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Resumen

Laboratorio de Computacién Cientifica y Aplicada - Facultad Politécnica

por Victor Manuel Martinez Chamorro

Durante la replicacién, las moléculas de DNA sufren cambios topoldgicos que afectan
su superenrrollamiento, encadenamiento y anudamiento. Con el fin de entender mejor
la funcién de las enzimas que controlan la topologia del DNA durante la replicacién, se
utilizé6 un abordaje multidiciplinario con técnicas de biologia molecular y simulaciones
computacionales para examinar un plasmido bacteriano con sus horquillas replicativas
detenidas tras haber replicado el 60% de la molécula. El DNA se aislé y se trat6 in
vitro con dos enzimas topoisomerasas de tipo II: topoisomerasa IV (Topo IV) y DNA
girasa. El efecto de estas enzimas sobre la topologia de los intermediarios de replicacién
(RIs) en presencia o ausencia de un agente intercalante se analizé mediante electroforésis
bidimensional en geles de agarosa. Se realizaron simulaciones computacionales basadas
en el método de Metropolis Monte Carlo (MC) con el fin de predecir la estabilidad
termodinamica de estas moléculas, donde la energia elastica estd dada por potenciales
cuadraticos dependientes del desplazamiento angular de torsién y de doblado. Los resul-
tados de las simulaciones incluyen la curva de energia potencial en funcién del indice de
ligamiento para determinar la energia potencial que puede ser almacenada en la regién
no replicada y la curva de energia potencial en funcién de el ntimero de encadenami-
ento para obtener la energia que puede ser almacenada en la regién ya replicada. Una
vez obtenidas las curvas de energia para superenrollamiento y encadenamiento se pudo
estimar la conformacion més estable para un RI bajo los efectos de ambos fenémenos
topologicos. El método desarrollado en la presente tesis podria ser util para interpretar

las seniales observadas en geles bidimensionales de agarosa.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Definicién del problema

Uno de los principales problemas que dificultan el estudio de la topologia del DNA du-
rante la replicacion es que in vivo existe un complejo protéico denominado replisoma
que se encuentra unido a cada intermediario de replicacién. En teoria este replisoma
impediria que el DNA pueda girar libremente en las horquillas de replicacién, lo que
dificultarfa la difusién del superenrollamiento a través de las mismas [1]. Sin embargo al
aislar moléculas de DNA parcialmente replicadas ( intermediarios de replicacién, Rls)y
eliminar todas las proteinas unidas a las mismas para su anélisis por electroforesis o mi-
croscopia electrénica, desaparecen las restricciones topoldgicas impuestas por la uniéon
del replisoma [1]. La eliminacién del replisoma permitiria que, debido a la tensién
acumulada, el DNA gire libremente en las horquillas de replicacién y el superenrollami-
ento de la region no replicada podria migrar a la regién ya replicada, dando lugar a la
formacién de pre-encadenados. En estas condiciones in vitro, la topologia de los Rls
cambia significativamente y no representa la que tenia in vivo. Se ha observado que
en los intermediarios de replicacién examinados in vitro, el sentido de los cruces del
superenrollamiento de la regién no replicada y del pre-encadenamiento de la ya repli-
cada es opuesto. En otras palabras, mientras que el superenrollamiento de la regién no
replicada es dextrdgiro (RH, lo que es caracteristico del superenrollamiento negativo),
el entrelazado de las crométidas hermanas en la region ya replicada es levégiro (LH, lo
cual es caracteristico del superenrollamiento positivo) [2]. Pero se ignora si esta confor-
macién particular es exclusiva de las moléculas de DNA aisladas y examinadas in vitro
o también ocurre in vivo. Queda por resolver cémo se coordinan el superenrollamiento
y el pre-encadenamiento en un RI y qué papel juegan las topoisomerasas de tipo II en

la regulacion de la topologia del DNA durante su replicacién.
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En esta obra se presenta un estudio sobre el rol de las dos topoisomerasas de tipo Il de E.
coli en plasmidos bacterianos que contienen una horquilla de replicacién detenida. Por
otro lado, se han simulado RIs para determinar la relacién entre el superenrollamiento
de la regién no replicada y el encadenamiento de la regién ya replicada en condiciones

de equilibrio termodinamico.

1.2 Originalidad

El papel que cumplen las topoisomerasas en la regulacién del superenrollamiento y el
encadenamiento que afecta a los plasmidos ha sido ampliamente estudiado, tanto ex-
perimentalmente como mediante simulaciones computacionales [3] [4]. Sin embargo,
sabemos poco acerca del rol que cumplen las topoisomerasas durante la replicacién del
DNA plasmidico y en la bibliografia no existen precedentes en la simulacién de inter-
mediarios de replicaciéon. En esta obra se presentan los resultados experimentales y de
simulacién computacional sobre el efecto que tienen las topoisomerasas en la regulacién

de la topologia del DNA de los intermediarios de replicacion.

1.3 Relevancia

La topologia del DNA afecta y a la vez se ve alterada por casi todos los procesos biolégicos
en los que el DNA participa en una célula viva: replicacién, transcripcion, reparacion
y recombinacién. Las enzimas que se mueven a lo largo de una cadena de DNA, como
el DNA y RNA polimerasas, tienden a provocar la acumulacién de superenrollamiento
por delante de su movimiento. Sin un mecanismo de control, esto haria que el DNA
acumulase un exceso de tension, lo cual seria letal para las células. Las topoisomerasas
alivian el estrés torsional modificando la topologia del DNA por escisién y re-ligacién de
las moléculas de DNA. Estas enzimas topoisomerasas son el blanco de un ntimero impor-
tante de agentes antibacterianos como las quinolonas y aminocumarinas, actualmente
en uso clinico. Las topoisomerasas son también el blanco de varios de los farmacos méas
utilizados contra el cancer, entre los que se encuentran las camptotecinas, que impiden
el desenrrollamiento del DNA por la topoisomerasa I y se emplean en tumores malignos
que son resistentes a otras terapias. Casi todas las formas de cdncer que se consideran
curables mediante quimioterapia utilizan inhibidores especificos de la topoisomerasa II,
tales como los etopdsidos, doxorrubicina, etc. En conjunto, estas observaciones refuerzan
el potencial de topoisomerasas como dianas terapeuticas. Sin embargo, el conocimiento

actual sobre la topologia del DNA y la manera en que las topoisomerasas regulan los
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cambios topoldgicos que tienen lugar durante la replicacion, la transcripcién, la repa-
racién y la recombinacién sigue siendo muy limitado. En la presente obra se utilizdé un
abordaje multidisciplinario, con técnicas de Biologia Celular y Molecular y Simulacio-
nes Matemaéticas para investigar el mecanismo de la accién de las topoisomerasas y la
coordinacién entre superenrollamiento y pre-encadenamiento durante la proloferacion
celular. Estamos convencidos de que la comprensiéon de estos procesos es fundamen-
tal a la hora de desarrollar nuevos antibidticos y drogas anticancerigenas basadas en

inhibidores especificos de topoisomerasas.

1.4 Estructura de la obra

En los siguientes capitulos de esta obra se presentan: en el segundo capitulo una intro-
ducién referente tanto a la parte biolégica como al abordaje matematico de los temas
estudiados; en el tercer capitulo se describen los métodos computacionales utilizados
para la simulacién de los fenémenos topolégicos de interés; en el cuarto capitulo se de-
tallan los materiales y métodos utilizados para obtener los resultados experimentales y
el procedimiento estadistico para el andlisis de los resultados de simulacién; en el quinto
capitulo se presentan los resultados experimentales y de simulacién computacional; en
el sexto capitulo se hace una breve discusién de los resuldos obtenidos y en el séptimo
capitulo se enumeran conclusiones. En el anexo se encuentran los algoritmos utiliza-
dos para realizar las simulaciones asi como los resumenes de trabajos presentados en

congresos internacionales.

1.5 Objetivos de la tesis

Durante la replicacién del DNA, la apertura de la doble hélice por la DNA helicasa tiende
a provocar la acumulacién de estrés torsional por delante de la horquilla replicativa. Sin
un mecanismo de control, este exceso de tensién impediria el avance de la horquilla de
replicacién. Este desbalance energético entre las regiones no replicada y ya replicada de
un RI provoca un intercambio de energia entre ambas regiones y, por ende, un cambio
en el superenrollamiento y pre-encadenamiento. En el presente trabajo nos propusimos
comprender mejor la coordinacién entre superenrollamiento y pre-encadenamiento du-
rante la replicacién del DNA mediante el estudio de las propiedades termodindmicas de

las regiones no replicada y ya replicada de moléculas de DNA parcialmente replicadas.

Los objetivos concretos de este trabajo fueron:

1-Determinar el papel de las topoisomerasas de tipo II de FE. coli sobre la topologia de
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los intermediarios de replicacién en presencia o ausencia de cloroquina.

2-Estudiar el efecto de una inhibicién especifica de la topoisomerasa IV sobre la topo-
logia de los intermediarios de replicacion.

3-Caracterizar la coordinacién entre el superenrollamiento y el pre-encadenamiento du-
rante la replicacién del DNA.

4-Estudiar la topologia de un intermediario de replicacién mediate simulacién computa-
cional.

5-Analizar el equilibrio termodindmico en los intermediarios de replicacién mediante si-

mulacién computacional.



Capitulo 2

Marco biolégico y matematico

2.1 Estructura de las moléculas de DN A

Segun el modelo de Watson y Crick, el DNA (acido desoxirribunocleico) es una doble
hélice constituida por dos cadenas de polinucledtidos complementarias y antiparalelas
[5] . En él, estd contenida la informacién genética para el funcionamiento del organismo
al que pertenece. Se trata de un polimero compuesto por varias unidades méas simples,
unidas entre si, llamadas nucleétidos (éstos se representan con las letras A, T,G,C). Cada
nucledtido estd constituido por un azucar, llamado desoxirribosa, una base nitrogenada
(A,T,G,C, que brinda su identidad al nucle6tido) y un grupo fosfito que sirve para unir
un nucleétido con el siguiente. La doble hélice esta formada por dos polinucledtidos, que
estan unidos entre si por puentes de hidrogeno entre las bases nitrogenadas. Cada par
de bases se expresa con la unidad pb y la longitud de la cadena se mide en terminos del
nimero de pb. La doble hélice de DNA tiene un didmetro de entre 2.2 y 2.6 nm y hace
una revolucion completa en torno a su eje imaginario cada 10.5 nucledtidos, teniendo ésta
una longitud de 3.4 nm [6]. La Figura 2.1 muestra una representaciéon de un segmento
de una molécula de DNA .

2.2 DNA en células procariotas

Basandonos en la organizacion de las estructuras celulares, todas las células vivientes pu-
eden ser divididas en dos grandes grupos: Procariotas y Eucariotas. Animales, plantas,
hongos y protistas poseen todos células de tipo eucariota. Sélo las bacterias (eubacte-
rias y arqueobacterias) tienen células de tipo procariota. Se llama procariota las células
sin nucleo celular definido, es decir, cuyo material genético se encuentra disperso en

el citoplasma, reunido en una zona denominada nucleoide. Hay dos tipos de DNA en

5
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F1GURA 2.1: Doble hélice de DNA. Se presenta una ilustracién esquemdtica donde

con los pares de bases nitrogenadas (A-T y C-G) en el centro de la estructura cuyos

bordes estan constituidos por esqueletos de azicar-fostato. Imagen modificada tomada
de http://zlge.seu.edu.cn/

las bacterias; el cromosémico y el plasmidico, este tltimo formado por moléculas pe-
quenas y circulares de DNA extracromosémico que poseen mecanismos de replicacién
independientes. La ventaja de poseer un plasmido es que puede contener genes de re-
sistencia a antibiéticos, tolerancia a metales, toxicos, sintesis de enzimas, etc. En las
cepas bacterianas, inicialmente estudiadas, se encontré por microscopia electrénica que
habia un tnico cromosoma covalentemente cerrado y circular (CCC) [6]. Los plasmidos
bacterianos también son moléculas circulares. Estudios posteriores demostraron que al-
gunas bacterias tienen multiples cromosomas circulares y que muchas de ellas tienen

cromosomas y plasmidos lineales [6].

2.3 DNA en células eucariotas

En una célula eucariota el material genético suele estar encerrado en un 6rgano de la
célula llamado ntcleo. Pueden contener varios cromosomas lineales, es decir, con los ex-
tremos libres. Las células eucariotas son més complejas que las procariotas, conteniendo
las primeras varios organulos especializados para cumplir alguna funcién vital para la
célula. Algunos organulos de las células eucariotas tambien tienen su propio DNA. Dos
ejemplos son las mitocondrias y los cloroplastos de las células vegetales, que poseen un

DNA circular covalentemente cerrado (CCC) [7].
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2.4 Topologia del DNA

La topologia es una rama de las matematicas que estudia las propiedades de un cuerpo
que no varian cuando éste se deforma. EIl descubrimiento de la estructura en doble
hélice del DNA llevé inmediatamente a preguntarse cémo se produciria la separacion de
las hebras entrelazadas para permitir la replicacién de la molécula y puso en evidencia
el hecho de que durante la replicacién surgen problemas topolégicos [8][9]. En 1965,
Vinograd y colaboradores observaron al microscopio electronico que el DNA del virus
del polioma podia encontrarse tanto en forma lineal como circular y que estos tltimos
podian presentar distintas formas (relajados o enrollados sobre si mismos) [10]. A estas
moléculas con misma longitud y pero distinta forma, asociadas a la topologia del DNA
(de los CCCs mas concretamente) se las denomina topoisémeros [10](Figura 2.2). Poste-
riormente esta observacion se extendié a todas las moléculas de DNA circulares de doble
cadena [11]. La observacién de que en todos los seres vivos el DNA estéd superenrollado,

! encargadas de modificar la topologia in vivo

junto con el descubrimiento de las enzimas
[12], sentaron las bases de una nueva disciplina dentro de la Biologia Molecular que se
denominé “Topologia del DNA” [13]. La topologia del DNA ejerce un papel regulador
sobre funciones celulares esenciales, como la replicacion, transcripcion, reparacién y re-
combinacién. La replicacién es el fendémeno que provoca mas cambios en la topologia de
las moléculas de DNA (Figura 2.3). Esto es debido a que la maquinaria encargada de
copiar el DNA abre la doble hélice, induciendo tensiones en toda la molécula. Esto se

ilustra en la Figura 2.4.

!Una enzima es una molécula de naturaleza proteica que cataliza reacciones quimicas, siempre que
sean termodindmicamente posibles (http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima).
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FIGURA 2.2: Micrografia electrénica del DNA aislado del virus del polioma. a)
Moléculas relajadas. b) Moléculas enrrolladas sobre si mismas Tomada de Vinograd

et. al., 1965.

La expresion matemaética que mejor describe la topologia del DNA de un dominio cerrado
es el llamado indice de ligamiento o Linking number (Lk). Es un invariante topoldgico
que esta definido a su vez por dos variables geométricas: el indice de torsién o Twist

(T'w) y el indice de superenrollamiento o Writhe (Wr).

2.4.1 Indice de ligamiento

Para comprender la relacién del indice de ligamiento con las moléculas CCCs de DNA re-
pasaremos brevemente su definicién. A continuacion, recurrimos a una definicién basada
en fenémenos de electromagnetismo; suponga que tenemos un lazo cerrado, represen-
tado por la curva C, que a su vez es descrita por el vector de posicién r, que describe
cada punto de la curva, en un marco de referencia O, mediante un parametro t. El lazo
transporta una corriente eléctrica I en la direccion en la que la curva C es recorrida por

r.

Segun la Ley de Biot-Savart, el campo magnético en el espacio vacio creado por este

lazo cerrado en cualquier punto r’ en el marco de referencia O tiene un valor,

'uOIy{ (r’—r) xXdr
B="¢ —/——F—r— 2.1
A Joo o —<x|]3 7 (2.1)
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__REGI()N NO
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I CADENAS I

NACIENTES

F1GURA 2.3: Replicacién semiconservativa del DNA. En la horquilla de replicacion las
cadenas parentales (azul) se separan para permitir la sintesis de las cadenas nacientes
(verdes). Imagen modificada tomada de http://zlge.seu.edu.cn/

donde g es la permeabilidad del espacio libre. La Ley de Ampere nos dice que la integral
del campo magnético a lo largo de una curva cerrada C’, descrita por el vector r’ con

parametro t’, es proporcional a la corriente total que cruza por el lazo cerrado.

B-dr’ = /vl’OItotal- (22)

Cl
Si las curvas C y C’ estan vinculadas como se muestra en la Figura 2.5 entonces la
corriente total que pasa a traves del lazo C’ es igual a un multiplo entero n de la
corriente I, donde este entero es un invariante topoldgico igual al nimero de veces que

C pasa a traves de C’, Iy = nl.

Introduciendo (2.1) en (2.2)
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b)

Replisoma

Helicasa

FIGURA 2.4: Representacién del efecto topoldgico de la replicacién en el DNA. a)

Una molécula no replicada con indice de torsién en estado normal. b) El avance de la

helicasa durante la replicacién induce tensiéon por delante del replisoma, en la zona no
replicada, provocando cambios en la topologia de toda la molécula.

C C’

FiGurA 2.5: Dos curvas vinculadas. El indice de ligamiento Lk define el nimero de
vinculos entre dos curvas

,uof% (r’—r) xdr) ,
—— ) | - = ponl. 2.
R e R (23)

Reordenando y simplificando nos queda,

47r7{/f ( rur_ir)ﬂsdr) . (24)

Este invariante n es el Indice de ligamiento o Linking number Lk [14].
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Una molécula de DNA circular, por su naturaleza de doble hélice, se asemeja a dos
curvas vinculadas entre si. Se puede decir que la doble hélice de DNA circular toma la
forma de dos curvas encadenadas una en torno a la otra, tantas veces como la cantidad
de vueltas completas de la doble hélice hay en la molécula. Es posible calcular el Lk
conociendo la longitud N de la molécula y dividiéndola por la longitud de una vuelta

completa de la hélice h, y de esta forma se tiene que Lk=N/h.

Si en la molécula circular no existe ninguna tensién torsional ademas de la intrinseca a
su estructura molecular se dice que estd relajada. En condiciones de relajamiento, una
molécula de longitud N tendra una longitud de repeticion de doble hélice hg y su indice

de ligamiento, al que llamaremos Lk relajado (Lko), tendré el valor Lko=N/hy.

2.4.2 Indice de torsién

Teniendo en cuenta la estructura de doble hélice de las moléculas de DNA, se puede
considerar a sus dos cadenas complementarias como los bordes de una cinta. Asumiendo
esto, hay una propiedad denominada indice de torsién o Twist (Tw), que describe el
retorcimiento de esta cinta en torno al eje que pasa a lo largo de la molécula. Se presentan
a continuacién algunas caracteristicas propias de las cintas y su retorcimiento tomadas
de Klenin et. al. 2000 [15]:

Dada una curva cerrada C, caracterizada por el vector de posicién a(t), que no tiene
intersecciones consigo misma, podemos construir una cinta. Uno de los bordes de ésta
cinta sera la curva C, el otro borde estara constituido por los puntos de una curva C’,

cuyos puntos estaran dados por:

b(t) = a(t) + eu(t), (2.5)

donde € determina el ancho de la cinta y puede ser tan pequefio como se desee. El vector
u(t) es un versor normal a la curva C en el punto a(t), que apunta al punto b(t) sobre

la curva C’.

Si en un sistema de coordenadas ortogonales fijo, xyz, el vector posicién a esta dado por
el pardmetro ¢ como; a(t)=x(t)i + y(t)j + z(t)k , donde las funciones z(t), y(t) y z(t)
son continuas y tienen derivada segunda (equivale afirmar que C es una curva suave),
entonces podemos definir al vector tangente unitario de a en el punto caraterizado por

el parametro t como:

U

a(t)

T= 'djgt)H. (2.6)

dt
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Este vector tiene siempre la misma direccién del vector velocidad, que es sencillamente

da(t)
dt

un plano de infinitos vectores normales a T hay un vector que tiene la particularidad de

y donde la rapidez es, por definicion, el médulo del vector velocidad. Ademas de

apuntar siempre en la direccién en la que C presenta curvas més pronunciadas, es decir,
hacia la direccién de mayor curvatura, éste vector es conocido como el vector normal

principal unitario:

=

dt(t)
n= 4 (2.7)

Se define la curvatura en el punto dado por el vector posiciéon a(t) como:

ISH
=P

ISy
&

ISH
S&"H)

(2.8)

25

|

El vector u normal con el que se genera cada punto de la cinta en la ecuacién (2.5) no

necesariamente es igual al vector normal principal como se muestra en la cinta de la

Figura 2.6.

Vector
... tangente
unitario T

[ Normal que
generaa C'

... Normal =3/~

Curva C principaln |~ .

Curva € ..o

FIGURA 2.6: Cinta creada a partir de las curvas C'y C’. Se observa la diferencia entre
el vector normal principal n y el vector generador de la cinta b.

Todas las curvas expuestas hasta ahora pueden ser parametrizadas mediante su propia

longitud de arco, s:

t| da(u)

u

s:/ot \/as’(u)2+y’(u)2+z’(u)2du:/

0

‘ du. (2.9)

Esta parametrizaciéon tiene la caracteristica de que la rapidez es constante e igual a 1,

es decir, || dz(ss) | =1 [16]. Consecuencia de ésta propiedad son las siguientes expresiones
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de los vectores tangente y normal unitario:

T = 2.1
1dT(s)

n—— 2.11

Nk ds (2.11)

Respecto a la cinta descripta con aterioridad, el valor medio de rotaciéon de la curva C’
en torno a la curva C es llamado indice de torsién o Twist (T'w). Respecto a la molécula
de DNA, el Tw indica el nimero de veces que las dos cadenas complementarias dan
una vuelta alrededor del eje axial de la doble hélice. Para obtenerlo basta con medir
la rotacién infinitesimal del vector generador de la curva b en torno al vector tangente
unitario de a, T, para un determinado valor del pardmetro s, el cuél es el pardmetro

longitud de arco y en el resto de estd exposicién s serd este parametro. La expresion

_ e (2.12)

Txt=—
ds ’

nos da un vector unitario normal a T. Al haber una variacién en el parametro de ds,
el versor u ha variado en du, apuntando ahora en otra direccién. Si el vector du es no
nulo entonces siempre tendra una direccién distinta a la de ‘;—? x . Una medida de la

magnitud de la rotacién es entonces

da
— x 1) -du 2.13
(=) du (2.13)
y dado que cada rotacion es levégira o dextrégira, el signo de la rotacién esta dado por
el signo que tiene este producto escalar. La suma de todas las rotaciénes es entonces un
promedio ponderado si se divide por la maxima rotacion angular de 27 radianes. Asi,

integrando sobre toda la curva C, el indice de torsion estd dado por la expresion

1 da
Tw = o /C (ds X u) - du. (2.14)

Para el DNA en estado relajado el Tw es igual al namero total de vueltas completas de

la doble hélice, esto es, en el estado relajado se tiene Twy=Lk.

2.4.3 1Indice de superenrollamiento

El indice de superenrollamiento o Writhe (Wr) de las moléculas de DNA, una de las
propiedades topoldgicas mejor estudiadas, es una medida de la torsién del eje axial de

la doble hélice sobre si mismo. Mide el niimero de veces que el eje de la doble hélice se
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pliega sobre si mismo respecto a un plano o, de modo maés intuitivo, es la medida del

enrrollamiento de la doble hélice sobre si misma [15].

Para comprender mejor este concepto podemos recurrir al estudio de cémo se comporta
el eje de la doble hélice considerandolo como una curva cerrada en el espacio [15]. Para
una curva C hay ciertos puntos del espacio, denominados puntos de proyecciéon u obser-
vacion, desde donde la curva parece cruzarse sobre si misma. Esto es, en el cruce de dos
segmentos de la curva, el mas cercano al punto de proyeccién parece pasar por encima

del que estd mas alejado.

Hay dos tipos de cruce que se pueden llegar a diferenciar desde cualquier punto de
proyeccioén, los Positivos (antihorario) y los Negativos (horario) (Figura 2.7). Desde
un punto de proyeccién podemos asignar un valor numérico a un cruce, w = 1 si es
antihorario y w = —1 si es horario . Al sumar todos los valores de w para la direccién
de proyeccion elegida obtenemos un nimero entero llamado Writhe direccional (Wrp)
[15].

a) b)

\f\ "
N /

F1GURA 2.7: Tipos de cruce entre segmentos de curvas. a) Cruce Positivo. b) Cruce
Negativo.

El Wrp es un entero pero puede no tener el mismo valor para todos los puntos de
proyeccién. Podemos definir el Writhe Wr como el valor promedio del writhe direccional

Wrp desde todos los posibles puntos de proyeccion.



Capitulo 2. Marco biolégico y matemdtico 15

F1curaA 2.8: Angulo sélido generado por dos segmentos de una curva. El dngulo sélido
d$2 definido por todos los puntos de proyeccion desde los cuales los segmentos de curva
dry y dro se cruzan entre si.

Dados dos segmentos muy pequenos de la curva C, dry y drs, que comienzan en los
puntos ri y ro respectivamente, estos segmentos parecen cruzarse entre si en un angulo

s6lido? como el que se muestra en la Figura 2.8.

Para conocer este angulo sélido debemos proyectar el area del paralelogramo formado
por dry y drs sobre la esfera de radio ||r; — re||. Esto lo hacemos haciendo la proyeccién

del vector dS = dry x drg sobre el vector unitario:

(r1 —r2)

. 2.15
I —ral (2:15)

=
Asi, el area sobre la esfera de radio r = ||r; — rz|| en la que se ve una interseccién entre

los segmentos estudiados estéd dada por:

f.gg = TLTT2)

= -(d drs) . 2.1
CESTR (210

El 4ngulo sélido df2 se obtiene dividiendo (2.16) por el radio cuadrado 72 de la esfera,

para obtener el area sobre una esfera unitaria:

r-dS

r2

a0 = , (2.17)

2El 4ngulo sélido es aquel que cubre un objeto visto desde un punto de observacién y corresponde a
la zona del espacio limitada por una superficie conica (http : //es.wikipedia.org/wiki/angulosolido).
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o de manera equivalente:

rs — 1‘2) : (dI‘l X dI‘Q)

a0 = ¢ .
lr1 — o

(2.18)

Cada df) tiene un signo que depende del tipo de cruce y un valor asociado a cuanto
espacio ocupa del area de la esfera unitaria. Para conocer el promedio ponderado se

debe dividir por el area total de la esfera unitaria, 4.

Como los segmentos dry y dry pertenecen ambos a la curva C, sus puntos iniciales, ri y
ro, deben ambos describir la curva C. Entonces hay que recorrer la curva C dos veces,
mediante dos vectores de posicién ry y ry distintos, es decir, construidos con un distinto

pardmetro. El indice de superenrollamiento Wr es dado por:

I'l—I‘Q XdI‘Q
-dry. 2.1
4w7{7{< 1= ol ) r (2.19)

2.4.4 Teorema de Calugareanu

Volviendo a considerar la cinta creada por las curvas C y C’, donde C esta representada
por el vector posicién a(s), y la curva C’ estd generada por b(s) = a(s) + eu(s), se
tiene que el indice de ligamiento, Lk, estd dado por la expresion denominada Teorema

de Calugareanu, que tiene la forma:

Lk =Wr+ Tw, (2.20)

donde, como antes, el Wr corresponde al eje central de la curva (o eje central de la

cinta) y Tw es la torsién de sus bordes (Figura 2.9) [17][18][14].

2.5 Propiedades topolégicas del DN A: Superenrollamiento

Hemos visto que el Lk se relaciona con el Tw y con el Wr mediante el Teorema de
Calugareanu. Estas propiedades son exclusivas de dominios topologicos cerrados, puesto
que si los extremos de la doble hélice estuvieran libres cualquier tensiéon estructural
interna careceria de efecto ya que las dos cadenas de polinucle6tidos podrian rotar sobre
si mismas liberando dicha tensién en los extremos [19]. Por lo tanto, el Wr sélo tiene
lugar en moléculas CCCs o en moléculas lineales fijadas a membranas u otros elementos
proteicos de tal manera que una region de las mismas, aunque sean lineales, se comportan

como dominios topoldgicamente cerrados. Las moléculas CCCs son tipicas del genoma
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Ficura 2.9: El teorema de Calugareanu para una cinta. El Tw estd definido para
una cinta, sus bordes son dos curvas con un determinado valor de Lk y el Wr queda
definido por un eje que pasa a lo largo de la cinta.

de bacterias, pldsmidos, mitocondrias, cloroplastos y muchos virus. Se cree que el DNA
de los cromosomas eucarioticos estd organizado en bucles o lazos en cuya base el DNA
estd unido covalentemente a un esqueleto proteico por lo que estos bucles constituirian

dominios topoldgicos cerrados equivalentes a los CCCs [20].

Por convenio, se dice que el Wr es negativo (-) en el caso de las superhélices dextrégiras
(que van en el sentido opuesto a las agujas del reloj) y positivo (4) en el de las levogiras
(que van en el sentido de las agujas del reloj). El AWr es la diferencia entre el Wr de
una molécula y el Wr de una conformacién plana, la cual tiene Wr nulo. En la gran
mayoria de los seres vivos las moléculas de DNA presentan un AWr (-) [21][22][23][24]
[25][26], aunque existen algunas excepciones como es el caso de las bacterias termofilas
del género Archaea, cuyo DNA presenta un AWr (4) que se incrementa con el aumento
de la temperatura [27].

Se han descrito dos conformaciones para el DNA superenrollado denominadas plec-
tonémica y toroidal (véase Figura 2.10). El superenrollamiento plectonémico es un tipo
de conformacion en la que el eje axial del DNA sigue una trayectoria superhelicoidal al-
rededor de otro segmento de la misma molécula; dicho de otro modo, la doble hélice del
DNA estéd enrollada alrededor de otra parte de la misma molécula formando una hélice
de orden superior [6]. El DNA purificado y en solucién presenta un superenrollamiento
plectonémico [28]. El superenrollamiento toroidal es un tipo de conformacién del DNA
superenrollado en donde el eje axial de la molécula sigue una trayectoria superhelicoidal

alrededor del eje de un toro imaginario, esto es, la doble hélice del DNA esté enrollada
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F1GURA 2.10: Conformaciones posibles el DNA superenrollado. a) Forma toroidal. b)
Forma plectonémica. Tomada Tomada de Schvartzman and Stasiak, 2004.

alrededor de un toro formando una hélice de orden superior [6]. El DNA de los organis-
mos eucariotas, enrollado alrededor de los nucleosomas, presenta un superenrollamiento
toroidal que favorece la condensacion del DNA necesaria para su empaquetamiento den-
tro del ntcleo [28]. Existen ademds modelos que explican la unién del DNA, en su
conformacién toroidal, a la superficie de muchas proteinas [6]. La tensién impuesta al
anadir vueltas adicionales en la hélice del DNA se distribuye entre el Tw y el Wr, es
decir, ambas variables se compensan entre si dando como resultado un valor invariante
de Lk. El Lk s6lo puede cambiar cuando se producen roturas en el DNA [29], las cuales
pueden ser de cadena sencilla o de cadena doble y que en cualquier caso dan como resul-
tado la eliminacion del Wr ya que permiten que una o ambas cadenas del polinucleétido
giren la una sobre la otra liberando la tension en los extremos. Cuando hablamos de
niqueo (del inglés nicking) del DNA in vitro, nos referimos a roturas de cadena sencilla
que convierten una molécula CCC en una molécula abierta y relajada llamada OC, esto
es, un DNA circular de doble cadena que contiene una rotura en el enlace fosfodiéster

en una de las dos cadenas.
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2.6 DNA topoisomerasas

En todo dominio topolégico cerrado de DNA los procesos de replicacién, recombinaciéon
y transcripcion alteran el Tw y el Wr pero no el Lk. Para alterar el Lk in vivo las células
disponen de unas enzimas especializadas denominadas topoisomerasas. Estas enzimas
estan presentes en todos los seres vivos y crean roturas transitorias en el DNA que
ayudan a resolver los problemas topoldgicos [20][22] [11][13]. Estas roturas transitorias
en el DNA van acompanadas de la formacién de un enlace fosfodiéster entre un residuo
activo de tirosina presente en la enzima y un grupo fosfato de uno de los extremos
de la cadena de DNA interrumpida. La topologia de la molécula de DNA puede ser
modificada durante el tiempo que se mantenga ese enlace. Finalmente, el enlace se

rompe y la enzima vuelve a unir los extremos rotos del DNA [11].

Todas las topoisomerasas son capaces de eliminar el Wr (-), pero sélo algunas pueden
eliminar también el Wr (4). En base a su mecanismo de accién las topoisomerasas se
clasifican en dos grandes grupos: tipo I y tipo II, segiin corten una o las dos hebras de
la doble hélice del DNA, respectivamente [11] [13][29].

2.6.1 DNA topoisomerasas de tipo I

Estas enzimas se clasifican en topoisomerasas de tipos IA y IB sobre la base de su
secuencia de aminodcidos (AA) y mecanismos de accién. Las de tipo TA cortan una
hebra simple y pasan la otra hebra a través de la hebra resultante para luego sellar la
ruptura (mecanismo de pasaje de la hebra). Las topoisomeras de tipo IB acttian por un
mecanismo mas sencillo, la rotacién del DNA en el sitio de corte transitorio. De esta

forma cambian el Lk en valores de +/- 1 [30].

Las topoisomerasas de tipo I bacterianas sélo son capaces de relajar el Wr (-). Hay
dos tipos de topoisomerasas de tipo I en E. coli: la Topoisomerasa I (Topo I) [12] y la
Topoisomerasa III (Topo III) [31]. Ambas pertenecen al subtipo IA y solo son capaces
de relajar Wr(-).

Las topoisomerasas de tipo I de las células eucariotas, en cambio, son capaces de relajar
tanto el Wr (-) como el (+). En Saccharomyces cerevisiae se conocen dos topoisomera-
sas de este tipo: la Topo I [32] que realiza un papel fundamental durante la transcripcién
y la Topo III [11] que podria estar implicada en el desencadenamiento del DNA junto
con la helicasa Sgsl [33]. No obstante, se ha demostrado que en ausencia de Topo III el
Wr del DNA no esta afectado de forma notable [34].
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2.6.2 DNA topoisomerasas de tipo II

Estas enzimas cortan ambas hebras de la doble hélice del DNA y transportan otra doble
hélice a través de la que estd interrumpida para finalmente volver a unir los extremos
cortados [11]. De esta forma hacen que el Lk cambie en valores de +/- 2 [35][36]. Las
topoisomerasas de tipo II, que estan funcional y estructuralmente conservadas entre
eucariotas y procariotas, actian como dimeros® y de un modo dependiente de ATP
(Adenotrintrifosfato) [37] [38]. Se dividen a su vez en dos subfamilias: las de tipo ITA y
las de tipo IIB [11][13]. Las topoisomerasas de tipo ITA son las que estdn mejor carac-
terizadas. Se encuentran tanto en procariotas como en eucariotas y poseen estructuras
similares [31][38][11]. Estas enzimas catalizan el paso de una doble hélice de DNA a
través de otra doble hélice mediante un mecanismo denominado de dos puertas [31]. Su
estructura es similar a la de una tenaza o pinza abierta, dentro de la cual se sitia la
doble hélice de DNA que sera cortada y que constituye el denominado segmento G (del
inglés gate). Tras la unién de ATP, la pinza se cierra capturando una segunda doble
hélice de DNA, denominada segmento T (del inglés transported) [36], que hard pasar
a través de la rotura transitoria producida en el segmento G y serd expulsada de la
enzima por el lado opuesto al que entré [36][31]. Este mecanismo de accién permite a
estas enzimas realizar cambios topoldgicos en el DNA que son esenciales para la célula
durante la replicacién y la segregacién cromosémica [13]. El mecanismo de accién de

este tipo de topoisomerasas se muestra en la figura 2.11.

En E. coli existen dos topoisomerasas de tipo II: la DNA girasa [32] y la Topoisomerasa
IV (Topo IV) [39][40]. La DNA girasa fue la primera topoisomerasa de tipo II descubi-
erta y es la tnica conocida capaz de introducir Wr (-) en el DNA [32]. Por ello, ésta
topoisomerasa de tipo II es el blanco de un gran niimero de agentes antimicrobianos, en-
tre los que se destacan por su importancia los derivados de las quinolonas. Su estructura
consiste en un heterotetramero compuesto por dos subunidades GyrA y dos subunidades
GyrB. Las subunidades GyrA estan implicadas en la unién al DNA y en la introduccién
de roturas transitorias en la doble hélice, mientras que las subunidades GyrB son las
responsables de la actividad ATPasa. La DNA girasa mantiene la densidad de Wr (-)
necesaria para la iniciacién de la replicacién y la transcripcién del DNA. Ademads, esta
enzima participa en la fase de elongacién de la replicacién y la transcripcién contri-
buyendo a la eliminacién del Wr (+) que se genera por delante de las horquillas debido
a la accion de las helicasas. De este modo, evita la acumulacion de estrés torsional, lo

cual podria eventualmente detener ambos procesos.

3En biologia un dimero es una proteina compuesta por dos subunidades. En un homodimero las dos
subunidades son idénticas, y en un heterodimero son diferentes (http://es.wikipedia.org/wiki/Dimero)).
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La Topo IV bacteriana [39] es también un heterotetramero cuyas subunidades ParC
y ParE son homoélogas de GyrA y GyrB, respectivamente. In wvivo, la Topo IV estéd
especializada en eliminar el encadenamiento que surge entre las croméatidas* hermanas
durante y después de la replicacién del DNA [41][42] [43][44]. La topoisomerasa IV es
capaz de relajar tanto Wr(-) como Wr(+), pero actiia de modo mucho menos eficiente
relajando Wr negativo. Las topoisomerasas de tipo II de eucariotas son capaces de
relajar tanto el Wr (-) como el (+), pero son incapaces de introducir Wr (-). Por ejemplo,
la dnica topoisomerasa de tipo II conocida en S. cerevisiae es la Topoisomerasa 11
(Top2) y estd implicada fundamentalmente en la correcta segregaciéon de las cromatidas
hermanas [45][46].

@& D Gsegment

FIGURA 2.11: Modelo del mecanismo de accién de las topoisomerasas de tipo II [36].

En la figura 2.12 se muestra una tabla con distintos tipos de topoisomerasas, tanto de

organismos procariotas como eucariotas.

“La crométida es una de las unidades longitudinales de wun cromosoma duplicado
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromatida.
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Enzyme Typae Source Subunit size (kDa) Remarks
and composition

Bacterial 14 Bacteria 97 Cannot relax positive

topoisomerase | (e.g. E. col} Monomer suparcoils

(eo protain)

Eukaryotic B Eukaryotes o Can relax both positive

topoisomerase | (e.g. human) Monomer and negative supercails

Vaccinia virus B Vaccinia virus 37 ATP stimulates topoisomerase

topoisomerase | Monomer activity

Topoisomerasa lIIF 14 Bacteria 73 Potant decatenating activity
(e.g. E. coN) Monomer

Reverse gyrase 14 Thermophilic 143 Can introduce positive supercoils
Archaea Monomer into DNA (ATP-dependent)
(e.q. Sulfolobus
acidocaldarius )

DMA gyrase 1A Bacteria 97 and 90 Can introduce negative
(e.0. E. coff) Az By supercoils into DNA

(ATP-dependent)
T4 topoisomerase 1A Bacteriophage T4 58, 51, and 18 Can relax, but not supercoil,
2 copies of DMA (ATP-dependent)
each subunit

Eukaryotic 1A Eukaryotes 174 Can relax, but not supercoil,

topoisomerase Il (e.g. human Homodimer DMA (ATP-dependent)
topoisomerase lla)

Topoisomerasa V3 1A Bacteria 24 and 70 Can relax, but not supercoil,
(e.g. E ool ) C;E5 DNA, potent decatenase

(ATP-dependent)

Topoisomerase V1 B Archaea 45 and 60 Can relax, but not supercoil,
(e.0. Suffolobus A7 By DA (ATP-dependent)
shibatag)

2 Note that topoisomerases Il and IV do not represent “types” of topoisomerase mechanism (cf. type | and type II).

F1GurA 2.12: Distintos tipos de topoisomeras encontrados en organismos procariotas
y eucariotas [6].

2.7 Encadenamiento

En topologia del DNA, el término encadenado alude a la unién topoldgica de dos o més
moléculas circulares de DNA, entrelazadas como si se tratase de los eslabones de una
cadena. El DNA encadenado ha sido observado en diversos sistemas bioldgicos tanto
procariotas como eucariotas. En 1967 se observaron por primera vez, mediante micros-
copia electrénica, moléculas encadenadas de DNA en mitocondrias de células humanas.
Posteriormente se encontraron también encadenados en mitocondrias de tripanosomas
cuyo DNA es una estructura compacta, denominada cinetoplasto (kinetoplast DNA;
kDNA)y que consiste de cientos de moléculas encadenadas [47]. Por otro lado, se ha
demostrado la apariciéon de encadenados como productos o como intermediarios en pro-
cesos de recombinacién [31] asi como la formacién y resolucién de encadenados in vitro.
La formacién de encadenados es una de las consecuencias topoldgicas de la replicacién

del DNA tanto en células procariotas como eucariotas. Se han observado encadenados
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Ficura 2.13: Representaciones de diferentes formas de encadenados con nimero de
encadenamiento Ca = 1. a) Dos moléculas con rotura de cadena sencilla n (OCs)
encadenadas. b) Dos moléculas encadenadas donde una de ellas tiene una rotura de
cadena sencilla n (OC) y otra estd covalentemente cerrada (CCC). ¢) Dos moléculas
encadenadas covalentemente cerradas (CCCs) (Martinez-Robles et. al., 2009).

c)

en el DNA del virus SV40 [48][49], también en la levadura Saccharomyces cerevisiae,

pero fundamentalmente se han estudiado en plasmidos bacterianos.

Existen tres tipos de encadenados: los de tipo A o CatA, en los que las dos moléculas de
DNA circular estdn niqueadas y, por tanto, relajadas (ambas son OCs); los de tipo B o
CatB en donde sélo una de las dos moléculas esta niqueada (OC), mientras que la otra
esta covalentemente cerrada y puede albergar Wr (CCCs); y los de tipo C o CatC, en los
que ambas moléculas encadenadas estdn covalentemente cerradas, pudiendo albergar Wr
(CCCs). Estos ultimos son el tipo de encadenado més abundante in vivo (Figura 2.12).
Ademas, existen dos parametros topoldgicos para definir los encadenados: el parametro
n, que es el nimero de cruces que presentan las moléculas encadenadas al proyectarlas
sobre el plano; y el nimero de encadenamiento, Ca, cuyo valor es siempre la mitad
de n [3]. La gran cantidad de encadenados con alto Ca que se acumulan al inhibir la
topoisomerasas de tipo II pone en evidencia que son éstas las encargadas de eliminar el
encadenamiento en el DNA [50][51][52][53]. En E. coli la Topo IV desencadena el DNA in
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vivo [40][41] y recientemente se ha demostrado que el Wr (-) ayuda al desencadenamiento
por parte de esta enzima [3]. En S. cerevisiae la encargada de desencadenar es la Top2
[43][44].

2.8 Anudamiento

Tan pronto como se descubrieron las topoisomerasas se repard en la posibilidad de que
se formen nudos en el DNA. Estos pueden surgir de cualquier proceso que implique
roturas de las cadenas de DNA (incluyendo replicacién, transcripcién, recombinacion y
reparacion) y, de no ser eliminados, sus efectos resultarian devastadores para la célula
[54][42] [55][56]. El anudamiento es pues otra de las propiedades topoldgicas del DNA

[14] y, al igual que sucede con el Wr, sélo tiene lugar en dominios topolégicos cerrados.

En 1976, James Wang y colaboradores fueron los primeros en observar nudos en moléculas
de DNA circular de cadena sencilla del bacteriéfago A tratadas con una proteina de F.
coli entonces llamada w y que luego resulté ser la Topo I (Liu et. al., 1976). Posterior-
mente, se observé la formacién de nudos en DNA de doble cadena como consecuencia de
la actividad de la topoisomerasa de tipo II del fago T4 (Liu et. al., 1980) y de la DNA
topoisomerasa II de Drosophila (Hsieh, 1983). Ademds, se demostré que la Topo I de
E. coli es también capaz de formar nudos en DNA de doble cadena, siempre y cuando
éste tenga una pequena regién de cadena sencilla [57][58]. Asimismo, otros estudios in
vitro demostraron la formacién de nudos en DNA de doble cadena por parte de enzimas
implicadas en procesos de recombinacién, como la resolvasa Tn3 (Wasserman y Cozza-
relli, 1985; Wasserman et. al., 1985), codificada por el transposon del mismo nombre en
bacterias, y la integrasa Int del bacteriéfago A (Griffith y Nash, 1985; Spengler et. al.,
1985).

En cuanto al anudamiento in vivo, se observé la formacion de nudos de manera natural
en el DNA de doble cadena de la capside de los bacteriéfagos P2 y P4 (Liu et. al., 1981;
Liu y Davis, 1981). No obstante, la informacién sobre el anudamiento del DNA in vivo
sigue siendo escasa; de ahi que resultara sorprendente el descubrimiento de pldsmidos
bacterianos con horquillas de replicacién detenidas y anudadas. Los Rls con burbujas
anudadas fueron, en prinicipio, descritos en plasmidos de E. coli con dos origenes de
replicacién ColE1 enfrentados y en pldsmidos con un origen de replicacion ColE1 y una
barrera para el progreso de la horquilla de replicacion [59][60] [56][61][62][63]. Aun hoy
dia se desconoce con exactitud qué papel juega el anudamiento durante la replicacién.
En E. coli se sabe que la Topo IV es la topoisomerasa encargada de desanudar el DNA

in vivo [42].
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2.9 Dinamica de los cambios topolégicos durante la repli-

cacion: topologia de los intermediarios de replicacion

En la gran mayoria de los seres vivos para que se inicie la replicaciéon semiconservativa®
del DNA éste debe estar negativamente superenrollado. De este modo se facilita la sepa-
racion de las cadenas parentales que seran usadas como molde por las DNA polimerasas
durante la replicacién [64](Marians et. al., 1986; Funnell et. al., 1987; Kanaar y Cozza-
relli, 1992). Una vez que la iniciacién ha tenido lugar, la elongacién es llevada a cabo
por un complejo multiproteico denominado replisoma. Actualmente se cree que no es el
replisoma el que avanza sino que es el DNA el que pasa a través de él [50]. Por delante
del replisoma se encuentra la DNA helicasa, una proteina hexamérica responsable de la
apertura de la doble hélice parental. Esa apertura genera una tension topoldgica que
da lugar a AWr(+) por delante de la horquilla de replicacién [65]. Este Wr(+) debe
ser eliminado o de lo contrario se acumularia impidiendo el avance de la horquilla de
replicacion, pues para facilitar la replicacién el DNA debe tener AWr(-). Por ejemplo,
en bacterias, la DNA Girasa introduce Wr(-) por delante (hacia la regién no replicada)
de la maquinaria de replicacién para compensar el Wr(+) que genera el avance de la
horquilla [11][50] [66]. Pero la accién de la DNA girasa no es suficiente para anular ese
Wr(+4) debido a que la procesividad de las helicasas generando Wr(+) por delante de la
horquilla de replicacién es significativamente mayor que la de la DNA Girasa introduci-
endo Wr(-) [67]. En estadios tempranos de la replicacién, cuando la regién no replicada
es suficientemente grande, serian varias las DNA topoisomerasas que se podrian unir
a esa regién y su funcionamiento en serie podria conseguir la introducciéon de un nivel
suficiente de Wr(-). Sin embargo, a medida que la replicacién progresa disminuye la
longitud de la regién no replicada por lo que cada vez habria menos espacio fisico para
la unién de las topoisomerasas al DNA en la regién no replicada. Champoux y Been pro-
pusieron un modelo que asume que durante la replicacion el superenrollamiento positivo
(Wr(+)) podria migrar de la regién no replicada a la ya replicada y distribuirse en es-
tas dos regiones del intermediario de replicaciéon (RI), de manera que las topoisomerasas
podrian actuar eliminando la acumulacién de Wr(+), tanto por delante como por detrés
de la horquilla [68]. Esta hipétesis es la que actualmente cuenta con mayor aceptacion
y propone que durante la replicacién son varias las topoisomeras que cooperarian para
compensar el Wr(+) generado en la regién no replicada como consecuencia del avance
de la horquilla de replicacién. En 1998, Peter y colaboradores confirmaron, empleando

microscopia electrénica, la difusién del Wr a través de la horquilla de replicacién in

°En la replicacién semiconservativa se originan dos moléculas de ADN, cada una de ellas compuesta
de una hebra de el ADN original y de una hebra complementaria nueva. En otras palabras el ADN se
forma de una hebra vieja y otra nueva. Es decir que las hebras existentes sirven de molde complementario
a las nuevas (http://www.biologia.edu.ar/adn/adntemal.htm)
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vivo y llamaron pre-encadenados a los cruces de las croméatidas hermanas en la regién
ya replicada para distinguirlo del Wr de la regién atin no replicada [67]. El nombre alude
al hecho de que los pre-encadenados daran lugar a moléculas encadenadas al finalizar la
replicacion [51] [63][67][68]. Es importante destacar que para que el superenrollamiento
pueda difundirse a través de la horquilla de replicacion los dobles hélices de la region ya
replicada deben ser capaces de girar libremente una alrededor de la otra en la horquilla
de replicacién (Figura 2.13). En E. coli, la DNA Girasa introduciria Wr(-) mientras
que la Topo IV se encargaria de eliminar el Wr(+) generado en la regién no replicada
como consecuencia del avance de la horquilla de replicacion. Por otro lado la Topo IV
también eliminaria el pre-encadenamiento por detras de la horquilla una vez que el Wr
haya migrado de la regiéon no replicada a la ya replicada. Esto explicaria por qué la
progresién de las horquillas de replicacion esta totalmente impedida sélo cuando ambas

topoisomerasas de tipo II estdn mutadas [69][50].
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FI1GURA 2.14: Tlustracién de la topologia de intermediarios de replicacién. a) RI

completamente relajado con una rotura de cadena sencilla en la regién no replicada. b)
Molécula CCRI parcialmente replicada con supernerrollamiento positivo en la regién
no replicada. Ya que las cadenas nacientes (rojo) tiene extremos libres, estas pueden
rotar sin restricciones en torno a sus cadenas parentales (flecha roja A). Entonces las
cadenas hermanas no pueden albergar superenrollamiento. ¢) Si las horquillas pueden
girar (flecha azul B) permite la migracién de un superenrollamiento Left — handed
positivo a la regién ya replicada, creandose un pre-encadenamiento Right — handed.
Las cadenas parentales estan en verde y azul, mientras que las nacientes estan en rojo

7).
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2.9.1 Quiralidad y signo topolégico de los RlIs

La quiralidad y los signos topoldgicos en los intermediarios de replicacién puede presen-
tar diversos aspectos. Para comprender la topologia de estas moléculas se analizan los
signos topoldgicos de los cruces que muestre la molécula desde algtin punto de proyecciéon
u observacién, y los signos dependen de la orientacién de la molécula, si ésta es anali-
zada como una curva. En la Figura 2.14 se muestra una manera de diferenciar los signos
topolodgicos tratando a las moléculas como curvas orientadas. Dicho signo depende del
sentido en que debe girar el segmento dirigido que pasa por arriba para superponerse
con el que pasa debajo; si se gira en sentido horario el signo es negativo y es positivo
en caso contrario. De acuerdo al sentido en que la molécula esta enrollada en torno su
eje imaginario, es decir su quiralidad, las moléculas se clasifican en dextrogiras o Right-
handed(RH) y levégiras o Le ft-handed(LH) (Figura 2.14 b).

En una molécula con conformacion plectonémica se tiene signo topolégico negativo si
la molécula esta enrrollada en forma dextrégira, y signo topolégico positivo si estd enr-
rollada en forma levédgira. Sin embargo en un intermediario de replicacién los signos
y la quiralidad pueden presentarse de diversas formas. Curiosamente, en un RI con
superenrollamiento negativo in vitro la doble hélice de la regién no replicada se enrrolla
sobre si misma en sentido dextrdgiro (RH(-)) mientras que las cadenas de la region ya
replicada se enrrollan sobre si mismas en sentido levégiro (LH(-)) [70]. Lo contrario
ocurre en el caso del superenrollamiento positivo con sentido levégiro. Resumiendo,
al pasar el superenrollamiento de la region no replicada a la ya replicada lo hace con
quiralidad opuesta pero conservando el signo topolégico. Los ejemplos de estos cambios
se muestran en la Figura 2.15, en la que se representa a un RI por medio de gomas
elasticas. En la Figura 2.16 a se muestra un modelo de intermediario de replicacién in
vivo propuesto por Jorge B. Schvartzman et. al., en el cual las cadenas nacientes de la
regién ya replicada no pueden superenrollarse pero si pueden girar una alrededor de la
otra, introduciendo pre-encadenamiento [? |. La migracion de cruces LH(+) de la region
no replicada provoca la introduccién de pre-encadenados con cruces RH(+) en la region
ya replicada, los cuales seran eliminados por la Topo IV. Al terminar la replicacién los
pre-encadenamientos que no fueran eliminados por la Topo IV se transformaran en en-
cadenamientos entre las cromatidas hermanas. En el caso de Rls obtenidos in wvitro
a partir de bacterias que expresan (que producen) Topo IV, éstas presentarian cruces
RH(-) en la region no replicada debido al superenrollamiento negativo y cruces LH(-) en
los pre-encadenados de la regién ya replicada. Estos se formarian como consecuencia de
la difusion del Wr(-) luego de la desproteinizacion, es decir, la eliminacién del replisoma
que impide la difusiéon del superenrollamiento negativo (Figura 2.16 b). Sin embargo,
en RlIs obtenidos de bacterias que no expresan Topo IV, la regiéon no replicada se enr-

rollarfa en forma RH(-) y la ya replicada en forma RH(+) (Figura 2.16 c¢). En este caso
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no se producirfa la migraciéon del Wr(-) después de la desproteinizaciéon debido a que,
en ausencia de Topo IV, se produciria una gran acumulacién de pre-encadenados con
cruces RH(+). Este cambio en la quiralidad pero no en el sentido del cruce se ha obser-
vado en transcién de la conformacién toroidal a la plectonémica [14]. In vivo, durante
la replicacién el replisoma es una barrera que mantiene las dos regiénes del RI como
dominios topolégicos cerrados [? ]. En esta etapa el Wr(-) de la regién no replicada no
puede pasar a la regién ya replicada, sin embargo si puede pasar el Wr(4) intruducido

por la helicasa que abre la horquilla de replicacién [? ].
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Figura 2.16: Signos topologicos y quiralidad de un CCRI representado con gomas

eldsticas. a) Si se introducen cruces RH(-) en la regién no replicada se forman cruces

LH(-) en la region ya replicada. a) La introduccién de cruces LH(+) en la regién no
replicada induce la formacién de cruces RH(+) en la regién ya replicada.

2.10 La paradoja de la Topoisomerasa IV

Se ha encontrado que la Topo IV es muy eficiente eliminando cruces LH, tales como
los que se encuentran en moléculas con Wr(+) [34]. Esta observacién explica como es
que la Topo IV remueve eficientemente el superenrollamiento positivo que se acumula
frente a la horquilla de replicacion y, al mismo tiempo, es practicamente inactiva con res-
pecto al superenrollamiento negativo necesario para el progreso de la horquilla. Por otro

lado estudios previos muestran que la Topo IV puede desencadenar pre-encadenados y
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a) b) c)

FIGURA 2.17: Topologia de los signos y quiralidad de los cruces en los RIs. a) In-
termediario de replicacion CCRI de una estirpe que en la que actta la Topo IV in
vivo donde las cadenas nacientes son incapaces de rotar libremente una en torno a la
otra en las horquillas de replicacién para liberar tensién negativa desde la regién no
replicada. b) CCRI de una estirpe en la que actia la Topo IV in vitro después de la
desproteinizacién. La regién no replicada se enrrolla en forma Right Handed con signo
negativo y la regién ya replicada se enrrolla en forma Left Handed con signo negativo.
c) CCRI de una estirpe deficiente en Topo IV in vivo despues de la desproteinizacién.
La regién no replicada se enrrolla en forma Right Handed con signo negativo y la region
ya replicada de forma Right Handed pero con signo positivo (Schvartzman and Stasiak
2004).

encadenados con quiralidad RH(+£), a pesar de no ser eficiente relajando moléculas supe-
renrolladas con cruces RH(-). Como sea, éstas observaciones hacen ain mas misteriosa
la cuestiéon de cémo los cruces RH(+) de dos moléculas encadenadas pueden ser remo-
vidos eficientemente por la Topo IV. La solucién a ésta paradoja atin no esté resuelta [?
]. Se han propuesto varios modelos para responder a esta cuestién, sin embargo ninguno
ha sido confirmado in vivo. Una solucién parcial para este problema fue propuesto a
partir del estudio de moléculas relajadas, las cuales fueron trenzadas una en torno a la
otra en sentido RH, igual que en los pre-encadenados y encadenados [34]. Cuando se
mantenian estiradas por una alta fuerza de tension estas trenzas no eran relajadas por la
Topo IV. Sin embargo cuando la fuerza de tensiéon disminuia a niveles comparables con
los que se encuentran en células vivas, las trenzas decrecen su energia eldstica formando
enrrollamientos de orden superior con cruces LH. Estos cruces LH eran eficientemente

reconocidos y servian como sustrato para que la Topo IV separe las moléculas. Esto
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mismo podria ocurrir durante el desencadenamiento de moléculas con elevado ntimero
de encadenamiento C'a. Por otro lado algunos autores sugieren que la Topo IV es capaz
de eliminar eficientemente encadenados dextrégiros in vitro en moléculas de DNA tan
altamente encadenadas que los cruces dextrégiros modifican su geometria angular y se
convierten en cruces levégiros, constituyendo asi un sustrato adecuado para la Topo IV
[71].

2.11 Analisis de RIs mediante electroforesis bidimensional

en geles de agarosa

Esta técnica fue utilizada originalmente para separar intermediarios de recombinacién
ramificados de moléculas lineales [72] y posteriormente fue adaptada para analizar Rls
lineales. Actualmente la electroforesis bidimensional en geles de agarosa es una de las
herramientas mas frecuentemente empleadas en el mapeo de origenes de replicacién
[73][74] [75] [76] [77], términos [60][61] y barreras para el progreso de las horquillas
[78][79] [80]. Ademads, permite resolver las distintas formas topoldgicas que pueden
adoptar los CCCs [72] [81] [82] y ha demostrado ser la herramienta més idénea para la
identificacién de moléculas de DNA lineales con una burbuja interna anudada [59][83]
[84]. La posibilidad de anadir un agente intercalante durante la primera y/o la segunda

dimensién aumenta ain més su poder de resolucion [85].

La electroforesis bidimensional en geles de agarosa se basa en que la movilidad electro-
forética de una molécula de DNA en un gel de agarosa depende no sélo su tamano sino
también de su forma, de la concentracién de agarosa presente en el gel y de la fuerza
del campo eléctrico al que se somete dicha molécula. Ajustando todos estos parametros,
es posible separar los Rls y el resto de moléculas de DNA ramificadas de las moléculas
no replicadas. En lineas generales, en un gel bidimensional la primera dimensién trans-
curre en condiciones de bajo voltaje y bajo porcentaje de agarosa en el gel. En estas
condiciones se minimiza el efecto de la estructura tridimensional de las moléculas sobre
su movilidad electroforética y las mismas se separan fundamentalmente en funcién de su
masa. En cambio, la segunda dimensién transcurre en condiciones de alto voltaje y alto
porcentaje de agarosa potenciando asi la influencia de la estructura tridimensional de
las moléculas sobre su movilidad. En estas condiciones, las moléculas ramificadas tienen
menor movilidad que las moléculas lineales de igual masa. De esta forma, es posible

analizar mezclas de poblaciones de moléculas con distintas masas y formas.
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2.12 Agentes intercalantes

Los agentes intercalantes son sustancias capaces de alterar el retorcimiento de la doble
hélice del DNA. Las moléculas de estos agentes intercalantes tienen una estructura pla-
nar, usualmente policiclica y aromatica que se puede insertar entre dos pares de bases
de una doble hélice de DNA. Esta inserciéon causa un cambio en el indice de torsion
(T'w) de la molécula de DNA, resultando en una disminucién del nimero de repeticiones
helicoidales de la molécula, es decir, una disminucién en el Tw. Los agentes intercalantes
no alteran el indice de ligamiento (Lk) de moléculas CCCs. Si se tiene una molécula
de DNA con un determinado indice de superenrollamiento Wr(-) (por ende ALk < 0y
ATw < 0), conforme aumenta la concentracién del agente intercalante en el medio, se
produce una disminucién en el Tw. De la ecuaciéon ALk = ATw+Wr se deduce que si el
ALK se mantiene constante entonces el Wr debe aumentar. Es decir, conforme aumenta
la concentracién del agente intercalante, el Wr aumenta hasta alcanzar el valor Wr = 0,
que corresponde a moléculas relajadas. Un estudio de un plasmido en estas condiciones
mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa demuestra que estas moléculas
adquieren la movilidad electroforética de de moléculas OCs. Si la concentracién del
agente intercalante sigue aumentando entonces los plasmidos adquieren Wr > 0, y van
recuperando movilidad electroforética. Entre los agentes intercalantes que producen este
efecto se encuentran el bromuro de etidio (EtBr) y la cloroquina. Debido a que, con
las concentraciones de EtBr normalmente utilizadas en electroforésis (1 pg/mL) el DNA
esta saturado y todas las moléculas CCCs adquieren mucho Wr(+) y no pueden sepa-
rarse, por razones practicas, se utiliza cloroquina, la cual se une débilmente al DNA
permitiendo una mejor separaciéon de los topoisémeros.

En intermediarios de replicacién, que cuentan con una regién no replicada con un ci-
erto grado de Wr(-) y una regién ya replicada con un determinado ntimero de pre-
encadenamientos, la presencia de un agente intercalante tiene un efecto distinto. Un
aumento en la concentracién del agente intercalante elimina el Wr(-), a continuacién la
region no replicada adquiere Wr = 0 y, consecuentemente, pierde el pre-encadenamiento
en la region ya replicada haciendo que la molécula tenga la misma movilidad que un RI
relajado, es decir, que un AccRI (Accumulated RI). A partir de este punto un aumento
en la concentracién del agente intercalante no permite que la regién no replicada ad-
quiera Wr > 0 y recupere movilidad electroforética, sino que la molécula se mantiene
con la movilidad de las moléculas AccRIs. Esto se debe a que en las horquillas de repli-
cacién las cadenas nacientes cuentan con extremos libres de cadena sencilla (solamente
las moléculas parentales se hallan unidas a la regién no replicada) y una vez que el RI
se relaja, un aumento en la concentracién del agente intercalante hace que las cadenas
nacientes se unan entre si (ya que son cadenas complementarias) y formen un cuarto

brazo en la horquilla de replicaciéon. Este cuarto brazo es llamado horquilla en retroceso
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(o chicken foot por su aspecto cuando se observa con microscopia de fuerza atémica o
electrénica).Los aumentos posteriores en la concentraciéon del agente intercalante hacen
que en lugar de introducir Wr(+), la horquilla en retroceso aumente su longitud y el
RI se mantenga en estado relajado. La horquilla en retroceso se forma sélo en una de
las horquillas de replicacién [86]. En la Figura 2.17 se muetra un esquema de un RI
una horquilla en retroceso en un intermediario de replicacién. Los agentes intercalantes
pueden extraerse mediante dilucién de manera a reducir su concentracion y hacer que

las moléculas vuelvan a adquierir su topologia original.
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F1GURA 2.18: Formacién de una horquilla en retroceso. a) Una concentracién suficiente

de agente intercalante es capaz de llevar a un RI a un estado relajado. ¢) Al aumentar

la concentracion del agente intercalante se forma una horquilla en retroceso en una de

las horquillas de replicaciéon. Las cadenas parentales estan en verde y azul, las cadenas
nacientes se representan en rojo.



Capitulo 3

Simulaciéon por el método de

Monte Carlo

3.1 Simulacion computacional de la topologia del DNA

Las simulaciones computacionales de conformaciones recurren a métodos simplificados de
la estructura de las moléculas de DNA, debido a la gran complejidad de las mismas. Los
métodos de dindmica molecular no son apropiados debido al gran niimero de nucleétidos
(del orden de 103 en los plasmidos) que conforman una doble hélice de DNA, si es que
ésta debe ser suficientemente grande para tener el tamano de un plasmido. Por esta
razén la mayoria de las simulaciones de las conformaciones de DNA son hechas por el
método de Monte Carlo (MC). En su sentido més general, el método de MC simula
propiedades de un sistema utilizando algin método que implica ntimeros aleatorios y
probabilidad. En el sentido mas especifico de simulaciones moleculares, se desarrollan
modelos de conformacién de una molécula de DNA que se pueden utilizar para calcular
energia y a continuacién se utilizan cambios aleatorios en la conformacién para probar las
energias de un conjunto de conformaciones, ya sea con el fin de encontrar la conformacién
més estable o para generar un conjunto de conformaciones posibles. El método especifico
usado en la mayoria de los estudios de DNA, asi como en muchos otros, fue desarrollado
por Metropolis y colaboradores en 1953 [6][87]. A partir de una conformacion inicial
se calcula su energia inicial F1, luego, se induce un cambio conformacional aleatorio en
el modelo para dar una nueva conformacion de prueba y se calcula una nueva energia
FE>. La conformacion de prueba es aceptada inmediatamente si tiene una energia mas
baja que la del predecesor (Fy < Ep), pero si la energia es mayor, la conformacién se
acepta al azar, con una probabilidad P que depende exponencialmente de la diferencia

de energia entre las dos conformaciones:

35
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(E1—-Ep)

P=c BT . (3.1)

Esto representa la probabilidad de que una conformaciéon determinada con £ < Fs sea
aceptada bajo las condiciones térmicas indicadas. Si se acepta la conformacién de pru-
eba, se utiliza como la base para la generacién de una nueva conformacién. Si se rechaza,
la conformacién anterior se utiliza para el siguiente paso. De esta manera, después de
muchas conformaciones de prueba, tipicamente cientos de miles, las simulaciones con-
vergen a conformaciones de una distribucién térmica de las moléculas estables. Estos
métodos fueron aplicados por primera vez para una conformacién circular de DNA por
Le Bret y Vologodskii et al. [88][89][90][91].

3.1.1 Simulaciéon para superenrrollamiento de DNA

Para la simulacién de las propiedades térmicas y conformacionales de moléculas cir-
culares de DNA se deben tener en cuenta ciertas propiedades intrinsecas del tipo de
moléculas que se quiere representar. Dos propiedades muy importantes para la simu-
lacién son el diametro de la molécula y la rigidez en funcién de su longitud. Debido a
la carga eléctrica negativa del DNA, dos segmentos separados se repelen entre si. La
fuerza repulsiva depende de la concentracién de iones del medio en el que se encuentra
la molécula. A la distancia minima a la que pueden estar dos segmentos distintos de
moléculas de DNA, a causa de la repulsion eléctrica, se le llama diametro efectivo y
corresponde al mismo didmetro de la doble hélice [6]. El didmetro y la longitud de la
molécula definen un volumen denominado volumen excluido.

Una molécula de DNA se puede cerrar y formar un circulo solamente si su longitud es
un multiplo entero de su longitud de repeticién helicoidal, y la energia necesaria para
doblar la molécula en un circulo es menor mientras mayor es la longitud total de ésta. La
flexibilidad de la molécula de DNA se describe normalmente por un pardmetro llamado
la longitud de persistencia, a, que describe la escala de longitud sobre la que la rigidez
de la hélice de DNA es importante [6][91]. Se puede definir la longitud de persistencia
como la longitud sobre la que existe una cierta correlacién entre la direccién inicial y
final de la hélice. Después de una distancia de una longitud de persistencia a, debido
al movimiento térmico, la desviacién media del eje de la hélice a partir de su direccién
inicial sera un radian, y después de dos longitudes de persistencia, 2a, ya no habra corre-
lacion entre las direcciones inicial y final, con un dngulo medio de deflexién alrededor del
90°. El valor 2a también se conoce como la longitud estadistica Kuhn [6][91]. El valor
de la longitud de persistencia estd directamete relacionado con la rigidez de doblado de

la molécula y con la temperatura absoluta del medio. Otra caracteristica importante de
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una conformacién simulada de superenrrollamiento, ademéas de su didmetro efectivo y
su rigidez de doblado, es la variacion de su Lk con respecto a una conformacion relajada

ALkg, esta variacion es llamada ALk.

El modelo que se utiliza en esta obra para simular al DNA es conocido como wormlike
chain, en el que molécula esta representada por una serie de segmentos rectos de longitud
constante [90][91]. Si se asigna a cada segmento de la curva una distancia minima a la
que se le permite estar de otro segmento, entonces se puede suponer que la curva es
ahora un cilindro o tubo impenetrable. Para emular un plasmido la curva de segmentos
rectos debe ser cerrada y con un ntmero finito de segmentos. El método de Metropolis
MC demanda adquirir un valor de energia para cada conformacién de prueba creada. La
energia potencial elastica en la molécula simulada tendra dos componentes: una energia
eléstica de doblado, Ej y una energia elastica de torsiéon, F;. La energia de doblado
estd asociada al angulo que existe entre dos segmentos de la curva en las que éstos son
aproximadamente rectos. Para un modelo en el que el eje de una molécula de DNA esta

compuesta con N segmentos rectos, la energia de doblado esta dada por:

N
Ey,=kTa) 67, (3.2)
i=1

donde la sumatoria se extiende a todas las uniones entre los segmentos rigidos, kj es la
constante de Boltzman, T es la temperatura absoluta (297 K), 6; es el desplazamiento
angular (en radianes) del segmento i relativo al segemento i + 1 y « es la constante de
rigidez de doblado [91]. La figura 3.1 nos muestra los el modelo wormlike chain con
sus angulos de doblado correspondiente y el tipo de movimientos de prueba utilizados

en esta Tesis.

F1aurA 3.1: Modelo wormlike chain para la simulacién del DNA. a) Se representa a la

molécula como usa susecién de segmentos rigidos, los cuales cuentan con los dngulos de

doblado 6 entre dos segmentos consecutivos. b) Los movimientos de prueba utilizados

sobre el modelo wormlike chain son rotaciones rigidas en un angulo ¢ de todos los
segmentos que se encuentran entre los puntos ml y m2.



Capitulo 3. Simulacion por el método de Monte Carlo 38

La energia de tosién, E;, es una funciéon cuadratica de la variaciéon del T'w de la cadena
respecto a la configuracion con Lkg (Lk de la molécula relajada), ATwy. No se computa
ATw directamente porque el Tw es una propiedad de la estructura de doble hélice del
DNA, la cual no estd incluido en el modelo wormlike chain. De todas formas, para una

cadena cerrada el ATw puede ser calculado utilizando el Teorema de Calugareanu:

ATw = ALk — AWr. (3.3)

Si se considera al DNA como una cinta, en su estado relajado la conformacién tiende
a ser circular, lo cual corresponde a un Wrg nulo, por esto la ecuaciéon anterior puede
tomar la forma ATw = ALk—W'r. Asila energia elastica de torsiéon puede ser expresada

comao:

220
FE; = i3

(ALK — Wr)?, (3.4)

donde C' es la constante de torsién de la molécula y L es su longitud total [90].

Entonces, si se quiere calcular la energia potencial elastica total de una molécula circular
de DNA, con un determinado valor de ALk, es necesario conocer el valor de su Wr para

cada conformacion de prueba.

3.1.1.1 Seleccién de niimero de segmentos y rigidez de doblado

La eleccién del niimero de segmentos para la simulacién de la molécula con el modelo
wormlike chain se relaciona con la cantidad de longitudes de Kuhn contenidas a lo largo
de la longitud del plasmido. La relacién entre el niimero de segmentos IV, y la cantidad
de longitudes de Kuhn n contenidas en la molécula es N = kn [91]. El nimero k, se

relaciona con la rigidez de doblado o mediante

1+ < cosf >
k= _——- """~ 3.5
1— < cosf >’ (3.5)
donde
™ cos —ab? g9
< cosf S Jo cosfsenfe=*""d (3.6)

o senfe—0*dp
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Las integrales son calculadas de forma numérica y el valor de « es utilizado al calcular

la energia en la ecuacién (3.2)[90][91].

3.1.1.2 Caélculo de dngulos de doblado

En el modelo wormlike chain la energia de doblado depende de los angulos entre todos
los segmentos consecutivos, como lo indica la ecuacién (3.2). Sila curva esta representada
por una sucesién finita de puntos r; = (x(i),y(i), 2(7)), entonces el dngulo de doblado
del segmento definido por los puntos r; y r;+1 y el segmento definido por los puntos r;

y riq2 estd dado por

(riyo —Trig1) - (rig1 — i)
[(riv2 = rig1) ||| (riz1 —14) |

6; = arccos( (3.7)

3.1.1.3 Angulos de cruce y yuxtaposicion de segmentos del plasmido

La presencia de un cruce entre dos segmentos de un plasmido depende del punto de
observacién, sin embargo, cuando dos segmentos se encuentran lo suficientemente cer-
canos entre si, para que una topoisomerasa de tipo II pueda actuar sobre ellos, entonces
decimos que hay una yuztaposicion entre ambos segmentos.

En las simulaciénes realizadas, se produce una yuxtaposiciéon cuando la distancia D en-
tre los ejes axiales de dos segmentos cumple con la condicion defectivo < D < 2defectivos
donde defectivo € €l didmetro efectivo de la molécula.

En nuestro modelo del plasmido, el mismo esté representado por una curva cerrada ori-
entada. Esa orientacion define el signo de los cruces topoldgicos que muestre la curva
para un determinado punto de proyeccién. Como antes, si la curva estd representada
por una sucesion finita de puntos r; = (z(7),y(7), 2()), entonces el angulo de cruce en

una yuxtaposicién entre los segmentos cuyos puntos iniciales son r; y r; estd dado por

(rjp1 —1j) - (rig1 —1y)
[[(rj1 — 1) [l (rit1 — 1)

& = arccos( (3.8)
Un algoritmo encargado de la busqueda de yuxtaposiciones en una curva definida por
un conjunto de vectores {ry,...r;,...r;} puede correr en tiempo polinomial O(N?) En
una conformacion plectonémica, a causa del la orientacién intrinseca de las curvas, los

angulos de cruce tienden a ser obtusos. Esto se ilustra en la Figura 3.2.
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Para ambostiposde
cruce, el &ngulo medido
para plectonemas
tiende a ser obtuso.

FiGurA 3.2: Yuxtaposicién y angulos de cruce en conformaciones pléctonemicas. Sin
importar el tipo de estructura plectonémica el dngulo de cruce es obtuso.

3.1.1.4 Diadmetro efectivo en las simulaciones

En la simulacién con Metrépolis MC, con el modelo wormlike chain, podemos asignar
valores infinitos de energia potencial elastica a una conformacion que tenga dos vértices
de segmentos cualesquiera separados a una distancia menor o igual al didmetro efectivo
defectivo- Esta simple restriccién permite que tres vértices consecutivos puedan estar
a una distancia casi tan pequena como dcfectivo Sin violar dicha restriccién. Una con-
formacién resultante podra entonces tener segmentos ”puntiagudos o angulosos”. Una
mejor restriccién, implementada para esta obra, sugiere que el didmetro efectivo de fectivo
sea una funcién de la diferencia D = ||(r;+1 — r;)|| que hay entre dos indices de vertices

cualesquiera
defectivo(D) =A(1+ (D - 1)361_D) (3.9)

donde A es una constante igual al valor de didmetro efectivo entre dos segmentos muy
alejados. Esta funcién varia con D, tal como muestra la figura 3.3. En condiciones
fisioldgicas el didmetro efectivo entre segmentos distales de una molécula de DNA suele

ser de 3 nm [3].
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defectivo

FI1GurA 3.3: Dependencia del didmetro efectivo defectivo con la distancia D entre
vértices en el modelo wormlike chain.

Un algoritmo encargado de la verificacién del didmetro efectivo en una curva de finida
por un conjunto de vectores {ri,...r;,..ry} puede correr en tiempo polinomial O(N?)
y la implementacion de ese algoritmo en para esta Tesis se puede observar en el Anexo
A.l1.6.

3.1.1.5 Caélculo numérico del indice de ligamiento

Para calcular la energia potencial elastica de torsién del DNA basta con usar la ecuacion
(3.4). Sin embargo, tambien es 1util tener en cuenta la forma de calcular numéricamente

el Lk. El indice de ligamiento segtin (2.4) es

r’—r) xdr ,
47T7{’f{( v — 1|3 )'dr

(3.10)

De la ecuacién (2.4) se puede inferir que si dos curvas estéan definidas por los vectores de
posicion, r y r’ y la distancia entre dos segmentos consecutivos esta dada por b = rj; 1 —r;
y por b> = r’;1 1 —r’; , entonces el Lk de las dos curvas se puede calcular para N

segmentos mediante:

(3.11)
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Ya que r; = (2i,¥i, %), Tj = (2,95,2), b = (@it1 — T, Yit1 — Yir zip1 — ) y b’ =
(Tj41 —Zj, Yj+1 — Yj, Zj+1 — %j), €l producto vectorial mixto ((r’; —r;) x b)-b’ se puede
calcular como un determinante de 3 x 3. Si renombramos a la diferencia (r’; —r;) como

Rji = (Rjﬂ, Rjig, Rjig) tendremos que:

Rji1 Rji2 Rji3
(Rji X b) b’ = Det by ba b3
by by by
La implementaciéon de un algoritmo que calcule la sumatoria doble 3.11 debe correr en

tiempo polinomial O(N?).

3.1.1.6 Caélculo numérico del indice de superenrrollamiento

De la ecuacion (2.19)

1‘1—1'2 ><dI‘2
- dry. 3.12
4%%]{( \1‘1—1‘2H3 > " ( )

podemos obtener la siguiente formula

(3.13)

También podemos denotar a la diferencia (r; —r;) como Rj;, pudiendo luego calcular el

producto vectorial mixto como:

Rjin Rjin Ry
(Rji X bl) . bj = Det bil bz‘Q bz‘3

bjl bjg bjg

A diferencia del calculo del Lk, el cdlculo del Wr requeriria que se recorra la misma
curva dos veces, por ello se mide el angulo solido entre dos segmentos dos veces. Para
disminuir el tiempo de computo del Wr entonces se puede recorrer la curva sélo una vez
y luego se multiplica el resultado por dos. Esto se logra haciendo que la segunda suma

comienze desde ¢, quedando la férmula como:
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g = raf]?

Al  — i i
WT:;W;Z(“ )Xb>'bj

(3.14)

Los algoritmos que calculen las sumatorias dobles 3.13 o 3.14 deben correr en tiempo
polinomial O(N?).

3.1.2 Control del estado topoldgico en las conformaciones

El estado topoldgico de una conformacién con superenrrollamiento puede ser descrito
no solo por su valor de ALk, sino tambien por la presencia de nudos. Una forma de
verificar la presencia de nudos es mediante la utilizacion del polinomio de Alexander
para nudos. Dicho polinomio es un invariante de nudos descubierto en 1923 por James
Waddell Alexander [92]. La versién original del polinomio parte de la representacién de
un nudo mediante un diagrama bidimensional o un grafo. Una proyeccién plana de un
nudo con n cruces genera un diagrama con n + 2 regiones, a cada regién se le asigna un
indice. No existe una indicacién especial para asignar los indices a las regiones. Una de
las asignaciones posibles se muestra en la Figura 3.3, donde r; indica las regiones y ¢;

indica los puntos cruce del diagrama de nudo.

l'o

FicurA 3.4: Diagrama de un nudo trefoil donde se muestran las distintas regiones r;
y los cruces ¢;

Es posible asignar una serie de ecuaciones a un diagrama de nudo. Supdngase que en
un cruce ¢; las regiones se llaman r;, ry y 1, en el sentido inverso al movimiento de las
manecillas del reloj y se asigna r; y r; a las regiones que estan marcadas con un punto.

Por lo tanto, la ecuacién de un cruce ¢; es:

ci(r) =axrj —ary +rp — .

(3.15)
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De acuerdo a lo anterior las ecuaciones del diagrama de la Figura 3.3 son:

ci(r) =xrg —xrg+ 13 —ryg =0.
ca(r) = xry —xrg+ 19 —rg = 0.
c3(r) =ars —arg+1r —rq = 0.

(3.16)

Estas ecuaciones de un diagrama determinan su estructura. Con estas ecuaciones se
genera la matriz de coeficientes, con n filas y n+ 2 columnas, donde las filas representan
los cruces y las columnas representan las regiones. Asi, la matriz de coeficientes M del

ejemplo (Figura 3.3) queda como sigue

zr 0 z 1 -1
M=]2 1 0 =z -1
zr z 1 0 -1

Si se reduce la matriz M a una matriz cuadrada eliminando las dos columnas consecutivas
de indices p y p+1, el determinante de la matriz restante My sera independiente de las
dos columnas eliminadas, dentro de un factor de la forma 4+z™. El determinante obtenido
es el llamado polinomio de Alexander y es un invariante para nudos. En la matriz M,

removiendo las primeras dos columnas el determinante resultante es

r 1 -1
Det] 0 = -1 =—22+x-1
1 0 -1

Si se eliminan las dos ultimas filas el determinante resulta ser

[ )

Det =4+ -z

8 8 8
= O 8

8

Se observa que estos dos resultados difieren solamente en un factor +z”. El resultado
obtenido para este nudo, que es conocido como trefoil (trébol) tiene entonces el polinomio
de Alexander A(z) = 22 — x + 1. Este es el nudo mas simple que existe. El valor del
polinomio de Alexander para una curva sin nudos (unknot) es A(z) = 1.

Para obtener el polinomio de Alexander para curvas mas complejas en esta obra se

recurre al mismo algoritmo utilizado por Vologodskii y colaboradores [90].
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3.1.3 Propiedades termodindmicas del superenrrollamiento y encade-

namiento

Un sistema se encuentra en estado de equilibrio termodindmico cuando no es capaz
de cambiar de estado espontdneamente, o, sus variables macroscépicas como presion,
temperatura y composicién toman un valor constante, independiente del tiempo. El
equilibrio es aquel estado al cual tiende espontdneamente un sistema [93]. Para ello ha
de encontrarse simultdneamente en equilibrio térmico (la temperatura en todos los pun-
tos del sistema es la misma), mecanico (la presién en todos los puntos del sistema es la
misma) y quimico (la composicién quimica es la misma en todos los puntos del sistema).
Por otro lado, es indispensable que todas las fuerzas en el sistema estén balanceadas
[93].

La energia libre es un potencial termodinamico, una funcién de estado extensiva, que de-
termina la condicién de equilibrio y espontaneidad para una reaccién quimica (a presion
y temperatura constantes). La entalpia H de un sistema y entropia S definen la energia
libre del mismo mediante G = H —T'S, donde T es la temperatura absoluta del sistema

[93]. La variacién de energia libre para un proceso termodindmico toma la forma

AG = AH — TAS. (3.17)

En su estado relajado, una plasmido tendrda un valor de Wr cercano a cero. En la
simulacién con el modelo wormlike chain siempre se tendrda una energia de doblado
distinta de cero, en el estado de equilibrio. Se definen la entalpia en este modelo de
DNA como la diferencia entre la energia potencial elastica total para un valor dado de

ALE y el valor de la energfa potencial eldstica en estado relajado [90]:
H(ALk) = E(ALk) — E(ALky). (3.18)
En el caso de que se tengan moléculas relajadas, con ALk = 0, proponemos la si-

guiente definicién de la entalpia en funcién al nimero de encadenamientos, C'a, como

H(Ca) = E(Ca) — E(Cayp), donde Cag es la ausencia de encadenamiento.

La variacion de energia libre que debe introducir una topoisomerasa para cambiar el

indice de ligamiento de una molécula, desde Lk hasta adquirir cierto valor de ALk es

AG(c) =2 13LRTo?, (3.19)
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donde L es la longitud de la molécula, R es la constante de los gases, T' la temperatura

absoluta y ¢ es denominado indice de ligamiento especifico y esta dado por o = %if [6].

3.1.4 Simulaciéon de moléculas de DNA

Se manejaron moléculas de DNA plasmidico con horquillas de replicacién detenidas, es
decir, intermediarios de replicacién (RIs), con una regién no replicada y una regiéon ya
replicada. Uno de los principales problemas que dificultan el estudio de la topologia
de los RIs es que in vivo existe un complejo protéico denominado replisoma que se
encuentra unido a el RI. Como se explicd anteriormente, la unién del replisoma a los Rls
en las horquillas de replicacién actuaria como una barrera regulando la difusién de la
tensién torsional entre las regiones no replicada y ya replicada. Sin embargo, al aislar el
DNA y eliminar todas las proteinas unidas al mismo (para su andlisis por electroforesis
o microscopia electrénica) desaparecen las restricciones topologicas impuestas por la
unién del replisoma. Esto hace que el DNA pueda girar libremente en las horquillas,
permitiendo la libre difusién del superenrrollamiento a través de las mismas. En el
presente trabajo, valiéndonos de esta "separacién”en dominios topolégicos entre la regiéon
no replicada y la ya replicada, se simularon RIs compuestos por dos partes: i) la regién
no replicada que se comporta como una molécula con un determinado valor de ALk, y
ii), la ya replicada como dos moléculas encadenadas, con un determinado valor de Ca y
ALk =0.

Debido a que in vitro la region ya replicada estd permanentemente relajada, debido a la
eliminacién del proteosoma, se puede simular el encadenamiento sin superenrrollamiento.
En condiciones controladas de laboratorio, el plasmido tratado se encuentra almacenado
a presion y temperatura constante. Considerando a cada intermediario de replicacién
como un sistema de dos partes, la regién ya replicada y la no replicada, y asumiendo
que no interactiia con el medio circundante, entonces existe equilibrio termodinamico
en el sistema. De esta forma, cada exceso de energia en una regién pasara a la otra en
forma de variaciéon de entalpfa. Mecanicamente, un exceso de energia en la regiéon no
replicada inducird que algunos cruces de esta regién pasen a la regién ya replicada en
forma de mas pre-encadenamiento. De forma opuesta, un exceso de energia en la region
ya replicada inducird una pérdida del pre-encadenamiento y la introduccién de nuevos

cruces en la region no replicada.
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Materiales y métodos

4.1 Parte experimental

4.1.1 Estirpes bacterianas

Las estirpes de E. coli utilizadas en este trabajo fueron:

DH50F’: [F'/ endAl hsdR17 (r;, m;) supE44 thi-1 A- recAl gyrA96 (nal”) relAl
deoR A(lacZYA-argF)-U169 ¢80dlacZAM15].

parE10: W3110 [parE10 recA], [94]. Cedida por el Dr. Ian Grainge. Si se cultiva a 43°
C es deficiente en TopolV.

4.1.2 Plasmidos

pBR322@AatIl (4449 pb): Contiene la secuencia terminadora de la replicacién TerE en
el sitio Aatll de pBR322. Debido a la posicién del terminador respecto al origen, en
este plasmido se acumulan RlIs con la horquilla detenida cuando ha alcanzado el 60 por
ciento de su replicacién. Por tanto, los RIs acumulados contienen una burbuja interna

y su masa es 1.60 veces la masa del plasmido no replicado.

4.1.3 Condiciones de cultivo

Los cultivos en medio liquido de las estirpes se realizaron en LB (triptona %, extracto de
levadura 0.5%, cloruro sédico 1%, pH 7.5) a 37°C con agitacién orbital (250 rpm). Para
la seleccién de transformantes se utilizé6 ampicilina (Roche) a 75ug/ml | tetraciclina a

12.5 pg/ml (Sigma). Los cultivos en medio sélido se realizaron en placas Petri con LB al

47
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a) b)

Nb. Bisl

P-lactamasa

pBR322@Aaf1l
(4449 pb)

ColEl Ori

pBR322aAatll

RI acumulado 1.60x

Nt.BInWCl

Nb.Bsml

4

AhwNI

Ne.Bpuel 01

FicuraA 4.1: Mapa del plasmido pBR322@AatIl. A: Mapa en donde se indica la po-
sicién y orientacién del origen ColE1 (flecha verde) y del terminador TerE (en rojo) asi
como los sitios de corte de las enzimas de restriccién utilizadas. En el interior del mapa
se muestra la posicién y orientacién los genes que confieren resistencia a ampicilina
(flecha azul a la izquierda) y tetraciclina (flecha azul a la derecha), y del gen rop (flecha
negra). B: Esquema del RI que se acumula cuando la horquilla se detiene al llegar al
terminador. En azul y verde se representa la doble hélice parental y en rojo las cadenas
nacientes (Virginia Lopez et. al.)

que se anadié agar al 2%. Las placas se incubaron invertidas entre 16 y 18 horas a 37°C
en estufa. La densidad celular en los cultivos se determiné midiendo la densidad 6ptica
en un espectrofotémetro a 600 nm (OD600) frente a un blanco que contenia el medio LB
sin células bacterianas. Las estirpes bacterianas se conservaron diluidas al 50% en una
solucién de glicerol (glicerol 65%, MgSO4 0.1 M, Tris-HCI 0.025 M, pH8.0) a -20°C y
a -80°C. La inhibicién de la Topo IV en la estripe parE10 (con mutacién termosensible
en el gen parE) se llevé a cabo creciendo los cultivos a la temperatura permisiva (30°C)
hasta alcanzar la fase exponencial e incubandolos después a la temperatura restrictiva

(43°C) a distintos tiempos y con agitacién orbital.

4.1.4 Tratamiento de los plasmidos

Los plasmidos se trataron con distintas topoisomerasas de estudio en esta obra antes de
la electroforesis en geles bidimensionales de agarosa, en presencia o en ausencia de clo-
roquina. En algunos de éstos tratamientos estuvieron acompanados de distintas formas

con agentes intercalantes.
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4.1.4.1 Digestién con Topoisomerasa IV

Para el estudio de la topologia de los Rls del plasmido pBR322@AatII (de la estirpe
DH5aF’ y parE10) en presencia de TopolV, la muestra de DNA (0.2ug/mL) se incub6
con Topo IV (30%) durante 30 minutos a una temperatura de 37°C en presencia o
ausencia de cloroquina (40 pug/mL).

La digestion se detuvo utilizando proteinasa K durante 30 minutos a una temperatura

de 37°C y luego el plasmido se almacend a 4°C.

4.1.4.2 Digestién con DNA Girasa

Para el estudio de la topologia de los Rls del plidsmido pBR322@AatIl (de la es-
tirpe DH5aF’ y parE10) en presencia de DNA Girasa, la muestra de DNA plasmidico
(0.2ug/mL). Se incubé con DNA Girasa (15%) durante 30 minutos a una temperatura
de 37°C.

Las muestras se incubaron con DNA Girasa a 37°C durante 30 minutos en presencia o
en ausencia de cloroquina (40 pug/mL).

La digestiéon con Girasa se detuvo utilizando proteinasa K durante 30 minutos a una

temperatura de 37°C y luego el plasmido se almacend a 4°C.

4.1.5 Agente intercalante

Como agente intercalante se utilizé cloroquina. En todos los casos se trabajé una con-

centracién de cloroquina de 40 pug/mL.

4.1.6 Geles bidimensionales de agarosa

El anédlisis de DNA se realiz6é mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa.
Esta técnica, en la que tanto el tamano como la forma de una molécula de DNA influyen
en su movilidad electroforética, se realizé siguiendo el protocolo descrito originalmente

por Brewer y Fangman [? |.

La primera dimensién se realizé en geles de agarosa a una concentraciéon de 0.4% de
agarosa SeaKem LE en tampén TBE 1x y se corrié a 0.9 V/cm durante 25 horas a
temperatura ambiente. Luego se llevaron a cabo las segundas dimensiones en geles de
1% de agarosa SeaKem LE en tampén TBE 1x que se corrieron a 5 V/cm durante 10

horas a 4°C.
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En aquellos casos en los que se estudié la influencia de un agente intercalante, se utilizd
cloroquina durante la primera y la segunda dimensién, tanto en el gel de agarosa como

en el tampon TBE 1x de la cubeta de electroforesis.

4.2 Métodos de simulacién computacional

4.2.1 Simulacién del supererrollamiento

En condiciones en las que el pldsmido representado no esta replicando (monémero), ti-
ene una longitud de 4449 pb. Los intermediarios de replicacién tienen una masa de 1.6x
respecto a las formas no replicadas, es por esto que la region no replicada tiene una longi-

tud de 1780 pb (605 nm), que representa el 40% de la longitud del plasmido no replicado.

Como conformacion inicial se tiene un poligono regular de N lados o vertices. Para
grandes valores de N podemos considerar al poligono como un circulo. Una vez que
se ha calculado la energia inicial Ej se realizan los movimientos de prueba sobre la
conformacién inicial para ejecutar el método de Metropolis Monte Carlo. La funcién de

energia potencial para las conformaciénes es

22

N
E=IkTa) 07+
=1

(ALk — Wr)? (4.1)

donde k; es la constante de Boltzman, T es la temperatura absoluta, 6; es el dngulo
entre el segmento ¢ y el ¢ + 1, a es la rigidez de doblado, C' la rigidez de torsién y L
la longitud de la cadena en pb. En la expresion (4.1) estd especificado el valor de Lk
que debe alcanzar el pldsmido simulado. El valor de Wr cambia en cada movimiento de
prueba. Los movimientos de prueba se producen mediante un movimiento de rotacién
rigida que se logra tomando aleatoriamente dos vertices de segmentos , Ay B, en el
modelo wormlike. Todos los puntos P contenidos entre A y B son rotados en torno
a un eje que pasa por A y B en un angulo aleatorio ¢. El punto P’ resultante de la

rotacion de P es
P'=[n.(P— A)n+ cos(p)[(P— A) — [n.(P — A)]n] £ sin(p)[n x (P — A)] (4.2)

B—A
donde n es el vector que apunta desde el punto A hasta el punto B, n = ﬁ. En
forma contraproducente estos movimientos de movimientos de rotacién rigida permiten
que dos segmentos se crucen o atraviesen entre si, provocando la aparicién de nudos en

muchos casos. Los nudos son detectados mediante el algoritmo basado en la btsqueda
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del polinomio de Alexander de la conformacién. El algoritmo para obtener el superenr-
rollamiento es presentado en el anexo A.2

Se representdé la region no replicada mediante el modelo worm like, con 180 segmentos,
didmetro efectivo con A=3 nm (ecuacién 3.9), rigidez de torsién C = 4,50.10719 J.pb,
constante de doblado o = 7.4965, temperatura absoluta T' = 297 K.

Se realizaron simulaciones de 100 formas no anudadas para cada topoisomero desde
ALk = —1 hasta ALk = —20, con 10° movimientos de prueba en cada simulacién.

Las simulaciones fueron realizadas con MATLAB, en un computador de doble ntcleo,
con procesador Pentium de 2.13 GHz. En la figura 4.2 mostramos una tabla con los

parametros utilizados para la simulacién del supenrrollamiento.

Simbolo Nombre Valor
ks Constante de Boltzman 1,38.10-23 ] /K
T Temperatura absoluta 297 K
£ Rigidez de torsion 4,50.1071° J.bp
a Rigidez de doblado 7.4965
2a Longitud de Kuhn 295 bp

FIGURA 4.2: Parametros constantes utilizados en la simulacion del superenrollamiento.

4.2.2 Simulaciéon del encadenamiento

Cada molécula naciente de la regién ya replicada tiene una longitud de 2670 pb (939
nm), que representa el 60% de la longitud del pldsmido no replicado.

Como conformacién inicial para cada simulacién se utilizaron toroides encadenados.
Estos se obtuvieron creado dos toroides con el mismo centro, ambos de radios R y 7,
desfasados un angulo § que produzca la mayor separacion entre las curvas y ambos
con un namero de vueltas coincidente con el nimero de encadenamientos que se desea
simular. Sobre esta conformacién inicial se realizan cambios de conformaciéon con los
movimientos de rotacion rigida. Se busca mantener durante toda la simulacién el mismo
numero de encadenamiento y relajar el encadenado, hasta que ambas moléculas tengan
el menor valor posible de Wr para un determinado Ca.

La funcién de energifa potencial para cada molécula relajada (ALk = 0) encadenada
independiente y para cada conformacion de prueba es

2m2C

n
E=FkTa) 6+
i=1

(Wr)? (4.3)

donde kj es la constante de Boltzman, T es la temperatura absoluta, 6; es el dngulo

entre el segmento i y el ¢ + 1, « es la rigidez de doblado, C la rigidez de torsién y L la
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longitud de la cadena en pb. El cdlculo de la energia es independiente del niimero de
encadenamiento (Ca).

Representamos la regiéon no replicada mediante el modelo worm like, con 180 segmentos,
didmetro efectivo con A=3 nm (ecuacién 3.9), rigidez de torsién C = 4,50.10719 J.pb,
constante de doblado o = 4.8010, temperatura absoluta T' = 297 K.

Se realizaron simulaciones de 10 formas relajadas (ALk = 0) para cada encadenado
desde Ca = 0 hasta Ca = 20, con 10° movimientos de prueba en cada simulacién.

Las simulaciones fueron realizadas con MATLAB, en un computador de doble ntcleo,
con procesador Pentium de 2.13 GHz. En la figura 4.2 mostramos una tabla con los

parametros utilizados para la simulacién del encadenamiento.

Simbolo Nombre Valor
A Constante de Boltzman 1,38.10-23 ) /K
F Temperatura absoluta 29T K
C Rigidez de torsion 4,50.107° J.bp
a Rigidez de doblado 4,8010
2a Longitud de Kuhn 295 bp

FIGURA 4.3: Pardmetros constantes utilizados en la simulacién del encadenamiento.
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Resultados

La presente obra se centra en el estudio de los cambios topoldgicos en moléculas de DNA
parcialmente replicadas y el papel que juegan las topoisomerasas en la coordinacién
entre superenrrollamiento y pre-encadenamiento durante la replicacién del DNA. Como
modelo de estudio se utilizo6 el plasmido pBR322@AatIl con las horquillas de replicacién
detenidas en la secuencia terminadora TerE y el origen de replicacién unidireccional
ColE1l. El bloqueo de las horquillas de replicacién conduce a la acumulacion de Rls
cuya masa es 1.6 veces la de la molécula no replicada. Para analizar la topologia de
los RlIs se combiné la electroforesis bidimensional en geles de agarosa con simulaciones

computacionales de moléculas de DNA.

5.1 Resultados del analisis de RIs mediante electroforesis

bidimensional en geles de agarosa

5.1.1 Analisis de los RIs del plasmido pBR322@AatIl digerido con
Topo IV y DNA Girasa

Durante la replicacion del DNA tanto la Topo IV como la DNA Girasa actian en las
regiones no replicada y ya replicada para compensar el Wr(+) generado por el avance de
la horquilla replicativa. Con el fin de estudiar la actividad de las DNA topoisomerasas de
tipo ITA de E. coli sobre la topologia de los Rls, se digirié el plasmido pBR322@QAatII con
Topo IV o DNA Girasa. Como control se utilizé el plasmido intacto. En los plasmidos
aislados y desproteinizados de la estirpe DH5aF’ existe superenrrollamiento negativo de
tipo RH(-) en la region no replicada y pre-encadenados LH(-) en la regién ya replicada
(Figura 2.13 b). En primer lugar se analizaron las formas intactas de los RlIs del plasmido

pBR322@QAatll crecido en células de la estirpe DH5aF’ de E. coli para comprobar la
53
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acumulacién de moléculas parcialmente replicadas con horquillas de replicacién deteni-
das en TerE. En las Figuras 5.1 a y 5.2 a se observa la inmunodeteccion correspondiente
junto con un esquema interpretativo. La senal que aparece en el angulo inferior derecho
corresponde a moléculas superenrrolladas no replicadas, las CCCs. Estas pueden sufrir
roturas tanto durante la corrida de la primera dimensién del gel como en el transcurso
de la primera y la segunda dimensién, apareciendo un rastro horizontal y vertical, res-
pectivamente. Estos rastros hacen que los CCCs formen un angulo recto con sus formas
niqueadas (moléculas con una ’rotura’ de cadena sencilla), las OCs. Tanto las CCCs
como los OCs corresponden a monémeros, es decir, moléculas que no estan replicando.
En la inmunodeteccién se observan ademas senales que forman un arco continuo de to-
poisémeros y que corresponden a intermediarios de replicacién covalentemente cerrados
(CCRIs). El arco se extiende de la parte superior izquierda de la inmunodeteccién hasta
la zona inferior atravesando la linea horizontal de las OCs. En dicho arco se observa
que las formas mas abundantes corresponden a moléculas muy torsionadas (con mayor
movilidad electroforética). La senal del extremo superior izquierdo del arco corresponde
a la acumulacién de intermediarios de replicacién relajados (AccRlIs).

En la Figura 5.1 b se presenta la inmunodeteccién y el esquema correspondiente del
plasmido digerido con Topo IV. En el centro se observa un grupo de senales que cor-
responden a moléculas no replicadas que han perdido movilidad electroforética debido
a la eliminacion Wr(-). En el extremo superior izquierdo se observa ademds una senial
que corresponde a Rls relajados (AccCRISs) y que confirma que la Topo IV relajé com-
pletamente las poblaciones de Rls. Este resultado confirma que la Topo IV es capaz
de eliminar el Wr(-) pero no puede relajar completamente moléculas de DNA con altos
niveles de superenrrollamiento negativo. Por otro lado, la Topo IV relaja completa-
mente la poblaciéon de moléculas parcialmente replicadas. En la inmunodeteccion y el
esquema correspondiente al tratamiento con DNA Girasa (Figura 5.2 b) se observa que
las moléculas no replicadas negativamente superenrrolladas (CCC) no cambian su movi-
lidad electroforética con respecto al control. En el arco correspondiente a las moléculas
parcialmente replicadas se observa un cambio en la movilidad electroforética y la distri-
bucién de las senales con respecto al control, lo cual se corresponderia con una dismi-
nucién de la tensién torsional. Este resultado demuestra que la DNA Girasa es capaz de
relajar parcialmente intermediarios de replicacién con pre-encadenamiento LH(-) pero
no cambia la movilidad electroforética de las moléculas no replicadas con altos niveles
de Wr(-).
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AccRls

F1cUrA 5.1: Digestion del plasmido pBR322@AatlI de la estirpe DH5aF’ con Topo IV.

a) Inmunodeteccién obtenida mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa

del pldsmido intacto y esquema interpretativo correspondiente. b) Inmunodeteccién ob-

tenida mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa del plasmido digerido

con Topo IV y su esquema representativo correspondiente. Las sehales correspondien-

tes a los intermediarios de replicaciéon se representan como puntos de color rojo y las
moléculas no replicadas como puntos negros.

FicUurA 5.2: Digestién del pldsmido pBR322@AatIl de la estirpe DH5aF’ con DNA

Girasa. a) Inmunodeteccién obtenida mediante electroforesis bidimensional en geles

de agarosa del pldsmido intacto con su esquema interpretativo correspondiente. b)

Inmunodetecciéon obtenida mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa

del plasmido digerido con DNA Girasa y su esquema representativo correspondiente.

Las senales correspondientes a los intermediarios de replicacién se muestran en color
rojo y las moléculas no replicadas en negro.
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F1curaA 5.3: Digestién del plasmido pBR322@QAatII de la estirpe DH5aF’ con Topo IV

en presencia de cloroquina. Inmunodeteccién y su esquema interpretativo. Los inter-

mediarios de replicaciéon se representan con puntos rojos y las moléculas no replicadas
con puntos negros.

5.1.2 Andlisis del plasmido pBR322@AatIl digerido con Topo IV y

DNA Girasa en presencia de cloroquina

En el experimento anterior pudimos comprobar que tanto la Topo IV como la DNA Gi-
rasa son capaces de relajar, aunque en distinta medida, RIs con Wr(-) y pre-encadenamiento
LH(-). Con el objeto de comprobar el efecto de la introduccién de Wr(+) sobre la activi-
dad de las topoisomerasas, decidimos llevar a cabo digestiones en presencia de un agente
intercalante. La cloroquina es una molécula planar de pequefio tamafio que se intercala
entre las bases nitrogenadas de la doble hélice, provocando un desenrrollamiento de las
moléculas con Wr(-). Ese desenrrollamiento hace que adquieran un Wr=0. Sin embargo,
a partir de ese momento, la incorporaciéon de cantidades crecientes de cloroquina hace
que los plasmidos adquieran Wr(+). En moléculas de DNA parcialmente replicadas y
aisladas in vitro, el tratamiento con altas concentraciones de cloroquina induce la for-
macién de horquillas en retroceso, es decir, el apareamiento de las cadenas nascientes en

la regién ya replicada (Figura 2.14).

Luego de la digestién con Topo IV en presencia de cloroquina las muestras se analizaron
mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa y se obtuvo la inmunodeteccién
de la Figura 5.3. No se observan diferencias significativas con respecto a la inmunode-
teccién del plasmido digerido con Topo IV en ausencia de cloroquina (Figura 5.1 b). Al
igual que en la inmunodeteccion de la muestra digerida en ausencia del intercalante, se
observa que una sefal que corresponde a Rls relajados (AccRIs) en el extremo supe-
rior izquierdo y un grupo de senales correspondientes a moléculas no replicadas que ha

perdido movilidad electroforetica en el centro de la imagen.
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FicUurA 5.4: Digestién del pldsmido pBR322@AatIl de la estirpe DH5aF’ con DNA

Girasa en presencia de cloroquina. Inmunodeteccién y su esquema interpretativo. Los

intermediarios de replicacién se representan con puntos rojos y las moléculas no repli-
cadas con puntos negros.

Paralelamente, el plasmido se digirié con DNA Girasa en presencia del agente interca-
lante y se analiz6 mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa, la inmu-
nodeteccién y su esquema representativo se muestran en la Figura 5.4. En este caso
tampoco se observaron diferencias significativas con respecto al plasmido digerido en
ausencia de cloroquina (Figura 5.2 b). En ambos casos se observa una disminucion de
la movilidad electroforética junto con un cambio en la distribuciéon de las senales del
arco de Rls, lo cual se corresponderia con una relajacion parcial. Se observa ademaés
que las moléculas no replicadas (CCCs) no cambian su movilidad electroforética. En
conjunto, estos resultados no nos permitieron determinar el efecto de la introduccion de
Wr(4) sobre la digestiéon con Topo IV o DNA Girasa puesto que la cloroquina no altera

la procesividad de las mismas sobre los Rls.

5.1.3 Analisis del plasmido pBR322@AatlIl digerido con Topo IV y
DNA Girasa mediante electroforesis bidimensional en geles de

agarosa en presencia de cloroquina

Los geles bidimensionales del apartado anterior no nos permitieron distinguir efecto de la
introduccién de Wr(+) sobre los Rls relajados por la Topo IV y la DNA Girasa. Por ello
decidimos digerir las muestras con las topoisomerasas y luego analizarlas mediante elec-
troforesis bidimensional en geles de agarosa en presencia de cloroquina. Como control se
utilizo el plasmido intacto. En las Figuras 5.5 a 'y 5.6 a se muestra la inmunodeteccién y el
esquema interpretativo correspondiente al control. En esta inmunodeteccién se observa
un arco de senales en el extremo inferior derecho que, de acuerdo a la concentracién
de cloroquina empleada, corresponderia a moléculas no replicadas que han adquirido
Wr(+). En el extremo superior izquierdo se observa una sefial correspondiente a Rls

relajados con horquillas en retroceso. En la Figura 5.5 b se presenta la inmunodeteccién
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a) b)

FiGurA 5.5: Electroforésis bidimensional en geles de agarosa en presencia de cloro-
quina del pldsmido pBR322@QAatIl de la estirpe DH5«F’ digerido con Topo IV. a)
Inmunodeteccién del pldsmido intacto con su esquema interpretativo. b) Inmunode-
teccién del plasmido digerido con Topo IV acompanado de su esquema representativo
correspondiente. Las senales correspondientes a los intermediarios de replicacién se
representan en color rojo y las moléculas no replicadas se representan en negro.

correspondiente al plasmido digerido con Topo IV y analizado mediante electroforesis
bidimensional en presencia de cloroquina (40pug/mL). En el extremo inferior derecho
se observa una senal correspondiente a moléculas no replicadas parcialmente relajadas
por la Topo IV que en presencia de altas concetraciones de cloroquina adquieren mucho
superenrrollamiento positivo, y aumentan su movilidad electroforética. No se detecta
la poblacién de intermediarios de replicacion, posiblemente debido a ruturas de cadena
sencilla en las horquillas de replicacién como consecuencia de la alta concentracién de
cloroquina empleada. Con las muestras de DNA digeridas con DNA Girasa y anali-
zadas mediante un gel bidimensional de agarosa en presencia de cloroquina se obtuvo
la inmunodeteccion de la Figura 5.6 b. Se observa a todos los Rls concentrados en la
zona de los AccRlIs, lo cual se corresponde con la formacién horquillas en retroceso. Se
observa ademds un arco de seniales formado por moléculas que han adquirido Wr(+)

como consecuencia de la presencia de cloroquina durante la electroforesis.

En conjunto, estos resultados demuestran que la presencia de cloroquina durante la
electroforésis induce la formacion de horquillas en retroceso en los Rls previamente
relajados por la DNA Girasa. En el caso de los Rls previamente relajados por Topo IV,
la elevada tensién en el DNA inducida por el agente intercalante produciria roturas en

las formas parcialmente replicadas.
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Figura 5.6: Electroforésis bidimensional en geles de agarosa en presencia de cloro-

quina del pldsmido pBR322@AatII de la estirpe DH5«F’ digerido con DNA Girasa. a)

Inmunodeteccién del plasmido intacto con su esquema interpretativo correspondiente.

b) Inmunodeteccién del plasmido digerido con DNA Girasa acompanado de su esquema

representativo correspondiente. Las sefiales correspondientes a los intermediarios de re-

plicacion se representan en color rojo y las moléculas no replicadas se representan en
negro.

.
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5.1.4 Analisis del plasmido pBR322@AatlII de la cepa termosensible
ParE10 digerido con DNA Girasa y Topo IV

Durante la replicacién del DNA en bacterias la Topo IV se encarga de eliminar el pre-
encadenamiento generado en la regién ya replicada como consecuencia de la difusion del
Wr(+) generado por el avance de la horquilla de replicacién. En ausencia de Topo IV
se produce una acumulacién de pre-encadenados RH(+) que impiden la migracién del
Wr(-) de la regién no replicada a la ya replicada (Figura 2.13 c).

Con el objeto de analizar el efecto de la ausencia de la Topo IV sobre la capacidad de la
DNA Girasa y la Topo IV para relajar los Rls in vitro, se aislaron plasmidos de la estirpe
ParE10, mutante termosensible para la Topo IV. Los mismos crecieron inicialmente
crecidas a la temperatura permisiva (30° C) y luego se incubaron a la temperatura
restrictiva (43° C) para inhibir la expresion de la Topo IV. Como control se utilizé el
plasmido intacto. Tal como era de esperar en el plasmido intacto, en ausencia de Topo
IV se produce una acumulacién de moléculas encadenadas (CatAs, CatBs y CatCs). Se
observa ademas el arco de senales correspondiente a la acumulacién de Rls (Figuras 5.7

ay 5.8 a ) con distinto grado de estrés torsional.

Tras la digestion del plasmido con Topo IV se obtuvo la inmunodetecciéon de la Figura 5.7
b. En el extremo superior izquierdo, se puede observar una senal correspondiente a Rls
relajados asi como la desaparicién de las seniales correspondientes a las distintas familias

de encadenados. Se observa ademéas un grupo de senales en el centro que corresponde
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FiGUrA 5.7: Digestion con Topo IV del plasmido pBR322@QAatII de la estirpe ParE10.

a) Inmunodeteccién del pldsmido intacto y esquema interpretativo correspondiente. b)

Inmunodeteccién del plasmido digerido con Topo IV y su esquema representativo cor-

respondiente. Las poblaciones de RIs se representan como puntos rojos, las poblaciones

de encadenados CatAs, CatBs y CatCs en celeste, lila y verde respectivamente y los
mondémeros se representan con puntos negros.

a moléculas no replicadas negativamente superenrrolladas que han perdido movilidad
electroforética. En conjunto estos resultados confirman la actividad desencadenante de
la Topo IV asi como su baja efectividad para resolver superenrrollamiento negativo. Por
otra parte se demostré que la Topo IV es también capaz de resolver completamente Rls

con pre-encadenamiento RH(+).

En las muestras digeridas con DNA Girasa (Figura 5.8 b). Se observa que al igual que en
el control, hay una acumulacion de las distintas familias de encadenados. Contrariamente
a lo observado con la estirpe DH5aF’, la movilidad y distribucién del arco de sefiales
de los RlIs no cambia con respecto al control (Figura 5.8 a). Por otro lado, tal como se
constatd anteriormente, la movilidad de los monémeros con superenrrollamiento negativo
no se ve afectada por la accién de la DNA Girasa. Este resultado confirma que la DNA
Girasa no es capaz de relajar moléculas no replicadas con SC(-) asi como tampoco
actia sobre moléculas encadenadas. Al contrario de lo que se observa in wvitro en los
RIs de la estirpe DH5aF’, la DNA Girasa no relaja los RIs con una acumulacién de

pre-encadenamientos RH (+) aislados de la cepa mutante para la Topo IV.
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FicurA 5.8: Digestion del plasmido pBR322@AatIl de la estirpe ParE10 con DNA
Girasa. a) Inmunodeteccién del pldsmido intacto con su esquema interpretativo. b)
Inmunodeteccién del plasmido digerido con DNA Girasa y su esquema representativo.
Las poblaciones de Rls se preresentan compo puntos de color rojo, asi también se
observan las poblaciones de encadenados CatAs, CatBs y CatCs en celeste, lila y verde
respectivamente y los mondémeros se representan con puntos negros.

5.1.5 Andlisis del plasmido pBR322@AatlII de la cepa termosensible
parE10 digerido con DNA Girasa y Topo IV en presencia de

cloroquina

En el experimento anterior se demostré que la Topo IV desencadena moléculas replica-
das y relaja intermediarios de replicacién con pre-encadenamientos RH(+4). También se
comprob6 que la DNA Girasa no es capaz de resolver pre-encadenados de Rls proveni-
entes de una estirpe mutante para la Topo IV. Con el objeto de comprobar el efecto de
la introduccién de Wr(+) en la actividad de estas topoisomerasas sobre los RIs con pre-

encadenamientos RH(4) decidimos llevar a cabo digestiones en presencia de cloroquina.

Luego de la digestiéon con Topo IV en presencia del agente intercalante, las muestras
se analizaron mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa y se obtuvo la
inmunodeteccion de la Figura 5.9. No se observan diferencias relevantes en la migracién
de los RIs con respecto a la inmudetecciéon de la Figura 5.7 b, que se obtuvo de la misma
manera a diferencia de que el plasmido no estaba bajo los efectos del agente intercalante
durante la digestion. En ambas inmunodetecciones las poblaciones de Rls se encuentran
concentradas en la zona superior izquierda. En ambas inmunodetecciones los monémeros
estan agrupados en el centro. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en ausencia de
cloroquina donde se observa monémeros con Wr(-) parcialmente relajados por la Topo

IV. En presencia del agente intercalante las formas no replicadas adquieren Wr(+) el
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F1curaA 5.9: Digestion del plasmido pBR322@QAatIl de la estirpe ParE10 con Topo IV
en presencia de cloroquina. Inmunodeteccién y su esquema representativo. Los Rls se
representan en rojo y las moléculas no replicadas en negro.

AccRls

F1cUurA 5.10: Digestién del pldsmido pBR322@QAatIl de la estirpe ParE10 con DNA
Girasa en presencia de cloroquina. Inmunodeteccién y su esquema representativo. Los
RIs se representan en rojo y las moléculas no replicadas en negro.

cual se pierde al correr las muestras en ausencia de cloroquina.

Por otro lado el plasmido se digiri6 con DNA Girasa en presencia del agente interca-

lante, y luego de correr una electroforesis bidimensional, se obtuvo la inmudeteccién que

se muestra en Figura 5.10. En este caso tampoco fue posible observar ninguna diferencia

significativa respecto a la inmunodeteccién obtenida tras tratar al plasmido con la DNA

Girasa en ausencia de la cloroquina (Figura 5.8 b), pues todas las poblaciones de Rls,

encadenados y monomeros se mantienen sin ningiin cambio detectable.

Todos estos resultados demuestran que la presencia de cloroquina durante la digestién

con Topo IV o DNA Girasa no altera la procesividad de las mismas sobre los Rls que

provienen de la estirpe de E. coli mutante para la Topo IV.



Capitulo 5. Resultados 63

5.1.6 Analisis del plasmido pBR322@Aatll de la cepa termosensible
parE10 digerido con Topo IV y DNA Girasa mediante electro-
foresis bidimensional en geles de agarosa en presencia de cloro-

quina

Los geles bidimensionales del apartado anterior no nos permitieron distinguir efecto que
tiene la introduccién de Wr(+) sobre la relajacién de los Rls de la estirpe ParE10 dige-
ridos con Topo IV y DNA Girasa. Por esta razén se decidi6 digerir las muestras con las
topoisomerasas y luego analizarlas mediante electroforesis bidimensional en geles de aga-
rosa en presencia de cloroquina (40 ug/mL). Como control se utiliz6 el plasmido intacto
analizado mediante electroforesis bidimensional con un gel de agarosa en presencia de un
agente intercalante, de esto se obtuvo la inmunodeteccién mostrada en las Figuras 5.11
a 'y 5.12 a. Se puede apreciar las senales de las CCCs formando un arco desde la parte
inferior derecha de la figura hasta la region de las OCs. La alta concentracién de cloro-
quina provoca el retroceso de las horquillas en los y estos se agrupan en la region de los
AccRIs. Las poblaciones de las distintas familias de encadenados aparecen muy difusas.
A continuacién el plasmido se digirié con Topo IV y se analizé6 mediante electroforesis
bidimensional en geles de agarosa en presencia de cloroquina. En la inmunodeteccién de
la Figura 5.11 b se puede observar una sefial en el extremo superior izquierdo, la misma
corresponde a RlIs relajados con horquillas en retroceso. Las sefiales correspondientes a
encadenados desaparecen y las moléculas no replicadas estan concentradas en la region
de los CCCs. Las mismas han sido previamente relajados de forma parcial por la Topo

IV y luego han adquirido Wr(+) en presencia de cloroquina.

Después de digerir al plasmido con DNA Girasa y luego de analizarlo mediante electro-
foresis bidimensional en geles de agarosa en presencia del agente intercalante, se obtuvo
la inmunodeteccién de la Figura 5.12 b con su correspondiente esquema interpretativo.
Los RlIs con horquillas en retroceso se encuentran agrupados en la region de los AccRIs.
Las poblaciones de encadenados se muestran difusas, a causa de presencia del agente

intercalante, y las moléculas no replicadas forman un arco en la regiéon inferior.

Estos resultados demuestran que la concentracién de cloroquina utilizada en estos experi-
mentos induce la formacién de horquillas en retroceso en los RIs con pre-encadenamiento

RH(4) previamente digeridas con las topoisomerasas de tipo II de E. coli.
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FicUrA 5.11: Inmunodeteccién obtenida mediante un electroforesis bidimensional en
geles de agarosa en presencia de cloroquina del plasmido pBR322@QAatII de la estirpe
parE10 digerido con Topo IV. a) Inmunodeteccién de control obtenida del plasmido in-
tacto con un esquema interpretativo correspondiente. b) Inmunodeteccién del pldsmido
digerido con Topo IV acompanado de su esquema representativo. Las senales correspon-
dientes a los intermediarios de replicacion se representan en color rojo y las moléculas

no replicadas se representan en negro.
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Inmunodeteccién obtenida mediante una electroforesis bidimensional

en un gel de agarosa en presencia de cloroquina del plasmido pBR322@QAatIl de la
estirpe termosencible parE10 digerido con DNA Girasa. a) Inmunodeteccién de con-

trol obtenida del pldsmido intacto con su esquema interpretativo correspondiente. b)
Inmunodeteccién del plasmido digerido con DNA Girasa acompafiado de su esquema
representativo correspondiente. Las senales correspondientes a los intermediarios de

replicacion se representan en color rojo y las moléculas no replicadas en negro.
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5.2 Resultados de la simulacién computacional

Para comprender mejor la naturaleza conformacional de los RlIs bajo condiciones de
equilibrio termodinamico se realizaron simulaciones computacionales de las regiones no
replicada y ya replicada del plasmido pBR322@AatIl con una horquilla de replicacion
detenida al alcanzar el 60% de su replicacién total. Valiéndonos de la separacién del RI
en dos dominios topoldgicos interconectados, los Rls se simularon como dos partes, la
region no replicada como una molécula con un determinado valor de ALk y la regién
ya replicada como dos moléculas encadenadas relajadas (ALk = 0) con un determinado

numero de encadenamiento Ca.

5.2.1 Simulacién de la regién no replicada del intermediario de repli-

cacion

El plasmido no replicado tiene una longitud de 4490 pb por lo tanto a la regiéon no
replicada, con una masa que es 0.4 veces la del plasmido, le corresponderia una longi-
tud de 1780 pb. Se realizaron 100 simulaciones de 100000 movimientos de prueba para
topoisémeros desde ALk = 0 a hasta ALk = —20. Con el fin de validar nuestra im-
plementacién de modelo wormlike con el método Metropolis MC, nuestros resultados
se compararon con los que encontramos en la literatura. Primeramente se determiné la
contribucién del Wr dentro del ALk. En la Figura 5.13 se observa la razén Wr/ALk
en funcién del ALk. Cada valor de Wr/ALE es el promedio de los 100 valores medidos
para cada topoisémero. El promedio de todos los valores de Wr/ALE es 0.7 con una
desviacion estandar de 0.1. La alta dispersién del valor de Wr/ALE para los primeros
tres topoisémeros. Obviando los valores de Wr/ALk de estos primeros topoisémeros se
obtiene el resultado Wr/ALk = 0.75 & 0.03. Este resultado indica que en el estado de
equilibrio térmico el indice de superenrrollamiento (Wr) tiende a un valor que corres-
ponde al 75% de la variacion del indice de ligamiento (ALk). El algoritmo utilizado para
calcular el Wr de una curva con N segmentos, la doble integral de linea de Gauss, tiene
un tiempo computacional del orden O(N?) y es mostrado en el anexo A.1.5. Nuestra
implementacién del algoritmo utilizado para calcular el Wr demora 6.2 x 1072 s para
una curva de 180 segmentos y 24.6 x 10~3s para 360 segmentos. Este resultado estd en
concordancia con el tiempo computacional tedérico. Nuestra implementaciéon del algor-
timo para crear conformaciones con cierto grado de superenrrollamiento con una curva
de 180 segmentos requiere aproximadamente 8.2 x 10~3s para realizar un movimiento de
prueba y calcular su energia, diametro efectivo y Wr. Esto significa que crear una con-
formacién con un determinado valor de ALk requiere el 75% del tiempo computacional

total para calcular el Wr.
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FIGURA 5.13: Gréfico de la razén Wr/ALk con respecto al ALk. Datos de 100
simulaciones de 10° movimientos de prueba para topoisémeros desde ALk = 0 a hasta
ALk = -20

Continuando con la validacién de nuestra implementacion del modelo wormlike chain
para la simulacién de moléculas superenrrolladas de DNA con el método de Metropolis
MC se calcul6 el promedio de los angulos de cruce de para cada topoisémero y se
elaboré un gréfico de los angulos de cruce promedio de cada topoisémero en funcién
del ALk, tal como se muestra en la Figura 5.14. Teniendo en cuenta la alta dispersion
de los angulos promedio de los primeros tres topoisémeros y si se tienen en cuenta los
siguientes 17 valores, se obtiene que el valor promedio del dngulo de cruce sobre el total
de topoisémeros es de 140° +10° . Debido al elevado ntimero de movimientos de prueba
utilizados en las simulaciones (movimientos de rotacién rigida), del orden de 10°, la
cantidad de segmentos seleccionados para la rotacién disminuye conforme transcurren
los movimientos de prueba, asi tambien los &ngulos de rotacién disminuye para aumentar
la probabilidad de aceptancion de las conformaciones. La probabilidad de aceptancién
para las corridas completas de todos los topoisémeros simulados se muestra en la Figura
5.15, en ella se observa que la aceptacién disminuye conforme aumenta el indice de

ligamiento del topoisémero.

La aparicién de nudos a causa de los movimientos de prueba se identificé a partir del
calculo del polinomio de Alexander para cada conformacién y los datos obtenidos se
utilizaron para calcular la probabilidad de que aparezcan conformaciones anudadas en
funcién de la variacién del indice de ligamiento (ALk) de los topoisémeros. La relacion
entre la probabilidad de anudamiento de las conformaciones y el ALk en la simulacién
se presenta en la Figura 5.16. Se observa que para los primeros topoisémeros no apa-

recen nudos y que la probabilidad de que estos aparezcan aumenta casi de forma lineal
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Ficura 5.14: Gréfico de dngulos de cruce con respecto al ALk. Datos de 100 si-
mulaciones de 10° movimientos de prueba para topoisémeros desde ALk = 0 a hasta
ALk = -20
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Ficura 5.15: Probabilidad de aceptacién de los movimientos de prueba en funcién
al ALk. Datos de 100 simulaciones de 10° movimientos de prueba para topoisémeros
desde ALk =0 a hasta ALk = —20
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F1cURrRA 5.16: Probabilidad de aparicién de nudos en funcién del ALk. Datos de 100
simulaciones de 10° movimientos de prueba para topoisémeros desde ALk = 0 a hasta
ALk = -20

conforme va aumentando el indice de ligamiento (Lk).

Los topoisémeros simulados presentan como conformacion estable la forma plectonémica,
tanto simple como ramificada. Esto se puede apreciar para algunos topoisémeros en la
Figura 5.17

Se simularon también conformaciones con ALk = —20 con una funcién de didmetro
efectivo constante de de fectivo = 3 nm para cada par de segmentos en nuestra implemen-
tacién del modelo wormlike chain. Algunos ejemplos de las conformaciones obtenidas

se pueden apreciar en la Figura 5.18.

5.2.2 Propiedades termodinamicas de la regién no replicada

Con el método de Metropolis MC se corrieron simulaciones con una cantidad de mo-
vimientos de prueba que permitiera obtener una distribucién de topoisémeros en es-
tado de equilibrio termodinamico y a continuacién se analizaron sus propiedades termo-
dindamicas. Para cada topoisémero simulado se calculé el promedio de energia potencial
eldstica (AFE) y se grafic6 en funcién del ALk. Tal como se puede observar en la Fi-
gura 5.19, existe una tendecia cuadratica de la energia respecto al ALk. Este resultado
confirma que la energia de cada topoisémero es mayor conforme aumenta su valor de

ALEk.

Los datos de energia potencial elastica (AFE) se utilizaron para obtener los valores de

variacion de entalpia (AH) para cada valor de ALk. La AH se calculé tomando el valor
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FiGuraA 5.17: Conformaciones plectonémicas no anudadas obtenidas por simulacién
para topoisémeros con ALk de valores -7, -10, -15 y -20. a) Formas plectonémicas
simples. b) Formas plectonémicas ramificadas.
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\

FiGuraA 5.18: Conformaciones obtenidas con didmetro efectivo constante de 3 nm para
ALk = —20.

de energia del topoisémero con ALk = 0 y sustrayéndola de la energia de los demés
topoisémeros (mediante la ecuacién 3.18). Un gréfico de los valores de AH en funcién
del ALk se muestra también en la Figura 5.19. Utilizando la ecuacion (3.19) se calculd
la energia libre AG para cada topoisémero. En la Figura 5.19 se muestra la relaciéon
entre la energia libre (AG) y el ALk. En la figura se observa que la varicacion de
entalpia (AH) y la energia libre (AG) toman valores similares para los primeros cuatro
topoisémeros. A partir de este punto los valores de AH disminuyen significativamente
respecto a los de AG. De acuerdo con la ecuacién (3.13), AG = AH —TAS, el hecho de
que la variacién de entalpia (AH) tenga un valor menor que la energia libre (AG) implica
que la variacién de entropia (AS) es negativa. Este resultado sugiere un menor grado de

desorden a medida que las moléculas adquieren un mayor grado de superenrrollamiento.

5.2.3 Simulacién de la regién ya replicada del intermediario de repli-

cacion

El plasmido no replicado tiene una longitud de 4490 pb, por lo tanto a cada molécula
nasciente de la regién ya replicada, cuya masa es 0.6 veces la del plasmido, le corresponde
una longitud de 2700 pb. Se realizaron 10 simulaciones de 100000 movimientos de prueba
para cada valor de encadenamiento con ALk = 0, desde Ca =1 a hasta Ca = 20. Para

ello, con el objeto de estudiar la relacion entre el indice de superenrrollameinto inducido
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FiguraA 5.19: Propiedades termodindmicas de la regién no replicada y su relacién con

el ALk. La energia potencial elastica AFE se muestra en lila, la variacién de entalpia

AH en rojo, y energia libre AG en azul. Datos de 100 simulaciones de 10° movimientos
de prueba para topoisémeros desde ALk = 0 a hasta ALk = —20

por el encadenamiento, se determiné el valor de la variacion del Wr con respecto al Ca,
tal como se muestra en la Figura 5.20. Cada valor de Wr es el promedio de los 10 valores
medidos para cada niimero de encadenamiento C'a. Se observo una alta correlaciéon cu-
adratica entre Wr y Ca en nuestros resultados, mostrando estos un indice de correlacién
R? = 0.9996. Estos resultados indican que a pesar de la condicién de encadenamiento
entre las moléculas con ALk nulo, éstas mantienen un indice de superenrrollamiento Wr
inducido en su estado de equilibrio termodindmico. Una comparaciéon entre los valores
de Wr vs Ca de nuestros resultados y los obtenidos por Vologodskii et. al. (Vologodskii
et. al. 1993) muestra claramente una gran discrepancia entre ambas simulaciones, tal
como se muestra en la Figura 5.21. Esto podria deberse, en parte, a diferencias en la
longitud de los plasmidos simulados en ambos trabajos.

El tiempo computacional para la simulacion de encadenados con ALk = 0, representados
con N segmentos, demandé la utilizacién de algoritmos de tiempo polinomial O(N?).
Cada movimiento de prueba requirié el calculo del Wr para dos curvas, demorando
esto 6.4 x 1073s, y también se requirio el calculo del Lk asociado a las dos curvas para
verificar el ntiimero de encadenamientos entre éstas, demorando asi 6.4 x 1073s. La re-
alizacién de un movimiento de prueba se efectué en 15.2 x 1073s, por lo que nuestra
implementacién del algoritmo para crear curvas encadenadas relajadas invierte 84% del

tiempo computacional total en el calculo del Wr y el Lk.
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FIGURA 5.20: Variacion del writhe Wr con el ntimero de encadenamiento C'a. Datos
de 10 simulaciones de 10° movimientos de prueba para cada valor de encadenamiento
con ALk =0, desde Ca = 1 a hasta Ca = 20.
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F1curaA 5.21: Comparacion entre el Wr inducido y el nimero de encadenamiento Ca
obtenidos para esta obra (azul y asteriscos) y los resultados de simulacién de Vologodskii
(rojo y signo positivo) (Vologodskii et. al. 1993).
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F1GUrA 5.22: Propiedades termodindmicas de la regién ya replicada. La curva violeta
representa la energia potencial elastica AFE de una sola molécula naciente y la curva
negra es la energia potencial elastica total AFEr,:,; de la regién ya replicada. En azul se
muestra la variacién de entalpia de una sola molécula y en rojo la variacién de entalpia
total de la regién ya replicada. Datos de 10 simulaciones de 10°> movimientos de prueba
para cada valor de encadenamiento con ALk = 0, desde Ca =1 a hasta Ca = 20.

5.2.4 Propiedades termodinamicas de la region ya replicada

Se calcul6 el promedio de energia potencial eldstica (AE) para cada encadenado y se
grafico en funciéon del Ca, como se puede observar en la Figura 5.22. La correlacién
cuadritica entre AE y Ca tiene un indice de correlacion de R? = 0.9881, que es menor
que el indice de correlacién R? = 0.9996 existente entre el Wr inducido y Ca (figura
5.20). La energia total de la regién ya replicada debe ser el doble de la energia de una
sola de las moléculas y la obtuvimos, precisamente, tomando el doble valor de los valores
de energia de una sola curva (Figura 5.22). En este grafico también se pueden constatar
los bajos valores de energia de los primeros encadenados. En la misma figura también
se muestra la variacién de entalpia, tanto para una molécula sélo como para las dos

encadenadas (la variaciéon de entalpia total de la regién ya replicada).

5.2.5 Comparacién de la variacién de entalpia entre las regiones no

replicada y ya replicada

Con el fin de comprobar la existencia algiin balance energético entre las regiones ya repli-
cada y no replicada, sus respectivos valores de variaciéon de entalpia (AH) se graficaron

juntos. Basandonos en la relacion Wr/ALk = 0.75 + 0.03 obtenida a partir los datos
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FIGURA 5.23: Variaciones de entalpia de ambas regiones del RI. La AH de la regién no
replicada (en rojo) se grafica respecto al Wr y la AH de la regién ya replicada (negro)
con respecto al Ca.

para la region no replicada de la Figura 5.13 se muestran en funciéon al Wr en lugar del
ALKk. En la representacién grafica se utiliz6 el mismo eje de abscisas para el Wr y el
Ca asumiendo que una variacién de una unidad en el Wr (una vuelta completa de la
doble hélice respecto a su eje en la region no replicada) equivale a un cambio en una
unidad del Ca (un encadenamiento en la regién ya replicada)[? |. La determinacién de
las variaciones de entalpia (AH) en funcién del Wr para la region no replicada y en
funcién del C'a para la regién ya replicada se presenta en la Figura 5.23, donde podemos
apreciar que ambas variaciones de entalpia son similares (condicién para el equilibrio
termodindmico) y de eso se deduce que el nimero de cruces (Wr) de la regién no repli-

cada es muy cercano al nimero de encadenamiento C'a de la regién ya replicada

Paralelamente, se compararon entre si las variaciones de entalpia de las regiones no repli-
cada y ya replicada. En la Figura 5.24 se puede constatar que hay equilibrio energético
cuando el ntimero de cruces en la regién no replicada es muy similar al nimero de pre-
encadenamientos en la region ya replicada. Un ajuste lineal entre la energia almacenada
en la regiéon ya replicada y la almacenada en la regién no replicada muestra que entre
ellas existe un indice de correlacién R? = 0.9893. EI ajuste se muestra en la Figura
5.23. Estos resultados sugieren que, bajo la condicién de equilibrio termodindmico entre
ambas regiones de un RI, el indice de superenrrollamiento en la regién no replicada es
numéricamente muy cercano al nimero de pre-encadenamientos en la region ya repli-

cada.
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F1curaA 5.24: Comparacion de las variaciones de entalpia de las regiones no replicada
y va replicada de un RI. Ajuste lineal que muestra la correlaciéon existente entre las
entalpias en simulacién computacional.



Capitulo 6

Discusion

En la presente obra nos propusimos comprender el papel que juega cada topoisomerasa
en la regulacion de la topologia del DNA a lo largo del proceso replicativo. Durante la
replicacién del DNA las helicasas generan superenrrollamiento positivo por delante de
la horquilla replicativa. El exceso de Wr(+4) que se genera por el avance del replisoma
podria migrar de la regién no replicada a la ya replicada, dando lugar a la formacién
de pre-encadenados, que al terminar la replicacién, se convertirian automaticamente en
encadenamiento de las dos cromatidas resultantes. La comprension de esta interaccién
entre superenrrollamiento y pre-encadenamiento es una cuestién clave para resolver la
Paradoja de la Topo IV. Nuestros estudios experimentales utilizando plasmidos bacte-
rianos como modelo junto con electroforesis bidimensional han puesto de manifiesto los
distintos roles desempeniados por las topoisomerasas de tipo II de E. coli en la regulacién
in vitro del superenrrollamiento y pre-encadenamiento en intermediarios de replicacién
con una horquilla de replicaciéon detenida. Paralelamente, hemos realizado simulaciones
computacionales con el método de Metropolis Monte Carlo para estudiar la dinamica de
los cambios topoldgicos durante la replicacion del DNA. Los resultados obtenidos nos
permitieron determinar la energia potencial de las regiones no replicada y ya replicada

y predecir el estado topoldgico de un RI en condiciones de equilibrio temodindmico

6.1 Rol de la Topo IV en la regulacién del superenrrolla-
miento y el pre-encadenamiento de los intermediarios

de replicacion

El analisis de la digestion de los RIs con Topo IV nos permitié comprobar que ésta relaja

completamente los RIs con pre-encadenados LH(-). Por otra parte, nuestros resultados

76
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confirman que la Topo IV relaja fundamentalmente el superenrrollamiento positivo de
las formas no replicadas pero también relaja, aunque con menor eficacia, el superenr-
rollamiento negativo. Se ha demostrado que la Topo IV relaja el superenrrollamiento
positivo hasta 20 veces mas rapido que el negativo [64]. Ensayos in vitro sugieren que
la Topo IV reconoce la quiralidad de los cruces LH(+) y que esta relajacion asimétrica
del superenrrollamiento resulta principalmente de diferencias en la procesividad de la
enzima [95] [96]. Se ha observado que la capacidad de la Topo IV para discriminar entre
el superenrrollamiento positivo y negativo depende del dominio C-terminal (CTD) de
la subunidad ParC de la enzima [97]. En un estudio reciente, Vos et. al. presentaron
resultados de una diseccién sistemédtica de residuos claves del dominio CTD, donde se
demuestra que cada una de las cinco regiones de dicho dominio contribuyen diferenci-
almente a la discriminacién del sustrato por la Topo IV [97]. Uno de los hallazgos més
significativos es que la regién cinco (blade 5) inhibe especificamente la relajacién del
superenrrollamiento negativo. Paralelamente, se ha demostrado que MukB, una con-
densina bacteriana, interacciona fisicamente con la regién cinco del dominio CTD de la
Topo IV estimulando la relajacién del DNA con superenrrollamiento negativo [98] [99]
[100]. Se ha sugerido que mediante la estabilizacién del superenrrollamiento negativo,
MukB facilitaria la formacién de nudos por la Topo IV y que, de esta manera la inte-
raccion de MukB-Topo IV podria jugar un rol en la organizacién de los cromosomas.

El hecho de que la Topo IV halla podido relajar totalmente los Rls aislados in vitro
indica que esta enzima puede haber actuado sobre la regién ya replicada, resolviendo
los pre-encadenamientos LH(-), una accién que no es propia de la Topo IV pues estu-
dios previos demuestran que esta enzima se especializa en cruces LH(+). Por otro lado,
hemos constatado que la Topo IV también relaja las formas parcialmente replicadas
con cruces RH(-) en la regién no replicada y cruces RH(+4) en la regién ya replicada
del plasmido pBR322@AatIl obtenido de bacterias en las que se inhibi6 la accién de
la Topo IV. Los plasmidos obtenidos de la estirpe parE10, deficiente en Topo IV, pre-
sentan ademds una acumulacién de moléculas encadenadas que tienen cruces RH(+).
La digestién con Topo IV resuelve completamente estos encadenamientos, tal como se
habia observado previamente [3]. Cabe destacar que ninguno de estos tipos de cruce
es el sustrato preferido por esta enzima. Por otro lado, cabe la posibilidad de que la
Topo IV también relaje cruces en la regién no replicada de los Rls. Esto provocaria un
desbalance energético entre las regiones no replicada y ya replicada del RI, causando la
migraciéon del pre-encadenamiento de la regién ya replicada a la regiéon no replicada, lo

cual resultaria en la relajacién del intermediario de replicacion.

Un estudio previo de Stone et. al. propone que la Topo IV actia de acuerdo al arreglo

geométrico de cada yuxtaposicién de dos segmentos de DNA. Sus resultados demuestran
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que la Topo IV relaja preferentemente los cruces LH(+) (Stone et. al. 1994). Los pre-
encadenados con cruces LH(-), generados después de la desproteinizacion de los Rls,
podrian ser reconocidos y eliminados por la Topo IV. Pero, como podria la Topo IV
resolver los pre-encadenados y los encadenados con cruces RH(+) producidos tanto in
vivo como en ausencia de Topo IV? (fig 2.13). Esto es lo que se conoce como la paradoja
de la Topo IV. Se han propuesto varios modelos tedéricos para resolver esta cuestion pero
ninguno se ha confirmado experimentalmente in vivo. Una propuesta para explicar como
desencadena los pre-encadenamientos y los encadenamientos RH(4) es que en moléculas
con elevados niveles de encadenados RH(+) se produce un estrés torsional que pliega el
encadenado sobre si mismo causando la aparicién de una superhélice con cruces LH que
favorece la accién de la Topo IV [97] [? ]. Cuando la enzima ya relajé la molécula lo
suficiente, es decir, ya no se produce una superhélice con cruces LH, la elasticidad de
la misma favoreceria la aparicién de una conformacién geométrica que facilita la accién
de la enzima. De esta manera, la Topo IV terminaria de desencadenar las moléculas
hermanas a pesar de que no serian inicialmente el sustrato ideal para la enzima. Otra
propuesta consiste en que dos moléculas encadenadas se encuentran y se yuxtaponen de
tal manera que la Topo IV encuentra en esa yuxtaposiciéon un sustrato favorable para

su accion (figura 6.1) [? | .

La cloroquina es un agente intercalante del DNA que induce Wr(+) a elevadas con-
centraciones. A la concentracion de cloroquina empleada en el presente trabajo, los
plasmidos, que estan negativamente superenrrollados, primero pierden su Wr(-) y luego
adquieren Wr(+). Esto es lo que ocurrié con las formas monoméricas no replicadas.
Pero las formas parcialmente replicadas no pueden adquirir Wr(+) porque éste da lugar
al retroceso de las horquillas de replicacién [3][56][86]. El resultado del analisis de la
digestion con Topo IV del plasmido de la estirpe DH5aF” en presencia de cloroquina no
nos permitié distinguir el efecto de la introduccién de Wr(+) en la procesividad de la
Topo IV. En presencia de 40 ug/mL de cloroquina la Topo IV tendria como sustrato
pldsmidos ya relajados con horquillas en retroceso, siendo innecesaria la acciéon de esta
topoisomerasa. Luego de correr la muestra en una electroforesis bidimensional en geles
de agarosa en ausencia cloroquina se constaté que la Topo IV relajé los Rls, obteni-
endose resultados similares a los de las muestras digeridas en ausencia de cloroquina.
Exactamente el mismo fenémeno se observo en el analisis de la digestién con Topo IV
de plasmidos provenientes de la estirpe termosensible parE10. En el anélisis de la di-
gestion con Topo IV de plasmidos provenientes de la estirpe DH5aF’ en geles de agarosa
en presencia del agente intercalante. No se detectaron RIs debido presumiblemente a
que la alta concentracion del agente intercalante gener6 roturas de cadena sencilla en las
horquillas de replicacién de los Rls previamente relajados con la Topo IV, reduciendo asi

la cantidad de estas moléculas al punto no poder detectarlas tras la electroforesis. Los
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FIGUurA 6.1: Cuando dos distintos encadenados con cruces RH (+) se yuxtaponen
entre ellos pueden aparecer cruces LH (+).

plasmidos obtenidos de la estirpe termosensible parE10, deficiente en Topo IV, también
se digirieron con Topo IV y se analizaron mediante electroforesis bidimensional en geles
de agarosa en presencia de 40 ug/mL de cloroquina. En este caso si se observaron las
poblaciones de Rls agrupadas en la regién de las AccRIs y que corresponden a formas

parcialmente replicadas con horquillas en retroceso.

6.2 Rol de la DNA Girasa en la regulacion del superenr-
rollamiento y el pre-encadenamiento de los intermedi-

arios de replicacion

La DNA Girasa es la unica topoisomerasa capaz de introducir Wr(-), los resultados
obtenidos mediante el analisis por electroforesis bidimensional en geles de agarosa del
plasmido pBR322@QAatIl digerido con DNA Girasa confirman esta caracteristica es-
pecifica de la enzima. También confirmamos la incapacidad de esta topoisomerasa para
introducir Wr(-) en los OCs, esto se debe a que las OCs presentan roturas de cadena
sencilla que imposibilitan la acumulacién de estrés torsional. Siendo que la DNA Girasa
es la enzima especializada en introducir Wr(-) en los plasmidos procariotas, es de esperar
que aumente el superenrrollamiento negativo en las moléculas no replicadas. Cabria es-
perar que la DNA Girasa también introduzca Wr(-) en la regién no replicada de los Rls,
tal como lo hace durante la replicaciéon [? |. La introducciéon de Wr(-) en esta regién de-
beria provocar un aumento en la tensién eldstica produciendo un desequilibrio energético
entre ambas regiénes del RI lo que favoreceria la difusiéon de tensién hacia la region ya

replicada, provocando asi un aumento del niimero de pre-encadenamientos. Por lo tanto,
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se esperaba que el efecto final de la digestién con DNA Girasa fuera un incremento en el
numero total de cruces de todos los topoisémeros de los Rls, causando asi un aumento
en su movilidad electroforética. Contrariamente a lo esperado, nuestros resultados con
la estirpe DH5aF” sugieren que la digestion con DNA Girasa relaja parcialmente los Rls.
Existen antecedentes que sugieren que la DNA Girasa podria desencadenar cromatidas
hermanas [69](Hiasa et. al. 1994; Espeli et. al., 1996; Zecheidrick et. al., 1995). Por
otro lado se ha demostrado que la DNA Girasa es capaz de sustituir parcialmente a la
Topo IV en las estirpes termosensibles parC o parE (Kato et. al., 1992). En ausencia de
Topo IV se produciria una alta acumulacién de cruces RH(-) en la regiéon no replicada
y cruces RH(+) en la regién ya replicada (figura 2.13 ) y como consecuencia la tensién
torsional no puede distribuirse ¢n vitro como en el caso de los Rls de la estirpe DHbaF’
con LH(-) en la regién ya replicada. Nuestros resultados en la estirpe parE10 demos-
traron que a la temperatura restrictiva (ausencia de Topo IV) la DNA Girasa no relaja
las formas parcialmente replicadas con cruces RH(-) en la regién no replicada y cruces
RH(+) en la regién ya replicada, en contraste con lo observado en los Rls de la estirpe
DH5aF’. De igual manera, no se observé ningun efecto sobre las moléculas encadenadas
(CatAs, CatBs y CatCs) con cruces de tipo RH(+).

En conjunto nuestros resultados demuestran que la DNA Girasa introduce Wr(-) en
las formas no replicadas y elimina, aunque con muy poca eficiencia, los pre-encadenados
LH(-). En ausencia de Topo IV la DNA Girasa es incapaz de resolver los pre-encadenados
y los encadenados con una alta acumulacién de cruces RH(+4). Esto se debe a que la
acumulacién de pre-encadenamientos con cruces RH(4) en la regién ya replicada impide
la redistribucién de la tension a diferencia de lo que ocurre con la estirpe DH5aF’ in
vitro [? ]. Utilizando un sistema de pinzas magnéticas, Nollman y col, demostraron
que en condiciones de elevada tensién la DNA Girasa relaja los cruces LH pero no los
cruces RH (Nollman et. al., 2007). De manera consistente con esta observacion, nuestros
resultados en la estirpe DH5aF’ confirman que la DNA Girasa relaja parcialmente los
RIs con cruces LH, actuando principalmente sobre aquellos que estan muy torsionados,

pero es incapaz de eliminar los cruces RH que se acumulan en ausencia de Topo IV.

En conjunto nuestros resultados sugieren que la DNA Girasa podria eliminar el pre-
encadenamiento LH(-) in vitro en Rls aislados de la estirpe DH5aF”. En Rls de esta
estirpe, cabe la posibilidad de que la DNA Girasa pudiera introducir cruces RH en la
region ya replicada, compitiendo con los cruces LH que ya se encuentran ahi y en conse-
cuencia disminuyendo el niimero de pre-encadenamientos de esta regién, provocando al
final una disminucién en la movilidad electroforética de los topoisémeros. Esto no ocur-
rirfa para los plasmidos de la estirpe parE10, ya que la region ya replicada tiene cruces

RH (+) y la Girasa ya no seria capaz de introducir muchos més, y como se mencion6
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anteriormente, los cruces RH (-) de la region no replicada ya no pueden migrar hacia la

regién ya replicada.

El resultado del andlisis de la digestién con DNA Girasa del plasmido de la estirpe es-
tirpe DH5aF’ en presencia de cloroquina no nos permitié distinguir ningiin efecto del
agente intercalante sobre la procesividad de esta enzima. En presencia de 40 ug/mL
de cloroquina se producen formas parcialmente replicadas con horquillas en retroceso
las cuales son incapaces de acumular estrés torsional en forma de superenrrollamiento
en la regién no replicada y pre-encadenamiento en la regién ya replicada. Por lo tanto
esperdbamos que, en presencia del agente intercalante, el tratamiento in vitro con DNA
Girasa no tuviera efecto sobre los RIs. Nuestros resultados confirman que cuando se
elimina la cloroquina, las formas no replicadas y los Rls tienden a recuperar su forma
original. Tras correr la muestra en una electroforesis bidimensional en geles de agarosa
en ausencia de cloroquina tanto las formas no replicadas como las parcialmente repli-
cadas tienden a recuperar su forma original, es decir, adquieren superenrrollamiento
negativo. En el caso de la digestion con DNA Girasa de los plasmidos provenientes de la
estirpe parE10 también se observé el mismo efecto del agente intercalante. La diferencia
se observo cuando las muestras se analizaron mediante electroforésis bidimensional en
presencia de cloroquina. En este caso la DNA Girasa podia actuar directamente sobre
los plasmidos pero la presencia de cloroquina durante la electroforesis induce la aparicién
de RIs con horquillas en retroceso y la consecuente acumulaciéon de estos en la region
de las AccRIs. También en el caso de los plasmidos provenientes de la estirpe parE10
se observaron Rls agrupados en la regién de las AccRIs. En cuanto a las formas no
replicadas, se comprobd que en ausencia del agente intercalante, las muestras digeridas
con DNA Girasa no ganaban movilidad electroforética. Esto podria deberse a que la

DNA Girasa introduce Wr(-) en los monémeros.

Los resultados de los experimentos con cloroquina no nos permitieron comprobar el efecto
de la introduccién de Wr(+) sobre la actividad de las topoisomerasas. En el futuro nos
plateamos utilizar la DNA Girasa reversa para introducir Wr(4) de forma estable en
los RIs y asi poder analizar su influencia sobre la actividad de las topoisomerasas de

tipo TTA.

Los resultados obtenidos mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa de-
muestran que la DNA Girasa y la Topo IV reconocen la geometria (quiralidad y signo
topologico) de los cruces entre las moléculas de DNA. Esta geometria difiere entre las
regiones no replicada y ya replicada de los Rls in vitro e in vivo asi como en estirpes

deficientes para la Topo IV.
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6.3 Simulacién computacional de las regiones no replicada

y ya replicada de un intermediario de replicacion

En esta obra implementamos el modelo wormlike chain que consiste en representar una
molécula de DNA mediante una sucesion de segmentos rigidos unidos entre si. Se ha
demostrado que esta simplificacion es aceptable mientras existan suficientes segmentos
por longitud de persistencia (a) (Vologodskii and Kamenetskii, 1974; Le Bret, 1980;
Kamenetskii 1985; Vologodskii 1992). La implementacién del modelo wormlike chain
mediante el método Metropolis Monte Carlo consiste en efectuar movimientos de prueba
que conserven la longitud de los segmentos. En esta obra se utilizaron movimentos de
rotacion rigida para efectuar perturbaciones en las conformaciones, estos movimientos
conservan de manera perfecta la longitud de los segmentos. Las conformaciones iniciales,
creadas utilizando el modelo wormlike chain, fueron corridas con el método Metropolis
MC. Los intermediarios de replicacién se representan como dos dominios topolégicos

separados, la regién no replicada y la regiéon ya replicada.

Una vez desarrollado el modelo computacional de las regiones no replicada y ya replicada
de un RI se procedié a la comparacién de nuestros resultados de la simulacién con los
encontrados en la literatura. Entre los pardametros analizados en la regién no replicada
se encuentran el indice de superenrrollamiento (Wr) promedio para un conjunto de
topoisémeros, los angulos de yuxtaposicién entre dos segmentos y la probabilidad de
formacién de nudos. Los trabajos de simulacion de Vologodskii [90] [101] han sido
considerados como patrén para la validacién de nuestros resultados en la simulacién
computacional del superenrrollamiento en la regién no replicada y encadenamiento en la
region ya replicada. Nuestros resultados confirman que bajo las condiciones de equibrio
termodindmico, en las moléculas superenrrolladas con un determinado valor de ALk
el indice de superenrrollamiento alcanza el valor Wr = (0.75 + 0.03)ALk, lo cual es
congruente con los resultados obtenidos por Vologodskii et. al., donde se comprobé que
el indice de superenrrollamiento Wr mantiene una relacién constante con la variacién
del indice de ligamiento (ALk), alcanzando el Wr el 75% del valor del ALk, por lo
que la variacion del indice de torsién ATw alcanza sélo el 25% del valor del ALk [90].
Los resultados de Vologodskii de medicién de el aporte del Wr en el ALk utilizando el
modelo wormlike chain para un determinado topoisémero para distintos niimeros de
segmentos [90]. Nuestras mediciones se tuvo en cuenta el aporte del Wr en el ALk para

un nimero fijo de segmentos y distintos topoisémeros.

En nuestras simulaciones se encontré que los angulos de yuxtaposicién tienen una media
en torno a los 140°, lo que discrepa con los resultados de estudios previos, en los cuales

se determiné que los dngulos que forman los segmentos de DNA en las yuxtaposiciones
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tienen una media cercana a 120° [95][97]. Pensamos que esta discrepancia podria de-
berse a la verificacién del didmetro efectivo de las conformaciones durante la simulacién
(ecuacion 3.9). Para verificar si esta era la causa se realizaron simulaciones utilizando
una funciéon de didmetro efectivo constante, defectivo(D) = A. Sin importar el valor de
la diferencia D que hay entre los indices de cada segmento entre los que se calculé la
distancia. Las conformaciones obtenidas de esta forma no presentan diferencias signi-
ficativas con respecto a las obtenidas usando el didmetro efectivo con la ecuacién 3.9.
Sin embargo, eventualmente, se observé la aparicién de conformaciones con extremos

angulosos.

Los movimientos de prueba utilizados en las simulaciones fueron los de rotacion rigida
(ecuacién 4.2). Estos movimientos permiten que dos segmentos del modelo wormlike
chain se atraviesen entre si provocando la aparicién eventual de nudos. Utilizamos el
polinémio de Alexander para verificar la presencia de nudos en las conformaciones si-
muladas, pues en este estudio sélo interesan las conformaciones que carecen de nudos.
Nuestros resultados demuestran que la probabilidad de que se produzca una confor-
macién anudada aumenta a medida que se incrementa el ALk. Esto podria deberse a
que un mayor retorcimiento de los segmentos facilitaria la formacién de nudos y este
resultado estd de acuerdo a resultados de investigaciones previas [88]. Este hecho s6lo
ocurriria en las simulaciones, ya que estudios realizados por Olavarrieta et. al. indican
que la aparicién de nudos in vivo disminuye conforme va aumentando el nimero de
pre-encadenamientos en los intermediarios de replicacién [63]. Se ha sugerido que un
menor nimero de pre-encadenamientos facilitaria el acercamiento entre dos segmentos
distantes de DNA de manera que éstos puedan yuxtaponerse con la intervencién de la

Topo IV, este seria el mecanismo mediante el cual se forman nudos in vivo [? |.

Nuestra implementacion del algoritmo para calcular la integral de Gauss para el Wr
efectivamente corre en tiempo O(n?). El tiempo que la funcién que calcula el superenr-
rollamiento se demora en crear una conformacién se debe principalmente al tiempo que
esta se demora en calcular el Wr y por esto es importante como trabajo futuro mejorar
el tiempo computacional del algoritmo que calcula el indice de superenrrollamiento Wr.
La verificaciéon del estado topoldgico de conformaciones encadenadas se puede realizar
facilmente mediante el calculo del Lk de las curvas. Sin embargo, ese algoritmo con
tiempo computacional O(n?) requiere méas tiempo de ejecucién que el que calcula el Wr,
que debe recorrer dos curvas distintas para resolver la integral doble de Gauss, y por
ello en futuros trabajos se buscara mejorar el tiempo computacional del algoritmo para
encontrar numéricamente el Lk y también se implementarian métodos diferentes para

verificar el estado topoldgico de curvas encadenadas.
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FIGURA 6.2: Simulaciéon computacional de un RI mediante el método Metropolis Monte
Carlo. La region no replicada se halla unida fisicamente a la regién ya replicada.

La implementacién del algoritmo que crea conformaciones con superenrrollamiento uti-
liza el algoritmo para calcular el Wr sélo una vez para cada movimiento de prueba
mientras que la implementacién del algoritmo que crea conformaciones encadenadas re-
lajadas debe realizar, por cada movimiento de prueba, dos veces el calculo del Wr, una
vez por cada cada curva encadenada, y también debe utilizar el algoritmo que calcula
el Lk para verificar el estado topolégico de las curvas. Por esto, el algoritmo que crea
encadenados relajados se demora mas del doble de tiempo computacional que el que crea

conformaciones superenrolladas.

El analisis de la simulacién de la regién ya replicada mostrd una correlacion cuadratica
entre el Wr inducido por el encadenamiento y el niimero de encadenamientos Ca. Este
resultado discrepa notoriamente con el resultado obtenido por Vologodskii et. al [101].
En dicho estudio se encontré que entre moléculas con niimeros de encadenamiento de 3,4
y 7 existe una correlacién lineal entre el Wr y el Ca. La diferencia fundamental entre
las simulaciones en ambos trabajos radica en la longitud de los plasmidos simulados
para el encadenamiento. Los plasmidos simulados por Vologodskii et. al. tienen una
longitud ~ 1.3 veces mayor que los plasmidos simulados para esta tesis, por lo que
serfa importante como trabajo futuro realizar simulaciones con plasmidos de la misma

longitud que los simulados por Vologodskii et. al.

Como los RlIs simulados en esta obra se representaron en dos partes separadas e inde-
pendientes, la regién no replicada y la ya replicada, en un trabajo futuro se modelaria
a un RI como una sola molécula la cual contaria con dos regiones con propiedades to-
polégicas diferentes, pero con una horquilla de replicaciéon que permitiria el intercambio
directo de energia entre ambas regiones de la molécula. En la figura 6.2 se muestra
la estructura por simulacién computacional de un RI, ajustado a las caracteristicas del
pldsmido pBR322@Aatll, cuya implementacion aun no ha sido terminada satisfactoria-

mente durante la realizacién de esta obra.
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6.4 Coordinaciéon del superenrrollamiento y el pre-encadenamiento

en condiciones de equilibrio termodinamico

Basandonos en que un RI in vitro estd compuesto por dos dominios topolégicos in-
terrelacionados, correspondientes a sus regiones no replicada y ya replicada, éstas se
simularon por separado y se analiz6 la naturaleza topoldgica de ambas en condiciones
de equilibrio termodindmico. La variacién de entalpia (AH) es la diferencia de energia
potencial eldstica entre el plasmido relajado y el que tiene un determinado indice de
superenrrollamiento [90]. Del estudio del equilibrio termodindmico en la regién no repli-
cada (considerada como una molécula que sélo tiene superenrrollamiento) se encontré
que la energia potencial elastica de un plasmido aumenta conforme aumenta su estrés
torsional, es decir, que un mayor indice de superenrrollamiento produce un mayor al-
macenamiento de energia potencial dentro de la molécula. En la figura 5.18 se puede
observar que la energia libre (AG) que deberia introducir una topoisomerasa para cam-
biar el ALk se hace mayor que la variacién de entalpia conforme aumenta el indice
de ligamiento del topoisémero. Esto se puede interpretar como que las moléculas mas
relajadas se encuentran en un estado termodindmico méas aleatorio, con un espacio de
conformaciones posibles mucho més amplio, y por ende presentan un mayor grado de
desorden. Las moléculas con mayor indice de ligamiento cuentan con menos estados
accesibles por lo cual presentan un menor grado de desorden. Estos resultados coinciden
con los observados previamente por el grupo de Vologodskii [90].

Nuestros resultados de simulacién indican que si la variacién de entalpia (AH) en la
regién no replicada es la misma que la de la regiéon ya replicada entonces, el Wr en
la regién no replicada tiene un valor muy similar al ntimero de pre-encadenamientos
de la regién ya replicada. De este resultado podemos deducir que en equilibrio termo-
dinamico la eliminacién de un cruce en la region no replicada tendria como consecuencia

la reducciéon de un de pre-encadenamiento en la ya replicada, y viceversa.

A la variacién de entalpia AH en la regién ya replicada le corresponde una tendencia
cuadratica respecto al niimero de pre-encadenamientos de la regién ya replicada. Este
es un resultado esperable teniendo en cuenta a la naturaleza cuadratica de la funcién
de energia potencial eldstica utilizada para esta region del RI (ecuacién 4.3), y ademaés
ya teniamos el antecedente de que un aumento en el C'a induce un aumento equivalente
en el Wr. Por lo tanto, el resultado obtenido es congruente con nuestras observaciones

previas y con las de Vologodskii et. al. [101].

La comparacion entre la entalpia introducida en ambas regiones, respecto al indice de
superenrrollamiento Wr de la regién no replicada y al nimero de encadenamientos C'a

(pre-encadenamientos en este contexto) de la regién ya replicada puso de manifiesto una
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alta similitud entre ambas regiones. Por otro lado en la comparacién entre las dos vari-
aciones de entalpia (AH) el ajuste lineal de la correlacién entre ambas energias presenta
una pendiente con valor 1.1053, lo cual corresponde a una buena correspondencia 1 a 1
de las energias. Estos resultados dan la pauta de que existe equilibrio termodinamico
bajo la condicién de que el ntimero de vueltas o cruces en la regiéon no replicada debe
ser similar al niimero de pre-encadenamientos en la regiéon ya replicada. Cada cambio
de una unidad en el Wr requiere un cambio en un cruce en la regién no replicada y cada

cambio en el Ca de la regién ya replicada implica un cambio en dos cruces.

Los resultados de los experimentos con Rls purificados junto con las simulaciones com-
putacionales confirman y aportan nuevas evidencias que apoyan la existencia de una
coordinacién entre superenrrollamiento y pre-encadenamiento. Sabemos que, hacia el
final de la replicacién no existe espacio suficiente delante de la horquilla para que acttien
las topoisomerasas. El avance de la horquilla incrementarfa la densidad de Wr(+) a
medida que diminuye la longitud de la regién no replicada. Por lo tanto, es de esperar
que las topoisomerasas actien por detrds de la horquilla (en la regién ya replicada)
eliminando pre-encadenados para facilitar la terminacion del proceso replicativo. Por
otro lado, se ha demostrado tanto en la presente obra como en otros estudios que la
inhibicién de las topoisomerasas de tipo II provoca la acumulacién de moléculas enca-
denadas inhibiendo asi la segregacion coromosémica. También se ha comprobado que la
procesividad de las helicasas generando Wr(+) por delante de la horquilla replicativa
era significativamente mayor que la de cualquier topoisomerasa eliminédndolo [68]. Por
lo tanto, es bastante improbable que estas enzimas permitan mantener una velocidad
de elongacién constante eliminando sélo Wr(+) en la regién no replicada. Nuestros
resultados apoyan la hipétesis de la existencia de un mecanismo que permite difundir
el ALk de la regién no replicada a la ya replicada. Si bien la presencia del replisoma
en la frontera entre las regiones no replicada y ya replicada del RI limitaria la difusién
del ALk. Se ha sugerido que podria funcionar como una barrera selectiva permitiendo
sélo la difusién del Wr(+), el cual se transforma en pre-encadenados RH(+), que serfan

eliminados por la acciéon de la Topo IV.
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Conclusion

En esta obra se utilizé6 un abordaje multidiciplinario con técnicas de biologia molecu-
lar y simulaciones computacionales para entender mejor la funciéon de las enzimas que
controlan la topologia del DNA durante la replicacién de un pldsmido bacteriano que
tiene sus horquillas replicativas detenidas tras haber replicado el 60% de la molécula. El
DNA aislado se trato in vitro con topoisomerasa IV y DNA girasa y su efecto se analiz6
mediante electroforésis bidimensional en geles de agarosa. Simulaciones computaciona-
les basadas en el método de Metropolis Monte Carlo fueron realizadas para predecir la
estabilidad termodinamica de estas moléculas.

De acuerdo con los resultados experimentales y de simulacién computacional obtenidos

nuestras conclusiones son las siguientes:

1- La Topo IV relaja completamente los Rls aislados de la estirpe DH5aF’, los cuales

poseen cruces RH(-) en la regién no replicada y LH(-) en la ya replicada.

2- La DNA Girasa relaja parcialmente a los Rls aislados de la estirpe DH5aF’, los cuales

poseen cruces RH(-) en la region no replicada y LH(-) en la ya replicada.

3- La inhibicién in vivo de la Topo IV provoca una acumulacién de Rls con cruces
RH(-) en la regién no replicada y RH(+) en la ya replicada, los cuales son completamente

relajados por la Topo IV pero no por la DNA Girasa.

4- La simulacién computacional por el método de Metropolis Monte Carlo de la regiéon no
replicada demuestra que la misma adquiere la conformacién plectonémica en su estado
de equilibrio termodindmico. Se confirmé ademéas que el Wr contribuye en un 75% al
valor final del ALk.

5- La simulacién computacional por el método de Metropolis Monte Carlo de la region
ya replicada demuestra que atn en estado relajado (ALK = 0) las cadenas nacientes

adquieren un indice de superenrrollamiento Wr inducido debido al encadenamiento.
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6- La simulaciéon computacional de un RI, representando sus regiones no replicada y ya
replicada por separado, confirma que bajo la condicién de equilibrio termodindmico, el
indice de superenrrollamiento Wr y el nimero de pre-encadenamiento se mantienen con

valores numéricos similares en todo momento.



ANEXO A

Anexo

A.1 Algoritmos de base

A.1.1 Un circulo cerrado

Un poligono regular con IV segmentos es creado para utilizarlo como conformacién inicial
en el modelo wormlike chain que luego serda modificado con perturbaciones mediante el

método de Metropolis Monte Carlo.

Algorithm 1 Poligonolnicial

Require: N ntmero de vertices o segmentos del poligono
Ensure: Vectores de coordenadas z, y, z de cada vertice del poligono regular de radio
R.
t Vector de N valores equiespaciados entre 0 y 27
for ¢ = 1 hasta N do
x(i) = Rcos|t(i)]
y(i) = Rsen[t(0)
end for
z es un vector de ceros de tamano N.
return z,y,2

A.1.2 Un toroide

Se crea una curva toroidal para control de la funcién que calcila el indice de superenr-

rollamiento y también para poder crear dos curvas encadenadas mediante dos toroides.
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Algorithm 2 Curva toroidal

Require: N numero de segmentos del toroide
Ensure: Vectores de coordenadas x, y, z de cada vertice del toroide de radio mayor R,
radio menor r, y ntimero de vueltas v.
t Vector de N valores equiespaciados entre 0 y 2w
for i = 1 hasta N do
x(7) = cos[t(i)](R + rcos(v x t(i)))
y(1) = sen[t(i)](R 4 rcos(v x t(i)))
y(i) = rsen(v * t(7))
end for
return z,y,z

A.1.3 Dos curvas encadenadas

Se crean dos toroides iguales pero desfasados para formar dos curvas cuyo ntmero de
encadenamiento coincide con el nimero de vueltas de los toroides. Estas curvas enca-
denadas son utiles tambien para controlar el desempefio de la funcién que calcula el
Lk

Algorithm 3 Encadenados

Require: N ntimero de segmentos de cada curva toroidal
Ensure: Vectores de coordenadas x, y, z de un toroide, y 2/, 3/, 2/ de otro toroide,
ambos de radio mayor R, radio menor r, y namero de vueltas v.
t Vector de N valores equiespaciados entre 0 y 2w
@ : Desfasaje entre los dos toroides, necesario para que una curva no esté muy unida
a la otra.
for ¢ = 1 hasta N do
x(2) = cos[t(i)](R + rcos(v * t(i)))
y(i) = sen[t(i)|(R + rcos(v * t(3)))
y(i) = rsen(v * t(1))
2’ (i) = cos[t(i) + @] (R + rcos(v x t(i)))
y' (1) = sen[t(i) + ¢](R + rcos(v x t(i)))
y(

'(1) = rsen(v * (1))

/

end for

return z,y,2,2',y .7

A.1.4 Linking number

El siguiente algoritmo calcila el indice de ligamiento Lk entre dos curvas.
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Algorithm 4 Calculo del indice de ligamiento

Require: N namero de segmentos de las curvas
Vectores de coordenadas x,y,z de una curva y los vectores de coordenadas z’,y/,2" de
la otra
Ensure: Linking number Lk entre las dos curvas
Lk = 0 Inicializa a cero el valor de Lk
for i =1 hasta N do
by =[x(i+1)—x(i),y(i + 1) —y(i), z(i + 1) — 2(i)]
for j =1 hasta NV do
b=+ 1) — ()G + 1)~y () 2+ 1) — 2(5)]
Ryi = [&'() — 2(0), ' G) — 9(0), ¥/ G) — y(0)
Mixto = Productoyectorialyrizto(b;, by, Rj;)
Lk = Lk + Mizto
1Rl 2
end for
end for
Lk =%k

return Lk

A.1.5 Writhe

Este algoritmo calcila el indice de superenrrollamiento de una curva.

Algorithm 5 Calculo del Writhe

Require: N numero de segmentos de la curva
Vector de coordenadas x,y,z de la curva
Ensure: Writhe Wr de la curva
We = 0 Inicializa a cero el valor de Wr
for i =1 hasta N — 1 do
by =[z(i+1) —x(),y(i + 1) —y(i),z(i + 1) — 2(2)]
for j =i+ 1 hasta N do
by = [ +1) — 2(),yG +1) — y(5), 2 + 1) — 2(5)]
Rji = [z(j) — (i), y(j) — y(@), y(j) — y(7)]
Mixto = Productoyectorialyrizto(b;, by, Rj;)

Wr = W+ Mizlg
1853l 2

end for
end for
_ %
Wr = 72—7:
return Wr
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A.1.6 Diametro efectivo

Este algoritmo verifica si dos puntos cualquiera de la curva C estdn a una distancia d

mayor que el didmetro efectivo defectivo-

Algorithm 6 Verificacion del didmetro efectivo

Require: N ntmero de segmentos de la curva C
Vector de coordenadas x,y,z de la curva
Ensure: FFALSE si no hay ninguna violacion del de fectivo, T RUE caso contrario.
count = 0 Inicializa a cero un contador
for i = 1 hasta N — 1 do
for j =i+ 1 hasta N do
defectivo = A(l + (7“ - j - 1)36(1_i+j))
d = [[(2(i) — 2()), (W) — y(3)), (26) — (7))
if d <= dcfectivo then
count = count + 1
end if
end for
end for
return count
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A.2 Simulacién del superenrrollamiento

Algorithm 7 SuperCoiling

Require: Numero de segmentos N de la curva, su de ALk, cantidad Iter de movimi-
entos de prueba.
T: Temperatura absoluta; kp: Constante de Boltzman; C: Constante de rigidez de
torsion; a: Constante de rigidez de doblado; L: Longitud de la cadena en pb
Min = oo Inicializa la energia a un valor muy grande Min
(z,y, z)=Poligonolnicial(V)
for [ = 1 hasta Iter do

if [ =1 then
x = Xaceptado, y = Y aceptado, z = Zaceptado
end if

I, F : indices aleatorios entre 1 y N para una rotacion rigida;
p: angulo aleatorio.
RotacionRigida(z,y, z, I, F, ¢) : Rotacién de los puntos entre [ y F
DiametroEfectivo(x,y, z,di — ef)
Eb=EnergiaDoblado(z,y, z): El valor de la energia de doblado de la confor-
macién
Wr = Writhe(z,y, z): Calcula el writhe de la curva
Et = %(ALI{: — Wr)? : La energfa de torsién de la conformacién
E=Eb+Et
Prob =e~ (E;%m)
A = PolinomioAlexander(x,y, z) : Verifica la topologia de la conformacién
if A #1 then

E=00
end if
if E > Min then

if Prob > Probabilidad MinimaAceptada then

Min =E

end if
end if
if E < Min then

Min =E

Xaceptado = x, Y aceptado = y, Zaceptado = z,
end if

end for

return Xaceptado, Y aceptado, Zaceptado
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A.3 Simulacion del encadenamiento

Algorithm 8 Encadenamiento: parte 1

Require: Numero de segmentos N de cada curva, su Ca, y la cantidad Iter de movi-
mientos de prueba.
T: Temperatura absoluta; kp: Constante de Boltzman; C: Constante de rigidez de
torsion; a: Constante de rigidez de doblado; L: Longitud de cada cadena en pb
Min = oco; Min' = oo Inicializa las energias a un valor muy grande Min
(z,y, 2,2y, 2’ )=Encadenado(N)
for [ =1 hasta Iter do
if [ =1 then
x = Xaceptado, y = Yaceptado, = = Zaceptado; ©' = X'aceptado, y =
Y'aceptado, 2’ = Z'aceptado
end if
I, F, I', F' : indices aleatorios entre 1 y N para una rotacién rigida
©; ¢’ : angulo aleatorio de rotacién para una rotacion rigida
RotacionRigida(z,y, z, I, F,¢) : Hace la rotacién rigida entre los puntos de la
curva comprendido entre I y F
RotacionRigida(2’, v/, 2/, I', F', ¢') : Hace la rotacion rigida entre los puntos de
la curva comprendido entre I’ y F’
DiametroEfectivo(z,y, z,di — ef): Asigna un valor alto de energia si encuentra
dos puntos con distancia menor al didmetro efectivo di-ef
DiametroEfectivo(z,y/, 2, di — ef)
DiametroEfectivo2(z,y, 2,2/, vy, 2’,di — ef): Asigna un valor alto de energia si
encuentra dos puntos entre ambas curvas con distancia menor al didmetro efectivo
di-ef
Eb=EnergiaDoblado(z, y, z): Devuelve el valor de la energia de doblado total de
la conformacién
Eb’=EnergiaDoblado(z', v/, /)
Wr = Writhe(z,y, z): Calcula el writhe de la curva
Wr’ = Writhe(z',y/, 2/)
Et = %Wﬂ : La energia de torsién de la conformacion
Et’ = 271”2
E=Eb+Et
E’=Eb’+Et’

end for
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Algorithm 9 Encadenamiento: parte 2

for [ = 1 hasta Iteraciones do
Prob = ¢~ E-Min)

A = PolinofrﬁoAlexander(a:,y,z) : Verifica el estado topolégico de la confor-
macioén
if A #1 then
E=x
end if
Prob = e~ 7(]3’;%1'”/)
A" = PolinomioAlexander(z',y’, ') : Verifica el estado topoldgico de la confor-
macioén
if A’ # 1 then
E’ =00
end if

VerificaEncadenamiento(z, y, z,2’,y, 2') : Devuelve energias infinitas si las cur-
vas tienen un encadenamiento distinto de Ca, si no, no hace nada.
if E > Min then
if Prob > ProbabilidadMinimaAceptada then
Min =E
end if
end if
if E < Min then
Min=E
Xaceptado = x,Y aceptado = y, Zaceptado = z,
end if
if E> > Min' then
if Prob’ > ProbabilidadMinimaAceptada then
Min' = E
end if
end if
if E> < Min' then
Min' = E’
X'aceptado = ', Y'aceptado = v, Z'aceptado = 2/,
end if
end for
return Xaceptado,Y aceptado, Zaceptado, X'aceptado,Y'aceptado, Z'aceptado
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A.4 Abstracts en congresos

A.4.1 Wilheln Bernhard Workshop 23th

University of Debrecen, Hungary
19™ August 2013 - 23 August 2013

D3. GEOMETRY AND PLASTICITY OF DNA DURING REPLICATION:
THE BENEFIT OF DNA ENTANGLEMENTS

Jorge Cebrian', Victor Martinez’, Maria José Femindez’, Christian Schaerer’, Pablo
Hernandez!, Dora B.Krimer!, Jorge B. Schvartzman’

‘Centro de Investigaciones Biologicas (CSIC) Ramiro de Maezty 9 28040, Madrid, Espariia;
’t aboratorio de Computacion Cientifica y Aplicada, FP-UNA, San Lorenzo, Paraguay

During replication, DNA molecules undergo topological changes that affect supercoiling,
catenation and knotting. To better understand this process and the role of topoisomerases, the
enzymes that control DNA topology in vivo, two-dimensional agarose gel electrophoresis
[2Dgels) and atomic force microscopy (AFM) were used to examine partially replicated bacterial
plasmids containing replication forks stalled at specific sites. The results obtained and computer
simulations based on Metropolis Monte Carlo helped us to predict the thermodynamic stability of
these molecules and to determine the potential energy that can be stored in the replicated and
unreplicated regions.

Altogether, these observations strongly suggest that type Il DNA topoisomerases recognize
the geometry (sign and handedness) of DMA duplex crossings. This geometry changes
continuously during replication and in partially replicated molecules differs also between the
replicated and non-replicated regions. In addition, the data obtained revealed that DNA
entanglements (supercoils and catenanes) play an active role in preventing the formation of
deleterious knots.
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A.4.2 XXXVI Congreso SEBBM

30/09/13

Libro de Restimenes online
[Buscador de comunicaciones aceptadas]|

XXXVI Congreso SEBBM
Madrid, 4-6 de septiembre de 2013
Sociedad Espanola de Bioquimica y Biologia Molecular

P16r-16
Role of type I DNA topoisomerases in the regulation of supercoiling and precatenation of DNA replication
mtermediates

Jorge Ce brizinl, Victor Mart]’nezz, Maria José Feméndez—Nestosaz, Christian Schaererz,
Pablo Heméndez!, Dora B. Krimer!, Jorge B. Schvartzman!

ICentro de Investigaciones Biologicas (CSIC), Madrid, ES, 2Laboratorio de Computacion Cientifica y
Aplicada, FP-UNA, San Lorenzo, PY

During replication, DNA molecules undergo topological changes that affect supercoiling, catenation and
knotting. To better understand the finction of these enzymes that control the topology of DNA during
replication, two-dimensional agarose gel electropheresis (2Dgels) was used to examine a bacterial plasmid
containing the replication fork stalled affer replication of ~60 percent of the molecule. The DNA was isolated
from a Topoisomerase IV (Topo [V) proficient or deficient £. co/f strain and then treated in vifro with two
type II DNA topoisomerases: Topo IV and DNA gyrase.

Our results confirmed that Topo IV recognizes and efficiently eliminates precatenanes and catenanes.
However, when we exposed replication ntermediates (RIs) in vitro to DNA gyrase -which is known to
introduce right-handed crosses n covalently closed domains (CCCs) both # vive and in vitro- the Rls
showed less precatenanes than in undigested conditions only for Rls isolated from Topo IV proficient cells.
In addition, the effects of these enzymes on the topology of RIs m the presence of an intercalating agent and
computer simulations based on Metropolis Monte Carlo helped us to predict the thermodynamic stability of
these molecules and to determne the potential energy that can be stored in the replicated as well as in the
non-replicated regions.

The results obtained indicated that type II DNA topoisomerases recognize the geometry (sign and
handedness) of the crossings and this geometry changes contmuously durmg DNA replication and differs also
between the replicated and non-replicated regions.
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A.4.3 Banff International Research Station

Banff International Research Station
for Mathematical Innovation and Discovery

ENTAGLEMENTS IN BIOLOGY:; HOW NATUEE CONTROLS THE TOPOLOGY OF
PROTEINS AND DNA

DNA dynamics during replication: the benefit of entanglement

Jorge Cebrian!: Victor Martinez?, Maria José Femandez?, Christian Schaerer?, Pablo Hemandez! Dora B.
Krimer!, Jorge B. Schvartzman!

! Centro de Investigaciones Biolagicas (CSIC), Ramiro de Maeztu®, 28040, Madrid, Espafia

I Laboratorio de Computacién Cientifica v Aplicada, FP-UNA, SanLorenzo, Paraguay

During replication, DNA molecules undergo topological changes that affect supercoiling, catenation and
knotting. To better understand thiz process andtherole of topoizomerases, the enzymes that control DINA
topology invivo, high resolution two-dimensional ggargse gel electrophoresis (2Dgels) and atomic force
microscopy (AFM) were used to examine partially replicated bactenal plasmids containing replication
forksstalled at specific sites. The exposure ofthese replication intenmediates (FIs) isolated from
Escherichiacolimutant cells proficient or deficient for Topp I'V to varnous topoisomeraszes in vifre
generated swrprising observations. The results obtained together with computer simulations based on
Metropolis Monte Carlo helped us to predict the thermodynamie stability ofthe molecules andto
determine the potential energy that canbe stored in the replicated and unreplicated regions. Altogether,
these observations strongly suggest thattype IIDNA topoisomerasesrecognize the geometry of DINA
duplex crossings, probably throughout their interaction with other proteins. The geometry ofthe crosses
differs between the unreplicated andreplicatedregions, changes continuously asreplication forks
advance andis dramatically altered by deproteinization.

Comunicacion oral: hitp:/fwww. birs. ca/events/2013/5-day-workshops /1 3w5133 fvidens
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