y el ADN de 30pb. (B) Complejo entre TFAM y el ADN de
50pb.
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2. Primeros experimentos TFAM-30bp
Antes de la adquisicién de datos definitiva fue necesario poner a punto el sistema para el
comportamiento de nuestra muestra. Los ensayos spFRET se realizaron a concentraciones
del orden pM (20-50pM) con lo cual fue necesario estabilizar la formacién del complejo y
estabilizar la fluorescencia de las sondas en la solucidn durante el tiempo del experimento
(ver material y métodos: FRET).

2.1. Comportamiento del ADN
El experimento de FRET requiere el uso de controles negativos, en este caso existian dos
tipos de controles denominados Donor only o C'D duplex. El control negativo Donor
only hace referncia a la hebra de ADN marcada con el donador, mientras que C'D daplex
es la doble hebra de ADN marcada sélo con el donador (donde ‘ indica el marcaje con
fluoréforo en el oligo, C el oligo rico en citosinas y D el oligo rico en guaninas).

Al analizar el histograma de la medida del control negativo C'D didplex (doble hebra
marcada con donador) con C'D’ duplex de 30pb (doble hebra macada con los dos
fluoréfors, con una distancia de ~100 A entre ellos) (Fig_M2A) es posible observar que C'D
duplex presenta un solo pico, mientras que C’'D’ diplex esta formado por dos picos. Esto
sugiere que el ADN presenta un comportamiento intrinseco caracteristico, donde seria
posible la existencia de una leve pre curvatura intrinseca.

También se realizaron controles positivos, se disponia de ADN de 30pb con los fluoréforos
colocados a 21 pb o ~68 A (llamado C'D’ 21pb) y 10pb o ~32 A (llamado C’D’10pb)
(Fig_M2B). Estos ADN presentaban diferente Errer debido a la diferencia entre la distancia
entre sondas y, por lo tanto, un valor diferente para proximity ratio. Estas medidas
permiten calibrar el sistema para poder extraer una distancia entre sondas a partir del
valor proximity ratio experimental. En la figura también se muestra el valor de proximity
ratio para C'D’30pb, una vez adquiridos los datos y visualizados, sera necesario
reprocesarlos fijando un valor de proximity ratio zero para C'D’ duplex. Este proceso es
conocido como determinacion crosstalk correction.

2.2. TFAM en complejo con C'D’ 30bp

Para las medidas de spFRET fue necesario llevar a cabo la formacion del complejo
mediante dialisis O/N. También fue necesario establecer un ratio proteina:ADN dptimo,
que era previamente analizado mediante geles EMSA. En la figura M_2B, se muestran el
numero de eventos de FRET de los complejo C1, C2 y C3 con ratios proteina:ADN
crecientes, es decir, la cantidad de proteina frente ADN es mayor de C1 a C3. En rojo
observamos el valor de proximity ratio para el ADN, con dos picos muy préximos. Cuando
se afiade TFAM observamos un primer pico en concordancia con el ADN, debido a la
presencia de ADN libre, y un segundo pico debido al fendmeno FRET en presencia de
TFAM donde es posible fijar el valor medio de la campana Gauss sobre x = 0.45 para
proximity ratio. Para los tres complejos el valor medio era similar, aunque en el caso de
menor cantidad de TFAM existia una mayor cantidad de ADN libre y, por lo tanto, el
histograma mostraba un mayor nimero de eventos para la sefial del ADN libre. Ademas
también se ensayo0 el efecto del detergente NP40 para estabilizar los complejos proteina-
ADN, viendo que no provocaba efectos negativos sobre el fen6meno FRET.
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También se estudio el efecto de concentraciones crecientes de NaCl en el fenémeno FRET
(Fig_M3C(). A partir de concentraciones de NaCl alrededor de 250mM el valor de proximity
ratio para el complejo practicamente desaparece y solo es posible distinguir el pico
referente al ADN (levemente desplazado debido a que la sal afiade ruido a la medida,
Fig M3A). Esta desapariciéon del pico referente al fenémeno FRET sugiere que bajo
concentraciones elevadas de NaCl existe una disociacién del complejo. Por otra parte cabe
destacar que durante los primeros experimentos de spFRET se determiné que el agente
reductor usado tipicamente para TFAM (5 mM DTT) podria provocar dafios sobre los
fluoréforos: el analisis del FRET bajo varias concentraciones de DTT, indicé que el DTT
enmascaraba la sefial del fluoréforo donador en el aceptor (Fig_M3B). Por ello se decidi6
usar concentraciones de DTT de 1 mM.
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(A) Comportamiento diferentes ADN
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(B) Comportamiento del complejo TFAM-30bp + NP40
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Fig M2. Histograma spFRET donde se representa proximity ratio vs numero de eventos. (A)
Comportamiento de los diferentes ADN. En el panel izquierdo encontramos la fluorescencia detectada
para diferentes tipos de duplex de ADN: C'D diplex, solo el oligo C estd marcado con el donador (muestra
conocida como Donor only); C'D’ diplex, ambos oligo estan marcados (C con donador, D con aceptor);
mixDNA, combinacién de diplex marcado con los dos fluoréforos y diplex no marcado. En el panel
derecho, histograma de fluorescencia para ADN de diferente longitud marcado (C'D’ 10pb, C'D’ 21pb,
C'D’ 30pb) y el daplex control negativo llamado Donor only (C'D). (B) Comportamiento del complejo
TFAM-30pb con presencia o ausencia de detergente NP40 en el tampdn de adquisicion de datos. Los
diferentes complejos presentan un ratio TFAM-ADN diferente, C1, 0.1 nmol TFAM:0.1 nmol ADN; C2, 0.2
nmol TFAM: 0.1 nmol ADN; C3, 0.4 nmol TFAM: 0.1 nmol ADN. Las flechas indican los picos del
histograma, en gris claro correspondiente al valor proximity ratio para mixDNA, y en gris oscuro, valor de
proximity ratio para el complejo TFAM+DNA30pb.
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(A) Efecto NaCl sobre ADN marcado (B) Efecto DTT sobre ADN marcado
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(C) Comportamiento del complejo TFAM-30bp frente diferentes [NaCl]
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Fig_M3. (A) Histograma spFRET para el ADN con concentraciones crecientes de NaCl (20, 100, 150 y 250 mM
NaCl). (B) Efecto de DTT sobre el ADN marcado con los fluoréforos y su fluorescencia. La flecha gris indica el
aumento en la concentraciéon de DTT de 0 a 10 mM. (C) Comportamiento del complejo TFAM-30pb (en
diferentes tonalidasdes de azul) frente diferentes concentraciones de NaCl y su disminucién en el fenémeno
FRET.

3. FRET para TFAM, HMG1 y mutantes puntuales en HMG2 para el
complejo con ADN 30pb
Una vez obtenidos datos para lo complejo TFAM-30pb se llevaron a cabo experimentos
spFRET para dominios y mutantes puntuales de TFAM.

3.1. Dominios para HMG1

Se compard el fendmeno FRET debido al dominio D1 (HMG1: Ser44-GIn125) y dominio H1
(HMG1+linker: Ser44-Leul52) con el de la proteina entera TFAM (Fig_M4A). Si fijamos los
picos asociados a cada muestra, es posible observar que en el caso de TFAM existe un
mayor valor de proximity ratio que para D1 y H1, ya que, la curvatura inducida por la
proteina entera es mucho mayor. Ademas en el caso de D1, sin el linker, el valor de
proximity ratio es menor que para H1 (por lo tanto, en D1 hay una mayor distancia entre
fluoréforos), indicando que el linker incrementa la curvatura del ADN.
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3.2. Mutantes puntuales para la unién de HMG2

Durante la descripcion de la estructura fue posible definir contactos proteina-ADN en el
dominio HMG2 que parecian importantes para la unién y curvatura del ADN, que incluian
Tyr162, Asn163, Vall66, Pro178, GIn179 y Leul82. En este apartado concretamente se
analiz6 el efecto de mutantes puntuales de los residuos: GIn179, Tyrl62 y Asnl63,
substituidos uno a uno por Ala (Fig_M4B). Ninguno de los mutantes mostraba el mismo
valor de proximity ratio que para la proteina nativa TFAM, indicando la participacion de
los residuos en la promocion de la curvatura.

(A) TFAM vs D1, H1 en complejo con DNA30pb
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120 —

eventos

proximity ratio
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(B) TFAM vs mutantes HMG2 en complejo con DNA30Opb
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Fig_M4. Histograma spFRET para D1, H1, mutantes puntuales de HMG2 con ADN 30pb. (A) TFAM vs D1, H1 en
complejo con ADN 30pb. En rojo se muestra el perfil para el ADN, en naranja para D1 y en ptrpura para H1.
(B) TFAM vs mutantes puntuales para los residuos de interaccidn especifica con ADN de 30pb. En diferentes
tonalidades de verde se encuentran los mutantes de HMG2: N163, Y162, Q179.
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4. FRET para TFAM, HMG1 y mutantes puntuales de HMG2 en complejo
con ADN 50pb
4.1. TFAM

Al igual que en el caso de ADN de 30pb, para las medidas de los complejo con ADN de
50pb fue primero necesario analizar el comportamiento de los diferentes duplex. En la
figura M5(A) se puede observar otra vez la diferencia en el perfil de FRET para el ddplex
C'D-50pb (en rosa) y el duplex C’'D’-50pb (en morado), al igual que sucedia para ADN de
30pb, donde existia un doble pico. En este caso los fluoréforos se encuentran tedricamente
a una distancia de ~162 A, con lo cual resulta poco probable que este ADN presente
fenomeno FRET debido a, por ejemplo una leve curvatura intrinseca. Diversas hipotesis
podrian explicar este comportamiento del ADN: una curvatura intrinseca, efecto del
claster de guaninas en la distribucién en solucion de los fluoréforos y sus dipolos, o la
presencia de supraestructuras de ADN que permitiesen la excitaciéon del aceptor, entre
otras.

Los experimentos de TFAM en complejo con ADN de 50pb daba lugar a histogramas
similares al ADN 30pb, con presencia de 3 campanas de Gauss en un mismo histograma
(Fig_M5B). Ademas parecia que el valor de proximity ratio para el fenémeno FRET debido
al complejo TFAM-50pb era similar al de 30pb (Fig_M5C). En el gel EMSA, se distinguian
los complejos con ADN de 30pb con los complejos para ADN de 50pb. Aunque la banda de
ADN libre migra de forma diferente para las diferentes longitudes de ADN, la migracién del
complejo TFAM-ADN da lugar a una banda practicamente a la misma altura. En el caso del
complejo TFAM-ADN 50pb fue necesario afinar el ratio proteina: ADN debido a que la
presencia de bandas superiores y muchos mas difusas era mas corriente, posiblemente
por la mayor longitud de ADN se favorecia la unién de forma dimérica de TFAM al ADN.

El hecho que el valor de proximity ratio sea similar para TFAM-30pb y TFAM-50pb indica
que la distancia entre fluoréforos es independiente de la longitud del ADN, lo que permite
sugerir un sistema de unién parecido al de la estructura cristalografica, donde la proteina
promueve una forma de U en el ADN debido a la presencia de dos puntos de curvatura.
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(A) Comportamiento ADN 50pb (B) TFAM-50bp
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Fig_M5. Experimentos spFRET para TFAM en complejo con ADN de 50pb. (A) Comportamiento ADN marcado
de 50pb. Histograma para duplex marcado solo con donador (C'D duplex 50pb, en rosa) frente al histograma
con duaplex con ambos fluoréforos (C'D’ diiplex 50pb, en morado) y una mezcla de ADN marcado y no marcado
(mixDNA, en rojo). (B) Histograma de TFAM-50pb (en azul) frente a ADN de 50pb marcado con ambos
fluoréforos (en rojo) o solo donador (en rosa). (C) Comparacion entre perfiles de spFRET para TFAM-30pb
(interlineado azul) vs TFAM-50pb (linea sélida azul). En el panel derecho, EMSA gel al 12% para las muestras
representadas en el histograma. Las muestras 10 y 12 son para el complejo TFAM-50pb, y 10, 3, Old, para el
complejo TFAM-30pb.

4.2. Dominios para HMG1
En el caso del ADN 50pb también se realizaron experimentos con el dominio D1 y H1. Los
perfiles de distribucién del valor proximity ratio para D1 y H1 (Fig. M6A y B) son
practicamente similares al perfil con el ADN 50pb. En este caso los perfiles son muy
diferentes al caso del ADN de 30pb.
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(A) TFAM vs D1 en complejo ADN 50bp
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Fig_M6. Histograma spFRET para D1, H1 y TFAM. (A) Histograma de la distribucién de proximity ratio para
diversas muestras de D1 (con diferentes tonalidades de naranja), para ADN en rojo y para TFAM en azul. (B)
Histograma para diversas muestras de H1 (con tonalidades de purpura).

4.3. Mutante puntual para L182

Otra de las medidas realizadas fue para el mutante puntual del residuo intercalante para el
dominio HMG2, Leu182. El perfil de distribucién para Leu182 en ambos casos (ADN 30pb,
ADN 50pb) mostraba la presencia de dos picos con una cola extendida hasta valores de
proximity ratio mayores que para el caso de la medida del ADN sin proteina (Fig_ M7 Ay B).
Por lo tanto, la mutacién del residuo Leu182 parece mostrar fendmeno FRET, pero menor
que para TFAM nativa. Por lo tanto, podemos sugerir que la promocién de la curvatura por
parte de HMG2 es un proceso cooperativo donde seria el efecto conjunto de todos los
residuos el que permite obtener la curvatura final.
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Fig M7. Histogramas de spFRET para mutantes puntuales de Leu182 en complejo con ADN 30pb
(A) y ADN de 50pb. Los complejos TFAM-ADN se muestran con diferentes tonalidades de azul. En
rojo aparece la media para el ADN, sin presencia de proteina. (B) Con diferentes tonalidades de gris
se muestran las medidas para el mutante Leu182.

5. Modificacion del calculo crosstalk correction

Después de la obtencién de los perfiles de distribucion de proximity ratio para los
diferentes complejos y ADN, es necesario normalizar los valores de proximity ratio en
funcion del control negativo usado en cada medida. Es decir, con el programa IGOR se fija a
cero el valor de proximity ratio asociados para el ADN sin presencia de proteina.
Normalmente se usa la muestra descrita como Donor only (C'D ddplex), ADN con presencia
solo del donador, y/o el ADN con los dos fluoréforos pero sin presencia de proteina
(C'D’duplex o mixDNA). Tal y como se ha comentado anteriormente en la muestra mixDNA
o C'D’ duplex existen dos picos en el histograma. Para el procesado de las siguientes
muestras se tomd la posicion central de los dos picos como valor cero (Fig_M8). Es posible
observar que después de la correcciéon ninguno de los dos picos se centra en la posiciéon
cero, por ello fue necesario reprocesar los datos tomando como crosstalk correction la
posicion central del pico para Donor only, es decir, el primer pico del histograma para
mixDNA. Una vez obtenido el valor para crosstalk correction se deben reprocesar los datos
mediante el programa FRETtchen y posteriormente, visualizarlo y analizarlo mediante el
programa IGOR y ORIGIN.
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Fig_M8. Histograma del perfil de distribucién de los valores de proximity ratio para dos tipos de ADN: C'D
duplex (ADN marcado solo con el donador) y mixDNA (mezcla de hebras de ADN marcadas con los dos
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fluoréforos y sin marcaje). A la izquierda se observa el histograma antes de crosstalk correction y el histograma
después de crosstalk correction con los valores de proximity ratio para cada posicién del pico.

6. Resultados finales

Una vez reprocesados los datos con los valores de crosstalk correction se visualizaron los
histogramas con el programa IGOR que permite obtener los valores numéricos para cada
muestra. Posteriormente, mediante el programa ORIGIN se determiné para cada curva de
distribucion la posicién central (x), que corresponde al pico de la campana de Gauss y
determina el valor de proximity ratio para la poblacién de la muestra. El area (A) de la
campana es la medida del porcentaje representativo de esta conformacion en la muestra.
Finalmente, la anchura (w) a la mitad del pico que ofrece informacién sobre la
heterogeneidad de la poblacion, es decir, si se trata de una conformaciéon dindmica o mas
bien estatica.

6.1. Valores de proximity ratio obtenidos para los diferentes complejos
Las diferentes curvas fueron analizadas por separado en funcién del dia de obtencidn de
los resultados y su correspondiente crosstalk. Seguidamente se obtuvieron los valores de
proximity ratio, que luego fueron promediados. A continuacién (Tabla_M1) aparecen los
valores de proximity ratio, o la posicion central definida para cada pico, para cada tipo de
complejo con los parametros crosstalk correction definidos previamente.

Proximity
ratio

TFAM_30pb 0,21
intermediate
TFAM_30bp 0,48

TFAM_50bp 0,45

0,24

0,16
H1_30bp 0,31
H1_50bp 0,16

L182_30bp 0,28

L182.50bp 0,16

N163 0,28
Y162 0,24
Q179 0,39

Tabla_M1. Valores de proximity ratio para cada tipo de complejo. Los valores mas bajos de proximity ratio
indican mayor distancia entre fluordéforos, mientras que valores mas altos indican menor distancia entre
fluoréforos.

216



6.1.1.  Valores de proximity ratio para TFAM y ADN 30pb/ 50pb

En el caso de TFAM con ADN de 30pb era posible diferenciar 3 perfiles o campanas de
Gauss, indicando la presencia de heterogeneidad en la muestra (Fig_M9). El primer pico
correspondia con el del ADN-Donor only con un valor x~0 (no FRET), debido a la presencia
de ADN libre en la muestra. El segundo pico se encuentra desplazado referente respecto al
pico del ADN marcado con los dos fluoréforos con un valor x = 0.21 (valor promedio, 0.20
para el caso de la Fig_M9). Y, finalmente, existe un tercer pico con un valor de proximty
ratio de 0.45 (valor promedio, 0.48 para el caso de la Fig_M9).. Por lo tanto, parece existir
dentro de TFAM en complejo con ADN 30pb, dos tipos de poblaciones con diferente
eficiencia para el fenémeno FRET, sugiriendo diferente grado de curvatura en el ADN. El
complejo TFAM-ADN50pb no muestra esta poblacién intermedia con valor proximity ratio
superior al pico del ADN, aunque si muestra un valor similar a una de las poblaciones
descritas para TFAM-ADN30pb (x = 0.45 para TFAM-ADN50pb, x=0.48 para TFAM-
ADN30pb). La ausencia de la poblacién intermedia en el caso de TFAM-ADN50pb es
debido a que la distancia entre los fluor6foros para cada ADN es diferente, por lo que, una
curvatura de 90° en el ADN de 30pb implicaria una distancia entre sondas (R) que da lugar
a un valor de proximity ratio x. Para el ADN de 50pb, esta curvatura se traduciria en una
mayor distancia entre sondas y, por lo tanto, un valor menor de proximity ratio.
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Fig_MO. Distribucién de proximity ratio para el complejo TFAM-DNA30pb (a la izquierda) y complejo TFAM-
DNA5Opb (a la derecha), donde se indica con linea solida el perfil de la distribucién global y con interlineado
los ajustes para los diferentes picos que conforman la distribucién global. En el caso del complejo TFAM-30pb
es posible observar la presencia de una nueva poblacidn con valor x3 y una poblacién intermedia con valor x2,
entre el perfil del ADN y el perfil para el complejo.

6.1.2. Valores de proximity ratio para los dominios y sus mutantes
puntuales
Los complejos de los diferentes dominios y mutantes con ADN 30pb muestran una
reduccion del fendmeno FRET respecto de TFAM, ya que su valor de proximity ratio es
menor. Cabe destacar que el dominio D1 (HMG1) presenta un valor de proximity ratio
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menor al dominio H1 (HMG1+linker), confirmandose el hecho que la adicién del linker a
HMG1 incrementa la capacidad de este dominio de curvar el ADN.

Si comparamos los valores proximity ratio para los diferentes mutante puntuales N163,
Y162, Q179 y L182 (Tabla_M1), es posible observar que todos ello presentan una
reduccion del valor proximity ratio comparado con TFAM nativa, es decir, una disminucion
de la curvatura en el ADN. Aunque es en el caso del mutante Y162 donde la reduccion es
mayor, pese a que se esperaria que el mutante para el residuo intercalante (L182) causara
una mayor perjuicio en la curvatura final.

Para el ADN de 50pb el comportamiento de los mutantes es muy distinto, mostrando un
valor de proximity ratio practicamente idéntico al ADN control y sugiriendo que no existe
FRET bajo estas condiciones (al igual que sucedia para la poblacién intermedia de TFAM-
30pb que desaparecia en TFAM-50pb). Ello es debido a que en presencia de un mismo
angulo de curvatura, la distancia entre los fluoréforos (R) para cada ADN pede resultar
diferente. Por ejemplo, una posible curvatura de 90° (similar a la curvatura inducida para
cada HMGbox) en el ADN de 30pb implica una distancia entre sondas que da lugar a un
valor de proximity ratio x. Para el ADN de 50pb, esta curvatura se traducira en una mayor
distancia entre sondas provocando la disminuciéon del fenémeno FRET o su ausencia
(Fig_M10).

-

)

Fig_ M10. Esquema explicativo del sistema FRET mediante el uso de ADN con diferente longitud, donde R
indica la distancia entre fluoréforos (sefialados con circulos verde para Alexa 488 y rojo para Alexa 594). En la
parte superior aparece el ADN sin presencia de curvatura, donde R>1004 y no existe fenémeno FRET. En la
parte superior existe una curvatura en la region LSP22 de 90°, que provoca un acortamiento de la distancia
entre fluoréforos para ambos ADN’s, que en el caso de ADN de 30pb es suficiente para que exista fenémeno
FRET.

6.2. Proximity ratio vs Egger
Como se ha comentado en la descripcién del fundamento (Materiales y métodos: FRET), la
relacion entre P y Errer, depende del factor de deteccion del sistema (y), definido por la
eficiencia de detecciéon y el rendimiento cuantico de donador y aceptor. Cuando y=1,
sucede que P = Errer. En nuestro caso se realizo la calibracién para nuestros oligos y el
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sistema (en verde en la grafica de la Fig_M11), y a partir de la funcién polinémica obtenida
se extrapolaron los valores de proximity ratio para cada complejo. Asi se obtuvieron los
valores de Eficiencia de FRET (Egrer).
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Fig_M11. Grafica de la relacién entre Errer (definida como ET en la leyenda) y proximity ratio para diferentes
valores del factor de deteccion del sistema (y). En rojo para y= 1.7, en azul para y= 2.8 y en verde para el
sistema FRET con nuestros oligos.

Los valores de Eprer permiten llegar a las mismas conclusiones que los valores de
proximity ratio (Tabla_M2). La mayor eficiencia del fendmeno sucede para el caso de TFAM
nativa y su valor es similar para ambos ADN, mientras que los dominios y mutantes
presentan diferentes valores.

Proximity

. Errer

ratio

TFAM_30pb
0,21 0,11
intermediate

TFAM_30bp 0,48 0,32
TFAM_50bp 0,45 0,29
0,24 0,12
0,16 0,08
H1_30bp 0,31 0,17
H1_50bp 0,16 0,08
L182_30bp 0,28 0,15
L182_50bp 0,16 0,08
N163 0,28 0,15
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Y162 0,24 0,13

Q179 0,39 0,24

Tabla_M2. Valores de Errer, para los diferentes complejos.

6.3. Calculo de ladistancia (R) entre fluor6foros

Para el calculo de la distancia entre los fluoréforos se optd por la calibracion del sistema,
es decir, se realizaron la medida de ADN’s con los fluoréforos colocados a distancias
conocidas. Por lo tanto, es posible representar los valores de proximity ratio obtenidos por
nuestro sistema versus la distancia en nanémetros entre los fluoréforos (R) (Fig_M12). A
esta representacion se pueden extrapolar los valores de proximity ratio obtenidos para la
muestras, obteniendo asi la distancia entre fluoréforos. Pese a ello cabe destacar que
existe un parametro que influye en el error asociado al calculo de distancia conocido como
anisotropia, que hace referencia a la orientacién entre los momentos dipolos de los
fluor6foros. Este pardmetro se encuentra entre valores de 0 (dipolos paralelos, esta
situacién aunque es la ideal no ocurre experimentalmente) a 4 (para dipolos orientados de
forma perpendicular). El calculo de la anisotropia (k2= 2.86 para TFAM-30pb y k2= 2.32
para TFAM-50pb), permiti6 realizar un calculo del error o incertidumbre de la medida de
la distancia de -22% a +27% para TFAM-30pb y -15% a +23% para TFAM-50pb.

A partir de estos valores R, es posible hacer un calculo aproximado del angulo de
curvatura asociado a determinados valores R. Ello consiste en el uso de la informacion
cristalografica y los modelos construidos, ya que, si la curvatura del ADN es similar a la
cristalografica con 180° sabemos que R~ 56 A. Por lo tanto, podemos hacer un calculo
aproximado del angulo de curvatura.
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Fig_ M12. Recta de calibracion entre proximity ratio vs R (nm), con la siguiente ecuacidn lineal asociada .

La menor distancia entre fluor6foros se da en el complejo TFAM-30pb y TFAM-50pb, que
premite calcular un dngulo final de ~170° (Tabla_M3).

Al comparar la distancia entre fluoréforos que ofrece el complejo TFAM-ADN con los
valores para los complejos con el dominio D1 y H1, es posible observar que son inferiores.
Ademas la distancia para el dominio H1 es menor al dominio D1, por lo que la curvatura

inducida por el dominio H1, es decir, HMG1 con linker; es mayor. Es interesante destacar
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que el angulo aproximado calculado para el dominio D1 es similar a la conformacién
intermedia de curvatura para TFAM (ver mas adelante).

Las mutaciones puntuales de los residuos de interaccién de HMG2 con el ADN permiten
contrastar que la mutacién que ofrece un mayor efecto reductor de la curvatura es Y162
seguido del mutante L182. Mientras que el mutante para el residuo Q179 no implica una
distorsiéon de la curvatura tan grande. En el caso de los complejos con los mutantes para
L182, N163 y Y162, el valor de la distancia entre fluoréforos es similar al dominio H1 y
D1. Ello refleja que en el caso de estos mutantes puntuales, el dominio HMG2 no puede
promover una curvatura estable en el ADN. Estos valores de distancia muestran que no
existe un residuo capital en la intercalacién al ADN en HMG2, sino que se trata de un
proceso cooperativo suma del efecto de los diferentes residuos de interaccion. Por lo
tanto, los experimentos de FRET permitieron profundizar en el mecanismo de unién y
curvatura de HMG2 al ADN.

ll?:;);imity R (nm) R(A) curvatura
TFAM_30pb

0,21 8,76 87,61 81,37
intermediate
TFAM_30bp 0,48 5,96 59,60 170,44
TFAM_50bp 0,45 6,28 62,79 160,31

0,24 8,47 84,75 90,47
H1_30bp 0,31 7,76 77,62 113,15
L182_30bp 0,28 8,09 80,86 102,85
N163_30bp 0,28 8,02 80,24 104,83
Y162_30bp 0,24 8,44 84,38 91,65
Q179_30bp 0,39 6,88 68,84 141,08

Tabla_M3. Valores de proximity ratio, distancia entre fluoréforos y curvatura del ADN.

6.4. Confirmacion del sistema en forma de U
La correlacion entre los valores de proximity ratio, Errer y R entre los complejos TFAM-
30pb y TFAM-50pb, permite ratificar el sistema de curvatura descrito en la estructura
cirstalografica donde existen dos punto de curvatura en el ADN (Fig13). Por lo tanto, el
mecanismo de curvatura de ADN promovido por TFAM es en forma de Uy no de V como se
habfia descrito anteriormentepor otros grupos (Malarkey, Bestwick et al.).
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(A) DNA, NO FRET
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50bp
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,ﬁ;;ﬁ \;\ )_%R~ A’_‘.
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Fig M13. Esquema explicativo del sistema FRET mediante el uso de ADN con diferente longitud, donde R
indica la distancia entre fluoréforos (sefialados con circulos verde para Alexa 488 y rojo para Alexa 594). (A)
Aparece el ADN sin presencia de curvatura, donde R>1004 y no existe fenémeno FRET. En azul aparece la
secuencia LSP22 en la region central, en diferentes tonalidades de gris se muestra el ADN de 30pb y ADN de
50pb. (B) Dos casos donde existe un acortamiento de la distancia entre fluor6foros debido a dos tipos de
curvatura muy distintos: en forma de U o forma de V. En el caso de forma V, la curvatura en la zona central de
LSP22 provoca un acortamiento de distancias mayor entre ADN de 30pb que en ADN 50pb. Mientras que en el
caso en forma de U, la curvatura final de 180 ° (suma de dos puntos de curvatura) provoca una distancia entre
fluoréforos similar para ambos ADN.

6.5. Presencia de conformaciones multiples

Los ensayos spFRET permiten distinguir la existencia de diferentes especies o
conformaciones en la muestra. La presencia de conformaciones diferentes se muestra por
la presencia de multiples picos dentro del perfil global. En el caso del complejo TFAM-
30pb (Fig_M14) se obtiene un perfil donde es posible determinar tres campanas de gauss
con diferentes posiciones centrales o valores de proximity ratio: x1~0, hace referencia a la
presencia de ADN libre; x2 ~ 0.20 y x3 ~ 0.45. Por lo tanto, existen dos conformaciones
dentro de la dindmica de curvatura del ADN. Una primera conformacién con una distancia
entre sondas de ~ 87 A, lo cual indica una curvatura de ~ 81°. La segunda conformacién
presenta una distancia entre sondas de ~ 59 A& y, por lo tanto, un angulo de ~ 170°. Por lo
tanto, esta tercera conformaciéon presentaria una similitud con la estructura
cristalografica, ya que los modelos creados a partir de esta pronosticaban una distancia de
~ 56 A entre sondas.

A partir de los perfiles también es posible obtener informacién de la representacion de las
diferentes conformaciones en la muestra total, en forma de area (A) de la campana de
Gauss, asi como obtener informacién sobre la heterogeneidad de la conformacién en base
a la anchura de la curva a la mitad de la altura del pico (w). La poblacién similar a la
estructura cristalografica muestra un area inferior a la poblacién de curvatura intermedia
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y ademdas muestra una mayor heterogeneidad dentro de la poblacién, ya que presenta un
valor w mucho mayor a la conformacién intermedia.

Cabe destacar que la existencia de este poblacién intermedia no se observaba en todo los
ensayos.

Conformacion X A w
Curvatura ~ 80° 0.20+0.01 9.66+1.74 0.17+0.02
Curvatura ~ 170° 0.45+0.043 6.03+2.14 0.27+0.07
Q
’
N

804

70 - Q‘]/ I complex 10
] / B complex 3
60 | I -Q’ B complex

events

prox ratio

Fig M14. Histograma TFAM-DNA 30pb para 3 complejos diferentes (en diferentes tonalidades de
azul). Dentro del histograma con un perfil global (indicado con una linea gris) se ajustaron
diferentes picos asociadas a cada campana de Gauss (en rojo, celeste y blanco) con el programa
ORIGIN. Se indican los valores para cada posicion central y el area relativa para los picos debidos a
la presencia de diferentes conformaciones.
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A.TFAM IMPONE UNA CURVATURA DE 180° SOBRE LSP

1. TFAM provoca una torsion de 180° en LSP
La resolucién de la estructura cristalografica permite visualizar la torsion que TFAM
provoca sobre la secuencia LSP. Esta perturbacion topoldgica queda también reflejada
mediante estudios de FRET, ratificAindose el modelo de unién de TFAM con dos puntos de
curvatura realizados por cada dominio HMGbox por separado.

La forma en la que TFAM curva el ADN muestra una similitud con las proteinas procariotas
HU (Heat-Unstable nucleoid) y IHF (Integration Host Factor) que compactan y empaquetan
el ADN procariota mediante la introduccién de curvaturas en forma de U (Fig_A1) (Rice,
Yang et al. 1996; Mouw and Rice 2007). IHF es una proteina pequefia heterodimerica que
provoca una curvatura de ~ 180° mediante la intercalacion de dos residuos de prolina
muy conservados en dos puntos diferentes del surco menor (uno por cada monémero).
Debido a que TFAM es una de las proteinas principales en el mantenimiento y
empaquetamiento del mtDNA facilmente podemos llegar a la conclusién que la curvatura
que TFAM promueve después de la uniéon con el ADN es un mecanismo para su
empaquetamiento.

Ademas, también se trata de un factor de transcripcién mitocondrial. El papel topolégico
que TFAM provoca sobre LSP recuerda al factor de transcripcién nuclear de unién a la caja
TATA (TBP) (Fig_A1). TBP se une de forma especifica a una secuencia de ADN llamada caja
TATA situada 30 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion, similar a TFAM que
une la region -35 a -15 pb. La unién de TBP provoca una distorsion en el ADN mediante la
intercalacién de residuos de fenilalanina de sus hojas B en el surco menor, provocando un
desenrollamiento local y una curvatura final de 80° (Nikolov, Chen et al. 1996). Esta
curvatura del ADN permite el reclutamiento de la maquinaria para el inicio de la
transcripcidon y promueve una apertura en la zona rica en AT cercana al sitio de inicio de la
transcripcion.

Tanto en IHF y TBP la curvatura viene dada por la intercalacién de residuos hidrofébicos
en el surco menor del ADN, con dos puntos de hendidura, dando lugar a una curvatura
similar. Al igual que sucede en TFAM.

TFAM-LSP22
s AT
: A ARED
C b o2 ~U}" é—‘/‘ B
=) @ s
.'--—': ) =\
S nrx‘,- :J
2% “‘::')*{’ .") “:M -
X :4-.‘ a f.;":, 3 ’ (,'-"/Z‘,‘“;\r:r,
=V &V s
& TG am Y
lnf'-. s .-.':__\ 3 at
IHF-H' binding site TBP-TATAbox
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Fig_A1l. Estructura de la proteina TFAM, IHF y TBP en complejo con sus respectivos DNA’s. Es posible observar
como en todos los casos existe una curvatura del ADN provocada por la unién de la proteina. TFAM-LSP22
(Rubio-Cosials, Sidow et al.), IHF-H’ sitio de unién (Mouw and Rice 2007), TBP humana en complejo con la caja
TATA (Nikolov, Chen et al. 1996).

2. Dinamica del complejo TFAM-LSP

El hecho que la estructura cristalografica no pudiese explicar los datos experimentales de
SAXS en solucion para el complejo TFAM-LSP22 indica cierta dinamica en el complejo
TFAM-LSP22. Pese a ello, los dos escenarios que mejor ajuste presentaban eran, por una
parte, para la situacién en que el ADN era idéntico al cristalografico, con la curvatura de
180°, y se definia como cuerpo rigido toda la proteina excepto la cola C-terminal con total
libertad (residuos 225-246) (escenario 1). Para el segundo escenario, la proteina era
definida como un cuerpo rigido para HMG1 y la region del linker, dando flexibilidad a
HMG2, y con el ADN curvado 90° para la regién de unién de HMG1 (escenario 6). Por lo
tanto, estos experimentos in silico sugerian un sistema con conformaciones mas o menos
compactas con la presencia de posibles movimientos moleculares sutiles entre ellas, ya
fuese un ligera respiracidon del ADN o un desplazamiento de HMG2.

En relaciéon con esta sospecha, los ensayos spFRET permitieron distinguir la existencia de
conformaciones diferentes en la muestra en relaciéon a la curvatura del ADN. FRET indica
que existen dos conformaciones de ADN en complejo: una conformacién con un elevado
grado de heterogeneidad (su histograma muestra un pico muy ancho) con una distancia
entre sondas de ~59 A y, por lo tanto, un angulo de ~ 170°. Esta conformacién esta en
concordancia con las estructuras cristalograficas descritas. Por otra parte existe una
conformacion presente en alguna de las medidas, con una distancia entre sondas de ~ 87
A, 1o cual indica una curvatura de ~ 81°. Debido a que HMG1 presenta mayor afinidad que
HMG2 por ADN y que en general la unién de los dominios HMGbox tipicamente provoca un
angulo de torsion entre 70 a 110°, podriamos pensar que esta curvatura en el ADN de
~80° es debida a la uniéon de HMG1 al ADN. Ademas coincide con los valores de curvatura
obtenidos para el dominio HMG1 en spFRET.

Ello sugiere la existencia de una conformacién intermedia de unién que provoca una
curvatura al ADN mas inestable, donde existe la unién de HMG1 al ADN dando lugar a una
primera hendidura entre pares de bases. Posteriormente, se daria la unién de HMG2 que
conjuntamente con HMG1 daria lugar a la curvatura de 180°, mas estable energéticamente.

Este tipo de mecanismo de unién con especies intermedias se ha descrito también para el
caso de IHF y TBP mediante experimentos de spFRET. Ensayos de spFRET en complejo de
TBP con TATAbox muestran un elevado dinamismo con transiciones abruptas entre
multiples estados de FRET (Schluesche, Heiss_2008). El histograma de distribucién en
tiempos de 750ms revela la presencia de hasta seis discretos estados, mostrando que el
mecanismo de unién de TBP al ADN es mas complejo de lo que se pensaba (Fig2). Para IHF
el uso de spFRET time-resolved permiti6 entender la cinética de curvatura/no curvatura en
el ADN, donde existe un estado intermedio con un ADN parcialmente curvado (Kuznetsov,
Sugimura et al. 2006)(Fig2).
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Fig2. Dinamica de los complejos para IHF y TBP con sus respectivos ADN mediante estudios de spFRET. (A) (B)
Para IHF fue posible definir un estado intermedio mediante el uso de técnicas de time-resolved con tiempos del
orden de ms. (C) (D) Para TBP, el diagrama de distribucién de Errer en funcién del tiempo permite distinguir
diferentes especies de curvatura diferente.

B.TFAM_ Y SU RECONOCOIMIENTO ESPECIFICO DE
SECUENCIA

En este apartado de discusién se pretende profundizar en el reconocimiento especifico de
secuencia por parte de TFAM en LSP y las implicaciones en la transcripcion. Tal y como se
ha comentado anteriormente, TFAM interacciona directamente con los nucledtidos
situados entre -35 y -17 (Fisher, Topper et al. 1987). Ademas se ha descrito que la
distancia entre el sitio de unién a TFAM vy el sitio de inicio de transcripcién es esencial
para la actividad de la secuencia promotora (Dairaghi, Shadel et al. 1995).

1. Secuencias putativas de union por dominios HMGbox

Tal y como se ha comentado existen dos tipos de dominios HMGbox dentro de la familia de
proteinas HMGB: uniéon especifica de secuencia (HMGbox ss) y unién inespecifica de
secuencia (HMGbox nss) (ver Introduccién, apartado C.6). Mediante la comparacion de los
sitios de unién para HMGbox ss (por ejemplo: SOX, SRY, LEF) fue posible definir una
secuencia especifica de unién en la regién del surco menor para los dominios HMGbox de
union especifica (Laudet, Stehelin et al. 1993):
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5-A/T AJT CA A A G-3

Tanto la region promotora LSP y HSP, para humanos (hLSP, hHSP) y raton (mLSP, mHSP),
contienen las secuencias putativas de interaccién para HMGbox. Estos sitios se encuentran
colocados en tandem en los promotores y se encuentran distanciados entre 5 y 6 bases. La
orientacion de los sitios de union de HMGbox es opuesta para HSP y LSP, lo cual se
relaciond con el caracter bidireccional en los sitios de unién de TFAM en los promotores
(Fisher, Topper et al. 1987). Debido a que los pares de base A-T y T-A son indistinguibles
en el surco menor, el extremo 3’ de los sitios de uniéon para HMGbox se encuentra
particularmente conservados en los promotores mitocondriales (Fig B1). Ademas los
ensayos de interferencia por metilacién mostraban regiones de contacto para TFAM en las
zonas donde se encuentran estas secuencias putativas de interaccién para HMGbox ss
(Fig_B1)

hLSP .t

5'- AATGTGT TARGT TECEEGENEAC TENIRAAACTGCATACCGCCAAAAGATARAR -3
3'. TTACKERATEMI ¢ c cCCRE TTTCACGTATGGCGGTTTTCTATITYT -5
37 -GAAACAA-5’ 3’-GAAACAA-5’

hHSP

S - CTGTGGGGGGTGTCTTTGGGGTTTGGTTGGTITCGGGGTATGGGGITAGCAG-3'
3'- GACACCCCCCACAGAAACCCCAAACERACERAIGCCCCATACCCORATCGTC -5'

3" -GAAACAA-5" 3’ -GAAACAA-5'
-1

Fig_B1. Regiones promotoras para la cadena pesada (HSP) y ligera (LSP), con las regiones de unién para TFAM.
En lila se muestran las cajas predichas para la unién de los dominios HMGbox de unién especifica (5’-A/T A/T
CAAAG-3’). Los nucleotidos rodeados con un circulo son aquellos que muestran interaccién con la proteina
mediante ensayos de proteccion por metilacion. (Fisher, et al. 1987)

Con la estructura resuelta de TFAM en complejo con la secuencia LSP22, es posible
atribuir estas secuencias predichas de unién especifica a los dominios HMGbox con la
regiones de LSP22, definidas como regién 1 y regién2 (Fig_B2).

hLSP o

S'- AATGEGT TCCEEOTENC TRRHAA ACTGCATACCGCCAAAAGATAARA -3
3'- TTACKERAT C¢|CCCCNE TTTCACGTATGGCGGTTTTCTATITT -5

3’ -GAAACAA-5’ 3'-GAAACAA-5'

Fig_B2. Secuencia promotora de LSP, con la regién de unién de TFAM identificada en los cristales (Rubio-
Cosials, Sidow et al.) sombreada en gris. Las cajas purpura indican las secuencia predicha de unién especifica
para los dominio HMGbox (Laudet, et al.1993), mientras que las cajas naranja y verde indican las zonas de
contacto de los dominios HMG1 y HMG2 de TFAM, respectivamente. Fisher, et al.

2. Motivo invertido AAC

Durante la descripcion de la interaccién de TFAM con LSP22, es posible definir un motivo
invertido AA’C-10pb-C’AA (donde ‘ indica los lugares de intercalacién), que sigue la
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simetria binaria similar de los HMGbox. A continuacién se discute la existencia de este
motivo AAC, que se encuentra estrechamente relacionado con la presencia en LSP22 de las
secuencias definidas como secuencias consenso de unién para dominios HMGbox ss
(Fig_B3), aunque la superposicion de las cajas definidas para HMGbox en hLSP realizada
por Fisher, et al. no encaja perfectamente en el segundo motivo AAC.

5'- AATGRGT TAR TOCKERENENC TN A ACTGCATACCGCCAAAAGATARAA -3°
3'- TTACKEAAT AR ¢|cCCCRE TITCACGTATGGCGGTTTTCTATITT -5'
3/ -GAAACAA-5' 3’ -GAAACAA-5’
3/ -AAC -CAA-5'

Fig B3. Secuencia promotora de LSP, con la region de unién de TFAM sombreada en gris. Las cajas purpura
indican las secuencia predicha de unién especifica para los dominio HMGbox (Laudet, et al.), mientras que las
cajas naranja y verde indican las zonas de contacto de los dominios HMG1 y HMG2 de TFAM, respectivamente.
En rojo se muestra el motivo invertido (5’AA’C-10pb-C’AA). Fisher, et al.

2.1. Conservaciéon entre mLSP y hLSP, e intercambio funcional

Al comparar las secuencias que gobiernan la especificidad de la transcripciéon de ratén
(mLSP) y humano (hLSP) es posible diferenciar dos regiones que al ser mutadas alteran el
nivel de transcripcion (Gaspari, Falkenberg et al. 2004): PPE o Proximal Promoter Element,
la regiéon promotora que alberga las posiciones -1 a -4, que es especialmente sensible a
mutaciones; y DPE: Distal Promoter Element, que comprende la regiéon de -17 a -20. Esta
region distal se encuentra incluida dentro de la regiéon de unién para TFAM.

El alineamiento de hLSP y mLSP revelaba que los nucleétidos situados en -17,-19 y -20 se
encuentran conservados entre las dos regiones promotoras, mientras que en el caso del
nucleétido situado en la posicion -18 es una T para hLSP y C para mLSP. Esta transicion de
T a C provoca la inhabilidad de hTFAM para activar la transcripcion de mLSP (Gaspari,
Falkenberg et al. 2004) (Fig_B4).

3--CAhA-5- +1
=17 -

30 120 |\ 10 +10 _
TCCGECCCTCACTICTTAAAAGTGCATACCGCCAARAAGATARAR ISP
ACTAAAATATAACTCATATTTTGCGAACTACTAGAATTGATC mLSP

L L L] L] L L] Ll L] L

Fig_ B4. Comparacién entre la secuencia hLSP y mLSP. Los asteriscos representan los nucleétidos conservados
entre las dos secuencias. Con la region de unién de TFAM a LSP (-17 a -35pb) sombreada en gris y la regién de
contacto de HMG1-TFAM en naranja. La caja roja indica el motivo AAC invertido. Gaspari, et al.

Gaspari, et al. observaron que el sistema humano no puede llevar a cabo la transcripcién a
partir de la secuencia salvaje de mLSP. Sin embargo, cuando se introduce la region de hLSP
de -40 a -11 pb, existe una fuerte transcripciéon. Ademas, mediante la construcciéon de
secuencias promotoras hibridas entre ratéon y humano, fue posible observar que la
mutacidén de la regiéon de -17 a -20 anulaba la transcripcion.

Esta region de gran importancia para la activacion de la transcripcion (nucledtido de -17 a
-20pb) contiene la secuencia 5’-AAC-3’, y coincide con la regién de intercalacién de HMG1
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de TFAM en la secuencia LSP22, concretamente con el motivo 5-AA’C-3 propuesto a partir
de la resolucién de la estructura.

2.2. Conservacion del motivo AAC entre LSP de hominoides

Cuando se representan las secuencias de LSP de 5 hominoides (humana, gorila, chimpancé
comun, chimpancé Pygmy, orangutan) es posible observar que el primer motivo AAC de -
18 a -20pb se encuentra conservado entre las cinco secuencias (Fig_B5 (A)). Mientras que
para el segundo motivo AAC invertido de -31 a -33 pb, existe una mayor divergencia en el
caso de la base A en la posicién -32 (posicién 16 en el Logo de la Fig_B5), aunque siempre
se mantiene la distancia de 10pb entre los motivos AAC.

2.3. Conservacion del motivo AAC entre las secuencias de uniéon a TFAM

Cuando se alinea las diversas secuencias de unién especifica de TFAM en el mtADN
humano (descritas anteriormente, ver Introduccion, apartado C.5.1.2.): LSP, HSP1,X e Y; es
posible observar que el nimero de nucledtidos entre las repeticiones de trinucle6tidos
invertidas es sistematicamente 10pb (Fig_B5 (B)).

Ello sugiere que el modo de uniéon de TFAM a estas secuencias podria ser topoldgicamente
similar. Sin embargo, mientras que el primer motivo AAC es idéntico entre las cuatro
secuencias de unidn, el segundo motivo se encuentra menos conservado (tan sélo se
mantiene conservado entre HSP1 y LSP). Por lo tanto, este primer motivo AAC parece ser
imprescindible para la unién especifica de secuencia por parte del dominio HMG1 de
TFAM.

(A) Secuencias LSP
Leu182

e

C [
N © N~ ®

SRR U R - B S A SN,

motit moti

(qp)
s—|:.:-_.-k

(B) Secuencias de union especifica hTFAM

Ay

CAC
VCUCTTCTITTCT

motit motif

Fig_B5. Conservacion entre secuencias de unién especifica por TFAM, representado en forma de LOGO (Crooks,
Hon et al. 2004). (A) Alineamiento de 5 secuencias de unién de LSP en diferentes organismos (humana, gorila,
chimpancé comun, chimpancé pigmeo, orangutan), donde las cajas grises muestran las regiones de unién para
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HMG1 y HMG2 de TFAM en hLSP. Las flechas indican los sitios de intercalacién de Leu58 y Leu182. Finalmente
subrayado en negro se encuentran los motivos AAC. (B) Alineamiento de las secuencias de unién especifica en
hTFAM: LSP, HSP, X e Y, donde subrayado en negro se muestran los motivos AAC.

2.4. Ejemplo de motivo en secuenicas de union de x1-TFAM

La presencia de motivos en los sitios de unidon especifica de TFAM ha sido también
descrito para su homologo en Xenopus laevis, xI-TFAM. El hecho de que xI-TFAM se une de
forma tetramérica sugiere que el sitio de unién debe estar compuesto por pequefias
secuencias repetidas que son reconocidas por HMGbox, ensambladas de forma simétrica
(Antoshechkin, Bogenhagen et al. 1997). Antoshechkin, et al. alinearon todas las
secuencias de union de xI-TFAM, previamente divididas por la mitad y alineadas en
sentido contrario, lo cual permitié definir el siguiente motivo: WAWTAG (W: Ao T)
separado por dos o tres bases del siguiente motivo WTGTW. Las mitades se encuentran
separadas aproximadamente por 3 0 7 nty son invertidas una respecto a la otra, formando
entonces un lugar o sitio de unién con simetria diada (Fig_B6). Ambos motivos no siempre
se encuentran presentes y su combinacion puede diferir, esto es consistente con la
hipétesis de que cada uno de estos sitios es reconocido por un dominio HMGbox.

A
csB
OriH é 3, HSPZ  HSP1
e e
_— e—
1 2 3 4 5 SP2gLsRlL g
61
_—
B TATTAGTCTTTCCACTAGCACAACACTATTT
ATAATCAGAAAGGTGATCGTGTTGTGATARA
62
c
11
12
22
31
32
41
42
51
52
61l
62

Consensus WAWTAG
of 13 1081191311 101191010

Fig B6: Andlisis de las secuencias de unién de xI-TFAM a mtADN. (A) Diagrama de la regién de control de
mtADN. Los sitios de unién de xI-TFAM estan indicados mediante los 6valos sombreados. (B) Ejemplo de la
orientacion de la diada para el sito 6 de unién. (C) Alineamiento de los sitios de unién a TFAM. (Antoshechkin et
al.)

Si lo comparamos con los resultados y el conocimiento de la unién de hTFAM a LSP22,
podriamos concluir que la secuencia definida como 5-AA’C-10pb-C’AA-3, con este tipo de
simetria diada para el motivo AAC, conforma un requisito para la unién especifica de
secuencia de TFAM. Y de forma mas imprescindible el primer motivo 5’-AAC-3’, que realiza
el contacto con el dominio HMG1 de TFAM y se encuentra mas extensamente conservado
entre secuencias de LSP y las diferentes secuencias humanas de unién especifica de
secuencia. Esto estaria relacionado con el hecho que HMG1 presenta una mayor afinidad
por ADN que HMG?2. Por lo tanto, podria sugerirse que el motor o quien dirige la unién
especifica de secuencia seria HMG1 a través del reconocimiento del motivo AAC.
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3. Implicacion energética AAC y pre-curvatura inicial

Analisis estructurales y de mutagénesis de los complejos formados por dominios HMGbox
(va sea de union especifica como inespecifica) indican que una parte significativa del
doblamiento del ADN es mediante la intercalacion de cadena laterales de residuos
especificos entre las bases del ADN, implicando un aumento de los valores de roll en estos
puntos. Sin embargo, hay que destacar que la insercidn o intercalaciéon de residuos entre
las bases es un proceso termodinamicamente desfavorable. Entonces, la cadena lateral
puede situarse entre las bases debido a la accion acumulativa de varias interacciones
proteina-ADN. Estas interacciones pueden ser electrostaticas o no-electrostaticas,
dependiendo de la interfaz formada (Dragan, Read et al. 2004).

Ademas del papel de la proteina en la torsién del ADN, cabe destacar el papel de la
secuencia nucleotidica en el caso de las HMGbox ss. Es ampliamente conocido que las
propiedades elasticas del daplex de ADN son fuertemente dependientes de la secuencia
nucleotidica (Kahn, Yun et al. 1994). Por ejemplo, las secuencias que incluyen repeticiones
en fase de A-tracts son sinébnimo de un doblamiento intrinseco global del ADN (Haran and
Mohanty 2009).

Los estudios de la flexibilidad intrinseca del ADN mediante el calculo de sus caracteristicas
fisico-quimicas permiten diferenciar regiones con minimos energéticos. Uno de estos
minimos se encuentra en el motivo invertido 3’-AA’C-5’, exactamente en el punto donde se
da la intercalacion de Leul182 para HMG2. Para Leu58, el minimo energético se encuentra
desplazado dos pares de base previos y la caena lateral intercala precisamente en un paso
energéticamente favorable para su torsién. Por lo tanto, si tenemos en cuenta que los
minimos energéticos en el ADN estan relacionados con puntos de flexibilidad o de cierta
curvatura, puede ser que favorezca energéticamente la intercalacion de las cadenas
laterales, y ello explicaria porqué se mantiene el patrén de reconocimiento de TFAM en las
dos estructuras descritas, TFAM-LSP22 y TFAM-LSP28. Ademas ello ayudaria a entender
porqué es el primer motivo AAC tan imprescindible para la unién de TFAM, mediante
HMG1, y su funcidén de activador transcripcional

4. Region central (Nxlinker)

Como se coment6 anteriormente (ver discusién, B.1.) en la regiéon de uniéon especifica de
TFAM a LSP22, encontramos las dos regiones flanqueantes de unién a HMGbox (5-AA’C-
10pb-C’'AA-3) y entre estas dos regiones existe una region central, Nxlinker. Cuando se
alinean las diferentes estructuras de LSP y las secuencias de unién especifica de TFAM
(Fig_B5) por los motivos AAC, se evidencia que esta zona central presenta una longitud
conservada de 10pb. Ademas esta longitud de la regién central se mantiene conservada
entre las secuencias LSP y HSP1 para humano y ratén (Dairaghi, Shadel et al. 1995).

Esta conservacion en la longitud de la extensién nucleotidica en la region central puede
mostrar una cierta correlaciéon con la region linker de la TFAM. Cuando se analiza la
longitud del linker entre mamiferos y metazoos se observa una clara conservacion en la
longitud de este linker (~27aa). Por lo tanto, es posible sugerir que existe una cierta
correlacidn entre el patrén de reconocimiento de AAC y la longitud del linker.
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4.1. Conservacio cluster de guaninas central

Otra caracteristica sorprendente de esta regién central es la presencia de un grupo de
guaninas (en concreto 6 guaninas) en la secuencia LSP22. La importancia de este grupo de
guaninas en la cadena no-codificante queda en relevancia cuando se realizan estudios
comparativos de secuencia entre LSP de primates. Este grupo se encuentra altamente
conservado entre LSP de hominoides; sin embargo, en ratén la secuencia entre los dos
motivos es altamente rica en A-T (Fisher, Parisi et al. 1989) (Foran, Hixson et al. 1988)
(Fig_A5). Ademas, cabe destacar que este grupo de guaninas no se encuentra conservado
entre las diferentes secuencias de uniéon especifica de TFAM en humano (LSP, HSP, X e Y),
sugiriendo una funcionalidad de este grupo de guaninas en la activacién de la
transcripcién en LSP (Fig_B5).

La presencia de grupos de guaninas en el ADN estd relacionada con la posibilidad de
formacion de super estructuras llamadas Gquadruplex. Se trata de estructuras muy
estables debido a los enlaces de hidrégeno entre las guaninas que se encuentran formando
un stacking planar. Es posible que la existencia de este grupo de guaninas pueda regular
en cierta forma la afinidad de unién y funcién de TFAM dentro del complejo de iniciacién
de la transcripcion en la zona promotora de la cadena ligera.

C. EL DOGMA DE LA COLA C-TERMINAL

1. Actividad en reconocimiento especifico

Como se ha comentado hasta el momento se han asociado muchas de las funciones a la
cola C-terminal: dimerizacion de TFAM sobre el ADN, desenrollamiento de éste,
interaccion con otros factores de transcripcion, etc. Pero una de las funciones que mas se
ha asociado a la cola C-terminal es la capacidad de unién especifica con las secuencias de
ADN y su actividad en el inicio de transcripcion.

En mamiferos la cola C-terminal se encuentra altamente conservada hasta el residuo
Lys236. En el cristal, desde la posiciéon Arg232 hasta el ultimo residuo trazado, Lys237, la
cola C-terminal se sitia por encima de los fosfatos del ADN sin realizar ninglin contacto
especifico con las bases.

Experimentos de mutagénesis definieron las regiones criticas de la cola C-terminal para la
interaccion de TFAM de forma especifica al ADN (Dairaghi, Shadel et al. 1995). Mientras
que la deleccién desde el residuo Lys236 hasta el final no provocaba ninguna disminucion
de la afinidad de union especifica al ADN, la deleccién de residuos anteriores a Lys236
provocaba una disminucién de la unién especifica alterando la actividad de inicio de la
transcripcion. Ademas, la mutaciéon puntual de Arg232 provocaba el mismo efecto que
deleccionar los 15 residuos finales de la cola C-terminal (Gly226). Los autores concluian
que los residuos de Gly226 a Lys194 y la carga positiva en la cola C-terminal eran
importantes para la union especifica y la funciéon en transcripcion.
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Ahora bien, analizando la estructura TFAM-LSP22 o LSP28 (ambas finalizan en Lys237) es
posible observar que las regiones caracterizadas como imprescindibles para la unién
especifica (de Gly226 a Lys236) no realizan ningin contacto especifico con las bases del
ADN. Sin embargo, es posible definir la existencia de un ntcleo hidrofébico formado entre
la parte final del linker, la hélice 3 de HMG2 y la cola C-terminal (L/HMG2/C) (Fig_C1),
donde la cola C-terminal se encuentra empaquetada hacia la hélice 3 de HMG2 en
direccién opuesta al sitio de inicio de la transcripcién y realizando distintos contactos con
linker y la hélice 3. Por lo tanto, la deleccidn de los residuos de la cola C-terminal que
forman este nucleo hidréfobico provoca una desestabilizacion del ntcleo hidrofébico
L/HMG2/C probablemente desetructurando HMG2. Ello implicaria una diminucién de la
capacidad de unién al ADN de forma especifica y afectaria la capacidad de inducir
curvatura en el ADN, por lo tanto, influyendo en la actividad de promotor de la
transcripcién.

Aun asi, el papel de la cola C-terminal no seria tanto de interaccion especifica con LSP sind
de estabilizacion de HMG2 junto con el linker, para permitir la unién de éste al ADN e
inducir la curvatura final de 180° que permite la ubicacién de la cola C-terminal cercana al
inicio de transcripcion para la interaccion de esta con TFB2M. Ya en experimentos de
interferencia por metilaciéon se observaron tres regiones de contacto de TFAM con LSP
(Fisher, Parisi et al. 1989), dos de ellas encajaban con las secuencias predichas de
interaccion por parte de HMGbox ss y la otra region se situaba en el grupo central de
guaninas, region de contacto para el linker en la estructura. Por lo tanto, no existen
experimentos bioquimicos que demuestren contacto especifico de la cola C-terminal con el
ADN.

Fig_C1. Representacion del core hidrofébico formado entre la parte final del linker (amarillo), la hélice 3 de
HMG?2 (en verde) y la cola C-terminal (en gris) (L/HMG2/C), donde con barras se encuentran representados
los diferentes residuos que participan en el nicleo mediante diferente tipo de interacciones.
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2. Cola C-terminal y flexibilidad intrinseca

El dltimo residuo trazado, Lys237, se encuentra expuesto al solvente, y los residuos
GIn238-Cys246 no pudieron ser trazados tanto en la estructura TFAM-LSP22 como en
TFAM-LSP28. Posiblemente la incapacidad de trazar los tultimos residuos (9 residuos
finales) es debida a su flexibilidad intrinseca, caracteristica demostrada mediante
experimentos de SAXS para la proteina en su forma no unida al ADN. Ademas los
experimentos de SAXS con TFAM-LSP22 mostraban un mejor ajuste cuando la cola C-
terminal era flexible. La flexibilidad intrinseca seria compatible con la habilidad de este
ultimo segmento a interaccionar con otras proteinas como TFB2M.

La longitud de la cola C-terminal se encuentra mas o menos conservada en mamiferos
(Fig_C2). Aunque los ultimos residuos muestran una menor conservacion, posiblemente
reflejando una adaptacion especie-especifica de la molécula diana y la capacidad para
modular la interaccién con factores de transcripcién de cada especie.

HMG1

Melix 1 R TE o Jlelix3
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Homo_sapiens
Pan_troglodytes
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Macaca_mulata
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Rattus_novergicus
Mus_musculus
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Fig_C2. Alineamiento de TFAM en diferentes mamiferos, donde es posible observar que la parte final de la cola
C-terminal muestra un menor grado de conservacion.

La flexibilidad intrinseca no es una caracteristica desconocida o nueva para las proteinas
de la familia HMGB. Por ejemplo en el caso de HMGB1, la cola C-terminal acidica de 30
residuos presenta una flexibilidad intrinseca que permite regular la interaccién de HMGB1
con el ADN, ya que cuando existe en su forma compacta (alojada entre los dos dominios
HMGbox como un sandwich) no es posible la unién con el ADN (Stott, Watson et
al.)(Fig_C3). Ademas mediante estudios de dicroismo circular e ITC (Isothermal Titration
Calorimetry) se observé que incluso a bajas temperaturas los dominios HMGbox no estan
completamente plegados, concretamente los de unién especifica. Parte de este estado de
unfolding se adjudica a las colas C-terminales basicas que se encuentran desplegadas en la
forma no unida a ADN y constituyen un 22-17% de estos dominios. En el caso de LEF86,
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cuya cola C-terminal de 19 residuos (representa el 22% de la proteina) aparece en forma
extendida a lo largo del surco mayor del ADN, donde realiza una interaccién con el ADN
puramente electrostatica (Dragan, Read et al. 2004).

(a) E e I R R T R R R R R R R i
v — TN I+ I
linker Ilnker

. A30 (AB') ————————

B box

b) A box
B box %
N
A box c

C

Fig_C3. Representaciéon de los diferentes dominios de HMGB1. (A) Dominios de HMGB1 y su carga. (B)
Representacion esquematica del equilibrio existente entre las dos formas de HMGB1, donde la cola C-terminal
participa activamente.

Por lo tanto, para el caso de TFAM podriamos entender un comportamiento flexible para
la cola C-terminal favoreciendo asi la posibilidad de interaccién proteina-proteina,
interacciéon con ADN o modificaciones pos-traduccionales que regularian la funcién de la
proteina en determinados sitios y necesidades celulares.

3. Cola C-terminal y cooperatividad

El efecto cooperativo positivo que existe en TFAM se veia reducido después de eliminar la
cola C-terminal en ensayos de anisotropia de fluorescencia (Wong, Rajagopalan et al.
2009). Wong, et al. postularon que la dimerizaciéon de TFAM sobre el ADN ocurre a través
de la cola C-terminal mediante procesos de cooperatividad positiva. Ensayos descritos
anteriormente por Kaufman, et al. proponian el siguiente mecanismo de dimerizaciéon
(Fig_C4), donde la unién de la primera molécula de TFAM sobre ADN permite la
interaccion de C-terminal con la cola C-terminal de la segunda molécula de TFAM, donde la
dimerizacion sobre ADN presentaba un caracter funcional en la activacién de la
transcripcidn.

TFAM

p
HM%—.‘E;\_) E(_Xj:

TFAM-AC
r"?‘:\
OO —_oco—o00-—
Fig_C4. Representaciéon esquematica de los modelos de unién de TFAM y TFAM-AC a ADN y su dimerizacién
sobre el ADN. (Wong et al.)

Pero este mecanismo de dimerizacién no concuerda con los experimentos de proteccion
previos sobre la zona LSP, donde TFAM cubria una regién de 23 pb. Las estructuras
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cristalograficas para TFAM-LSP22 y TFAM-LSP28 muestran como TFAM une de forma
monomérica a longitudes de ADN de 22 y 28pb. Por lo tanto, ello dificulta el modelo de
dimerizacién propuesto por Wong, et al.

Ademas el calculo de las superficies de interaccion muestra que las posibles superficies de
contacto se encuentran en los dominios HMGbox y en una pequeia region del linker. La
interaccion proteina-proteina a través del linker entre las dos moléculas de la unidad
asimétrica implica la interaccién de residuos alojados en linker y la cola C-terminal. Por lo
tanto, la deleccion de la cola C-terminal en el residuo Glu219 o Gln221 podria provocar
una desestabilizacion del nticleo hidréfobico L/HMG2 /C, afectando la posible superficie de
contacto proteina-proteina. Por lo tanto, la reduccion del efecto cooperativo al deleccionar
la cola C-terminal se encontraria mas vinculada a la desestructuracién del nicleo
hidrofébico y la dificultad para ofrecer una superficie estable de contacto.

Finalmente, destacar que ha sido descrito que la cola C-terminal de TFAM interacciona con
el factor TFB2M en el PIC (complejo pre-iniciacién de la transcripcién). Por lo tanto, este
tipo de dimerizacion seguramente no seria funcional para la activacién de la transcripcién.

4. Orientacion opuesta al inicio de transcripcion

Un detalle importante para la interpretacion de la estructura en el contexto del inicio de la
transcripcion en LSP es que la cola C-terminal yace en el ADN en el sentido opuesto al sitio
de inicio de la transcripcion. Sin embargo, debido a la curvatura en forma de U inducida
por TFAM, la cola C-terminal acaba situdndose préxima a la secuencia de ADN adyacente al
sitio de inicio de la transcripcion (Fig_C5). Por lo tanto, gracias a la curvatura del ADN es
posible la localizaciéon de la cola C-terminal cercana al sitio de inicio de transcripcién para
LSP, y asi interaccionar con los factores de transcripcion (como TFB2M) y promover la
activacion de la transcripcion.

LSP y HSP1 son funcionalmente diferentes (ver Introduccidon, apartado B.1.) y presentan
un lugar de uniéon para TFAM en orientaciéon opuesta, por lo que en el caso de HSP1 la
union de TFAM a su secuencia implica la localizacion préxima de TFAM al sitio de inicio de
transcripcidn, sin necesidad de una curvatura. De hecho estudios de curvatura de TFAM
en HSP1 mediante FRET demostraron que la perturbacién estructural del ADN es menor
en HSP1 (Ngo, Kaiser et al.).
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TFAM

start sitea

Fig_C5. Representacion de la estructura cristalografica de TFAM-LSP en el entorno de la region promotora LSP.
TFAM se une a la secuencia -35 a -15 pb, donde la cola C-terminal yace en direccién opuesta al sitio de inicio de
la transcripcion (start site), indicada con una sombra rojiza. La curvatura del ADN permite localizar la cola C-
terminal cercana al sitio de incio de la transcripcién y, por lo tanto, cercana a la maquinaria de inicio de
transcripcion.

D.IMPORTANCIA DEL LINKER

1. Lazona del linker en la torsion del ADN

Durante la realizacién de los ensayos de permutacion circular se obtuvo un angulo de
curvatura de 68 ° para TFAM en complejo con el ADN, mientras que el dominio D1
presentaba una unién especifica por el ADN, pero una curvatura no significativa; y D2C no
mostraba ni una curvatura ni unién al ADN. Ello sugirié que la capacidad de torsién del
ADN por parte de TFAM no esta sélo gobernada por los dominios HMGbox, sino que es
necesaria una accién cooperativa de los demas segmentos.

Posteriormente los ensayos de spFRET demostraron el papel del linker en la perturbacién
global del ADN. El dominio H1 (HMG1+linker) presentaba un mayor valor para Egger
asociada a una menor distancia entre fluoréforos y, por lo tanto, una mayor curvatura del
ADN. En concreto D1 provoca una curvatura de 90° (R~ 85 A), frente a 113° para H1 (R~
78 A). El papel de linker en la curvatura final del ADN también fue caracterizada por Ngo,
et al. que mediante el uso de un mutante de linker para seis residuos cargados
positivamente substituidos por alanina, obtuvieron una disminucién de > 30% del
fenémeno FRET (Ngo, Kaiser et al.).

2. Papel del linker en la unién al ADN y funcién en la activacion de la
transcripcion

Los experimentos de SAXS para TFAM en su forma no unida a ADN en solucién constatan

una enorme flexibilidad para la zona del linker con una conformacién extendida, mientras

que en la estructura cristalografica TFAM-LSP22 y TFAM-LSP28, el linker presenta una

conformaciéon helicoidal donde estabiliza la torsién inducida en el ADN por parte de los
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dos dominios HMGbox pero sin realizar contactos especificos con las bases del ADN. Por lo
tanto, de un estado a otro es necesaria una reorganizacion de linker.

Ademas los dominios D1 y H1 presentan diferente afinidad por LSP, donde el dominio H1
presenta una mayor afinidad por ADN que D1. Ello sugiere la importancia del linker no
tanto en la curvatura del ADN, sino también en la afinidad al ADN. De hecho estudios
previos de anisotropia de fluorescencia, técnica usada para detectar la interacciéon de
macromoléculas en solucién, demostraban la contribucién del linker en la unién del ADN
(Wong, Rajagopalan et al. 2009). En estos estudios la débil afinidad de HMG2 por el ADN,
se veia claramente estimulada mediante la adicién de un determinado nimero de residuos
del linker (que incluian Lys146 y Lys147).

Cabe destacar que este linker se encuentra ampliamente conservado sugiriendo su
implicacién funcional. Estudios de actividad del homélogo de TFAM en levadura, ABF2p,
permitieron observar que cuando se afiadia el linker de TFAM humano, se conferia
capacidad para realizar union especifica y activacion de la transcripcion (Dairaghi, Shadel
et al. 1995).

Por lo tanto, la importancia del linker en la unién y torsién del ADN presentan una
conexidn funcional con el papel de TFAM en el inicio de la transcripciéon mitocondrial,
revelando asi un papel de capital importancia para el linker de TFAM y desplazando la
atencion de la cola C-terminal al linker.

3. Ellinker participa en el nicleo hidrofébico que estabiliza HMG2

Tal y como se ha descrito en el apartado de discusion para la cola C-terminal, la estructura
cristalografica de TFAM en complejo con LSP permite dilucidar la existencia de un nucleo
hidrofébico entre el extremo C-terminal del linker, la hélice 3 de HMG2 y la cola C-
terminal. Ademas, estudios de anisotropia de fluorescencia (Wong, Rajagopalan et al.
2009) demostraron que la capacidad de unién del dominio HMGbox2 incrementaba
cuando se afiadia la zona del linker, aunque la afinidad de unién era 10 veces menor que
para HMGbox1.

Este nudcleo hidrofébico permite la estabilizacién y estructuracion correcta de HMG2, y la
unién de HMG2 se encuentra modulada por la region final del linker y la parte inicial de la
cola C-terminal.

4. Reorientacion de los dominios por parte del linker

La comparacion de las dos estructuras TFAM-LSP22 y TFAM-LSP28 permite ratificar la
curvatura en forma de U con 180° que promueve la uniéon de TFAM al ADN. Aunque cabe
destacar que el hecho mas sorprendente es que una estructura respecto a la otra muestra
un ligero desplazamiento del linker en la regiéon N-terminal, que provoca una
reorientacion ligeramente diferente para HMG2. Ello sugiere el posible papel del linker en
la orientacion respectiva de los dominios HMGbox.

Los experimentos de SAXS también sugieren una funcién reorientativa de los dominios

HMGbox para el linker. TFAM en su forma no unida muestra una gran flexibilidad para el

linker, que da lugar a una gran variedad de conformaciones en el espacio y las diferentes
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posiciones relativas que adoptan HMG1 y HMG2 debido a la flexibilidad del linker.
Mientras que en el caso de TFAM en complejo con ADN, la curva experimental de TFAM-
LSP22 no acaba de ajustar con la curva tedrica de la estructura cristalografica TFAM-
LSP22 o TFAM-LSP28. Por lo tanto, es probable que en solucién existan sutiles cambios
conformacionales que impliquen diferentes reorganizaciones entre HMG1 y HMG2
mediante ligeros desplazamientos del linker en su regidon N-terminal.

Este posible papel del linker no serfa un hecho novedoso en proteinas multidominio de
unién al ADN con presencia de dominios de unién no especifica de secuencia (ns) y
dominios de union especifica de secuencia (ss). La presencia de un linker flexible entre los
dos dominios con diferente afinidad para ADN permite la comunicacidon entre los dos
dominios y la capacidad a la proteina para realizar una buisqueda 6ptima de la secuencia
de ADN mediante deslizamiento a lo largo del esqueleto de fosfatos del ADN (mecanismo
conocido como sliding). Este mecanismo es frecuente en factores de transcripcién de
eucariotas como Oct-1, perteneciente a la familia POU con dos dominios que se
estructuran de forma independiente e interaccionan con diferentes afinidades
directamente con ADN, y ambos son necesarios para la unién efectiva al ADN (Vuzman,
Azia et al.) (Fig_D1). En el caso de TFAM nos encontramos con dos dominios con
caracteristicas fisicoquimicas (cémo el pl, longitud de hélices), afinidades por ADN y
patron de reconocimiento del ADN muy distintos. Para HMG2 ha sido ampliamente
descrito que se trata de un dominio mas inestable, con una temperatura de fusién inferior
a HMG1 (Gangelhoff, Mungalachetty et al. 2009), asi como una menor capacidad de unién
a ADN (Wong, Rajagopalan et al. 2009).

Todo ello sugiere un mecanismo en que el linker flexible de TFAM permite la
cooperatividad de los dos dominios (HMG1, HMG2) y permite acelerar la buisqueda del
sitio diana de unién en el ADN. Donde primero existe la unién de HMG1 (con mayor
afinidad a ADN) anclandose de forma relativa al ADN. En esta situacion HMG2 alternaria
sutiles conformaciones con diferentes posiciones relativas en el espacio debido a la
flexibilidad del linker, hasta establecer una unién al ADN estable debido a un correcto
plegamiento de HMG2 por parte de la formacién del nicleo hidrofébico donde el linker se
reorganiza y ofrece su superficie para la interaccién con HMG2. La unidn final de los dos

dominios presenta una constante de afinidad menor, trantandos de una unién mucho mas
estable (Ngo, Kaiser et al.).

Fig_D1. Modelo de representacion del sistema de comunicacién o cooperatividad en una proteina de unién al
ADN multidominio (Oct-1) con un dominio con mayor afinidad por ADN (en azul) y de menor afinidad (en
rojo), y la presencia de un linker flexible (en verde) (Vuzman, et al.).
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5. Longitud del linker y correlacion con la secuencia de unién de TFAM
El andlisis de la conservacion del linker de TFAM deja entrever que se trata de un linker
ampliamente conservado en cuanto a su carga positiva (con un gran niumero de Lys y Arg),
asi como en su longitud (~27 aa). Ademas cuando se alinean las secuencia de unién
especifica de TFAM en humanos: LSP, HSP1, X e Y, es posible observar que el nimero de
nucledtidos entre las repeticiones de trinucleétidos invertidas definidas (5-AA’C-
Nxlinker-C’AA-3’) es sistematicamente 10pb (ver Discusién, B.2.3), es decir,
topolégicamente significaria una vuelta de la hélice de ADN. Lo mismo sucede cuando
comparamos las secuencias LSP y HSP1 de humano y ratén (Dairaghi_1995). Ello sugiere
que el modo de uniéon de TFAM a estas secuencias podria ser topologicamente similar,
existiendo una relacién entre el patrén de reconocimiento y la longitud de linker.

Por lo tanto, parece ser que existe una correlacion entre longitud del linker, organizacién
de los dominios y patrén secuencial de unién al ADN, y torsién final del ADN o efecto
topoldgico sobre ADN.

En la literatura encontramos un ejemplo de correlacién entre patrén de reconocimiento y
longitud del ADN para el caso de la proteina hibrida SRY.B (ver resultados) (Stott, Tang et
al. 2006). La curvatura secuencial en el complejo SRY.B/DNA es funciéon de la posicion
relativa entre los dos dominios, y concretamente de la separaciéon entre los residuos
intercalantes. El residuo isoleucina en SRY y fenilalanina en el dominio B, se encuentran
separados por 9 pb, nimero muy cercano a la periodicidad en un B ADN, con lo que los
puntos de curvatura se encuentran en fase. Observaciones similares se han descrito para
los monémeros de UBF en el enhacesome, donde se cree que el espacié de 20pb entre los
dominios es necesario para mantener la curvatura secuencial del ADN (Stefanovsky,
Pelletier et al. 2001). Parece ser que tanto para HMGB1 como en UBF, la longitud del linker
(region entre dominios HMGbox) es critica para la posicion relativa de los dominios y, asi
asegurar la curvatura secuencial.

Ello sugiere que en el caso de TFAM existe un linker de longitud 27 aa que permite
recolocar o alojar los dos dominios HMGbox en el ADN dando lugar a una curvatura del
ADN. Por lo tanto, podria ser el linker quien determinase el patrén secuencial de unién de
TFAM, definido con una longitud entre 22 pb y 30 pb segtn la literatura, permitiendo asi
el cambio topolégico en el ADN traducido en forma de curvatura del ADN.
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A continuacién se intentara relacionar las funciones bioquimicas conocidas para TFAM
con los resultados obtenidos durante la realizacidn de esta tesis doctoral. En concreto, nos
centraremos en dos funciones: el papel en la activacién de la transcripciéon en LSP y la
implicacion de TFAM en el empaquetamiento del mtADN.

E. MODELO DE INICIO DE LA TRANSCRIPCION EN LSP

A partir de los resultados obtenidos para el complejo TFAM-LSP es posible plantear el
siguiente modelo de unién y actuacién de TFAM en el complejo de pre-iniciaciéon de la
transcripcidn (PIC) formado por TFAM, TFB2M, mtRNAP (Fig_E1).

La unién de TFAM a LSP22 puede plantearse como un modelo de unién progresivo, ya que
mediante spFRET y SAXS es posible observar un modelo dindmico de unién, a diferencia
de los sistemas lock-key descritos para algunos casos.

En solucién encontramos los dominios HMGbox de TFAM bien plegados de forma
independiente y con diferentes posiciones relativas uno respecto al otro, debido a la gran
flexibilidad que presenta el linker (Fig_E1 (a)). El dominio HMG1 con mayor afinidad por
ADN y un patréon de reconocimiento del ADN tipico de HMGbox de unién especifica de
secuencia, reconoce la regiéon 1 de LSP22 (-15 a -20 pb en LSP) y promueve un primer
punto de curvatura mediante la interaccion de diversos residuos con las bases del ADN, en
particular el residuo Leu58 que se intercala entre el motivo 5-AA’C-3 (Fig_E1 (b)). La
interaccion de HMG1 con ADN provoca un torsion del ADN de ~90°, como muestran los
estudios de FRET y la estructura cristalografica TFAM-LSP22. La uni6n del primer dominio
HMG1 permite la reorganizacién del linker que pasa de una conformacion extendida a una
conformacion helicoidal manteniendo un mayor contacto con el ADN que incrementa el
angulo de torsion del ADN (~113°) (Fig_E1 (c)). La reorganizacién del linker junto con el
incremento de torsion del ADN favorece la estabilizacion de HMG2, mediante la formacion
del nudcleo hidrofébico L/HMG2/C, y su unidn con el ADN en la regién 2. Por lo tanto, la
curvatura del ADN creada por HMG1 y linker permite la organizaciéon de HMG2 de tal
forma que existe la intercalacién del residuo Leu182 en el motivo 5-C’AA-3, favorecida
por los demas residuos que interaccionan con las bases del ADN en la regién 2 LSP22 (-28
a -35 pb en LSP). La uni6n de este segundo dominio induce un nuevo punto de curvatura
de 90° en el ADN, imponiéndose una torsion global en forma de U de 180° (Fig_E1 (b)).

La curvatura de 180° en LSP permite que la cola C-terminal, que emerge en sentido
opuesto al sitio de inicio de transcripcidn, se sitie cercana a este punto. Tal y como se
habia descrito anteriormente, la cola C-terminal de TFAM interacciona de forma directa
con TFB2M. Por lo tanto, la localizaciéon de la cola C-terminal después de la curvatura
permite su funcién de reclutamiento de TFB2ZM para llevar a cabo la apertura y
estabilizacién del substrato y producto de la transcripcién que ayuda a la accién de
mtRNAP. Seria un caso similar a lo que sucede en el caso de TBP-TATAbox-TFII-RNApol.

La transcripcién mitocondrial por parte de mtRNAP implica, como en otros sistemas de
transcripcién (levadura, procariotas, eucariotas), la formacién de una burbuja en la regién
de inicio de transcripcion rica en AT de 12-14 pb mediante el desenrollamiento del ADN.
Este proceso es conocido como formacion del open complex. La apertura de esta region y la
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estabilizacion del open complex depende del estado de torsion del ADN (Revyakin, Ebright
et al. 2004). Cabe imaginar el ADN como un sistema donde existe un flujo de tensién con
olas de torsién a lo largo del ADN, donde la introduccién de perturbaciones estructurales
en el ADN, en forma de puntos de curvatura, puede actuar como barrera para esta difusiéon
de tensiones (conocido como “twist barrier”) (Roca). Esta barrera de difusiéon provoca un
desnrollamiento local sucesivo a su bloqueo. Por lo tanto, el hecho que TFAM presente su
lugar de unién a una distancia tan corta del sitio definido para open complex en LSP y que
provoque una curvatura extrema en ADN, puede actuar como twist barrier facilitando la
apertura en la regién rica en AT y la estabilizacién de la burbuja de transcripcién. Ademas,
ha sido descrito que la distancia entre sitio de uniéon de TFAM y sitio de inicio de
transcripcion esta muy conservada en longitud, y es imprescindible para el inicio de la
transcripcidn.

Ello sugiere que TFAM no actuaria solo como factor de reclutamiento de TFB2M, sino
también como elemento estructural importante para la promociéon del open complex en el
PIC.

a :“:ﬂ HMG2 b

/1 TFAM
Y j;j
3 k HMG1
MDO00OBOBO —>
5 1542 . T

\ i
T —
LSP =

Start site
—

Fig E1. Mecanismo de unién propuesto para TFAM en LSP y su participacién en la transcripcién. (a) Situaciéon
donde TFAM se encuentra en solucién libre, en el ADN se encuentran la regiones de unién para TFAM en
negro, para TFB2M en naranja y en gris para mtRNAP. (b) Unién de HMG1 al ADN y primer punto de curvatura.
(c) Reorganizacién del linker debido a la unién de HMG1, que permite la interaccién de HMGZ2 con su secuencia
de union. (d) la unién de HMG2 da lugar a una curvatura final de 180°, donde la cola C-terminal puede reclutar
TFB2M para la formacién de PIC (flecha roja) y existe la burbuja del open complex que permite la funcién de
mtRNAP. Ademas, la curvatura de TFAM facilita la estabilizacion del open complex, mediante la formacion de
un desenrollamiento local después de su unién.
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F. MODELO DE EMPAQUETAMIENTO DEL mtADN

A parte de participar en la activacién de la transcripcién mitocondrial, TFAM es una de las
proteinas mayoritarias involucradas en el empaquetamiento del mtADN y su organizacion.
Estudios previos a la resolucion de la estructura de TFAM, habian propuesto un
mecanismo de organizacion del mtADN similar al mecanismo de compactaciéon propuesto
para ABF2p, homoélogo de TFAM en levadura. Este mecanismo consiste en la introducciéon
de puntos de curvatura en el ADN que promueven la formacién de lazos (ver
Introduccién). En este apartado se tratara de recoger las diferentes caracteristicas de
uniéon de TFAM para acabar ofreciendo un modelo de empaquetamiento y organizacion del
mtADN.

La estructura cristalografica de TFAM en complejo con ADN revela como los dos dominios
HMGbox inciden dos puntos de curvatura dando lugar a una torsién global del ADN de
180°. En este complejo la proteina se entrelazan con el ADN, es decir, rodeando el ADN; a
diferencia de lo que ocurre en la organizacidn del ADN nuclear eucariota por parte de las
histonas, donde es el ADN quien envuelve los nucleosomas.

Estudios recientes de single molecule (Farge, Laurens et al.), han demostrado que el
monoémero de TFAM se desliza rapidamente alrededor del mtADN, fenémeno conocido
como sliding. Mediante experimentos de difusién observaron que TFAM se desliza a lo
largo del esqueleto fosfato del ADN hasta que agrega en un cierto punto del ADN y existe la
formacién de un clister mediante la interaccidon cooperativa entre moléculas de TFAM.
Este fenémeno de sliding esta normalmente asociado a proteinas bidominio con diferentes
afinidades por el ADN y un linker flexible (Vuzman, Polonsky et al.), caracteristicas que
coinciden con los resultados hallados para TFAM.

Cuando comparamos el angulo de torsion creado por TFAM mediante diferentes técnicas
es posible observar que existe cierta discrepancia. Mientras que el modelo cristalografico
define un sistema rigido, los experimentos de SAXS y spFRET permiten incluir una cierta
dinAmica en el complejo. Cabe destacar que en el caso de spFRET, la poblacion
correspondiente con un angulo de ~ 170° presenta un perfil con una gran anchura,
indicando que existe una gran heterogeneidad dentro de la poblacion. Por lo tanto, en
solucioén la curvatura del ADN por parte de TFAM no es un sistema rigido, sino que existe
cierta flexibilidad en el ADN.

Esta flexibilidad en el ADN se puede relacionar con los experimentos con pinzas 6pticas y
TFAM (Farge, Laurens et al.). Farge, et al. evidenciaron que el sistema de compactacidn del
ADN por parte de TFAM no es mediante la introduccién de loops, sino debido al
incremento de la flexibilidad en el ADN. Definian que el incremento en la flexibilidad
del ADN era debido a un desenrollamiento de 2-3 pb en los extremos del ADN. La
estructura cristalografica ya mostraba un ligero desenrollamiento en la secuencia de unién
(~1 pb por cada 22 pb).

TFAM une de forma monomérica cuando se encuentra formando complejos con ADN de
longitudes de 22 pb, segun la estructura cristalografica. De hecho mediante experimentos
de footprint single-molecule se ha definido que la regién de union de tipo no especifico de
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secuencia (nss) para TFAM es ~ 30£3 pb de longitud, es decir, existe una uniéon de TFAM
en fase cada 30 pb. En concordancia con estudios de cuantificacion de TFAM por
nucleoides, que proponian 1 TFAM: 16 pb - 25 pb (Kukat, Wurm et al.) (Kaufman, Durisic
etal. 2007).

TFAM presenta un tipo de unidon cooperativa ampliamente demostrada (Kaufman,
Durisic et al. 2007; Wong, Rajagopalan et al. 2009) y presente en los geles nativos de
retardo (EMSA). Mediante el andlisis del empaquetamiento cristalino se observé que el
dominio HMG1, en concreto su Hélice 3, puede forman una interfaz estable para la unién
con otra Hélice 3 del dominio HMG1 de la estructura simétrica. Este tipo de
empaquetamiento se daba en ambas estructuras resueltas para TFAM (TFAM-LSP22,
TFAM-LSP28). Ademas, el andlisis de posibles superficies de interaccién también resaltaba
la posible formaciéon de ensamblajes mediante la interaccién proteina-proteina por
parte de la Hélice 3 de HMG1.

La suma de estos resultados permite realizar un modelo de empaquetamiento de mtADN
por parte de TFAM (Fig F2). Imaginemos un sistema donde TFAM se encuentra
deslizdndose a lo largo del mtADN y el linker flexible permite la comunicacién entre los
dominios HMGbox con diferente afinidad para el ADN. El bloqueo debido a una torsiéon
inesperada del ADN o por parte de la uniéon de un macrocomplejo al ADN, provoca una
disminucién del deslizamiento de TFAM y su unién al ADN. La unién al ADN de TFAM
provoca la adquisicién de una curvatura en el ADN, pero con presencia de cierto
dinamismo en la unién donde ligeros desplazamientos del linker pueden provocar una
diferente reorganizaciéon para HMG1 respecto HMG2. Ademas esta unién de TFAM provoca
un desenrollamiento de las regiones alojadas en los extremos de su union, ofreciendo una
mayor flexibilidad del ADN. Esta mayor flexibilidad en el ADN y la reorganizacién de
HMG1 favorece la interaccién proteina-proteina, posiblemente llevada a cabo por la
disposicidn antiparalela de la hélice 3 de HMG1.

Con ello, finalmente se observaria la unién de TFAM en fase cada 30 pb promovida por la
presencia de interacciones proteina-proteina, con la capacidad de inducir curvaturas y
desenrollamiento en el ADN. Esta unién en fase permitiria la compactacién del mtADN con
presencia de cierta flexibilidad. La flexibilidad en el ADN permite resistir a diferentes
tensiones existente en el ADN y adaptarse a las necesidades de la mitocondria con un ADN
que cabalga entre la replicacion, transcripcién, empaquetamiento, dafio por radiacion, etc.
es decir, permitiendo un buen mantenimiento del mtADN.
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1.binding HMG1

2.linker reorganitzation and tethering

4.binding HMG1

Fig_F2. Modelo de empaquetamiento para TFAM secuencial. (1) TFAM difunde por el mtADN. El dominio
HMG1 con mayor afinidad por ADN, se une y provoca una ligera distorsion del ADN. (2) La presencia de un
linker flexible permite acompafiar los movimientos de HMG2 y permitir la unién de éste al ADN, fenémeno
conocido como “tethering”. (3) La uniéon de HMG2 permite la formacién de un “U-turn” en el ADN, es decir,
provoca una curvatura en el ADN en forma de U. Esta curvatura no se puede entender como estado rigido, sino
que existe cierta dindmica o flexibilidad en el ADN. Ademas la introduccién de esta torsion en el ADN provoca
un desenrollamiento de las bases situadas en los extremos de la regiéon de unién de TFAM. (4) La unién de
TFAM favorece la unién de otras proteinas, siguiendo el mismo modelo de unién (5) con introduccién de
curvaturas en el ADN. (6) La suma de incremento en la flexibilidad de TFAM junto con la capacidad de unién
cooperativa, y el hecho que TFAM une en fase cada 30 pb; permite pensar que existe un empaquetamiento del
mtADN favorecido por interacciones proteina-proteina en el ADN.

248



G. TFAM Y BIOGENESIS MITOCONDRIAL: zoom-out

La biogénesis mitocondrial es un proceso dindmico y regulado de forma muy precisa.
Actualmente se ha sugerido el papel de la concentraciéon de TFAM en el estado de actividad
del nucleoide y, en consecuencia, de la mitocondria (Furukawa_Yamada_2012_FEBS). La
resoluciéon de la estructura de TFAM en complejo con ADN, y su caracterizacion
bioquimica y biofisica permiten entender mejor el papel de TFAM en la biogénesis
mitocondrial (Fig_G1).

Concentraciones de TFAM optimas permiten compactacién del mtADN en nucleoides
mediante su unién con el ADN formando complejos dindmicos donde TFAM se encuentra
abrazando el ADN e introduciendo torsiones con dngulos ~ 180°, que permiten protegerlo
del efecto de ROS. Ademas, existe una cierta flexibilidad interna en el mtADN que permite
su transcripcién y replicacion. Se ha descrito que en funcién de la concentracién de TFAM
existe un desplazamiento del equilibrio transcripcién:replicacién debido a la diferente
afinidad de TFAM por los promotores LSP y HSP1. El trabajo realizado durante la tesis
doctoral ha permitido entender el mecanismo de activacion de la transcripcion realizado
por TFAM en la regién promotora de LSP, que permite la formacién de encebadores para
la replicacién a partir de Ox y, por lo tanto, estd directamente relacionado con el aumento
de copias de mtADN.

Concentraciones de TFAM altas implicarian un mayor grado de compactacion, inhibiendo
cualquier actividad en el ADN y dando lugar a nucleoides en estado semi-senescente.

mtDNA packaging [TF A l\/l] Transcription activation  Primer formation
—
: e HSP1 -
' HMG2 : 2
< o Nucleoids AR
477 TFAM & ap
wor B

4

Aging
AD Obesity
PD Cancer

Diabetes start site

Fig G1. Esquema ilustrativo de la implicacion de TFAM en la biogénesis de mitocondria. La mitocondria
presenta su ADN compactado en estructuras llamadas nucleoides donde la proteina mayoritaria es TFAM,
aunque también se encuentran otras proteinas involucradas (en la figura,indicadas con rectangulos, rombos y
cuadrados). La compactacion en nucleoides del mtADN permite protegerlo del dafio por especimenes ROS y su
rapida transferencia en procesos de fusién y fisién. La cuantificaciéon de TFAM en nucleoides depende en
funcion del estado de actividad del nucleoide, donde a concentraciones de TFAM inferiores (situacidn del panel
derecho) existe una activacion de la transcripcidon, mientras que en situaciones donde la concentraciéon de
TFAM es mayor (situacién para el panel izquierdo) existe un desplazamiento del sistema hacia una mayor
compactacion de mtADN.
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TFAM impone una torsion estructural en LSP mediante la introduccién de dos
puntos de curvatura por parte de los dominios HMGbox que dan lugar a una
curvatura en forma de U, observada mediante la estructura cristalografica y
ensayos de spFRET.

Existe una dindmica en solucién del complejo TFAM-LSP22 observada mediante
SAXS y spFRET. Los resultados sugieren un sistema heterogéneo con multiples
conformaciones que presentan movimientos moleculares sutiles.

Los dominios HMGbox de TFAM presenten el mecanismo tipico de unién de
HMGbox mediante su unién al surco menor del ADN provocando una distorsion
local del ADN. La curvatura del ADN implica la introduccion de residuos
hidrofébicos que se intercalan entre las bases del ADN (Leu58 para HMG1 y
Leu182 para HMG2).

Los dominios HMGbox de TFAM muestran un patrén de interaccion y afinidad a
ADN diferente, influyendo en la curvatura final. HMG1 presenta un patréon de
interaccion especifico de secuencia y una mayor afinidad por ADN. La promocién
de la curvatura por parte de HMG2 es un proceso cooperativo donde es el efecto
conjunto de todos los residuos el que permite obtener la curvatura final.

La uniéon de TFAM a LSP22 permite definir un motivo invertido relativamente
conservado: 5’AA’C-(10pb)-C’AA-3’, ‘ indica los puntos de intercalacién donde
existe una variacion en los parametros fisco-quimicos del ADN. Estos motivos
presentan una relacién con las secuencias consenso de HMGbox de unién
especifica de secuencia.

El punto de intercalacion en el ADN definido para Leul82 presenta cierta
flexibilidad intrinseca del ADN, favoreciendo energéticamente el coste de la
intercalacion mas torsion.

La distancia entre los dos motivos invertidos (10 pb, una vuelta de hélice) y la
longitud del linker (27 aa) estan conservados, sugiriendo la existencia de una
correlacién entre el patréon de reconocimiento y la longitud del linker.

La cola C-terminal parece tener una funcion estabilizadora del complejo TFAM-
LSP22, en concreto del dominio HMG2, mediante la formaciéon del nticleo
hidrofébico, mas que dirigir la unién especifica de secuencia de TFAM o promover
la dimerizacién como se habia descrito anteriormente.

La cola C-terminal muestra una gran flexibilidad en solucién, compatible con la
habilidad para interaccionar con otras proteinas como TFB2M.

En el complejo TFAM-LSP, la cola C-terminal emerge en direccién opuesta al sitio
de inicio de transcripcidn. Pero la curvatura inducida permite recolocar la cola C-
terminal cercano al complejo de pre-iniciacion de la transcripcion.
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La region del linker, en concreto la zona C-terminal, presenta un papel en la
estabilizacién del complejo y la curvatura final inducida en el ADN mediante la
realizacion de diversos contactos con el esqueleto fosfato del ADN y con la
proteina formando parte del nicleo hidrofébico.

La regién del linker presenta una gran flexibilidad en solucién permitiendo un
elevado nimero de conformaciones de TFAM en su forma no unida en solucién,
debido a la reorganizacion espacial de los dos dominios HMGbox en el espacio.

La region N-terminal del linker parece mostrar una cierta flexibilidad en el
complejo, cuando se comparan las dos estructuras existentes. Esta flexibilidad en
el linker permite una diferente organizacién y reorientaciéon de los dominios
HMGbox y una curvatura del ADN variada.
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Y FUNDAMENTOS
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CLONACION

1. Clonacién estandar

La clonacién de TFAM, los constructos con la cola C-terminal deleccionada (CTT’s, CTT2:
Ser44-GIn238, CTT3: Ser44-Arg233, CTT4: Ser44-Arg227) y los dominios HMGbox (D1:
Ser44-Gln125, D2: Leul49-Arg227, D2C: Leul79-Cys246), se realiz6 mediante el sistema
de clonacién estandar, que implica la amplificacién del inserto con los primers disefiados
con la secuencia de reconocimiento para las enzimas de restriccién (Tablal), y digestion
del plasmidos e inserto con las mismas enzimas de restriccién. Posteriormente se realiza
la ligacion de los extremos cohesivos creados.

Los plasmidos usados fueron:

e pET28-b(+): vector comercial (Novagen, Madison, WI, USA) usado para la
expresion de proteinas recombinantes en E.coli que afiade una diana de 6
histidinas en el extremo N- o C-terminal. Este vector presenta 5.4 kb, resistencia a
kanamicina.

e Petm40: vector comercial usado para la expresién de proteinas recombinantes en
E.coli que anade una diana MBP en el extremo N-terminal. Este vector presenta 6.5
kb, resistencia a kanamicina y un sitio de corte para la proteasa TEV entre la
proteina de fusion MBP y la proteina interés.

Proteina | plasmido primer 5'-->3' Enzima
TFAM Pet28-b(+) | fw cat gcc atg gga tca tct gtc tta gca agt tg Nco

rv cc ctc gag aca ctc ctc agc acc ata ttt tc XhoI
TFAM Petm40 fw cat gcc atg gga tca tct gtc tta gca agt tg Nco

rv cgg gat ccc tta aca ctc ctc agc ac Bam HI
CTT1 Pet28-b(+) | fw cat gcc atg gga tca tct gtc tta gca agt tg Nco

v cc ctc gag acc ata ttt tcg ttg ttt ctt tat tg XhoI
CTT2 Pet28-b(+) | fw cat gcc atg gga tca tct gtc tta gca agt tg Nco

rv cc ctc gag ttg ttt ctt tat tgt gcg acg tag Xho I
CTT3 Pet28-b(+) | fw cat gcc atg gga tca tct gtc tta gca agt tg Nco

rv cc ctc gag gcg acg tag aag atc ctt tc Xho I
CTT4 Pet28-b(+) | fw cat gcc atg gga tca tct gtc tta gca agt tg Nco

rv cc ctc gag tcg tee aac tte aat cat ttg ttc Xho I
D1 Pet28-b(+) | fw cat gcc atg gga tca tct gt Nco

rv ctc gag act tgg agt tag Xho I
D2 Pet28-b(+) | fw cat gcc atg gga cag cta act Nco
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v cc ctc gag aca ctc ctc agc acc ata ttt tc Xho I

D2C Pet28-b(+) | fw cat gcc atg gga cag tta aca c Nco

rv cc ctc gag aca ctc ctc agc acc ata ttt tc Xho I

Tablal. Listado de los primers usados para la amplificacién de los diferentes insertos, se indica la diana
presente para la enzima de restriccidn, el plasmido para llevar a cabo la ligacién y el nombre del constructo.

2. Clonacion independiente de ligacion: In-Fusion™

Los constructos de TFAM con el linker (H1: Ser43-Leul52, H2S: Ser115-Glu219, H2L:
Ser115-Cys246) se originaron mediante un sistema versatil de clonacién independiente de
ligacién basado en el sistema In-Fusion™ (Clontech-Takara Bio Europe) aplicado en la
Plataforma de Expresion en el IRB. En esta plataforma disponen de una serie de vectores,
llamado pOPIN, basados en el sistema de clonaciéon via In-Fusion™, que permiten la
expresion de proteina recombinantes en una amplia gama de huéspedes (E.coli, células de
mamifero y células de insecto) y su purificacion mediante columna de niquel, ya que
afiaden 6 histidinas en el extremo N-terminal (pOPINF) o C-terminal (pOPINE).EIl sistema
In-Fusion™ estd basado en la presencia de secuencia homoélogas en los insertos
amplificados por PCR y los extremos del vector linerarizado. La longitud 6ptima de
homologia seria de 15 pb. Debido a que la secuencia homéloga en el inserto se afiade
mediante PCR, no es necesario ningtin paso adicional.

Los plasmidos usados fueron:

e DpOPINE: Vector que proviene de pTriEx2, con resistencia a ampicilina. Permite
afiadir una diana de 6 histidinas en el extremo C-terminal, que puede ser
deleccionada mediante digestion con Carboxypeptidasa. Presenta los promotores:
T7lacO, CMV y B-actina, promotor p10/lef-2 y el elemnto baculo 1629.

e pOPINF: Vector que proviene de pTriEx2, con resistencia a ampicilina. Permite
afiadir una diana de 6 histidinas en el extremo N-terminal, que puede ser
deleccionada mediante digestion con 3C proteasa. Presenta los promotores:
T7lacO, CMV y B-actina, promotor p10/lef-2 y el elemnto baculo 1629.

3. Mutagénesis dirigida

Una vez resuelta la estructura y analizada, se pudieron clasificar aquellos residuos de cada
HMGbox que realizaban contactos especificos con las bases del ADN. Es por ello que se
decidié crear mutantes puntuales de estos residuos por alanina, para realizar ensayos de
afinidad al ADN.

Para realizar los mutantes puntuales se us6 el kit de mutagénesis dirigida comercializado
por Stratagene (QuickChange ™ Site-Directed Mutagenesis Kit) (Figl). La mutagénesis
dirigida consiste en disefiar oligos para la regién donde se hallan las bases a modificar,
estos oligos deben presentar una extensiéon de 10-15 pb a cada lado del punto de mutacion
(Tabla2). Mediante PCR se realiza la amplificaciéon del ADN con la mutacién (que puede ser
una insercion o deleccién) y posteriormente mediante la enzima Dpnl se procede a la
digestion del ADN parental, ya que éste se encuentra metilado. El ADN restante se
transforma en células DH5a o XL21-Blue.
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Figl. Esquema para el proceso de mutagénesis dirigida. El paso 1 consiste en localizar las regiones del ADN
amutar y el disefio de los primers. En el paso 2, se lleva a cabo la reaccién de amplificacién mediante el uso de
la enzima Pfu, que premite amplificar con elevada fidelidad y velocidad. El paso 3 consiste en la digestion del
ADN parental mediante Dpnl, que reconoce el ADN parental debido a que se encuentra metilado. La digestion
se realiza a 37°C durante 1h. En el paso 4, se tranforma el ADN obtenido mediante choque térmico en células

competentes DH5a o XL21-Blue.

mutante oligo primer 5'-->3'
L58 L58 FW CCA AAG AAA CCT GTA AGT TCT TAC GCT CGA TTT TCT AAA GAA C
L58 RV G TTC TTT AGA AAA TCG AGC GTA AGA ACT TAC AGG TTT CTT TGG
Y57 Y57 FW CCA AAG AAA CCT GTA AGT TCT GCCCTT CGATTT TCT AAA GAAC
Y57 RV G TTC TTT AGA AAA TCG AAG GGC AGA ACT TAC AGG TTT CTT TGG
T77 T77 FW CAG AAC CCA GAT GCA AAA GCT ACA GAA CTA ATT AGA AGA
T77 RV TCT TCT ATT TAG TTC TGT AGC TTT TGC ATC TGG GTT CTG
181 181 FW AT GCA AAA ACT ACA GAA CTA GCT AGA AGA ATT GCC CAG CGT TG
I81 RV CA ACG CTG GGC AAT TCT TCT AGC TAG TTC TGT AGT TTT TGC AT
Y162 Y162 FW AAA AGA CCT CGT TCA GCT GCT AAC GTT TAT GTA GCT GAA AGA
Y162 RV TCT TTC AGC TAC ATA AAC GTT AGC AGC TGA ACGAGG TCTTTT
N163 N 163 FW AGA CCT CGT TCA GCT TAT GCC GTT TAT GTA GCT GAA AGA TTC
N 163 RV GAA TCT TTC AGC TAC ATA AAC CGC ATA AGC TGA ACG AGG TCT
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Q179 Q179 RV TA GCT AAG GGT GAT TCA CCG GCG GAA AAG CTG AAG ACT GTA AA

Q179 FW TT TAC AGT CTT CAG CTT TTC CGC CGG TGA ATC ACCCTT AGC TA

L182 L182 FW GAT TCA CCG CAG GAA AAG GCG AAG ACT GTA AAG GAA AAC

L182 RV GTT TTC CTT TAC AGT CTT CGC CTT TTC CTG CGG TGA ATC

Tabla2. Listado de los primers utilizados para crear los mutantes puntuales a alanina, con las bases rojas
seflalando el punto de mutacion.

PRUEBAS DE EXPRESION

Para obtener un buen rendimiento de expresiéon de la proteina se realizaron pruebas de
expresion, que presentan multiples variables para optimizar el proceso: cepa bacteriana,
temperatura, tipo de medio de cultivo, concentracion del agente inductor (IPTG), tiempo
de expresion.

Las cepas bacterianas usadas para la expresion fueron:

e BL21(DE3) B F- dem ompT hsdS(rB- mB)gal A(DE3).Provienen de la cepa BL21,
pero contienen una copia cromos6mica del gen para T7 RNA polimerasa.

e BL21(DE3)[pLysS] B F- dcm ompT hsdS(rB- mB)gal A(DE3)[pLysS Cmr]. Similar a
BL21 (DE3), pero contiene el pldsmido pLysS resistente a cloramfenicol y que
codifica para la lisozima de fago T7, un inhibidor de T7 polimerasa que reduce la
expresion a partir del promotor de T7 cuando no existe induccidn.

e Rossetta (DE3) B AlacYZ lon- ompT- A(DE3) [pRARE Cmr]. Presentan la capacidad
de expresion de genes con cédigo de uso peculiares.

e Rossetta (DE3) [pLysS] B AlacYZ lon- ompT- A(DE3) [pRARE Cmr]. Presentan la
capacidad de expresion de genes con cédigo de uso peculiares y el plasmido pLys,
para evitar la expresion prematura.

e Origami (DE3) K12-derived. Cmr Tcr. Promueve la formaciéon de puentes
disulfuro en el citoplasma, ya que presenta mutacion en los genes trB (thioredoxina
reductasa) y gor (glutation reductasa).

A partir de una colonia tnica para las células E.coli crecidas en una placa de agar, se
inocula un medio LB de 4ml, permitiendo el crecimiento durante toda la noche hasta llegar
a supersaturacion del cultivo. Después de este pre-cultivo se inocula medio fresco LB
(aplicando un factor de dilucién 1/200) y se realiza un crecimiento a 37 °C con agitacién
de 250 rpm hasta alcanzar una ODggo de 0.6 a 0.8. Las células son luego atemperadas a la
temperatura de induccién e inducidas con IPTG en rangos de concentracién de 0.1 a 1 mM
IPTG. El tiempo de expresion es de 3 a 16 h, dependiendo de la temperatura final. Todos
los cultivos usados presentan la concentraciéon de antibidticos 6ptima para evitar la
contaminacién de éstos.

SOLUBILIZACION

El siguiente paso después de la expresion, es la solubilizacién de la proteina y para ello es

clave la eleccién del tampoén de solubilizacién en funciéon de las caracteristicas fisico-

quimicas de la proteina. Mediante el servidor ProtParam (Bairoch, Apweiler et al. 2005) es
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posible conocer algunos de los parametros fundamentales para decidir el tampén de
solubilizaciéon como son el pl teérico de la proteina que determinara el pH del tampédn o el
numero de Cys que determinara la presencia de agentes reductores. Ademas, es sabido
que las proteinas de unién al ADN, como TFAM, requieren una gran concentraciéon de sal
para mimetizar la carga negativa del ADN.

Tipicamente el tampdn de solubilizacién o lisis presenta inhibidores de proteasas (como
por ejemplo, fluoruro de fenilmetilsulfonilo, PMSF, inhibidor de proteasas de serina o
cocteles comerciales de inhibidores de proteasas); asi como DNasa para evitar la presencia
de una elevada cantidad de ADN en la muestra, frecuente en el caso de proteinas de uniéon
al ADN.

El pelet celular obtenido de la expresidn es resuspendido en un volumen indicado de
tampon de lisis (factor de dilucién 1/10, 1 ml de tampon de lisis por cada 10ml de cultivo).
Una vez resuspendido el pelet hasta una soluciéon homogénea, es sonicado durante 15
minutos, con espacios de tiempo de 5 segundos. El proceso de sonicacion permite la rotura
celular mediante la aplicacion de vibracién de ultrasonidos al homogenado.
Posteriormente, se realiza una centrifugaciéon a 10.000-15.000 rpm durante 20 minutos
que permite obtener el sobrenadante con la proteina soluble en él. Este sobrenadante es
filtrado mediante el uso de filtros con poros de diAmetro entre 0.22-0.45 pm.

Es importante que durante el proceso de solubilizacién y posterior purificaciéon las
muestras se enuentre a una temperatura de ~ 4°C, para evitar una posible degradacion de
la proteina interés.

PURIFICACION

Para la purificacién de la proteina se emplean métodos cromatograficos en columna,
donde existe una fase estacionaria, material sélido con las caracteristicas quimicas
adecuadas que rellena la columna, y una fase movil, formada por la solucién tamponada
que se hace pasar a través de la columna. Generalmente estas cromatografias se realizan
en sistemas cromatograficos FPLC, en el que se hace uso de bombas de alta presién (100-
400 bares) y columnas con materiales que soportan altas presiones. Este sistema reduce
notablemente los tiempos de purificacion e incrementan el rendimiento.

Existen diferentes tipos de columnas: columna de afinidad, de exclusién molecular, de
intercambio i6nico, hidrofédbica.

1. Columna de afinidad

Muchas proteinas tiene la capacidad de unirse especificamente a ciertas moléculas. En esta
técnica la fase estacionaria de la columna esta embebida con una molécula con capacidad
de union especifica con la proteina interés, conocida como ligando. Cuando se aplica el
extracto, la proteina realiza una unién con el ligando quedando inmovilizada en la
columna. Seguidamente mediante el uso de un tampdn con caracteristicas similares al
ligando es posible la elusion de la proteina diana en fracciones posteriores.

1.1. Columna de afinidad por Niquel
La columna de afinidad por Niquel esta basa en el hecho que el niquel se encuentra

quelado en la fase estacionaria de la columna y permite la purificaciéon de proteinas
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recombinantes con colas de histidina. La proteina retenida se eluye mediante el uso de un
gradiente de imidazol, que actia como competidor con las proteinas para la unioén al
niquel. Las columnas de niquel usadas para la purificacién de los constructos con cola de
Histidinas eran del tipo HisTrap HP 5 ml (GE Healthcare).

1.2. Columna de afinidad por MBP (Proteina de union a maltosa)
Las proteinas recombinantes con dianas MBP son purificadas mediante columnas con una
fase estacionaria de dextrin sefarosa, que permite la purificacion de la proteina en
condiciones fisiolégicas. Para eluir la proteina se aplica un tampén al anterior pero con 10
mM maltosa. La forma en que se eluye la proteina en estas columna permite incluso
purificar complejo, ya que se mantienen intactos. Ademas, la proteina de fusion MBP
permite incrementar los niveles de expresién y ayuda a la solubilizacién de la proteina.

Las columnas de MBP usadas para la purificacion de los constructos con la proteina de
fusion MBP eran del tipo MBP Trap HP 5 ml (GE Healthcare).

1.3. Columna de afinidad por Heparina

La heparina es un polimero de tipo glicosaminoglicano que imita el esqueleto azucar-
fosfato del ADN y permite la unién con alta afinidad de proteinas de unién a acidos
nucleicos. Ademas debido a su carga negativa, crea un efecto de intercambio catiénico y se
unen también todo tipo de proteinas basicas. Para llevar a cabo una columna de afinidad
por heparina es necesario que la muestra o extracto se encuentre a baja concentracion de
sal, ya que posterior a la union se aplica un aumneto lineal de la fuerza iénica para eluir la
proteina.

Las columnas de Heparina usadas para la purificacién de los TFAM y sus diferentes
constructos eran del tipo Heparin Trap HP 5 ml (GE Healthcare).

2. Cromatografia de exclusion por peso molecular

La cromatografia de exclusiéon por peso molecular o gel filtracién es una técnica que
permite separar moléculas en funcidén de su tamafio molecular. La fase estacionaria esta
constituida por particulas de polimeros con diferente porosidad. La separacién se basa en
el tamafio de las particulas. Las proteinas mas grandes que no pueden penetrar en los
poros de las particulas de la matriz de filtracién son eluidas con mas rapidez que las
proteinas mas pequefias, que penetran por los poros de las particulas y siguen un camino
mas largo.

La capacidad separadora reside fundamentalmente en el gel cuya matriz consta de un gran
numero de esferas porosas microscopicas. Cada gel se caracteriza por un rango de
fraccionamiento que depende del tamafio de sus poros (Figl). Superdex, sepharyl y
superosa son geles de elevada resolucién con una amplia variedad de fraccionacién.

Para la proteina interés, TFAM, y sus diversos mutantes y dominios, se usaron columna de
exclusion molecular de tipo superdex 75 (Superdex 75 HL 26/60), excepto para el caso del
constructo MBP-TFAM que se us6 una columna superdex 200.
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Figl. Resolucién del fraccionamiento de los diferentes tipos de geles en funcién del peso molecular de la
macromolecular a purificar.

3. Columna de intercambio idnico

Las columna de intercambio i6nico presentan una fase estacionaria formado por grupos
cargados positivamente (intercambio aniénico) o negativamente (intercambio cationico).
Estos grupos cargado normalmente estan neutralizados por iones del tampén. Estos iones
son reversiblemente reemplazados por las proteinas con mas tendencia a unirse al
soporte. Las proteinas cargadas pueden unirse a intercambiadores catidénicos o anidnicos
dependiendo de su carga neta. Las proteinas mas cargadas se uniran mas fuertemente al
intercambiador y, por lo tanto, serdn mas dificiles de eluir. La afinidad con la que una
proteina se une a un intercambiador i6nico depende de la fuerza i6nica del medio. Para
eluir las proteinas se suele aumentar la fuerza i6nica de la fase movil (por ejemplo,
aumentar la concentracién de NaCl).

En el caso de TFAM se usaron columnas de intercambio catidénico, MonoS 5/50 GL GE
Healthcare.

3.1. Digestion con la proteasa TEV
El constructo de TFAM con la proteina de fusion MBP en el extremo N-terminal,
presentaba un sitio de corte para la proteasa TEV entre la proteina y la diana MBP.
Durante la purificacién de este constructo se llevo a cabo la digestién con TEV después de
la columna de afinidad por MBP.

La proteasa TEV es una proteasa especifica para cisteina de la familia de peptidasas C4 con
un peso molecular de 27 kDa, que se encuentra en el virus del tabaco Etch (Tobacco Etch
Virus, TEV). El sitio de reconocimiento 6ptimo es ENLYFQ'GS, donde el sitio de corte
ocurre entre Gln y los residuos Gly/Ser. Algunas de las ventajas de esta proteasa es que es
extremadamente especifica y presenta una elevada eficiencia de corte.

Algunas consideraciones se deben tener en cuenta para llevar a cabo la digestién con TEV.
La duracién de la reacciéon es de 24 h, aunque la mayoria de los cortes ocurren en las
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primeras horas. La proteasa TEV presenta la mayor eficiencia de corte a 34 °C, aunque en
nuestro caso se realizaba la digestion a 20 °C durante 24 h. El ratio de proteasa usado era
1 OD2g0 de TEV por 50 OD2go de la proteina, gracias a que se trata de una proteasa
altamente especifica es posible usar concentraciones elevadas de proteina. Para la
digestidn era necesario preparar un saco de didlisis con la proteina diluida en condiciones
de 750 mM NacCl, 50 mM HEPES pH 7.5, 5 mM DTT, 10 Mm Maltosa, frente a un tampén de
dialisis con las siguientes caracteristicas: 300 mM NaCl, 50 Mm HEPES pH 7.5, 1 Mm DTT.
Para la digestidn fue necesario aplicar este tampo6n con una menor concentracién sal y una
concentracidn inferior de DTT, ya que se trata de un agente quelante de Zn.

Después de la digestion con TEV proteasa la muestra era cargada en una gel filtracion, que
permite separar por peso molecular TFAM, la proteasa TEV y MBP.

IDENTIFICACION DE PROTEINAS

1. Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
La electroforesis en geles de poliacrilamida es uno de los métodos mas utilizados para la
purificacion, analisis y caracterizacion de proteinas. La técnica permite separar moléculas
cargadas y explota diferencias en movilidad cuando se les somete a la acciéon de un campo
eléctrico. Se utilizan agentes desnaturalizantes de proteinas, como pueden ser:
detergentes (p.e. SDS), cadtropos (p.e. urea) y agentes reductores (2- mercaptoetanol,
DTT). La separaciéon de proteinas es en funcion del tamafio (masa molecular), lo que
permite determinar el peso molecular de las proteinas. Las muestras son desnaturalizadas
antes de ser cargadas en el gel a 97°C durante 5 min en presencia de 5 % (w/v) SDS y
0.025 % (w/v) de azul de bromofenol. Se us6 el marcador de peso molecular SeeBlue pre-
satined protein (Invitrogen).

Para la visualizacién de las proteinas se utilizan diferentes métodos de tincion, siendo el
mas habitual el azul de coomassie.

2. Digestion triptica de proteinas

La técnica de digestion triptica de proteinas o protein mass fingerprinting sirve para
identificar proteinas mediante la digestiéon de la proteina con enzimas como tripsina o
quimiotripsina en pequefios péptidos, cuya masa absoluta se obtiene mediante un
espectrometro de masas. La masa absoluta de cada péptido es luego comparada con una
base de datos con secuencisa proteicas y el tamafio de los posibles péptidos generados a
partir de las proteinas en la base de datos, que permite identificar la proteina digerida.

3. Degradacion Edman

La degradacién por Edman es un método que permite la secuenciacién del extremo N-
terminal de péptido. Se trata de un proceso en el que el extremo N-terminal del residuo
reacciona con fenilisotiocinato a pH basico y, posteriomente en un pH acido se corta este
residuo derivado sin afectar a los demas enlaces de la cadena peptidica. El residuo
compuesto puede ser luego identificado mediante cromatografia o electroforesis. El hecho
limitante de este proceso es que la longitud del péptido no puede ser superior a 50
residuos.
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CARACTERIZACION DE LA ESTABILIDAD DE LA PROTEINA

EN SOLUCION

1. Dynamic Light scattering (DLS)

DLS es una herramienta cominmente usada para evaluar la monodispersidad de proteinas
en solucién, en concreto, en el campo de la cristalografia nos permite valorar la
homogeneidad y estabilidad de la solucién a cristalizar. DLS es una técnica usada para
determinar el radio hidrodindmico de las proteinas a partir de la ecuacién Stokes-Einstein,
Rn= KgT/6mnDr, donde Kg es la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta, n es la
viscosidad del solvente a la misma temperatura, Dr el coeficiente de difusion y Rx es el
radio hidrodindmico.

La técnica consiste en una cubeta con la solucién proteica que es iluminada mediante luz
laser. Las moléculas en solucién presentan un movimiento browniano, que provoca
fluctuaciones en la intensidad de la luz dispersada. Este cambio en la intensidad de la luz
es medida a través de un detector situado a 90° del haz incidente. El coeficiente de
difusion, Dr, se puede extraer mediante la aplicaciéon de una funcién de autocorrelacion. En
general las particulas pequefas difunden mds rapido que las grandes. A partir de Dt es
posible obtener el radio hidrodinamico, Ry, de la molécula en solucién. El peso molecular o
MW puede ser calculado a través del radio hidrodinamico, si se define la forma de la
molécula (alongada, globular), aunque no es muy recomendable.

El andlisis de datos permite obtener la distribucién del % de intensidad o cantidad de luz
dispersada versus el radio hidrodinamico de las particulas en solucién. A partir de la
anchura de los picos de distribucidn, es decir, la desviacidon estandar, se puede extraer el
valor de la polidispersidad (aunque por defecto se presenta en forma de porcentaje, %
Pd). El porcentaje de polidispersidad se calcula dividiendo la polidispersidad por el radio
hidrodinamico, multiplicado por 100. Las soluciones con un %Pd <15 son monodispersas
y con tendencia a cristalizar.

Laser ! >
s

\ Photon Correlator

Figl. Esquema del experiemnto DLS, donde el haz laser incidente dispersa la soluciéon

Las medidas de DLS se realizaron bajo diferentes condiciones de tampdén usando el
intrumento Malvern Zetasizer Nano (Worcestershire, UK), para ello se uso una cuveta de
cuarzo de 1cm de paso de luz. Cada medida se realizo por triplicado.
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2. Thermofluor

La técnica de Thermofluor sirve para determinar el tampoén en el que la proteina es mas
estable térmicamente (Ericsson, Hallberg et al. 2006). Para monitorizar la estabilidad
térmica de una proteina y testar qué factores (tampones, aditivos, ligandos,...) afectan a
dicha estabilidad, este ensayo (fluorescence-based termal shift) utiliza un colorante
sensible a la hidrofobicidad del entorno, como Sypro orange (Molecular probes). Durante el
proceso de desnaturalizacidn, las superficies hidrofébicas van quedando expuestas al
medio incrementado y, por lo tanto, aumenta la fluorescencia debida al colorante. La
desnaturalizacion térmica de una proteina es un proceso que sigue un modelo tipico de
dos estados con una marcada transicidn entre los estados nativos y los desnaturalizados,
donde la temperatura de fusion (Tm) se define como la temperatura en el punto medio de
la transicién en la desnaturalizaciéon de la proteina que corresponde al maximo en la
primera derivada de la curva de fusién. Cuanto mayor es la Tm, mayor es la estabilidad de
la proteina. Por lo tanto, este pequefio ensayo permite seleccionar los tampones 6ptimos
para la estabilizacién de la proteina.

@O0 IO O0OW®O®=0C —T HE

Temperature -

Fig2. Diagrama para un ensayo de Thermofluor. Mediante incremento de temperatura con el tiempo es posible
observar un incremento de la fluorescencia hasta alcanzar una fase plateau. La temperatura en el punto medio
de la transicién en la desnaturalizaciéon de la proteina se conoce como temperatura de fusién (Tm), y nos
permite validar la calidad del tampdn.

Las medidas se realizaron en una maquina de PCR real-time y los cambios de fluorescencia
en las muestras se monitorizan simultaneamente con una cdmara CCD. Las longitudes de
onda de excitacion y emision de la sonda Sypro son 490 y 575 nm, respectivamente.

FORMACION DEL COMPLE]JO PROTEINA-ADN

Para la formacion del complejo proteina-ADN es importante determinar la secuencia de
ADN, mediante la busqueda de secuencias consesos o informaciéon sobre analisis
footprinting. Una vez escogida la secuencia se realizan ensayos para conocer la capacidad
de unién y afinidad mediante geles nativos de retardo o cromatografias de exclusion
molecular.

1. Geles nativos de retardo (EMSA)
Los ensayos de retardo en la movilidad electroforética (Electrophoretic Mobility Shift
Sssays, EMSA) o mas cominmente llamados geles nativos de retardo, se basan en la
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observacion de que complejos estables proteina-ADN migran mas lentamente que los
fragmentos de ADN libre en geles de poliacrilamida en condiciones nativas bajo la acciéon
de un campo eléctrico.

Frecuentemente, se usaron los ensayos EMSA para conocer el comportamiento de la
muestra cuando se utiliza una concentracién constante de ADN (0.1 nmol) frente a
concentraciones crecientes de proteina de 0.025 nmol a 0.6 nmol. También eran usados
para conocer el estado del complejo proteina/ADN y para los ensayos de FRET.

1.1. Preparacion de la muestra, botones de dialisis
En el caso del andlisis de la afinidad de la proteina por el ADN. Se preparaban los
complejos con concentraciones creciente de proteina y una concentracién constante de
ADN con volumen final de 20 pl. Debido a que la proteina se encuentra a una elevada
concentracién de sal era necesario el uso de botones de dialisis de 15 pl (Hampton
Research) para disminuir la concentraciéon de sal (Figl). El tamafio de poro de la
membrana usada era de 3.500 Da.

Las muestras se incubaron 20 min a 4°C, se dializaron con gradiente escalonado de sal
hasta 20-100 mM NaCl , cada paso de dialisis presenta una duraciéon minima de 2 horas
con un paso final de 24 horas en la condicién del tampén final.

O-ring
applicator

w
5 to 350 pl
protein 17 2l
\/ dialysis/
membrane

T

dialysis button

O—ring
applicator

Figl. Esquema de la preparacion de los botones de didlisis de izquierda a derecha. El complejo se coloca en el
hueco del botdn. Seguidamente se coloca la membrana (previamente sumergida en el tampé6n del complejo) en
la superficie del aplicador y éste se coloca en el botén. Mediante una goma se fija la membrana al botén y se
diposita en el tampo6n de dialisis.

1.2. Preparacion de los geles
Los geles nativos de poliacrilamida para los ensayos de formacién de complejo
presentaban unas dimensiones 8 cm x 10cm x 1.5mm. En el caso de los geles para la
permutacidn circular las dimensiones del gel eran 18 cm x 20 cm x 1 mm.

En funcién de la longitud del ADN se preparaban geles con diferente porcentaje de
poliacrilamida. Para ensayos con los oligos de cristalizacion (~ 22 pb), se usaban geles al
5.5 % o 7%, mientras que para los geles de permutacion circular con ADNs de 143 pb, se
usaon geles entre 8% y 12%.
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8% 12% 14% 20%

Archilamida 10 ml 15 ml 17.5 ml 25 ml
40% (29:1)

H20 34 ml 29 ml 26.5 ml 19 ml
PSA 3% 1ml
TEMED 15 pl
10x TBE o TAE 5ml

1.3. Observacion de los geles
Las muestras para cargar en el gel se preparan mezclando el complejo con DNA dye
loading buffer 6x. En el caso de los ADN marcado con fluoréforos se uso un tampoén de
carga sin bromofenol azul (tampoén de carga 5x: 25 mM TrisHCI pH7, 150 mM EDTA, 25 %
glicerol).

Una vez cargadas las muestras, se usaba un voltaje de 100V durante 40 min (aunque el
tiempo podia variar en funcién del % de archilamida), evitando la migracién de la primera
banda azul. Seguidamente se realiza la tincién del gel mediante 20 min con SyBr Green
(Invitrogen), aplicando una dilucién 1/10.000. El gel tefiido se analiza con una luz UV, ya
que el complejo resultante ADN-SYBR Green presenta el pico de absorciéon a A = 498 nm y
el pico de emisién a A = 522 nm (correspondiente a la zona verde del espectro, de ahi su
nombre).

Para el caso de los ADNs marcados con fluor6foros se usaba un fluorimetro de escanéo
conocido como Typhon (Molecular dynamics) que permite obtener una imagen resultante
multicanal, producto de la excitacion y emision de cada fluoréforo por separado debido a
que presenta diversos filtros. La imagen final de los experimentos FRET era producto de la
combinacién de tres canales:

e (Canal 1 con excitacion a 488 nm, y filtro de emision a 520 nm (para la
visualizacién de Alexa494)

e (Canal 2 con excitacion a 488 nm, y filtro de emision a 610 nm (para la
visualizacién de Alexa590)

e (Canal 3 con excitacion a 488 nm, y filtro de excitaciéon a 532 nm (para visualizar el
fenomeno FRET)
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CRISTALOGRAFIA DE PROTEINAS

1. Introduccion

La cristalografia de rayos X es una de las técnicas fisicas mas potentes para la resolucion
de proteinas a partir de estructuras de materia s6lida ordenada o cristales.

1.1. Cristales y simetria

La estructura cristalina estd caracterizada microscépicamente por la agrupacién de sus
moléculas en un modelo de repeticion periddica tridimensional. El conjunto minimo que
se repite ordenadamente en las tres direcciones del espacio se conoce con el nombre de
celdilla elemental y la unidad asimétrica se refiere al conjunto minimo de moléculas cuya
repeticién (mediante la aplicaciéon de elementos de simetria) genera la totalidad del
contenido de la celdilla elemental. La combinaciéon de los elementos de simetria presentes
en los cristales y los distintos tipos de celdilla posibles dan lugar a los denominados grupos
espaciales.

2. Cristalizacion

La obtencidn de cristales tnicos de elevada calidad es la base de la cristalografia de rayos
Xy, frecuentemente, suele ser el punto de embudo durante el proceso de determinacién de
la estructura cristalografica de una proteina.

La cristalizacion de macromoléculas es un proceso donde influyen multiples parametros,
consiste en aportar una solucidn altamente concentrada en presencia de una estado de
supersaturacién, que conducira la macromolécula hacia un estado sélido, el cristal. Existen
numerosos métodos para la cristalizacién de proteinas y acidos nucleicos, uno de los mas
utilizados es el sistema de vapor de difusion.

Este método se basa en la difusiéon de agua (u otro agente volatil) entre la gota (sentada o
colgante) de la solucién de la macromolécula con el agente precipitante apropiado y la
solucion de reservorio en un sistema cerrado. La diferencia de concentracién de sales y
precipitantes entre la gota y el deposito fuerza la difusién de las especies mas volatiles y
da lugar a una nueva situaciéon de equilibrio. Esta difusion de solventes modifica el
volumen de la gota, modificando la concentracién de la proteina en la gota. Mediante un
diagrama de fase (Figl) es posible controlar el grado de saturacién al qué exponemos la
solucién y el resultado final del equilibrio que da lugar a nucleacidn, precipitaciéon amorfa,
precipitacion en forma cristalina, ...
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Figl. (A) Diagrama de fases para el proceso de cristalizacién, donde es posible distinguir la curva de
precipitacion y la curva de solubilidad en funcién de la concentracién de proteina y agente precipitante. La
zona entre estas dos curvas se conoce como zona de supersaturaciéon (en azul) y puede distinguirse en dos
regiones, la region donde sucede la formacién de ntcleos cristalinos y la region donde sucede el crecimiento
cristalino. (B) Método de cristalizacién por vapor de difusidn, con tres tipos de sistema de gota: gota colgante
(hanging drop), gota sandwich (sandwich drop), gota sentada (sitting drop).

El tamafio de la gota y la cantidad de precipitante que existen en la solucién de
cristalizacion influiran en el nimero de centros de nucleacién que se formara, asi como en
la velocidad de equilibrio, directamente relacionada con la velocidad a la que aparecen los
cristales. Resulta importante para el experimento controlar estos dos parametros, ya que
si forzamos la evaporacién pueden surgir un elevado nimero de ntcleos que luego
compitan por la proteina restante y den lugar a cristales pobres. No obstante, una difusion
limitada puede dar lugar a la dificultad para que se de la formaci6n de ntcleos.

Para la cristalizaciéon de la proteina y del complejo proteina-ADN se usé el método de
difusiéon de vapor tanto en su version de gota sentada como colgante) a 20 y 4°C
empleando screenings comerciales sparse-matrix (Cudney, Patel et al. 1994). En estos
screenings se realizan multiples combinaciones de la proteina con mezclas de diferentes
agentes precipitantes, como sales (fosfatos, citratos, sulfato de amonio,...), precipitantes
(polietilenglicol (PEG), glicerol,...), alcoholes (metilenpentendiol, isopropanol,...) y
tampones ajustados a diferentes pHs (HEPES, Tris,...).

Estos screenings se realizaron en placas de cristalizacién de 96 pocillos dispersadas con un
robot automatico (Cartesian) de dispersion liquida de nanovolimenes (100nl:100nl) de la
Plataforma Automatizada de Cristalografia (PAC) en el Parque Cientifico de Barcelona
(PCB). Estas se almacenaron en armarios termoestabilizados que incorporan un sistema
automatico de visualizacion mediante imagenes digitales de las nanogotas de
cristalizacién (Crystal Farm, Oxford Cryosystem 700) de la PAC-PCB.
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La cristalizacion de complejos proteina-ADN es similar a la cristalizacion de cualquier otra
macromolécula, depende del precipitante, la fuerza idnica, el pH, la presencia de aditivos,...
De forma interesante se observd que el pH 6ptimo para la cristalizacion de complejo
proteina-ADN es neutro, con tendencia a acido. Esto es probablemente debido a las
interacciones polares entre las cargas negativas del esqueleto de ADN y las cargas
positivas de las cadenas laterales de la proteina. Debido a estas interacciones de tipo polar
(Nadassy, Wodak et al. 1999), es preferible usar precipitantes como PEG o MPD, en lugar
de sales. Dentro de los screenings comerciales existen dos screenings de capital
importancia para complejos proteina-ADN, PEG-Ion screen y nucleic acid screen. Ademas,
algunos aditivos frecuentes en la cristalizaciéon de complejos proteina-ADN son spemine,
iones divalentes, cobalt hexamine. Otro factor importante en los ensayos de cristalizacion
de complejos proteina-ADN es la longitud del ADN usado. Normalmente el ADN usado
presenta 1 o 5 pb adyacentes a la regién central, con variedad de extremos, romos o
cohesivos. El uso de extremos cohesivos puede favorecer la formacién de fibras lineares de
ADN.

2.1. Procesos de optimizacion

Una vez obtenidos los primeros cristales se procedié a la optimizacién mediante el uso de
placas de cristalizacion de 24 pocillos, donde las gotas se dispersaban a mano con
volimenes de gota oscilante entre 1 a 6 pl y jugando con el ratio de mezcla entre la
solucion de proteina y la solucidn precipitante. Las pruebas de optimizacion de la
condicién consistieron en hacer un screenings variando pH y la concentracion de agentes
precipitantes en los dos sentidos de la placa (vertical u horizontal), asi como el uso de
aditivos. También se aplicaron métodos previos a la cristalizacion, en concreto técnicas de
seeding, que consisten en afiadir ndcleos preformados a una gota metaestable para limitar
el nimero de nucleos y favorecer el crecimiento del cristal.

Ademas, se aplicaron métodos post-cristalizacion para mejorar la calidad de los cristales
como la deshidratacién quimica, para reducir el contenido de solvente y ayudar a un
mejor empaquetamiento cristalino. Estos métodos de deshidratacion quimica de cristales
consisten en transferir los cristales a solucione deshidratantes, que presentan las mismas
caracteristicas que el reservorio, pero con una mayor concentraciéon de agente
precipitante o en presencia de agentes crioprotectantes (como por ejemplo, PEG400, MPD,
glicerol). Cross-linking del cristal, que permiten incrementar la consistencia del cristal
frente a estrés mecanico y reduce la solubilidad, mediante el uso del compuesto quimico
gluteraldehido. Este proceso es dependiente del pH, el nimero y la posicién de las lisinas.
Annealing del cristal, que consiste en el proceso rapido de descongelacién y congelacién,
frecuentemente este proceso se realiza en la linea de sincrotron.

2.2. Congelacion de cristales
Para evitar el dafio por radiaciéon de los cristales difractados se usan técnicas de
criocristalografia, las cuales permiten proteger el cristal de la formaciéon de hielo sin
alterar la estabilidad de la sefial. La criocristalografia consiste en sumergir los cristales en
soluciones, que una vez congeladas, forman una capa de agua vitrificada, en lugar de
formar hielo cristalino que podria provocar la rotura del cristal. Esta solucién se conoce
como solucién crioprotectante, y frecuentemente consiste en una soluciéon de composiciéon
similar a la solucion del reservorio a la cual se afiade un agente crioprotector con glicerol,
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etilenglicol o otros alcoholes de bajo peso molecular. Posteriormente, los cristales son
difractados a temperaturas cercanas a 100 K (-173°C).

Los cristales de complejos proteina-ADN suelen ser muy fragiles, con lo que parece una
buena idea usar screenings con caracteristicas criprotectantes para evitar posteriores
manipulaciones.

3. RayosX

Para la recogida de la difraccién de rayos X es necesario disponer de rayos X de alta
energia. En nuestro caso la recogida de datos cristalograficos se realiz6 la radiacién de
sincrotrén en ERSF (European Synchrotron Radiation Facility) de Grenoble, Francia.

Para la generacién de rayos X se parte de electrones que son acelerados a elevadas
energias. Mediante imanes electromagnéticos se puede variar la trayectoria de los
electrones y al cambiar la direccién de éstos se emite parte de su energia en forma de
rayos X, que salen de forma tangencial al giro de los electrones. Los haces de rayos X del
sincrotrén presentan una elevada intensidad, son monocromaticos (de una tnica longitud
de onda) y esta colimado (todas las ondas son paralelas y con una misma direccién).

3.1. Difracci6on de rayos X
Cuando un haz de rayos X incide sobre un cristal, éste interacciona con los electrones de
los atomos que forman el cristal y los hace vibrar de manera acoplada a las variaciones
periddicas de su campo eléctrico. Los electrones oscilantes se convierten asi en un focus de
una nueva radiaciéon X que se emite de forma esférica. Este fenémeno se conoce como
dispersion, y normalmente se da de forma elastica (la longitud de onda de la radiaciéon
emitida por los electrones sera similar a la radiaciéon que impacta con el cristal).

Dentro de la dispersion, puede suceder que los rayos dispersados interfieran unos con
otros rayos dispersados. Como los 4&tomos del cristal se encuentran ordenados de manera
regular y periddica, la geometria del cristal marcard la interaccién entre los rayos
dispersados ofreciendo la posibilidad de que estos se combinen y refuercen, proceso
conocido como interferencia constructiva que da lugar a la denominada dispersién
coopertaiva o difraccion.

El fenémeno de difraccion puede ser descrito como si de una reflexion optica se tratara
mediante la Ley de Bragg. Esta reflexién ocurriria en unos planos de la red cristalina, y asi,
la difraccién se produce entre planos paralelos distanciados entre si el valor d, para un
angulo de incidencia 6, tal que la diferencia del camino recorrido por los dos trenes de
onda sea igual al multiplo de la longitud de onda A. Para que se produzcan todos los haces
difractados posibles, el cristal debe ser rotado de tal modo que todos lo planos virtuales se
coloquen en la posicién adecuada para cumplir la Ley de Bragg.
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ni = 2d-sinf,

dsint

Fig2. Ley de Bragg. Dos haces paralelos que inciden sobre una red cristalina seran difractados siguiendo el
angulo 6. Siempre que la separacion entre los dos planos cristalinos sea 2d -sin8 coincide con un multiple de la
longitud de onda, nA = 2d-sinf. La onda que incide en el plano inferior saldra en fase con la onda del plano
superior. Asi, las ondas interfieren constructivamente y la sefial se vera reforzada.

Los rayos dispersados por todos los atomos de la molécula irradiada se combinaran entre
ellos, por lo que cada una de las reflexiones registradas contendra informacién de los
atomos irradiados.

4. Recogida de datos

La recogida de datos se realiza tipicamente mediante el uso de detectores tipo CDD. Al
final de la recogida las intensidades registradas se digitalizan, cosa que permite obtener el
difractograma para cada angulo de rotacién del cristal, que resulta en una coleccién de
multiples reflexiones cada uno de ellos con una determinada intensidad. Segtn la simetria
de la macromolécula y el grupo espacial se debera recoger un determinado nimero de
imagenes para completar la informacion.

Para obtener una buena calidad de datos es importante tener en cuenta diversos factores
durante la recogida d e datos:

e Temperatura de la recogida. Actualmente la recogida se realizan a temperaturas
criogénicas (100 K), que permiten reducir el dafio por radiaciéon. Este tipo de
recogida de datos exige la congelaciéon de los cristales, proceso que puede
aumentar la mosaicidad del cristal.

¢ Ruido por la dispersion del solvente. Para evitar el ruido en la medida y mejorar el
ratio sefial vs ruido, es necesario minimizar el contenido de reservorio en el lazo.

e Tiempo de exposicidn y atenuacion de la linea. Debe existir un compromiso entre
estos dos pardmetros. Un tiempo de exposicion excesivo puede dar lugar a
sobreintensidad de las reflexiones (overload) o dafio por radiacion.

e Angulo de oscilacién, no debe ser mayor a la mosaicidad para evitar
sobrexposicidn de puntos (overlap).

e Otros parametros podrian ser: el tamafio del haz de rayos X, que debe optimizarse
con el tamafo del cristal. Métodos de deshidratacién acoplados al difractémetro,
recogida de datos helicoidales, uso del sistema kappa para adquirir nuevos angulos
de recogida...

5. Procesamiento de datos

Los parametros que se evaluan a partir del patrén de difracciéon son la posicion del haz
difractado, que depende de la red cristalina, y la intensidad de cada reflexion, que depende
de la distribucién de los atomos en la celdilla. Por lo tanto, los diferentes difractogramas se
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procesan e indexan, hecho que permite deducir la simetria del cristal y el grupo espacial al
que pertenece. Los programas de indexado analizan la disposicion de las reflexiones en el
difractograma y calculan la orientacién del cristal. Teniendo en cuenta la longitud de onda
de la radiacién y la distancia entre el detector y el cristal, también es posible calcular las
medidas de la celdilla unidad y predecir el grupo espacial. Una vez determinados estos
parametros, se pueden utilizar para predecir la situacion de las reflexiones en las demas
imagenes. Esto permite saber si el indexado ha sido exitoso y medir la intensidad
registrada en cada una de las predicciones para las reflexiones. Finalmente, los valores
obtenidos para cada imagen son escalados entre si generando para cada reflexion, sus tres
coordenadas (indices de Miller, h, ky 1) y su intensidad (Ink).

Los datos obtenidos fuero indexados e integrados mediante MOSFLM (Battye,
Kontogiannis et al.) y/o XDS (Kabsch), y escalados posteriormente mediante SCALA.

5.1. Analisis de la calidad de datos
Para evaluar la calidad de los datos una vez procesados existen diversos indicadores:
Rmerge y Rsym, la sefial de intensidad I/o(I), completitud de los datos (completness) y la
grafica Wilson-plot (Glusker 1994).

e Rmerge y Rsym: son pardmetros estadisticos que valoran la precisiéon con la que se
han hecho las predicciones de sefial en el procesado y como correlacionan con la
intensidades experimentales observadas. Se considera que el procesado es
correcto cuando los valores no superan el 10%.

e [/(I)o: medida de la relevancia de las sefiales de intensidad observadas respecto a
la desviacion debida al ruido y los errores experimentales. Cuanto mas grande es el
valor, mas precisos son nuestros datos. Generalmente, se aceptan valores a partir
de 2.

e (Completness: muestra la completitud de nuestros datos. Cuanto mas cercano a
100%, mas completitud de datos.

e Wilson plot: es la distribuciéon de la media de las intensidades en funcién de la
resolucién. Esta distribucion permite calcular el factor de temperatura y el factor
necesario para poner las intensidades en una escala absoluta.

6. Resolucion problema de la fase

El objetivo de un estudio estructural es la determinaciéon de la densidad electrénica,
p(xyz), para cada punto de la celdilla elemental cristalina. Para ello partimos de la
informacion del espacio reciproco a partir de los datos de difraccion. La transformacién de
espacio reciproco al espacio cristalino (funcién de densidad electrénica) implica la
resolucién de la transformada de Fourier (Fig3). En ella encontramos los factores de
estructura, F(hkl), definidos en cada punto del espacio reciproco (hkl). Los factores de
estructura son ondas, y como tales se pueden describir por sus médulos, |F(hkl)|, y fases,
@(hkl), respecto de un origen comun de fases.

plxyz) = % Z Z Z | F(hkl)| cos 2m(hx + ky + 1z — ¢(hkl))
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Fig3. Funcién de densidad electrénica definida en cada punto de la celdilla elemental cristalina de coordenadas
X, ¥, z. Esta ecuacién representa la transformada de Fourier en el espacio cristalino.

A partir de las medidas del espectro de difraccion se obtienen las intensidades I(hkl). Estas
intensidades nos proporcionan las amplitudes |F(hkl)| de los factores de estructura (Fig4),
pero no sus fases ®(hkl). Las fases son pues magnitudes que no pueden medirse
experimentalmente, hecho conocido como problema de la fase.

I(hkl) = K. A.Lp.|F(hkl)|’

Fig4. Relacion entre el mddulo de los factores de estructura |F(hkl)| y la intensidad I(hkl) de los puntos del
espectro de difraccion. K es un factor que lleva los factores de estructura experimentales a la escala absoluta,
es decir, a la escala de los factores de estructura calculados (tedricos). Este factor se puede determinar, de
modo aproximado, usando los datos experimentales mediante el denominado plot de Wilson. A es un factor de
absorcién, que igualmente puede estimarse conociendo la composicion del cristal y sus dimensiones. L es el
denominado factor de Lorentz, responsable de corregir la distinta velocidad angular por la que pasan los
puntos reciprocos de la esfera de Ewald. P es el factor de polarizacién, que corrige el efecto de la polarizacion
del haz incidente sobre el cristal.

Para la resolucidon de este problema se aplicaron dos técnicas: método de dispersion
andémala (MAD, Multiple Anomalous Scattering) y método de remplazamiento molecular
(MR, Molecular Replacement).

6.1. Método de dispersién anémala multiple (MAD)
La técnica MAD se basa en variar la longitud de onda alrededor de la longitud de onda de
absorcion de los atomos pesados introducidos en los cristales de proteina, por ejemplo,
mediante la sustitucién de los residuos de metionina en la proteina por Seleno-metionina.
Ello da como resultado a una dispersiéon anémala que modifica el factor de dispersion
atomicos (f), de tal modo que su expresidn se ve modificada con dos términos addicionales
f (real) y f” (imaginaria) (Fig5).

f=flrrrif

Fig5. En presencia de dispersiéon andémala, el factor de dispersién atémico, f? ,se ve modificado por dos
términos adicionales que dan cuenta de las partes real e imaginaria de la dispersién anémala.

La componente real tiene en cuenta las amplitudes difractadas medidas a diferentes
longitudes de onda. La componente imdginaria o anémala se obtiene midiendo las
llamadas diferencias de Bijovet entre los pares de Friedel (h, k, 1 y -h, -k, -1), parejas de
reflexiones que en condiciones normales deberian tener la misma amplitud y fase, pero
con signos opuestos. El cambio de intensidad detectable entre parejas de Friedel recibe el
nombre de difraccion anémala. Analizando las diferencias en la difraccién es posible
calcular la distribucién de amplitudes y fases que generan los dispersores anémalos. Las
fases generadas por estos dispersores anémalos, como una primera aproximacién a las
fases globales, permite calcular la densidad electrénica para toda la proteina.

El método MAD, desarrollado por Hendrickson y Kahn, implica la medida de los datos de
difraccion de un cristal de la proteina (que contenga un dispersor anémalo fuerte) usando
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radiaciones de distintas energias: la que maximiza f"'(pico), la que minimiza f'(inflexién) y
una energia lejana de estas dos (remota). Combinando estos conjuntos de datos de
difraccién, y en concreto analizando las diferencias entre ellos, es posible calcular la
distribuciéon de amplitudes y fases que generan los dispersores anémalos. En el caso de
método SAD, método de dispersiéon anémala tUnica se usa radiacién de una sola energia
para difractar los cristales.

Para la resolucién del complejo TFAM con ADN, primero se derivo la proteina con seleno-
metionina y se opté por un experimento SAD, lo cual implicé realizar un escaneo de
fluorescencia del cristal y obtener el espectro de absorciéon para el atomo de Se. La
longitud de onda escogida para el experimento de difracciéon anémala de longitud de onda
unica (SAD) fue donde el valor de la segunda derivada (f’, componente imaginaria) de los
datos del espectro de absorcién presentaba su maximo, longitud de onda conocida como
pico.

Una vez los datos de la difraccion fueron recogidos, se indexaron, mezclaron y esclaron. La
identificacion de las posiciones de los atomos pesados (Se) se realiz6 mediante al
programa SHELXD (Uson and Sheldrick 1999). Posteriormente se realiz6é una correccién
del solvente y una correccidn anisotrépica hasta obtener un mapa de densidad electrénica
donde era posible distinguir proteina y ADN.

En el caso del complejo con el ADN brominado se opté por una recogida a una longitud de
onda remota, un valor mas alejado del espectro de absorcion. Las amplitudes
experimentales de este experimento fueron posteriormente usadas para llevar a cabo un
experimento de remplazamiento molecular mediante el uso del modelo estructural
obtenido del complejo TFAM-LSP22 con la proteina derivada con seleno metionina.

6.2. Método de remplazamiento molecular (MR)
El método de remplazamiento molecular consiste en asignar fases de una estructura
modelo como fases iniciales para nuestra estructura. Para hacerlo primero se deben
calcular parametros de rotacién y traslacion necesarios para posicionar la proteina
modelo en la celdilla unidad de la proteina a resolver.

La calidad de las soluciones de estas funciones se expresa mediante los coeficientes de
correlacién entre las funciones de Patterson experimental y la calculada con la proteina
conocida. Un coeficiente de correlacion alto entre dichas funciones equivale a un buen
acuerdo entre los datos de difraccion experimental y el calculado con la proteina conocida.
Una vez orientada y trasladada convenientemente la molécula conocida, se calcula un
mapa de densidad electrénica usando los factores de estructura experimentales.

En nuestro caso el método de reemplazo molecular fue usado para combinar la
informacion de difraccion del complejo TFAM-LSP22Br con el modelo o estructura
obtenida mediante experimento SAD con TFAMSeMet-LSP22, realizando una busqueda de
2 moléculas por unidad asimétrica mediante el programa MolRep (Vagin and Isupov
2001).
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7. Optimizacion de la fase

Una vez obtenido el mapa de densidad electrénica frecuentemente es necesario aplicar
método de optimizacién de la fase mediante un proceso ciclico hasta conseguir una
convergencia entre el mapa experimental y las fases experimentales. Estos métodos estan
integrados en programas como DM (Cowtan and Zhang 1999), CNS (Abrahams and Leslie
1996) y REFMAC (Murshudov, Vagin et al. 1997).

Dentro de los mecanismos para la optimizacién de fase encontramos métodos de
correccién de solvente, que asignan un valor de densidad electroénica al solvente y eliminan
la densidad electrénica negativa; y aplicacion de simetria no cristalogrdfica (NCS), que
permite atribuir un promedio de densidad entre moléculas idénticas dentro de la misma
unidad simétrica.

8. Modelado, refinamiento y validaciéon de la estructura

Una vez optimizado el mapa de densidad electrénica se puede empezar el proceso de
construccion de la cadena polipeptidica y el ADN. Este proceso puede realizarse a mano
cuando existe una previa experiencia o puede realizarse mediante un proceso
automatizado con programa como ARP/wARP. En el caso de TFAMSeMet-LSP22 se realizé
una construccién a mano mediante el programa COOT.

La construccion del modelo se realizé en base a mapas de densidad electrénica o mapas de
Fourier calculados con coeficientes 2Fqps-Fcaic ¥ Fobs-Feaic (éstos dltimos para comprobar
deficiencias negativas debidas a partes del modelo no observadas en los datos
experimentales, o positivas, debidas a partes de los datos experimentales que no pueden
ser explicadas por el modelo).

8.1. Refinamiento estructural

El modelo estructural viene definido por las coordenadas atémicas (x, y, z) y un factor de
temperatura (B) para cada atomo, que expresa la movilidad térmica del atomo alrededor
de su posicidon de equilibrio. En el proceso de refinamiento estructural se ajustan los
parametros (X, y, z, B) para cada 4&tomo para optimizar el acuerdo entre las observaciones
y la prediccién. El proceso de refinamiento es un proceso iterativo que combina ciclos de
calculo con construccidén y ajuste del modelo al mapa de densidad electrénica. Por lo tanto,
el nimero minimo de datos son cuatro veces (%, y, z, B), el nimero de atomos de la
estructura. Si no hay suficientes datos, hay que imponer restricciones. El incremento en la
resolucion de la difraccién da lugar a un incremento exponencial del nimero de datos. El
objetivo del refinamiento es lograr que el modelo se ajuste lo mejor posible a las
amplitudes de los factores de estructura experimentalmente medidas.

En algunos casos el refinamiento debe incluir diversas restricciones:

e Refinamiento de cuerpo rigido (Rigid Body): se suele usar en los primeros periodos
del refinado. Se trata de mantener la estructura como un todo, que se modifica sélo
en términos de translaciones y giros.

e TLS: El uso de TLS permite asumir la existencia de grupos tratados como un
colectivo asociado a un mismo valor de desplazamiento atémico (Atomic
Diplacemente Parameters, ADPs) o factores de temperatura (B-factors). TLS hace
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referencia a Translation/Libration/Screw, movimiento vibracional que se aplica a
cada cuerpo rigido definido para explicar los valores de B-factor observados.

e Restricciones estereoquimicas: dado el conocimiento previo de la estereoquimica
presente en proteinas y ADN, es posible aplicar ciertas restricciones en cuanto a
angulos de enlaces, distancias de enlace, quiralidad, etc. Estas limitaciones se
impusieron manualmente para refinar las moléculas de ADN en la estructura,
imponiendo las restricciones Watson-Crick entre las bases. Para el resto de
enlaces, los angulos y distancias estan restringidos a unos valores tabulados en
diccionarios que los programas de refino emplean.

El proceso de refinamiento se llevo a cabo a caballo entre el programa REFMAC5
(Murshudov, Vagin et al. 1997) y AUTOBUSTER (Blanc, Roversi et al. 2004), y la inspeccion
visual mediante el programa COOT.

8.2. Validacion de la estructura
8.2.1. Pardmetros estadisticos
La validacion del proceso de refinamiento se lleva a cabo mediante la inspeccién de dos
parametros estadisticos:

® Rpucor medida de la precisidon de los resultados del refinamiento, que se obtiene
comparando el modelo obtenido con los datos experimentales. Es decir, es un
indicador que estima el desacuerdo entre Fops ¥ Feal, de manera que indica lo bien
que el modelo predice las amplitudes medidas por las reflexiones. Aunque
depende de la resolucién final del modelo, valores por debajo del 20% son
indicativos de la buena calidad de un modelo.
ro Z|[Fate] = | P

22 | Fal

® Rpee: mide de forma objetiva el grado en el que el modelo atémico construido
predice las amplitudes observadas al ser calculado, empleando el mismo algoritmo
que el Rpeor a partir de un pequefio conjunto de reflexiones tomadas
aleatoriamente y no utilizadas en el refinamiento (entre 5-10% del total de
reflexiones).

8.2.2. Parametros estereoquimicos
En la estructura final es necesario observar ausencia de choques entre atomos y que las

distancias y dngulos sean adecuados y los pardmetros térmicos razonables. Ademas de
estos criterios es importante contrastar que las conformaciones que adoptan los enlace N-
Ca y Ca-C en el enlace peptidico no den lugar a orientaciones interatémicas
energéticamente improbables. Las torsiones del enlace peptidico (®, phi y ), psi)
presentan, en principio, libertad de giro. Sin embargo, cada uno de estos angulos esta
energéticamente limitado a ciertos intervalos definidos en el diagrama de Ramachandran,
que muestra las regiones permitidas de estos angulos para cada uno de lo tipos de
estructura secundaria.
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PERMUTACION CIRCULAR

1. Descripcion de la técnica

La permutacion circular esta basada en el conocimiento que la migracion electroforética
en geles de poliacrilamida de fragmentos de ADN con una distorsion central es diferente
comparado con fragmentos que presentan la distorsion cerca de los extremos (Wu and
Crothers 1984). La medida de la movilidad relativa del complejo proteina/ADN (con el
ADN distorsionado, uM) vs la movilidad del ADN libre (nE), (uM/u1E), en relacién con la
localizacidn relativa de la secuencia de uniéon dentro del fragmento, permite estimar la
distorsién introducida en el ADN, mediante los algoritmos generados por Thompson, et al.
(Thompson and Landy 1988), mas tarde ampliados por Ferrari, et al.. Thompson, et al
aplicaban la simplificaciéon final pM/uE = cos a/2, donde a hace referencia al angulo de
desviacion que se produce en un ADN linear referente a la movilidad relativa (uM/uE)
para los fragmentos con el sitio de curvatura central. Esta forma de calcular el angulo era
6ptima para angulos de distorsion entre 0° y 140°, es decir, 6 entre 180° y 40°. Debido a
que el método descrito por Ferrari, et al. consideraba mas parametros se opto por éL

En el caso de complejo proteina/ADN, la técnica consiste en generar una bateria de
fragmentos de la misma longitud con la secuencia de unién especifica situada en una
localizacién diferente para cada fragmento. Posteriormente se observa la movilidad
electroforética de estos fragmentos en complejo con la proteina interés. La movilidad
electroforética relativa (uM/uE) fue definida por Levene&Zimm (Levene and Zimm 1989)
y es proporcional al centro de velocidad de masa (Vcm), definido por la longitud del
fragmento (L) y la distancia entre los extremos (hy), y divido por la intensidad del campo
magnético aplicado (E), éste definido por la carga total del ADN, Q, y su friccidn constante,

G
U= <ch>/E = <hX2/L2> Q/Z

mediante la aplicacién de constantes definidas experimentalmente para Q/( es posible
encontrar la siguiente ecuacién:

MM/IJ,E= kbound (hx boundz/Lz) / kfree (hx freeZ/LZ) =K (hx boundZ/LZ) (ecuacién 1)

donde hyx bounda €s la distancia entre los dos extremos del ADN debido a la curvatura. Si
trasladamos esta incognita a los vértices de un triangulo y el angulo que los relaciona:
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5 L = hx free

180° = a+e

hybouna? = D2 + (L-D)2 - 2D(L-D)cos® (ecuacion 2)

Cuando se substituye la ecuacién 2 en la ecuacién 1:

pM/uE= K[D2 + (L-D)2 - 2D(L - D)cos6]/ L2

pM/pE= 2K(1 + cos8)(D/L)2 - 2K(1 + cosB)(D/L) + K (ecuacidn 3)

En esta ecuacidn, los valores experimentales serian pM/pE definido por la relacion entre
la movilidad electroforética del complejo y la movilidad del ADN libre; y (D/L) o lugar de
flexibilidad esta definido por la distancia del extremo 5’ al sitio donde se encuentra la
regién de union respecto a la distancia total. Al representar graficamente los valores de
uUM/pE en el eje Y y (D/L) en el eje X para los diferentes fragmentos, se obtiene una
parabola a la cual se aplica un ecuaciéon polinémica de segundo grado y a partir del
elemento de segundo grado 2K(1 + cos6)(D/L) es posible obtener el valor del angulo 6. A
partir de este valor es posible hallar el angulo final de curvatura (a= 180°-0).

2. Realizacion del ensayo de permutacion circular de TFAM a LSP

La secuencia del oligo LSP22 utilizado para la cristalizacién fue clonada en el vector
pBend2 entre el sitio de digestidn para la enzima Xba I y Sal I continuos. El vector pBendZ2
mediante su especial disefo del sitio de policlonacién o MCS (multi-clonning site) permite
la digestion del plasmido creando fragmentos de 143 pb con el sitio LSP22 situado a lo
largo de esta extensién en diferentes posiciones (Figl). Se produjo la digestiéon con 6
enzimas de restriccion: Bgl II, Spe I, Eco RV, Stu I, Asp 718, Bam HI (NE Biolabs).

Figl. Esquema del vector pBend2 con la secuencia LSP22 clonada. La digestion conlas enzimas indicadas da
lugar a framentos de 143 pb con la seucencia LSP2 situada en puntos diferentes del fragmento.
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Fue necesaria la produccidn de grandes cantidades de pBend2+LSP22, ya que en ese caso
no fue usada radiocatividad para marcar los fragmentos de ADN. Antes de llevar a cabo el
experimento, se realiz6 una titracion para saber el ratio proteina:ADN ideal. Para 50 ng de
ADN, se usaba 0.05 pg/ul de proteina.

Los productos de la digestién fueron incubados con TFAM a temperatura ambiente en la
siguientes condiciones de tampo6n: 20mM/100mM NaCl; 50mM Hepes pH 7.5/20mM Bis-
Tris pH6.5; 5Mm DTT. También se afiadia 10%glicerol, para favorecer la formacion del
complejo y 1pg BSA para evitar unidn inespecifica.

Posteriormente los complejos fueron cargados en geles nativos PAGE al 8% y se aplic6 un
voltaje de 100V, tanto a temperatura ambiente como a 4°C. La movilidad relativa de los
complejos de TFAM con los fragmentos de ADN frente al ADN libre (uM/pE) se representa
en funcién la posicion relativa de LSP22 dentro del fragmento de 143pb. A la
representacion se le aplica una funcién polinémica de segundo grado. El minimo de la
representacidn coincide con la posicion de LSP22 en el centro del fragmento de 143pb, y a
partir de este valor es posible extraer el angulo de curvatura 6 (180°-a) de acuerdo con el
método descrito por Ferrari, et al. (Ferrari, Harley et al. 1992).

DISPERSION DE BAJO ANGULO EN SOLUCION (SAXS)

1. Dispersion de rayos X a bajo angulo (SAXS)

El uso de la metodologia de dispersién de rayos X a bajo angulo (SAXS: Small-angle X-ray
scattering) esta siendo mejorada y muy difundida ya que permite la caracterizacion de
estructuras e interacciones de complejos macromoleculares en solucion.

SAXS es una técnica que permite estudiar estructuras e interacciones entre complejos
biolégicos. SAXS puede ser usado para muestras proteicas, acidos nucleicos, y sus
complejos en una variedad amplia de condiciones, desde cercanas a las condiciones
fisiolégicas a altamente desnaturalizantes. Para ello no es necesario cristalizar la muestra
ni existen limitaciones de tamafio, a diferencia de RMN. Histéricamente, SAXS ha sido
utilizado para obtener parametro claves como el peso molecular aparente (MW), el radio
de giro (Ry), y la distancia maxima intramolecular (Dma). Aunque se trata de una técnica de
baja resolucién (no llegando a resoluciones inferiores a ~104), la existencia de fuentes de
sincrotrén de mayor poder y el desarrollo de algoritmos que permiten la reconstrucciéon
de mapas de densidad electrénica 3D a partir de perfiles de dispersién 1D, han permitido
generar modelos ab-initio de baja resoluciéon a partir de datos de SAXS, lo que esta
popularizando el uso de esta metodologia. Ademas, SAXS ha sido ampliamente utilizado
para el estudio de desplegamiento o plegamiento parcial de sistemas en funcion del
tiempo o de las condiciones de la solucién.

Al igual que en el caso de un experimento cristalografico de difraccién de rayos X, en SAXS
es necesario colocar la muestra, en este caso en solucion, bajo un haz de rayos X altamente
colimado y posteriormente se recoge la dispersion de rayos X (Figl). El angulo entre el haz
de rayos X y la dispersién se define como 2e.
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Figl. Esquema de dispersion de rayos X a bajo angulo de una solucidon con muestra de proteina. Svergun et al,
2002.

SAXS es un método de contraste donde la sefal de dispersién deriva de la diferencia media
de densidad electrdnica, Ap(r), entre la densidad de la molécula en soluciéon de interés
(p(r)) y el solvente, ps:

Ap(r)=p(r) -ps

En la practica, el experimento de SAXS implica medir la dispersién en el tampén, y
posteriormente la dispersion con la muestra. La substraccidn de los perfiles de dispersion
da lugar a la sefal de dispersion final observada debido a la presencia de la
macromolécula en solucién (Fig2).

La curva de dispersién obtenida a partir de la sustraccion del tampoén frente a la muestra,
I(q), es isotrdopica debido a la orientacién aleatoria de las particulas en solucion. Esta
funcién se representa como logaritmo de la intensidad, log(I), vs momentum transfer (q),
donde q= (4msine)/A, 2e es el dngulo de dispersion y A es la longitud de onda del haz de
rayos X incidente. El pardmetro momentum transfer, q, también se puede definir como s,
relacionado por la siguiente ecuacion g= 2I[Is. Las unidades de g son inversas a las de la
longitud de onda, es decir, A1 0 nm-1.
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Fig2. Perfil de dispersion tipico de una solucién de BSA (en rojo) y solvente (en azul), con la curva de
sustraccion final (en negro) (Lg(I) vs s), representado en escala semi-logaritmica. (Svergun, et al. 2003)

La curva experimental es posible dividirla en tres partes, en funcién de la informacién que
se puede extraer. Un ejemplo lo tenemos en la Fig3, donde se comparan las curvas de
dispersion experimentales para diferentes proteinas. A bajos angulos o g (2-3 nm de
resolucién), la curva experimental difiere notablemente entre diferentes proteinas, en esta
primera zona q presenta una rapida decadencia dependiente de la forma de la particula.
En resoluciones medias (2-0.5 nm), las diferencias son mucho menos pronunciadas y, en
resoluciones por debajo de 0.5 nm, todas las curvas presentan una forma similar.
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Fig3. Perfil de dispersion de SAXS para 25 proteinas diferentes con pesos moleculares entre 10 a 300kDa. La
intensidades de dispersion se muestran en escala logaritmica, el eje x superior muestra la resolucién (4=2m/s)
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y el inferior, s. Ademas se encuentra indicado los niveles de organizacion estructural observados en funcién de
la resolucion. Svergun, et al. 2002

2. Analisis de los datos
El andlisis de los datos se realzé con el programa PRIMUS (Svergun, et al).

Los parametros mas frecuentes extraidos a partir de un perfil de SAXS de biomoléculas en
solucion son el radio de giro (R,) y la intensidad de dispersidn inicial (/(0)), obtenidos a
partir de la férmula de Guinier:

I(q) ~ 1(0) exp (-q?R¢?/3)

Para momentum transfer (q) inferiores, la representacion de In (I(g)) vs g2 permite
obtener la conocida como recta de Guinier (Fig4). A partir de la recta Guinier es posible
extraer el Ry, como la pendiente de la recta, y de la extrapolacién con el eje y obtenemos
1(0). Si la tendencia de la recta no es demasiado lineal indicaria posibles estados de
agregacion.

L ~—1(0)
No aggregation

Intensity (log scale)
[ntensity (log scale)

0-000 0-002 0-004 0-000
g% (A7)

Fig4. Representacion Guinier con valores de Ry y I(0), donde una dependencia no linear de Guinier indica la
presencia de agregacion. Putnam, et al.2007.

R, es un parametro que sirve para caracterizar el volumen o tamaifio molecular, mientras
que I(0) presenta una relacién con el peso molecular de la muestra medida, ya que
depende del cuadrado del nimero de electrones:

1(0) = Kc (Ap)? (MW)?

Donde k es una constate que puede ser determinada a partir de la mediada de un patrén
estandar, es decir, de una proteina con concentracién y peso molecular conocido como
BSA. c es la concentracion de la macromolécula, 4p es el contraste de densidad electronica
media de la molécula, y MW es el peso molecular. Este MW puede ser usado para
determinar posibles estados oligoméricos.

El perfil de dispersion mas comun es la funcion de distribucion de las distancias atémicas
intramoleculares p(r) (Fig5), donde Dmqx es la distancia intramolecular maxima:

I(q)= JPmex drp(r) (sin(qr))/(ar)
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P(r) se obtiene a partir de la trasformada de Fourier indirecta del perfil de dispersién, por
ejemplo, mediante el programa GNOM creado por Svergun, D. (Schmidt, Konig et al. 1995).
La funcién p(r) es un histograma de las distancias interatémicas de la particula en
solucién que son promediadas para las diferentes orientaciones. Por lo tanto, a partir de
esta funcion de distribucidn es posible extraer la longitud maxima en la particula, Dmax, y
ademas ofrece informacién sobre la forma de la proteina (Fig5). Dmax puede ser dificil de
caracterizar cuando en las estructuras existen zonas extendidas o con desorden. Sin
embargo, en los ultimos afios el uso de p(r) para visualizar la forma molecular ha sido
substituida por algoritmos que proporcionan mapas de densidad electrénica 3D a baja
resolucion a partir del perfil de SAXS 1D. Esta reconstruccion 3D presenta diversas
limitaciones asociadas a la carencia de fase e informacién respecto a la orientaciéon angular
de las moléculas.

(a) Molecula en solucion (b) P(r)
e e

Pir)

A 'W*% _‘

r (distance)

(c) Funcién de distribucion para diferentes proteinas

1.0 4 — Unfolded protein
—— Multidomain protein

—— Globular protein

0-5 1

P(r)

D

max

00

0 30 60 90 120
r(A)

Fig5. La funcién p(r), resuelve las distancias pero no las direcciones en las moléculas dispersadas. (a) Molécula
en solucién dispersada con diferentes orientaciones. (b) Funcién de distribucién en forma de histograma con
el promedio de las distancias interatdmicas. (c) Perfil de la funcién de distribucién para diferentes proteinas.
La proteinas globulares suelen mostrar un Unico pico, mientras que proteinas elongadas muestran una cola
alargada

Ademas, como se ha comentado anteriormente SAXS es un método ideal para identificar y
caracterizar moléculas con dominios sin plegamiento o estructura secundaria definida. La
representacion Kratky (q2 I(q) vs q) (Fig6), que puede ser calculada directamente a partir
de la curva de dispersion, es una excelente herramienta para evaluar el plegamiento de las
proteinas. Por ejemplo, para dominios plegados, la representacion Kratky ofrece un pico
bien definido similar a una parabola, donde la posicién del pico ofrece alguna informaciéon
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sobre el tamafio global. Mientras que proteinas parcialmente desplegadas muestran una
campana de gauss inacabada.

1-0 1

Unfolded

Fig6. Representacion Kratky. Esta representacion permite identificar la presencia de muestra desplegada. Una
molécula globular presentard un pico perfecto y simétrico, mientras una molécula extendida presentara un
perfil sin pico y un plateau alo largo del eje q. Putnam, et al. 2007

3. Combinacion de datos cristalograficos y SAXS para modelar estructuras

Asi como existe una gran variedad de herramientas y técnicas que permiten modelar los
datos de SAXS con modelos atdmicos, cabe destacar que un punto critico y nada trivial en
este proceso es comparar las curvas de dispersiéon experimentales con curvas tedricas.
Ademdas existen diferentes métodos ab initio que permiten generar mallas
tridimensionales a baja resolucion, similares a las reconstrucciones de microscopia
electrénica, que pueden ser usadas para acoplar estructuras atémicas. Analisis mucho mas
complicados pueden realizarse cuando la macromolécula de interés presenta flexibilidad
intrinseca y, por lo tanto, la curva de SAXS es producto de una combinacién de diferentes
conformaciones. El uso de SAXS para estos diferentes casos es extremadamente util, ya
que muchas veces los modelos con resolucién atémica imponen limitaciones.

3.1. Calculo de curvas de dispersion tedricas a partir de modelos atémicos:
CRYSOL

La curva de dispersién experimental es fruto de la diferencia de dispersion entre la
molécula diana con su capa de solvatacién ordenada y el volumen excluido, que tiene en
cuenta la falta de dispersién del solvente debido a la presencia del soluto. Por lo tanto, el
volumen excluido puede ser determinado al definirse la forma de la molécula y calculando
la dispersién a partir de este volumen imaginado como un volumen lleno de densidad.

Es posible calcular curvas tedricas a partir de modelos dtomicos, como seria el caso de una
estructura cristalografica, mediante el uso del programa CRYSOL. Este programa es capaz
de crear mallas o envolturas a partir de spherical harmonics (multipole expansion),
dependiente del nimero de atomos, que cubren el modelo y a partir de aqui es posible
calcular la intensidad asociada al volumen. Este programa es dptimo para ajustar curvas
tedricas a experimentales a baja resolucién, pero a mayor resolucién (q>0.4 A1) es mas
problematico debido a que la reconstrucciones tipo “spherical reconstructions” no tienen
en cuenta la estructura interna de las particulas dispersadas.
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3.1.1. Validacién

Ajustar la curva del modelo tedérico o cristalografico a la curva experimental de SAXS
requiere un pardmetro que correlacione el grado de concordancia entre las dos curvas, al
igual que en cristalografia existe la medida Rfactor. Una versién de Rfactor en SAXS
también existe descrita por Svergun, et al. como funciéon x2, hace referencia a la
discrepancia entre los dos modelos:

X2 =1/ (Np-1) Xi [ (1(q)exp = c1(qi)carc)/ 0(qi) ]

Donde c es un factor de escala y o(q;) es el error experimental. Esta medida claramente
impone un mayor peso sobre los datos a baja resoluciéon y es comiinmente usada para
comparar curvas experimentales con tedricas mediante el programa CRYSOL (Schmidt,
Konig et al. 1995).

3.2. Modelado Rigid Body combinado con datos de SAXS: pre_BUNCH

La gama de conformaciones diferentes para proteinas multi-dominio con regiones
connectoras o extremos N- o C-terminal se pueden generar a partir del programa
pre_BUNCH. Este programa trata los dominios como cuerpos rigidos y los conecta
mediante linkers, donde los dngulos dihedrico entre Ca-Ca son seleccionados de forma
aleatoria pero cumpliendo con la estereoquimica de Ramachandran y evitando problemas
estéricos. Normalmente se generan un gamma de conformaciones capaz de cubrir todo el
espacio posible, suele ser un nimero N=10.000 conformaciones. Los perfiles de dispersion
para estas conformaciones son luego calculados mediante el programa CRYSOL en un
rango de 0a 0.5 A,

3.3. Estudio de sistemas flexibles, con multiples conformaciones: EOM

Muchas proteinas o complejos macromoleculares presentan regiones flexibles que les
permiten adoptar un gran nimero de conformaciones. Para este tipo de muestras (como
es el caso de TFAM) se debe olvidar el protocolo de fijar un inico modelo que presente el
mejor ajuste con los datos experimentales.

Ensemble Optimitzation Method (EOM) es un método que permite analizar la presencia de
multiples conformaciones de proteinas contribuyendo a la curva experimental de
dispersiéon (Bernado, Mylonas et al. 2007). EOM permite a partir de una mezcla de posibles
conformaciones (N>1000), generadas de forma totalmente aleatorias para cubrir todas las
posibles conformaciones en el espacio, seleccionar mediante el uso de un algoritmo
genético subpoblaciones (N=50) de conformaciones que ajustan con la curva
experimental. Las mejores subpoblaciones son sucesivamente escogidas para una
posterior evolucién. Normalmente se realizan 200 ciclos de algoritmo genético. El nimero
de conformaciones dentro de la subpoblacion (N=50) es reflejo de la flexibilidad del
sistema. Una vez obtenidas las 50 mejores conformaciones mediante EOM se analiza su
ajuste con la curva experimental, la distribucién del Ry y la distribucion de la distancia
entre dominios entre la poblacién inicial de 10.000 y la subpoblacién final.

Mediante el uso de datos experimentales y tedricos, EOM es capaz de distinguir entre
cuerpos rigidos y regiones flexibles, y evaluar contactos entre dominios.
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4. Estudio de sistema dinamicos en SAXS con TFAM

A su vez, SAXS también permite estudiar sistemas macromoleculares dinamicos,
concretamente es posible diferenciar los porcentajes de poblacién de conformaciones
diferentes en la poblacién global. En el caso del complejo TFAM-LSP22 se trato de
combinar modelos creados a partir de las coordenadas cristalograficas existentes y
modelos computacionales con los datos experimentales para el complejo. Ello implicé la
definiciéon de diferentes escenarios ofreciendo flexibilidad a la proteina y angulos de
curvatura diferentes al ADN. El ADN fue creado a partir del servidor 3D-DART (van Dijk
and Bonvin 2009). Para crear los diferentes escenarios, que involucraban dar flexibilidad a
TFAM, se uso el programa PRE_BUNCH generando 2000 estructuras; seguidamente se uso
el programa CLASH para fusionar la proteina con el ADN evitando impedimentos estéricos
entre la proteina y el ADN. Finalmente, mediante CRYSOL y averaging curves se procedid al
ajuste de la curvas promediadas tedricas con la curva experimental.

Los escenarios creados se definen a continuacion:

e Escenario 1: el ADN presentaba una curvatura global de 180° como en la
estructura cristalografica:

o Escenario 1a: presentaba un cuerpo rigido definido por casi totalmente
todo el complejo, con flexibilidad en la cola C-terminal en su totalidad (res
225-246)

o Escenario 1b: presentaba un cuerpo rigido definido por casi totalmente
todo el complejo, pero ofreciendo flexibilidad en la zona final de la cola C-
terminal (en concreto los 9 aminoacido que faltaban en la estructura
cristalografica (res 238-246)

e Escenario 2: Se definieron tres cuerpos rigidos o dominios (dominiol:HMG1,
dominio2: LINKER, dominio3:HMG2) mediante el programa PRE_BUNCH, y luego
se formaba el complejo con el ADN definiendo su unién con éste hasta el final del
dominio 1 con el programa CLASH.

o Escenario 2a: se utilizaba un ADN con una primera curvatura de 90°
debido a la unién de HMG1

o Escenario 2b: se utilizaba un ADN con una primera curvatura de 90° y una
segunda curvatura mas ligera de 40°.

o Escenario 2 ¢/d: Diferia de 2a y 2b, en que la unién con el ADN implicaba HMG1 y
el linker y HMG2 en su totalidad, es decir, del residuo 44-220. Para c se uso el
mismo ADN que en escenario 23, y para 2d el mismo que 2b.

e Escenario 3: Se definieron dos cuerpos rigidos (HMG1 y HMG2, por separado), con
un linker no helicoidal. Ademas se imponia la unién con el ADN de HMG1.

o Escenario 3a: se utilizo un ADN lineal ideal. Este escenario fue eliminado,
ya que existen impedimentos estéricos al intentar modelizar la unién con
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un dominio HMGbox. Cabe destacar que estd ampliamente descrito y
caracterizado, que HMGbox después de su unién imponen una curvatura
sobre el ADN.

o Escenario 3b: se utiliz6 un ADN con una primera curvatura debido a la
unién de HMG1.

e Escenario 4: Para este escenario no se cre6 complejo con el ADN, se utilizaron las
50 mejores conformaciones que definen TFAM en solucion.

e Escenario 5: Trabajamos con un ADN libre, ideal y linear.

e Escenario 6: Se definieron dos cuerpos rigidos (dominio 1: HMG1+linker,
dominio2: HMG2), la unién con el ADN comprende hasta HMG1+linker (residuo
44-148).

o Escenario 6a: se utilizé6 un ADN con una curvatura de aproximadamente
90°.

o Escenario 6b: se utiliz6 un ADN con una primera curvatura de 902 y una
segunda curvatura mas ligera de 40 °.

5. Recogida de datos
5.1. TFAM en su forma no unida al ADN

Para TFAM primero se realizd una primera recogida de muestras en la linea ID14.3 de
ESRF, asi como para los constructos con la cola C-terminal recortada (CTT2, CTT3). Las
concentraciones medidas fueron las siguientes: 0.5 mg/ml, 2.15 mg/m], 3.5 mg/ml, 5.54
mg/ml, 7.9 mg/ml, 12.82 mg/ml en condiciones de tampoén de purificacion: 200 mM NaCl,
50 mM HEPES pH 7.5, 5 mM DTT, 10% glicerol. Antes de la recogida de datos es necesario
la medida de BSA para calibtrar la linea y poder extrapolar luego el peso molecular de la
muestra de interés. En el caso de la recogida en ESRF, en la beamline ID14-3, fue necesario
aplicar una estrategia para evitar el dafio por radiacién que consistia en hacer una primera
medida de 3s/imagen y posteriormente una segunda medida de 30s/imagen, cada medida
de 10 imagenes. Ademas la linea no era suficientemente estable, el detector era demasiado
pequefio para captar todos los angulos y la cantidad de muestra tenia un volumen
relativamente grande de 200 pl. Por ello las siguientes medidas de TFAM se realizaron en
el sincrotréon DESY (Hamburgo), beamline X33, linea mucho mas estable y con un aplicador
de muestra automatico y un volumen necesario de ~ 50 pl. En este caso se realizaron
medidas a dos concentraciones de NaCl diferentes: 200 mM y 500 mM. Finalmente se
usaron las curvas a una concentraciéon de NaCl de 500 mM, ya que presentaban una menor
presencia de comportamientos tipico de interacciones entre particulas. Las curvas paras
las diferentes concentraciones fueron fusionadas mediante el programa PRIMUS,
utilizando las medidas de baja concentraciéon para la baja resolucién y las de mayor
concentracién para mayor resolucion.

5.2. TFAM en complejo con LSP22
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Una vez resuelta la estructura cristalografica de TFAM en complejo con LSP22, se crey6
interesante analizar el comportamiento en solucién del complejo. Para ello se recogieron
datos de SAXS en ESRF, linea ID14-3, de muestras a diferentes concentraciones que
oscilaban entre 0.5 mg/ml a 12 mg/ml. Para estas fechas la linea de BioSAXS del ESRF
habia sido ampliamente renovada, incluyendo aplicador automatico de muestra, un nuevo
detector, métodos de colecciéon de muestra en continuo para evitar dafio por radiacion,
sefal estable y con ateniuacién 6ptima,... Al igual que para TFAM en su forma no unida, las
curvas fueron fusionadas y analizadas mediante el programa PRIMUS.

FORSTER RESONANCE ENERGY TRANSFER (FRET)

1. Introduccion a FRET

La técnica de FRET (Férster Resonance Energy Transfer) se ha desarrollado como un
mecanismo basado en fluorescencia, potente para el estudio de procesos bioldgicos
debido a que es posible usarlo en células vivas y presenta resoluciéon a escala
nanomeétrica, por ejemplo, es posible observar biomoléculas que adoptan conformaciones
estructurales diversas para llevar a cabo su funcién.

FRET es un fendmeno fisico en el que existe una transferencia de energia entre un
fluoréforo donador y una molécula aceptora entre un rango de distancia de 1 nm a 10 nm.
Esta técnica ofrece grandes ventajas por su elevada sensibilidad, observacion a pequeiia
escala de tiempo (nanosegudos), y el rango de distancias para la técnica coincide con el
rango de distancias donde ocurren la mayoria de procesos biolégicos. Ademas, requiere de
una simple base experimental y se puede aplicar la técnica a muestras diluidas.
Recientemente, se ha desarrollado una metodologia que permite la combinacién de FRET
con experimentos single-molecule o single particle, sSnFRET o spFRET. spFRET es una
herramienta potente y sensible para determinar cambios conformacionales vy
interacciones moleculares.

1.1. Principio fisico

El principio de FRET se encuentra descrito por una transferencia de energia no-radiativa
donde participa un donador, fluoréforo excitado energéticamente, que transfiere energia a
otra molécula situada a cierta distancia en el espacio, aceptor, mediante acople dipolo-
dipolo (Figl (a)). El aceptor excitado vuelve a su estado basal mediante la pérdida de
energia a través de la emision de fotones, por ejemplo, emitiendo fluorescencia. En el caso
de FRET, el estado basal de donador y el aceptor se encuentran energéticamente
acoplados. Por lo tanto, FRET es un fenémeno donde dos procesos ocurren
simultidneamente: en el donador existe una excitaciéon de fotones del estado basal al
excitado, y una transferencia de energia de donador al aceptor a través del acople bipolar
entre la emision del donador y la excitacion del aceptor (Figl (b)). La eficiencia de FRET
(Errer) es dependiente de la distancia entre fluoréforos (R), de forma inversamente
proporcional:

Errer = Ro ¢ / (Ro ¢ + Ro)
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donde Ry es el radio de Forster o la distancia critica a la que la eficiencia de FRET es del
50% y varia en funcién de los pares de fluor6foros escogidos. Para distancias menores a
Ro, la eficiencia de FRET es mayor; mientras que distancias mayores a Ry, la eficiencia es
mucho menor a 50%. (Figl (c)).

Ro en solucién acuosa esta determinado por los siguientes parametros:
Ro = [8.79 X 10-5 (x2n4Qp J(A))] /6 A

Donde k2 representa el angulo entre los dipolos de los fluoréforos, Qp es el rendimiento
cuantico del donador y 1 es el indice de refracciéon del medio. J(A) es el solapamiento en el
espectro entre la emisién del donador (Fp(A)) y la absorcion del aceptor (ea(A)) (Figl (d)),
determinado por la siguiente ecuacidn:

J(A) = [ Fp(X) ea(M)A*dA / (JFo(A) dA) molt cm! nm¢

Errer se encuentra también determinado por la intensidad de la fluorescencia: Ipa,
intensidad del donador en presencia del aceptor y Ip, intensidad de donador solo.

Errer = Iap / (alpa + Iap)

(a) Mecanismo de FRET

No FRET

(b) Diagrama de Jablonski
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Figl. (a) Mecanismo de funcionamiento basico de FRET, donde existe una molécula donador (en azul) y un
aceptor (en rojo), cuando las dos moléculas se encuentran suficientemente préximas existe una transferencia
de energia provocando la excitacion del aceptor. (b) Diagrama de Jablonski donde se muestra la transferencia
de energia existente y los diferentes estados electrénicos de las dos moléculas, aceptor y donador. Es posible
observar el acoplamiento entre espines orbitales diferentes entre donador y aceptor. (c) Representacion de la
Eficiencia FRET en funciéon de la distancia entre fluoréforos. (d) Representacion del solapamiento en el
espectro necesario para observar el fenémeno FRET. (Sahoo, et al2011)
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1.1.1. Limitaciones en FRET
La eficiencia del fendmeno FRET tiene diversos factores limitantes:

e J(A), el espectro de emisiéon del donador debe sobreponerse con el espectro de
absorcién del aceptor (Fig.1(d))

e Distancia entre fluoréforos, R: la distancia entre donador y aceptor debe estar
entre un rango de distancia de ~1 a 10 nm. La eficiencia de FRET es inversamente
proporcional a la distancia entre las sonda elevada a 6, por lo tanto, una pequeia
modificacién de R implica cambios grandes en Eggrer.

e Interacciéon dipolo-dipolo, k2: el momento dipolo de emisiéon del donador, el
momento dipolo de absorcién del aceptor y sus vectores de separacién deben
encontrarse en dptima orientacion. k2 depende del angulo entre los momentos
dipolo entre donador y aceptor, de la misma forma que una antena de radio puede
afectar la sefial de recepcion. Si el donador y el aceptor se encuentra orientados de
forma paralela uno respecto al otro, la eficiencia de FRET va a ser mayor que si se
encuentran orientados de forma perpendicular. El grado de alineamiento define el
valor k2, que varia entre 0 (los dipolos se encuentran orientado de forma
perpendicular) y 4 (los dipolos estan orientados de forma paralela). Normalmente
este valor es 2/3, que es un promedio de todos los valores para los posibles
angulos cuando los fluoréforos se encuentran unidos a la molécula permitiendo su
rotacién libre.

Existen diversos métodos para medir FRET, como el cambio en la fluorescencia del
donador, cambio en la fluorescencia en el aceptor, calculo de la anisotropia, calculo de la
destruccion fotoquimica del aceptor, etc. Uno de los métodos mas usados y comunes es la
medida de FRET que involucra la monitorizacién de la emisién del aceptor después de la
excitacion del donador.

Célculo de la anisotropia

Cuando una poblacion de fluoréforos orientada de forma aleatoria es excitada con una luz
polarizada, las moléculas cuyos dipolos de absorcidon/excitacion se encuentran orientados
de forma paralela al eje de polarizaciéon son preferiblemente excitados. La anisotropia
resultante (r), es una medida del grado de orientacién, determinada a partir de la medida
de la intensidad de la emisién mediante haces de luz polarizados de forma vertical (1,) y
horizontal (Ix).

r= (IV - 11-1)/ (IV + 211-1]

La depolarizacion ocurre como resultado de la emisién desde el aceptor durante FRET, por
ejemplo, cuando el donador transfiere su energia de excitacién al aceptor con una
orientacion diferente al plano de fotoexcitacidn original (Fig2).
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Fig2. Representacion de la anisotropia existente dentro de la metodologia FRET, cuando los dos momentos
dipolo de los fluoréforos no se encuentran orientados de forma paralela. (A) En azul se representa el haz de
excitacion polarizado, con la molécula donadora y su emision de excitacion. (B) Haz de polarizaciéon original
con las moléculas aceptora y su emision (en verde), y la molécula donadora y su posterior emisién en rojo.

1.2. Aplicacion de FRET en complejos proteina-ADN

En numerosos complejos formados por proteina y ADN, el ADN se encuentra deformado
por la accidn de la proteina. Esta deformacién muchas veces se traduce en un doblamiento
del ADN, donde es posible calcular el angulo de curvatura mediante experimentos
cristalograficos con resolucién atémica. Recientemente, se esta aplicando la metodologia
FRET para obtener el grado de curvatura del ADN en solucién. Algunos ejemplos de
complejos proteina-ADN caracterizados mediante FRET son el caso del estudio de IHF
(Integration Host Factor) que mostré una angulo de ~ 160 ° en concordancia con los
resultados cristalograficos o el estudio del efecto de TFIIA en el complejo TBP/TATA, que
implica una disminuciéon en el angulo de curvatura de 20° (TBP/TATA = 104°,
TBP/TATA/TFIIA = 80°).

2. Single Molecule FRET (spFRET)

La técnica single molecule fluorescence puede ser fusionada con la metodologia FRET. Ello
ofrece ventajas respecto a la medida estidndar de FRET. Por ejemplo, en la medida
estandar de FRET el resultado final es un promedio de las propiedades de la muestra;
mientras que los experimentos de molécula Gnica permiten construir un histograma, de la
distribuciéon de las moléculas individuales en funcién del tiempo. Ademas, el uso de un
volumen pequeio reduce el ruido de la sefial debido a una menor dispersion del medio.

2.1. Diagrama del sistema

Para realizar un experimento de spFRET usando la fluorescencia single molecule se pueden
necesitan dos equipamientos claves: un microscopio confocal y el sistema 6ptico formado
por espejos, laser, filtros y amplificadores de sefial. La emision de la muestra es colectada
con el mismo plano de excitacion y reflejada hacia una beam spliter (dichroic mirror) para
llegar a los detectores (APD). Antes de los detectores, existe un slip mirror para desviar la
emision a través de la cadmara (ej, EMCCD) para colectar las imagenes de donador y
aceptor (Fig3).
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Fig3. Esquema del diagrama de spFRET. El interlineado verde y azul representa la luz de excitacién con
diferentes longitudes de onda y el interlineado rojo representa la trayectoria de la emisidn. El haz excitado es
después redireccionado mediante el uso de beam splitter y luego es reflejado a los detectores (APD,
amplificadores de la sefial) y la cAmara (EMCCD). (Sahoo.H.,, et al.2011).

2.2. Limitaciones del sistema confocal de fluorescencia para spFRET
El perfil de excitaciéon esta definido por la intensidad en funcién de la distribucién de
fotones y presenta un perfil tipico gaussiano. Dentro del sistema confocal y la deteccidon de
la fluorescencia existen varios factores limitantes a tener en cuenta cuando se realizan
experimento spFRET.

2.2.1. Deteccién de la fluorescencia
Los fotones fluorescentes son emitidos de forma isotrépica en todas las direcciones, pero
los sistemas Opticos o lentes no pueden colectar datos en todas las direcciones, factor
limitante conocido como numerical aperture. S6lo un 25% de los fotones son emitidos a
través del objetivo.

La funcion de deteccion molecular o MDE (Molecular Detection Function) describe la
probabilidad de que un fotén generado sea capturado y depende del limite de saturaciéon
(es decir, de la difusidn), intensidad del fotén y volumen efectivo. Este parametro MDE
depende directamente de didmetro del objetivo. Si el didmetro es demasiado grande, el
ruido es mayor que la sefial; mientras que si el diametro es demasiado pequefio, la sefial
disminuye (Fig4).
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Fig4. Definicion de la eficiencia de coleccién geométrica de la lente del objetivo, Qobj, frente a la coleccién total,
Qtotal; €n un sistema de emision isotrépica. (Dissertation_Gansen A._2008)

2.2.2. Burst size distribution
La distribuciéon de la suma de fotones detectados (burst size) en funciéon del tiempo
depende de la variacion espacial de MDE y de la distribuciéon de trayectorias de difusion:
una molécula que difunde en la periferia del focus emitira menos fotones que una molécula
pasando a través del centro del focus.

2.2.3. Background o ruido de fondo
Mientras que el fluoréforo presenta una irradiacién exponencial con un plateau, el ruido
presenta una escala lineal con la intensidad. El ruido es proporcional al tamafio del
volumen de excitacion.

2.2.4. Presencia de eventos multiples
En experimentos confocales es dificil excluir la presencia de mas de una particula en el

focus. Para reducir la presencia de eventos multi-particula se debe reducir el nimero de
particulas en el experimento (N) mediante diluciones, aunque ello implique aumentar en
tiempo de analisis.

La probabilidad de encontrar n moléculas en el focus en un periodo de tiempo depende del
tiempo de difusion de las particulas. Si consideramos un tiempo de difusién demasiado
largo, los eventos consecutivos pueden ser considerados como eventos de una sola
particula. Para evitar problemas de eventos multi-particula pueden ser prevenidos
mediante el calculo del tiempo de difusién medio (Tm) dependiente de:

e Tiempo difusion
e Tamafio del volumen
e Concentracion de la particula
Se deben escoger las condiciones experimentales iddneas para reducir Tp.

2.3. Calculo de la Eficiencia de FRET en spFRET
Para experimentos de single molecule, 1a eficiencia de FRET se calcula a través del nimero
de fotones detectados en el canal del donador y aceptor. El nimero de fotones bruto esta
formado a partir de diversas contribuciones que deben ser corregidas en el proceso
conocido como crosstalk correction, donde se eliminan las contribuciones debidas a la
excitacion directa de aceptor y al ruido. La larga cola en la longitud de onda del espectro
de emisidn del donador resulta en un crosstalk del donador en el canal de deteccién del
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aceptor. El ruido no es negligible bajo condiciones single molecule, donde s6lo una fracciéon
de los fotones detectados dan lugar a fluorescencia.

Por lo tanto, bajo condiciones de saturacion, una sefial de rafaga Unica (single burst signal)
puede ser definida en ambos canales mediante:

1.Senial en el canal del donador:
sefial de emision sobrante del donador + ruido + crosstalk del aceptor en el canal de donador

I = npap®plo(l — E) + Bp + nap®acalo
2. Senfal en el canal del aceptor:
emisién del aceptor debido a FRET + emisidn debida a la excitacién directa del aceptor + ruido
+ crosstalk del donador en el canal del aceptor
I3 = naop®aloE +naPacalo + Ba + npaop®plo(l - E)
1 0 114 = eficiencia de deteccién del donador o aceptor

1an ofna = eficiencia de deteccion para crosstalk del
aceptor en el donador o el inverso

Ppy/a = rendi ) cudantico de fluor ia para
donador y aceptor
14 = absorcion curzada del donador y aceptor

Si suponemos que Eggrer es funcion de las intensidades en el canal del donador y el aceptor.
Y el hecho que el crosstalk del aceptor en el donador es casi 0 y la absorciéon cruzada del
donador es minima. Es posible simplificar ecuaciones:

N,
E— A
J'VA + ’}'JVD

intensidad en el canal de aceptor N, = [{'_:" Ba) oA ”}fj'f Bp)
y o ;

intensidad en el canal del donador N, = (I — Bp).

factor de deteccion del sistema v =404/ npPp

Proximity ratio vs Erger

Existe una pardmetro que permite simplificar la ecuacién que es proximity ratio, P, que
mantiene una la relacion matematica estrecha con Egggr.
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Fig5. (a)Relacion matematica entre proximity ratio y Errer (b) Implicacién del valor y entre proximity ratio y
Errer. (Dissertation_Gansen A._2008)

La relacion entre P y Erger, depende del factor de deteccion del sistema (y), definido por la
eficiencia de deteccion y el rendimiento cudntico de donador y aceptor:

e Paravaloresy <1, valores bajo de Errer implican intervalos pequefios de P.
e Paravaloresy > 1, valores bajo de Errer implica un intervalo mas separado en P.
e Paravaloresy=1, Epggr =P

SINGLE PARTICLE FRET (spFRET) para TFAM en complejo con LSP

1. Diseiio del experimento

Para llevar a cabo los experimentos de FRET se disefiaron dos oligos con diferentes
longitudes, 30 y 50 pb, en base a modelos realizados a partir de la estructura
cristalografica que muestra una curvatura de 180°. Por lo tanto, a partir de la secuencia de
22 pb usada para la cristalizacién situada en la zona central se fueron afiadiendo bases
flanqueante usando la secuencia nucleotidica original de mtADN. El ADN de 30 pb
permitira llevar a cabo los experimentos para dilucidar la Errer, permitiendo asi obtener la
distancia entre los fluoréforos y el calculo final de curvatura. Mientras que, el ADN de 50
pb nos permitira dilucidar si se trata de un sistema con dos puntos de curvatura como
describe la estructura cristalografica (forma de U) manteniéndose un valor de Egrgr similar
entre los dos ADNs de diferente longitud (30 y 50 pb) o un sistema con un solo punto de
curvatura (forma de V), con valores de Eprgr dintintos para cada ADN.

Como control positivo se usaron dos ADN ideales de 30 pb con los fluoréforos Alexa
situados a 10 o 21 pb para cada uno (mas o menos 1 o 2 vueltas de hélice). Como control
negativo se usaron ADN de 50 y 30 pb marcados solo con aceptor o s6lo con donador, as{
como ADN de 42 pb marcado con molécula aceptora y donador en los dos extremos.
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Los fluoréforos escogidos para el experimento de FRET fueron: Alexa 488, con absorcion
en el canal verde del espectro (A = 400-550nm) (pico absorciéon 492 nm, pico emisiéon 517
nm) y Alexa594, con absorcion en el canal rojo (A = 450-640nm) (pico absorcién 584 nm,
pico emisiéon 616 nm). Las sondas Alexa presentan caracteristicas optimizadas respecto a
otras sondas fluorescentes como TAMRA, Cianina, rodamina,... Los fluoréfors Alexa
presentan un elevado rendimiento cuantico, largo tiempo de vida media y valores
elevados de eficiencia de FRET (Fig6).

1. Alexa Fluor* 350
2. Aaxa Fluor* 405
3. Adexa Fluor* 430
4, Aexa Fluor® 458
5. Adaxa Fluor® 500
6. Alaxa Fluor® 514
7. Nexa Fluor* 532
8. Adexa Fluor® 548
9. Abaxa Fluor® 555
10. Alexa Fluor* 568
11, Alexa Fluor® 504
12. Aexa Fluor* 610
13. Aaxa Fluor® 633
14, Aaxa Fluor* 635
15. Alexa Fluor® 847
18. Aexa Fluor® 660
17. Aexa Fluor* 680
! . ¢ ? - - — - = 18, Alexa Fluor* 700
19. Aexa Fluor* 750
400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 20, Aexa Fluoe® 790
Wavelength (nm)

Fluorescence emission

Fig6. Espectro de absorcién de los fluoréforos comerciales Alexa, donde se indica los fluoréforos usados para
este estudio: Alexa 488 (sombreado en verde, nimero 4) y Alexa 594 (sombreado en rojo, numero 11).

Normalmente es mejor situar los fluoréforos en la cara externa de la curvatura del ADN. El
fenémeno FRET puede ser medido de 20 a 100 A. Para permitir la completa libertad de la
sonda, es decir, la flexibilidad en la rotacion de las sondas, los fluoréforos son anclados al
ADN mediante regiones conectoras o polyCarbonos, normalmente del tipo C3 o C6 con
longitudes de 6 o 13 A. La construccién de modelos de ADN a partir de la estructura
cristalografica con la curvatura de 180°, permite observar que la distancia entre las bases
de los extremos, situadas en la cara interna del ADN, es entre 20 a 30 A. Por lo tanto,
colocar las sondas en la cara interna del ADN provocaria que las sondas estuvieran
demasiado cercanas, siendo posibles fenémenos 6pticos que perturbasen las medidas.
Finalmente, se optd por colocar las sondas en la cara externa del ADN, pese al peligro de
posibles contactos con la proteina. Previamente se analiz6 el efecto de apantallamiento de
los residuos aromaticos de la proteina en los fluor6foros del ADN. Sélo en el caso de
Tyr103 y Trp107 existe una distancia critica entre los residuos y la sonda Alexa 488.

Para simplificar el ambiente de la sonda y su comportamiento, los fluor6foros fueron
conjugados siempre en Timinas, por lo que fue necesario mutar la secuencia de ADN de A a
T en los extremos (Fig7). El polylinker o connector usado para afiadir la sonda fue C6.
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oligo C_50bp sTGC GGT ATG C|AC TTT TAA CAG TCA CCC CCC AAC TAA CAC A[TT ATT TTC CA »

oligo C_30bp s|[C TTT TAA CAG TCA CCC CCC AAC TAACAC A|*
oligo D_30bp vAG AAA ATT GTC AGT GGG GGG TTGATTGTGT |+
oligo D_50bp +ACG CCA TAC G[TG AAAATT GTC AGT GGG GGG TTGATTGTGT JAA TAAAAG CTs
22bp
- 30bp
10bp 10bp

T Alexa 488 (green chanel)
T Alexa 594 (red chanel)

Fig7. Esquema de los ADN de 30 pb y 50 pb usados para el estudio, donde se indica el oligo C (rico en citosinas)
y la hebra complementaria, oligo D (rico en guaninas). Sombreado en azul se encuentra la regiéon de 22 pb
usada para la cristalizacion, LSP22. El oligo C fue marcado con el fluoréforo Alexa488 en el extremo 5’ y el
oligo D marcado con el fluoréforo Alexa 594 en el extremo 3’.

Los oligos fueron obtenido a partir de la casa comercial IBA (IBA Naps, Gottingen,
Germany), purificados mediante dos pasos consecutivos de HPLC que permiten obtener
una gran calidad de oligo con 100% marcado con las sondas fluorecentes a una
concentracion final de 0.2pM.

2. Caracteristicas de los oligos y purificacion HPLC del duplex LSP

Los oligos C (cadena rica en citosinas) y oligo D (cadena rica en guaninas) fueron
resuspendidos en tampoén TE. Posteriormente se chequed su espectro de absorcion y la
migracion en un gel nativo PAGE 12%. La migracién de los dos oligos era muy diversa, en
el caso del oligo D existe una migracién de bandas multiples (Fig8). En un principio se
planted la posibilidad que el oligo D presentara impurezas, pero andlisis posteriores
demostraron que la presencia de multiples bandas era debida a la presencia de multiples
conformaciones. Las diferentes conformaciones para el oligo D eran debidas a la presencia
de un grupo de 6 guaninas seguidas que dan lugar a formacién de supraestructuras de
ADN, conocidas como G quadruplex.

El andlisis de la capacidad de unién de TFAM a las cadenas tnicas u oligos, permitio
observar que TFAM puede formar complejo con las bandas superiores presentes en el
oligo D, mientras que en el caso del oligo C, TFAM no presenta unién. Por lo tanto, fue
necesario purificar los oligos una vez apareados en forma de cadena doble, para evitar la
presencia de G quadruplex (Fig8).
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Fig8. Analisis de la migracién de los oligos C y D, y la capacidad de uniéon de TFAM a los oligos por separado
mediante concentraciones crecientes de TFAM. Es posible observar que para oligo C no existe unién de TFAM,
mientras que para el oligo D existe uniéon que da lugar a bandas superiores. Para ello se uso un gel nativo del
12% PAGE y el equipo Typhoon (Amersham Biolabs) que permite usar diferentes longitudes de onda para la
visualizacion, que coinciden con las longitudes de onda de excitacion y emisién para oligo C y oligo D.

La purificacion se realizé mediante un equipo de HPLC usando un gradiente lineal de NaCl
(de 20 mM a 1000 mM). Posteriormente las fracciones eran analizadas en el
espectrofotdmetro para ratificar la presencia de los fluoréforos y se controlaba la
migracién en gel nativo de las diferentes fracciones (Fig9). Una vez seleccionadas las
diferentes fracciones se purificaron mediante una columna de desalting, para reducir la
concentraciéon de NaCl.

(a) Espectro de las fracciones para el duplex C'D'_30pb
008 - 44 _HPLT
\ o wpic
48_HPLC
&T_MPLE
a8_wWPLe
:, a8_WPLE
38 HWPLE
38 HPLC
47_WPLT
43_WPLE
il i : a0_HPLC

oez) |} 9_MPLC

500 o0 T80
Wavelength jnm|

(b) Gel nativo 12% de los diferentes duplex y oligos

Duplex

o
o

Coligo
Doligo

D o

Fig9. (a) Espectro de las diferentes fracciones eluidas en HPLC, donde es posible ver los dos picos de emision
para Alexa 488 a 488 nm y Alexa 594 a 594 nm. (b) Gel nativo al 12% con los diferentes duplex formados: C'D,
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duplex con oligo C marcado y oligo D simple; CD’, duplex con oligo C simple y oligo D marcado; C'D’, diplex con
oligo C y D marcados.

3. Formacion del complejo y preparacion de la muestra TFAM-LSP para
SpFRET

Para la adquisicion de datos es necesario obtener un complejo lo mas homogéneo posible,

u para ello lo primero es realizar experimentos de titracién para optimizar el ratio de

proteina y ADN. Ademas es necesario ajustar y estabilizar el complejo para las medidas de

spFRET.

Para la formacién del complejo se us6 la misma metodologia que para la formacion del
complejo para la cristalizacién mediante didlisis por gradiente de 750 mM NaCl a 100 mM
NaCl. La concentracion final era de 100 mM NaCl para intentar evitar la formacion de
bandas superiores de complejo, posiblemente asociadas a formas oligoméricas. Para los
ensayo de FRET fue necesario modificar dos componentes del tampén original de
purificacién de la proteina: HEPES pH 7.5 fue modificado por TRIS pH 7.5, debido a que
HEPES presenta absorciéon en el espectro. El otro componente modificado fue la
concentracion de DTT de 5 mM a 1 mM, ya que se ha descrito que DTT a elevadas
concentraciones puede provocar la destruccién fotoquimica del fluoréforo.

Para la preparacién de la muestra para el experimento spFRET fue necesario utilizar un
tampon especial usado como blanco y para la dilucién de las diferentes muestras, ya que
los experimentos de spFRET requieren el uso de concentraciones del orden pM (~20-50
pM). Este tampo6n contenfa: 50 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, Vitamina Bi,
(5ul por 1ml final de tampdn) y NP-40. La vitamina Bi, permite evitar el posible dafio
fotoquimico de los fluoréforos durante el experimento; mientras que NP-40 permite
estabilizar el complejo que se encuentra a concentraciones tan inferiores. El tampo6n se
prepara justo antes de las medidas y es filtrado usando filtros con poro de diametro ~
0.1pm.
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banda superior del complejo

banda inferior del complejo

C'D’' duplex

3 canales 1 canal, emisién Alexa 488

Fig10. Migracion de complejos TFAM-duplex 30pb en geles EMSA al 12% acrilamida y visualizacién mediante
Typhon en los tres canales: canal de emisién directa de Alexa 488 (en verde), Alexa 594 (en rojo) y emision de
Alexa 594 por FRET (en morado). (A) Titracién del complejo TFAM-30pb manteniendo una concentracion fija
de ADN frente a una concentracion creciente de TFAM, donde es posible observar que existe una primera
banda de retardo que desaparece en base a afiadir TFAM, y la formacién de una banda superior debido a la
presencia de estados oligoméricos. (B) (C) Imagen del mismo gel con revelados en los tres canales o sélo en el
canal de la emision directa de Alexa 488 (en verde), respectivamente. Los complejos C1, C2 y C3 muestran una
concentracidn creciente de TFAM donde es posible observar que para C1 existe diplex sobrante, en el caso C2
el complejo parece perfecto y para C3 existen multiples bandas de complejo.

Mediante las primeras adquisiciones de datos se pudo constatar que existia FRET pero con
una sefial de intensidad baja, por ello se decidié usar un complejo mixto que consistian en
mantener el ratio de proteina y ADN marcado con fluoréforos, y afiadir complejo
proteina:ADN sin marcaje. Ello permitia estabilizar el complejo y mejorar la sefial de FRET.

El mismo procedimiento se aplicéd para los mutantes de TFAM: T77, L182, Q179, N163,
Y162; y los dominios D1 y D2.

4. Adquisicion de los datos

La adquisicion de datos se realiz6 a través de un complejo sistema de detectores, espejos y
amplificadores de sefial. A partir de los impulsos detectados es posible obtener un voltaje
que dara lugar a una seiial digital en cédigo binario (descrito como *.t3r). Cada foton
queda registrado con la siguiente informacion:

e Un numero router que identifica los fotones para el canal donador y el canal
aceptor
e Eltiempo de recogida, ~ 100 ns
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e Eltiempo de llegada de la pulsaciéon
Previo a la adquisicion de datos es necesaria la calibracién del sistema mediante el uso de
una solucion de Alexa 488 20nM, que permite calibrar el sistema hasta obtener valores de
funcién de autocorrelacién y count rate correctos. Para experimento de spFRET con
celdillas de 1pm x 1um, el tiempo de difusion debe ser alrededor de 52 sec y N (nimero de
particulas) similar a 10. Para realizar medidas de tiempo total de 600 sec.

5. Procesamiento de datos

Los datos de un experimento de spFRET se recogen en forma de fichero binario, que
contiene informacion de los millones de fotones medidos en cada experimento. De forma
consecutiva, los datos tienen que se reducidos para que solo sean procesados los fotones
que pertenecen a eventos de particula Unica, single molecule. El primer paso de reduccion
y procesamiento de datos se realiz6 con el programa FRETtchen, desarrollado por el grupo
del Prof. Jorg Lagowski en Heidelberg. Posteriormente los datos fueron analizados y
visualizados con los programas IGOR PRO (Wavemetrics, OR, USA) y ORIGIN, descritos a
continuacion.

5.1. FRETtchen
El programa de andlisis FRETtchen permite la reduccién de datos y la identificaciéon de
single burst o rafagas Unicas. Por lo tanto, mediante el uso de este programa es posible
pasar de fotones individuales colectados en un fichero binario (*.ter) a mostrar
distribuciones del nimero de eventos y su duracién en forma de burst rate, burst duration
y la distribucién de proximity ratio en forma de fichero (*.txt). Un experimento de single
molecule event se caracteriza por tres parametros a definir:

e Burst duration, es calculado como la diferencia de tiempo entre el primero y tltimo
foton del evento. Permite analizar cambios grandes en las propiedades de difusion.
Generalmente burst duration es considerablemente mayor que el tiempo de
difusién medio de la molécula.

e Burst size, suma de todos los fotones en una rafaga. La mayoria de los eventos
presentan una bajo nimero de fotones ya que muchas moléculas transitan el focus
en las regiones periféricas emitiendo menos fluorescencia. La distribucién de burst
size sigue una curva exponencial.

e Photon rate per burst es determinada por burst size dividido por burst duration.
Depende de la cantidad de emisién i de la calidad del fluoréforo.

En un experimento de single molecule, los parametros burst duration y burst site se
encuentran correlacionadas (Figll). En una representaciéon bidimensional de burst
duration respecto burst size, la mayoria de moléculas o eventos se sitlan agrupados y
paralelos al eje Y. Los eventos multi-particula normalmente presentan burst size y burst
duration peculiar, y pueden ser eliminados mediante la modificacién del parametro burst
rate dentro del programa FRETtchen.

Tanto la Errer como P (proximity ratio) son calculados a través de burstwise para analizar
la distribucién de la distancia entre fluor6foros. De esta forma el programa FRETtchen
construye histogramas que son una funciéon de distribucion del proximity ratio vs el
nimero de eventos, es decir, el nimero de eventos que se presentan a una distancia
determinada entre fluoréforos. Estos histogramas pueden revelar la presencia de
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subpoblaciones dentro de la muestra, dando lugar a distribuciones heterogéneas con
multiples picos 0 maximos de curvas gaussianas. A partir de la distribucidn con forma de
curva gaussiana es posible obtener diversa informacién (Fig11): la posicidon central de la
campana de gauss hace referencia al valor de Errgr 0 P para la subpoblacidn, es decir a la
distancia entre donador y aceptor. El drea de la campana es la medida del porcentaje
representativo de esta conformacion en la muestra. Finalmente, la anchura ofrece
informacién sobre la heterogeneidad de la subpoblacién, es decir, si se trata de una
conformacion dindmica o mas bien estatica.
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Figl1. Andlisis de datos por parte del programa FRETtchen. (A) Diagrama 2D mostrando la relacién entre burst
size y burst duration. Para especies Unicas o eventos de particula unica ambos parametros presentan una
correlacién. Mientras que los eventos de multi-particula suelen mostrar un burst size mucho mayor. También
se muestra la distribucion de estos parametros por separado. (B) Distribucién de burst rate, que es calculado
como el ratio entre burst size y burst duration. (C) Tipica distribucién para el valor proximity ratio y la
informacion que caracteriza estas distribuciones. (Dissertation_Gansen A._2008)

La segunda fase después de la obtencion de la distribucién de proximity ratio es realizar
dos correcciones en los datos: una de ella es corregir el ruido de la distribucion de forma
bastante automatizada, y la segunda correccion es llamada crosscorrelation o crosstalk
correction. Crosstalk correction consiste en analizar la medida de la muestra sin FRET pero
con presencia de los dos fluoréforos, es decir, en nuestro caso la medida del ADN marcado
sin presencia de proteina. Sera necesario tomar el valor de proximity ratio para esta
medida y establecerla como el blanco o zero para editar los demads datos.

5.2. Programa IGOR y ORIGIN
El programa IGOR y ORIGIN permiten realizar un andlisis grafico y estadistico de los
histogramas.
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tu ayuda dia a dia, por tus ganas de facilitarme los dias dificiles y las miradas de
complicidad. Sin ti los dos ultimos afios hubieran sido muy diferentes.

I dins de 'ambient del labo no podia deixar d’agrair a la meva gran amiga i companya.
Nere, trobar-te m’ha fet créixer i madurar molt. Gracies pels kit-kats, les sincrotronades,
els balls al labo i les ganes de cuidar de tots. El peixet serd un privileigiat amb aquests dos
pedasso de pares.

A les nenes de Heidelberg per ser genials i oferir-me la possibilitat de disfrutar de tres
mesos a Deutschland. A I'Oriol per la teva generositat, gracies per compartir els teus amics
amb mi, i sobretot gracies per les llargues converses. Ah! [ perque encara ens queden
moltes jams de swing per millorar els quicks.

A en Juanma, per ser el fidel amic que escolta i explica el que sent. Crec que ets una de les
persones que millor em conceix. A 'Arnau, perqué m’estas ajudant a creixer. A la Clara per
ser un budha espiritual. Als escaladors pels caps de semana de riures i escalada. A la gent
d’Erasmus per les serates de vi. Als amics de Sant Pol, pels estius de la infantesa més
divertits ! cada estiu era una nova aventura. I el veins de Sant Andreu per les converses a
través del pati i els berenars.

A les nenes del cole: Mireia, Anna, Maite i Anni. Per ser incondicionals, per ser-hi sempre
encara que els anys i les experiéncies ens distanciin en forma de ser. A la Mireia per la teva
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alegria, a I’Anni per ser la fidel confident, a la Maite per la seva tendresa i proteccid, i a
I’Anna per ser tan unica. Han quedat enrrera els dies de colonies i posteriors viatgets;
anem madurant i espero que la nova etapa en la que us endinseu sigui la més felig i
radiant. Perqué heu trobat uns companys de cami que estic segura us cuidaran com us
mereixeu (Dani, Roger, Lauri i Oriol).

A les lobes, Nuria i Natalia per les quedades on solucionem el mén i un viatge a Eivissa
inolvidable. A tu Nu per fer-me sempre costat, perque encara ens queden tantes coses per
aprendre i espero sempre tenir-te ben aprop.

Als de la Uni (Dele, Aida, Montxe, Aaré, Cris, Gemma, Nuria, Larry, David, Bea, Albertot,
Sandra, Sara) per ser el grup més dinamic, per necessitar mil mails i cadenes per acabar
organitzant un sopar. Pels viatges, sopars i Setmanes Santes tematiques, les hores al bar de
facultat i ferrocarrils. Perque sou una part molt important de la meva vida i m’agrada
pensar que en uns mesos tindrem una petitona Alba entre nosaltres i aixi podrem deixar
de parlar de gats. En concret, a I’Aida, Marc, Montse, Aaré i Cris pels kebabs improvitzats i
els temps que passem junts. Dono gracies per haver-me decidit a estudiar bioquimica i
recordar quan xutava papareres al entrar a classe o practicava operacions a ratolins en
estats... ejem ejem. A tu Aida, per la teva sinceritat. Seras una mare brutal!. A la Montxe per
ser l'organitzadora de les mogudes. A la Cris per la teva comprenssio i tendresa. Al Marc i
I’Aardé per ser els tio/tia de les nostres quedades de bruixes. Ah! I a la Gemmota per ser la
Sherpa més molongui i més bruixeta de tots. Gracies per les nits sevillanes i per ser cop
d’aire fresc en un moment dificil.

Finalmente, a la meva familia. A la Maribel i en Valenti, per 'acollida i per sentir-me tan
estimada entre vosaltres tots els dissabtes durants uns anys. Als hermossisssmos, por ser
tan acogedores. Tete, per ser el meu segon pare, per cuidar-me ja des de que era un
cigronet i per fer-me riure. Crec que gracies a tu he aprés a fer bromes i fugir dels cops que
de vegades ens ofereix la vida. Al papa perqué setmana darrera setamana em soprén amb
la forga per seguir endavant. Papa, es por ti que esta profesiéon me fascina. Porque la razén
de mi pasién por la ciencia es el estimulo de encontrar solucién a las batallas que nos
encontramos durante el camino llamado vida. A la mare per ser-hi SEMPRE. Per la teva
vitalitat, posar-te unes raquetes i caminar per la Vall de Nuria en plena nevada, ballar a
casa mentre estas plaxant roba o les nits de lluna plena al balc6 de Sant Pol. Ets la millor
persona que conec.
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