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ABREVIATURAS

RNAP: RNA polimerasa

RPo: complejo DNA-proteina con ssDNA en el sitio activo de la RNAP

DNA: Acido desoxirribonucleico

RNA: Acido ribonucleico

KGlu: Glutamato de potasio

KCI: Cloruro de potasio

Rip: Salto abrupto (en una grafica de fuerza vs extension) debido al
desenrollamiento, durante el estiramiento de un DNA con la RNAP en complejo RPo.
Zip: Salto abrupto (en una grafica de fuerza vs extension) debido al enrollamiento,
durante la relajacion de un DNA con la RNAP en complejo RPo.

WLC (worm like chain): Modelo mecéanico estadistico de polimeros flexibles que
relaciona la fuerza y la extension.

P: Longitud de persistencia del DNA (nm)

L.: Longitud de contorno del DNA (nm)

AG,,_,,: Diferencia de energia libre entre el estado desenrollado (u) y el enrollado
w).

ppGpp: Tetrafosfato de guanosina



RESUMEN

La transcripcion es un proceso fundamental de la vida ya que es el primer paso
de la expresion de genes. Este es llevado a cabo por la RNA polimerasa (RNAP) y el
primer evento involucra la interaccion DNA-proteina entre la RNAP y una secuencia
especifica en el DNA o promotor. En 1999, Rivetii et al., mediante el uso de la
microscopia de fuerza atomica (AFM), proponen que la interaccion entre la RNAP de
E. coli y el promotor APR genera una estructura donde el DNA se enrolla alrededor la
RNAP. Posteriormente, esto fue observado en otros promotores como el tRNAtyr,
hdeAB, rrnB P1 y P2 con la RNAP de E. coli, y entre el promotor de adenovirus y la
RNAP pol Il de S. cerevisiae. Debido a esto, parece que el enrollamiento, en la
iniciacion de la transcripcion, es un proceso conservado en los organismos vivos. Aqui,
se presenta el primer estudio de la dindmica del enrollamiento del ADN sobre la RNAP
de E. coli mediante microscopia de pinzas Opticas, con una resoluciéon y detalle
mecanico-termodinamico nunca antes alcanzado. El presente estudio establece una
nueva linea de investigacion en la que por primera vez se observa efectos mecanicos
en las interacciones ADN-proteina causados por el cambio de la secuencia del DNA,
el aumento de la fuerza idnica del medio, y el anion fisioldgico glutamato; también se
observa y discute la accion del ppGpp como regulador del inicio de la transcripcion a
través de sus efectos en estas interacciones.

Palabras clave: Moléculas individuales, complejo enrollado y termodinamica.



ABSTRACT

The transcription is a fundamental process in the life because is the first step in
gene expression. This is carried out by the RNA polymerase (RNAP) and the initial
event involves the interaction DNA-protein between the RNAP and the specific
sequence in the DNA or promotor. In 1999, Rivetii et al., using atomic microscopy
force (AFM), proposed that the interaction between the RNAP from E. coli and the
APR promotor involves a wrapped DNA around the RNAP. Later, it was observed in
other promoters such as tRNAtyr, hdeAB, rrnB P1 and P2 with E. coli RNAP and the
adenovirus’ promotor with S. cerevisiae RNAP. Due to these, the wrapping, in the
transcription initiation, seems to be a conserved process in living organism. Here, we
shown the first study of the dynamic of the DNA wrapping around the E. coli RNAP
by using optical tweezers microscopy with a resolution and thermodynamic-
mechanical detail that have never seen before. This study establishes a new research
line where for first time we observed the mechanical effect in the DNA-protein
interactions which are caused by the DNA sequence, high ionic strength and the
physiological anion glutamate. Finally, we shown and discuss the action of the ppGpp
like a regulator in the transcription initiation through their effects in those interactions.

Keywords: Single Molecule, wrapped complex and thermodynamic.



I. INTRODUCCION

La transcripcion es un proceso fundamental para la vida de los organismos ya
que es el primer paso de la expresion de genes; formar RNA a partir de DNA, llevado
a cabo por la RNA polimerasa (RNAP). La transcripcion es un proceso complejo de
multiples pasos, donde el inicio requiere de la interaccion entre la RNAP y una
secuencia especifica llamada promotor. Posterior a la unidn inicial, se producen una
serie de cambios conformacionales de la RNAP y apertura del DNA ( isomerizacion)
hasta la formacién de un complejo de iniciacion abierto estable (RPo) (Ruff et al.,
2015).

En 1999, mediante el uso del Microscopio de Fuerza Atdmica (AFM), Rivetti
y colaboradores proponen que el complejo de iniciacion estable, entre la RNAP de E.
coli y el promotor APR, involucra el enrollamiento del DNA alrededor de la RNAP
(Rivetti et al., 1999), lo cual va acorde con los resultados de proteccion del DNA o
footprinting con DNasa | y radical OH (Craig et al., 1995). Posteriormente, usando
AFM, esto también fue sugerido para otros promotores como rrnB P1, hdeAB y tRNAY"
con laRNAP 670 y 638 (Dame et al., 2002, Maurer & Travers, 2006, Shin et al., 2005);
y el promotor de adenovirus con la RNA pol Il de S. cerevisiae (Kim et al., 1997;
Forget et al., 1997). Finalmente, Doniselli et al., (2015) demostraron que el
enrollamiento es reducido por efecto de reguladores negativos como el tetrafosfato de

guanosina (ppGpp) y Dksa en el promotor APR y rrnB P1, respectivamente. Como se



observa, el enrollamiento, como blanco de la regulacion del inicio de la transcripcion,
parece ser un fendmeno universal e importante para la fisiologia celular.

Los estudios de manipulacion de moléculas individuales han permitido
caracterizar las propiedades mecéanicas, termodinamicas y cinéticas del plegamiento de
proteinas y RNA, y de la interaccion DNA-proteina. Estas técnicas permiten perturbar
y visualizar en tiempo real y a nivel individual la dinamica del proceso y como esta
responde al cambio de secuencia de aminodcidos, cofactores, entre otros (Collin et al.,
2005; Li et al., 2006; Mihardja et al., 2006; Liphardt et al., 2001; Cecconi et al., 2005;
Wen et al., 2007; Elms et al., 2012).

En la presente tesis mostramos la dinamica de la interaccion DNA-proteina,
entre la RNAP de E. coli y el promotor APR, con un detalle mecanico-termodinamico
y resolucion nunca antes alcanzado. Ademas, mostramos como el cambio de secuencia
del DNA, el aumento de la fuerza ionica, el reemplazo del anion cloro por el fisiologico
glutamato y el regulador ppGpp, modifican las propiedades mecanicas Yy
termodinamicas de la interaccion DNA-proteina. Especificamente se determind: i) la
extension de DNA involucrado en el enrollamiento (4L.) lo cual va acorde con los
resultados estructurales de AFM y de footprinting; ii) las propiedades mecanicas como
la fuerza a la cual ocurre en desenrollamiento y enrollamiento; iii) la diferencia de
energia libre (4GY_,) entre el estado enrollado (w) y desenrollado (u) y trabajo
disipado de la perturbacion por fuerza; y iv) la energia de interaccion DNA-proteina

por par de base (4Gpy).



II. MARCO TEORICO

1.1 RNA polimerasa

La RNAP es la enzima encargada de polimerizar nucleétidos en cadenas de
RNA complementarias a partir de secuencias de DNA molde, proceso conocido como
transcripcion; cuyo en primer evento, la RNAP reconoce secuencias especificas
Ilamadas promotores. En bacterias, la RNAP se compone de las subunidades o, 3, B" y
o, Yy se encarga de la sintesis de todos los RNAs (RNAm, RNAt y RNAr) y existe en
dos formas: nucleo- y holo- enzima. La RNAP nulcleo se compone de las cuatro
subunidades basicas con la estequiometria 02BB ®, con un peso total aproximado de
400KDa; mientras que la constitucion de la RNAP holo (holoenzima) agrega una
subunidad sigma (o), con una estequiometria o2Bp wo. En E. coli, el factor c mas
abundante es el 6’°, con el que la holoenzima tiene un peso total de 470KDa (15). La
RNAP nucleo puede realizar la catalisis correspondiente a la formacion del enlace
fosfodiéster para la polimerizacion del ARN transcrito, pero no tiene especificidad
requerida para la transcripcion regulada a partir de diversos promotores. Las
interacciones con ADN, que permiten el reconocimiento de secuencias especificas,

como promotores, requieren la asociacion de la subunidad sigma (o).

I1.2 Transcripcion
La transcripcion es el proceso de copia de la informacion genética del DNA en

RNA, el cual puede ser “leido” durante la traduccion para formar proteinas y realizar



funciones especificas a nivel celular. El paso y uso de la informacion a través de la
transcripcion del DNA, la traduccion del RNA mensajero (RNAmM) y la replicacién del
DNA, constituyen el dogma central de la biologia molecular. En estos tres procesos
existen motores moleculares encargados de leer, traducir y copiar la informacion
genética (Bustamante et al. 2011). La RNAP es la enzima responsable de la primera
etapa de expresion génica: transcribir el cddigo de DNA en RNAm; por esto, la
transcripcion es uno de los procesos fundamentales de la vida y crucial en el control de
la expresion de genes. La transcripcion es dinamica en funcion de las condiciones
ambientales y la correcta expresion de un grupo de genes determinard la fisiologia
celular que responde a sefiales externas como: estrés osmatico, antimicrobianos, exceso
de sales, etc.

La transcripcion se compone de 3 pasos basicos: i) Iniciacion, cuando la RNAP
se une a una secuencia especifica llamada promotor; ii) Elongacion, que es llevada a
cabo por el complejo ternario de la elongacion (CTE) mediante la union de NTPs en
secuencia complementaria al ADN molde para formar RNA; y iii) Terminacion, que

ocurre cuando el CTE se disocia y se libera el RNA, la RNAP y el DNA.

11.3 Iniciacién de la transcripcion

El proceso de iniciacion es muy complejo y puede dividirse en 4 procesos para
cualquier promotor bacteriano: i) Busqueda del promotor: la RNAP ¢’ se une a un
segmento aleatorio del DNA de forma inespecifica y, mediante movimiento difusivo,
encuentra al promotor y establece interacciones especificas; ii) Formacion de complejo

cerrado (RPc): se posiciona a la RNAPc' en interaccion con la region -30, -10 y +1;



iii) Isomerizacion: ocurren cambios conformacionales que involucran al ADN vy a la
proteina que incluyen la apertura de la doble cadena de DNA (dsDNA) entre la posicion
-10 y +1; y iv) Formacion del complejo RPo maduro: tras la formacién de la burbuja
de transcripcidn, pueden ocurrir algunos cambios conformacionales que estabilizan una
configuracion caracterizada por mantener el sitio activo disponible para el ingreso de
los nucle6tidos trifosfatados (NTPs) para el proceso de elongacién (Saecker et al.,
2011; Dangkulwanich et al., 2014; Ruff et al., 2015). El proceso de iniciacion ha sido
extensivamente caracterizado con diversas técnicas bioquimicas en tan solo algunos
pocos promotores. Entre ellos, uno de los mas estudiados es el promotor APR ya que:
i) es un modelo de estudio para regulacion transcripcional, ii) es un promotor de tipo
sigma 70, que es el factor sigma mas frecuentemente hallado en interaccion con la
RNAP de E. coli; y iii) forma un complejo promotor-RNAP de muy alta vida media
(~6h) lo que facilita realizar estudios de inhibicion (Lyzen et al., 2009; Potrykus et al.,

2002).

11.4 La iniciacion del promotor APr
Para el caso del promotor APR, se ha identificado 3 estados intermediarios entre
el RPc y el RPo (en la Figura 1, se presenta el diagrama energético), denominados 11,
I> e I3, entre los cuales se relacionan los siguientes procesos:
) RPc — 1I1: Este proceso es cinéticamente mas répido que la
isomerizacion (1. — I.) y el DNA se enrolla entre la posicion -80 a +20.
El complejo 11 es sensible a competidores, como DNA inespecifico, o

heparina; es muy estable a 0° C y su formacion es favorecida por altas



iD)

concentraciones de glutamato (Davis et al., 2007; Craig et al., 1998;
Kontur et al., 2010). Mediante ensayos con nucleasas, una proteccion
downstream (entre +15 y +25) también se ha observado en los
promotores rrnB P1, lacUV5 y T7AL, Aprmup-1 A265 y groE (Ruff et
al., 2015).

1 — I»: es un proceso lento (considerado paso limitante) donde se
produce la isomerizacion o apertura (melting) del dSSDNA entre -11y +2.
Involucra una energia de activacion de 34 + 2 kcal/mol, un valor
relativamente alto, por lo que el proceso resulta fuertemente dependiente
de la temperatura. Este proceso no es afectado por urea y sales como
Mg*? o Na™ (también observado en el promotor T7Al), y altas
concentraciones de glutamato y fldor (Craig et al., 1998; Davis et al.,
2005; Gries et al., 2010, Kontur et al., 2010); pero es favorecido por el
dominio 1.1 N-terminal de la subunidad o, 1.1 (Wilson et al., 1997).
I,— Is — RPo: el DNA pierde interaccion con la RNAP entre -80 y -70,
se ensambla y ajusta el clamp/jaw formado por las subunidades /" con
el DNA downstream sin cambio en la extension total de la interaccion.
Este paso es cinéticamente mas rapido que el paso 11 — I, es fuertemente
estimulado por glutamato, y el complejo formado no es sensible a
competidores como la heparina (Davis et al., 2007; Saecker et al., 2011;

Kontur et al., 2010; Chakraborty et al., 2012) (Figura 1).
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Figura 1: Diagrama energético de las reacciones para la formacién de RPo. Primero se forman los
intermediarios cerrados I, ; y I;; que se equilibran rapidamente; el I, , produce una proteccion del
promotor entre -85y +25. Luego, se produce el melting del dsDNA, I; — I, lo que involucra una alta
energia de activacion (paso limitante) y no depende de Mg*2. Finalmente, se producen una serie de
cambios conformacionales en la RNAP para formar el complejo estable RPo, por ajuste del DNA
downstream por el 8 clamp/g” jaw (Davis et al., 2007; Davis et al., 2005; Saecker et al., 2011; Craig et
al., 1998; Gries et al., 2010; Kontur et al., 2006; Kontur et al., 2010). El diagrama energético fue tomado
de Ruff et al., (2015). EI DNA codante y no codante son representados como lineas azules oscuras y
claras, respectivamente; el 8 clamp/g” jaw son la barra naranja y morada, respectivamente; y la RNAP
(insertos A, B y C), es la esfera celeste. El inserto A indica que el complejo RPo, en relacion al I, la

proteccion del DNA se reduce de -85 a -65.
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Figura 2: A) Imagen representativa de AFM de una molécula de DNA 'y complejo DNA-proteina entre
la RNAP de E. coli y el promotor APR. B) Comparacion de la longitud de contorno (L.) de una molécula
de DNA libre contra un complejo DNA-proteina con 1 y 2 RNAP. Se observa que cuando una o dos
RNAP se unen al promotor, la L, disminuye en 30nm o 60nm, respectivamente. Este resultado, junto a
otros estudios de proteccion de DNA con DNasa | y radica OH, se postula que el DNA se enrolla sobre
la RNAP de E. coli en el complejo de iniciacion. C y D) Modelo del DNA enrollado sobre la RNAP, se
observa que 90 pb del DNA (posicion -70 y +24) abarcan 300° de angulo; considerando que la RNAP
como una esferay de radio de 5nm. La imagen A y B-D fueron tomadas de Cellai et al., (2007) y Rivetti

etal., (1999).



Tabla 1: Resumen de los promotores estudiados por AFM a nivel del complejo de

iniciacion
Promotor DNA* Notas** N*** Referencia
32 nm 514 Rivetti et al., 1999
AP 16nm ppGpp Doniselli et al., 2015
APrM 8nm 76
Mangiarotti et al.
APg (-79a+34) | 20nm 117 | O A
APr (-59 a+34) | 20nm 90
30nm 32
rrnBP1 Dame et al., 2002
79nm H-NS 42
16nm
rrnBP1 16nm ppGpp Doniselli et al., 2015
2nm DksA
tRNA™ 52nm 200 Maurer & Travers,
d61 22nm 232 2006
30nm
hdeAB Shin et al., 2005
20nm RNAP-¢3%
LacUV5 (ICAP) | 4nm 354
ES?;X? 2nm 130
21nm 130
13nm | AaCTDYAGCTD"RNAP | 79 | Cellaietal. 2007
LacUV5 (UPM") | 13nm AaCTD'"RNAP 55
13nm A6-0'/A6-o'' RNAP 51
12nm A12-0'/A12-0'' RNAP 35

* Extension del DNA compactado
** QOtras proteinas adicionadas al andlisis, ademas de RNAP-c"°




11.5 El complejo enrollado de la iniciacion bacteriana

Estudios de proteccién del DNA (footprinting) con DNasa I y radical OH, en
los complejos RPo de APr, mostraron que la RNAP de E. coli protege el DNA en
~100pb entre las posiciones -75 y +25 (Nickerson & Achberger, 1995; Craig et al.,
1995); y en 1999 se demostré que el DNA, con el promotor APgr, sufre una
“compactacion” aparente del DNA en el complejo RPo. Esto se concluye de comparar
la longitud de contorno de moléculas individuales de DNA libre y DNA en RPo,
utilizando el microscopio de fuerza atomica (AFM) (Rivetti et al., 1999), ver figura 2.
Tomando en cuenta las dimensiones de la RNAP estimadas por microscopia crio-
electronica (Cryo-EM) (90 x 95 x 160 A) (Darts et al., 1989), la estructura cristalina de
la RNAP de E. coli (Murakami, 2013) y los resultados estructurales de AFM y de
footprinting (Nickerson & Achberger, 1995; Craig et al., 1995; Rivetti et al., 1999);
los autores proponen que es imposible acomodar 100pb de interaccion sin suponer que
el DNA se enrolla alrededor de la RNAP.

Para el caso del promotor APr, se ha observado que i) el DNA enrollado que
envuelve a la RNAP forma un angulo entre brazos de 300° y se compone de 20 y 10nm
de DNA upstream y downstream, respectivamente, tomando de referencia el sitio +1,
de inicio de la transcripcion (Rivetti et al., 1999); ii) es estabilizado por las regiones C-
terminal (aCTD'/AaCTD") y el espaciador entre los dominios C y N-terminal de la
subunidad o (12-a'/12-0'") (28); iii) La regién upstream (UP), donde se encuentran
zonas ricas en AT (AT-tracts) los cuales tienen una curvatura o capacidad de curvatura
intrinseca, favorece la constante de asociacion de la RNAP al promotor (Mangiarotti et

al., 2009; Nickerson & Achberger, 1995). Segun estudios posteriores, el enrollamiento

10



se mantiene parcialmente en los complejos de elongacion y no bloquea el canal de
salida del RNAm (Rivetti et al., 2003), y el regulador negativo ppGpp reduce el
enrollamiento de 30 a 16nm (32).

El fendmeno de enrollamiento también ha sido observado, a nivel del AFM y
TEM, entre los promotores bacterianos rrnB P1, hdeAB y tRNAY" y la RNAP 670 y
038 (Dame et al., 2002, Maurer & Travers, 2006, Shin et al., 2005); y el promotor de
adenovirus y la RNA pol Il de S. cerevisiae (Kim et al., 1997; Forget et al., 1997). Sin
embargo, esto no ocurre en los promotores LacUV5 y AP (28), Mangiarotti et al.,
2009), ver tabla 1. Debido a la escasez de promotores estudiados a nivel de moléculas

individuales, no se sabe si el enrollamiento es un fenémeno comun en la transcripcion.

11.6 EI complejo enrollado de iniciacion en eucariotas

En eucariotas existen tres diferentes formas de RNAP, de las cuales la RNAP
pol Il tiene la funcién de transcribir la mayoria del mRNA. La iniciacion de la
transcripcion se produce como sigue: i) La proteina de union a caja TATA (TBP), que
forma parte de TFIID, se une a la caja TATA en la posicion -30; ii) La TBP recluta a
TFIHB y TFIIF-RNAP pol 1, formando asi el complejo de pre-iniciacion (PIC) v iii)
Se une la TFIIE y TFIIH, donde se produce la isomerizacion del promotor, formando

asi el complejo de iniciacion.
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Figura 3: A) Fotografia de microscopia electrénica de transmisién (TEM) del PIC con el promotor de
adenovirus; B) Comparacién de la longitud de contorno del DNA libre (barras grises) y el DNA en PIC
(barras negras), ver Forget et al. (1997); C y D) Modelo estructural del enrollamiento del DNA sobre la
RNA pol Il en el PIC donde la se observa la TBP (T, amarillo), TFIIE (F74-N1, celeste), TFIIE (E34,
azul claro), TFIIB (B, rojo), Pol Il (azul oscuro) y el DNA (gris); se observa que el DNA compactado

involucra desde +30 a -60 (Coulombe, 1999; Coulombe y Burton, 1999).
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Estudios de fotoentrecruzamiento (crosslinking) sitio-especifico DNA-proteina
entre la Pol I1 y el promotor de adenovirus, en el PIC, muestra que el DNA es protegido
de -40 a +13 y que dicha interaccion es impulsada por el factor TFIIF (Robert et al.,
1998; Kimet al., 1997; Forget et al., 1997). Ademas, estudios de TEM, a nivel del PIC,
muestran que el DNA presenta un compactamiento de 51 pb; esto se deduce de
comparar la longitud de contorno del DNA libre y el DNA en el PIC (Kim et al., 1997;
Forget et al., 1997), ver Figura 3. Ademas, tomando en cuenta las dimensiones de la
Pol 11 (14 x 13.6 x 11 nm), entre 70 y 100 pb de DNA de forma B es suficiente para
enrollar el DNA alrededor de la enzima. Los autores concuerdan que el enrollamiento
del DNA en la Pol 11 es la explicacion mas sencilla a las observaciones (Coulombe &

Burton, 1999; Coulombe, 1999; Robert et al., 1998).

I1.7 Estudios de interaccion DNA-proteina con microscopia de pinzas optica

Pocos son los articulos que estudian la interaccion DNA-proteina a nivel de

microscopia de pinzas opticas (Heller et al., 2014). A continuacion se resume alguno
de ellos,

- Dinamica de nucleosoma: Mediante el uso de la microscopia de pinzas
Opticas, se observd que el nucleosoma sometido a tensién sufria un
desenrollamiento en dos eventos; a bajas (3 pN) y altas fuerzas (8 — 9 pN)
con cambios de extensiéon de 21 + 0.22 y 22 + 0.18 nm, respectivamente
(Mihardja et al., 2006), ver Figura 4. Para la transicion de 8 pN, se estimo

la diferencia de energia libre (AG°), constante de velocidad de

13



enrollamiento (k9_,,,) y desenrollamiento (kS_,,) de 29.7 + 2.42 kJ/mol,
58.2 s1y 0.00038 s, respectivamente. Finalmente, el uso de una alta
concentracion de sales, redujo el 4G° a 23.2 +1.17 kJ/mol, por lo que los
autores proponen que la interaccion tiene un componente electrostatico. En
un andlisis por par de base, se estima el valor de la energia de interaccion
en —2.41 pN-nm/pb.

Interaccién IHF-DNA: Utilizando microscopia de pinzas Opticas y
agregando la proteina en trans, se observo que la interaccion del factor IHF-
DNA (medido como un cambio de extension) es dependiente de la
concentracion de IHF (Le et al., 2013). Ademas, trabajando a modo de
fuerza constante (ver metodologia) entre 0 y 1pN de fuerza (Figura 3C), se
observé que la interaccion del IHF-DNA involucra dos estados con una
diferencia de 17.34 £ 0.08 nm (4z). Utilizando la relacion:

p 3 (C/Ky)exp(—Az. f/KgT)
bend = 1 4 (C/Kexp(—Az.f/KgT)

Donde C es la concentracion de IHF (mM), f es la fuerza aplicada al
DNA (pN) y K, es la constante disociacion del IHF al DNA; se observo que
a21y31°Cel K;es0.44+£0.06 y1.54 £0.08 nM. Gracias a esto los autores
concluyen que la disociacién es dependiente de la temperatura (Le et al.,
2013).

Enrollamiento del promotor lacCONS: Usando la microscopia de pinzas
magnéticas e introduciendo superenrollamiento, se puede observar un

cambio de extensidn al formarse los complejos RPo, de 80 5y 50 £ 5 nm,
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respectivamente para superenrollamiento postivo y negativo. De acuerdo a
esto, es posible separar el componente de enrollamiento y de isomerizacion
durante la formacién del RPo (Revyakin et al., 2004). Los autores
determinan que 15 nm de DNA se encuentra enrollado en la RNAP de E.
coli (Figura 3A). La desventaja de esta técnica es que tiene una resolucion

relativamente gruesa, de 10nm.

A B
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Figura 4: A) Geometria del experimento del estudio de mononucleosomas en el microscopio de pinzas
Opticas; como se observa, el complejo DNA proteina se encuentra suspendido entre dos microesferas de
poliestireno por DNA. B) Graficas de fuerza vs extension producto del estiramiento y relajacion del
DNA unido al octdmero de histonas, se observan los cambios de extension producto del

desenrollamiento; Las Figuras fueron obtenidas de Mihardja et al., (2006).
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I11. HIPOTESIS

El complejo DNA-proteina, entre la RNAP de E. coli y el promotor APR, forma
una estructura donde el DNA se enrolla alrededor de la RNAP. Esta estructura parece
ser conservada e importante bioldégicamente ya que es blanco de reguladores
transcripcionales como el ppGpp y DksA. La estabilidad de un complejo DNA-proteina
es medida por la energia involucrada en sus interacciones; sin embargo, hasta la fecha,
la contribucion del enrollamiento a la energia total no ha sido explorada. Por lo tanto,
proponemos que mediante la aplicacion directa de fuerza mecénica sobre el DNA
enrollado en el complejo, se podra estudiar la cantidad de DNA y energia involucradas
en su interaccion, y como estas son afectadas por el cambio de secuencia del DNA,
fuerza ionica, estabilizadores y reguladores transcripcionales. Esta informacion
permitira interpretar la importancia que el enrollamiento cumple en la iniciacion de la

transcripcion y su regulacion.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 Objetivos generales
1. Estudiar la dindmica de la interaccion DNA-proteina del complejo enrollado de
la iniciacion de la transcripcién bacteriana formado por la RNA polimerasa de
Escherichia coli y el promotor APR; en tiempo real y a nivel individual,

mediante microscopia de pinzas Opticas.

V.2 Objetivos especificos

1. Generar un sistema experimental que permita el estudio del complejo enrollado
entre la RNAP de E. coli y el promotor APR silvestre en el microscopio de
pinzas opticas.

2. Estudiar las propiedades mecénicas y termodinamicas del complejo enrollado
de la transcripcion bacteriana, formado entre la RNAP de E. coli y el promotor
APR.

3. Caracterizar el efecto del cambio de secuencia en el promotor APR, en las
propiedades mecanicas y termodinamicas del complejo enrollado de la
transcripcién bacteriana, formado con la RNAP de E. coli.

4. Estudiar el efecto del reemplazo del anién cloro (CI) por anion fisiologico
glutamato (Glu’) en las propiedades mecéanicas y termodinamicas del complejo

enrollado entre la RNAP de E. coli y el promotor APR silvestre.
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5. Determinar el efecto del aumento de la fuerza ionica en las propiedades
mecénicas y termodindmicas del complejo enrollado entre la RNAP de E. coli
y el promotor APR silvestre.

6. Caracterizar el efecto del ppGpp en la dindmica de la interaccibn DNA.-

proteina, entre la RNAP de E. coli y el promotor APR silvestre.
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V. MATERIALES

V.1 Plasmidos y cepas.

Se disefiaron los plasmidos pD100/30 (3298pb) y pP75/30 (3298pb), los fueron
mantenidos en cepas de E. coli BL21 (DE3) pLysS con 10 — 15% glicerolen 1 mly a
-80°C. Las bacterias fueron crecidas en medio Luria-Bertani (LB) (Merk) (1.5% agar)

suplementado con ampicilina (Amp) a 10pg/ml para la purificacion de los plasmidos y

crecimiento en placa.

Tabla 2. Cepas y plasmidos utilizados en este estudio

Material Descripcion Referencia

Escherichia coliBL21 B F-dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal ~ Stratagene (La Jolia,
(DE3) pLysS MDE3) [pLysS Camr] CA)

Para la produccion de DNA con el _
pD100/30 (3 298 pb) Este estudio
promotor APR silvestre (2043 pb)

Para la produccion de DNA con el

pP75/30 (3 298 pb) Este estudio
promotor APR mutante (2043 pb)

El disefio de los plasmidos y oligonucleotidos considero: i) el producto de PCR
debe de incluir el promotor APR entre -100 a +30, rodeados por DNA aleatorio (~1Kb
por cada brazo) o handles para que el complejo RPo enrollado no se vea afectado por

interaccién con la bead; ii) el DNA total debe de ser de un tamafio que reduzca el ruido
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y que facilite la busqueda del DNA en el microscopio, por lo que se decidio por ~2Kb
(~1Kb por la handle derecha e izquierda, y el 130pb de APR); y iii) no incluir ningin
otro promotor en el DNA total de tal manera que se forme un complejo RPo enrollado

por cada DNA individual.

V.2 Reactivos quimicos y equipos.

V.2.1 Reactivos y equipos para DNA. Plasmidos pD100/30 y pP75/30 (GenScript),
Primer Forward pFAB_pin_F modificado con 5’-biotina, Primer Reverse pFAB_pin_R
modificado con 5’-digoxigenina (IDT), Buffer PCR 10X, MgCl, (Thermo), Enzima
TagDNA polimerasa (Thermo), desoxinucledtidos (ANTPs) (Fermentas), Gel Pilot
loading dye 5X (Fermentas), Marcador de peso molecular (Gene Ruler 1Kb DNA
Ladder Plus), Agarosa (Cleaver Scientific Ltd), Bromuro de Etidio, Agua ultrapura,
GeneJET PCR purification kit, GeneJET Plasmid Miniprep Kit (thermo),

Termociclador (AB Applied Biosystems) y Nanodrop.

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en este estudio

Primers %CG Secuencia Tm (°C)

pFAB_pin_R 60 5-/Biosg/CCGAAAAGTGCCACCTGACG-3 59.0

pFAB_pin_F 55 5-/Dig/ITAACTGGCTTCAGCAGAGCG-3 57.5

V.2.2 Reactivos y equipos para el estudio de iniciacion en pinzas 6pticas. RNA

polimerasa-c70 de E. coli (colaboracion de Mikhail Kashlev Ph.D., National Cancer
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Institute, NIH), RNA polimerasa-c70 de E. coli (Epicentre), Heparina de sodio grado
I-A (SIGMA-ALDRICH), microesferas de poliestireno de 2.1 pm y de 2.1um con
estreptavidina (Spherotech), Trisma® base (SIGMA), KCI (Merk), MgCl;
hexahidratado (Merk), Ditiotreitol (DTT) (ENZO® life sciences), DMP
(Thermoscientific Pierce 21666), anticuerpo policlonal de oveja de anti-digoxigenina
(200 pg), BSA (NEB), filtros 0.22um (Millipore), Jeringas 20ml.

V.2.3 Sistema de microfluidica. Microcover glass rectangular N°2, 25x60 mm (1 x
23/8”); nescofilm con orificios hechos con laseres en los extremos; microcover glass
rectangular con orificios hechos con laseres, tubbing king precision glass 0.025x0.01
mm (IDxOD) para dispensadores; tubbing king precision glass 0.040x0.01 mm
(IDxOD) para micropipeta; tubo de polietileno P10 0.28x0.64 mm (IDxOD); tubo de
polietileno P50 0.58x0.99 mm (IDxOD), Jeringas de 1 ml, agujas, soporte o holder para

microcamara.

V.3 Microscopio de pinzas opticas.

El microscopio de Pinzas Opticas tiene una resolucion de fuerza de 1x10*?
Newton (1 pN), de 1-5 x10° m de extension (1-5 nm, dependiendo del ruido del
sistema) y temporal de 4 milisegundos (ms). Trabaja con una longitud de onda de 845
nm. El instrumento de Pinzas Opticas utiliza el momentum de la luz para capturar
objetos de alto indice de refraccidn. La luz que incide sobre una particula es refractada
y reflejada. La luz que incide sobre la particula genera un momentum (fuerza) sobre
ellay, segin el angulo de difraccidn, la particula es empujada en direccion opuesta con

la misma fuerza. Si la luz incide en el centro de la particula, los angulos de difraccién
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se cancelan juntamente con las fuerzas, atrapando la particula en el centro del foco

(Smith et al., 2003), ver Figura 5A.

Trampa de dos haces

Figura 5. Diagrama de una trampa O&ptica. A) Haces duales de laseres que se propagan en
contraposicion. La particula es atrapada en el foco de la luz, cuando las fuerzas dispersas formadas por
los rayos reflectados son canceladas mientras las fuerzas en gradiente son dobladas. B) Sensor de la

fuerza del momentum de la luz (Smith et al., 2003).

La forma de medir la fuerza en una trampa 6ptica es considerar esta Gltima como

un pozo de potencial arménico o un resorte virtual que atrae a la particula hacia el
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centro de la trampa. La fuerza es dada por F = kAx, donde Ax es el desplazamiento de
la particula en la trampa (nm) y k la constante del resorte (pN/nm). Esto es posible
usando dos haces de luz de propagacion opuesta como se observa en la Figura 5B. En
esta disposicién experimental, las fuerzas de dispersion generadas por los rayos
reflejados son canceladas, mientras que las fuerzas transversales en gradiente son
duplicadas (Smith et al., 2003).

El disefio de los plasmidos y oligonucleotidos considero: i) el producto de PCR
debe de incluir el promotor APR entre -100 a +30, rodeados por DNA aleatorio (~1Kb
por cada brazo) o handles para que el complejo RPo enrollado no se vea afectado por
interaccion con la bead; ii) el DNA total debe de ser de un tamafio que reduzca el ruido
y que facilite la basqueda del DNA en el microscopio, por lo que se decidio por ~2Kb
(~1Kb por la handle derecha e izquierda, y el 130pb de APR); y iii) no incluir ningin
otro promotor en el DNA total de tal manera que se forme un complejo RPo enrollado

por cada DNA individual.
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VI. METODOLOGIA

V1.1 Preparacion de DNA para iniciacion en pinzas dpticas

VI.1.1 Preparaciéon de plasmidos. Las cepas de E. coli BL21 (DE3) pLyss, que
contienen los plasmidos pD100/30 y pP75/30 se cultivaron en 10 ml de Luria-bertani
(LB) con ampicilina (10 pg/ml), por 18 h, 37°C y 200 rpm. La extraccion de plasmido
se realiz6 con el GeneJET Plasmid Miniprep Kit. La concentracion del DNA se
cuantifico en el Nanodrop y la pureza del DNA se verificé por la relacion A260/A280
(2) y A260/A230 (1.8 — 2.2).

VI1.1.2 Produccion de DNA con el promotor APR. Se usaron los primers
pFAB_pin_R y pFAB_pin_F. Este PCR se realizd con la TagDNA polimerasa con un
Ta de 60°C (Tabla 4). El producto esperado es de 2043 pb.

Los productos de PCR para cada reaccion fueron observados en electroforesis
de agarosa 0.8%, 100V, 1h y se cargaron 3 pl de cada reaccion. Para todos los casos,
se utilizd el marcador de peso Gene Ruler 1Kb DNA Ladder Plus. Los geles fueron
tefiidos con bromuro de etidio y observados con el transluminador. El producto de PCR
se purifico mediante el GenJET PCR purification Kit, se cuantifico en el Nanodrop y

se anotaron los valores de A260/A280 y A260/A230 para verificar su pureza.
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Tabla 4. Disefio del PCR para la obtencion del DNA que contiene el promotor APR

Reactivo [ ] inicial []final Volumen (ul)

H20 33

Buffer 10X TagDNA pol 10X X 20
MgCl. 25mM imM 8

dNTPs 10 mM 0.2 mM 4
pFAB_pin_R 10 pM 0.2 uM 4
pFAB_pin_F 10 pM 0.2 uM 4
pD100/30/ pP75/30 100 ng/ul 1ul 1
TaqgDNA pol 5 U/ul 1.25 U/50pl 1

Volumen final 200

Tabla 5. Termociclado del PCR para producir

el DNA con el promotor APR

Numero de ciclos | Temperatura | Duracion
1 95°C 5 min
95°C 30s
30 60 °C 30s
72°C 2 min
1 72°C 10 min
1 4°C 00
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V1.2 Ensayos de inmovilidad electroforética (EMSA)

Estos ensayos fueron realizados para evaluar la formacion de complejos
especificos RPo enrollados. Se usé 0.3 pmol (450 ng) del DNA de pinzas (2300pb) con
1.5 pmol de RNAP de E. coli, estos se incubaron por 20min a 37°C en TB40 1X en un
volumen final de 5 pl. Luego, se agreg6 0.5 ul de heparina 2 mg/ml para seleccionar
los complejos especificos, se incubd por 20 min a 25°C (Rivetti et al., 1999 y Craig et
al., 1995). Finalmente, se agregd 1 ul de buffer de carga 6X y todo fue cargado en el
gel nativo.

Todos los geles fueron corridos en Buffer TBE 0.5X por 1h con 30 min a
120V en condiciones nativas en PAGE 4% y a 4°C (Stellwagen, 2013); se usé un
marcador de DNA entre 100pb y 1Kb. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio
al 0.01% por 15min y visualizados en un transluminador. Estos ensayos fueron
realizados con el objetivo de sondear la estabilidad de los complejos en las condiciones

usadas en el microscopio de pinzas opticas.

V1.3 Inmovilizacion de anticuerpos anti-DIG en microesferas de poliestireno.
Este protocolo fue realizado para inmovilizar, de forma covalente, los
anticuerpos anti-digoxigenina en la superficie de las microesferas de poliestireno de
3.4um.
1. Centrifugar por 30 min a 3000 rpm, 1ml de microesferas recubiertos con
proteina G (Spherotech PGP-30-5, 0.5% w/v) y remover el sobrenadante.

2. Resuspender las microesferas en 1ml de AB buffer.
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3. Disolver el anticuerpo policlonal de oveja de anti-digoxigenina (200 pg) en
200ul de buffer PBS pH 7.4.

4. Disolver 50mg de DMP (Thermoscientific Pierce 21666) en 1ml de AB buffer.

5. Agregar 60-65ul de anti-digoxinenina (1pg/ul) a las microesferas y mezclar
rapidamente.

6. Agregar 30ul la solucion de DMP a los microesferas y mezclar rapidamente.
Mantener en agitacion leve por 1h a 25°C.

7. Centrifugar por 10min a 3000 rpm a 4°C, remover el sobrenadante y
Resuspender en 1ml de Tris-base 1M pH 7.8. Mantener en agitacion leve por
2h a 25°C

8. Centrifugar por 10min a 3000 rpm a 4°C, remover el sobrenadante y
Resuspender en 1ml de Buffer microesferas.

9. Centrifugar por 10min a 3000 rpm a 4°C, remover el sobrenadante vy
resuspender 500ul de Buffer microesferas 3 veces.

10. Incubar en BSA 10X (NEB) por 10min y centrifugar por 10min a 3000rpm a
4°C, remover el sobrenadante y Resuspender en 500 pl buffer microesferas.

11. Repetir el paso anterior, pero Resuspender en 900ul de buffer microesferas.

12. Separar en alicuotas de 50-80ul, guardar a 4°C.

Se tomaron entre 30-40ng del DNA usado para las pinzas 6pticas, luego se
agrego 1, 3, 5y 7ul de microesferas preparadas en 10 pl de volumen de reaccion. Todo
el volumen fue corrido en agarosa 0.8% a 100V por 40 min y visualizado por tincion

con bromuro de etidio en transluminador.
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V1.4 Formacion del complejo RPo enrollado
Se realizd en 3 pasos de acuerdo a Rivetti et al., 1999 y Craig et al., 1995.

- Primero, se usé 0.2136 pmol RNAP-c"° y 0.042pmol de DNA (2300 pb)
(relacion 5:1) en TB40 1X (20mM Tris HCI, 40mM KCI, 5mM MgCl,, 1mM
DTT); se incubd por 20 min a 37 °C en un volumen final de 5 pl. En este paso
se forman los complejos de iniciacién abiertos (RPo) entre la RNAP vy el
promotor APr.

- Segundo, se adiciond 0.5 ul de heparina (2 mg/ml). Se incubo a 25 °C por 15
min. En este paso, la heparina selecciona los complejos DNA-proteina
especificos. Luego de la incubacion, se completé a 10 ul en TB40 1X y se
realizo una dilucion de 1/20.

- Finalmente, se tomaron 1.5ul de 1/20 RPo con 5ul de microesferas de
poliestireno (3.4 um), que tienen anti-digoxigenina inmovilizada, en TB40 1X
y se incubaron por 20 min a 25 °C. Los complejos formados fueron diluidos en
500 pl de TB40 1X y mantenidos a 4 °C antes de su utilizacion en las pinzas
Opticas.

El mismo protocolo fue usado para el estudio del promotor APR silvestre y la
mutante upstream; el aumento de la fuerza idnica y el efecto del ppGpp (ver figura 6).
Sin embargo, para el estudio del efecto del anion glutamato, los complejos RPo y el

buffer de transcripcién se prepararon a 100mM de KGlu.
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Figura 6: Pasos en la formacion del complejo RPo. Como se observa, hay dos pasos: A) La incubacion
entre la RNAP de E. coli (sombra verde) y el DNA que contiene el promotor APR (linea roja); los
extremos del DNA estan marcados con Digoxigenina (rojo, derecho) y biotina (verde, izquierdo); B)
Formacion de complejos DNA-proteina especificos (unido al promotor) e inespecificos; y C) Seleccion

de complejos especificos RPo por adicién del competidor heparina.

V1.5 Disefio de microfluidica

La camara de microfluidos consta de dos capas externas de vidrio 24 mm x 60
mm X 0.2 mm, donde una de ellas contiene 6 agujeros hechos con laser. Estas laminas
de vidrio encierran dos laminas de nescofilm (Figura 7A) entre los cuales se colocan la
pipetay los 3 dispensadores (Figura 7B). La pipeta se genera utilizando un sistema que,
por medio de un aro caliente y la gravedad, agudiza la punta hasta lograr una luz de,
aproximadamente 1 um. En el canal principal de la Figura 7B (central), se realizan los
experimentos de transcripcion de acuerdo a la geometria de la Figura 8. Los

dispensadores agregan, al canal central, microesferas con RNAP-DNA, con
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estreptavidina y NTPs. El sistema de microfluidos se completa colocando y asegurando

las laminas ensambladas a una armazon de metal (41), ver Figura 7C y D.

V1.6 Geometria de experimento

Los complejos RPo enrollados, entre el promotor APR y la RNAP-670 de E.
coli, fueron capturados entre dos microesferas (esferas azules, Figura 8) que contienen
anticuerpos anti-digoxigenina (anti-DIG) y estreptavidina. EI DNA tiene una
digoxigenina y biotina en los extremos (Figura 8) y estos interacciona con un
anticuerpo anti-Dig inmovilizado en una bolita de 3.4pum y con la estreptavidina en una
bolita de 2.1um, respectivamente. La bolita de 3.4pum es capturada por el laser (trampa
Optica) y la bolita 2.1um, mediante presion negativa, por una pipeta (Li et al., 2006;
Mihardja et al., 2006; Liphardt et al., 2001; Cecconi et al., 2005), ver Figura 8. La
misma geometria se utilizd para todas las condiciones estudiadas.

A continuacion se procedié a manipular el complejo DNA-proteina con los
experimentos de Force-ramp. Como se observa, no se agrego la RNAP de E. coli en
trans, ya que la formacion del complejo RPo con el DNA capturado en las pinzas es
muy dificil a 25° C (temperatura de trabajo del microscopio de pinzas épticas). Los
complejos RPo especificos fueron seleccionados con heparina y trabajando a
temperatura ambiente. Es decir, se pre-incubd la proteina y el DNA antes de trabajar
en el microscopio de pinzas oOpticas; similar a Mihardja et al., (2006). Este protocolo
fue posible ya que el tiempo de vida media del complejo es de 6h a 25°C (Lyzen et al.,

2009).
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Figura 7. A) Imagen mostrando la forma de ensamblaje de la cAmara de microfluidos. Las laminas a 'y
b son de vidrio N°2, 25 x 60 mm (1 x 23/8”). El nescofilm tiene orificios y canales hechos con laser. Las
laminas de vidrio sellan el nescofilm con la pipeta y dispensadores. B) Geometria de la disposicién de
pipeta y dispensadores. La micropipeta fija una bolita de poliestireno de 2.1 um por presion negativa;
mientras que los dispensadores 1, 2 y 3 adicionan, al canal central, bolita con anti-digoxigenina (2.1um),
bolita con el DNA que contiene a la RNAP-670 unida al promotor APR (3.4um), y otros factores como
ppGpp, respectivamente. C) Armazon unido a las I&aminas ensambladas y con tubos de silicona,
conectando los canales generados por el nescofilm, y D) Sistema completo de microfluidica, las jeringas

contienen soluciones que son llevadas, mediante presion positiva, a los canales mostrados en B.
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Estreptavidina

Pipeta

Figura 8: Geometria del experimento, se observa que el complejo enrollado es capturado a partir de los
extremos del DNA por las madificaciones en el extremo 5" y 3" con biotina (rojo) y digoxigenina (verde),
respetivamente. El extremo 5" fue capturado por una bolita que tiene estreptavidina inmovilizada (rojo);
mientras que el extremo 3" sera captura por otra bolita que tiene anti-digoxigenina inmovilizada (Verde).
El extremo 3" es manipulado por la trampa éptica, mediante estiramiento o relajacion del complejo

DNA-proteina (entre 4 y 15 pN de fuerza) con el protocolo Force-ramp.

V1.7 Analisis de datos

V1.7.1 Recuperacion de datos: El instrumento usado fue una trampa éptica de doble
laser counterpropagating, el cual es controlado por un piezoelectrico y deja una
resolucién menor a 0.5nm (Smith et al., 2003). EI movimiento del light-lever es usado
para recuperar los datos de movimiento de la trampa; mientras que la deteccién del

PSD (position-sensitive photo-detector), desviaciones de la microesfera del centro de
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la trampa (J. Wen et al., 2007, Manosas et al., 2007, Li et al., 2006). Al iniciar cada
experimento, se requiere manipular las microesferas hasta hallar un complejo entre
ellas; durante esta blusqueda se registrd los datos continuamente a una frecuencia
relativamente baja, de 10 datos/s (10 Hz). Al hallar un complejo, todos los datos se
recuperaron a 250 datos/s (0.25 kHz). Los datos fueron suavizados con una ventana de
4ms.

V1.7.2 Experimentos de gradiente de fuerza: También llamado Force-ramp, en estos
se provocd el desenrollamiento y enrollamiento reversible de los complejos RPo
mediante movimientos ciclicos de la trampa Optica entre 4 y 15pN a velocidad

constante de 3pN/s.

Rip

z

o " .

b Estlramlento/
N

g

[V

Fuerza (pN)

5 ¥ Zip
/ Relajacion

?00 200 300 400 SéO 34.10 3é0 3I80 4(I)0 4I20 44I10 4(:30
Extension (nm) Extension (nm)

Figura 9: A) Traza representativa de estiramiento y relajacion, se observan el cambio de extension, rip
y zip, respectivamente. El rip representa el evento de desenrollamiento, mientras que el zip, el
enrollamiento; B) Ejemplo representativo del andlisis de cada evento de cambio de extension; cada
rip/zip ocurre a una fuerza (F, pN) y cambio de extension (x, nm). A partir de dichos datos, se podra

calcular el trabajo mecénico (W = F. x) involucrado en el rip/zip.
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V1.7.3 Distribucién de fuerza vs extensién. Se realizd el experimento de perturbar al
complejo enrollado con fuerzas entre 4 y 15 pN. Durante el experimento, se observaran
eventos de desenrollamiento (rip) y enrollamiento (zip) que estaran representados con
un cambio de extension (x,nm) a una fuerza determinada (F,pN) (Figura 9). Se
realizard el andlisis de distribucion de fuerza y extension para determinar las
propiedades mecénicas del complejo enrollado y, usando un analisis de analisis de

dispersion de rips/zips (F vs x), la homogeneidad de las poblaciones. A partir de cada

transicion (rip o zip) se calculara el trabajo realizado como w = f;f F(x)dx.

VI1.7.4 Andlisis de longitud de contorno (4L.) del DNA enrollado. Para hallar la
longitud de ADN involucrado en el enrollamiento, analizamos la extension de cada
rip/zip considerando dos correcciones importantes a partir de los datos colectados.
Primera correccion; para la estimacion de la longitud de persistencia (P) del
DNA: Cuando estiramos un DNA, la sefial recolectada en el PSD (position sensitive
detector) es la posicidn de la trampa Optica y no del DNA. Por lo tanto, antes de realizar
el ajuste de una curva fuerza vs extensién de DNA a un modelo de polimeros, debemos

extraer la distancia por desplazamiento de la microesfera del centro de la trampa. La
. . av .
fuerza que experimenta la microesfera es F = |d—xb| , donde dV}, es la energia
x=b
potencial de la microesfera a una distancia x = b del centro de la trampa Optica. Sin

. .y 1
embargo, podemos usar una aproximacion donde, V, = Ekxz, por lo tanto, F = kx,

donde k es la constante del resorte de la trampa o stiffness (44). Una vez determinado
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el stiffness de la trampa, se procedié corregir la contribucion de x a la extensién del
DNA (ver Apéndice para més detalle).

Las curvas de fuerza vs extension del DNA fueron corregidas y ajustadas al
modelo WLC (worm like chain model, modelo de la cadena vermiforme) (Smith et al.,
1992; Bustamante et al., 1994; Smith et al., 1996),

FP 1( x )‘2 1 N X
KzT 4 L.(DNA) 4 L.(DNA)

Donde P es la longitud de persistencia (hm), L.(DNA) es la longitud del DNA
que se esta estirando (nm), x es el desplazamiento del polimero (nm) a una fuerza F
determinada (pN). Conociendo la longitud de nuestro DNA (L. ~ 2024 pb o 688nm)
podemos extraer P para nuestras condiciones experimentales de TB40 1X (20mM Tris
HCI, 40mM KCI, 5mM MgClz, 1mM DTT, pH 8.0).

Segunda correccion, para estimar los cambios de extension a fuerza cero o
longitud de contorno. Ya que el cambios de extension (Figura 9B) a diferentes fuerzas
no involucra el mismo DNA enrollado a fuerza cero; se procedio a usar el grafico de
dispersion (F vs x) para todos los rip y zip de cada poblacion estudiada.
Posteriormente, se uso la longitud de persistencia P estimada en el paso anterior y
ajustaron los datos del dispersion (F vs x) al WLC model para calcular la longitud de
contorno del DNA involucrado en el desenrollamiento y enrollamiento, AL.(rip) y

AL (zip) respectivamente (ver en resultados, Figura 17 y 18).

VI1.7.5 Analisis termodinamico: Se utilizd el teorema de fluctuacion de Crooks

(Collin et al., 2005). De acuerdo al teorema, es posible calcular la diferencia de energia
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libre, en el equilibrio, a partir experimentos fuera del equilibrio. Se determiné la
distribucion de probabilidad del trabajo de cada rip (w,,—) Y Zip (Wy_.) Y €Stos se

ajustaron a una distribucién normal,

2
1 1 WiLi) — Wi
P(wi)) = ———exp | Winj) = Winy
,2 2 Ow. .-
T[O-Wi—u' [ad ]

Donde i — j representa w — u 0 u — w. Posteriormente, se utiliz6 la relacion,

P(Woon) _ (A

_ N weus KgT
P(wWyow)

Donde A4G,,_,, es la diferencia de energia libre entre el estado enrollado y
desenrollado a una fuerza determinada; Kz y T son la constante de Boltzmann y la
temperatura (Kelvin), y w,_,,, Y wy,_,, S0n el trabajo realizado en el rip o zip (pN.nm),
respectivamente. Del teorema se observa que cuando las probabilidades son iguales
P(w,,_) = P(w,_), €l trabajo realizado es igual a la diferencia de energia libre en
el equilibrio, AG = w (Alemany et al., 2011; Collin et al., 2005). Aqui, cada w;_, ; es
un trabajo fuera del equilibrio o irreversible se compone de trabajo en el equilibrio o
reversible (4G) y trabajo disipado W{i_l;“}. De acuerdo a lo anterior podemos mencionar
que (8), Gore et al., 2003),

(Wisj) = 4G + (w5
Donde (wid_ij-) es el trabajo disipado medio, y se cumple lo siguiente,
v Si (widjs}-) = 0KgT el estiramiento/relajacion ocurre en el equilibrio

v Si(wis) < 6K5T el estiramiento/relajacion ocurre cercano al equilibrio.

i—j
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v Si (wid_"fj) > 60KzT el estiramiento/relajacion ocurre muy lejos del
equilibrio.

El AG calculado corresponde a la diferencia de energia libre del rip/zip. Por lo

tanto, AG tiene las siguientes contribuciones,
AGyy = AG) oy + Whanate + Weomplex

Donde W, = Whanate + Weomplexs Whanate €5 12 contribucion entrépica de las
mangas de DNA (handles, 643nm; 317 y 326nm para la handle derecha e izquierda,
respectivamente) cuando se produce el cambio de extension y reduccion de la fuerza;
Weompiex €S la contribucion entrépica de tener el complejo enrollado a una fuerza
determinada; y AG2_,,, es la diferencia de energia libre a fuerza cero (Liphardt et al.,
2001; Manosas & Ritort, 2005), de manera que,

Wy, ={W(hy, u) + W(hy, W} — {W(hy, w) + W(hy, w)}

Donde W (h,,u) es el costo entrépico de la handle 2 (h,) cuando el RPo se
encuentra desenrollado (u); y W (h,, u) es el costo entrépico de la handle 1 (k) cuando
el RPo se encuentra desenrollado (u). Mientras que W (h,, w) es el costo entrdpico de
la handle 2 (h,) cuando el RPo se encuentra enrollado (w); y W(h,,w) es el costo
entropico de la handle 1 (h,) cuando el RPo se encuentra enrollado (w). Todos estos

componentes son definidos por,

Xh2 (U)

W(h,,u) = f F(Lc(xhz,u))dx

0
xXp1(U)

W(hy,u) = f F(Lc(xhl,u))dx

0
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Xp2 (F)

W(h,,w) = f F(L(xpzw))dx

0

Xh1(F)

W(hyw) = f F (Lo Geny, ) )dx

0

Donde F(Lc(xhz,u)) es la fuerza generada al estirar la handle h, en un valor
de x;, cuando el RPo se encuentra desenrollado (u); F(Lc(xhl,u)) es la fuerza
generada por la handle h1 cuando se estira xj; cuando el RPo se encuentra
desenrollado (u); F(Lc(xhz, w)) es la fuerza generada por la handle h2 cuando se estira
Xp2 cuando el RPo se encuentra enrollado (w); y F (Lc(xhl,w)) es la fuerza generada
por la handle h1 cuando se estira x;, cuando el RPo se encuentra enrollado (w).

Finalmente, la correccion entropica de ocurrencia del rip/zip del DNA enrollado

alrededor de la RNAP es,
XAL¢
Wcomplex = J- F(xALC: ALC) dx
0

Donde F(xALC,ALC) es la fuerza generada del DNA enrollado AL, al ser
estirado x,,, durante el rip. Los valores de F(L.(xpz,u)), F(L.(xp1u)),

F(L.(xpzw)), F(L.(xp1,w)) Y F(xa,,, AL.) se obtienen por el modelo WLC,

-2
1 X; 1 X
F(LeG,0)) =5 <1 " L(h, 9)) "1 Lm0

Donde i = {hy, h,, AL}, 0 ={w,u} y j={1,2}. Para el caso particular,

cuando x; = x,,, se tendré L.(h;,0) = ALL.
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VII. RESULTADOS

VI1.1 Producto de PCR y retencion por microesferas:

Se obtuvo un producto de PCR de 2024 pb el cual contiene el promotor APR
silvestre desde las posiciones -100 upstream hasta +30 downstream y modificaciones
de biotina y digoxigenina en sus extremos. Este producto fue purificado mediante corte
de gel de agarosa para obtener un DNA homogéneo para su posterior estudio en las
pinzas Opticas (Figura 10A). Para verificar si el DNA purificado puede ser capturado
por las microesferas con anti-digoxigenina, se realizé un ensayo de retencién. Como
se observa, con una incubacién de 15 min y 20 min, el DNA es capturado y esto es

dependiente de la concentracién de microesferas (Figura 10B).

A B

DNA PCR si -
DNA purificado --- si DNA

Beads (ul) [ --- 7 5 3 1

Figura 10: Ensayos en geles de agarosa, previos a la formacion del complejo RPo enrollado y su estudio
en el microscopio de pinzas Opticas. A) Purificacion del producto de PCR por gel, B) retencion del DNA

por microesferas con anti-digoxigenina a 15 min de incubacién.
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A | I I v VvV Vi VIl
DNA 1 1 1 1 1 5 1 1

RNAP 2 2 2 3 2 2

Heparin | — | — 3 33 | 2 3 3 2

B C

L vV TRl NV VoV
DNA 1 1 1 N 1 1
RNAP | - 2 2 g 2 2 DNAAPR | — | — | — 1 1 1
Heparin| — | — [ 3 | § 3 DNArandom| 1 [ 1 | 1 | & [ — [ — |
Tiempo | -- --- | 20min 4h RNAP holo | --- 2 2 3 - -
RNAPcore | — | — | — | = | — | 2 2
Heparin - - 3 -—- - 3

Figura 11: Ensayos EMSA en geles de poliacrilamida para verificar la formacion de complejos DNA-
proteina entre la RNAP de E. coli y el promotor APR (A), la estabilidad de los complejos en las
condiciones ambientales de trabajo del microscopio de pinzas épticas (B), y los controles usando un
DNA aleatorio y RNAP sin factor sigma o core (C). La flecha roja indica los complejos DNA-proteina

y la flecha azul, el DNA solo.
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VI11.2 Ensayos de movilidad electroforética (EMSA)

Previo al microscopio de pinzas Opticas, se procedid a realizar ensayos en
PAGE nativo que nos muestren la formacion de complejos DNA-proteina entre la
RNAP E. coli y el promotor APR. Como se observa en la figura 11A, en ausencia de
heparina (carril 11 y V1) se forma un complejo DNA-proteina de diferentes tamafios ya
que se observa una banda muy amplia; sin embargo, cuando se agrega heparina (200
ug/ml) gran parte de estos complejos inespecificos se disocian y se observa una banda
de DNA en ausencia de proteina (carril 111); y la movilidad del DNA solo no se ve
afectado (carril VII). Lo anterior nos indica que la banda superior en el carril 111 son
los complejos DNA-proteina especificos; ademas, cuando la cantidad de heparina es
duplicada (400 pg/ml), la banda de complejos especificos no se modifica.

Las condiciones de trabajo en el microscopio de pinzas Opticas son a
temperatura ambiente y los complejos son estudiados uno por uno en el lapso de 3-4
horas. Por lo tanto, los complejos formados entre la RNAP E. coli y el promotor APR
deben de ser lo suficientemente estables para poder capturarlos aun después de ese
tiempo. Como se observa en la figura 11B (carril 1V y V), los complejos especificos
son estables a 25°C por 4 horas.

En la Figura 11C se observa que un DNA sin promotor forma complejos
inespecificos (carril II), pero cuando la heparina est4 presente (200 pg/ml) destruyen
todo tipo de asociacion dejando el DNA libre (carril 111). Ademas, el carril V y VI
muestran que la RNAP de E. coli sin el factor sigma 70 no puede formar complejos

inespecificos (carril V) ni especificos (carril VI).
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VI11.3 El enrollamiento de complejos RPo en pinzas opticas:

Una vez formados los RPo enrollados, se procedié a llevarlos al microscopio
de pinzas dpticas. Cuando una molécula de DNA fue capturada, se observd, en una
grafica de fuerza vs extension (protocolo de Force-ramp), dos tipos de
comportamiento; i) algunas se parecian a un DNA solo y ii) otras presentaban un
cambio de extension subito (rip o zip) a una fuerza determinada (Figura 12A y B).

Estos cambios de extension en el estiramiento (rip) y la relajacion (zip) pueden
corresponder a eventos de desenrollamiento y enrollamiento, del complejo enrollado
entre el promotor APR silvestre y la RNAP-670 de E. coli (Figura 12C y 13),
respectivamente. Las moléculas que se estiraron y no mostraron transicién o cambio
subito de extension se identificaron como DNA libre de proteina. Para evaluar si las
sefiales observadas (cambios de extension) son dependientes de RNAP- 70, se
realizaron los siguiente controles negativos: i) Se estiraron muchas moléculas de DNA,
las cuales no fueron incubadas con proteina; y ii) Se pre-incubo6 el DNA con la heparina
(200 pg/ml) y luego se adiciono la enzima. Se estiraron ~ 120 moléculas de DNA bajo
estas condiciones y no se observé ningun cambio de extension, por lo tanto los rip/zip
aparecen como dependiente de la RNAP.

Cada RPo que fue estirado y relajado por ~5-30min; y cada ciclo presento un
rip y zip, lo que quiere decir que el proceso es reversible en el intervalo de fuerzas
aplicado (4 — 15pN), ver Figura 13. Esto indica que, a fuerzas <15pN, aunque el ADN
se halle probablemente muy estirado, se mantiene la interaccion RNAP-670 de E. coli

con el promotor APR silvestre y mutante, y para todas las condiciones estudiadas.
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Los experimentos se realizaron de manera semejante para todas las condiciones:
i) APR silvestre a S0mM de KCl, ii) APR mutante a 50mM KCl, iii) APR silvestre a

100mM de KGlu, iv) APR silvestre a 300mM de KCI y v) APR silvestre a 100uM de

pPGpp.
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Figura 12: A) Estiramiento del RPo, se observa un rip que corresponde al desenrollamiento (W — U)
del DNA alrededor de la RNAP; B) relajacion del RPo, se observa un zip que corresponde en
enrollamiento (U — W) del DNA alrededor de la RNAP; C) El estiramiento (curva azul) y relajacion

(curva roja) se muestran para un complejo RPo enrollado individual (experimento de force-ramp).
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Figura 13: Esquema general del protocolo de force-ramp. Una vez capturado una molécula de DNA,
este se procedio a estirar (1 — 5) y relajar (5 — 1) entre fuerza de 4-15pN. A continuacién se resumen
los eventos: (1) una molécula de DNA, que tiene la RNAP-670 unida al promotor APR, se encuentra
entre dos microesferas y se observa una tension de 3pN por movimiento manual de la trampa Optica; (2)
Este DNA es estirado a una velocidad constante de 3pN/s de forma automaética, luego; (3)
repentinamente, ocurre una caida de la fuerza, de 10 a 9.2 pN para este caso, debido al desenrollamiento
del complejo RPo; (4) La trampa Gptica se sigue moviendo hasta que llega a 10pN, provocandose un
cambio de extension, E; donde i = rip o zip, debido al DNA desenrollado; y (5) el complejo RPo
desenrollado se tensa hasta una fuerza maxima de 15pN, momento en el que el desplazamiento de la
trampa Optica se revierte de acuerdo al protocolo. Este proceso se repite muchas veces tanto en

estiramiento o relajacion. En el inserto se muestra la relacion del proceso descrito y un rip experimental.
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V1.4 Dos tipos de complejos RPo

Sorprendentemente, y en todas las condiciones, se identificd dos tipos de
complejos RPo enrollados entre la RNAP de E. coli y el promotor APR. Un tipo de
complejo, que sera denominado Tipo 1, tiene dos transiciones (Figura 14A), una a baja
fuerza y otra a alta fuerza que llamaremos transiciones tipo 1a y 1b, respectivamente;
y el otro, que presenta una sola transicién (Figura 14B) sera llamado Tipo 2. Ademas,
durante el experimento de force-ramp, cada complejo fue estirado y relajado por un
tiempo prolongado (~5-30min), lo que involucra tipicamente de 50 a 300 ciclos de
estiramiento. Notablemente, el comportamiento de cada complejo (tipo 1 o 2) se
mantuvo a lo largo del tiempo; la conversion de un tipo de complejo RPo en otro nunca

ocurrio.

VI1.5 Caracterizacion del complejo RPo enrollado

VI11.5.1 Propiedades mecanicas. Se observo que el complejo enrollado RPo resiste
fuerzas menores a 9 — 10 pN. Para la transicion 1a, los complejos se desenrollan a una
fuerza media (F,;,) = 8.0 £ 0.1 pN con un cambio de extension de (E,;,) = 20.7 + 0.1
nm; mientras que el enrollamiento ocurre a (F,;,) = 7.1 £ 0.1 pN y (E,;;,) = 18.4+0.2

nm (Figura 15A y 16A).
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Figura 14: Trazas representativas de los dos tipos de complejos RPo enrollados, 1 y 2. Estos
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corresponden al promotor APR silvestre (-100/+30). Como se observa, el tipo 1 (A) presenta dos
transiciones la y 1b, a bajas y altas fuerzas, respectivamente; mientras que el tipo 2 (B), solo una
transicion, la cual es muy parecida al tipo 1b. Ademas, cada tipo de complejo RPo enrollado fue estirado
y relajado muchas veces en el experimento de force-ramp, entre 4-15pN de fuerza, y estas mantuvieron

su identidad en el tiempo; es decir el tipo 1 nunca se convierte en 2, ni viceversa.
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Para la transicion 1b el rip y zip se solapan en fuerza y cambios de extension
para las condiciones experimentales (3pN/s de estiramiento y relajacién en force-
ramp); (F,,) = 8.8 £ 0.1 pN y (E,;,,) = 15.3 £ 0.4 nm para el desenrollamiento, y (F;;,)
=87+ 0.1 pNy (E;,) = 15.0 £ 0.5 nm para el enrollamiento. Para el caso de la
transicion tipo 2, el comportamiento es muy similar al tipo 1b; (F,;,) =9.3+ 0.1 pNy
(Erip) =15.5 £ 0.2 nm para el desenrollamiento y (F;,,) = 9.0+ 0.1 pNy (E,;,,) = 15.1
+ 0.1 nm para el enrollamiento (Figura 15 y 16).

Como se observa, el comportamiento de la transicion 2 es muy similar el tipo
1b, para el caso de los complejos formados entre la RNAP-670 y el promotor APR
silvestre (-100/+30). Como se vera mas adelante, esto se mantiene para las otras
condiciones estudiadas. Debido a lo anterior, podemos mencionar que: i) el complejo
RPo tipo 1 desenrolla en dos pasos, Wab — Wb — U donde Wb es un intermediario y
el proceso Wb — U es mas rapido y mas estable, mientras que Wab — Wb es el paso

limitante; y ii) el complejo RPo tipo 2, se desenrolla en un solo paso, Wb — U.

VI11.5.2 Longitud de contorno (AL.) del DNA enrollado. Un cambio de extension a
una fuerza determinada no equivale al DNA que participa en el enrollamiento de los
complejos tipo 1y 2, debido a que la extension del ADN depende de la fuerza a la que
estd sometido. Se procedi6 a utilizar el modelo WLC de polimeros para estimar el
cambio de extension a fuerza cero o longitud de contorno AL, a partir de los cambios

de extension vs la fuerza de los rips y zips (Figura 17 y 18).
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Figura 15: Distribucién probabilidad de fuerza del desenrollamiento (rip, azul) y enrollamiento (zip, rojo) de las transiciones 1a (A), 1b (B) y 2 (C). Todos los
graficos se encuentra sobre una escala entre 6 y 10.5pN. Claramente se observa que la fuerza del rip es superior a la del zip, para el 1a (A); mientras que para el tipo
1b y 2 estos se solapan. Todas las distribuciones se ajustaron a la ecuacién Gausiana. Los valores de medias y desviaciones estandar pueden encontrarse en la Tabla

6.
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Figura 16: Distribucién probabilidad de los cambios de extension del desenrollamiento (rip, azul) y enrollamiento (zip, rojo) de las transiciones 1a (A), 1b (B) y 2
(C). Todos los gréaficos se encuentra sobre una escala entre 6 y 33 nm. Claramente se observa que la extension del rip es ligeramente mayor a la del zip, para el 1a
(A); mientras que para el tipo 1b y 2 estos se solapan. Todas las distribuciones se ajustaron a la ecuacion Gausiana. Los valores de medias y desviaciones estandar

pueden encontrarse en la Tabla 7.
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Figura 17: Graficos de cambios de extension vs fuerza de todos los rip (A) y la distribucion de longitud de contorno estimada (B) para el complejo RPo 1,

transiciones 1a (rojo) y 1b (verde), y del complejo RPo 2 (azul). Los puntos son los datos experimentales, mientras que la linea continua es el ajuste de los datos a

-2
la ecuacion F = %{% (1 - ﬁ) - % + ﬁ} donde se ha utilizado una longitud de persistencia de P = 20nm y KzT = 4.1 pN.nm para nuestras condiciones de

trabajo (24°C); y donde F y x son los valores de fuerza y cambios de extension de cada rip/zip. Como se observa, el Gnico parametro a estimar es AL, yaque F y x

son conocidos experimentalmente.
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Figura 18: Graficos de cambios de extensién vs fuerza de todos los zip (A) y la distribucion de longitud de contorno estimada (B), para el complejo RPo 1,

transiciones 1a (rojo) y 1b (verde), y del complejo RPo 2 (azul). Los puntos son los datos experimentales, mientras que la linea continua es el ajuste de los datos a

-2
la ecuacion del modelo WLC, F = %{% (1 - ﬁ) - i + ﬁ} donde se ha utilizado una longitud de persistencia de P = 20nmy Kz T = 4.1 pN.nm para nuestras

condiciones de trabajo (24°C); y donde F y x son los valores de fuerza y cambios de extension de cada rip/zip. Como se observa, el Gnico pardmetro a estimar es

AL, ya que F y x son conocidos experimentalmente.
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Para el caso de la transicion la, se obtuvo una longitud de contorno de
desenrollamiento AL (rip) = 70.6 = 2.1 pb y de enrollamiento AL.(zip) = 64.7 = 0.9 pb.
Sorprendentemente, la diferencia de longitud de contorno entre el desenrollamiento y
enrollamiento es significativa, 44L. = 6.7 = 0.6 (p-value = 0.000). Lo anterior nos indica que
los eventos de zip no llegan a enrollar la misma longitud de ADN que es desenrollada por los
rip. Es importante comprender que el trabajo de desenrollamiento o enrollamiento puede ser
identificado gracias a que registra una transicion subita; si ocurriese de manera suave, se
registraria solamente una sutil desviacion en la curva fuerza-extension y, una posible
explicacion, es que una fraccion del enrollamiento ocurre de alguna forma no-cooperativa,
probablemente antes de la transicion, de manera que no puede ser detectada por el
instrumento.

A diferencia de 1a, la transicion 1b presenta 4AL. = 0 pb, por lo tanto, el trabajo del
enrollamiento ocurre con la misma cooperatividad que el de desenrollamiento. Se obtuvo un
AL (rip) =52.9 £ 1.5y AL.(zip) = 52.9 + 1.5 pb para desenrollamiento y enrollamiento,
respectivamente. Tal como se menciono, los cambios de extension (E,.,) ¥ (Ez;,) son muy
similares entre la transicion 1b y 2, y lo mismo ocurre con sus respectivos cambios de
longitud de contorno, para los que se obtuvo los valores de AL.(rip) =52.9 £ 0.9 y AL.(zip)
= 52.9 + 0.6; ademas, debe notarse que al igual que el tipo 1b, la transicion 2 recupera el
enrollamiento en un proceso 100% cooperativo, ya que presenta un 44L. = 0 pb.

Del anélisis anterior, se desprende que los complejos RPo tipo 1 presentan dos
transiciones, una desenrollando ~65pb (Wab — Wb) y otra ~50pb (Wb — U) dando un total
de ~115pb que se desenrollan de forma cooperativa. Ademas, en la relajacion Wb — Wab,

~7pb se enrollan de forma no cooperativa (Wb — Wb'); en cambio, el RPo tipo 2 presenta
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solo una transicién (U - Wb) con ~50pb de forma cooperativa (ver Figura 19 para mas

detalle en la descripcion).

20% v
1b

1a U

80%

v

Figura 19: Descripcion del desenrollamiento durante el estiramiento (curva azul en traza representativa) y del
enrollamiento durante la relajacion (curva roja en traza representativa) del complejo RPo enrollado entre la
RNAP-670 y el promotor APR. En la parte superior se explica los eventos del RPo tipo 1, donde: i) la transicion
a baja fuerza (1a) involucra el enrollamiento Wb — Wb' — Wab donde Wb — Wh' es de forma no-cooperativa
y Wb' — Wab de forma cooperativa, y el desenrollamiento cooperativo Wab — Wb; y ii) la transicién a alta
fuerza (1b) involucra el enrollamiento U - Wb y el desenrollamiento Wb — U ambos totalmente cooperativos.
En la parte inferior se explica el evento del RPo tipo 2, donde se observa el enrollamiento U - Wb vy el
desenrollamiento Wb — U ambos totalmente cooperativos. En la parte izquierda se observa que los RPo 1y 2

representan el ~20 y 80% de toda la poblacion de complejos RPo enrollados

VI11.5.3 Termodinamica del enrollamiento. Todas las distribuciones de probabilidad de
trabajo de rip y zip, desenrollamiento y enrollamiento respectivamente, fueron ajustados a
una distribucién normal (R? > 0.9) y, para todos los casos, estas se intersectan (transicion
1a), o se superponen (1b y 2) (Figura 20). Usando el teorema de fluctuacion de Crooks fue

posible determinar el trabajo reversible (4G,,_,,,) para todas las transiciones.
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Figura 20: Distribucién de trabajo del rip (azul) y zip (rojo), desenrollamiento (w,,_,,) y enrollamiento (w,,_,,,),
respectivamente. Los puntos son los datos experimentales y la curva continua el ajuste a la curva Gaussiana. A)

Transicion tipo 1a, las distribuciones se intersectan, y el trabajo de interseccion equivale al trabajo reversible o

AG-W
diferencia de energia libre; ya que, de acuerdo al teorema de fluctuacion de Crooks, Plvww) _ o <KBT )

P(Wy-w)
cuando P(w,,_,,,) = P(w,_,,), se cumple que 4G = W; B y C) Transicién tipo 1b y 2, las distribuciones de
trabajo se superponen, por lo que para estos casos el trabajo es de tipo reversible o muy cerca del equilibrio a

las condiciones experimentales (3pN/s de perturbacion).
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Para el caso de la transicion 1la (Wab — Wb), se obtuvo un 4G,,_,,, de ~131 pN.nm
(figura 20A, intersecto de distribucion de probabilidades). Como se menciond en los
materiales y métodos, este valor no equivale a la diferencia de energia libre a fuerza cero, ya
que la transicion ocurre a una fuerza determinada, que restringe los movimientos del ADN
y, por lo tanto, implica un costo entrépico (Liphardt et al., 2001; Manosas & Ritort, 2005)
que en este caso corresponderia al complejo enrollado y del DNA que rodea al promotor
(~643nm). Restando las dos contribuciones anteriores (47.5 pN.nm) se obtiene una diferencia
de energia libre de desenrollamiento a fuerza cero de AGS_,,, ~92 pN.nm 0 ~22 K;T lo cual
corresponde a una constante de equilibrio de ~3.5 x 10° para Wab — Wh.

Para las transiciones 1b y 2 las distribuciones de trabajo estan aproximadamente
superpuestas (Figura 20B y C), debido a esto, se procedio a promediar el valor de los trabajos
medios para calcular el trabajo reversible. Restando las contribuciones entropicas, 36.9 y
37.6 pN.nm; se obtuvo un AGY_, de ~97 y 92 pN.nm o ~24 y 23 KT para 1b y 2,
respectivamente. Estos valores corresponden a constantes de equilibro de 19.6 x 10° y 5.9 x
10° para 1b y 2, respectivamente. Esto apoya la hipdtesis que las transiciones 1b y 2 son el
mismo proceso Wb — U (Figura 19) ya que coinciden en su termodindmica y propiedades
mecéanicas.

De lo mencionado arriba, se concluye que: el complejo enrollado RPo tipo 1 presenta
dos transiciones, donde el desenrollamiento sigue la via Wab - Wb — U, con diferencias
de energia de AGY,_y ~ 92y AGY 4w ~ 97 PN.nm dando un total de ~189 pN.nm, o ~46
KyT (27.6 Kcal/mol a 25°C). Mientras que el complejo RPo tipo 2, presenta una unica

transicion Wb — U con AGy,;,_y ~ 23 KgT (14 Kcal/mol a 25°C).
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VI1.6 Modulacion del enrollamiento por cambio se secuencia y fuerza idnica

Para comprobar que las sefiales observadas, rip o zip (Figura 12) corresponden
efectivamente a la asociacidn/disociacion del ADN enrollado en complejos RPo, se procedi
a: i) Modificar la secuencia del promotor silvestre APR (-100/+30), especificamente el tercer
motivo rico en AT, conocido por su importancia en enrollamiento (Mangiarotti et al., 2009),
por una secuencia aleatoria en la region upstream del promotor entre -75 y -10 (-75/+30); ii)
Reemplazar el anion cloro (CI) por glutamato (Glu’), que principalmente afecta a la region
downstream del promotor APR en interaccion con el jaw/clamp de la RNAP (Kontur et al.,
2010); e iii) Incrementar la fuerza idnica de 50 a 300mM de KCI, que reduciria la estabilidad
del complejo RPo (Roe & Record, 1985) con un efecto tanto a la region upstream como

downstream (Figura 21).

Alta fuerza idnica
(50 = 300mM KCl) \ e o8

38

Glutamato
(100mM)

Cambio de secuencia
(AT-rich = random)

Figura 21: Esquema que muestra el principal efecto del cambio de secuencia, de una region AT-rich a random,
el uso de glutamato y el aumento de la fuerza idnica en el complejo enrollado RPo entre RNAP-670 y el

promotor APR. Modelo tomado de Rivetii et al., 1999.
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Todo lo anterior fue realizado con el objetivo de observar cambios esperados como
lo mencionan los estudios cinéticos de formacién del complejo RPo entre la RNAP-670 de
E. coli y el promotor APR, Yy estudios estructurales de AFM. Como se verd mas adelante, el
comportamiento de las sefiales observadas corresponden al complejo RPo. Ademas, gracias
a esto, fue posible estudiar, con un detalle termodindmico y mecénico nunca antes alcanzado,

como la dindmica de la interaccion DNA-proteina es modificada por diversos factores.

VI1.6.1 Cambios en las propiedades mecanicas. Todas las condiciones estudiadas
aumentan la fuerza mecéanica del desenrollamiento y enrollamiento. Ademas, este aumento
va acompafiado por el incremento en el cambio de extension por el reemplazo de CI™ por Glu
y de la secuencia del promotor APR en los complejos RPo enrollados (Figura 22A y B). Sin
embargo, esto no se observa por aumento de la fuerza ionica, ya que el cambio de extension
se reduce; y esto es mas acentuado para la transiciéon 2 (Wb — U);de 15.1£0.1a12.5+£0.2
nm (Figura 22, Tabla 6 y 7). Como se menciond, los cambios de extension observados (Tabla
7), no corresponde al DNA enrollado alrededor de la RNAP ya que estos ocurren a una fuerza
determinada y la relacion entre ellas va de acuerdo al modelo WLC.

Como se verda mas adelante, la respuesta de la transicion 1by 2 (Wb — U) es muy
similar para todas las condiciones estudiadas; por ejemplo, la fuerza del rip o zip aumentan
~2pN para ambos casos Yy transiciones (Figura 22). Esto también ocurre por efecto del
aumento de la fuerza i6nica; (F.) y (E.) aumentan de ~9 a 10pN (~1pN adicional) para el

tipo 2; algo similar también se observa para (E,), ver Tabla 6.
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Figura 22: Efecto del cambio de secuencia (mut A 50 KCI), glutamato a 100mM (wt Glu) y alta fuerza i6nica

a 300mM KCI (wt 300 KCI) en la fuerza (A, pN) y cambios de extension (B, nm) de los rip (azul) y zip (naranja).

Como se observa, todas las condiciones incrementan la fuerza (A, rojo y azul). Ademas, tanto el Glu como el

cambio de secuencia inducen un aparente incremento en cambios de extension; mientras que a 300mM de KCl,

este se reduce. La linea negra indica el valor para la condicion de 50mM KCl con el APR silvestre.
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Tabla 6: Resumen de los valores de fuerza de rips/zip para todas las condiciones estudiadas

Promotor C type |n%/| (F,)(PN) |SDg. | R2(r) | (F,)(PN) |SDp, | R2(z) | N | T
APR wt E0mM la 20 8.0+£0.1 0.5 0.94 7.1+£0.1 0.6 0.92 | 419 6
w m
1 8.8+0.1 0.4 0.93 8.7+0.1 0.3 0.93 | 405
(-100/+30) KClI b
2 80 9.3+0.1 0.6 0.96 9.0+£0.1 0.7 098 | 920 | 23
APR mut A oy la o5 9.9+0.2 11 0.84 8.1+£0.3 1.3 0.87 124 3
mu m
1 10.9+0.1 0.9 0.98 10.6 £0.1 0.7 0.90 125
(-75/+30) KClI b
2 75| 11.8+0.2 11 0.86 11.3+£0.2 11 0.86 | 246 9
la 10.1+0.1 0.6 0.97 8.6 £0.6 1.0 0.95 [ 376
100mM 30 7
KGIu 1b 11.2+0.1 0.5 0.98 109+0.1 0.5 0.99 [ 370
APR wt 2 70 [ 10.6+0.1 1.1 0.96 10.2+0.1 0.9 0.91 | 812 18
(-100/+30) la 8.6+0.2 0.8 0.92 7.8+0.1 1.0 0.96 | 218
300mM 70 10
KCl 1b 10.1+0.1 0.8 0.91 10.0+0.2 0.8 0.93 | 217
2 30 99+0.1 0.5 0.99 9.7£0.1 0.5 0.97 293 5

* R-sq del ajuste de la distribucion de cambio de extension del rip (E,.).

** R-sq del ajuste de la distribucién de cambio de extension del zip (E,).

*** N: nimero total de trazas obtenidas por cada tipo de transicién y condicion.
* Condicion estudiada.

** % de complejo tipo 1 y 2 para cada condicién estudiada.

*** T: total de complejos RPo enrollados.
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Tabla 7: Resumen de los valores de cambios de extension de rips/zip para todas las condiciones estudiadas

Promotor C* | type |n™| (E,) (pN) |SDg. | R?>* | (E,) (pN) [SDg, | R?** | N*** | T
APR wt E0mM la 20 207+0.1 [ 6.0 | 094 | 18402 | 49 | 0.99 419 6
w m
1 153+04 | 47 | 095 | 15.0+05 | 49 | 0.91 405
(-100/+30) | Kcl b
2 80| 155+02 | 3.2 | 098 | 151+0.1 | 3.2 | 0.99 920 23
APR MUt A | 50mM la 25 23.2+02 [ 28 | 098 | 17705 | 34 | 0.91 124 3
mu m
1 173+05 [ 29 | 090 | 171£03 | 21 | 0.94 125
(-75/+30) | Kcl b
2 751 175+02 [ 1.9 | 096 | 17.2£0.1 | 1.7 | 0.95 246 9
la 21.8+03 [ 3.3 | 096 | 199+04 | 3.9 | 0.96 376
100mM 30 7
KGIu 1b 173+0.2 | 3.2 | 099 | 171+0.3 | 3.0 | 0.96 370
APR wt 2 701 16.6+04 | 36 | 095 | 16.2+04 | 3.5 | 0.96 812 18
(-100/+30) la 19.2+05 | 35 | 096 | 171+05 | 3.0 | 0.95 218
300mM 70 10
KCl 1b 135+02 | 21 | 098 | 134+08 | 2.8 | 0.92 217
2 30| 13.0+£03 | 26 | 096 | 125+0.2 | 24 | 0.98 293 5

* R-sq del ajuste de la distribucion de cambio de extension del rip (E,.).

** R-sq del ajuste de la distribucion de cambio de extension del zip (E,).
*** N: ndmero total de trazas obtenidas por cada tipo de transicién y condicion.
* Condicién estudiada.
** % de complejo tipo 1 y 2 para cada condicidn estudiada.

*** T: total de complejos RPo enrollados.
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VI11.6.2 Efecto en la longitud del DNA en interaccion. Usando el modelo WLC para los
datos de cambios de extension y fuerza, fue posible estimar los cambios de extension a fuerza
cero o longitud de contorno (AL.) para el desenrollamiento (rip, Wab - Wb - U) y
enrollamiento (zip, U » Wb - Wb' - Wab).

La transicion Wb — U, del complejo RPo tipo 1 (1b) y 2, se desenrollan ~52 pb de
DNA; lo cual no es modificado por efecto del cambio de secuencia. Para la transicion Wab —
Wb (1a), se observa un desenrollamiento de ~70 pb, pero tan solo 64pb de enrollamiento
(Wb' -» Wab) para el promotor silvestre; mientras que la secuencia mutante produce
cambios de ~73 y 58 pb de desenrollamiento y enrollamiento, respectivamente (Tabla 8). Por
lo anterior, se estima un total de ~120pb DNA enrollado en el RPo tipo 1 y ~52pb en el RPo
tipo 2. Sorprendentemente, la no-cooperatividad, medida por 4A4L., aumenta de ~7 a 15 pb
por el cambio de secuencia en el promotor APR (Figura 23B). En otras palabras, el principal
cambio del reemplazo de secuencias AT-rich por aleatorias, en la region upstream del
promotor APR, es el aumento de la no-cooperatividad (Wb — Wb') en ~2 veces para la
transicion 1a del complejo RPo 1.

A diferencia del cambio de secuencia, el efecto del cambio de CI" por Glu™ y alta
fuerza iénica de KCI modifican la cantidad de DNA involucrado en el desenrollamiento y
enrollamiento del complejo RPo 1 de ~120y 110pb a ~130 y 120pb para el caso del 200mM
Glu y ~110 y 100pb a 300mM de KCI, respectivamente (Figura 23A, Tabla 8). Es decir, el
Glutamato estimula el aumento del DNA involucrado en el enrollamiento; mientras que la
alta fuerza ionica, lo reduce. Contrariamente, a 300mM de KCI y 100mM de KGIlu no

modifican la cooperatividad de la transicion 2, Wb — U (Figura 23B).
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Figura 23: A) Valores de longitud de contorno (AL,) para todas las condiciones estudiadas (pb): Efecto del
cambio de secuencia (mut A 50 KCI), glutamato a 100mM (wt Glu) y alta fuerza i6nica a 300mM KCI (wt 300
KCI) de los rip (verde) y zip (naranja). ElI Glu aumenta la cantidad de DNA involucrado en el enrollamiento,
mientras que la mutante no tiene efectos. Ademas, el incremento de la fuerza idnica, reduce la cantidad de DNA
en interaccion. B) Diferencia de la longitud de contorno del desenrollamiento y enrollamiento, AL (rip) -
AL.(zip) = AAL, vy, sorprendentemente, la transicion tipo 1a 'y 2, aumentan por efecto del cambio de secuencia
(~ 2X) y alta fuerza idnica (~3X), respectivamente. La linea negra indica el valor para la condicién de 50mM

KCI con el APR silvestre.
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Tabla 8: Longitud de contorno de las transiciones para todas las condiciones experimentales

Promotor | C* | type | AL, (rip)* | SDy v | AL, (zip)* |SDy w| AAL** (AL.) prt | N***
APRwt | 50mM la | 70621 | 129 |647+£09| 16.2 [ 6.7£0.6 | 67.6+1.1|0.000| 419
(-100/+30) | KCl 1b [529+15| 153 |529+15| 16.2 0 529+15|1.000 | 405
2 529+09 | 109 |529+0.6| 10.6 0+14 52.9+0.5|1.000 | 920
APR mut la | 73.5%0.6 8.6 588+18| 125 | 147+04 | 66.2+0.9 [ 0.000 | 124
A 5?(2':/' 1b |529+0.9 7.6 524+09 | 6.5 05+1.2 (527060577 | 125
(-75/+30) 2 |529+03| 62 [524+06| 53 | 05+0.6 [527+0.6|0.337 | 246
la | 735x0.7| 116 |676%+13 | 115 ( 59+15 | 70.6+0.7 | 0.000 | 376
1:)((2?::/' 1b | 58.8 +0.6 9.5 588+01| 95 +0.6 |58.8+0.3(1.000( 370
APR wt 2 55.8+12 | 11.3 [558+0.8 | 10.7 0+14 |558+0.7]1.000]| 812
(-100/+30) la | 647+x13| 119 |588+13| 9.2 59+18 [61.8+18|0.000| 218
30|2(r:n|M 1b | 45.6+£0.7 7.3 45617 8.8 0+18 |456+18|1.000| 217
2 45.6+£1.0 8.3 42609 7.4 30+13 [441+13|0.000| 293

* Longitud de contorno del desenrollamiento o rip, estimada de F = %{% (1 - Lx—c)_z - % + Lx—c} usando un P de 20nm,

a partir de los datos de cambios de extensién vs fuerza.
** |_ongitud de contorno del enrollamiento o zip.
*** N: nimero total de trazas obtenidas por cada tipo de transicién y condicion.

* Condicion estudiada.

** p-value de la diferencia de medias entre AL (rip) y AL(zip).
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V11.6.3 Efectos en la termodinamica. Gracias al uso del teorema de fluctuacion de Crooks,
fue posible determinar el trabajo reversible o diferencia de energia libre en el equilibrio entre
el estado enrollado y desenrollado de los complejos RPo tipo 1 (Wab —» Wb' - Wb — U)
y2(Wb-U).

Como se observa en la Figura 24 A, el cambio de secuencia y el reemplazo de CI™ por
Glu  aumentan la diferencia de energia libre a fuerza cero (4G2_,); de ~92, 97 y 92pN.nm
de la transicion tipo la (Wab — Wb), 1by 2 (Wb — U) hacia ~123, 135 y 147pN.nm los
cuales representan un aumento del ~30, 40 y 60% para la secuencia APR mutante y hacia
~123, 136 y 119pN.nm con un aumento del ~30, 40 y 30% a 100mM KGlu, respectivamente
(tabla 9).

A diferencia del cambio de secuencia y el efecto del glutamato, el aumento de la
fuerza idnica de 50 a 300mM de KCI reduce la diferencia de energia libre de la transicion 1b
y2 (Wb - U), de 97 y 92pN.nm hacia 84 y 75pN.nm, lo cual corresponde con una reduccion
del ~15 y 20% (Tabla 9, Figura 24A y B), respectivamente. Lo anterior significa que el
proceso Wb — U, para el complejo RPo 1 o 2, implica el enrollamiento de DNA por
contactos de tipo electrostatico con la superficie de la RNAP-670 de E. coli. Sin embargo, la
transicion 1ladel RPo 1 (Wab — Wh), aumenta ligeramente en estabilidad, de ~92 a 99, ~8%
adicional (Tabla 9 o Figura 24A); lo cual implicaria que el tipo de interaccion DNA-proteina
en Wab — Wh incluye interacciones de tipo electrostaticas, polares y apolares.

Sumado a lo anterior y, claramente, como se ve en la Figura 25, para todas las
condiciones estudiadas, el trabajo disipado (W,2%,) y (W,25,) no se modifica; con excepcion
de la transicion 1a del complejo RPo tipo 1 formado con el promotor APR y la secuencia
mutante. Para este Ultimo caso, se observa que este valor aumenta de ~21 a 46pN.nm para el
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desenrollamiento (rip, Wab — Wb) lo cual corresponde con un aumento del ~2 veces; y de
11 a 38 pN.nm para el enrollamiento (zip, Wb — Wab), aumento de ~4 veces (Tabla 23,
Figura 25). Ademas, el trabajo disipado para las transiciones 1b y 2 es casi nulo (Wb — U),
en otras palabras estos procesos son reversibles a las condiciones experimentales usadas
(3pN/s en Force-ramp)

Como se observa, el principal cambio por efecto del cambio de secuencia es aumento
de la estabilidad del complejo RPo tipo 2 (Wb — U) en ~70% e incremento del trabajo
disipado por encima del 100% para la transicién la del RPo tipo 1 (Wab — Wb). Por otro
lado, el glutamato aumenta la estabilidad del complejo RPo tipo 1 en ~40% y no modifica la
cooperatividad de la transicion 1a (Wb —» Wb').

Ademas, para el desenrollamiento Wb — U del RPo 1 (transicion 1b) y 2; el aumento
de fuerza ionica del medio reduce la diferencia de energia libre y el reemplazado de CI" por
Glu™ la aumentan (Figura 24B), tal cual como lo demuestran los estudios cinético de
formacién del complejo RPo (Kontur et al., 2010; Roe & Record, 1985).

VI11.6.4 Cambios en la energia por par de base. Hasta el momento, hemos estimado la
diferencia de energia libre y cambio de extension a fuerza cero (longitud de contorno),
AGY_.,, y AL, respectivamente. Usando un modelo sencillo donde la contribucién de cada
par de base, en la interaccion DNA-proteina, es uniforme; es posible estimar la energia por

par de base entre (4G,,) la RNAP-670 y el promotor APR en todas las condiciones
estudiadas, y definiremos a 4G, como AG,)_,,,/AL(zip). Como se observa en la Figura 26
y Tabla 10, la transicion 1a, 1b (RPo 1) y 2 (RPo 2) involucra una AG,, de ~1.3, 1.8 y

1.8pN.nm, respectivamente para el promotor APR silvestre.
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cinético de RPo; y C) Fraccion de complejos tipo 2 del total de complejos RPo enrollados para todas las

condiciones mencionadas. La linea negra indica el valor para la condicion de 50mM KCl con el APR silvestre.
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Tabla 9: Resumen de los parametros termodinamicos (pN.nm) para todas las condiciones estudiadas

Promotor C° |[Tipo| (Wyow)* [SDy 0’| (Wousw)* |SDuL’ | AG,_** | (W3S, )y | (Wdis )\ (w,”’| AGY_,*** | n*
la |159.9+53| 53.0 |127.7+25| 39.3 139+£8.2 |20.9+6.8 |11.29+4.9|1475| 91.5+£8.2 |419

(_13151:oﬁgo) 1b |1 1358+1.7| 44.1 |[131.8+39| 456 1342+99 | 239+71 | 24+79 (36.9| 97.3+£9.9 (405
50mM| 2 [130.6+10| 343 |130.6+1.7| 322 130+£105 [059+18|-0.6+26 |37.6|92.4+10.5 |920

KCI la |2232+40| 375 |139.2+6.8| 359 181+7.7 |457+54|383+7.7|58.6|1224+7.7 |124

?-sgtr;igg 1b |11859+51| 344 |[(1789+40 (| 27.1 |[1775+106| 49+6.9 |2.09+6.2|42.9|134.6 +10.6|125
2 |197.3+33| 26,6 |[1857+17| 25.1 191+9.1 6.3+39 | 5.3+2.7 |44.1| 146.9+9.1 |246

la |2115+37| 448 |1695+29 | 450 |181.7+11.6(29.8+12.2|12.2+11.9|58.9(122.8+11.6|376

APR wt 10K()(5rTL':A 1b [189.0+24| 359 |1834+36| 357 186.2+43 | 28+49 | 28+5.6 [(50.1]| 136.1 £4.3 (370
(-100 to +30) 2 |171.0+£52| 423 |[158.1+39| 416 1645+65 | 65+83 [ 6.4+76 [458]| 118.7£6.5 (812
la |156.9+33| 37.1 |125.7+36 | 29.9 139.3+6.2 |176+70(13.6+x7.2(39.7| 99.3+6.2 (218

30:()(TIM 1b [134.6+35| 246 |1308+25| 317 132.0+£3.7 | 2651 | 1.2+45 (484 83.6 3.7 (217

2 |127.3+25| 279 (1173x16| 23.1 1226 +6.0 | 47+£65 | 5.3x6.2 (48.0| 74.6x6.0 (293

° Condicion estudiada.

* Trabajo irreversible medio de desenrollamiento (rip) y enrollamiento (zip), {W,,_.,} Y (W, _.,), respectivamente.
® Desviacion estandar de la distribucion de trabajo del rip y zip, SD,,_,,, Y SD,,_,.,, respectivamente.

** Trabajo reversible o diferencia de energia libre para cada rip/zip, 4G,,_,,,. Estimado del teorema de fluctuacion de Crooks,

P(Ww-u) — €_<
P(Wyw)

que cuando las probabilidades son iguales P(w,,_,,,) = P(w,_,,) (intersecto de las distribuciones de trabajo), se cumple que 4G = W.

* Trabajo medio disipado del desenrollamiento y enrollamiento, (W45} = (W,,_,,) — 4G, Y (W,35,) = (W,._,,,) — AG,,_,,,, respectivamente.
*** Diferencia de energia libre entre el estado enrollado y desenrollado a fuerza cero, AGS_,,
> Costo entrépico del DNA que rodea al promotor APR y del complejo enrollado a las fuerza del rip/zip, W),.
** Cantidad de trazas totales para cada condicion estudiada.
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Figura 25: Comparacion de valores de trabajo disipado del trabajo irreversible de desenrollamiento (azul) y
enrollamiento (naranja), (W,&5,) = (W,,_,.) — 4G,,_,, Y (WEs,) = (W) — AG,,_,,,, respectivamente. Como
se observa, para las condiciones experimentales (3pN/s de velocidad de perturbacién) el trabajo disipado de las
transiciones 1b y 2 son aproximadamente cero; en otras palabras el trabajo de estas transiciones son de tipo
reversible o cerca del equilibrio y este no es modificado por las condiciones estudiadas. Sin embargo, para la
transicion 1a, solo el cambio de secuencia, aumento el (W2, ) y (W,25,) en aproximadamente ~ 2 y 3 veces,

respectivamente.

Anteriormente se menciond que el cambio de secuencia aumenta la diferencia de
energia libre para todas las transiciones. Esto tambien se observa para AG,,, dando valores
de 1.7, 2.6 y 2.8pN.nm, los cuales corresponden a un aumento del 30, 40 y 60% para las
transiciones 1a, 1b y 2, respectivamente. De la misma manera, a 100mMm de KGlu, 4G,

aumentaa 1.7, 2.3y 2.1pN.nm, que corresponde a 30, 25 y 20% de aumento para la, 1by 2,
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respectivamente (Tabla 10, Figura 26). Como se observa, el principal efecto en la formacidn
de los complejos RPo entre el promotor APR y la RNAP-670 de E. coli, es: i) el reemplazo
de la secuencia AT-rich por random aumenta la 4G,,, en la transicion 2 (U — Wb) en ~60%
del RPo 2, ii) el reemplazo de CI" por Glu aumenta el AG,,, de la transicion tipo 1a (Wb —
Wab) del RPo 1, en ~30%.

Sorprendentemente, el aumento de la fuerza i6nica de 50 a 300mM de KCI, no
modifica AG,,, para las transiciones 1b'y 2 (U — Wb). Sin embargo, este aumenta de 1.3 a
1.7pN.nm para 1a (Tabla 10). En otras palabras, el proceso Wb — Wab del complejo RPo 1

implica una interaccion de tipo no electrostatica.
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Figura 26: Energia por par de base (pN.nm) 4G, para todas las condiciones y los tipo de transicion. Tanto el
Glu y el cambio de secuencia aumenta dicha energia para todos los tipos de transiciones. Sin embargo, el

aumento de la fuerza idnica aumenta la AG,,, para la transicion tipo 1a, pero no tiene efectoen 1by 2.
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Tabla 10: valores de energia por par de base para todas las condiciones estudiadas

Promotor C Type | AL, (bp)* | AG° (pN.nm)** | AGp, (PN.NM)***
— la | 70621 915+82 1.30 £ 0.12
W
291 7320, 184201
(100 t0 130) 1b | 520+15 973+9.9 84+ 0.19
somM | 2 | 52909 92.4+ 105 1.75+0.20
oA | KOl [1a | 735208 1224+ 7.7 1672011
mut 1b | 524+09 1346+ 10.6 257021
(-75 to +30)

2 | 524+03 146.9 £ 9.1 2.80+017
oo 18| 735207 1228+ 116 1672016
KG”:U 1b | 58.8+06 1361+ 4.3 231+008
APR wt 2 | 558=12 118.7£65 213+ 0.13
(-100 to +30) la | 588+13 993 %62 160+011

300mM
ol 1 | 456217 83.6+37 1832011
2 | 426+09 746 %60 1.75+0.14

* L,;p, Longitud de contorno del enrollamiento en pb.
** Diferencia de energia libre a fuerza cero (pN.nm)
*** Energia por par de base, estimado como AGy, = AG°/L,;,.
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VI1.7 Modulacion del enrollamiento por ppGpp

VI11.7.1 Efecto en las propiedades mecénicas. Al igual que las condiciones antes estudiadas,
el tetrafosfato de guanosina (ppGpp), a concentraciones saturantes (100uM), aumenta la
fuerza mecénica del desenrollamiento y enrollamiento del complejo RPo formado entre la
RNAP-670 de E. coli y el promotor APR silvestre. Como se observa en la Figura 27 y Tabla
11, (E.) y (E,) aumentan en ~1pN. Aparentemente, el ppGpp estabiliza el complejo enrollado;
sin embargo, esto no es asi ya que, como se verd mas adelante, la diferencia de energia libre
se reduce.
VI11.7.2 Efecto en la cantidad de DNA enrollado. Como se menciono anteriormente, los
cambios de extension del desenrollamiento (rip) y enrollamiento (zip) no corresponden al
DNA involucrado en la interaccion DNA-proteina ya que estos ocurren a una fuerza
determinada, (F.) y (F,). Al igual para las otras condiciones, se us6 el modelo WLC de
polimero para estimar los cambios de extension a fuerza cero o longitud de contorno (4L.).
Como se observa en la Figura 28 y Tabla 12, el ppGpp reduce la longitud de contorno
para todos los tipos de transicion. El proceso Wb — U, del complejo RPo tipo 1 (1b) y 2,
involucra una reduccion de ~10 y 15pb de DNA enrollado, respectivamente. Para el proceso
Wab — Wb (1a) del RPo 1, se observa una reduccion de ~13pb (Tabla 12, Figura 28). Lo
anterior genera un total de ~100pb del RPo tipo 1 y ~40pb del tipo 2 en presencia de 100uM
de ppGpp; lo cual representa una reduccion total de ~20pb para el RPo 1. De la misma manera
que el cambio de secuencia, la no-cooperatividad, medido por 4A4L., aumenta de ~7 a 14 pb

(~2veces) por efecto del ppGpp (Figura 30A y Tabla 12).
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Figura 27: Comparacion de la fuerza de desenrollamiento (verde) y enrollamiento (naranja) de los complejos

enrollados, en ausencia y presencia de ppGpp (100uM). Como se observa, la fuerza aumenta para todos los

tipos de transicidn.

Tabla 11: Resumen de los valores de fuerza de rips/zip, sin y con ppGpp

C type [n%| (F,) (pN) |SDg. | R*(r) | (F,) (pN) |SDr,[R?*(2) | N |T™
. la 20 8.0+0.1 0.5 0.94 7.1+£0.1 0.6 0.92 | 419 6
1b 8.8+0.1 0.4 0.93 8.7+0.1 0.3 0.93 | 405
2 80 9.3+0.1 0.6 0.96 9.0+£0.1 0.7 098 1920 | 23
la 50 8.8+0.1 0.8 0.97 7.8+0.1 0.9 0.98 | 467 6
100 uM 1b 10.1+0.2 0.7 0.84 10.0+0.2 0.7 0.91 | 454
pPPGpp 12.0+0.2 0.6 11.7 £ 0.7 1.3
2 >0 10.1+04 | 0.7 0.88 9.8+0.3 0.5 0.68 1431 6

* R-sq del ajuste de la distribucion de cambio de extensién del rip (E,.).

** R-sq del ajuste de la distribucion de cambio de extension del zip (E,).
*** N: nimero total de trazas obtenidas por cada tipo de transicion y condicion.
* Condicién estudiada.

** % de complejo tipo 1 y 2 para cada condicion estudiada.

** T total de complejo RPo
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Figura 28: Reduccién de la longitud de contorno del desenrollamento, AL, (rip), por efecto del ppGpp (nm),
para las transiciones l1a (rojo, A), 1b (azul, B) y 2 (negro, C). Como se menciona en el texto, este efecto es
directamente sobre el complejo enrollado RPo, ya que estos son seleccionados con heparina. D) Comparacién

de la no-cooperatividad por efecto de 100uM de ppGpp.
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Tabla 12: Longitud de contorno del complejo RPo en ausencia y presencia de 100uM de

pPGpp

PpGpp | type | AL, (rip) * |SDy ) | AL, (zip)* |SDr w)| AAL** p* N

la [ 70.6x21 | 129 |647+£09 | 16.2 6.7 £0.6 | 0.000 | 419
b | 529+15 | 153 |[529+15| 16.2 0 1.000 | 405
2 529+£09 | 109 [(529+06| 10.6 0+14 |1.000 (920
la | 64.7+0.4 11.3 | 51.5+04 | 10.1 |13.2+0.6 | 0.000 | 467
1b | 41.2+0.3 7.6 41.2+0.8 8.2 0+£0.9 |1.000 | 454

2 41.2+0.9 9.7 38.2+0.7 7.6 3+x1.1 0.000 | 143
* Longitud de contorno (pb).

** Diferencia de longitud de contorno del rip y zip, AAL, = AL_(rip) - AL.(zip), en pb.

+ p-value de la diferencia de medias AL_(rip) y AL.(zip), en pb.

100uM
pPPGpp

En resumen, el ppGpp reduce la cantidad de DNA involucrado en la interaccion

DNA-proteina de los complejos enrollados de la iniciacion. Para el RPo 1, la reduccion es de
~20pb 0 7nm, lo cual va acorde con los resultados experimentales mediante el microscopio
de fuerza atébmica (AFM).
VI1.7.3 Efecto en las propiedades termodinamicas. Como se observa en la Figura 29 y
Tabla 13, el ppGpp reduce la diferencia de energia entre el estado enrollado y desenrollado
para las transiciones 1b y 2 (Wb — U); mientras que la aumentan para la transicion la
(Wab - Wb).

Para Wb — U, la diferencia de energia libre a fuerza cero (4GY_,,) se reduce de ~97
y 92 pN.nm de la transicién tipo 1b y 2 hacia ~71 y 82 pN.nm los cuales representan una
reduccion del ~27 y 11%, respectivamente. Sin embargo, para la transicion Wab — Wb,
AGY_,,, aumenta de ~92 hacia 100 pN.nm, lo que equivale a un aumento del ~9%. Lo anterior

generaun AGY_,,,, parael proceso Wab — Wb — U, de ~170 pN.nm en presencia de ppGpp,
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donde se ha producido una reduccién de ~ 20pN.nm. Como se puede notar, este efecto es
muy similar al aumento de la fuerza ionica de 50 a 300mM de KCI (Tabla 9 y Figura 24A).
Ademas, al igual que el cambio de secuencia, el ppGpp aumenta el trabajo disipado del
trabajo irreversible del enrollamiento (W,4,), de ~11 hacia 24 pN.nm, lo cual corresponde
a un aumento de ~2 veces.

Como se puede observar, el efecto de 100uM de ppGpp en la diferencia de energia
libre a fuerza cero (4G2.,,), trabajo disipado (W,2%,) y longitud de contorno (L.) del
enrollamiento, es muy similar al efecto del aumento de fuerza i6nica y por el cambio de
secuencia. En otras palabras, el ppGpp modula la dinamica del complejo enrollado RPo, entre

la RNAP-670 de E. coli y el promotor APR, a nivel de la region upstream.

VI1.7.4 Efecto en la energia por par de base. Como se menciond, usando un modelo
sencillo donde la contribucion de cada par de base, en la interaccion DNA-proteina, es
uniforme; por lo tanto es posible estimar la energia por par de base (4G,;), entre la RNAP-
670 y el promotor APR, en presencia de ppGpp. Como se observa en la Figura 30C y Tabla
22; para la transicion Wb — U (1by 2) involucra una AG,, de ~1.7 'y 2.0 pN.nm por efecto
del ppGpp, lo cual corresponde a una disminucién del 6% y aumento del 13%,
respectivamente. A diferencia de las otras condiciones estudiadas, el ppGpp no influye

considerablemente en AG,,.
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Figura 29: Distribuciones de trabajo irreversible del desenrollamiento (W,,_,,,) y enrollamiento (W,,_,,, ), azul y rojo, respectivamente; para las transiciones 1a (A),
1b (B) y 2 (C), del complejo enrollado RPo tipo 1y 2, respectivamente. Aqui se compara como el trabajo reversible (4G,,_,,,) cambia por efecto de la adicién de

100uM de ppGpp (abajo). Como se observa, el ppGpp disminuye el AG,,_,,, de las transiciones 1by 2.

76



Tabla 13: Comparacion de parametros termodinamicos del complejo RPo en ausencia y presencia de 100uM ppGpp

PPGPpP | Type | (Wyow)* | SDyoi’| (Was)* | SDyus’| AGyusy,™™ [(WES, )| (WS, ) (W] AGY, > | n*
la |159.9+53] 530 |[127.7+25| 393 | 139+82 [20.9+6.8[11.29+4.9[475[ 915+8.2 [ 419

1b |[1358+17| 441 |131.8+39| 456 |1342+99[239+7.1] 24+79 [36.9|97.3+9.9 | 405

2 |1306+10| 343 [1306+17| 322 [130+105[0.59+ 18| -0.6+2.6 [37.6|92.4+10.5] 920

la |166.2+22| 349 [117.1+29| 285 [141.0+7.2(252+75[23.9+7.7|40.8[100.2+7.2| 467

:)(r))(gl[l)\;[) 1b |120.3+2.1 28.3 116.6 +1.7 272 |1184+14119+25| 1.8+22 [470] 71.4+1.4 |454
2 |1322+46| 318 |[1204+43| 280 [1236+13(86+48| 32+45 [413] 82313143

* (W) Y (Wi, sOn el trabajo medio del desenrollamiento (Rip) y enrollamiento (Zip) de cada transicion (pN.nm), respectivamente.
** Es el trabajo reversible (pN.nm) de cada transicion, 4G,,_,,.
*** Es el trabajo reversible (pN.nm) de cada transicion a fuerza cero (Liphardt et al., 2001; Manosas & Ritort, 2005).
* Trabajo medio disipado del desenrollamiento y enrollamiento, (W35, ) = (W, ..} — 4G, Y (W,35,) = (W,_,,) — 4G,,_,,, respectivamente.
** Costo entropico del DNA que rodea al promotor APR y del complejo enrollado a las fuerza del rip/zip, W;,.
0 SDy,, .., Y Sw,_,, desviacion estandar de la distribucion de trabajo del Rip y Zip, respectivamente.

77




40

la 1b 2
30r
- 20H

40 t t [ t d t
30r
20r

[EY
o
T
——

Trabajo disipado (pN nm?D
o 5

B 15 Cg : : : : :
g { Ze 2r 1a I 1b 2 —{
Elo % 1.8} | ; [

:% I S L6 [ |
E’_S‘ 51.4— I !
3 S |
& Q 1.2r
QQQ C')QQ 5 GQQQ(QQQ C:)QQ C’)QQ QGQQ Q(')QQ
R, R R, R R, R K9

Figura 30: Diagramas que muestran el efecto del ppGpp en el trabajo disipado (A), no-cooperatividad
(B) y energia por par de base (C). Como se observa, el ppGpp A) aumenta el trabajo disipado de la
transicion la del zip, de ~10 a 20pN.nm; B) aumenta la no-cooperatividad de ~7 a 14 pb (2X) para el
proceso Wb — Wh' de la transicion 1a, y C) aumenta la energia por par de base, para las transiciones

lay 2, mientras que para 1b, reduce.
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Tabla 14: Energia por par de base (4G,,) del desenrollamiento en ausencia y

presencia de 100uM de ppGpp

ppGpp | Type | Lzyp (BP)* | AG® (pN.nm)** | AGp, (PN.NM)***
la | 706+21 91.5+82 1.30+0.12
1b | 529+15 97.3+99 1.84+0.19
2 520+009 92.4+ 105 1.75 + 0.20
la | 647+04 1002 +7.2 151 +0.11
100pM 1b | 412+03 714+ 14 172 +0.03
ppPGpp
2 41.2+0.9 823+13 1.99 + 0.05

* Longitud de contorno del enrollamiento (zip) en pares de bases (pb).
** Diferencia de energia libre fuerza cero.
*** Diferencia de energia libre por par de base.
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VIII. DISCUSION

VI111.1 Importancia del complejo enrollado

La transcripcion es un proceso fundamental de la vida ya que es el primer paso
de la expresion de genes. En el inicio de la transcripcion, la RNAP establece una
interaccion débil con el promotor, formando el complejo cerrado (RPc).
Posteriormente, el dsDNA se abre para formar ssDNA, proceso conocido como
isomerizacion, formandose un complejo inestable. Finalmente, ocurren
reordenamientos en la RNAP para formar el complejo abierto estable (RPo). Como se
observa, existen dos procesos muy importantes: i) la interaccion inicial DNA-proteina
y 1i) la isomerizacion; los cuales se observan para muchos promotores como APR,
lacUVS5, rrB P1, entre otros (Ruff et al., 2015).

En los 90’s se reportd, usando microscopia de fuerza atomica (AFM) y
electronica de transmision (TEM), que el DNA del promotor APR y de adenovirus se
enrollan alrededor de la RNAP de E. coli y Pol Il de S. cerevisiae, respectivamente
(Rivetti et al., 1999; Kim et al., 1997; Forget et al., 1997). Mas tarde y usando AFM,
el fendmeno de enrollamiento se reportd para otros promotores como hdeAB, rrnB P1,
P2, tRNAtyr de E. coli (Dame et al., 2002, Maurer & Travers, 2006, Shin et al., 2005).
A pesar que el complejo enrollado parece ser conservado en el inicio de la
transcripcidn, no se le habia dado mayor importancia debido a escepticismo en relacion

a su rol funcional. Sin embargo, Doniselli et al., (2015) demostraron que reguladores

80



transcripcionales como el tetrafosfato de guanosina (ppGpp) y DksA afectan la
cantidad de DNA involucrado en el enrollamiento para los promotores APR, rrnB P1y
P2, y gracias a esto los autores proponen que el fendmeno tiene un rol importante en la
regulacion de genes.

Aparentemente, el enrollamiento parece ser conservado e importante
biol6gicamente ya que es blanco de reguladores transcripcionales. Gracias a lo anterior
existen muchas interrogantes las cuales merecen ser respondidas, tales como (El
proceso de enrollamiento tiene algun intermediario? ¢Es totalmente cooperativo?
¢Cudl es la diferencia de energia libre entre el estado enrollado y desenrollado? ;Como
dicha energia es modulada por el cambio de secuencia del promotor? ;Cémo el
reemplazo del anién cloro por el anion fisiologico glutamato y el aumento de la fuerza
ionica del medio afectan la dindmica del enrollamiento? y, finalmente ;Como este
proceso es modulado por reguladores transcripcionales como ppGpp? Estas y muchas
incégnitas son claves para entender como cambios de las condiciones ambientales
(fuerza idnica, solutos), diferentes tipos de promotores y reguladores transcripcionales

modulan el inicio de la transcripcion por sus efectos en el complejo enrollado.

VI11.2 El complejo enrollado a nivel de moléculas individuales

La microscopia de pinzas Opticas ha sido muy util para el estudio detallado del
plegamiento de proteinas (Cecconi et al., 2005; Elms et al., 2012); estructuras
secundarias de RNA y DNA tales con hairpin (Liphardt et al., 2001; Wen et al., 2007;
Collin et al., 2005); y la dinamica de la interaccion DNA-proteina como el nucleosoma

(Mihardja et al., 2006). Gracias a ello, ha sido posible identificar de forma directa
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intermediarios en la via de plegamiento, perturbar con fuerza el diagrama de energia y
estimar pardmetros cinéticos y termodinamicos. Diversas metodologias se han usado
para estudiar la dindmica DNA-proteina, sin embargo, en el presente estudio se usé una
estrategia similar a Mihardja et al., (2006) ya que: i) La interacciéon RNAP de E. coli y
APr en el complejo de iniciacion RPo tiene vida media de 6h (Lyzen et al., 2009) vy ii)
permite realizar un andlisis termodindmico gracias al desarrollo de métodos de célculo
de la diferencia de energia en el equilibrio con perturbaciones fuera del equilibrio
(Collin et al., 2005).

Para garantizar que las sefiales observadas (rip/zip) correspondian a la dinamica
del complejo enrollado, se estiraron ~100 moléculas de DNA no incubado con RNAP
y ~200 moléculas de DNA pre-incubado con heparina e incubado con RNAP; para
ambos casos no se observd ningun rip/zip. Sin embargo, ya que estos controles son
negativos, se procedio a:

- Condicién 1: Cambiar el tercer AT-rich de la region upstream del promotor
APR. Ya que este efecto es directo sobre la interaccion en el promotor APR y la
RNAP-670, la dinamica del rip/zip deberia verse afectado. Ademas, de acuerdo
a Mangiarotti et al., 2009, dicha mutante APR reduce el enrollamiento de 30 a
20nm, mediante el uso del AFM.

- Condicién 2: Reemplazar el anion cloro CI° (50mM KCI) por el anion
fisiologico glutamato Glu (100mM KGIlu). De acuerdo a los estudios cinéticos
de formacion del RPo, este cambio aumenta considerablemente la constante de

equilibrio de formacion (~30 veces) y el tiempo de vida media del RPo de 6h a
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~1 dia (Kontur et al., 2010). Por lo tanto, se espera que la diferencia de energia

libre en el equilibrio, entre el estado enrollado y desenrollado, aumente.

- Condicion 3: Aumento de la fuerza ionica del medio (de 50 a 300mM KClI). Si
el rip/zip involucra una interaccion DNA-proteina, la energia libre en el
equilibrio debe reducirse por este efecto; tal como se muestra en Roe & Record,
1985.

Como se menciond en los resultados, las tres condiciones usadas confirman que
el rip y zip corresponden al desenrollamiento y enrollamiento del complejo entre la
RNAP-670 de E. coli y el promotor APR.

A diferencia de los estudios con AFM, en el presente estudio, todos los
complejos RPo entre fueron seleccionados con 200 pg/ml heparina (ver Figura 11,
carril 111 'y 1V; los complejos especificos no son afectados por el uso de cantidades
mayores de heparina). Los RPo son complejos DNA-proteina resistentes a heparina,
mientras que el RPc y el intermediario I; no lo son (Davis et al., 2007; Saecker et al.,
2011; Kontur et al., 2010). Ademas, a pesar que el intermediario I, es resistente a
heparina, este es inestable relativo al RPo a temperaturas mayores a 15°C (Kontur et
al., 2008). De lo mencionado, a pesar que muchos estados intermediarios de la cinética
de formacion del RPo (RPc — I; — I, —» RPo) son posibles, el RPo es seleccionado
por la adicién de heparina y por la temperatura de trabajo del microscopio de pinzas
Opticas (23°C).

Como se observa, se ha desarrollado un sistema experimental que permite el

estudio de la interaccion DNA-proteina del complejo RPo enrollado del inicio de la
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transcripcion. En el futuro, la misma aproximacion puede usarse para el estudio del
enrollamiento en otros promotores como el tRNAtyr, hdeAB y Bla, y ademas se podra

evaluar el efecto del ppGpp, 654, DksA, antibioticos, entre otros.

VI111.3 Longitud de persistencia del DNA

La rigidez del ADN no es constante sino que depende fuertemente del medio
en el que se encuentra. En nuestras condiciones experimentales (20mM Tris HCI,
40mM KCI, 5mM MgCl;, 1ImM DTT, pH 8.0 y 23°C), se obtuvo una longitud de
persistencia de P ~20nm. Desde los primeros articulos (Smith et al., 1992; Bustamante
et al., 1994; Smith et al., 1996), se ha observado un P ~50nm para 10 mM Na* y que
este aumenta al disminuir la concentracion de sodio, con valores de ~67 y 130 nma 1
y 0.1 mM de Na*, respectivamente. Estudios mas detallados muestran que el P depende
del pH y cationes monovalentes y este, para todas las condiciones, es 40nm (Williams
et al., 2001; Wenner et al., 2002). A pesar que el P ~ 20nm para nuestros experimentos
parece muy bajo, otro estudio reporta un P ~30nm (Rodriguez P., Comunicacion
personal). Futuros experimentos mostraran la dependencia del P con la concentracion
de cationes divalente, DTT y temperatura (en el Anexo 5 se explica que no existe

diferencia significativa si consideramos P desde 10 hasta 50nm).

VI11.4 Dos tipos de complejos RPo enrollados
Una de las ventajas del uso de moléculas individuales es que se pueden resolver
poblaciones cuya sefial se ve promediada en métodos in multiplo o bulk (geles,

fluorescencia), ver Figura 31. Supongamos que la distribucion de una medida (por
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ejemplo longitud de contorno) es muy estrecha, entonces los estudios en bulk mostraria
una sefial promedio (x) la cual corresponde con el promedio real. Sin embargo, si la
poblacién real presenta una longitud de contorno amplia o bimodal, los estudios en
bulk daria la misma sefial (x); dando una falsa interpretacion de resultados

(Bustamante, 2008).

2 poblaciones 1 poblacién 1 poblacion

(x) (x) (x)

Figura 31: Comparacion de resultados en bulk o in multiplo (verde) e in singulo o de moléculas

individuales (negro).

En el presente estudio, sorprendentemente se observaron dos tipos de complejos
enrollados RPo, llamados RPo 1y 2, los cuales presentan transiciones la y 1b, y 2,
respectivamente. Sin embargo, estos resultados no son tan extrafios como parecen ya
que estudios cinéticos de formacién y de footprinting del RPo muestran al menos dos
tipos de RPo; los cuales son dependientes de la presencia de Mg*? y difieren en la
cantidad de DNA downstream del promotor APR involucrado en interaccion (A de
~25pb) con los downstream mobile elements (DMEs) del jaw de la subunidad 8’ de la
RNAP de E. coli (Suh et al., 1993; Craig et al., 1998; Drennan et al., 2013). Usando la

ecuacion,
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(O)puk = (01)p1 +(02)p,

Donde {(0)p.,x €s un valor promedio tedrico observado en experimentos en
bulk; (0,) y (0,) son los valores promedios observados de cada poblacién; y p; y p,
son las probabilidades o frecuencia de observar la poblacion 1y 2 en experimentos de
moléculas individuales, respectivamente. De acuerdo a esto, si nuestro observable es
la longitud de contorno a fuerza cero, entonces tenemos que (0;) ~120 (4L, total del
RPo 1, ~70 y ~50pb de la transicion 1a y 1b, respectivamente) y (0,) ~50pb (RPo 2);
yp; =0.2yp, =0.8 (Tabla 6 y 8), se obtiene un (0);,,,;x ~64pb, lo cual va acorde a
los resultados de footprinting y de AFM entre la RNAP-670 de E. coli y el promotor
APR (Craig et al., 1998; Rivetti et al., 1999; Doniselli et al., 2015).

Como se observo en los resultados, el anidn glutamato afecta principalmente a
la transicion 1a, a nivel de F,;,, F,;;, Y 4Gy, ver Figura 22 y Tabla 6, y Figura 23A
y Tabla 9, respectivamente. De lo mencionado, podemos especular lo siguiente: i) la
transicion 1a (Wab — Wb) del RPo 1 corresponde a la interaccion entre la RNAP y la
region downstream del promotor APR, y ii) que dicha interaccién esta ausente en el
RPo 2. Lo anterior podria ser confirmado si se realizan experimentos con mutantes de

RNAP del jaw (AJAW RNAP por ejemplo).

VI111.5 Dinamica del complejo RPo enrollado

El complejo RPo 1y 2 presentan las transiciones 1ay 1b, y 2, respectivamente.

Como se reporta en los resultados, la respuesta de 1b 'y 2 frente al cambio de secuencia,
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glutamato y aumento de la fuerza ionica, son similares. Debido a lo anterior, podemos
mencionar:
- Enrollamiento del RPo 1. Se produce en tres reacciones las cuales involucra
pasar del estado totalmente desenrollado (U) a un intermediario (Wb) de forma
100% cooperativa (U — Wb) donde se unen ~50pb. Luego, Wb enrolla ~7pb
mas de forma no cooperativa (Wb — Wb'); y finalmente Wb’ pasa al estado
totalmente enrollado (Wab) de forma 100% cooperativa (Wab — Wh),
enrollando ~70pb. De forma global, el proceso sigue U - Wb - Wb' —» Wab.
Mientras que el desenrollamiento, sigue el proceso Wab - Wb — U, 100%
cooperativo (Figura 14A'y 33).
- Enrollamiento del RPo 2. Se produce en una reaccion totalmente cooperativa
(U - Wbh) y la inversa es el desenrollamiento; para ambos, ~50pb estan
involucrados (Figura 14A 'y 33).
Como se mostrd en los resultados, el proceso U — Wb (transicion 1b o 2) y
Wb - Wb' son principalmente afectados por la mutacién upstream; el AGS_,
aumenta en ~40-60% vy el (w@s) aumenta a ~4 - 6 veces, con respecto a la secuencia
APR silvestre (Figura 23 A, Figura 24 y Tabla 9). Lo anterior da soporte a la hipotesis
de que el proceso U — Wb involucra la region upstream del promotor; y Wb — Wab,

el DNA downstream,
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VI11.6 Cantidad de DNA involucrado en el enrollamiento

Como se muestra en la Tabla 8, el RPo tipos 1y 2, formado entre la RNAP-670
y el promotor APR, involucran el enrollamiento de ~120 y 50 pb, respectivamente.
Contrariamente a lo reportado en este estudio, usando la microscopia de fuerza atdmica
(AFM) se reporta que el DNA enrollado es ~90pb y con una distribucién unimodal
(Rivetti et al., 1999; Mangiarotti et al., 2009; Maurer & Travers, 2006; Doniselli et al.,
2015); sin embargo, podemos considerar que las mediciones presentadas en esta tesis
son mas exactas, ya que las mediciones en pinzas Opticas salvan una serie de
desventajas propias de los estudios por AFM, a saber:

- Los complejos DNA-proteina son depositados sobre una superficie saturada
con cationes Mg*?, y la formacién de complejos coordinacion Mg*2-DNA.
Aunque esto mostrd no afectar significativamente la flexibilidad de constructos
de ADN entre 300 y 1200 pb que mostraron un adecuado equilibrio de difusion
en la superficie (Rivetti et al., 1996), la interaccion electrostatica Mg*2-RNAP
podria modificar o competir con la asociacion del DNA enrollado alrededor de
la RNAP (Bustamante & Rivetti, 1996).

- Interacciones entre la sonda del microscopio (“tip”) y la muestra afectan la
estructura de los complejos DNA-proteina, ya que las fuerzas electrostéaticas y
de van der Waals, originadas por la interaccion solvente-tip-muestra en la
superficie de la mica del AFM, pueden ejercer fuerzas en el rango de 102-10*

pN (Bustamante & Rivetti, 1996).
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Dificultad de medicion de cambios de extension menores a 12nm debido a la
baja resolucién de las fotografias tomadas, que fue de 4 x 4nm/pixel (Cellai et
al., 2007; Doniselli et al., 2015).

No se puede asegurar que todos complejos DNA-proteina visualizados son RPo
ya que la heparina no es adicionada durante la reaccion de formacién de los
complejos enrollados, debido a que esta interferiria con la uniéon del DNA a la
superficie de la mica del AFM (Rivetti et al., 1999; Doniselli et al., 2015).

Como se describe en la metodologia, los datos de cambios de extension y fuerza

del rip/zip se usaron para estimar el cambios de extension a fuerza cero o longitud de

contorno (4L.); para esto, se uso el modelo WLC (worm like chain model), ver Figura

17 y 18. Ya que la longitud de persistencia P del DNA es una propiedad del polimero,

el DNA desenrollado/enrollado unido a la RNAP tiene como parametro de medida de

rigidez el mismo P, el cual es ~20nm para nuestras condiciones experimentales (20mM

Tris HCI, 40mM KCI, 5mM MgClz, 1ImM DTT, pH 8.0 y 23°C). Como se observa en

la figura 17 y 18, la distribucion de puntos, en relacion a la extensién, es muy amplia

y el modelo WLC parece que no se ajusta perfectamente; esto se puede deber a varias

razones:

El DNA enrollado y desenrollado se estira a fuerzas del rip/zip en el régimen
de polimero rigido. EI modelo WLC, se ajusta y predice muy bien el
comportamiento de polimeros donde la longitud de contorno es mucho mayor
al valor de su P (4L, > P), conocido como régimen de polimero flexible

(Smith et al., 1992; Bustamante et al., 1994; Smith et al., 1996). Cuando el
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AL.~P 0 AL, < P nos encontramos en el régimen de polimero semirrigido y
rigido, respectivamente (Waigh, 2007). En el presente estudio se observa el
régimen AL.~P ya que los AL, ~15 - 24nm, y P ~20nm, para todas las
condiciones estudiadas (Tabla 8 y 12).

- El enrollamiento no-cooperativo. Medido como el AAL,, este varia desde 2 a
6nm (Tabla 8 y 12) y la contribucién a la medida de los cambios de extension
no es clara.

- El desconocimiento de la estructura del complejo RPo enrollado. Hasta la fecha
no existe ninguna estructura cristalina o de cryo-EM del complejo. Debido a
esto, es dificil compara los valores de AL, con una referencia estructural.

A pesar de las razones mencionadas de los problemas de la aplicacion del
modelo WLC a los datos de cambios de extension vs fuerza, este modelo constituye la
mejor aproximacion hasta la fecha. Futuros estudios teoricos en estadistica de
polimeros aplicados al régimen semirrigido o rigido mejorarian la estimacion de AL,.
Como se observa en la Tabla 7 y 8, las medidas de cambios de extension y longitud de
contorno son muy similares. Esto se debe a que estamos en el limite del régimen
entropico, que comprende de 0.01 a 10pN (Smith et al., 1992; Bustamante et al., 1994)
ya que la fuerza de ocurrencia del rip/zip es menor a 12pN para todas las condiciones

estudiadas (Tabla 6).
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VI111.7 Cooperatividad del enrollamiento

En los experimentos de moléculas individuales, la longitud de contorno del
desplegamiento y plegamiento, AL.(rip) y AL(zip) respectivamente, de moléculas de
RNA y proteinas son similares, es decir se observa que AL.(rip) - AL-(zip) =0 (Li et
al., 2006; Liphardt et al., 2001; Cecconi et al., 2005; Wen et al., 2007; Elms et al.,
2012). Lo mencionado anteriormente, indica que se pliega la cantidad de polimero que

se desplego de forma subita (rip/zip).

Caso I: AL (rip) = AL (zip)

Estiramiento (RIP)
Relajacidn (ZIP)

.
i
.
et
.

~

Caso Il: AL.(rip) > AL (zip) Caso lll: AL (rip) > AL.(zip)

Figura 31: Diagrama donde se muestra los casos totalmente cooperativos (caso 1) y no cooperativos
(caso Il 'y 1I). El caso | es cuando el enrollamiento (negro) ocurre tan cooperativamente como el
desenrollamiento (azul), aqui el proceso sigue dos pasos A — B; el caso Il y Il ocurren cuando el

proceso no cooperativo ocurre antes y después del salto cooperativo A - B 'y B — C, respectivamente.
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En general podemos mencionar 3 casos:

Caso I, AL.(rip) = AL(zip). Indica que el desenrollamiento y el enrollamiento
son igualmente cooperativos (Figura 32). Aqui, el trabajo realizado es
irreversible y se compone —energéticamente- de trabajo reversible -0 en el
equilibrio- y trabajo disipado. Este caso explica la reaccibn Wb & U
(transicion 2 o 1b).

Caso Il 'y IlIl, AL.(rip) > AL-(Wzip). Indica que parte del proceso de
enrollamiento ocurre de forma no-cooperativa o lenta (saltos no abruptos); en
otras palabras, de forma reversible (Figura 32). Este proceso no disipa trabajo

y es <5 pN.nm para todas los experimentos. Este caso explica la reaccion de

) .., no—coop
enrollamiento de la Transicion 1la: Wb ——— Wb’ — Wab.

La no-cooperatividad wbh =K wp' para el complejo enrollado RPo 1

involucra tan solo ~6pb (2nm), lo cual es muy dificil de medir en el microscopio de

pinzas oOpticas (ruido tipico ~2nm). Sin embargo, como se vio en los resultados (Tabla

8) el efecto del cambio de secuencia del promotor APR incrementa la no-cooperatividad

hacia ~15pb 0 5nm (~2 veces), cantidad que si puede ser medida por las pinzas dpticas.

VI111.8 Termodinamica del enrollamiento

Como se observa, en la Figura 19, la distribucion del trabajo de

desenrollamiento W,,_,,, y enrollamiento W,_,,, se intersectan. Gracias a esto, es posible

aplicar el teorema de fluctuacion de Crooks para estimar la diferencia de energia libre
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en el equilibrio o trabajo reversible AG,_,,, a partir de nuestros experimentos fuera del
equilibrio o irreversibles (Collin et al., 2005).

La transicion 1a (del RPo 1) involucra la reaccion de desenrollamiento Wab —

Wb vy enrollamiento Wh O Wb' > Wab. Pero solo Wab — Wh yWb'" - Wab
son procesos cooperativos y su trabajo irreversible es medible experimentalmente.
Debido a esto y, hablando estrictamente, no seria posible aplicar el teorema de
fluctuacion de Crooks ya que estamos “violando” una de sus asunciones. El teorema
de fluctuacion asume que: i) El sistema estudiado estd compuesto de dos estados 1y 2;
ii) Se conoce los valores del trabajo irreversible de 1 — 2 y de 2 — 1; y iii) propiedad
markoviana para los saltos ciclicos de 1 — 2 yde 2 — 1 (Crooks, 1998; Crooks, 1999).
De lo mencionado, estariamos violando la asuncion i y ii, ya que observamos tres
estados distintos y los valores que medimos corresponden a Wab - Wb y Wb' —
Wab. Para evaluar la magnitud del error que se incurre, hacemos la siguiente
aproximacion,

Especificamente, el trabajo irreversible de desenrollamiento (rip) para la
transicion 1a Wy qp—wp) €S,

Wwab-wb = AGwap-wp + Wigap-w

Donde W25, ., es el trabajo disipado del rip 1a. Mientras que el trabajo
irreversible (total) de enrollamiento (zip) para la transicion 1a (Wi p-wap ), S€ COMpoONe
de la parte no-cooperativa (WWDMWD,) y cooperativa (Wi b -wan )

_ _ dis _ dis
Wwb-wap = AGano 0P W Wano COoP b + 4Gy wab Wbr-Wab
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Donde AGwpi-war — Witthrowar = Wwbiowan Y Wiwbiowas €S €l trabajo

irreversible de Wb' - Wab. Ademas, AGano coop, . €S el trabajo reversible del

] no coop ; ) ..

- IV E— no coop u ISI .

roceso no-cooperativo Wh whb' WS es su trabajo disipado
Wb——>Wbr

Integrando el area de la curva Fuerza-Extensidn correspondiente al desplazamiento del
ADN que se aleja del modelo WLC, obtuvimos un valor aproximado del trabajo no-

cooperativo, AG  nocoop . <S5pN.nm.Como se menciono, el proceso no cooperativo
es lento, por lo que podemos considerarlo reversible (W;/;Sno coop 1 0), por lo tanto

W nocoor = AGypwp,. Reemplazando lo mencionado tenemos,

Wwp-wap = 5 pPN.nm + Wy, wap
Especificamente, los valores del trabajo irreversible Wy, wap Para nuestras
condiciones de APR silvestre, APR mutante, el reemplazo del anion cloro por glutamato,
el aumento de la fuerza ionica y el ppGpp son ~125, 140, 170, 125 y 115 pN.nm,

respectivamente (tabla 9 y 13). Se observa que Wy p,mwap > W, nocoon (4 <4%),

b

entonces podemos mencionar,
Wwab-wp = Wwpr-wab
En otras palabras, el trabajo irreversible de Wy, .p-wp €S aproximadamente
igual al trabajo irreversible Wy, owap SIN considerar el trabajo no-cooperativo.
Ademas, ya que la diferencia de energia entre Wb y Wb' es pequefia, Wh' es
energéticamente similar a Wb. Por lo tanto, es posible aplicar el teorema de fluctuacién

de Crooks a los procesos Wab - Wby Wb' —» Wab .
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Los cambios de energia calculados por manipulacién mecéanica pueden ser
corregidos para estimar los valores que se obtendrian sin la influencia de la fuerza. Asi,
AG,,_,, es el trabajo reversible del rip/zip a una determinada fuerza; para estimar el
AG,_,, afuerza cero (4G2.,,,), se procedio a restar la contribucion entropica del DNA
que rodea al promotor (~ 650nm) y del DNA desenrollado a las fuerzas E,. (Liphardt et
al., 2001; Manosas & Ritort, 2005). De todo el anélisis, se obtuvo:

- Desenrollamiento del RPo 1. La reaccion Wab — Wb presenta con una
diferencia de energia de AGY 4w, ~100pN.nmy luego Wb — U, involucra
AGY,,_,y ~90pN.nm (Tabla 9). Sin embargo, para el enrollamiento de Wb —
Wab, Wb se enrolla de forma no cooperativa a Wb', Wb - Wb' con
AGY,wp ~5PN.nmy luego Wb' - Wab de forma cooperativa.

- Desenrollamiento del RPo 2. Se produce la reaccion Wb — U donde 4G,y
~90pN.nm.

Como este el primer estudio de moléculas individuales que describe de forma
detallada la termodinamica del enrollamiento del complejo RPo, es pertinente
comparar los valores obtenidos con estudios anteriores. Midiendo la ocupancia del
promotor APR, con la RNAP, utilizando moléculas de DNA sobre una superficie de
mica de AFM, Doniselli et al., (2015) logro estimar un AG de ~50 KJ/mol que equivale
a ~80 pN.nm; y una constante de equilibrio de disociacién (K,;) de ~3.5 nM. Como se
podra notar, este AG corresponde a la diferencia de energia libre entre el complejo

formado y las moléculas RNAP y APR separados ya que K, es de segundo orden. Es
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claro que este AG no equivale a la diferencia de energia libre entre el estado enrollado

y desenrollado. Si pensamos en el siguiente mecanismo,

P+DS PDy & PDyap
Donde P es la proteinay D el DNA (RNAP-670 y el promotor APR para nuestro
caso) K; es la constante de equilibrio de formacion del complejo DNA-proteina
desenrollado, y K, la constante de equilibrio del enrollamiento. Mientras que PDy es

el complejo DNA-proteina desenrollado y PDy,,;,, €l complejo enrollado. De acuerdo

K,
aesto, K, es la constante de equilibro de formacién entre P + D <5 PDy,,. Por lo tanto

1 . . -/ ,
se cumple que Ka = — = KKy . Si tomamos en consideracion el RPo 1 que es el mas
d

abundante (80%), este tiene un A4G,,_,,, de ~90pN.nm que corresponde a K, ~ 6x10°.
Reemplazando valores se obtiene, K; ~ 0.5 M o una constante de disociacion del
complejo desenrollado K_, ~20x10° nM; que corresponde con una energia de ~10
pN.nm. Como se observa, la estabilidad del complejo RPo enrollado es en gran parte

debido al enrollamiento.

VI111.9 Efecto de la secuencia upstream

La expresion de promotores fuertes (A\PR, LacUVS5, rrnB P1 y P2, rrnD P1,
merT, leuV, tRNAtyr, hdeAB, Pm del fago mu, etc.), cominmente, presentan una o
varias regiones upstream (UP) de la caja -35 (cortas secuencias AT-rich), las cuales
interaccionan de forma inespecifica con el dominio C-terminal de la subunidad a

(aCTD) y estimulan la transcripcion en 90-300 veces en ausencia de factores
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transcripcionales (Schickor et al., 1990; Ross et al., 1998, Ma & Howe, 2004; Cellai et
al., 2007; Davis et al., 2004; Ross & Gourse, 2004).

Como se menciond, el cambio de secuencia (AT-rich por una random) tuvo
como objetivo saber si las sefiales observadas (rip/zip) correspondian a la interaccion
DNA-proteina del complejo RPo enrollado entre la RNAP-670 y el promotor APR. Se
observo que, la fuerza de desenrollamiento E. y enrollamiento F, aumenta (~2pN para
cada transicidon) con respecto a los complejos RPo formados por el promotor APR
silvestre (Tabla 6), lo que confirma que estas secuencias influyen en la interaccion.

Segun los estudios mediante AFM, el promotor mutante estudiado aqui reduce
la cantidad de DNA enrollado en ~10nm con respecto al APR silvestre (Mangiarotti et
al., 2009). Ademas otros autores proponen que una medida de estabilidad del RPo es
la cantidad de DNA enrollado (Rivetti et al., 1999; Shin et al., 2005; Maurer et al.,
2006; Cellai et al., 2007; Doniselli et al., 2015). De forma contradictoria, aqui se
reporta que la cantidad del DNA involucrado en el enrollamiento se mantiene en ~120
y 50pb para el RPo 1y 2 para ambas secuencias (Tabla 8). Lo cual tiene sentido ya que
la regidn upstream interacciona con el aCTD, porcion de la subunidad alfa que es muy
dinamica en movimiento gracias a la estructura del a-linker, que lo une a la porcion N-
terminal de la misma subunidad (aNTD) (Cellai et al., 2007). Como se menciona mas
abajo, el principal cambio es en la cooperatividad y la diferencia de energia libre. Por
lo tanto, podemos concluir que cambiar la cantidad de ADN enrollado, no es condicién
necesaria ni suficiente para cambiar la estabilidad de un complejo RPo.

Como se muestra en los resultados, la mutacion upstream aumentd de la

diferencia de energia libre (4G2.,,,) en ~30, 40 y 60% para las transiciones 1a, 1by 2,
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respectivamente (Tabla 9). Ya que el principal cambio ocurre en la transicién 1b y 2
(reaccion Wb — U) podemos sugerir que dichas sefiales involucran la interaccion del
DNA upstream con la RNAP.

Davis et al., (2004) mostré que, por el reemplazo de la secuencia upstream de
-60 a -42 del APR, observo el aumento de la constante de velocidad de formacion del
primer intermediario I; (~36 y 7 veces a 17 y 37°C) y aumento de su constante de
equilibrio (~2 veces); pero sin cambios en la disociacion del complejo RPo. Ademas,
el promotor trunco UT-47 APR aumenta la estabilidad del estado parcialmente
enrollado I, y el proceso RPc — I, es cinéticamente mas rapido (Ruff et al., 2015).
Lo mencionado va acorde con estudios similares con el promotor lacUV5 (Ross &
Gourse, 2004). Estructuras cristalinas, modelos computacionales y medidas
experimentales mediante Tethered Particle Motion (TPM) muestran que secuencias
AT-rich doblan el DNA entre 9-20° (MacDonald et al., 2001; Stefl et al., 2004; Brunet
et al., 2015). De acuerdo a lo mencionado, podemos sugerir que el grado de curvatura
intrinseca (Davis et al., 2004) o ausencia de curvatura (Ruff et al., 2015) afecta el paso
RPc — I, por su efecto directo sobre el I,: la estabilidad del I,z se reduce por
disminucion del DNA “pre-doblado”. Por lo tanto, podemos describir dos escenarios,

- LaRNAP-670 se une a una secuencia APR silvestre (-100/+30) pre-doblada: la
RNAP se une al promotor y no “paga” mucha cantidad de energia para doblar
parcialmente el DNA y formar el I, (ver Figura 32).
- La RNAP-670 se une a una secuencia APR mutante (-75/+30) aleatoria: A

diferencia de la secuencia AT-rich, una secuencia random no “pre-dobla” el
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DNA vy, debido a esto, la RNAP tiene que “pagar” mas energia para doblar la

misma cantidad de DNA, que el promotor APR silvestre, para formar I,

(Figura 32).

En 1995, Parvin et al., (1995) demostraron que la caja TATA pre-doblada en el
surco mayor o menor aumenta la constante de equilibrio de union de la proteina a la
caja TATA (TBP) entre ~100-300 veces con respecto a un DNA lineal. Ahora, uno
puede preguntarse, Si I,z es menos estable por secuencias menos “pre-dobladas” o
random (como la mutante —75/+30 APR estudiada aqui), ;Como la secuencia del APR
mutante genera complejos RPo enrollados con mas AG2,,,? ¢(No deberia ser menor y
en concordancia con Parvin et al., (1995)? Una posible explicacion, relacionada al
mecanismo de formacion del RPo, a estas interrogantes se mencionara mas adelante
(ver Figura 32)

La idea anterior, también propone una explicacion de como el trabajo disipado
aumenta de ~20 a 45 pN.nm y de ~11 a 40pN.nm para la reaccion Wab - Wby Wb —
Wab, respectivamente, de la transicion 1a del RPo 1; y de ~0.6 a 6pN.nm y de 0.6 a
5pN.nm para la reaccion Wb — U y U — Wb, respectivamente, de la transicion 2 del
RPo 2 (Tabla 9). Esto se explicaria porque al haber un cambio de configuracion mas
pronunciado en el caso del ADN random, esto implicaria un mayor pasaje a traves del
solvente y cambios méas drasticos de interaccion con él y, por lo tanto, mas trabajo
disipado en la perturbacién fuera del equilibrio.

Otro cambio importante es el aumento de la no-cooperatividad de ~6 a 14pb (2

veces) del proceso Wb — Wh' (Tabla 8); el cual podria estar relacionado con la
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interaccion del DNA downstream y los DME del jaw de la subunidad B’ de la RNAP.
Sin embargo, si la transicion 1b y 2 involucra la interaccion del DNA upstream ¢Por
qué afecta a la transicion la que involucra la interaccion con DNA downstream?
Podemos pensar en una conexion alostérica entre el enrollamiento upstream vy
downstream; ya que, como mostré Davis et al., (2004), mutaciones en la region -60 a
-42 del DNA upstream del APR reducen la proteccion del DNA downstream en ensayos

de footprinting.

V111.10 Efecto de reemplazo del anion cloro por glutamato

En el caso del promotor APR, el reemplazo del anion cloro (CI) por glutamato
(Glu), a concentraciones de 230mM, aumenta la constante de asociacién de segundo
orden de formacién del intermediario I; (k,) en ~30 veces lo que aumenta la constante
de equilibrio de formacion de RPo en ~37 veces (Kontur et al., 2010). En otras
palabras, el glutamato incrementa la estabilidad de la interaccion del complejo
enrollado entre la RNAP-670 y el promotor APR. Lo anterior también se ha observado
para las endonucleasas EcoRI, Accl, Avall, Hphl, Ndel, Sall y Smal (Leirmo et al.,
1987). Los autores proponen gue el Glu™ se une déebilmente a la superficie de la RNAP,
enrelacional CI, y por lo tanto su superficie se encuentra mas hidratada, lo cual facilita
la reorganizacion del jaw de B’ y aumenta su union al DNA downtream durante el
proceso I, = RPo de la cinética del APR (Leirmo et al., 1987; Kontur et al., 2010). La

interaccion del B’ y con el DNA downstream ha sido confirmado por uso de la mutante
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AJAW RNAP; el cual reduce el k, en ~50 veces y no protege el DNA downstream
desde -5 a +20 del radical OH (Drennan et al., 2013).

Acorde a los anterior, en el presente estudio se reporta que, a 100mM de KGlu,
la diferencia de energia libre y energia por par de base aumenta en ~30, 40 y 30%, y
en 30, 20 y 20% para las transiciones la, 1b y 2, respectivamente. Ya que las
transiciones 1b y 2 corresponden al enrollamiento del DNA downstream (también es
apoyado el aumento de fuerza idnica); podemos mencionar, y de lo dicho
anteriormente, que la transicion 1a corresponde la interaccion del DNA downstream y
la RNAP. El aumento de la estabilidad entre el DNA upstream y la RNAP puede
deberse a la conexidn alostérica con el enrollamiento del DNA downstream (Davis et
al., 2004). Gracias a este experimento, y junto al efecto de la mutante, confirman que
las sefiales observadas (rip/zip) corresponden al complejo RPo enrollado.

Cabe mencionar que una mayor estabilidad del complejo RPo enrollado no
indica mayor actividad transcripcional ya que la RNAP tendria que hacer mas trabajo
para escapar del promotor y pasar a elongacion para formar el RNA. Lo anterior va
acorde con ensayos de footprinting, con DNasal del promotor osmY con la RNAP-c°,
gue muestran una reduccién de la proteccion upstream, permitiendo mas facilidad de
escape del promotor; y que la actividad el APR con RNAP-670 se debilita (Lee &
Gralla, 2004). Debido a esto, los autores proponen que los promotores 670 y ¢°
responde de forma negativa y positiva (en actividad) frente a aumento osmotico del

anion fisiolégico glutamato.
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VI111.11 Efecto del aumento de la fuerza idnica

La mayoria de las interacciones DNA-proteina son de tipo electrostéaticas, ya
que el DNA es un polielectrolito anidénico. Mediante estudios cinéticos, se ha
demostrado que el aumento de la fuerza i6nica (I) reduce la constante de equilibrio de
formacion del complejo RPo (K,) (Roe & Record, 1985; Lozinski et al., 2009a;
Lozinski et al.,, 2009b). Ademas, la constante de formacién de oligolisinas
(polielectrolito cationica) al DNA se reduce por el aumento del I (Record et al., 1998).
De lo mencionado, queda claro que el principal componente que estabiliza la
interaccion entre la RNAP-670 y el promotor APR, en los complejos RPo enrollados,
es de tipo electrostatica gracias a aminoacidos positivos como Lys y Arg.

En concordancia con lo anterior, en este estudio (aumento de 50 a 300mM de
KCI) se observa que para la transicion 1b y 2, la diferencia de energia libre se reduce
en ~15y 20%, respectivamente. Sin embargo, este aumenta en 10% para 1a; lo cual da
una reduccion global de ~6.3pN.nm para el RPo 1 y ~18pN.nm para el RPo 2. Lo
anterior confirma que:

- Latransicion 1by 2 (reaccion Wb — U) corresponden al desenrollamiento del
DNA upstream. Ya que eso implicaria la interaccion electrostatica inespecifica
entre los fosfatos del DNA upstream y los aminoacidos positivos del aCTD de
la RNAP.

- Latransicion la (reaccion Wab — Wh) corresponde al desenrollamiento del

DNA downstream. Ya que dicha interaccion involucra el reordenamiento de
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dominios no estructurados (DME) del jaw de la subunidad ’; en este proceso,

estarian implicados amino&cidos apolares, polares y cargados.

También se observa que la cantidad de DNA involucrado se reduce en ~15 y
8pb para el RPo 1y 2, respectivamente. Sorprendentemente, no se observaron cambios
en la cooperatividad de la transicion 1 a (UW; — UW,). Podemos concluir que, el
aumento de la fuerza ionica, reduce la estabilidad del complejo enrollado RPo y la

cantidad de DNA involucrado.

V111.12 Efecto del ppGpp

En bacterias, la “respuesta estricta” (RE) es el principal mecanismo de
adaptacion frente a cambios y estrés ambiental; y es activado por el ppGpp 0 guanosina
tetrafosfato (Traxler et al., 2008). En E. coli, el ppGpp se une a la RNA polimerasa
(RNAP), factor de traduccion IF2, lisina descarboxilasa, Obg GTPasa, exopolifosfatasa
y DNA primasa (DnaG); pero el mayor impacto se produce sobre la RNAP (Kriel et
al., 2013). La transcripcion sufre el mayor impacto por el ppGpp ya que, en esta etapa,
se produce el primer paso de la expresion del cddigo genético. El ppGpp fue
descubierto hace 45 afios (Potrykus & Cashel 2008) y el paradigma de la modulacion
de la transcripcién por ppGpp indica que, principalmente, actta a nivel de la iniciacion
dependiente del tipo de promotor (Barker et al., 2001a; Barker et al., 2001b; Potrykus
et al., 2002; Murray et al., 2003; Lyzen et al., 2009; Wagner, 2002; Paul et al., 2004).

A concentraciones saturantes de ppGpp (100uM<) se ha observado que,
mediante AFM, estimula el desenrollamiento de ~30 a 15nm y no modifica la

diferencia de energia libre de la formacion del complejo enrollado (Doniselli et al.,
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2015). Contrariamente a lo anterior, aqui se ha observado que a 100uM de ppGpp, la
cantidad de DNA en el complejo RPo 1 enrollado se reduce en ~10 y 15pb de las
reacciones Wab — Wb (1a) y Wb — U (1b); mientras que para el RPo 2, se reduce en
~13pb para Wb — U (Tabla 12). Lo anterior da un total de ~25pb 0 9nm, el cual es el
60% de lo reportado. Estas diferencias se pueden explicar por la baja resolucién del
AFM (10nm<), el efecto del tip del AFM sobre el complejo DNA-proteina, la
interaccion mica-APR-RNAP, y el desconocimiento si el complejo DNA-proteina con
ppGpp pre-incubado es RPo (Bustamante & Rivetti, 1996; Cellai et al., 2007; Doniselli
et al., 2015). Ademas, el ppGpp, de la misma manera que el cambio de secuencia,
aumenta ~2.5 veces la no-cooperatividad Wb — Wb’ (Tabla 12).

Otro efecto importante del ppGpp, es que reduce la diferencia de energia libre
en 27 y 11% para la transicion 1b y 2, respectivamente; pero la aumenta en ~9% para
el tipo 1a. En otras palabras, el ppGpp aumenta la estabilidad de la interaccion RNAP
con el DNA downstream (1a, Wab — Wh); y la reduce, para el DNA upstream (1b 'y
2, Wb - U). Sin embargo, el efecto global es la reduccion de la estabilidad del RPo.
Como se menciond anteriormente, si la RNAP se encuentra unida al promotor con mas
afinidad, le costaria escaparse de el para pasar a elongacion. A favor de esta idea es
que se ha reportado que, 250uM de ppGpp reduce la estabilidad del RPo del APR en
~2 veces Y dificulta el escape del promotor (Potrykus et al., 2002). La reduccién de
estabilidad por ppGpp también se ha observado en los promotores como rrnB P1, rrnD
P1, APL, LacUVS5, argL, hisG y liv] (Barker et al., 2001). Podemos mencionar que, el

ppGpp aumenta la estabilidad de la interaccion downstream lo cual dificulta el
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mecanismo de scrunching y, por lo tanto, el escape del promotor; pero este
componente es apantallado por la reduccion de la estabilidad de la interaccion
upstream.

En el promotor rrnB P2, se ha observado que el ppGpp favorece la formacion
de complejos RPc (81). Helnemann y Wagner (1997) proponen dicho modelo, el cual
menciona que el ppGpp estabiliza los complejos RPc, el equilibrio entre RPo y RPc se
desplaza hacia RPc y la discriminacion de los promotores regulados por ppGpp se
produce en etapas tempranas de iniciacion; lo cual va acorde que el enrollamiento
ocurre en dichas etapas (Davis et al., 2007).

El ppGpp afecta la vida media de los complejos RPo de los promotores rrn P1
ya que estos presentan una vida media en un orden menor de los promotores no
afectados por ppGpp; por ejemplo, promotores de genes para la sintesis de aminoacidos
como hisJ o argL (Schneider et al., 2003). Esto indica que la modulacion positiva o
negativa no se debe a una interaccion diferencial del ppGpp con la RNAP, sino a la
cinética de asociacion promotor-RNAP (Barker et al., 2001a; Barker et al., 2001b).
Los promotores con larga vida no son inhibidos ya que estos escapan a la fase de
elongacion antes de que el complejo RPo colapse en presencia de ppGpp (82). Este
modelo es consistente con la observacion de mutantes de rrnB P1 con alta vida que no
son inhibidos por ppGpp (Barker et al., 2001).

De lo todo lo mencionado proponemos que el ppGpp reduce la estabilidad
global del RPo de complejos muy estable y dificulta su escape del promotor por
aumento de la estabilidad de la interaccion DNA downstream con la RNAP. Por otro

lado, como el enrollamiento ocurre tempranamente en la formacién del RPo, el ppGpp
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podria estabilizar ain mas el complejo enrollado, dependiendo del tipo de promotor, y
dificultar pasos posteriores como la isomerizacion y formacion del RPo, y de esta
manera “congela” el proceso en el complejo cerrado (RPc). En el caso de promotores
con baja estabilidad, el ppGpp reduce ain mas su estabilidad, ocasionando que la
RNAP se disocie del promotor hacia el solvente. El balance entre la estabilidad del
complejo RPo enrollado, el escape del promotor a elongacion y la disociacion hacia

el solvente, podrian definir si el ppGpp estimula o reduce la fuerza de un promotor.

V111.13 Relacion entre el trabajo disipado y la velocidad del proceso.

Como se observa en los resultados, ciertas condiciones aumentan, de forma
considerable, el trabajo disipado pero ¢Cual es su relacion con el mecanismo de
enrollamiento del RPo?, a continuacién proponemos una explicacion, la cual puede
aplicarse al desplegamiento/plegamiento del RNA y proteinas.

Imaginemos que tenemos un proceso que se compone de dos estados 1y 2, con
una constante de velocidad k,_,, para el proceso 1 - 2 y k,_,, es para el proceso
inverso; y que este es perturbado por una fuerza externa. Cuando la velocidad de la
perturbaciénde 1 — 2 (r;_,,) es mucho mas rapido que k,_,, (r;-, > k,_,,) se produce
trabajo disipado (W, > 0) debido a que nos encontramos en condiciones muy lejos
del equilibrio o de forma irreversible; sin embargo, cuando 1, = k,, la
perturbacion es en condiciones de equilibrio o reversibles (WS ~ 0). Ahora,
imaginemos que k,_, se modifica por algin mecanismo (temperatura, pH, sales

monovalentes, etc.), la cual llamaremos k;_,,, pero el experimento se sigue realizando
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a la misma velocidad r;_,,, entonces es posible dos escenarios en condiciones de
perturbacién lejos del equilibrio,

- Cuando ki, > k;_,,, la velocidad del experimento es comparable al del
proceso 1 — 2, es decir ki, <r;_,; en otras palabras ahora el trabajo
disipado es menor WS < W2 o WA =~ 0.

- Cuando ki, = kq,, el trabajo disipado se mantiene WS = WS o
W& >0 yaque ki, <1955

- Cuando ki, < kq,5, la velocidad del experimento se vuelve mucho mas
rapida relativo al proceso 1 — 2 0 ki, < 17, Y, por lo tanto, se produce mas
trabajo disipado, W5 « WS, o WA > 0.

Ya que el trabajo disipado de i — j (Wl-‘ifﬁ) se determina con el teorema de
fluctuacion de Crooks; ahora, podemos ir de forma inversa. Es decir, si la perturbacién
a una velocidad r genera un Wi‘i"j? para la condicion 1 y WS para la condicion 2
donde

W2 < WS, podemos concluir que k;_, > ki_,.

- WA > W, podemos concluir que kq_, < ki,

VI111.14 El enrollamiento en el mecanismo de formacion del RPo

A continuacién resumiremos y mencionaremos los puntos mas importantes a

considerar para relacionar lo reportado en este estudio y la mas reciente propuesta de
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diagrama energético de la cinética de formacion del RPo en el promotor APR (Ruff et

al., 2015).

1. El promotor APR mutante genera complejos RPo enrollados con mayor energia
libre (4G2.,,) entre los estados enrollados y desenrollados en ~50% vy
cinéticamente mas lento (trabajo disipado es ~2 — 3 veces en relacion al
promotor APR silvestre). Ademas, mencionamos que la mutacion en la region
upstream genera un DNA menos doblado y por lo tanto la RNAP hace mas
trabajo para enrollar el mismo DNA que la secuencia silvestre.

2. El reemplazo del anién cloro por glutamato incrementa AG2_,,, en ~ 30%. De
acuerdo a estudios cinéticos y de proteccion (footprinting) el glutamato facilita
la interaccion entre el B’ Jaw y el DNA downstream en el paso I, - RPo para
el promotor APR (Leirmo et al., 1987; Kontur et al., 2010).

3. El aumento de la fuerza idnica reduce el AGY.,, en ~20%. Ya que las
interacciones entre la RNAP y el APR son principalmente electrostaticas (Roe
& Record, 1985; Lozinski et al., 2009a; Lozinski et al., 2009b), el principal
efecto del aumento de la fuerza ionica es a nivel de los complejos donde el
DNA se encuentre enrollado, los cuales seria el estado RPo, I, y I,; de acuerdo

a Ruff et al., (2015).

De lo anterior proponemos que la mutante APR hace inestable el complejo Iz
ya que la RNAP tiene que hacer mas trabajo para mantener el DNA doblado. La
inestabilidad del I,z ocasiona que el paso RPc < I,z Y I, < I;; sean cinéticamente

mas lentos ya que la energia de activacion aumenta, lo cual es explicado por el aumento
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del trabajo disipado; y que la diferencia de energia libre (4G2.,,,) entre el estado I, y
el RPo, los cuales son representados por U y Wab para nuestro caso, aumenta (Figura
33, linea y flecha roja). En otras palabras el proceso RPc — I, abarca el doblez parcial
del DNA de la regién upstream. Esta idea es apoyada por el aumento de estabilidad de
I, por efecto del promotor trunco upstream UT-47 APR (Ruff et al., 2015); la RNAP
no tiene que hacer trabajo para doblar el DNA ya que este ha sido eliminado (Figura
33, linea roja discontinua). EI aumento de la fuerza idnica desestabilizaria,
principalmente al estado I;,, I, y RPo ya que el componente electrostatico de superficie
entre la region upstream y las aCTD es mucho mayor que en los estados desenrollados
y parcialmente enrollados RPc y I,g. Esta hipétesis explicaria la disminucion del
AGY,, entre el estado I, y el RPo (Figura 33, flecha ploma). Finalmente, el glutamato
estabiliza el estado RPo, por favorecer el proceso I, - RPo, y esto aumenta la AG2_,,
entre el I,z y el RPo (Figura 33, flecha azul). Estructuralmente, ya que este proceso
involucra la interaccion entre el B’ jaw y el DNA downstream, futuros estudios con la

mutante AJAW RNAP ayudaran a corroborar dicha hipotesis.

Se mencioné que el ppGpp reduce el AG2.,,, (efecto similar al aumento de la
fuerza i6nica) y aumenta el trabajo disipado y la no-cooperatividad (similar al efecto
de la secuencia upstream mutante del APR). Por lo tanto, postulamos que el ppGpp
desestabiliza los estados I,z I;;, I, y RPo donde el RPo sufre el mayor cambio de
estabilidad; de esta manera i) el AG?_,,, es menor entre el I, y el RPo (Uy Wab para

nuestro caso), y ii) el proceso RPc — I, €s cinéticamente mas lento que en ausencia

de ppGpp.
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-75/+30 APR

UT-47 APR

Figura 32: Paisaje energético de formacién del complejo RPo en el promotor APR. Como se observa: 1)
el cambio de secuencia AT-rich por una random (-100/+30 por -75/+30 APR) en la region upstream
reduce la estabilidad (flecha y curva roja) del estado I, y esto origina que el proceso RPc — I, sea
mas lento; ii) el anion glutamato estabiliza el estado RPo ya que favorece el proceso I, — RPo por efecto
directo en los dominios no estructurados del B’ jaw en interaccion con el DNA downstream (flecha y
curva azul); yiii) el aumento de la fuerza idnica desestabiliza los complejos 1,,, I, y RPo (flecha y curva
negra). Ademas, el promotor trunco UT-47 APR estabiliza el estado I,z. El diagrama energético de

formacién del RPo para el RPo a condiciones normales (50mM KCI y secuencia APR silvestre) se

muestra en lineas punteadas. Imagen adaptada de Ruff et al., (2015).
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IX. CONCLUCIONES

1. Mediante la aplicacion de fuerza mecéanica sobre el DNA enrollado, la
microscopia de pinzas Optica permitié perturbar el complejo RPo enrollado en
condiciones fuera del equilibrio. Ademas, mediante la aplicacion del teorema
de fluctuacion de Crooks, fue posible estimar el trabajo reversible o diferencia
de energia libre en el equilibrio (4GY_,,) y trabajo disipado (W %) de los
experimentos fuera del equilibrio o irreversibles.

2. Elenrollamiento del DNA alrededor de la RNAP-670, en el complejo RPo, es
un proceso espontaneo que involucra un cambio importante de energia (4GS,
entre ~20 y 40 K;zT). Ademas, el AGJ_, es principalmente afectado por el
cambio de secuencia del promotor APR, aumento de fuerza ionica,
estabilizadores y el regulador transcripcional ppGpp.

3. Gracias a la aplicacion del modelo de polimeros WLC (worm like chain model),
se logré estimar la cantidad de DNA en interaccion (4L, entre ~50 y 120 pb)
lo cual es apoyado por estudios previos estructurales con microscopia de fuerza
atdbmica (AFM) y de proteccién del DNA por RNAP-670 contra DNasal y
radical OH (footprinting). Ademas, se mostrd que el cambio de secuencia del
promotor APR, aumento de fuerza ionica, estabilizadores y el regulador

transcripcional ppGpp no afectan AL ..
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4. Anteriormente a este estudio, muchos autores proponen que la cantidad de
DNA involucrado en la interaccibn DNA-proteina es una medida de la
estabilidad. Es decir, a mas DNA en interaccion, el complejo es més estable.
Sin embargo, como se ha demostrado en la presente tesis, la estabilidad de un
complejo es medido por su trabajo reversible 0 4GS_,,, el cual se compone la
fuerza generada (F. y F,, fuerza del rip y zip, respectivamente) y el
desplazamiento o AL,.

5. Yaque se obtuvo la cantidad de DNA enrollado (AL,) y la energia involucrada
(4GS, se logrd estimar la energia por par de base del DNA enrollado
alrededor de la RNAP-670 de Escherichia coli (4G,, ~0.32 K5T), valor que
representa el ~60% del AG,,;, del complejo nucleosoma. Ademas, AG,,, al igual
que el AGY.,,,, es principalmente afectado por el cambio de secuencia del
promotor APR, aumento de fuerza ionica, estabilizadores y el regulador
transcripcional ppGpp.

6. Se lograron identificar dos tipos de complejos RPo enrollados

- RPo tipo 1, presenta los estados Wab « Wb < U donde se involucran
~23y 22 KzT y ~70 y 50pb, respectivamente. La transicion Wb < U es
cooperativa y posiblemente involucra la interaccién con el DNA upstream;
mientras que el enrollamiento Wb — Wab presenta un intermediario Wb',
donde el proceso Wb — Wb' es no-cooperativo y Wbh' - Wab

cooperativo, y probablemente se enrolla el DNA downstream.
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- RPo tipo 2, presenta los estados Wb < U donde, probablemente, solo se
enrolla el DNA upstream.

7. EIl reemplazo de una secuencia rica en adenina y timina (AT-rich) por otra
aleatoria, en la region upstream del promotor APR, modificé significativamente
el trabajo disipado (W9S) en los experimentos fuera del equilibrio del
desenrollamiento y enrollamiento del RPo, entre ~2 y 3 veces. Lo anterior
sugiere un posible efecto de las propiedades dindmicas del DNA (flexibilidad
y curvatura) en el W%s,

8. Elcomplejo RPo enrollado es desestabilizado por al aumento de la fuerza ionica
(4GS, reduce en ~20%) y estabilizado por el anion fisioldgico glutamato
(AGY_,,, aumenta en ~30%) tal como muestran los estudios cinéticos en bulk.
Lo anterior confirma que hemos monitoreado el desenrollamiento y
enrollamiento del complejo RPo, en tiempo real y a nivel individual.

9. El ppGpp reduce la estabilidad de la interaccion entre el DNA upstream con la
RNAP-670 en ~15%. Ademas, aumenta la no-cooperatividad del enrollamiento

en ~2 Veces.
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X. RECOMEDACIONES

1. Realizar experimentos con la mutante AJAW RNAP (en subunidad ), el cual
reduce el k, en ~50 veces y no protege el DNA downstream desde -5 a +20 del
radical OH (Drennan et al., 2013), el cual ayudarian a corroborar si la transicion
Wb — Wab involucra el enrollamiento del DNA downstream.

2. Reproducir los experimentos de Footprinting, de forma similar a Craig et al.,
(1995), pero con el promotor APR desde la posicion -100 a +30. El objetivo de
este experimento ayuda a encontrar una porcion de alta proteccion (porcion
central, cerca de las cajas -35 y -10) y otra region con baja proteccion (zonas
lejanas, cerca de -100 y +30) para corroborar si el complejo RPo en solucién se
encuentra en dos formas de enrollamiento, donde uno de ellos tiene mas DNA

enrollado.
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XI1. ANEXOS

ANEXO 1. Calibracioén de la deteccion de fuerza:

La fuerza, el microscopio de pinzas Opticas, se estima del cambio de direccion
del haz laser que atraviesa la camara de experimentos; la cual es detectada por un
fotodetector de tipo Position Sensitive Detector (PSD). Se procedié a realizar la
calibracion de la deteccion de fuerza mediante el método de Stokes (Smith et al., 2003).
Este método consiste en obtener datos de velocidad (V) y fuerza (F) del movimiento
de una bolita de poliestireno (con didmetro conocido, 2.1 um). Del cociente entre
ambos parametros se obtiene el coeficiente de friccion F/V = & = 6mnR y luego se
obtiene el diametro calculado de la bolita (R); donde n es el constante de vizcocidad

del medio. A continuacion se muestra el protocolo.

Realizar un correcto alineamiento de las trampas antes de realizar el test.
Verificar que la diferencia de Iris/fSUM (con y sin bolita) sea < 0.010. Corroborar que

las desviaciones en el PSD sean iguales y opuestas.

1. Poner cero PSD (sin bolita de poliestireno).

2. Atrapar una bolita (2 — 3 pum de diametro) con una distribucion de tamafio
conocido.

3. Seleccionar Autoalign (ON).

4. Seleccionar nuevamente Autoalign (OFF).

5. Seleccionar “Stokes” test” (Tool/Stokes test). Tener cuidado en tener el

Autoalign en ON. En la nueva ventana generada, observar tres spot que se



mueven arriba y abajo debido a fuerzas térmicas; Xforce=green,
Yforce=yellow, Zforce=blue.
6. Seleccionar ZeroForce.

7. Seleccionar Move motors XYZ. Para mover la camara de fluidos

8. Mover (~10 diametros fuera de la pipeta) en el eje X, Y y Z (rueda del mouse).

Tener cuidado de no pegar la bolita en las paredes de la camara.

Figura 33. Ventana de la prueba de stokes; esta representan una grafica de velocidad vs fuerza del
movimiento de la bolita de poliestireno. Como se observa (ecuacion) el cociente entre ambos valores
genera una pendiente que equivale a 6mnR. Al finalizar la prueba por cada bolita, la ventana nos expresa
el diametro de esta. EI didmetro calculado por la ley de stokes (Figura 31) debe ser cercano al didmetro

de la bolita comercial (2.1um, para este caso).

9. Congelar la prueba Stokes pulsando la tecla “F” (Figura 33).

10. Girar los patrones horizontales X e Y con las teclas “E” y “Q”, respectivamente.



11. Pulsar la tecla “E” y se mostrara el didmetro de la bolita calculado, en la esquina
inferior izquierda de la pantalla.

12. Repetir para varias bolitas (Decongelar la pantalla con “F”, borrar la data y
apretar “°”, re-cero PSD y obtener una nueva bolita).

13. Estimar el diametro de ~30 bolitas, estimar la distribucién de frecuencia y
calcular el promedio; el cual debe ser igual parecido a lo mencionado por el
fabricante. Si la coincidencia es correcta, todo est4 bien. En caso contrario,
considerar los factores de calibracion: trapAForceSensitivity[x,y,z] vy

trapBForceSensitivity[x,y,z] deben ser cambiados.
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Figura 34. A) Valores medios con SD de didmetro de microesferas estimados a 4 potencias de fuente
de poder del laser (1: 12000; 2: 10000; 3: 7000 y 4: 5000). B) Distribucion de frecuencias del diametro
de la bolita. Se observa un ajuste normal (R? = 0.94), con un valor de 2.09 + 0.04 ym y SD = 0.16 pum.

Este se encuentra muy cercano al valor del fabricante, 2.1 um.

Como se observa en la figura 34, el didmetro calculado mediante la ley de stokes

muestra un valor de 2.09 £ 0.04 um cercano al del fabricante (2.1 pm) y este es



independiente de la potencia del laser de las pinzas Opticas. Ademas, la distribucion de

frecuencias se ajusta a una gausiana (R? = 0.94).
ANEXO 2. Calibracién del movimiento de la trampa:

Las medidas de cambios de extension (nm) estimados por la trampa dptica, se
obtienen a partir del movimiento relativo del laser en la posicion central y en una
posicion aleatoria en un fotodetector. Luego, este cambio de distancia en el fotodetector

se convierte por un factor en nanémetros.

2000.2|

A distance-X

Figura 35: Test de calibracion del movimiento de la trampas (ligth lever test). Como se observa la

grafica de motors-Y vs A-distance-Y debe dar una pendiente ~ 45°.,



Primero, realizar un correcto alineamiento de las trampas antes de realizar el
test. Verificar que la diferencia de Iris/SUM (con y sin bolita) sea < 0.010. Corroborar

que las desviaciones en el PSD sean iguales y opuestas.

1. Abrirel archivo de grabado de canales del microscopio (Pref alias.txt). Cambiar
de 0 a1 los canales A-distance-Y, B-distance-Y, A-distance-X, B-distance-X y
motors-Y, motor-X.

2. Crear una gréfica de A-distance-Y, B-distance-Y, A-distance-X y B-distance-
X vs motors-Y y escalar a 2000nm/division y 2pum/division, respectivamente.

3. Poner Centre-trap, atrapar una bolita (3 — 4 de diametro) y succionarla con la
pipeta.

4. Colocar la bead y el foco de laser de forma concéntrica.

5. Activar el modo Constant-Force en 10pN y mover la pipeta con las flechas del

teclado a distancias menores a ~2veces el diametro de la bead. Observar el
patrén correspondiente (Figura 35).

6. Observar si la pendiente es negativa y ~1 (por el angulo de 45°). Si no es asi,
modifica el TrapAleverSensitivity[X,Y,Z] y TrapBleverSensitivity[X,Y,Z]

para aproximar a 1.

Como se observa en la Figura 36, la pendiente generada entre i) el movimiento
los motores de la camara (motors-Y) y ii) el movimiento del laser que no pasa por la
camara de experimentos (Light-lever) en el eje Y para ambas trampas (A y B), es de
~0.96 que corresponde con un angulo de ~44°. En otras palabras, el error de medicién

inferido de la distancia real del desplazamiento del laser (nm) es menor al 4%. Todas



las mediciones observadas en los resultados se encuentran entre 15 y 20nm vy, por lo

tanto, tendrian un error de 0.6 y 0.8nm, respectivamente, los cuales son inferiores al

ruido experimental (< 2nm).

Una vez que la estimacion de fuerza, por movimiento de microesferas dentro

de trampa Optica, y estimacion de distancia, por movimiento del laser, son correctos,

se procedid a realizar el calculo de la constante de elasticidad de la trampa (stiffness).
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Figura 36: Graficas representativas entre el Motors-Y y el Light-Lever del eje Y para las trampas Ay

B. Como se observa en ambos gréficos, se observa una pendiente de ~44°. En los insertos se observa el

ajuste lineal de la pendiente.

ANEXO 3. Determinacion de constante de resorte de la trampa (Stiffness)

Como se menciond en el texto, cuando estiramos un DNA, la sefial recolectada

en el PSD (position sensitive detector) es la posicion de la trampa dptica y no del DNA.



Por lo tanto, antes de realizar el ajuste de una curva fuerza vs extension de DNA al
modelo WLC, debemos extraer la distancia por desplazamiento de la bead del centro
de la trampa. Podemos aproximar la fuerza que experimenta la microesfera como F =
kx, donde k es la constante del resorte de la trampa o stiffness (Manosas & Ritort,

2005). Como se observa la relacion entre k y F es lineal.

Primero, realizar un correcto alineamiento de las trampas antes de realizar el

test. Verificar que la diferencia de Iris/'SUM (con y sin bolita) sea < 0.010.

1. Abrirel archivo de grabado de canales del microscopio (Pref alias.txt). Cambiar
de 0 a 1 los canales cycleCount/n, yForce, Tension, A _distY, B_distY and
Status. Otras variables pueden ser grabadas pero no son necesarias.

2. Capturar una microesferas de digoxigenina con DNA y pescar un DNA Unico
con la microesfera de estreptavidina unido a la pipeta.

3. Realizar el protocolo de force-ramp entre 4 y 20 pN de fuerza y crear una patalla
de yforce vs A_distY o B_distY y time vs A _distY o B_distY.

4. Apretar Stiffness Test. Observar que el protocolo de Force-ramp se detiene y
el ligth-lever de ambas trampas se mueven en sentido contrario generando un
AF de 1pN. Realizar entre 10 — 30 ciclos (Figura 37B), detener Stiffness Test y

continuar con Force-ramp. Realizar esto a distintas fuerzas.
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Figura 37: Esquema general del test de stiffness. A) Prueba a tres fuerzas distintas en una grafica de
yforce vs A_distY; B) Ejemplo de los movimientos ciclicos de la trampa éptica (A_distY) en el tiempo
a la fuerza de 10pN; y C) Esquema global de los saltos ciclicos a tres fuerzas distintas, cada test de
stiffness es una fuerza constante (histogramas rojos, F = 5.9, 8.3 y 10pN). Finalmente, la distancia de

salto de la trampa vs la fuerza constante a la que se mantuvo seran graficados.
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Figura 38: Analisis para el test de stiffness de una trampa éptica. A) Dependencia de la distancia de
salto ciclico vs la fuerza a la que se hizo el experimento; esto se realiz6 a 4 potencias distintas (12000,
negro; 10000, verde, 7000, azul; 5000, rojo); y B) Dependencia valores de stiffness y la potencia, como

se observa la relacion es lineal de la forma y = -x.(2.19 + 1.57)x10-6 + (0.0036 + 0.0139), R? = 0.94.

5. Extraer los datos de time, A distY, B_distY y force. En la grafica time vs
A _distY, B_distY observar los saltos a cada stiffness test a su determinada
fuerza constante (Figura 37C). Usar el programa QuB para corregir el drift y
estimar la distancia total del salto.

6. En una grafica de force vs distancia de salto ajustar los datos a una regresion
lineal: y = —aF + b, donde la distancia que se ha desplazado la microesfera
del centro de la trampa es d = —aF? + Fb donde el stiffness es equivalente a

1/b.



Tal como como se muestra en la Figura 38A, se observo una dependencia lineal
entre la distancia de saltos ciclicos de cada light-lever (A_distY, B_distY) y el yforce
a 4 potencias de laser distintas. Para nuestro caso, se utilizé siempre la méxima potencia
(12000) lo cual corresponde con un valor de ~0.03 pN/nm (k). En el texto se mencion6
que los experimentos de force-ramp se realizaron a 100nm/s (r), lo cual es la velocidad
del movimiento del laser que incide sobre el PSD y no refleja la velocidad de
perturbacién del sistema DNA-proteina. Ya que la fuerza se propaga desde el extremo
del DNA hasta el complejo enrollado entre la RNAP-670 y el promotor APR, lo
recomendable es expresar la velocidad de force-ramp en pN/s como v = rk, lo cual da

un valor de 3pN/s.

ANEXO 4: Estimacion de la longitud de persistencia del DNA

En el texto se mencionod que para estimar la cantidad de DNA enrollado en los
experimentos, necesitamos estimar la longitud de persistencia del DNA (P, nm) que se
desenrolla. Ya que P es una propiedad del polimero, P puede ser estimada para nuestra

molécula de DNA en ausencia de RNAP-c70.

A continuacidn escribimos el protocolo:

1. Se estiraron 12 DNA, se visualizaron en una grafica de yforce vs A_distY
y se corroboraron que estos sean DNA individuales, por ruptura Gnica del

DNA y caida a fuerza cero.
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Figura 39: Ajuste de los datos de estiramiento de 4 moléculas de DNA individual (grafico de fuerza vs
distancia) al modelo WLC; donde se obtuvo una longitud de persistencia p de 25.8 + 0.4nm (DNA 1),
23.4 £ 0.4nm (DNA 11), 16.9 + 0.8nm (DNA I11) y 13.3 + 0.1nm (DNA V). Lo cual corresponde con

un P medio de ~20nm.

2. Se extrajeron los datos de yforce y A _distY se procedio a corregir todos los
valores de A _distY como:
A distY _corr=A distY + aF? — Fb

Donde a y b fueron estimados por el test de stiffness.



3. Se seleccionaron los datos corregidos como yforce vs A_distY_corr y solo
para fuerzas menores a 12pN, estos se ajustaron al modelo WLC (Smith et

al., 1992; Bustamante et al., 1994; Smith et al., 1996),

FP_1(1 x)‘z 1+x
KzT 4 L, 4 L,

Donde L. es la longitud de nuestro DNA (2024 pb). Sin embargo, este puede
ser distinto ya que el DNA no necesariamente es capturado entre los
extremos de las microesferas.

Como se observa en la Figura 39, se seleccionaron 4 moléculas de DNA a los
cuales el WLC resulto el mejor ajuste. Los otros DNA no se ajustaron bien,
posiblemente, debido a la geometria de captura del DNA entre las microesferas; cabe
resaltar que el DNA es de ~684nm o 0.684um y las microesferas tienen 2.1 y 3.4 um
de didmetro. De las cuatro moléculas de DNA seleccionadas, se obtuvo 25.8 + 0.4nm
(DNA1), 23.4 £ 0.4nm (DNA 1), 16.9 £ 0.8nm (DNA I11) y 13.3 £ 0.1nm (DNA V),

los cuales dan como resultados un P medio de ~20nm.
ANEXO 5: Efecto de la estimacion de AL, a diferentes valores de P

Como se menciond en el texto, se ha reportado un longitud de persistencia P
~50nm a 10mM de Na+ y este es depende del pH, concentracion de cationes
monovalentes y divalentes y varia entre 40 y 50nm (Smith et al., 1992; Bustamante et
al., 1994; Smith et al., 1996; Williams et al., 2001; Wenner et al., 2002). Para nuestras
condiciones experimentales de trabajo en el microscopio de pinzas dpticas (20mM Tris

HCI, 40mM KCI, 5mM MgClz, 1mM DTT, pH 8.0 y 23°C), se obtuvo un P ~20nm.



Este valor parece ser muy pequefio, entonces uno podria preguntarse ;Como cambiaria

la estimacion de AL, (rip o zip) si el P fuera mas pequefio o semejante a lo reportado

en la literatura? ¢Esta diferencia es significativa?

Como se observa en la Tabla 15 y Figura 40, solo se observa diferencia

significativa con un P =50 vs 20 y 10nm, y entre 40 vs 10 y 20nm. Ademads, AL, varia

entre 24.59 y 22.9nm lo cual da una diferencia de AAL, = 1.69nm entre 50 y 10nm de

P; el cual es pequefio en relacion al ruido experimental (~ 2nm). Por lo tanto, para

nuestras condiciones experimentales, el valor de P entre 10 y 50nm no afecta la

estimacion de AL,.
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Figura 40: Distribucion de frecuencia del AL, del rip, de los complejos formados entre la RNAP-670 y

el promotor APR silvestre a 50mM de KCl, a diferentes P, entre 10 y 50nm. Como observa, no existe

diferencia significativa.



Tabla 15: Comparacion de valores de estimacion de AL, a distintos valores de P

10 20 30 40 50 P (nm)
246+05 | 247+05 | 23.8+0.6 | 23.6+0.6 | 229+05 | (AL.) (nm)

6.9 7 6.7 6.7 6.5 )

10| - 0.8388* | 0.0925 0.0325 0.0004

20| - 0.0607 0.0199 0.0002

clo] IR— 0.6425 0.0597

40| - 0.1577

50| -

* Valores de p-value,

medias.

los valores rojos indican diferencia significativa de comparacién entre pares de




